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1 Einleitung und Problemstellung

Die Familie der Asteraceae reprasentiert mit ithren 14 Triben und den mehr as 20.000
bekannten Arten ene der formenreichsten Verwandschaftsgruppen innerhalb der
bedecktsamigen Pflanzen. Die Gattung Eupatorium wird in die Tribus Eupatorieae, Subtribus
Eupatoriinae, eingeordnet [KING und ROBINSON, 1987]. Der Ursprung der von Linné fir den
in  Europa beheimateten Wasserdost (Eupatorium cannabinum L.) eingefthrten
Gattungsbezeichnung ist nicht genau bekannt. Manche Autoren vertreten die Auffassung, dass
er von der alten Form , Hepatorium“ herrihrt, mit der auf die Verwendung des Krautes bei
L ebererkrankungen angespielt wird [WOERDENBAG, 1986]. Die Botanker King und Robinson
gehen dagegen davon aus, dass die Bezeichnung eine Ehrung des Pontischen Konigs
Mithridates Eupator (132 — 163 n. Chr.) darstellt. In Uberlieferungen heildt es, dieser antike
Herrscher habe eine Eupatorium-Art in die Medizin eingefuhrt [KING und ROBINSON, 1987].

Vertreter der Eupatorieae findet man vor allem in Mexico sowie Zentral- und Stidamerika.
Einige Genera kommen auch in Nordamerika vor, wahrend die Verbreitung in der aten Welt
sehr beschrankt ist. Aus Europa ist lediglich Eupatorium cannabinum bekannt [KING und
ROBINSON, 1987].

Bild 1.1: Diese Aufnahme von E. semialatum entstand bei Purulha in der Baja Verapaz (Guatemal a)
unmittelbar vor dem Schneiden der in dieser Arbeit untersuchten Blatter
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Guatemala und die angrenzenden Areale in Mexico und Belize besitzen sowohl von der Fille
der vorkommenden Arten als auch von der Menge der Individuen die reichsten Bestande an
Vertretern der Eupatorieae in der Welt. Man begegnet den in Guateamala heimischen Artenin
grol3er Zahl nach der Regenzeit (November bis Januar). Die meisten von ihnen gedeihen in
Gebieten, in denen sich trockene und feuchte Vegetationsperioden abwechseln. Dies trifft
besonders auf das westliche Hochland von Guatemala zu. Einige Spezialisten besiedeln
jedoch ausschliefdlich die humiden montanen Regionen oder das feuchte Tiefland an der
Atlantikkiste [WILLIAMS, 1975].

Diein der vorliegenden Arbeit untersuchte Spezies Eupatorium semialatum Benth. wéachst in
Guatemala in regenreichen Dickichten oder Mischwaldern mit Eichen und Kiefern in Hohen
zwischen 1000 und 3300 m Uber dem Meeresspiegel [CACERES, 1996; MORTON, 1981; NASH
und WiLLIAMS, 1976]. Das fir die eigenen Untersuchungen verwendete Drogenmaterial der
von den Einheimischen u.a. ,Bacché" genannten Pflanze stammt aus den Nebelwaldern des
Hochlandes Alta Verapaz (siehe , S. E) E. semialatum, im Jahre 1840 erstmals von
BENTHAM beschrieben, ist ein 1,5 bis 6 Meter hoher Strauch mit zahlreichen hellrosa bis weil3
gefarbten Infloreszenzen (siehe , S. Eb Zur Blitezeit verstromen die Bliten einen
intensiven Duft. Die Laubblé&tter tragen auf ihrer Unterseite kleine punktférmige Drisen.

*  Honduras

Alta Verapaz

Pazifik

Bild 1.2: Herkunft des Drogenmaterials, das Quadrat in der kleinen Karte von Mittelamerika markiert den
Ausschnitt der Detailkarte von Guatemala und den angrenzenden Landern
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In der Volksmedizin von Guatemala spielen die dort heimischen Arzneipflanzen eine grol3e
Rolle bel der Behandlung vieler verschiedener Krankheiten. Das bitter schmeckende Dekokt
aus den nach der Blite gesammelten Blé&ttern von E. semialatum wird insbesondere von den
Bewohnern des Distrikts Alta Verapaz zur Behandlung von Malaria, gastrointestinalen
Beschwerden (Amobiasis, Diarrhoe und Colitis), Schmerz verschiedener Genese,
Erkrankungen des Blutes und der Niere, Hepatitis, Husten und Keuchhusten verwendet.
Dariiber hinaus wird berichtet, dass es bei der Linderung von Koliken in der Veterinar-
Medizin gut wirksam ist [CACERES, 1996; DIESELDORFF, 1977; MEDINILLA und DE GARCIA,
1978; MEJIA, 1922; MORTON, 1981; NASH und WILLIAMS, 1976; SUTHERLAND, 1986]. Einige
dieser Indikationen entsprechen damit weitgehend denen der haufig verwendeten
Arzneipflanze Neurolaena lobata (L.) R.Br., einer ebenfals in Guatemala heimischen
Asteraceae. Somit erscheint es nicht verwunderlich, dass E. semialatum in der Alta Verapaz
as Ersatz fur eventuell nicht verfigbare Neurolaena l|obata-Blétter eingesetzt wird
[MEDINILLA und DE GARCIA, 1978].

Die Systematik der Eupatorieae ist von mehreren Botanikern sehr intensiv untersucht und in
Folge konkurrierender Interpretationen des verflgbaren Herbarmaterials kontrovers diskutiert
worden. Insbesondere die Stellung einiger Eupatorium-Arten im taxonomischen Kontext der
Eupatorieae bereitet nach wie vor Schwierigkeiten, da etliche Gattungsbezeichnungen
existieren, von denen noch unklar ist, ob es sich um Synonyme fir dieselbe Art oder um
verschiedene Spezies handelt. So vertraten King und Robinson die Auffassung, dass
E. ligustrinum eigentlich eine Ageratina-Spezies (Ageratina ligustrina (DC.) R. King & H.
Robinson) aus der Subtribus Oxylobinae darstellt [KING und ROBINSON, 1970a]. Als weitere
Synonyme fur A. ligustrina nannten sie in ihrer spéter erschienenen Monographie Uber die
Tribus Eupatorieae neben E. biceps Klotzsch ex Vatke, E. erythropappum B. Robinson,
E. glabellum Hort. Ex Sieber & Voss, E. ligustrinum DC., E. micranthum Less,
E. myriadenium Schauer, E. odoratissimum Hort. Ex Sieber & Voss und E. weinmannianum
Regel & Koern. auch die in dieser Arbeit behandelte Spezies E. semialatum Benth.
[RoBINsON und KING, 1985].

Der Botaniker Williams dagegen betrachtete E. semialatum Benth. schon vor Erscheinen der
Monographie von King und Robinson als eigenstandige Art, die nicht mit E. ligustrinum bzw.
A. ligustrina identisch ist. Er ging davon aus, dass E. ligustrinum eine nordmexikanische Art
représentiert, die sich deutlich von der in Guatemala heimischen Spezies E. semialatum
unterscheidet [NASH und WILLIAMS, 1976; WILLIAMS, 1975].

Neben den von King und Robinson genannten Synonymen fur E. semialatum existieren in der
Literatur noch welitere als synonym erachtete Bezeichnungen: A. caeciliae (B.L. Rob.) King
H. Rob., A. plethadenia King & Robinson, E. caeciliae B.L. Rob., E. plethadenium Standl. &
Steyerm. und E. vetularum Standl. & Steyer. [NASH und WILLIAMS, 1976; TURNER, 1997,
WILLIAMS, 1975].
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Bild 1.3: Sekundarstoffe aus den als identisch mit E. semialatum angesehenen Arten A. ligustrina,
E. erythropappum, E. Ilgustrlnum und E. micranthum (Flavonoide siehe Bild 1.4|S Ej
Sesquiterpenlactone siehe Bild 1.5) S f}

Fur einen Teil der angeblich mit E. semialatum identischen Spezies existieren Publikationen
Uber die Sekundarstofffiihrung. Es handelt sich um A. ligustrina, E. erythropappum,
E. ligustrinum und E. micranthum. Danach konnten die aliphatischen Verbindungen
Docosanol, 5-Hydroxytiglinsdure und Tetracosanol [RoJAs et al., 1988; SAGAREISHVILI,
1980; TAMAYO-CASTILLO €t a., 1988], Coumarin und 6-Methoxycoumarin [ SAGAREISHVILI,
1980; TALAPATRA et a., 1985], das Anthracen-Derivat Physcion (zweifelhaft) [TALAPATRA et
a., 1985], das Lignan Pinoresinol [RoJAS et al., 1988; TAMAYO-CASTILLO et a., 1988],




1 Einleitung und Problemstellung 5

[-Sitosterin [TALAPATRA et al., 1985], zwei Monoterpene vom p-Menthan-Typ [TALAPATRA
et a. 1985], ein Epoxythymolester [BOHLMANN et al., 1977b], die Sesguiterpene
11-Cinnamoyloxyoplopanon, [-Caryophyllen, [-Caryophyllenepoxid, Germacren D und
Spathulenol [BOHLMANN et al., 1977b; RoJAS et al., 1988; TAMAYO-CASTILLO €t al., 1988],
das offenkettige Diterpen 19-Acetoxy-18-hydroxygeranylnerol [TAMAYO-CASTILLO et al.,
1988] und das Triterpen Lupeol nachgewiesen werden [RoiAas et al., 1988; TAMAYO-

CasTILLO et al., 1988] (siehe[Bild 1.3] S.[4).

An Favonoid-Derivaten fanden sich das Flavanol 7-O-Methylaromadendrin [ SAGAREISHVILI,
1985], die Flavanol-Glykoside Eupathronosid, Glucoferid und Micranthosid [RODRIGUEZ et
a., 1974; SAGAREISHVILI et al., 1981; TALAPATRA €t al., 1985], das Flavon Cirsimaritin
[Rojas et a., 1988; TAMAYO-CAsSTILLO et al., 1988], die Flavonole Kaempferol-5-
methylether und Rhamnocitrin [ROJAS et al., 1988; SAGAREISHVILI, 1985; TALAPATRA et d.,
1985; TAMAYO-CASTILLO et al., 1988] sowie die beiden Flavonol-Glykoside Eupalin und
Eupatolin [QUIJANO et a., 1970] (siehe[Bild 1.4, S.[5).

ORs
R,O o) O
‘ OH

Flavanol-Derivate:

ORy O
R, R, Rs Verbindung
H CHsy H 7-O-Methylaromadendrin
B-Glu CH; H Eupathronosid
H B-Glu CHsy Glucoferid
B-Glu CH; B-Glu Micranthosid

Flavon- und Flavonol-

Derivate:
R; R, Rs R4 Rs Verbindung
H H OCHgs CHs, H Cirsimaritin
OH CH; H H H Kaempferol-5-methylether
OH H H CHs, H Rhamnocitrin
O-a-Rha H OCHgs CHs, H Eupalin
O-a-Rha H OCHgs CHs, OH Eupatolin

Bild 1.4: Flavonoide aus den alsidentisch mit E. semialatum angesehenen Arten A. ligustrina,
E. erythropappum, E. ligustrinum und E. micranthum (Sesquiter penlactone siehe Bild 1.5 S. E]

andere Sekundarstoffe siehe[Bild 1.3] S )
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Darliber hinaus konnten neben den beiden Guaianoliden 8f3-Hydroxykauniolid und Ligustrin
[Rojas et a., 1988, Romo et a. 1968, TAMAYO-CASTILLO et al., 1988] funf
Sesquiterpenlactone vom Germacrolid- und eines vom Heliangolid-Typ isoliert werden
[RoJas et al., 1988; TAMAYO-CASTILLO et al., 1988] (sieheEiId 1.5/ S. B

Guaianolide:

Heliangolide:

8[3-Hydroxykauniolid Ligustrin Hiyodorilacton C O
Germacrolide:

R1 R?

H Acetyl

H 4-Hydroxytigloyl

H 5-Hydroxytigloyl

H 4-Hydroxy-5-tigloyloxytigloyl

Acetoxy H

Bild 1.5: Sesqguiterpenlactone aus den als identisch mit E. semialatum angesehenen Arten A. ligustrina und

E. ligustrinum (Flavonoide siehe S. p] andere Sekundarstoffe siehe SH

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Arzneipflanze E. semialatum. Bisher wurde
das Blattmaterial dieser Pflanze noch nicht phytochemisch untersucht. Mit der hier
durchgefiihrten Analyse soll zunéchst Gberprift werden, ob die Blétter von E. semialatum alle
oder zumindest einen Teil der bereits fur die as synonym angesehenen Arten beschriebenen
Inhaltsstoffe enthalten. Dadurch kdnnten wichtige chemotaxonomische Informationen Uber
diese Pflanze gewonnen werden, die mdglicherweise zur Klarung der oben angesprochenen
Probleme fuhren. Besonders interessant sind dabei die Sesquiterpenlactone und die
Flavonoide, da beide Stoffgruppen weit verbreitet und bereits viele Uberlegungen zur
Chemotaxonomie an Hand dieser Sekundérstoffe angestellt worden sind [HARBORNE &t al.,
1975; SEAMAN, 1982]. Gleichzeitig dient diese Untersuchung der Identifizierung potentieller
Wirkstoffe von E. semialatum. Auch in diesem Zusammenhang sind die Sesquiterpenlactone
besonders zu beachten, da auch andere Eupatorium-Spezies solche Verbindungen enthalten
und diese dort als Wirksubstanzen identifiziert werden konnten [WOERDENBAG, 1993]. Dies
gilt auch fur andere, ebenso wie E. semialatum gegen Malaria eingesetzte Arzneipflanzen aus
anderen Triben der Asteraceae, wie z.B. Artemisia annua und Neurolaena lobata, deren
Sesquiterpenlactone in vitro bzw. bei Artemisia annua auch in vivo starke antiplasmodiae
Aktivitét gezeigt hatten [FRANCOIS et al., 1996; MESHNICK et al., 1996] (siehe Kap.

S. b57lund Bild 3.7 S. 62).
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Da Asteraceae im allgemeinen und Vertreter der Eupatorieae im besonderen Pyrrolizidin-
Alkaloide enthalten kénnen, von denen V erbindungen mit einer Al,2-Doppel bindung hepato-
und nephrotoxisch sind, sollten Arzneidrogen, die innerlich angewendet werden, auf das
Vorkommen dieser toxischen Alkaloide untersucht werden [RODER, 1995; WOERDENBAG,
1993]. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es daher, auch dieser Frage nachzugehen.

Um potentielle Wirkstoffe in den Blattern von E. semialatum zu finden, sollen die aus dem
Extrakt isolierten Hauptkomponenten angesichts der volksmedizinischen Verwendung der
Pflanze bei Maariaerkrankungen in einem in vitro-Assay auf ihre mogliche Wirkung gegen
den Malaria-Erreger Plasmodium fal ciparum getestet werden [ CACERES, 1996].






2 Eigene phytochemische Unter suchungen

2.1 Isolierungund Identifizierung von Sesquiter penlactonen aus
Eupatorium semialatum

Das Vorkommen der Sesquiterpenlactone (SL) konzentriert sich auf die Pflanzenfamilie der
Asteraceae, zur der bekannte Heilpflanzen wie Arnika, Kamille, Schafgarbe oder Wermut
gehoren, die u.a. aufgrund ihres Gehaltes an SL eingesetzt werden. SL kommen jedoch auch
in Vertretern anderer Familien der Samenpflanzen wie auch in Lebermosen, Stéanderpilzen,
Algen und Meeresorganismen vor. Insgesamt sind bisher mehr als 3000 Verbindungen
bekannt [HANSEL et al., 1999; WOERDENBAG, 1986].

Die Biosynthese aler SL geht von Farnesylpyrophosphat aus. Dieses zyklisiert unter
Abspaltung des Pyrophosphat-Restes zum Germacra-1(10),4-dien-Kation, welches dann
mehrfach oxidiert wird. Nach der Oxidation des Kohlenstoffatoms an Position 12 zur
Carbonsdure kann sich mit Hydroxylgruppen an C-6 oder C-8 unter Wasseraustritt der
Lactonring bilden (sieheBild 2.1 S.[d) [SeamaN, 1982; FiscHER et d., 1979].

14
15

9
2 ——10
6

\
4
3 5
COPP
Farnesyl-OPP 12 Hydroxylierung OH
an C-6 /

OH

Bild 2.1: Biogenese der Germacranolide

In den meisten Fallen werden dabei a-Methylen-y-Lacton-Gruppierungen gebildet. Das durch
den Schlu3 des Lactonringes entstandene Molekll ist der Grundtyp der bizyklischen
Germacranolide. In Abhangigkeit von der Konfiguration der beiden Doppelbindungen (C-1,
C-10 und C-4, C-5) unterscheidet man vier Arten von Germacranoliden: Die Germacrolide
(trans, trans), die Melampolide (cis, trans), die Heliangolide (trans, cis) und die ciscis
Germacranolide (cis, cis). Von den Germacranoliden leiten sich durch Sekundarreaktionen
alle anderen SL-Typen ab. So gehen etwa die trizyklischen Eudesmanolide Uber einen
weiteren Zyklisierungsschritt aus einem 1,10-Epoxygermacrolid hervor (si ehem S. @
[SEAMAN, 1982; FISCHER €t al., 1979].
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OH

1,10-Epoxy-

; Eudesmanolid
germacrolid

Bild 2.2: Biosynthese der Eudesmanolide

Ausgehend von einem Germacranolid- oder Melampolid-4,5-epoxid gelangt man nach dem
Mechanismus einer Markownikow-Zyklisierung zu den Guaianoliden (siehe Bild 2.3 S.

Die beiden Ringe des zu Grunde liegenden Guaian-Carbozyklus koénnen cis oder trans
verknupft sein, die Mehrheit der natirlich vorkommenden Guaianolide zeigt alerdings die
cisAnnellierung. Eine mogliche Erkldrung dafir ist, dass die trans-Guaianolide ein
Intermediat auf dem Weg zu den weiter verbreiteten Helenanoliden darstellen und die
Biosynthese im Normalfall nicht auf dieser Zwischenstufe stehenbleibt [SEAMAN, 1982;
FiscHER et dl., 1979].

4,5-Epoxy- _ . .
germgcr)gfid c/s-Guaianolid
HO""
- O
H =
4,5-Epoxy-
melampolid trans-Guaianolid

HO""

Bild 2.3: Biosynthese der Guaianolide

Das SL-Grundgerust kann in vielfaltiger Weise substituiert und umgestaltet werden. Dazu
kommen im weiteren Verlauf der metabolischen Abwandlung der Substanzen haufig noch
Veretherungen und V eresterungen.

Ein gemeinsames sensorisches Merkmal der SL ist ihr bitterer Geschmack, der durch den
Lactonring verursacht wird. Das Spektrum der Ubrigen pharmakologischen Effekte ist sehr
breit. Im Blickpunkt des pharmazeutischen Interesses stehen antimikrobielle,
antiphlogistische, antitumorale und antihyperlipidamische Wirkungen [HANSEL et al., 1999].
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Leider wird der breite Einsatz der SL meist durch ihre Cytotoxizité und ihr alergenes
Potential limitiert. Das gemeinsame Auftreten von erwiinschten und unerwinschten Effekten
liegt im Haupt-Wirkmechanismus der Substanzen begriindet (siehe Bild 2.4, S. [1). Sie
wirken namlich as unspezifische Alkylantien, indem sie im Sinne einer Michael-Addition
nukleophile Zentren (vornehmlich SH-Gruppen) in den Aminosduren von Enzymen oder in
der Erbsubstanz angreifen. Es kommt so zur Bildung von kovalenten Konjugaten zwischen
den molekularen Targets und den SL. Auf diese Weise kénnen Mono- oder auch Bis-Addukte
gebildet werden [FISCHER et al., 1979; HANSEL et al., 1999; SEAMAN, 1982].

Vor alem die bifunktionellen SL wirken stark antiphlogistisch. Mehrere Arbeitsgruppen
haben gezeigt, dass durch Verknilipfung zweier Cystein-Reste im Bereich der DNA-bindenden
Region der p65-Untereinheit des Transskriptions-Faktors NF-kB die Funktionsfahigkeit des
gesamten Transskriptions-Faktors beeintrachtigt wird [Bork et al., 1997; LYR et a., 1997].
Durch die Inaktivierung dieses Schalters fir verschiedene Gene der schnellen Immunantwort
wird dem Organismus die Mdglichkeit genommen, mit pro-inflammatorischen Mediatoren
wie Cytokinen, Interleukinen, Metaboliten der Arachidonsdure-Kaskade oder reaktiven
Radikalen eine Entziindungsreaktion aufrecht zu erhalten. Dies scheint jedoch nicht fur alle
SL zuzutreffen, da SL der Schafgarbe keine NF-kB-Wirkung besitzen, obwohl diese
Verbindungen in anderen in vitro- und in vivo-Tests starke antiphlogistische Wirkung gezeigt
hatten [Lyr et al., 2000].

O
E N
/ 4 (@)
HS-Protein Mono-Addukt S— Protein
: \
o+ )
Helenalin Protein—S E

O

Bis-Addukt S— Protein

Bild 2.4: Entstehung des Vollantigens bei der SL-induzerten Kontaktder matitis am Beispiel von Helenalin
[HANSEL et al., 1999]

Die antimikrobielle Wirkung wird mit einer Hemmung von bakteriellen Schllisselenzymen,
die in der Cytoplasmamembran der Mikroorganismen lokalisiert sind, erklart. Was die
zytostatische Wirkung betrifft, geht man von der Alkylierung von Enzymen aus, die in die
Regulation der Zellteilung involviert sind. Bei den durch SL héaufig ausgeldsten
Kontaktdermatitiden fungiert das SL als Hapten, welches durch Adduktbildung mit
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epidermalen Proteinen das Vollantigen bildet. Dieser SL-Proteinkomplex ist der
Ausgangspunkt einer Kaskade von Immunreaktionen, die im klinischen Bild einer Zell-
vermittelten Allergie vom Typ IV endet [HANSEL et al., 1999; Ivie und WITzEL, 1983;
PICMAN, 1986].

Bel den toxischen Effekten der SL spielt nicht nur die beschriebene Alkylierung eine Rolle,
vielmehr kommt bel verschiedenen toxischen SL den substanzspezifischen Wirkungen eine
weit hohere Bedeutung zu. Beispiele sind das aus der Apiaceae Thapsia garganica isolierte
Thapsigargin oder die Picrotaxane und seco-Prezizaane aus lllicium-Arten. Thapsigargin
entfaltet seine hautreizende und Tumor-promovierende Wirkung durch die Bindung an eine
bestimmte Klasse von Ca’*-transportierenden Enzymen, die fiir die Aufrechterhaltung der
Calcium-Homoostase in praktisch alen Saugetier-Zellen verantwortlich sind. Die Picrotaxane
und seco-Prezizaane sind nicht-kompetitive Antagonisten an GABA A-Rezeptor-assoziierten
Chloridkandlen, welche die postsynaptische inhibitorische Regulation der neuronalen
Aktivitdt in fast allen Regionen des Gehirns und des Rickenmarks vermitteln. Diese SL
wirken damit neurotoxisch [SCHMIDT, 1999].

2.1.1 Extraktion und Fraktionierung

725,96 g getrocknete und pulverisierte Blétter von Eupatorium semialatum Benth. wurden mit
Dichlormethan und anschlief?end mit Methanol erschopfend in einer Soxhlet-Apparatur

extnﬂert. Es resultierten 81 g Dichlormethan- und 180 g Methanol-Extrakt (siehe Kap.
S. kog).

Um Zuordnungsprobleme zu vermeiden, tragen die Bezeichnungen der aus den beiden
Stammextrakten hervorgegangenen Fraktionen entweder das Pré&fix ,D* fur Fraktionen des
Dichlormethan-Extraktes oder das Préfix ,,M* fur Unterfraktionen des Methanol -Extraktes.

Zur Abtrennung lipophiler Begleitstoffe (Fettsduren, Lipide, Chlorophyll etc.) wurde der
Dichlormethan-Extrakt mit Methanol ausgezogen und lieferte 36,86 g eines grinen Extraktes
von siruptser Konsistenz (siehe Kap. S. . Der Methanol-l6sliche Anteil des
Dichlormethan-Extraktes wurde in 120 ml Methanol suspendiert und in sechs Portionen
gleichen Volumens aufgeteilt. Ein Teil wurde zurickgestellt, wahrend die anderen funf
Portionen nacheinander an Sephadex LH-20 SC mit Methanol als Eluens aufgetrennt wurden.
Aus dieser Grobreinigung resultierten funf Fraktionen, von denen zwei nach Vorversuchen
(DC, GC und GC-MS) Terpene (D-Il) bzw. Flavonoid-Aglyka (D-1V) enthielten. Nach
welterer Auftrennung von Fraktion D-lII durch SC und semipréparative HPLC (siehe
Kap. 6.5.3.1] S. B09) konnten die Sesquiterpenlactone SL 1 — SL 11 isoliert werden.
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212  8B-[2-(2-Hydroxy-1-methoxyethyl)acryloyloxy]reynosin =
1B-Hydr oxy-8B-[2-(2-hydr oxy-1-methoxyethyl)acr yloyloxy]-4(15),11(13)-
eudesmadien-12,6-olid (Verbindung SL 1)

Nach der Aufarbeitung der Fraktion D-II mittels SC und semiprdparativer HPLC fielen
4 mg von Verbindung SL 1 als farblose, gummiartige Masse an (siehe Kap. [6.5.3.1) S. B09).
Auf der DC-Folie zeigte SL 1 nach Detektion mit Anisaldehyd/Schwefel sdure-Reagenz eine
blauviolette Farbe.

Das durch GC-MS-Kopplung aufgenommene EI-MS-Spektrum zeigte das schwerste
Fragment bei m/z 264 (siehe S. [14). Das Auftreten dieses Bruchstiickes in
Verbindung mit den leichteren Fragmenten bel m/z 246 und 228 war ein erstes Indiz dafir,
dass es sich bel SL1 um ein Sesguiterpenlacton handeln konnte [HEYwooD et a., 1977,
ScHMIDT, 1994]. Im El-Massenspektrum wurden keine Fragmente fur kurzkettige
Carbonsauren gefunden, wie dies bel vielen SL der Fall ist. Das bedeutet, dassim GC-MS nur
der Sesquiterpenlactonalkohol detektiert wurde. Das Molekulargewicht von SL 1 wurde durch
das ebenfals aufgenommene DCI-Spektrum bestimmt (si ehe, S. . Hier wurde das
Pseudomolekiilion ([M+NH4]™) bei m/z 410 registriert . Das Molekulargewicht von SL1
betragt damit 392 amu. Es mul3 sich demnach bel SL1 um den Ester enes
Sesquiterpenlactonalkohols handeln, der mdglicherweise schon unter der thermischen
Belastung im Injektor des GC gespalten wird, so dass im GC-MS-Spektrum lediglich die
Alkoholkomponente detektiert wird.

Im IR-Spektrum erkennt man eine breite OH-Vaenzschwingung im Bereich zwischen 3500
und 3600 cm (siehe[Bild 2.7 S.[15). Ein Hinweis auf das Vorliegen eines Lactons ist die
Absorptionsbande bei 1765 cm™. Die Banden bei 1719 und 1650 cm™ deuten darauf hin, dass
eine konjugierte Esterfunktion im Molekill enthalten ist. Die schwache Bande bei 1650 cm™
ist typisch fur die C=C-Vaenzschwingung von Methylengruppen [RUCKER et al., 1992].
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Bild 2.7: IR-Spektrum von Verbindung SL 1

Tabelle2.1: NMR-Daten von Verbindung SL 7 (500 bzw. 125 MHz, CDCls, TMS); o [ppm], J [HZ (in

Klammern)

H SL1 C SL1 DEPT
1 3.53dd (4.4, 11.3) 1 78.45 CH
2eq 1.84m 2 30.92 CH;

ax 1.60m 3 33.26 CH;
3eq 2.36 ddd (1.9, 5.0, 13.9) 4 136.69 C

ax 2.15dd (5.0, 13.9) 5 53.31 CH
5 2.27 d (10.7) 6 74.94 CH
6 4521 (11.1) 7 51.99 CH
7 2.86 ddd (3.2, 5,.7, 11.1) 8 66.64 CH
8 5.85dd (2.5, 5.7) 9 40.32 CH;
9¢eq 242 dd (2.5, 15.1) 10 42.57 C

ax 1.66dd (3.8, 15.1) 11 134.32 C

13 6.16 d (3.2) 12 169.54 C
545d(3.2) 13 119.56 CH;
14 1.00s 14 13.68 CHs;
15 5.04s 15 110.00 CH;
497s 1 165.14 C
3 6.31ls 2 14161 C
594 s 3 127.51 CH,
4 4.21dd (2.5, 6.9) 4 80.33 CH
5 3.69m 5 65.30 CH;
3.48dd (7.3,11.5) OCHs; 57.29 CH;
OCHs 3.33s
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Bild 2.8: *C NMR-Spektrumvon S 1 (125 MHz, CDCl3, TMS)
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Bild 2.9: DEPT-Spektrumvon SL 7 (125 MHz, CDCl3, TMS)
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Das Protonen-breitbandentkoppelte 3C NMR-Spektrum (siehe [Bild 2.8, S. [16) zeigt die
Signale fur einundzwanzig Kohlenstoffatome, bei denen es sich nach dem DEPT-Experiment
(siehe m S. Eﬁl) um 7 Methin-, 6 Methylen-, 2 Methyl- und 6 quartére C-Atome
handelt. Die Signale bel 134.32 (C-11), 169.54 (C-12) und 119.56 ppm (C-13) sind
charakteristisch fur die Kohlenstoffe einer a-M ethylen-y-Lacton-Struktur, wie sie bel vielen
SL zu finden ist [BUDESINSKY und SAMAN, 1995]. Das Signal eines quartéren Kohlenstoffes
bei 165.14 ppm (C-1") liegt im Erwartungs-Bereich der Carbonyl-Kohlenstoffe veresterter
Carbonsduren. Diesist ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich bei SL1 um den Ester eines
SL-Alkohols handelt [BUDESINSKY und SAMAN, 1995].

Bild 2.10: *H NMR-Spektrum von SL 1 (500 MHz, CDCls, TMS); der untere Teil gibt den Spektrenbereich
2wischen 2.25 und 2.45 ppm wider
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Das Protonenspektrum von SL1 enthalt neben komplexen Resonanzen im Hochfeldbereich
einige isolierte Signale im tieferen Feld (siehe , S. ﬁ) Dazu gehdren die beiden
benachbarten breiten Singuletts bei 4.97 und 5.04 ppm (H-15). Solche Signale sind typisch fir
exozyklische Methylengruppen, wie sie bel Sesguiterpen- und Diterpenderivaten haufig
gefunden werden [HEywooD et al., 1977; HOENEISEN et al., 1980]. Im COSY -Spektrum
(siehe , S. erkennt man fir beide Protonen schwache allylische K opplungen mit
einem Methinproton bei 2.27 ppm (H-5) und einem Proton einer Methylengruppe (2.15 ppm,
H-3ax). Ergebnisse des Arbeitskreises um Ferdinand Bohlmann zeigen, dass bel SL mit der
gerade beschriebenen Partialstruktur das Methylenproton bei hdherem Feld axial und das bei
tieferem Feld equatorial orientiert ist. Bel den beiden Protonen einer mit der Methylengruppe
an Position 3 koppelnden weiteren Methylengruppe (1.60 und 1.84 ppm, H-2ax und H-2eq)
verhdt es sich genauso [BOHLMANN et al., 1983; HOENEISEN et al., 1980]. Beide Protonen an
C-2 zeigen im COSY -Spektrum eine Interaktion mit einem Proton, welches ein dd-Signal bei
3.53 ppm liefert (H-1). Eine der beiden Kopplungskonstanten fur H-1 betragt 11.3 Hz.
Hieraus geht hervor, dass das zugehorige Wasserstoffatom axial an den Ring gebunden ist, da
der Betrag der Kopplungskonstanten eine diaxiale Kopplung mit H-2ax anzeigt. Die
chemische Verschiebung von H-1 |at es plausibel erscheinen, dass der zugehérige
Kohlenstoff (C-1) Sauerstoff-substituiert ist, und zwar mit einer nicht veresterten, freien OH-
Gruppe Diese mui auf Grund der vorher angestellten Uberlegungen eine equatoriale Position
einnehmen.

Verfolgt man die Sequenz der Spin-Kopplungen, ausgehend von der Exomethylengruppe, in
der anderen Richtung weiter, so gelangt man zunéchst durch allylische Kopplung zu dem
bereits erwdhnten Dublett bel 2.27 ppm (H-5). Dieses Proton koppelt mit einem weiteren
Proton bel 4.52 ppm (H-6). Die Kopplungskonstante in Héhe von 10.7 ppm spricht fir eine
trans-diaxiale Kopplung dieser beiden Protonen. Im COSY -Spektrum koppelt H-6 mit einem
weiteren axial stehenden Proton (H-7), das bel 2.86 ppm ein isoliertes dd-Signal liefert.
Dieses zeigt noch weitere Kopplungen, namlich mit einem Dublett von Dubletts bei 5.85 ppm
(H-8) und mit zwel Dubletts bel 5.45 und 6.16 ppm (H-13). Die chemische Verschiebung
dieser Signale ist charakteristisch fur die Exomethylenprotonen eines a-Methylen-y-
Lactonringes, der trans mit dem SL-Grundgertst verknipft ist [BOHLMANN et al., 1983;
BUDESINSKY und SAMAN, 1995; HOENEISEN et al., 1980].

Das Proton an C-7 koppelt, wie oben schon erwahnt, mit einem Methinproton (H-8), welches
ein dd-Signal bei 5.85 ppm hervorruft. Aufgrund der Kopplungskonstanten von 5.7 Hz muf
H-8 aquatoria orientiert sein [HESSE et al., 1995]. Die Lage dieses Signals und die des
korrespondierenden Kohlenstoffatoms (C-8) bel 66.64 ppm deuten darauf hin, dass das
C-Atom mit einer Esterseitenkette verbunden ist [BUDESINSKY und SAMAN, 1995; Y OSHIOKA
et a. 1973]. H-8 zeigt im COSY-Spektrum zwei weitere Kopplungen mit einer
Methylengruppe (H-9). Diese beiden Protonen kommen bei einer chemischen Verschiebung
von 1.66 und 2.42 ppm zur Resonanz. Nach Untersuchungen aus dem Arbeitskreis um
Ferdinand Bohlmann ist dabei das stérker entschirmte Proton equatorial ausgerichtet (H-9eq)
[HOENEISEN et a., 1980]. Mit der Methylengruppe reild die Sequenz der vicinalen
Kopplungen ab, so dass das néchste C-Atom quartéar sein mul3. Weitere Konnektivitaten
lassen sich aus dem HMBC-Spektrum ablesen (siehem, S. |2_;I.|) Es besteht hier eine %J-
Kopplung zwischen den Methylenprotonen (H-9) und einem quartdren Kohlenstoff bei
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4257 ppm (C-10). Dieser Kohlenstoff zeigt (ber eine weitere 2JKopplung eine
Wechselwirkung mit einer Methylgruppe bei 13.68 ppm (H-14). Die beiden weiteren
longrange-Kopplungen von H-14 betreffen bekannte Spinsysteme: Die erste 33-Kopplung
bestent mit einem Signal bel 53.31 ppm. Wegen des Kreuzsignals mit H-5 im HMQC-
Spektrum muB es sich um das C-5 handeln (siehe[BiTd 2.13, S.[20). Die zweite 33K opplung
fihrt zu einem Kohlenstoff bei 78.45 ppm, welcher auf Grund seiner Lage im **C NMR-
Spektrum eine freie OH-Gruppe tragen muf3. Eine entsprechende Interaktion im HMQC-
Spektrum beweist, dass es sich um das hydroxylierte C-1 handeln muR3. Die beschriebene
Verkettung der Signale und Spinsysteme ist bei einem SL nur mit einem Grundkoérper vom
Eudesmanolid-Typ vereinbar.
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Bild 2.11: COSY-Spektrumvon SL 1 (500 MHz, CDCl5;, TMS)
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Bild 2.12: HMQC-Spektrum von Verbindung SL 7 (500 bzw. 125 MHz, CDCl3, TMS)

Ordnet man mit Hilfe des HMQC- und des HMBC-Spektrums dem Eudesmanolid-Alkohol
die zugehoérigen Kohlenstoffe zu, so bleiben sechs Signale Ubrig, die der mit der
Hydroxylfunktion an C-8 veresterten Carbonsaure zuzuordnen sind. Bel dieser Saure handelt
es sich um eine 2-substituierte Acrylsaure. Die Signale der Exomethylenprotonen liegen bei
5.94 und 6.31 ppm (H-3"). Diese zeigen im HMBC-Spektrum eine *J-Kopplung mit einem
Methinkohlenstoff bei 80.33 ppm (C-4"). Aus dem COSY -Spektrum ist ersichtlich, dass das
zugehorige Proton (H-4") mit den beiden Protonen einer Methylengruppe koppelt. Die
zugehorigen Signale bei 3.48 und 3.69 ppm (H-5") liegen im Erwartungsbereich der Protonen
von akoholisch substituierten Kohlenstoffatomen [HESSE et al., 1995]. Damit ist es sehr
wahrscheinlich, dass es sich bel dem noch nicht identifizierten Substituenten der
Methylengruppe um eine Hydroxylfunktion handelt.

C-4 besitzt noch einen weiteren Substituenten. Im HMBC-Spektrum existiert eine
33 Kopplung zwischen dem Signal von C-4" und einem 3-Protonen-Singulett bei 3.33 ppm.
Dieses Singulett interagiert im HMQC-Spektrum mit einem Signa bei 57.29 ppm. Die
chemischen Verschiebungen sprechen eindeutig fir eine Methoxygruppe [BUDESINSKY und
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SAMAN, 1995; HEessE et al., 1995]. Damit handelt es sich bei der mit der axialen
Hydroxylgruppe des SL’s veresterten Saure um (2-Hydroxy-1-methoxyethyl)acrylsaure. Die
K ernresonanz-spektroskopischen M ef3daten stehen im Einklang mit Angaben aus der Literatur
[BUDESINSKY und SAMAN, 1987].
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Bild 2.13: HMBC-Spektrum des Gemisches aus SL Z und SL 2 (500 bzw. 125 MHz, Aceton-ds,, TMS); wegen der
hoheren Masse des Gemischesist dieses Soektrum besser und damit aussagekraftiger als die
entsprechenden Spektren der Einzelsubstanzen

Legt man die gangige Bezeichnungsweise bei Eudesmanoliden zu Grunde, so lassen sich die
Ergebnisse aus den NMR-Spektren folgendermal3en rekapitulieren: Das C-1 ist mit einer
Hydroxylgruppe substituiert und die 2-substituierte Acrylsdure ist mit einer OH-Gruppe an
C-8 verestert. Das C-15 ist zur Exomethylengruppe oxidiert, das 12,6-Lacton trans-
konfiguriert. Demnach handelt es sich bel SL1 um 8B-[2-(2-Hydroxy-1-methoxyethyl)-
acryloyloxy]reynosin (= 1B-Hydroxy-8[3-[2-(2-hydroxy-1-methoxyethyl)acryl oyl oxy]-
4(15),11(13)-eudesmadien-12,6-olid). Die Richtigkeit der vicinalen Protonenkopplungen und
die Zugehorigkeit der einzelnen Signale zu bestimmten Spinsystemen wurde durch selektive
Spinentkoppelungs-Experimente Uberprift. Dabel wurde bel Betrachtung eines bestimmten
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Protons wahrend der Messung das Signal eines Kopplungspartners durch Einstrahlung eines
Storsignals ausgeloscht.  Vereinfachte sich die Multiplizitét des interessierenden
Protonensignals, so konnte die Kopplung als bewiesen angesehen werden. Dartber hinaus
konnten durch dieses Verfahren der gezielten Eliminierung von Kopplungen die einzelnen
Kopplungskonstanten sukzessive eindeutig den verursachenden Kopplungspartnern
zugeordnet werden.
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Bild 2.14: NOESY-Spektrum des Gemisches aus SL Z und SL 2 (500 MHz, CDCl3,, TMS); wegen der htheren
Masse des Gemisches ist dieses Spektrum besser und damit aussagekréftiger als die entsprechenden
Soektren der Einzel-Substanzen; neben den echten NOE-Korrelationen sind auch TOCSY-Artefakte im
Foektrum enthalten

Vor diesem Hintergrund lassen sich nun auch die Massen-Spektren besser interpretieren: Das
aus dem DCI-M S-Spektrum ablesbare Molekulargewicht von SL1 steht im Einklang mit den
NMR-Ergebnissen (siehe S. . Selbst unter den schonenden Aufnahme-
bedingungen dieses Spektrums kommt es zur Spaltung von SL1. Dies kann aus mehreren
Peaks gefolgert werden: Das Kation mit m/z 282 ist ein Clusterion, bestehend aus dem
Sesquiterpenlactonalkohol und einem Ammonium-lon. Die Fragmente mit 146 und 163 amu
stehen fur das Acyl der Séure bzw. den Cluster mit Ammoniak. Das EI-MS-Spektrum
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dokumentiert ausschliefdlich die Fragmentierung des Sesquiterpenlactonalkohols. Mehrere
Peaks im Massenbereich Gber 200 units belegen die Eliminierung von 2 Molekilen Wasser
(m/z 246 und Mz 228), einem Methylradikal (m/z 213) und einem Molekil Kohlendioxid
(m/z 202) aus dem SL-Grundkorper.

Bezlglich der relativen Konfiguration des Molekils ist bekannt, dass bei 6,7-trans-
Eudesmanoliden der modifizierte Isopropylrest an C-7 aus biogenetischen Griinden equatorial
Uber die Ringebene des Decalin-Systems orientiert ist [FISCHER et a., 1979]. Die lactonisierte
OH-Gruppe an C-6 ist auch equatorial angeordnet, alerdings unter die Ringebene. Daraus
folgt die trans-diaxiale Anordnung der Protonen an C-6 und C-7, die schon aus den
K opplungskonstanten abgeleitet werden konnte. Da H-6 auch mit H-5 trans-diaxial koppelt,
muf3 sich das Proton an Position 5 unterhalb der Ringebene befinden. Dies steht in Einklang
mit dem Shift des zugehdrigen Kohlenstoffatoms [BUDESINSKY und SAMAN, 1995].
Betrachtet man die chemische Verschiebung des C-1 von 1-Hydroxyeudesmanoliden in
Deuteriochloroform, so liegt sie bei a-Hydroxy-Gruppen bel etwa 72 ppm und bei
B-Hydroxy-Gruppen (iber 75 ppm. Somit spricht der aus dem *C NMR-Spektrum von SL 1
entnehmbare Wert von 78.45 ppm eindeutig fir eine B-sténdige OH-Gruppe. Ein weiteres
Indiz ist die Signallage von C-14 bei 13.68 ppm. Bei einer a-OH-Gruppe an C-1 wére das
Signal bei einer deutlich héheren chemischen Verschiebung (ca. 18 ppm) zu finden
[BUDESINSKY und SAMAN, 1995]. Da aus den K opplungskonstanten von H-1 hervorgeht, dass
dieses Atom axial angeordnet ist, muld die [-OH-Gruppe equatorial positioniert sein.
Bewiesen wird dieser Schlufd durch ein Kreuzsignal zwischen H-1 und H-5 im NOESY -
Spektrum: Beide Atome stehen axial unter der Ringebene und zeigen eine deutliche NOE-
Wechselwirkung (siehe'M, S.@). Aus der Anordnung der Substituenten an C-1 und
C-5 geht aulRerdem die Verknipfung der Ringe A und B hervor. Nur eine trans-Annellierung,
bei der die beiden verknipften Cyclohexanringe in der energetisch ginstigen Sessel-
Konformation vorliegen, ist mit den Mef3daten vereinbar. Dieses Ergebnis konnte durch den
Bau eines dreidimensionalen Molekilmodells erhértet werden und steht im Einklang mit
Untersuchungen zur Stereochemie von cis- und trans-Eudesmanoliden [HoLuB et al., 1986].
Der B-Ring des trans-Decalin-Systems von SL 1 liegt danach in der sC8-Konformation vor.

OCH,

Bild 2.15: Konformationsformel von SL 1
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Aus der trans-Annelierung folgt auch die Orientierung der anguléren Methylgruppe an C-10.
Sie ist axial Uber der Ringebene angeordnet. Dies wird durch einen deutlichen NOE-Effekt
mit dem ebenfalls axia Uber der Ringebene positionierten H-6 untermauert. Wie bereits
angedeutet, befindet sich das H-7 axia unter der Ringebene. Da es mit dem H-8 eine axial-
equatoriale Kopplung liefert, muf3 das H-8 equatorial unter die Ringebene ausgerichtet sein.
Das Kreuzsignal dieses Protons mit H-7 und den beiden Protonen an C-9 kann als Bestétigung
dieser Strukturinformation angesehen werden, da ein axial Uber der Ringebene stehendes
8-Proton weder einen NOE-Effekt mit dem axialen H-7 noch einen NOE-Effekt mit dem axial
ausgerichteten Proton der 9-Methylengruppe ergeben hétte. Das Fazit aller stereochemischen
Erkenntnisse wird mit der Konformationsformel von SL1 widergegeben (siehe

s. b3l

Fur die Genera Ageratina und Eupatorium liegen zwar einige wenige Belege von mit dem
Reynosin verwandten Eudesmanoliden vor, es handelt sich jedoch durchweg um relativ
einfache Strukturen ohne Hydroxylgruppen an C-1 und/oder C-8 und demzufolge natlrlich
auch ohne Esterseitenkette [BOHLMANN et al., 1977a; GONZALEZ et a., 1985a und 1985b)].
Die unveretherte Saure wurde schon als Bestandteil eines Germacranolids aus E. mikanoides
identifiziert [HERZ et al., 1980]. Der Substanz SL 1 sehr @nliche Verbindungen konnten aus
Calea trichomata und Zexmenia-Arten (beide Tribus Heliantheae, Asteraceae) isoliert werden
[BOHLMANN und LONITZ, 1978; OBER et a., 1984]. Da keine der bisang bekannten
Substanzen vollstandig mit SL1 Ubereinstimmt, ist die Verbindung als neuer Naturstoff
einzustufen.
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213  8B-[2-(2-Hydroxy-1-methoxyethyl)acryloyloxy]reynosin =
1B-Hydr oxy-8B-[2-(2-hydr oxy-1-methoxyethyl)acr yloyloxy]-4(15),11(13)-
eudesmadien-12,6-olid (Verbindung SL 2)

Ebenso wie SL 1 wurde SL 2 aus Fraktion D-Il1 mit Hilfe von SC und semiprparativer HPLC
isoliert. Die Ausbeute betrug 2 mg (siehe Kap. [6.5.3.1, S.[309).

Nicht nur Aussehen und Detektionsverhalten von SL2 waren mit dem von SL1 identisch,
auch die DC-R+-Werte und GC-Retentionszeiten sowie die IR-, EI-MS-, DCI-MS- und
zweidimensionalen NM R-Spektren stimmten Uberein.

Tabelle2.2: NMR-Daten von Verbindung SLZ2 (500 bzw. 125 MHz, CDCls, TMS); o [ppm], J [HZ (in

Klammern)

H SL2 C SL2 DEPT
1 3.53dd (4.4, 11.3) 1 78.45 CH
2eq 1.84m 2 30.90 CH,

ax 1.60 m 3 33.26 CH;
3eq 2.36 ddd (1.9, 5.0, 13.9) 4 136.71 C

ax 2.15dd (5.0, 13.9) 5 53.31 CH
5 2.27d(10.7) 6 74.99 CH
6 452t (11.1) 7 51.92 CH
7 2.86ddd (3.2,5,.7, 11.1) 8 66.73 CH
8 5.82 dd (2.5, 5.7) 9 40.20 CH;
9eq 2.43dd (2.5, 15.1) 10 4257 C

ax 1.66 dd (3.8, 15.1) 11 134.32 C

13 6.17d (3.2) 12 169.54 C
5.46d (3.2) 13 119.47 CH;

14 0.98s 14 13.68 CHs

15 5.04s 15 109.97 CH;
4.97s 1T 165.09 C

3 6.32s 2 141.61 C
5.93s 3 127.54 CH,

& 4.21.dd (2.5, 6.9) & 80.33 CH

5 3.69m 5 65.26 CH,
3.48dd (7.3, 11.5) OCHs 57.31 CHs

OCHj3 3.34s
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Bild 2.16: *H NMR-Spektrum von S 2 (500 MHz, CDClz, TMS)

CHCl, ™S
OH
1
4 \
5 7 2
3/
13 . 6 | OCHs 14
8 X 5/ 10
9
.
1 11
4
12
“"“V"F“"W"!“'P'W“"W'"\"F'VM"WFW"?'VH'MWM'H'V"!“V"V'F"'f'v"l"”“ﬁ“{“VT“V"V'\'"V"V"P'r'r'P‘}'V“!‘“W"Wy"F"V'“vW"MMM'1'"M'W"V'W"V'W»‘“V"MMWWW"V'(' | WWWW'"F"FWMMMWW'WWM{MMJMMWPWM'W'M'W‘WMMFM“‘M"MMMW\‘“ﬂmwwﬁww M
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Bild 2.17: **C NMR-Spektrumvon S 2 (125 MHz, CDCl3, TMS)
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Die eindimensionalen NMR-Spektren beider Substanzen zeigen auch im Vergleich eine grof3e
Ahnlichkeit miteinander, dennoch existieren graduelle Abweichungen (vergl. M S.
und S. el mit Bild 2.16, S. 26 und Bild 2.17] s. @ Diese Unterschiede sind so
gering (max. 0.03 ppm im *H NMR- und max. 0.12 ppm im *C NMR-Spektrum), dass erst
durch die Aufnahme eines Gemisches deutlich wurde, welche Signale sich signifikant
unterscheiden. Die Abweichungen beschranken sich auf die der Ansatzstelle der Esterkette
benachbarten Atome. Im Protonenspektrum betrifft dies vor allem H-8, im *C NMR-
Spektrum sind insbesondere die Kohlenstoffe C-6 bis C-9, C-13 und C-1" betroffen (vergl.
, S. und S. @ Berticksichtigt man neben diesen geringen
Unterschieden die Tatsache, dass bel beiden Komponenten des Gemisches identische
K opplungskonstanten gefunden werden und im Gas-Chromatogramm des Gemisches (siehe
ﬁgﬁ S.E) nur ein Peak erscheint, so kann dies nur bedeuten, dass die SL-Komponente
von SL 1 mit der von SL 2 identisch sein mul3.

Ao sciEarnce

Bild 2.18: Gas-Chromatogramm des Gemischesaus SL Zund SL2

Der Unterschied zwischen beiden Verbindungen muf3 demnach in der Seitenkette zu finden
sein. Er kann jedoch nur die Stereochemie betreffen, dadie NMR-Daten Abweichungen in der
Konstitution ausschlief3en. Damit bleibt als einzige Moglichkeit der Differenzierung zwischen
SL 1 und SL 2 die absolute Konfiguation an C-4", des einzigen chiralen Kohlenstoffatoms der
Saure. Bei SL1 ist demnach der Sesquiterpenlactonalkohol mit dem einen Enantiomer der
Saure verestert, im Falle von SL2 wurde die Esterbindung jedoch mit dem optischen
Antipoden der Séure von SL 1 geknipft (siehem, S. @) Ein sich in den chemischen
V erschiebungen widerspiegelnder Unterschied zwischen beiden Verbindungen ergibt sich nur
dadurch, dass die primér durch ihre Shifts und Kopplungskonstanten nicht unterscheidbaren
enantiomeren Sauren durch die Veresterung mit identischen, aber optisch aktiven Alkoholen
in eine diastereomere Umgebung versetzt werden. Somit kann auch SL2 als
8B-[2-(2-Hydroxy-1-methoxyethyl)acryloyloxy]reynosin ( = 1f3-Hydroxy-83-[2-(2-hydroxy-
1-methoxyethyl)acryloyloxy]-4(15),11(13)-eudesmadien-12,6-olid) bezeichnet werden. Die
Verbindung SL 2 stellt wie SL 1 einen neuen Naturstoff dar. Zum Vorkommen von Reynosin-
Derivaten siehe die Ausfiihrungen am Ende des Kap. , S.



2 Eigene phytochemische Untersuchungen 28

13a

lloo

==a 13b OCHjs 14
13a 8 13b
14
5a 5b 15
13a 13b
6 5 Sax ™S
4’b 3eq | 3ax ax
‘6‘0“"5‘5“"5‘0‘““4‘5"“4‘0‘“‘3‘5““3‘0““2‘5““2‘0‘“‘1‘5““1‘0““0‘5““
ppm

Bild 2.19: *H NMR-Spektrum des Gemisches von S Z und S 2 (500 MHz, CDCls, TMS); bei den vergroRerten
Sgnalen gehoren die unterstrichenen Signale zu SL 1, die doppelt unterstrichenen Signale zu SL2
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Bild 2.20: **C NMR-Spektrum des Gemisches von SL 7 und S 2(125 MHz, CDCl5, TMS); was die
Unterstreichungen im vergréf3erten Spektren-Teil angeht, gilt dasselbe wie bel Bild 2.19
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Bild 2.21: Die beiden enantiomeren Carbonsauren aus der Esterseitenkette von SL 7 bzw. SL 2 die eindeutige
Zuordnung zu den beiden Verbindung war an Hand des vorliegenden Datenmaterials nicht maglich

Weder SL1 noch SL2 konnten kristalisiert werden, so dass leider keine Roéntgen-
Strukturdaten gewonnen werden konnten. Es kann daher keine Entscheidung geféllt werden,
welches Sauren-Enantiomer nun bei den beiden SL jeweils vorkommt. Dies wird durch die
gestrichelte Darstellung der Vaenz zwischen C-4° und der Methoxygruppe bei den
Strukturformeln beriicksichtigt.

Die Existenz der a-Methoxyalkohol-Gruppe in der Saureseitenkette von SL1 bzw. SL 2 legte
die Vermutung nahe, dass diese funktionelle Gruppe wéahrend der Aufarbeitung des Extraktes
durch die Spaltung eines hypothetischen, genuin vorliegenden Epoxidringes mit Methanol
entstanden war (si ehe S. . Um dies zu Uberpriifen, wurde aus 100 g getrockneten
Blattern von E. semialatum mit der Soxhlet-Methode ein Aceton-Extrakt hergestellt und
dieser mit Hilfe der HPLC (Methode HPLC-5) untersucht. Unter denselben Bedingungen
wurde auch das reine Gemisch aus SL 1 und SL 2 chromatographiert. Da im Chromatogramm
des Extraktes bei derselben Retentionszeit wie im Chromatogramm des Gemisches en
Doppelpeak erschien und dartber hinaus die zugehorigen UV-Spektren identisch waren, ist
davon auszugehen, dass SL 1 und SL 2 genuin in der Pflanze vorkommen und keine durch den
Kontakt mit Methanol entstandenen Artefakte darstellen.
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Bild 2.22: Hypothetische Epoxid-Methanolyse in der Sdureseitenkette von SL 1 bzw. S 2
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2.1.4  8B-[2-(2-Hydroxy-1-methoxyethyl)acryloyloxy]balchanin =
1B-Hydroxy-8B-[2-(2-hydr oxy-1-methoxyethyl)acr yloyloxy]-3,11(13)-
eudesmadien-12,6-olid (Verbindung SL 3)

Bei Verbindung SL 3 handelt es sich um eine farblose Substanz von gummiartiger Konsistenz,
die mit Anisaldehyd/Schwefel sdure-Spriihreagenz auf der DC-Folie unter Blauviolett-Farbung
reagiert. Nach Aufarbeitung der Fraktion D-Il (siehe Kap. 6531 S. |3_0_9b konnten 3 mg
isoliert werden.

Im IR-Spetrum finden sich Absorptionsbanden fiir die OH-Valenzschwingung (3611 cm™),
die C-H-Valenzschwingung (2940 cm™), fir zwei C=0-Vaenzschwingungen (y-Lacton bei
1778 cm™ und konjugierter Ester bei 1721 cm™) und fir eine C=C-Vaenzschwingung
(1650 cm™). Dies deutet auf ein SL hin, welches mit einer a,B-ungeséttigten Carbonsiure
verestert ist. Damit zeigt das IR-Spektrum eine enge strukturelle V erwandtschaft von SL 3 mit
SL1 bzw. SL2 an.
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Bild 2.23: EI-MS-Spektrum von Verbindung S 3
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Im EI-MS-Spektrum von SL3 (siehe, S.) finden sich die von SL1 bzw. SL2
bekannten Fragmente. Dies sind neben den lonen im unteren Massenbereich insbesondere die
Schliisselbruchstiicke bei m/z 264 [SL-Alkohol]™, 246 [264-H,0]", 228 [246-H.0]™,
213 [228-CH3]" und 202 [246-CO,]™". Trotz dieser groRen Ahnlichkeit der Spektren sind
graduelle Unterschiede im Hinblick auf die relativen Signalintensitéten zu beobachten.
Beispiele sind das Radikalkation des SL-Alkohols bei m/z 264 sowie die lonen bel n/z 189
und m/z 164, die im Spektrum von SL3 eine deutlich hohere relative Signalintensitét
aufweisen als in den Spektren von SL1 und SL2. Somit missen trotz enger struktureller
Verwandtschaft Unterschiede in der Konstitution zwischen SL3 und SL1 bzw. SL2
existieren.

Tabelle2.3: NMR-Daten von Verbindung SL 3 (500 bzw. 125 MHz, Aceton-ds, TMS); o [ppm], J [HZ (in

Klammern)

H SL3 C SL3 DEPT
1 3.66dd (4.5, 11.2) 1 74.85 CH
2eq 2.28m 2 32.07 CH,

ax 1.96m 3 122.31 CH
3 5.35m 4 133.32 C
5 255d(9.5) 5 51.15 CH
6 4521 (10.7) 6 77.60 CH
7 3.06m 7 53.18 CH
8 5.80dd (3.2,5.7) 8 67.42 CH
9¢eq 2.37dd (25, 15.1) 9 39.30 CH,

ax 1.71dd (3.2, 15.1) 10 40.88 C
13 5.99d (3.2 11 138.53 C

541d(3.2) 12 169.42 C
14 1.07s 13 117.75 CH,
15 1.83s 14 13.80 CHs;
3 6.35s 15 22.76 CHs;
5.87s 1 165.59 C
4 4.18dd (3.2, 6.9) 2 145.28 C
5 3.57m 3 126.63 CH,
340m 4 81.42 CH
OCHs 3.29s 5 65.22 CH,
OCHg3; 56.82 CHs;

Im *H NMR-Spektrum von SL 3 finden sich zwanzig Signale firr achtundzwanzig Protonen.
Damit wurden im Vergleich mit SL1 bzw. SL2 bel gleicher Protonen-Zahl zwei Signale
weniger aufgezeichnet. Es fallt auf, dass alle von den *H NMR-Spektren von SL1 und SL2
bekannten Signale bis auf die beiden Singuletts der 15-Exomethylengruppe und die beiden
Multipletts der Methylenprotonen an C-3 vorhanden sind (vergl. S. und
Tabelle 2.3 S. B1). An Stelle dieser Signale findet sich ein Multiplett fir ein Proton bel
5.35 ppm und ein 3-Protonen-Singulett bei 1.83 ppm. Bel den Ubrigen Signalen beobachtet
man bel den mit dem A-Ring des SL’s assoziierten Protonen gegentiber den entsprechenden
Signalen im Spektrum von SL 1 deutliche Tieffeld-Verschiebungen. Die Betrage reichen von
+ 0.13 ppm (H-1), ber + 0.28 ppm (H-5) und + 0.36 ppm (H-2ax) bis zu + 0.44 ppm (H-2eq).
Hinzu kommt, dass bei SL 3 der Betrag der Kopplungskonstanten von H-5 um 1.2 Hz geringer
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ist as die Frequenz der entsprechenden Kopplung bei SL 1. Im Hinblick auf die Signallagen
der Ubrigen Protonen bestehen keine signifikanten Abweichungen gegeniiber den beiden
anderen bereits diskutierten SL. Daraus folgt, dass bei SL 3 die Doppelbindung des A-Ringes
endozyklisch angeordnet sein mul? und im Gegensatz zu SL 1 und SL 2 zwischen C-3 und C-4
lokalisiert ist, wahrend beziiglich der Konstitution der Gbrigen Atome des Molekils keine
Unterschiede zu den anderen beiden SL bestehen. Hierflr sprechen auch die Signallagen des
im Falle von SL3 sp>hybridisierten Kohlenstoffes an Position 3 (122.31 ppm) und des sp*-
hybridisierten Kohlenstoffes an Position 15 im **C NMR-Spektrum (siehe S B2).
Die gemessenen Shiftwerte stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten fir
A3,4-Eudesmanolide (iberein [BUDESINSKY und SAMAN, 1995; HERz und KULANTHAIVEL,
1983; ZDERO et a., 1991].
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Bild 2.24: **C NMR-Spektrum von S 3(125 MHz, Aceton-ds, TMS)

Es handelt sich somit bei SL3 um 1B-Hydroxy-8B-[2-(2-hydroxy-1-methoxy-
ethyl)acryloyloxy]-3,11(13)-eudesmadien-12,6-olid ( = 8B-[2-(2-Hydroxy-1-methoxyethyl)-
acryloyloxy]balchanin. Fir die Substanz existierten bis zum Beginn dieser Arbeit keine
Belege in der Literatur. SL 3 ist damit als neuer Naturstoff aufzufassen. Die SL-Komponente
der Verbindung ist unter dem Namen 8[3-Hydroxybal chanin bekannt. Aus Drogenmaterial der
Genera Ageratina und Eupatorium konnten zwar einige mit dem Balchanin verwandte
Verbindungen isoliert werden, es handelt sich jedoch durchweg um sehr einfache Molekile
ohne Hydroxylgruppen und Saurereste [BOHLMANN et al., 1977a; GONzZALEZ €t a., 1985a und
1985b].
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Der Erstfund eines 8-Hydroxybal chanins gelang aus den oberirdischen Teilen der Asteraceae
Leucanthemella serotina [HoLuB et al., 1982]. Verwandte Verbindungen sind z.B. noch fir
die Compositen Chamaemelum fuscatum [DE PASCUAL TERESA et al., 1986], Liatris laevigata
[HERZ und KULANTHAIVEL, 1983] und Tithonia rotundifolia [BOHLMANN et a., 1981; PEREZ
C. et a., 1984] sowie die Magnoliaceae Liriodendron tulipifera [DoskoTcH et al., 1975]
beschrieben worden.

In Analogie zu der auf S. @ beschriebenen V orgehensweise konnte auch fur Verbindung SL 3
gezeigt werden, dass es sich bel ihr nicht um ein bei der Aufarbeitung mit Methanol
entstandenes Artefakt handelt.
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215 Trichomatolid D =
8B-[2-(1-Hydroxyethyl)acryloyloxy]reynosin (Verbindung SL 4)

Substanz SL4 fiel bei der Auftrennung der Fraktion D-II in einer Ausbeute von etwa
1 mg im Gemisch mit SL1 an (siehe Kap.|6.5.3.1, S. B09). Aussehen und Detektionsverhalten
waren mit dem von SL 1 bis SL 3 identisch.

Abundance

a3 — -
260001
24000 ] 81
55000
00001
180001
160007 o1 +
. [246-CO,J" [362-CHj]
12000 e
. (246-H,0]"  [362-CHsCHO]
8000 ] | 51 [264-H,0]"
G000 109 [318-H,0]"
4000 | [300 cor”
20007 v
o J h‘ J ,H \“HU J; ‘\ 273?1‘ 30 318” 3 362
= a0 eo 240 260 280 a0 2O 340

Bild 2.25: EI-MS-Spektrum von Verbindung SL 4

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Verbindungen ist bei SL4 der Molpeak (m/z 362)
im EI-MS-Spektrum zu erkennen (siehe m S. @ Dies wird durch das
Quasimolekulion bei m/z 380 im DCI-MS-Spektrum bestétigt. Somit besitzt SL4 eine um
30 amu geringere Masse als die isomeren Verbindungen SL1 — SL 3. Neben der Abspaltung
eines Methylradikals (m/z 347) kommt es zur sukzessiven Elimination der Neutralmolekile
Acetaldehyd (m/z 318), Wasser (m/z 300) und Kohlenmonoxid (m/z 272) aus dem
Molekilion. Wie bei den drel bisher behandelten SL findet sich auch im EI-MS-Spektrum
von SL4 sowohl ein lon mit einer Masse von 264 amu als auch die daraus hervorgehenden
Spezies mit den Massen 246, 228, 213 und 202 amu. Dies deutet darauf hin, dass auch SL4
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als Grundkorper einen SL-Alkohol mit &hnlicher Substitution wie bei SL 1 bis SL 3 besitzt und
ebenso wie diese drei Substanzen mit einer Carbonséure verestert ist. Auf3erdem 1803t sich aus
dieser Beobachtung ableiten, dass die im Gegensatz zu den anderen angesprochenen SL um
30 amu geringere Gesamtmasse von SL4 auf eine anders aufgebaute Esterseitenkette
zurlickgeht. Die aus der Fragmentierung des SL-Alkohols von SL4 hervorgehenden lonen
erscheinen zwar auch in den EI-MS-Spektren von SL1 — SL3, jedoch gibt es deutliche
Unterschiede im Hinblick auf deren relative Intensitéten (vergl.[Bild 2.25, S. B4] mit
S. [14) und S.[30). So ist bei SL4 die Intensitét des lons bei m/z 264, welches dem
SL-Alkohol zuzuordnen ist, sehr gering, wéhrend die lonen mit einer Masse von 246, 228 und
202 amu mit einer im Vergleich deutlich hoheren Intensitét erscheinen. Auch im unteren
Massenbereich des EI-MS-Spekrums von SL4 falen einige lonen auf, deren relative
Intensitdten signifikant hoher sind als bel SL1 bis SL3. Als Beispiele sind die Teilchen mit
den Massen 43, 55 und 81 amu zu nennen. Es ist anzunehmen, dass diese Abweichungen
darauf beruhen, dass im Fale von SL4 unter ElI-Bedingungen das Gesamtmolekdil
fragmentiert, werden in den entsprechenden Spektren von SL 1 bis SL 3 lediglich der Zerfall
des SL-Alkohols dokumentiert ist.

Tabelle2.4: 'H NMR-Daten der Verbindung SL4 (500 MHz, CDCl;, TMS) im Vergleich zu Angaben fiir
Trichomatolid D: *OBER et al., 1984 (200 MHz, CDCl5, TMS); d[ppm, J[HZ] (in Klammern)

H SL4 Trichomatolid D*
1 354m 3.54dd (4.8, 11.2)
2€q 185m 1.20 — 1.90 (iiberlagert)
ax 1.62m ) '
5% osrm 1.20 — 1.90 (iiberlagert)
5 2.28d(10.7) 2.28 brd (11.0)
6 453t (11.1) 453 dd (11.0)
7 2.88ddd (3.2, 5,.7, 11.1) 2.88dq (3.0, 11.0)
8 5,85 dd (2.5, 3.2) 5.84 brt (3.0)
9eq 2.43m 242 dd (2.5, 15.5)
ax 1.66m 1.64 dd (4.0, 15.5)
13 6.17d (3.2) 6.17d (3.0)
5.48d (3.2) 5.47 d (3.0)
14 0.98 s 0.99s
15 5.05s 5.04 brs
497s 497 brs
3 6.13s 6.13 brs
5.88s 5.88 brs
& 463t (6.3) 461 (6.8)
5 1.38d(6.3) 1.38d(6.8)

Vergleicht man die Protonen-Shifts von H-1 bis H-15 der Substanzen SL1 und SL2 mit den
Daten von SL 4, so erkennt man keine nennenswerten Unterschiede (vergl. S.
und S. . Abweichungen finden sich nur fur die Signale der Sdureseitenkette:
Hier erscheint statt der beiden Ein-Protonen-Multipletts fur die CH,-OH-Gruppe bei 3.48 und
3.69 ppm ein Dublett fir die drei &quivalenten Protonen einer Methylgruppe bei 1.38 ppm.
Zusdtzlich ist das Singulett fur die Methoxygruppe an C-4" bei 3.33 ppm verschwunden. Das
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Signal von H-4" ist gegentber SL1 bis SL3 um mehr als 0.40 ppm zu tieferem Feld
verschoben (4.63 ppm). Daraus folgt, dass bei SL4 die OH-Gruppe an C-4" nicht mehr
methyliert ist. Die freie alkoholische Funktion an C-4" wirkt sich auf den Shift von H-4
durch eine stérkere Tieffeld-Verschiebung aus. Die Signallagen der Exomethylenprotonen an
C-3 sind gegentber SL1 bis SL3 zwar auch verlagert, jedoch nur in vergleichsweise
geringem Ausmal3. Somit handelt es sich bel SL4 um 8B-[2-(1-Hydroxyethyl)-
acryloyloxy]reynosin [BUDESINSKY und SAMAN, 1995].

Die Identitat konnte durch die Ubereinstimmung mit den MeRRdaten von OBER et al. (1984)
verifiziert werden. Die Verfasser der genannten Publikation hatten SL4 neben nahe
verwandten Estern aus Pflanzenmaterial der Heliantheae Calea trichomata isoliert und der
Verbindung den Namen ,, Trichomatolid D* gegeben. Da Ober und seinen Mitarbeitern nur ein
200 MHz-Gerét fur ihre NMR-Messungen zur Verfligung stand, war es ihnen nicht moglich,
die Signallagen der Uberlagerten Methylenprotonen an C-2 und C-3 sowie verschiedene
Kopplungskonstanten genau zu ermitteln. Diese Licke konnte mit den eigenen 500 MHz-
Daten geschlossen werden.

Was das Vorkommen von Eudesmanoliden in den Species Ageratina und Eupatorium angeht,
sei auf die Ausfiihrungen in Kap. m S. balerwiesen. Aus einer anderen Gattung der Tribus
Heliantheae — Zexmenia phyllocephala — konnte eine dem Trichomatolid D strukturell sehr
nahe stehende Verbindung isoliert werden. Sie besitzt dieselbe Konstitution, allerdings sind
die Hydroxylgruppe an C-1 und die Esterkette an C-8 a-standig mit dem Decalin-System des
SL’"s verknipft [BOHLMANN und LONITZ, 1978]. Die Asteraceae Tithonia rotundifolia zahlt
ebenfals zur Tribus der Heliantheae. Aus einem Extrakt dieser Pflanze wurden
8B-Hydroxybalchanin- und 8B-Hydroxymagnolialid-Derivate gewonnen, die mit derselben
C-5-Saure verestert sind wie SL4 [PERez C. et al., 1984].
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216  8B-[4-Hydroxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]reynosin =
1B-Hydr oxy-8B3-[4-Hydr oxy-5-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-4(15),11(13)-
eudesmadien-12,6-olid (Verbindung SL5)

Die farblose und gummiartige Substanz SL5 konnte in einer Ausbeute von 29 mg aus
Fraktion D-11 isoliert werden (siehe Kap. 16.5.3.1, S.[309). Mit Anisaldehyd/Schwefelsiure-
Spruhreagenz ergab sich bei der DC eine blauviolette Farbung.

Das IR-Spetrum von SL 5 zeigt die schon von SL 1 bis SL 3 bekannten Absorptionsbanden fir
die OH-Vaenzschwingung (3411 cm™), die C-H-Valenzschwingung (2944 cm™), fur zwei
C=0-Vaenzschwingungen (y-Lacton bei 1765 cm™ und konjugierter Ester bei 1709 cm™) und
fir eine C=C-Vaenzschwingung (1650 cm™). Somit sollte es sich auch bei SL5 um ein
hydroxyliertes SL handeln, welches mit einer a,3-ungesdttigten Carbonsdure verestert ist.

Das EI-MS-Spektrum von SL5 ist mit dem von SL1 identisch. Damit ist es sehr
wahrscheinlich, dass die beiden Substanzen mit dem 8B-Hydroxyreynosin denselben
Grundkdrper besitzen.

189.9 - 134 - 140286.
[5-Hydroxytiglinsdure+NH,]" e.
[4,5-Dihydroxytiglinsaure+H+NH,] "
o0 [8B-Hydroxyreynosin+NH,]" i
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Bild 2.26: DCI-MS-Spektrumvon SL 5
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Dem DCI-MS-Spektrum von SL5 183 sich dagegen entnehmen, dass das Molekulargewicht
der Substanz mit 476 g/mol deutlich Uber dem der bisher behandelten Eudesmanolide liegt
(siehe M S. @ Das Quasimolekilion verliert nach Aufnahme eines
Wasserstoffatoms unter Entstehung eines Kations mit der Masse 396 units ein Fragment mit
der Masse 99 amu. Dieses Fragment findet sich im unteren Massenbereich als Clusterion bel
m/z 117 wieder. Das korrespondierende lon liefert in Form des Clusters bel m/z 134 den
Basispeak des Spektrums. Die Abspatung dieses Restes stellt jedoch nur den ersten
Zwischenschritt auf dem Weg zur Bildung des Radikalkations bei m/z 264 dar, welches dem
unveresterten SL-Grundkoérper 8B3-Hydroxyreynosin zuzuordnen ist (vergl. S. .
Im Zuge der Entstehung des lons wird noch ein zweiter Rest abgespalten. Das zugehérige
Fragment besitzt eine Masse von 132 amu und ist damit genauso schwer wie das dem
Clusterion bei m/z 151 zu Grunde liegende Molekil. Die Massen der beiden mit dem SL-
Grundkorper verknlpften Reste deuten auf mono- bzw. dihydroxylierte o,f-ungeséttigte
Cs-Sauren hin, die schon as Komponenten anderer SL-Ester beschrieben wurden
[BOHLMANN et al., 1985c; BUDESINSKY und SAMAN, 1987].

Tabelle2.5: NMR-Daten von Verbindung SL5 (500 bzw. 125 MHz, CDCl;, TMS); o [ppm], J [HZ (in

Klammern)

H SL5 C SL5 DEPT
1 3.52dd (4.5, 11.4) 1 78.36 CH
2eq 1.83m 2 30.93 CH,

1.59 ddd (5.0, 12.0, 13.2) 3 33.32 CH,
3eq 235m 4 141.89 C

213 m 5 53.32 CH
5 2.27d (10.7) 6 75.11 CH
6 4541 (10.7) 7 51.92 CH
7 2.88ddd (3.2, 5.7, 10.7) 8 67.14 CH
8 5.85dd (2.5, 3.8) 9 40.26 CH,
9eq 2.38dd (2.5, 15.1) 10 42.67 C

ax 1.64dd (3.8, 15.1) 11 134.23 C

13 6.10d (3.2 12 169.78 C
547d (3.2 13 119.74 CH,
14 0.96 s 14 13.73 CHs3
15 5.03s 15 110.76 CH,
493s 1 165.47 C
3 7.061t (5.7) 2 126.97 C
4 4.48d (5.7) 3 147.62 CH
5 496 s 4 59.28 CH,
3’ 6.92 q (6.9) 5 58.12 CH,
4 1.91d(6.9) 1”7 167.16 C
5 430s 27 131.49 C
37 142.52 CH
4 14.36 CHs
57 56.42 CH,
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TMS

Bild 2.27: *H NMR-Spektrum von S 5(500 MHz, CDCls, TMS); der untere Teil zeigt einige komplexere Signale
in vergroRerter Darstellung
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Bild 2.28: **C NMR-Spektrumvon S 5 (125 MHz, CDCl3, TMS)
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Bild 2.29: DEPT-Spektrum von Verbindung SL 5 (125 MHz, CDCl;, TMS)
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Bild 2.30: COSY-Spektrum von SL 5 (500 MHz, CDCls, TMS)

Zur Klarung der Struktur von SL5 wurden Protonen- und Kohlenstoffspektren aufgenommen
(siehem s.3dund[Bild 2.28 S.@. Der Vergleich der erhaltenen Spektren mit denen
von SL1 und SL2 zeigt eindeutig, dass bei SL5 der gleiche uiterpenlactonalkohol zu
Grunde liegt wie bei SL1 und SL 2 (vergl [Bild2.27, S.é und , S.Jad mit Bild 2.10]
S. [17 und , S.). Da auch die Shifts von H-1, C-1, H-8 und C-8 Ubereinstimmen,
muf3 SL5 wie SL1 und SL 2 Uber die OH-Gruppe an Position 8 verestert sein. Darliber hinaus
finden sich im *H NMR-Spektrum sechs weitere Signale: Ein Triplett und ein Quartett fir
jewells ein Proton bei 7.06 (H-3") bzw. 6.92 ppm (H-3""), ein Dublett bei 4.48 ppm (H-4")
und zwei Singuletts bei 4.96 (H-5") bzw. 4.30 ppm (H-5"") fur jeweils zwel Protonen und ein
Dublett fUr drei Protonen bei 1.91 ppm (H-4""). Fir das Signal bel 6.92 ppm (H-3"") existiert
ein Kreuzsigna mit dem Dublett bei 1.91 ppm (H-4"). Die restlichen beiden Signale der
Seitenketten-Protonen bei 4.96 ppm (H-5) und 4.30 ppm (H-5") besitzen im COSY -
Spektrum jedoch keine Kopplungspartner.

Im *C NMR-Spektrum von SL5 sind wie bei SL1 und SL 2 fiinfzehn Kohlenstoffsignale fiir
8B-Hydroxyreynosin zu finden. Daneben treten noch zehn weitere Signale auf. Wie sich aus

dem DEPT- (siehe Bild 2.2d, S. [40) und dem HMQC-Spektrum (siehe [Bild 2.31], S.
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entnehmen &3, verteilen sich die zehn Kohlenstoffatome auf zwel Ester-Carbonyle (167.16
und 165.47 ppm), drei CH,OR-Gruppen (59.28, 58.12 und 56.42 ppm), zwei Methingruppen
an Doppelbindung (147.62 und 142.52 ppm), zwei quartdre Kohlenstoffe an Doppelbindung
(131.49 und 126.97 ppm) sowie eine Methylgruppe (14.36 ppm) [HESSE et a., 1995]. Die
Existenz von zwel Ester-Carbonylen und die Gesamtzahl der C-Atome der Seitenkette (zehn)
erhérten die aus dem DCI-MS-Spektrum abgeleitete Vermutung, dass bel SL5 der SL-
Grundkorper mit zwei Cs-Sauren verestert ist.
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Bild 2.31: HMQC-Spektrum von Substanz SL 5 (500 bzw. 125 MHz, CDCl;, TMS)

Im HMBC-Spektrum (siehe , S. erkennt man eine longrange-Korrelation
zwischen dem Signa von H-8 und dem Kohlenstoffsignal bei 165.47 ppm. Damit ist das
zugehorige C-Atom der Carbonyl-Gruppe der ersten der beiden mit dem SL verknipften
Carbonsauren zuzuordnen (C-1"). Das Signal von C-1" koppelt im HMBC-Spektrum noch mit
zwel weiteren Signalen: Einem Triplett fur ein Proton bel 7.06 ppm (H-3") und einem
Singulett fir zwei Protonen bel 4.96 ppm (H-5"). Die Lage des Signals bei 7.06 ppm (H-3") in
Verbindung mit dem Shift des korrespondierenden Kohlenstoffsignals bei 147.62 ppm (C-3")
deutet auf eine Methingruppe an einer Doppelbindung hin [HESSE et a., 1995]. Das
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Protonensignal (H-3") zeigt im COSY -Spektrum (siehe[Bild 2.30, S. eine Kopplung mit
dem Dublett fir zwei Protonen bei 4.48 ppm (H-4"). Dieses Signal besitzt keine weiteren
Kopplungspartner. Berticksichtigt man daneben den Betrag des Protonenshifts (4.48 ppm) und
den des zugehdrigen Kohlenstoffsignals bei 59.28 ppm (C-4"), so missen die Signale zu einer
Methylengruppe mit einer freien Hydroxylfunktion gehdren [HESSE et al., 1995]. Dem dritten
longrange-Kopplungspartner von C-1", d. h. dem Singulett fir zwei Protonen bel 4.96 ppm
(H-5"), ist nach dem C,H-Korrelations-Spektrum das Kohlenstoffsignal bei 58.12 ppm (C-5")
zuzuordnen. Der Shift des Kohlenstoffsignals spricht fir eine Sauerstoff-Substitution. Das
Signal der korrespondierenden Methylenprotonen liegt mit 4.96 ppm um etwa 0.5 ppm ins
tiefere Feld verschoben als das Protonensigna der CH,OH-Gruppe an Position 4°. Diese
Tieffeld-Verschiebung spricht dafr, dass das Sauerstoffatom der CH,OR-Gruppe an Position
5 verestert ist [HESSE et al., 1995].
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Bild 2.32: HMBC-Spektrum der Verbindung SL 5 (500 bzw. 125 MHz, CDCl;, TMS)
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Da das Signa der H-5"-Methylenprotonen als Singulett erscheint und im COSY -Spektrum
demnach keine Crosspeaks besitzt, muld sich zwischen der zugehdrigen Methylengruppe
(C-5") und dem Carbonyl-K ohlenstoff, mit dem eine longrange-Kopplung besteht (C-3°), ein
quartdres Kohlenstoffatom befinden. Hierfir kommt nur das Signal bei 126.97 ppm (C-2°) in
Frage, da es im HMBC-Spektrum neben einer *J-Kopplung mit dem Dublett fir H-4" je eine
2}Kopplung mit den Signalen fir H-3° und H-5 besitzt. Der Betrag der chemischen
Verschiebung des Signals fiir C-2° deutet auf einen sp>-hybridisierten Kohlenstoff an einer
Doppelbindung hin [HESSE et al., 1995]. Diese Doppelbindung muf3 zwischen C-2" und C-3
verlaufen. Somit handelt es sich bei der ersten der beiden mit dem SL-Grundgertst
veresterten  Carbonsduren  entweder um  4,5-Dihydroxyangelika=  oder  um
4,5-Dihydroxytiglinsaure.

Die Vebindung zur zweiten Cs-Saure ergibt sich aus der dem HMBC-Spektrum
entnehmbaren 3JKopplung zwischen den Methylenprotonen an C-5 und dem noch nicht
zugeordneten Signal einer Ester-Carbonylfunktion bei 167.16 ppm (C-1""). Wie bel der ersten
Saure zeigt auch das Signal von C-1" zwe weitere 3J-Kopplungen. Die eine Kopplung
besteht mit dem Quartett fir ein Proton bei 6.92 ppm (H-37"), die andere mit dem Singul ett
fur zwel Protonen bei 4.30 ppm (H-5"). Mit Hilfe des HMQC-Spektrums lassen sich die
Shiftwerte der korrespondierenden Kohlenstoffe ermitteln: 14252 ppm (C-3”) und
56.42 ppm (C-57). Ein Vergleich der Shifts von H-5" und C-5" mit den &Werten der
entsprechenden Signale der ersten Saure zeigt, dass auch die Methylengruppe an Position 5
einen Sauerstoff-Substituenten besitzen muf3. Aus der gegeniber dem Wert fir H-5" um
0.66 ppm kleineren chemischen Verschiebung des Signals fur H-5" a3t sich jedoch ableiten,
dass die Hydroxylgruppe an C-5"" frei sein mul3 [HESSE et al., 1995]. Wie bel der ersten Saure
besitzt das Signal von H-5"" im COSY -Spektrum keinen Kopplungspartner. Daflr existiert im
HMBC-Spektrum eine Kopplung mit dem Signal eines quartaren Kohlenstoffes an einer
Doppelbindung bel 131.49 ppm (C-27"), welches seinerseits tber zwei Bindungen mit H-3”
koppelt. Hieraus folgt, dass auch bei der zweiten Saure zwischen einem quartéren Kohlenstoff
an Position 2°” und dem C-Atom an Position 3" eine Doppelbindung verléuft. Das Signal des
Methinprotons bei 6.92 ppm (H-3") zeigt im COSY -Spektrum eine Kopplung mit einem
weiteren Signal, und zwar mit dem Dublett fir drei Protonen bei 1.91 ppm (H-4""). Dieses
Signal besitzt im HMQC-Spektrum einen Crosspeak mit dem Kohlenstoffsignal bei
14.36 ppm (C-4""). Somit befindet sich im Gegensatz zur ersten Sdure an Position 4" eine
Methylgruppe. Bel der zweten Cs-Sdure handelt es sich demnach entweder um
5-Hydroxytiglin- oder 5-Hydroxyangelikasaure.

Zu kléren bleibt somit noch die Stereochemie an den Doppelbindungen beider Sauren, da
jeweils die Konfiguration der Angelika- (Z) oder Tiglinsaure (E) vorliegen kann. Was die
zweite Saure betrifft, lassen sich die beiden Isomere eindeutig an Hand der in der Literatur
angegebenen Shifts von H-37", H-4"" und C-5"" unterscheiden. Sie betragen fir die veresterte
5-Hydroxyangelikasdure: 6.43 ppm (H-37), 202 ppm (H-4") und 64.0 ppm (C-57)
[BUDESINSKY und SAMAN, 1995; HERZ et al., 1980]. Demgegeniber beobachtet man bei der
veresterten 5-Hydroxytiglinsdure signifikante Hochfeld-V erschiebungen der Signale fur H-3™
(6.86 ppm) und H-4"" (1.93 ppm) sowie eine deutliche Tieffeld-Verschiebung des Signals fir
C-57 (56.49 ppm) [HERz et a., 1979]. Die eigenen MelRwerte fur H-3" (6.92 ppm), H-4""
(2.91 ppm) und C-5"" (56.42 ppm) sprechen somit unzweifelhaft fur die 5-Hydroxytiglinséure
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als zweite Saure. Die Zuordnung der ersten Saure gelingt durch den charakteristischen
Unterschied des *C NMR-Shifts von C-5". Er betrdgt nach Literatur-Angaben bei der
5-O-veresterten 4,5-Dihydroxytiglinséure 58.0 ppm [FANG und MABRY, 1988], wahrend er
sich bel der 5-O-veresterten 4,5-Dihydroxyangelikasaure auf 65.6 ppm belduft [BUDESINSKY
und SAMAN, 1987]. Der eigene MeRwert spricht damit eindeutig fir die
4,5-Dihydroxytiglinsaure als erste Saure der Seitenkette. Die gesamte Seitenkette, also der
4-Hydroxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy-Rest, wurde bereits als Bestandteil von
Germacranoliden aus A. cronquistii und Eupatoriastrum nelsonii beschrieben [BOHLMANN et
al., 1985c; MELEK et al. 1985]. Die Shiftwerte fir die Protonen- und Kohlenstoffsignale der
Seitenkette von SL 5 stimmen mit den angegebenen Daten sehr gut Uberein.

Somit kann geschlossen werden, dass es sich bei SL5 um 8(-[4-Hydroxy-5-(5
hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]reynosin handelt. Wie weiter oben beschrieben, sind die
Einzelkomponenten von SL 5, d.h. das 8f3-Hydroxyreynosin (siehe Kap. |2.1_2|. S. @ und die
beiden verknipften Carbonsauren, schon seit 1angerem bekannt. In der bei SL 5 verwirklichten
K ombination handelt es sich jedoch um einen bisher nicht bekannten Ester.
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2.1.7  8B-[5-Hydroxy-4-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]reynosin =
1B-Hydr oxy-8B-[5-Hydr oxy-4-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-4(15),11(13)-
eudesmadien-12,6-olid (Verbindung SL 6)

Verbindung SL 6 fiel bei der Aufarbeitung von Fraktion D-I1 in einer Ausbeute von 5 mg an
(sehe Kap. B.53.1] S. B09). Wie SL1 — SL5 war auch SL6 farblos und besal eine

gummiartige Konsistenz.
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Bild 2.35: DEPT-Spektrum von Verbindung SL 6 (125 MHz, CDCl;, TMS)
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Tabelle2.6: NMR-Daten von Verbindung SL6 (500 bzw. 125 MHz, CDCl;, TMS); o [ppm], J [HZ (in

Klammern)
H SL6 C SL6 DEPT
1 3.53dd (4.5,11.4) 1 78.47 CH
eq 1.86m 2 30.88 CH;
ax 1.60 m 3 33.30 CH;
3eq 237m 4 141.66 C
214 m 5 53.35 CH
5 2.28d (10.7) 6 74.99 CH
6 4541 (10.7) 7 51.90 CH
7 2.88ddd (3.2, 5.7, 10.7) 8 67.23 CH
8 5.84 dd (2.5, 3.8) 9 40.29 CH,
9eq 2.43dd (2.5, 15.1) 10 42.62 C
ax 1.65 dd (3.8, 15.1) 11 134.22 C
13 6.10d (3.2) 12 169.61 C
5.48d (3.2 13 119.77 CH>
14 0.97s 14 13.67 CH;
15 5.04s 15 111.01 CH>
497 s T 165.77 C
3 6.80t (6.3) 2 127.30 C
4 4.95d (6.3) 3 138.22 CH
5 441s Vg 60.32 CH;
3 7.05q (6.9) 5 57.35 CH;
4 1.94d (6.9) 1 167.25 C
5 4.37s 27 131.59 C
37 142.31 CH
4” 14.39 CH;
57 56.69 CH;

SL6 zeigt bei der DC in verschiedenen Flief3mittel-Systemen gleich Laufhohe wie SL5. Der
Farbton der Reaktionsprodukte ist nach Detektion mit Anisaldehyd/Schwefelsaure jedoch
etwas rotlicher alsbel SL5. Da SL6 bei der GC auch dieselbe Retentionszeit wie SL5 besitzt
und die korrespondierenden Massenspektren praktisch identisch sind, liegt die Vermutung
nahe, dass SL 6 auch ein Derivat des 8[3-Hydroxyreynosins darstellt, das ebenso wie SL1 bis
SL5 im Injektor gespalten wird. Das DCI-Spektrum von SL6 zeigt, dass die Substanz mit
einer Masse von 458 amu genauso schwer ist wie SL5. Die beiden SL sollten daher Isomere
sein, die sich vermutlich nur in der Saureseitenkette unterscheiden.

Die Annahme, dass sich auch SL6 vom 8(3-Hydroxyreynosin ableitet, wird durch die
Protonen- und Kohlenstoff-Shifts bestétigt (vergl. Tabelle 2.9, S.[38 mit S. hg).
Da sich auch hier die Lagen der Signale fur H-1 und H-8 bzw. C-1 und C-8 sowie deren
Nachbaratome nicht verandert haben, mufd auch bel SL6 die Estergruppe an C-8 lokalisiert
sein. Eine Betrachtung der *C NMR-Daten zeigt, dass sich auch die Shifts der zweiten Saure
(C-17 - C-57) bei SL5 und SL6 nicht nennenswert unterscheiden. Die Shiftdifferenzen bei
den Protonen (H-3" - H-5"") sind ebenfalls nur gering. Es mul? sich demnach auch hier um
5-Hydroxytiglinsaure handeln. Die an das SL gebundene Sdure zeigt jedoch eine Hochfeld-
Verschiebung der Signale fir C-3° (138.22 ppm gegeniber 147.62 ppm bel SL5), C-5
(57.35 ppm gegeniber 58.12 ppm bei SL5), H-3" (6.80 ppm gegeniiber 7.06 ppm bei SL5)
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und H-5" (4.41 ppm gegentiber 4.96 ppm bei SL5) sowie eine Tieffeld-Verschiebung der
Signale fur C-4" (60.32 ppm gegentiber 59.28 ppm bel SL5) und H-4" (4.95 ppm gegeniber
4.48 ppm bei SL5). Im Protonenspektrum von SL6 haben somit die Signale von H-3" und
H-3" bzw. H-4" und H-5" im Vergleich zu SL5 ihre Positionen getauscht (vergl. Bild 2.33]
S. FE|mit[BiTd 2.27, S[39). Dies bedeutet, dass diese Saure im Gegensatz zu Verbindung SL5
entweder eine Doppelbindung in der (Z)-Konfiguration besitzt oder an C-4" verestert ist. Von
den beiden Mdglichkeiten kommt allerdings angesichts der Shiftwerte nur die Veresterung der
C-4"-OH-Gruppe in Betracht. Ware die erste Saure von SL6 ein Angelikasdure-Derivat,
mufdte der Shift des Signals fur C-3" die 140 ppm-Marke Uberschreiten und der des Signals
fir C-5" bel etwa 65 ppm liegen, also fast 8 ppm Uber dem gemessenen Wert [BUDESINSKY
und SaMAN, 1995]. Es handelt somit bei SL6 um 8B-[5-Hydroxy-4-(5-hydroxytigloyl-
oxy)tigloyloxy]reynosin. Eine Literaturrecherche ergab, dass es sich bei SL6 genau wie bei
SL 5 um einen bisher nicht beschriebenen neuen Ester des 83-Hydroxyreynosins handelt.
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Bild 2.37: HMQC-Spektrum von Substanz S 6 (500 bzw. 125 MHz, CDCl3;, TMS)

Dasich SL6 nur durch die Stellung der zweiten Saure von SL5 unterscheidet, ergab sich die
Frage, ob die Substanz ein Artefakt von SL5 darstellt oder ob beide Substanzen genuin im
Pflanzenmateria vorliegen. Zur Beantwortung dieser Frage wurden mehrere Monate nach der
Aufnahme der NMR-Spektren, die zur ldentifizierung von SL5 und SL6 gefihrt hatten,
erneut jeweils ein *H- und ein *C NMR-Spektrum aufgenommen. Dabei zeigte sich, dass
beide Substanzen unveréndert vorlagen und die Spetkren nach wie vor die Signale von jeweils
nur einer reinen Substanz zeigten. Damit ist bewiesen, dass SL5 und SL6 nicht durch
einfache Umlagerung auseinander hervorgehen. Es erscheint somit sehr wahrscheinlich, dass
beide Stellungsisomere genuin in der Pflanze vorkommen.
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Bild 2.38: HMBC-Spektrum von Verbindung SL 6 (500 bzw. 125 MHz, CDCl3, TMS)
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2.1.8  8B-[4-Hydroxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]balchanin =
1B-Hydroxy-8f-[4-hydr oxy-5-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-3,11(13)-
eudesmadien-12,6-olid (Verbindung SL7)

Die Verbindung SL7 konnte aus Fraktion D-11 in einer Ausbeute von 4 mg rein gewonnen
werden (siehe Kap. 6531 S. |3Q95 Die Substanz war transparent und besal3 gummiartige
Konsistenz.
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Bild 2.39: DCI-MS-Spektrum von Verbindung SL 7
SL7 stimmt hinsichtlich der R-Werte bel der DC in verschiedenen Fliel3mittel-Systemen
sowie der Farbung nach der Detektion mit Anisaldehyd/Schwefelsdure mit SL5 Uberein.

Die im IR-Spektrum von SL7 aufgezeichneten Schwingungsbandenn sprechen fir die von
den Substanzen SL 1 bis SL 6 bekannten funktionellen Gruppen. Neben der breiten Bande fur
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die OH-Valenz (3411 cm™) sind das die Banden fiir die CH-Valenz (2944 cm™), das y-Lacton
(1765 cm™), den konjugierten Ester (1709 cm™) sowie die Doppelbindung (1650 cm™).

Das DCI-MS-Spektrum von SL 7 zeigt eine groRe Ahnlichkeit mit dem von SL5 (vergl. Bild |
S. B7mit[Bild 2.3§, S. . Alle im Spektrum von SL5 auftretenden lonen finden sich
auch im Spektrum von SL7: Dies sind neben dem Pseudomolekilion bel m/z 494 die durch
Abspaltung der Séurereste entstehenden Fragmente bel m/z 396, 378, 282 und 264 sowie die
mit den Sauren korrelierenden Fragmente bei nvz 151, 134 und 117. Bei genauer Betrachtung
fallt jedoch auf, dass geringe Unterschiede im Hinblick auf die relativen Intensitdten der
Fragmente bestehen. Berticksichtigt man vor diesem Hintergrund die Tatsache, dass die El-
MS-Spektren von SL5 und SL 3 identisch sind, so liegt die Vermutung nahe, dass SL7 mit
dem 8B-Hydroxybalchanin dasselbe Grundgerist wie SL3 besitzt und im Hinblick auf die
Esterseitenkette der Substanz SL 5 dhnlich ist.

Tabelle2.7: NMR-Daten von Verbindung SL 7 (500 bzw. 125 MHz, CDCls, TMS); o [ppm], J [HZ (in

Klammern)

H SL7 C SL7 DEPT
1 3.68dd (6.9, 9.5) 1 75.67 CH
2eq 242m 2 32.93 CH

ax 1.96 m 3 121.54 CH
3 5.37 bs 4 133.07 C
5 2.45d (11.4) 5 51.34 CH
6 445t (11.4) 6 77.17 CH
7 2.82ddd (3.2,5.7, 11.4) 7 53.49 CH
8 5.88dd (2.5, 3.8) 8 67.02 CH
9¢eq 2.38dd (2.5, 15.1) 9 39.30 CH,

ax 1.60 dd (3.8, 15.1) 10 40.63 C
13 6.11d (3.2 11 133.92 C

546d (3.2 12 169.72 C
14 1.05s 13 119.54 CH,
15 1.89 bs 14 12.94 CHs3
3 7.05t(5.7) 15 23.27 CHs3
4 450d (5.7) 1 165.38 C
5 5.00d (12.0) 2 127.19 C
3" 6.93 ¢ (6.9) 3 147.11 CH
4 1.91d(6.9) 4 59.52 CH,
5 432s 5 58.37 CH
17 167.24 C
27 131.58 C
37 142.19 CH
4 14.30 CHs
57 56.65 CH,

Zur Uberprifung dieser Hypothesen wurden verschiedene NMR-Spektren aufgenommen. Das
'H NMR-Spektrum (siehe [Bild 2.4d, S. @) zeigt zwanzig Signale fUr neunundzwanzig
Protonen eines Eudesmanolids mit freier OH-Gruppe an Position 1 und einer Ester-Kette an
Position 8. Vierzehn dieser Signae zeigen im Hinblick auf ihre &Werte und
K opplungskonstanten eine hohe Ubereinstimmung mit den Signalen fir den SL-Grundkorper
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von SL 3 (8B-Hydroxybalchanin). Die Shifts und Multiplizitdten der Signale fur H-2 (2 H,
2.42 und 1.96 ppm), H-3 (1 H, 5.37 ppm), H-5 (1 H, 2.45 ppm) und H-15 (3 H, 1.89 ppm) von
SL 7 belegen im Vergleich mit den Daten der entsprechenden Signale von SL 3 den Verlauf
der Doppelbindung des A-Ringes von Position 2 nach Position 3. Leichte Abweichungen
zwischen den Shifts der Signale fur H-7, H-8, H-9 und H-13 der beiden Verbindungen deuten
auf den Einflu’ unterschiedlicher Esterseitenketten hin. Die sechs im Protonenspektrum von
SL 7 noch nicht zugeordneten Signale fur elf Protonen sind der Seitenkette zuzuordnen. Die
Shiftwerte und Kopplungskonstanten dieser Signale stimmen mit denen der Esterseitenkette
von Verbindung SL5 Uberein. Daraus folgt, dass auch SL 7 an Position 8 einen 4-Hydroxy-5-
(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy-Rest besitzt.
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Bild 2.40: "H NMR-Spektrumvon SL 7(500 MHz, CDCl3, TMS)

Die Befunde aus den *H NMR-Daten werden durch das *C NMR-Spektrum (siehe
S. bestétigt. Es enthélt die Signale von funfundzwanzig Kohlenstoffatomen. Wie sich aus
dem Vergleich mit dem DEPT- (siehe[Bild 2.44, S.[55) und dem HMQC-Spektrum (siehe
S. B6) ergibt, verteilen sie sich auf drei Methyl-, sechs Methylen-, acht Methin- und
acht quartére Kohlenstoffe. Die &-Werte von fiinfzehn Signalen bewegen sich im Bereich der
Shifts fur die Kohlenstoffe des an Position 8 veresterten 83-Hydroxybalchanins, des SL-
Grundkdrpers von Verbindung SL3 (vergl. S. mit S. .
Relevante Abweichungen betreffen lediglich die Signale fur C-11 (133.92 ppm bel SL7
gegenuiber 138.53 ppm bei SL3) und C-13 (119.54 ppm bel SL7 gegenuber 117.75 ppm bei
SL3).
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Bild 2.41: *C NMR-Spektrumvon SL 7(125 MHz, CDCl;, TMS)

14

15

T™MS

5
4 | ..
5
(RN NN NN RN N NN RN N NN N NN NN N N N NN N N R R NN NN RN NN NN NN R NN NN NN
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Bild 2.42: DEPT-Spektrum von Verbindung SL 7 (125 MHz, CDCl3, TMS)
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Bild 2.43; COSY-Spektrum von SL 7(500 MHz, CDCl3, TMS)
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Bild 2.44: HMQC-Spektrum von Substanz SL 7 (500 bzw. 125 MHz, CDCl;, TMS)
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Bild 2.45: HMBC-Spektrum von Verbindung SL 7(500 bzw. 125 MHz, CDCl3, TMS)

Da diese Atome der Sdurekette direkt benachbart sind, deutet dies, wie schon bel den oben
diskutierten verlagerten Shifts fur die Protonen H-7, H-8, H-9 und H-13, auf den Effekt einer
bei SL7 gegeniber SL 3 abweichenden Seitenkette hin. Auch der Vergleich der Shifts der
restlichen zehn Signale von SL 7, die zur Seitenkette gehtren missen, mit den entsprechenden
Signalen von SL5 zeigt ein hohes Mal? an Ubereinstimmung. Dies bekraftigt den schon aus
den Shifts der korrespondierenden Protonensignale gezogenen Schluf, dass SL7 mit dem 4-
Hydroxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy-Rest dieselbe Seitenkette besitzt wie SL 5.

Somit muf3 es sich bel SL7 um 8(3-[4-Hydroxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy] bal chanin
handeln. Dieses Resultat steht auch im Einklang mit den Signal-Interaktionen im HMBC-

Spektrum der Verbindung (sieheBild 2.45, S. ). SL7 stellt damit einen weiteren, bis zum
Beginn dieser Arbeit noch nicht bekannten Ester des 83-Hydroxybal chanins dar.
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2.19  8B-[5-Hydroxy-4-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]balchanin =
1B-Hydr oxy-8B-[5-hydr oxy-4-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-3,11(13)-
eudesmadien-12,6-olid (Verbindung SL 8)

Die gummiartige und farblose Substanz SL 8 fiel bei der Aufarbeitung von Fraktion D-II in
einer Ausbeute von 1 mg an (siehe Kap.|ﬁ.5.3.;l|, S. BLH) Die Verbindung ergab nach der
Detektion mit Anisadehyd/Schwefelsdure-Spriihreagenz  ein Reaktionsprodukt  von
grauvioletter Farbe.

Tabelle 2.8: NMR-Daten von Verbindung SL 8(500 MHz, CDCl3, TMS); o[ppm], J[HZ] (in Klammern)

H SL8

1 3.69m

2¢eq 241 m

ax 1.98 m
5.37 bs
247d(11.4)
4461 (11.4)
2.83ddd (3.2,5.7,11.4)
5.89dd (2.5, 3.8)

eq 241dd (25, 15.1)

ax 1.61dd (3.8, 15.1)

13 6.17d (3.2

5.46d (3.2

14 105s

5 1.90 bs

6.791 (6.3)

4.95d (6.3)

437s

7.051t (6.9)

1.94d (6.9

436s

© 00N O1TWw
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Bild 2.46: COSY-Spektrum von SL 8 (500 MHz, CDCls, TMS)

Im IR-Spektrum von SL8 finden sich die von den anderen bisher diskutierten
Eudesmanoliden bekannten Valenzbanden bei 3460 cm™ (Hydroxyl-Valenz), 2939 cm-*
(CH-Valenz), 1763 cm™ (Carbonyl-Valenz eines y-Lactons), 1711 cm™ (Carbonyl-Valenz
eines a,3-ungeséttigten Esters) und 1647 cm™* (Doppel bindungs-Valenz).

Das EI-M S-Spektrum von SL 8 ist mit dem von SL3 und SL7 identisch. Dies ist ein starker
Hinwels darauf, dass SL 8 mit dem 8B-Hydroxybal chanin dasselbe Grundgertst wie SL 3 und
SL7 besitzt. Da das DCI-MS-Spektrum dieselbe Fragmentierung zeigt wie die
entsprechenden Spektren der Substanzen SL5- SL7, sollte es sich auch der SL-Grundkorper
von SL8 mit zwel ungeséttigten und hydroxylierten Cs-Séuren verestert sein. Da im GC-El-
MS-Spektrum nur die Fragmentierung des SL-Grundgertstes widergegeben wird, wird wohl
auch SL8 wdahrend der Injektion thermisch in seine Komponenten (SL-Alkohol und
Saurerest) zerlegt.

Das *H NMR-Spektrum von SL8 zeigt wie das entsprechende Spektrum von SL7 zwanzig
Signale fur neunundzwanzig Protonen. Vierzehn dieser Signale stimmen hinsichtlich der
Shiftwerte und Kopplungskonstanten mit den vierzehn Signalen der SL-Komponente von SL7
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(8B-Hydroxybal chanin) tiberein (vergl. [Tabelle 2.7, S.[53 mit [Tabelle 2.8, S. 8. Die uibrigen
sechs Signale sind dagegen von ihren Shifts und Kopplungskonstanten mit den Signalen der

Saurekette von SL 6 identisch (vergl. S. g mit S.B8).

Hieraus 183 sich ableiten, im Falle von SL8 das SL-Grundgerist von SL7 mit der von SL6
bekannten Sdureseitenkette verbunden ist. Es mul3 daher bei SL8 um 8(3-[5-Hydroxy-4-(5-
hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]balchanin handeln. Auch SL8 wurde vor den eigenen, an
Drogenmaterial von E. semialatum angestellten Untersuchungen, nicht in der Literatur

beschrieben. Die Substanz stellt damit einen weiteren neuen Ester des 83-Hydroxybal chanins
dar.
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2.1.10 8pB-[4-Hydroxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]magnolialid =
1B-Hydr oxy-8f3-[4-hydr oxy-5-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-4,11(13)-
eudesmadien-12,6-olid (Verbindung SL9)

Die von der gummiartigen und farblosen Substanz SL9 erhaltene Substanzmenge betrug
2 mg. Sie konnte durch SC und semipraparative HPLC aus Fraktion D-Il gewonnen werden
(sehe Kap. 6531 S. BLH) Auf der DC-Folie féarbte sie sich nach Besprihen mit
Anisaldehyd/Schwefel sdure und anschlief3endem Erhitzen blauviol ett.

Das IR-Spektrum von SL9 zeigt Absorptionsbanden fur die von den Substanzen SL1 — SL 8
bekannten funktionellen Gruppen. Man findet Banden firr die OH- (3502 cm™), die CH-
(2927 cm™), die C=0 (1766 und 1718 cm™) und die C=C-Vaenzschwingung (1637 cm™).
Dies deutet darauf hin, dass es sich bei SL9 um ein den Verbindungen SL 1 — SL 8 strukturell
nahe stehendes SL handelt.

Dieser Eindruck wird durch das DCI-MS-Spektrum bestétigt (siendBild 2.47, S.[62). Es zeigt
die von den Substanzen SL5 — SL 8 bekannten Peaks. Den Molpeak bel m/z 494, die aus der
Abspaltung der Carbonséuren der Seitenkette entstehenden Fragmente bel myz 396, 378 und
282 sowie die Clusterionen der 4,5-Dihydroxy- und der 5-Hydroxytiglinsaure bei myz 151 und
134. Somit besteht fur SL9 hinsichtlich des Molgewichts und der Seitenkette eine besonders
nahe Verwandtschaft mit SL5 — SL 8.

Das EI-M S-Spektrum von SL 9 dagegen zeigt ein von den bisher in dieser Arbeit behandelten
SL abweichendes Fragmentierungsmuster des Grundkorpers (siehe M S. @ So wird
z.B. der SL-Alkohol nicht detektiert, vielmehr stellt das durch Elimination von einem
Molekil Wasser aus diesem Molekil hervorgehende Radikalkation bei m/z 246 das
massereichste detektierte Teilchen dar. Hinzu kommt, dass im EI-MS-Spektrum von SL9 im
Gegensatz zu den analogen Spektren von SL 1 — SL 8 die lonen mit den Massen 153 amu und
135 amu eine viel hohere relative Intensitét besitzen. Ein weiterer auffélliger Unterschied ist
die bei SL9 jewells hthere Intensitdt des massereicheren Tellchens bel den Paaren mit
107/105 amu, 93/91 amu und 43/41 amu. Damit sollte sich zumindest der
Sesquiterpenlactonalkohol von SL9 von denen der Verbindungen SL 1 bis SL 8 unterscheiden.
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Bild 2.48: EI-MS-Spektrumvon S 9
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Tabelle2.9: NMR-Daten von Verbindung SL9 (500 bzw. 125 MHz, CDCls, TMS); o [ppm], J [HZ (in

Klammern)

H SL9 C SL9 DEPT
1 3.56 dd (3.8, 12.0) 1 77.98 CH
2eq 2.06 m 2 26.75 CH;

1.76 ddd (5.0, 12.0, 13.2) 3 33.16 CH,
3eq 2.23m 4 127.19 C

ax 1.80m 5 128.23 C
6 5.13d (12.0) 6 77.54 CH
7 2.95ddd (3.2, 5.7, 12.0) 7 51.72 CH
8 5.89dd (2.5, 3.8) 8 67.55 CH
9eq 2.41dd (2.5, 15.1) 9 42.83 CH;

ax 1.65dd (3.8, 15.1) 10 41.78 C
13 6.18d (3.2) 11 133.82 C

5.54d (3.2) 12 169.32 C
14 124s 13 121.17 CH
15 1.89 bs 14 20.88 CHs;
3 7.05t (5.7) 15 19.51 CHs
4 450d (5.7) 1 165.38 C
5 5.03d (12.0) 2 127.13 C
4.99d (12.0) 3 147.20 CH
3 6.92 dd (6.9) & 59.56 CH,
47 1.91d (6.9 5 58.33 CH;
57 432s 1” 167.27 C
27 131.56 C
3 142.23 CH
47 14.32 CHs;
57 56.67 CH3

Das *H NMR-Spektrum von SL9 zeigt einundzwanzig Signale fiir neunundzwanzig Protonen
(s ehe[Bild2.49] S @) Was die Anzahl der Protonen angeht, stimmt SL9 mit den Substanzen
SL5 bis SL8 lberein. Eine weitere Ubereinstimmung findet sich mit den Signalen bei
7.05 ppm (H-3), 4.50 ppm (H-4"), 5.03 bzw. 4.99 ppm (H-5"), 6.92 ppm (H-3""), 1.91 ppm
(H-4") und 4.32 ppm (H-57"). Sie sind hinsichtlich der Shifts und Kopplungskonstanten mit
den Signalen des 4-hydroxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy-Restes der Substanzen SL5
und SL7 identisch. Diese Tatsache palit zu den aus dem DCI-Spektrum gewonnenen
Informationen. Die restlichen vierzehn Signale des 'H NMR-Spektrums sind dem SL-
Grundkdrper von SL9 zuzuordnen. Die chemischen Verschiebungen der Signale und ihre
Kopplungskonstanten sprechen zwar fur eine partielle Verwandtschaft des Grundkdrpers von
SL9 mit den beiden bei SL1 bis SL8 vorkommenden Grundgertsten (83-Hydroxyreynosin
bzw. 8f3-Hydroxybal chanin), dennoch existieren deutliche Unterschiede.
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Bild 2.49: *H NMR-Spektrum von S 9(500 MHz, CDClz, TMS)

So fehlt im Protonenspektrum von SL 9 das Signal fur H-5. Das Signal fur H-6 ist nicht mehr
wie bel SL1 - SL8 zum Triplett, sondern nur zum Dublett aufgespalten. Im COSY -Spektrum
liefert es dementsprechend nur noch die Kopplung mit H-7. Mit dieser Signalveranderung
geht ein Tieffeld-Shift einher: Wahrend das Signal fiir H-6 in den *H NMR-Spektren von SL 1
— SL 8 im Bereich um 4.5 ppm zu finden war, liegt es nun bei 5.13 ppm. Dies spricht fir eine
Konstitutionsénderung in direkter Nachbarschaft von H-6, die sich in einer Entschirmung
dieses Protons auf3ert. Wie bel SL1 — SL8 stellt bel SL9 das Signal von H-6 das eine Ende
einer Sequenz vicinal miteinander koppelnder Protonen dar (H-6 bis H-9). Die Signale fir
H-7, H-8 und H-9 erscheinen bei den von SL 1 — SL 8 bekannten Shiftwerten und weisen auch
dieselben Kopplungskonstanten auf. Damit sollte die chemische Umgebung dieser Atome mit
der bel den Substanzen SL 1 — SL 8 Ubereinstimmen. Eine deutliche Signalverlagerung findet
sich erst wieder bel dem Singulett der Methylprotonen an Position 14. Das Signa ist
gegentber den anderen bisher diskutierten SL ins tiefere Feld verschoben (1.24 ppm
gegentber 0.96 — 1.07 ppm). Das Signal fur H-1 findet sich bel SL9 bel 3.56 ppm. Diese
chemische Verschiebung wurde auch bel den entsprechenden Signalen der Verbindungen
SL1, SL2, SL4, SL5 und SL6 gefunden. Von diesen Substanzen ist auch die
Kopplungssequenz bekannt, die mit dem Proton an Position 1 ihren Ausgang nimmt. Es
koppelt vicinal mit den Protonen einer Methylengruppe (H-2), welche ihrerseits mit zwei
weiteren Methylenprotonen koppeln (H-3). Die Shiftwerte der vier Methylenprotonen von
SL 9 weichen alerdings von den Shifts der analogen Protonen der eben genannten Substanzen
ab. Diesist ein weiteres Indiz fur eine strukturelle Abweichung im A-Ring von SL 9.
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Bild 2.50: **C NMR-Spektrum von SL 9(125 MHz, CDCl5, TMS)
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Bild 2.51: DEPT-Spektrum von Verbindung SL 9 (125 MHz, CDCl;, TMS)
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Bild 2.52: COSY-Spektrum von SL 9(500 MHz, CDCl3, TMS)

Fur die Protonen an Position 15 findet sich im Spektrum von SL9 ein Singulett fur drei
Protonen bei 1.89 ppm. Dieser Shift ist typisch fur eine Methylgruppe an einer
Doppelbindung [HESSE et a., 1995]. Ein vergleichbares Signal findet sich in den Spektren
von SL3, SL7 und SL8. Bel diesen Substanzen verléauft die Doppelbindung zwischen den
Atomen C-3 und C-4. Da sich bel SL9 an Position 3 eine Methylengruppe befindet, mul die
Doppelbindung zwischen C-4 und C-5 verlaufen. Dies steht im Einklang mit dem Fehlen des
Signals von H-5, der Aufspaltung des Signals fir H-6 zum Dublett und den leichten
Shiftveranderungen der Signale fur H-2, H-3 und H-14.

Im 13C NMR-Spektrum (siehe Bild 2.50, S.[65) erkennt man funfundzwanzig Signale. Nach
dem Vergleich mit dem DEPT- (siene[Bild 2,51, S. [65) und dem HMQC-Spektrum (siehe
S. handelt es sich um neun quartére, sechs Methin-, sieben Methylen- und drei
Methylkohlenstoffe. Zehn dieser Signale sind der Saurekette zuzuordnen und bestétigen den
aus den entsprechenden Protonenshifts abgel eiteten Befund, dass es sich um den von SL5 und
SL7 bekannten 4-hydroxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy-Rest  handelt  (vergl.
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Tabelle 2.9, S.[63 mit[Tabelle 2.3, S.[3§ und[Tabelle 2.7, S. 5. Die restlichen fiinfzehn

Signale gehoren zu den Kohlenstoffen des SL-Grundgerusts. Hiervon lassen sich die Signale
fir C-1 — C-4 und C-6 — C-15 an Hand der Korrelations-Spektren und in Analogie zu den
NMR-Daten von SL1 — SL8 leicht zuordnen. Es verbleiben die Signale fur die beiden
quartéren Kohlenstoffe C-4 und C-5. Das Signal fur C-5 findet sich bei 128.23 ppm, daesim
HMBC-Spektrum jeweils eine 3J-Kopplung mit den Methylprotonen an C-14 und den
Methylprotonen an C-15 besitzt. Fir das Signa bei 127.19 ppm findet man im HMBC-
Spektrum dagegen einen Crosspeak fiir eine 2J-Kopplung mit den Methylprotonen an C-15
und einen weiteren Crosspeak fiir eine 33-Kopplung mit H-6. Das Signal muR demnach dem
C-4 zugeordnet werden. Die &-Werte der Signale fur C-4 und C-5 stehen im Einklang mit den
in der Literatur verfligbaren Daten fir quartére Kohlenstoffe an einer Doppel bindung [HESSE
et a., 1995]. Dies beweist die aus den Protonendaten abgel eitete Doppel bindung zwischen C-
4 und C-5. Wie oben beschrieben, wirkt sich die Verlagerung der Doppelbindung gegentiber
den Substanzen SL 1 — SL 8 auch in geringem Mal3e auf die Shifts der Nachbaratome aus. Da
hiervon jedoch die Signallagen der Signale fur H-1, C-1, H-8 und C-8 nicht betroffen sind,
mufd wie bei SL1 bis SL 8 die 1-3-OH-Gruppe von SL9 frel vorliegen, wahrend die 8-3-OH-
Gruppe mit der erwahnten Saurekette verestert ist.
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Bild 2.53;: HMQC-Spektrum von Substanz SL 9 (500 bzw. 125 MHz, CDCl;, TMS)
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Bild 2.54: HMBC-Spektrum von Verbindung SL 9(500 bzw. 125 MHz, CDCl3, TMS)

Es handelt sich demnach bei SL9 um 1B-Hydroxy-8(3-[4-hydroxy-5-(5-hydroxy-
tigloyloxy)tigloyloxy]-4,11(13)-eudesmadien-12,6-olid. Das Grundgerist ist auch unter der
Bezeichnung 8B-Hydroxymagnolialid bekannt. In der Literatur verfigbare Daten von
8B-Estern dieser Substanz stimmen gut mit den eigenen Mef3daten Uberein [BOHLMANN et al.,
1981; BUDESINSKY und SAMAN, 1995; DOSKOTCH et a., 1975; HERZ und KULANTHAIVEL,
1983; PERez C. et al., 1984]. Diese Ester konnten aus Vertretern zweier Familien der
Dicotyledonae isoliert werden. Es handelt es sich um die beiden Asteraceae Liatris laevigata
[HERZ und KULANTHAIVEL, 1983] und Tithonia rotundifolia [BOHLMANN et a., 1981; PEREZ
C. et a., 1984] sowie die Magnoliaceae Liriodendron tulipifera [DoskoTch et a., 1975]. Wie
die strukturell nahe verwandten Substanzen SL5 — SL8 reprasentiert SL9 einen neuen
Naturstoff.
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2.1.11 8B-[5-Hydroxy-4-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]magnolialid =
1B-Hydroxy-8B-[5-hydr oxy-4-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-4,11(13)-
eudesmadien-12,6-olid (Verbindung SL 10)

Die Ausbeute an der gummiartigen und farblosen Verbindung SL10 belief sich auf etwa
1 mg. Sie fiel bel der Aufarbeitung von Fraktion D-1I an (siehe Kap. 6531 S. BD_Q} Mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure-Sprihreagenz ergab sie  ein grauviolett  gefarbtes
Reaktionsprodukt.

Die spektroskopischen Daten von SL 10 lassen die Ahnlichkeit dieser Verbindung zu den
bisher besprochenen SL erkennen. So treten im IR-Spektrum die von SL1 — SL 9 bekannten
Banden bei 3485 cm™ (OH-Valenz), 2932 cm™ (CH-Valenz), 1764 cm™ (C=0-Vaenz firr ein
y-Lacton), 1715 cm™ (C=O-Vaenz fir einen konjugierten Ester) und 1645 cm™
(C=C-vaenz) auf.

Das DCI-Spektrum zeigt wie bei SL5 - SL9 den Pseudomolpeak bei m/z 494, die
charakteristischen Fragmente bei m/z 396 [494-(5-Hydroxytigloyl)+H]", 378 [396-NH,] ™",
282 [8B-Hydroxymagnoliaid+NH4]* und 264 [8B-Hydroxymagnolialid]™ sowie die
bekannten  Clusterionen  fur die  hydroxylierten Cs-Sduren bei m/iz 151
[4,5-Dihydroxytiglinsaure+H+NH,] ™ und 134 [5-Hydroxytiglinsaure +NH,4]*. Somit stimmt
die Fragmentierung mit der von SL5 — SL9 Uberein, es existieren lediglich Abweichungen
hinsichtlich der relativen Intensitéten der Fragmentionen.

Das GC-EI-MS-Spektrum von SL10 ist mit dem von SL9 identisch. Dies ist ein starker
Hinweis darauf, dass SL 10 ebenfalls das 83-Hydroxymagnolialid als Grundkorper besitzt.
Die Massendifferenz zwischen dem schwersten im EI-M S-Spektrum detektierten Teilchen bel
m/z 246 [8B-Hydroxymagnolidid-H,O]™ und der des im DCI-Spektrum detektierten
Pseudomolekulions bel m/z 494 spricht auch im Falle von SL10 fir die Abspaltung der
Esterkette wahrend der GC.
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Tabelle 2.10: NMR-Daten von Verbindung SL 70(500 MHz, CDCl3, TMS); d[ppm], J[HZ] (in Klammern)

H SL10
1 3.56 dd (3.8, 12.0)
2.06 m
ax 1.76 ddd (5.0, 12.0, 13.2)
3eq 2.23m
ax 1.70m
6 5.13d (12.0)
7 2.96 ddd (3.2, 5.7, 12.0)
8 5.86 dd (2.5, 3.8)
9¢eq 244 dd (2.5, 15.1)
ax 1.65dd (3.8, 15.1)
13 6.24d (3.2
554d (3.2
14 1.23 bs
15 1.90 bs
3 6.791 (6.3)
q 4.95d (6.3)
5 440s
37 7.051 (6.9)
4 1.94d (6.9)
57 437s
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Bild 2.55: *H NMR-Spektrum von SL 20(500 MHz, CDClz, TMS)
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Im *H NMR-Spektrum von SL 10 finden sich zwanzig Signale fiir neunundzwanzig Protonen
(siehe S.[71). Vierzehn dieser Signale stimmen sowohl hinsichtlich der chemischen
Verschiebungen als auch im Hinblick auf die Kopplungskonstanten mit den Signalen fir den
Grundkorper von SL9 Uberein (vergl. [Tabelle 2.9, S. [63 mit S. [1). Die
restlichen sechs Signale fur elf Protonen sind der Seitenkette zuzuordnen. Sie sind in Bezug
auf die Shiftwerte und die Kopplungskonstanten mit den Signalen der Sdureseitenkette von
SL 6 bzw. SL 8 identisch (vergl. S.[Bg mitTabelle 2.10, S.[71). Hieraus folgt, dass
es sich bei SL 10 um 8B3-[5-Hydroxy-4-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]magnolialid handelt.
Dass die Veresterung an Position 8 erfolgte, ergibt sich aus den Signallagen der Signale fir
H-1 (3.56 ppm) und H-8 (5.86 ppm). Wére die OH-Gruppe an Position 1 verestert, mufdte das
Signal fur H-1 im tieferen Feld und das Signal fur H-8 im héheren Feld liegen.

Bel SL10 handelt es sich um enen bisang nicht beschriebenen Ester des
8B-Hydroxymagnolialids. Was das Vorkommen des SL-Grundkorpers im Pflanzenreich
angeht, sei auf die Ausfiihrungen am Ende von Kap. S. B9l verwiesen.
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2.1.12 3B-Hydroxy-8B-[4-hydroxy-5-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-4a-methoxy-
10(14),11(13)-guaiadien-12,6-olid (Verbindung SL 11)

Substanz SL 11 wurde aus Fraktion D-Il isoliert und fid as farblose Substanz in einer
Ausbeute von 6 mg an (siehe Kap. 6.5.3.1} S. 309).

Im Gegensatz zu den anderen SL erschien SL 11 auf der DC-Folie a's fluoreszierende Bande,
die nach der Detektion mit Anisaldehyd/Schwefelsdure-Reagenz nur eine schwache
Rosaférbung ergab.

Im IR-Spektrum tritt auch hier eine Bande bei 1763 cm™ auf, die ein typisches Indiz fir den
y-Lactonring ist. Neben dieser Bande finden sich auch die von SL1 bis SL10 bekannten
Schwingungsbandenn fiir die OH- (3476 cm™), die CH- (2941 cm %), die C=0 (1714 cm™)
und C=C-Valenz (1648 cm™®) [RUCKER, 1992].

Die Aufnahme eines DCI-MS-Spektrums mit Ammoniak als Reaktantgas lieferte den
Pseudomolpeak bei miz 524 (siehe [Bild 258, S. [74). Damit betragt das wahre
Molekulargewicht von SL11 506 g/mol. Die Verbindung besitzt folglich eine hohere Masse
as SL1 - SL10. Bei m/z 134 und nvz 151 finden sich die Fragmente fir die von SL5 bis
SL10 bekannten hydroxylierten Tiglinsduren der Esterseitenkette. In Analogie zu diesen
Substanzen findet sich bei SL11 ein Fragment bei m/z 312 [SL+NH4]", welches dem
postulierten SL-Alkohol nach Abspaltung der Seitenkette zuzuschreiben ist. Im EI-MS-
Spektrum (siehe S. @ dessen Fragmentierungsmuster deutlich von dem der
bereits diskutierten SL abweicht, liegt der Molpeak dementsprechend bei nvVz 294. Daraus
folgt zum einen, dass die im Vergleich mit SL1 — SL 10 héhere molare Masse von SL 11 auf
einer schwereren SL-Komponente beruht. Zum anderen wird auch hier die Seitenkette auf
Grund der Thermolabilitdt wahrend der GC abgespalten, so dass nur noch der SL-Alkohol
detektiert wird. Das zugehorige Radikalkation spaltet sukzessive Methanol und Wasser ab, die
resultierenden Radikalspezies finden sich bei nVz 262 und nVz 244. Das bedeutet, dass SL 11
neben der alkoholischen Funktion eine Methoxygruppe besitzen mul3.
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Bild 2.56: DCI-MS-Spektrumvon SL 11
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Bild 2.57: EI-MS-Spektrumvon SL 11
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Tabelle 2.11: NMR-Daten von Verbindung SL11 (500 bzw. 125 MHz, CDCl;, TMS); = = Zuordnung
vertauschbar; o[ppm], J[HZ (in Klammern)
H SL11 C SL11 DEPT
1 3.08m 1 43.84 CH
2p3 2.33m 2 36.47 CH;
a 1.80 dd (8.2, 13.9) 3 76.11° CH
3 4.26d (3.8) 4 86.16 C
5 2441 (11.4) 5 53.72 CH
6 4.84dd (9.5, 11.4) 6 76.52" CH
7 3.08m 7 50.38 CH
8 5.65dd (3.8, 5.7) 8 67.60 CH
93 2.79dd (3.8, 13.9) 9 43.84 CH;
a 2.29dd (3.8, 13.9) 10 141.43 C
13 6.22d (3.2) 11 135.06 C
555d(3.2) 12 169.61 C
14 5.09s 13 121.57 CH,
4.89s 14 116.41 CH;
15 150s 15 16.91 CHs;
3 7.051(6.3) 1 165.36 C
& 4.49 dd (6.3, 13.9) 2 127.12 C
5 5.06 d (12.0) 3 147.13 CH
4.88d (12.0) & 59.62 CH,
3" 6.90 dd (6.9) 5 58.28 CH;
q4° 1.92 d (6.9) 1” 167.40 C
57 431s 27 131.52 C
OCHs 3.26s 37 14211 CH
4”7 14.32 CH;
57 56.68 CH;
OCH; 49.92 CH;

Das *C NMR-Spektrum (siehe [Bild 259, S, =i zeigt die Signale fiir sechsundzwanzig
K ohlenstoffatome. Aus dem DEPT- (siehe[Bild 2.60, S.%) und dem HMQC-Spektrum (siehe
Bild 262 s BO) 14’ sich ableiten, dass die Signale sich auf acht quartére, acht
Methin-, sieben Methylen- und drei Methylkohlenstoffe verteilen. Zehn dieser Signale (C-1" -
C-5, C-17 - C-57) sind hinsichtlich ihrer Shiftwerte mit den Signalen der Seitenkette von
SL5, SL7 und SL9 identisch (vergl. z.B. [Tabelle 2.5, S. [38 mit [Tabelle 2.11] S. {5). Dies
untermauert die aus dem DCI-MS-Spektrum abgeleitete Vermutung, dass SL11 dieselbe
Esterkette besitzt wie die drei genannten Verbindungen. Das Signal fir einen
Methylkohlenstoff bei 49.92 ppm (OCHs3) deutet von seiner chemischen Verschiebung her auf
das C-Atom einer Methoxygruppe hin [HESSE et a., 1995]. Die verbliebenen finfzehn
Signale sind damit dem SL-Grundkdrper zuzuordnen.

Das 'H NMR-Spektrum (siehe M S. @ zeigt drelundzwanzig Signae fur
einundreif3ig Protonen. Sieben dieser Signale stimmen mit den Signalen fir die Protonen der
Seitenkette von SL5, SL7 und SL9 Uberein (vergl. z.B. [Tabelle 2.9, S.[39 mit
S. . Dies ist ein weiteres Indiz dafir, dass auch SL11 den 4-Hydroxy-5-(5-
hydroxytigloyloxy)tigloyloxy-Rest besitzt. Das Singulett fir drei Protonen bei 3.26 ppm ist
von den Substanzen SL 1 — SL 3 bekannt: Es handelt sich um das Signal fur die drei Protonen
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einer Methoxygruppe [HESSE et al., 1995]. Bei Betrachtung der restlichen fiinfzehn Signale
erkennt man jedoch deutliche Unterschiede zu allen bisher diskutierten SL: So findet sich
neben den fir die Exomethylenprotonen eines Lactonringes typischen Signalen bel 6.22 und
5.55 ppm (H-13a und H-13b) zwei weitere Signale fir Exomethylenprotonen im hdheren
Feld, und zwar bel 5.09 und 4.89 ppm (H-14a und H-14b). Bel den Verbindungen SL1 - SL 8
fand sich das Signal fur H-5 als Dublett im Bereich zwischen 2.27 und 2.55 ppm. An Stelle
eines solchen Dubletts liegt im Spektrum von SL11 bei 2.44 ppm ein Triplett fir ein Proton
(H-5). Das Signal fur H-6 erschien in den Spektren von SL1 — SL 8 als Triplett im Bereich
zwischen 4.45 und 4.54 ppm. Statt dessen trifft man im Protonenspektrum von SL11 bei
4.84 ppm auf ein Signal fir ein Proton, welches zum Dublett vom Dubl ett aufgespalten ist (H-
6). Das Signal fur die H-14-Methylgruppe, welches in den Spektren von SL1 — SL10
zwischen 0.96 und 1.24 ppm zu finden ist, fehlt im Spektrum von SL11. Hier trifft man dafOr
auf ein Singulett fur drei Protonen bel 1.50 ppm (H-15).

TMS

10 05 0

|
0

Bild 2.58: "H NMR-Spektrumvon SL 21 (500 MHz, CDCl, TMS)

Die beiden Signae fur die Exomethylenprotonen des Lactonringes bei 6.22 und 5.55 ppm
(H-13a und H-13b) zeigen im COSY -Spektrum (siehe S. [79) eine Kopplung mit
einem uUberlagerten Signal fur ein Proton bel 3.08 ppm (H-7). Dieses Signal besitzt zwel
weitere Kopplungspartner, ndmlich ein dd-Signal fur ein Proton bel 5.65 ppm (H-8) und ein
weliteres dd-Signal fur ein Proton bel 4.84 ppm (H-6). Das Signa bei 5.65 ppm (H-8) zeigt
Kopplungen mit den Signalen fir die beiden Protonen einer Methylengruppe bei 2.79 ppm
(H-9B) und 2.29 ppm (H-9a), die auch geminal miteinander koppeln. An dieser Stelle reifdt
die Kette der vicinalen Kopplungen ab. Das bereits erwdhnte Signal bei 4.84 ppm (H-6)
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besitzt als zweiten Kopplungspartner ein Signal fir ein Proton bei 2.44 ppm (H-5), welches
zum Triplett aufgespalten ist. Dieses Triplett zeigt wiederum eine Interaktion mit einem durch
das Multiplett von H-7 Uberlagerten Signal fur ein Proton bel 3.08 ppm (H-1). Dieses Signal
koppelt mit den beiden Signalen einer Methylengruppe bei 2.33 ppm (H-2) und 1.80 ppm
(H-2a), welche auch geminal miteinander koppeln. Von diesen beiden Signalen koppelt
dagienige im tieferen Feld (H-2[3) mit einem Dublett fur ein Proton bei 4.26 ppm (H-3). Die
chemische Verschiebung dieses Signals spricht dafiir, dass das zugehdrige Kohlenstoffatom
noch mit einer Hydroxylgruppe substituiert ist [HESSE et al., 1995]. Hiermit endet die
Sequenz vicinaler Kopplungen.

CHCl, T™S
6 OCH;
1
[T
\5'5
38 |5 15
3 4 j 4
2
3 1314
12 5 7
Tt 1 l
-
M 10
v

30 20 10

Die chemischen Verschiebungen der Signale fir die mit den angesprochenen Protonen
korrespondierenden Kohlenstoffe ergeben sich aus dem HMQC-Spektrum (siehe
S @: 43.84 ppm (C-1), 36.47 ppm (C-2), 76.11 ppm (C-3), 53.72 ppm (C-5), 76.52 ppm
(C-6), 50.38 ppm (C-7), 67.60 ppm (C-8), 43.84 ppm (C-9), 121.57 ppm (C-13) und
116.41 ppm (C-14).

Im HMBC-Spektrum (siehe[Bild 2.63, S.[81) zeigen die beiden zur einer Methin- und einer
Methylengruppe gehdrigen Signale bei 43.84 ppm (C-1 und C-9) eine JKopplung mit den
Exomethylenprotonen bei 5.09 und 4.89 ppm (H-14). Die Signae fir die Methylenprotonen
bei 2.79 ppm (H-9B) und 2.29 ppm (H-90) liefern eine 2J-Kopplung mit dem Signal eines
guartéren Kohlenstoffes bei 141.43 ppm (C-10). Dieses Signal zeigt zusétzlich noch eine
33 K opplung, und zwar mit dem Signal des Methinprotons bei 2.44 ppm (H-5).

130 120 110 100 90 80
ppm

0

Bild 2.59: *C NMR-Spektrum von SL 11 (125 MHz, CDCls, TMS)
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Bild 2.60: DEPT-Spektrum von Verbindung SL 77 (125 MHz, CDCl3, TMS)

Aus diesen Kopplungen kann geschlossen werden, dass sich zwischen der Methin- (C-1) und
der Methylengruppe (C-9) ein quartérer Kohlenstoff befindet. Dieses Atom ist mit der zweiten
Exomethylengruppe (C-14) des Moleklls Uber eine Doppelbindung verbunden. Hieraus
wiederum folgt, dass die Atome an den Positionen 5 bis 10 zu einem carbozyklischen Ring
mit sieben Kohlenstoffatomen gehdren. Die Kohlenstoffe an den Positionen 6 und 7 gehtren
neben diesem Cycloheptanring auch dem Exomethylen-y-Lactonring der Verbindung an. Aus
den d-Werten fur C-8 und H-8 183t sich schlief3en, dass sich an dieser Position ein Sauerstoff-
haltiger Substituent befinden mul. Die relativ starke Tieffeld-Verschiebung des Signals fur
H-8 und der Shift des korrespondierenden Kohlenstoffsignals (6 = 67.60 ppm) sprechen fir
einen Acyloxy-Rest [BUDESINSKY und SAMAN, 1995; Hesse et a., 1995]. Dies macht es
wahrscheinlich, dass die bekannte Saureseitenkette mit dem Kohlenstoffatom an Position 8
verknupft ist. Hierfur spricht auch die Lage des Signals fur C-8 im Vergleich mit Angaben
aus der Literatur fir strukturell hnliche Substanzen [BUDESINSKY und SAMAN, 1995].

Ein weiterer RingschluR 1% sich aus der ®JKopplung zwischen dem Signal fiir einen
Methinkohlenstoff bei 76.11 ppm (C-3) und dem Signal fur H-5 bei 2.44 ppm ableiten.
Zwischen beiden Molekllpositionen muf3 sich demnach ein quartdrer Kohlenstoff befinden.
Hierbei kann es sich nur um das Signal bei 86.16 ppm (C-4) handeln, da es das einzige noch
nicht zugeordnete Signal fur einen quartéren Kohlenstoff darstellt und im HMBC-Spektrum
eine *J-Kopplung mit dem Methylenproton bei 1.80 ppm (H-2a) besteht. Das Signal des
quartaren C-Atoms zeigt noch zwei weitere longrange-Kopplungen: Eine 2J-Kopplung mit
dem Signal fir drei Methylprotonen bei 1.50 ppm (H-15) und eine eine *J-Kopplung mit dem
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Signal der Methoxygruppe bei 3.26 ppm. Die Methylprotonen bei 1.50 ppm korrespondieren
im HMQC-Spektrum mit dem Kohlenstoffsignal bei 16.91 ppm (C-15). Somit konnten alle
Signale aus dem 'H NMR- und dem *C NMR-Spektrum zugeordnet werden. Der
angesprochene zweite Ring besitzt finf Glieder. Aus der Art der Verknipfung dieses Finf-
Ringes mit dem bereits identifizierten Siebenring folgt, dass es sich bei SL11 um en
trizyklisches SL vom Guaianolid-Typ handelt. Dies steht im Einklang mit dem aus der
Summenformel  CysH34050 berechneten Doppelbindungsaquivalent. Dieser Parameter
errechnet sich fur Verbindungen vom Typ C;H,O. nach der Formel: DB = 0,5 (2a + 2 — b)
und |&3t Rickschlisse auf die Anzahl der Doppelbindungen und Ringschlisse in einem
Molekll zu. Im konkreten Fall ergibt sich demnach: DB = 0,5 (52 + 2 — 34) = 10. Dieser Wert
erlaubt nach Abzug der sieben im Molekll vorkommenden Doppelbindungen den Schluf? auf
die Existenz von drel carbozyklischen Ringen.

13a y O
o3 r6.4
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Bild 2.61: COSY-Spektrum von SL 21 (500 MHz, CDCls, TMS)
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Bild 2.62: HMQC-Spektrum von Substanz SL 11 (500 bzw. 125 MHz, CDCl;, TMS)

Dass es sich bel SL11 um ein Guaianolid und nicht um en trizyklisches Eudesmanolid
handeln muf3, 1813t sich schon aus der Aufspaltung des Signals fur H-5 zum Triplett ableiten,
zumal aus Ageratina- und Eupatorium-Arten neben Eudesmanoliden und Germacranoliden
bislang keine trizyklischen SL anderer Grundstruktur isoliert worden sind [HASSON et al.,
1995 und 1996]. Dartiber hinaus passen die Shifts der Signale fur H-1, H-5, C-1 und C-5 zu
den in der Literatur angegebenen Daten fir entsprechend aufgebaute Verbindungen
[BUDESINSKY und SAMAN, 1995; ITo et d., 1982].

Bel alen bekannten 11(13)-Guaiadien-12,6-oliden ist das anguldre Proton an Position 5
a-standig [BUDESINSKY und SAMAN, 1995; FISCHER et al., 1979; SEAMAN, 1982]. Dies trifft
auch auf SL11 zu. Was die relative Stereochemie an Position 1 betrifft, sind der Betrag der
Kopplung mit H-5 (11.4 ppm) und der Shift von C-1 (43.84 ppm) starke Argumente fur die
Annahme einer o-Orientierung und damit fir ene cisVerknipfung der beiden
carbozyklischen Ringe des Guaian-Gerlstes [BOHLMANN et al., 1977b; BUDESINSKY und
SAMAN, 1995].
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Bild 2.63: HMBC-Spektrum von Verbindung SL 77 (500 bzw. 125 MHz, CDCl3, TMS)

Bei trans-Guaianoliden dagegen betragt die Kopplungskonstante der
1,5-Kopplung typischer Weise etwa 15 Hz [SkiBINSKI, 1990]. Der Betrag der Kopplung
zwischen H-5 und H-6 (11.4 Hz) spricht flr eine trans-diaxiale Kopplung. Die Orientierung
von H-6 ist damit 3. Die Kopplungskonstante fur die Kopplung zwischen H-6 und H-7 betragt
9.5 Hz. Damit koppeln diese beiden Atome ebenfalls trans-diaxial und H-7 ist a-sténdig.
Hieraus folgt, dass der 6,7-Lactonring ebenfals die trans-Konfiguration besitzt. Die
Kopplung von H-7 mit H-8 beléuft sich dagegen auf nur 5.7 Hz und liegt damit im Bereich
der cis-Kopplungen. Hieraus ergibt sich, dass H-8 a- und der Acyloxy-Rest an C-8 [3-standig
ist. Dies konnte durch den Bau eines Molekilmodells verifiziert werden. Ein welteres
Argument fur die Annahme einer [-Acyloxy-Substitution von C-8 ist der Shift des
korrespondierenden Signals im *C NMR-Spektrum (67.60 ppm). Wiirde sich an C-8 eine
a-standige freie oder veresterte OH-Gruppe befinden, wére ein Shift grof3er als 70 ppm zu
erwarten [BUDESINSKY und SamAN, 1995]. Dariiber hinaus lage in diesem Fall das Signal von
H-8 im Bereich zwischen 5.00 und 5.20 ppm und nicht bei den beobachteten 5.65 ppm
[FERNANDEZ et a., 1995; MERRILL und STEVENS, 1985].
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Auf die Orientierung der Hydroxylgruppe an C-3 |3t sich durch den Shift des zugehdrigen
Signals (76.11 ppm) schlieRen. Nach dem Vergleich dieses Wertes mit entsprechenden
Literaturangaben ist davon auszugehen, dass die Hydroxylgruppe B-orientiert ist. Bei einer
a-Substitution wére das Signal furr C-3 im tieferem Feld zu suchen [BUDESINSKY und SAMAN,
1995].

Bel der Klérung der raumlichen Ausrichtung der Substituenten von C-4 gibt das NOESY -
Spektrum wertvolle Hinweise. Ein Crosspeak zwischen dem Signal fir die Methoxyprotonen
bei 3.26 ppm und dem Signal des a-stéandigen Protons an Position 5 bei 2.44 ppm
dokumentiert einen NOE-Effekt zwischen diesen beiden Signaden. Der Bau eines
Molekilmodells ergibt, dass eine solche Interaktion nur moglich ist, wenn die
Methoxygruppe ebenfalls a-orientiert ist. Die Methylgruppe an C-4 nimmt damit die
B-Position ein.

Falt man ale Strukturinformationen zusammen, so mufd es sich bei SL11 um ein cis
Guaianolid mit der systematischen Bezeichnung 3(-Hydroxy-83-[4-hydroxy-5-(5-hydroxy-
tigloyloxy)tigloyloxy]-4a-methoxy-10(14),11(13)-guaiadien-12,6-olid handeln. In Anlehnung
an das auf S. P9 beschriebene Verfahren konnte auch fir SL11 gezeigt werden, dass es sich
bei dieser Substanz nicht um ein bei der Aufarbeitung mit Methanol entstandenes Artefakt
handelt.

Von den 66 bislang aus Ageratina- und Eupatorium-Arten bekannten Guaianoliden sind
einige strukturell mit SL11 verwandt. Sie zeichnen sich ebenfalls durch eine
10(14)-Doppelbindung, die cis-Verknipfung der Ringe und oft auch eine Esterseitenkette aus
hydroxylierten ungeséttigten C-5-Sduren aus. Beispiele sind etwa Funde in den Spezies
A. saltillensis [FANG et al., 1988], E. altissmum [JakupoviC et a., 1987], E. brevipes
[GUERRERO et al., 1988], E. chinense [ITO et al., 1982] und E. ligustrinum [RomO et al.,
1968]. Im Gegensatz zu diesen Verbindungen zeichnet sich SL11 durch die Dioxygenierung
des Cyclopentan-Ringes an den Positionen 3 und 4 aus. Bei SL 11 handelt es sich um einen
neuen Naturstoff.
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2.2 Isolierungund Identifizierung von Flavonoid-Aglyka aus
Eupatorium semialatum

Unter dem Begriff ,Flavonoide® fal¥ man ene grole Gruppe von pflanzlichen
Sekundérstoffen zusammen, bei deren Genese Metabolite aus zwel Biosynthesewegen
vereinigt werden (si ehelBild 2.64] S. @) Der B-Ring und die Kohlenstoffatome des C-Ringes
leiten sich von der para-Cumarsdure aus dem Shikimat-Weg ab. Die Abstammung des
A-Ringes von den Acetogeninen erkennt man an den meta-stéandigen Sauerstoff-Funktionen.
Man bezeichnet die Flavonoide wegen der unterschiedlichen biosynthetischen Herkunft ihrer
Bausteine deshalb oft as ,,gemischte Polyketide®. Die im Verlauf der Biosynthese zunachst
gebildeten Chalkone zyklisieren leicht zu Flavanonen. Von diesen einfachen Flavonoiden
leiten sich die zahlreichen anderen Untergruppen ab, die sich von den Flavanonen durch den
Oxidationsgrad an C-2, C-3 und C-4 unterscheiden. Innerhalb der Flavonoid-Untergruppen
wird das Grundgerist in mannigfacher Weise durch Hydroxylierung, Veretherung,
Prenylierung und schliefdlich Glykosidierung sekundar verandert, so dass eine Vielzahl von
Molekllvariationen realisiert wird [CAo et ., 1997; HANSEL et al., 1999].

3 Malonyl-CoA +
Cumaroyl-CoA

Chalkon

Bild 2.64: Biosynthese der Flavonoide

Zur Zeit sind mehr as 4000 verschiedene Flavonoide bekannt. Der Name der Verbindungen
geht auf die Verwendung Flavonoid-reicher Pflanzen zum Gelbféarben von Wolle und
Baumwolle zurtick (das lateinische , flavus* bedeutet , gelb”). Die gelbe Farbe zeichnet zwar
nicht alle Flavonoide aus, ist jedoch fur einen Groféteil ihrer Vertreter typisch [CAO €t dl.,
1997; HANSEL et al., 1999]. Den Pflanzen dienen die Flavonoide nicht nur als Pigmente,
sondern auch as Botenstoffe, z.B. bel der Symbiose zwischen Fabaceae und
Kndllchenbakterien [HUNGRIA und STACEY, 1997]. Die Flavonoide sind, sowohl was ihre
Chemie as auch was ihre pharmakologischen Wirkungen angeht, sehr gut erforscht. In
zahlreichen in vitro- und in vivo-Testsystemen konnten die unterschiedlichsten Effekte
dokumentiert werden, bei denen die Flavonoide eine Fille von Enzymen und physiologischen
Prozessen beeinflussen. Als Beispiele seien exemplarisch die Enzyme ATPase, Lipoxygenase,
Cyclooxygenase, Xanthinoxidase, Phospholipase A, Reverse Transkriptase, Protease,
Proteinkinase C und DNA-Topoisomerase genannt [BERNARD et al. 1997; Cao et a., 1997;
LAcAILLE-DuBoIs und WAGNER, 1996; LINDAHL und TAGESSON, 1997; MIDDLETON, 1996].
Dariiber hinaus sind Flavonoide in der Lage, mit bestimmten Rezeptoren wie z.B. dem
Benzodiazepin-Rezeptor, zu interagieren [MEDINA et a., 1997]. Sie kdnnen antikanzerogen,
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antilipoperoxidativ, antiischamisch, antialergisch, antiviral, antiinflammatorisch und
antikoagulativ wirken [CAO et a., 1997; LACAILLE-DuBOIS und WAGNER, 1996; MIDDLETON,
1996]. Seit eniger Zeit haben die positiven Wirkungen von antioxidativ wirksamen
Flavonoiden, die in bestimmten pflanzlichen Nahrungsmitteln gehauft vorkommen, vermehrte
Aufmerksamkeit auf sich gezogen [METz, 2000; YOKAZAWA €t a., 1997]. Die antioxidative
Potenz beruht auf der Chelatisierung von Metallionen, der Reduktion mutagener Oxidantien,
dem Einfang reaktiver Sauerstoff-Spezies, dem Kettenabbruch radikalischer Reaktionen, der
Funktion as Quencher bei der Bildung von Singulett-Sauerstoff und vor allem auf der
Protektion von Ascorbinsaure [HALL und CupPPETT, 1997; KANDASWAMI und MIDDLETON,
1997]. In diesem Kontext wird diskutiert, dass dietdren oder additiv verabreichten
Flavonoiden bei der Préavention der koronaren Herzkrankheit, von Apoplexen oder
Krebsleiden eine nicht zu unterschéatzende Bedeutung zukommt [CAO et al., 1997; DUTHIE et
a., 1997]. Andere Autoren bringen den ginstigen Einflul3 auf das kardiovaskulére System
und die Blockade von Sexualhormon-abhdngigen Proliferationsvorgangen mit der
phytodstrogenen Wirkung bestimmter Isoflavone und Lignane in Verbindung [BARTHA et al.,
1997]. Den vielen forderlichen Eigenschaften stehen jedoch auch potentiell mutagene Effekte
mancher Flavonoide gegenuber, obwohl Mutagenitét bislang nur in vitro beobachtet werden
konnte [CAO et a., 1997; DUTHIE et a., 1997; HOLLMAN und KATAN, 1997]. Ein friher eher
vernachlassigtes Forschungsgebiet ist die Untersuchung der Resorption und Metabolisierung
flavonoidischer Verbindungen im Saugetier-Organismus. Trotz intensiver Forschungen in den
letzten Jahren sind noch viele Fragen offen. Der zentrale Streitpunkt ist nach wie vor, welche
Metaboliten fir die vielen verschiedenen Wirkungen der Flavonoide verantwortlich sind
[HEILMANN und MERFORT, 1998a und 1998b].

2.2.1 Extraktion und Fraktionierung

Der Uberwiegende Teil der Flavonoid-Aglyka (FA1 — FAS5 und FA9) konnte aus Fraktion
D-IV des Dichlormethan-Extraktes isoliert bzw. nachgewiesen werden. Hierzu wurde diese
Fraktion durch SC und prép. DC weiter aufgetrennt (siehe Kap. 6.5.3.2| S. B10). Die tibrigen
Flavonoid-Aglyka FA6 — FA8 wurden aus dem Methanol-Extrakt isoliert. Dazu wurden 40 g
dieses Extraktes SC an Sephadex LH-20 aufgetrennt. Hierbei konnten die Fraktionen MI bis
MXI gebildet werden, die neben den Verbindungen FA6 — FA8 hauptséchlich Flavonoid-
Glykoside und Kaffeoyl-Chinasauren enthielten. Die Flavonoid-Aglyka konnten nach SC,
prap. DC und LPLC als Reinsubstanzen erhalten werden (siehe Kap. 6.5.5.6] S. B22| bis
Kap. b.5.5.8 S. B23).

Die R-Werte in verschiedenen DC-Flieldmittelsystemen und das Detektionsverhalten der
Flavonoid-Aglyka FA1 bis FA8 sind [[abelle 6.11(S. 298) zu entnehmen.
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2.2.2  Hispidulin =
4" 5,7-Trihydroxy-6-methoxyflavon (Verbindung FA1)

Verbindung FA1 konnte in einer Ausbeute von 10 mg aus Fraktion D-1V DC-rein gewonnen
werden (siehe Kap.[6.5.3.2, S.[310).

Flavonoide zeigen auf der DC bereits vor dem Besprihen im UV-Licht (365 nm) en
charakteristisches Fluoreszenzverhalten. So zeigen Flavonole vom Typ des Kémpferols bzw.
Quercetins sowie deren an C-3°, C-4" und/oder C-7 methylierten Derivate orangegelbe
Fluoreszenz verschiedener Nuancen. Eine Methylierung oder der Wegfall der OH-Gruppe an
C-5 bewirkt eine zitronengelbe Fluoreszenz. Ist die 3-OH-Gruppe methyliert oder nicht
vorhanden (Flavone), so fehlt die Fluoreszenz und der Substanzfleck erscheint dunkel
[WOLLENWEBER, 1982]. Weitere Strukturinformationen lassen sich aus dem Verhalten der
Flavonoidzonen gegentiber dem , Naturstoffreagenz A“ gewinnen. So zeigen Flavonole nach
dem Spruhen eine grunlichgelbe Fluoreszenz. Flavone und 3-Methoxyflavone werden gelb
oder auch grunlich, 6- und 8-substituierte Flavonoide zeigen dunkle Farben [WOLLENWEBER,
1982].

Nach dem Auftragen der im Tagedlicht hellgelben Substanz FA1 auf eine DC-Folie mit
Fluoreszenzindikator erschien sie unter UV-Licht von 365 nm lediglich als dunkler Fleck.
Dieses Fluoreszenzverhalten deutete auf ein Flavon oder 3-Methoxylflavon hin. Nach dem
Bespriihen der DC mit Naturstoffreagenz A zeigte die Substanzbande nun bei derselben
Wellenlange eine dunkle Orangeférbung. Diesist ein Indiz dafir, dass es sich bei FA1 um ein
Flavonoid mit C-6- und/oder C-8-Substitution handelt.

Die Analyse der UV-Spektren von Flavonoiden &% bereits viele Rickschlisse auf die
Struktur zu. Eine Reihe von Autoren haben die aus den Spektraldaten ableitbaren
Informationen publiziert [CHIRIKDJAN und BLEIER, 1971; MABRY et a., 1970, MARKHAM,
1982; VOIRIN, 1983].

Die UV-Spektren von Flavonen und Flavonolen in Methanol zeigen zwel Hauptbanden im
Bereich zwischen 240 und 400 nm. Die langerwellige Bande (300 bis 400 nm) wird dem
Cinnamoyl-System des B-Ringes zugeschrieben und as Bande | bezeichnet. Die
kirzerwellige Bande (240 bis 280 nm) wird Bande Il genannt und durch den Benzoyl-
Chromophor (A-Ring) verursacht. Dartber hinaus lassen sich durch den Einsatz von
verschiedenen Shiftreagenzien (siehe 633 S. @b Spektren erhalten, die sich vom
Methanol-Spektrum in spezifischer Weise unterscheiden und damit wichtige Rlckschliisse
auf Struktur und Substitutionsmuster des Flavonoids gestatten [MABRY et al., 1970].
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—— MeOH ——— MeOH + NaOAc —— MeOH + AICl;

- - - MeOH + NaOMe - - = MeOH + NaOAc/H3;BO3 - - - MeOH +
AICIy/HCI

200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450
A(nm) A(nm) A(nm)

Bild 2.65: UV-Spektren von Verbindung FA 1

Tabelle 2.12; UV-spektroskopische Meliddaten [Ax (nm)] von Verbindung FAZ in Methanol und unter
Verwendung der {blichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOAC/H3BOs AlCl3 AICI3/HCI
275 276 277 276 263 sh 263 sh
337 325 305 sh 337 285 sh 285 sh

390 330 sh 400 sh 302 300
386 359 352

Das UV-Spektrum von FA1 in Methanol (siehe S.Belund[Tabelle 2.19 s. B} zei ot
die Bande | bei 337 nm im fur Flavone oder Flavonole mit substituierter 3-OH-Gruppe
erwarteten Bereich [MARKHAM, 1982]. Well diese Bande nicht aufgespalten ist, kann das C-8
nicht substituiert sein [VOIRIN, 1983]. Das Aussehen der kirzerwelligen Bande 11 a3t
Aussagen Uber das Substitutionsmuster des B-Ringes zu. Die Bande erscheint hier als
symmetrischer Peak ohne Schultern oder Flexionen, woraus folgt, dass der B-Ring entweder
mono- oder trisubstituiert ist. Bei Disubstitution wére eine Stérung der Symmetrie zu
erwarten gewesen. Zur weiteren Eingrenzung ist die Lage des Maximums von Bande Il
hilfreich. Im Falle einer Trisubstitution mifte das Absorptionsmaximum unter 260 nm liegen.
Im Spektrum von FAL1 befindet es sich jedoch jedoch bei 275 nm. Dieser Wert spricht
eindeutig fir eine Monosubstitution [CHIRIKDJAN und BLEIER, 1971]. Die Lage der Bande |
zeigt an, ob sich an Position 4° eine Hydroxy- oder eine Methoxygruppe befindet. Im ersten
Fal liegt Bande | bel durchschnittlich 336 nm, im zweiten Fall jedoch bel 327 bis 329 nm
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[VoIRIN, 1983]. Die Lage der Bande | im Spektrum von FA1 (337 nm) ist ein Indiz dafr,
dass FA1 einen para-hydroxylierten B-Ring besitzt.

Durch den Zusatz von methanolischer Natriummethanolat-Lésung werden ale OH-Gruppen
von Flavonen und Flavonolen deprotoniert. Dabei nimmt die Aziditét der Hydroxylgruppen in
der Reihenfolge 7-OH > 4-OH > 3-OH > 5-OH merklich ab [MABRY et al., 1970]. In Folge
der dadurch bedingten Erweiterung der Chromophore werden die Absorptionsbanden
bathochrom verschoben. Dieser Shift liegt bei Flavonoiden mit einer 4"-OH-Gruppe zwischen
40 und 65 nm. Dabel nimmt die Peakintensitét nicht ab. Fehlt dagegen die 4"-OH-Gruppe,
tritt zwar ein anlich hoher Shift auf, die Peakintensitét ist gegeniber dem Methanol-
Spektrum jedoch deutlich geringer [MABRY et al., 1970; MARKHAM, 1982]. Das NaOMe-
Spektrum von FA1 zeigt einen bathochromen Shift der Bande | von 53 nm, wobei die
Intensitdt der Bande im Vergleich mit dem Methanol-Spektrum hoher ist. Dieser Befund
sichert die schon an Hand des M ethanol-Spektrums abgel eitete 4"-Mono-Hydroxylierung des
B-Ringes ab. Weil das UV-Spektrum von FA1 in der stark alkalischen Losung auch nach funf
Minuten  keine  Degenerationserscheinungen  zeigte,  konnen  Alkali-sensitive
Substitutionsmuster (3,4 -Dihydroxy, ortho-Dihydroxy im A-Ring oder drei benachbarte OH-
Gruppen im B-Ring) ausgeschlossen werden [MABRY et a., 1970; MARKHAM, 1982]. An
Hand des Natriummethanolat-Spektrums &3t sich auch die Substitution an C-7 erschlief3en.
Im Falle einer frelen OH-Gruppe an diesem Atom erscheint im Spektrum eine dritte,
manchmal nur schwache Absorptionsbande zwischen 305 und 350 nm, die als Bande Il1I
bezeichnet wird. Sie erscheint in allen 7-Hydroxyflavonen und -flavonolen mit einem
4’-monohydroxylierten B-Ring (Apigenin-Typ) as getrennter Peak, wahrend sie bel
Flavonoiden mit hoher oxygeniertem B-Ring as Schulter im kurzwelligen Bereich von Bande
| zu sehen ist. Im Gegensatz dazu erkennt man im Methanol at-Spektrum von Flavonen und
Flavonolen, deren 7-OH-Gruppe verethert oder verestert ist, keine dritte Bande [BACON et al.,
1976]. Das Spektrum von FAL1 spricht eindeutig fur eine freie OH-Gruppe an C-7, da bei
325 nm eine deutlich differenzierte Bande zu erkennen ist.

Auch Natriumacetat-L 6sung vermag phenolische OH-Gruppen zu deprotonieren. Infolge ihrer
geringeren Basizitét sind alerdings nur die stérker aziden OH-Gruppen davon betroffen
(C-7-, C-4’- und C-3-OH). Die dadurch ausgeldste bathochrome Verschiebung von Bande |
ist nicht mehr so grol3 wie bei der Verwendung von Natriummethanolat. Bande Il wird in
Natriumacetat nur durch Deprotonierung einer eventuell vorhandenen OH-Gruppe an C-7
beeinfluldt. Die Spanne des Shifts betragt bel einer solchen Substitution Ublicher Weise 5 bis
20 nm. Liegt alerdings ein Flavon vor und sind an C-6 und/oder C-8 Sauerstoff-
Substituenten, so ist der Shift nur gering oder nicht erkennbar. Die verschiedenen Autoren
erklaren dies mit einer Herabsetzung der Aziditét der Hydroxylfunktion an C-7 durch positiv
induktive und mesomere Effekte sowie durch eine sterische Hinderung des Basenangriffs
[MABRY et al., 1970; HARBORNE und MABRY, 1982]. Die bathochrome Verschiebung von
Bande Il (2 nm) im Spektrum von FA1 deutet auf die zuletzt beschriebene Konstellation im
A-Ring hin. Da bereits aus dem Methanol-Spektrum geschlossen werden konnte, dass C-8
unsubstituiert ist, mufd im Falle von FA1 eine C-6-OR-Gruppe vorliegen. Bel dem Rest R
kann es sich nicht um ein Wasserstoffatom handeln, da die beobachtete Stabilitét des
M ethanol at- Spektrums eine ortho-Dihydroxygruppe im A-Ring von FA1 ausschliefdt. Bande |
ist gegeniber dem Methanol-Spektrum hypsochrom verschoben. Dies ist as zusétzliches
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Indiz fUr eine freie OH-Gruppe an C-7 zu werten [BACON et a., 1976].

Séttigt man die Untersuchungs-L6sung zusétzlich zum Natriumacetat noch mit Borsdure, so
kommt es bei vorhandenen ortho-Dihydroxygruppen im A- oder B-Ring zu einem
bathochromen Shift von Bande | [MABRY et a., 1970; MARKHAM, 1982]. Da ortho-
Dihydroxygruppen schon an Hand des Methanolat-Spektrums ausgeschlossen werden
konnten, treten bel FA1 keine Shifts mit Natriumacetat und Borsdure auf.

Der Chelatbildner Aluminiumchlorid bildet mit der 4-Oxo-Gruppe und den OH-Gruppen an
C-3 und C-5 sowie mit ortho-Dihydroxygruppen finf- (Flavonole) oder sechs-gliedrige
(Flavone) Komplexe. Bande | und Bande Il werden dadurch aufgespalten und bathochrom
verschoben. Die mit den Hydroxylgruppen an C-3 oder C-5 und der 4-Oxo-Gruppe gebildeten
Komplexe sind sdurestabil, wahrend die Chelate mit ortho-Dihydroxygruppen dagegen
saurelabil sind. Die Zugabe von Salzsaure zur Untersuchungslésung fuhrt in solchen Féllen zu
einer hypsochromen Verschiebung der Absorptionsmaxima  gegentber dem
Aluminiumchlorid-Spektrum [MABRY et a., 1970]. Im Aluminiumchlorid-Spektrum von FA1
erscheint im langwelligen Bereich des Spektrums Bande | as Einzelpeak, der gegentiber der
Lage in Methanol um 22 nm bathochrom verschoben ist. Dies kann nach den Angaben in der
Literatur as Indiz fur eine freie OH-Gruppe an C-5 mit einer Hydroxyl- oder M ethoxygruppe
an C-6 gewertet werden [JURD, 1969; VOIRIN, 1983]. Der Betrag des Shifts spricht im Falle
von FA1 eher flr eine 6-Methoxygruppe, da nach MARKHAM (1982) bel Vorliegen einer
solchen Gruppierung mit einer bathochromen Verschiebung von 16 bis 23 nm zu rechnen ist.
Demgegeniiber wirde eine freie OH-Gruppe an C-6 zu einem Shift von +25 bis +30 nm
fUhren [HARBORNE und MABRY, 1982].

Nach Zugabe von Salzsaure zur AlCls-haltigen Untersuchungsldsung von FAL zeigt das
Spektrum praktisch keine Verdnderung. Diese Sdurestabilitdt untermauert die schon vorher
gefolgerte Abwesenheit von ortho-Dihydroxygruppen bei FAL. Durch das fast identische
Aussehen beider Spektren kann auch die 4 -Hydroxy-6-M ethoxy-Substitution von FA1 erneut
bestétigt werden, da in solchen Féllen nach VoIRIN (1983) identische Banden bei etwa
303 nm und Schultern oder Inflexionen bel 262 und 291 nm ein Merkmal von
6-Methoxyflavonen mit 4"-Substitution sind.

Fal3t man die Ergebnisse aus den UV-spektroskopischen Untersuchungen an FA1 zusammen,
so kann man festhalten, dass es sich entweder um 4°,5,7-Trihydroxy-6-methoxyflavon oder
um 4°,5,7-Trihydroxy-3,6-dimethoxyflavon handeln muf3.

Aus dem DCI-MS-Spektrum von FAL, in dem ein Pseudomolekilion bel m/z 301 auftritt,
ergibt sich die molare Masse von FA1 zu 300 g/mol.

Weitere wichtige Hinweise auf die Struktur von Favonoid-Aglyka liefert die
Massenspektroskopie. Bei der EI-MS ohne Derivatiserung wird die Probe mit einem
Direkteinlal3system in die lonenquelle eingebracht, da die Substanzen meist nur schwer
verdampfbar sind bzw. zur Zersetzung neigen. In seltenen bisher beschriebenen Fallen war
auch eine GC-M S-Analyse durchgefiihrt worden [SCHMIDT et al., 1993 und 1997], die aber in
diesem Fall zu keinem Ergebnis fuhrte. Durch die Elektronenstol3-lonisation zerfallen
Flavonoid-Aglyka nach zwei Hauptmechanismen (siehe S. @ Weg 1 verlauft
unter Genese der beiden Schliisselbruchstiicke A;™ und B;™ nach dem Mechanismus einer
Retro-Diels-Alder-Reaktion. Bei Weg 2 entsteht neben Dehydrobenzol und einem
Ketenradikal das Schiiisselbruchstiick B," [HARBORNE et al., 1975].
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Im EI-MS-Spektrum von FA1 (siehe[Bild 2.67, S.[8d) findet sich der Molpeak bei m/z 300,
was mit dem bereits aus dem DCI-MS-Spektrum abgeleiteten Molekulargewicht von 300
g/mol in Einklang steht. Fiir 6-Methoxyflavonoide ist typisch, dass der [M-CHz]*-Peak relativ
intensiv ist und der sonst bei Flavonen beobachtete [M-1]*-Peak deutlich an Hohe einbiift
bzw. gar nicht mehr registriert wird [KINGSTON, 1971]. Dies ist darauf zurtickzufihren, dass
das [M-CH3]*-Kation energetisch so stark begiinstigt ist, da es ein vergleichsweise stabiles
chinoides Kation bilden kann (siehe M S. B9). Andere Autoren schlief3en durch das
vollstandige Fehlen des [M-1]"-lons eine zusitzliche Methoxygruppe an C-3 aus [GOUDARD
et al., 1978; HARBORNE und MABRY, 1982]. GOUDARD et al. (1978) folgern darliber hinaus
aus einem Molpeak, der groRer als der [M-CHa]*-Peak ist, dass das entsprechende Mol ekl
5,7-Dihydroxy-6-methoxy-, 5-Hydroxy-6,7-dimethoxy- oder 5,7,8-Trimethoxy-Substitution
besitzt. Macht der [M-H,0]**-Peak mehr als 10% des Basispeaks aus, so muf? es sich um die
5,7-Dihydroxy-6-methoxy-Substitution handeln.

Das Spektrum von FA1 bestédtigt durch die relativen Intensitéten der Peaks fur die lonen
[M]™, [M-CH3]* und [M-H,O]" die Zugehorigkeit zur letztgenannten Gruppe von
Flavonoiden mit 5,7-Dihydroxy-6-methoxy-Substitution. Ein weiteres Kennzeichen von
6-Methoxy-Flavonoiden ist die geringe Intensitét der unverénderten Retro-Diels-Alder-
Bruchstiicke und des B,"-lons. An die Stelle dieser Schliisselionen treten Spezies, die durch
Abspaltung von Methylradikalen und CO aus den Schllsselionen hervorgehen [HARBORNE et
a., 1975; KINGSTON, 1971]. Bei FA1 sind das die lonen mit den Massen 126, 139 und 167
amu. Die Tatsache, dass das Spektrum von FA1 kein [A;+H] " -Kation anzeigt, ist ein Hinweis
darauf, dass die Verbindung ein Flavon und kein Flavonol ist [AUDIER, 1966].

Somit konnte das aus den UV-Spektren abgeleitete Substitutionsmuster des A-Ringes von
FA1 durch die Ergebnisse der M S-Untersuchungen verifiziert werden.

Das in Methanol-d, aufgenommene **C NMR-Spektrum von FA1 zeigt vierzehn Signale, von
denen zwe jeweils zwel Kohlenstoffen entsprechen. Es handelt sich dabei um die
aquivalenten C-Atome des B-Ringes C-2° und C-6" (129.33 ppm) bzw. C-3° und C-5
(117.76 ppm). Flavone lassen sich an Hand des Shifts fir C-3 eindeutig von Flavonol-
Derivaten unterscheiden. Das Signal fur C-3 liegt bei Flavonen zwischen 100 und 110 ppm,
wahrend es sich bel Flavonolen zwischen 130 — 140 ppm befindet [HARBORNE und MABRY,
1982]. Im Spektrum von FA1 findet sich das Signal fur C-3 in direkter Nachbarschaft zu dem
far C-10 (102.54 ppm) bei 102.42 ppm. Dies bedeutet, dass es sich bei FA1 um ein Flavon
handelt. Darlber hinaus kommt die an Hand der UV-Spektren noch denkbare 3-
Methoxygruppe nicht mehr in Frage, da das **C NMR-Spektrum von FA1 nur ein Signal im
Bereich der Methoxykohlenstoffe (um 60 ppm) zeigt. Dieses Signal bei 60.72 ppm
korrespondiert mit dem C-Atom der 6-Methoxygruppe. Die verbleibenden neun Signale
lassen sich zweifelsfrei an Hand der Vergleichsdaten von AGRAWAL (1989), DE VILLARRAGA
und DE PERez (1994) sowie HARBORNE und MABRY (1982) zuordnen (siehe S.
D1).
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Bild 2.68: *C NMR-Spektrum vonVerbindung FA1 (125 MHz, CD;0D, TMS)

Tabelle 2.13: NMR-Daten von Verbindung FAZ (500 bzw. 125 MHz, CDs0D, TMS) im Vergleich zu Angaben
fir Hispidulin: 'EBERT, 1985 (360 MHz, CD;OD, TMS); “DE VILLARRAGA und DE PEREZ, 1994

(22,40 MHz, DMSO-dg/Aceton-dg, TMS); ~ = Zuordnung vertauschbar; & [ppm], J [HZ (in
Klammern)

H FA1 Hispidulin® C FA1 Hispidulin?
3 6.45s 6.563 s 2 165.43 163.7
8 6.33s 6.598 s 3 102.42 102.3
2 7.81d(8.8) 7.846d (9) 4 183.26 182.0
3 6.91d (8.8) 6.933d (9) 5 153.50 152.7
5 6.91d (8.8) 6.933d (9) 6 136.01 1314
6 7.81d(8.8) 7.846 d (9) 7 156.36 157.7
6-OCH3 3.86s 3.888 s 8 98.30 94.3
9 153.50 152.4'
10 102.54 103.8
T 123.13 121.1
2 129.33 128.4
3 117.76 115.9
4 164.34 161.1
5 117.76 115.9
6 129.33 128.4
6-OCH3 60.72 59.9
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Bild 2.69: *H NMR-Spektrum von Verbindung FA 1 (500 MHz, CD;0D, TMS)
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Das *H NMR-Spektrum enthalt finf Signale fir neun Protonen (siehe M S. @und
[Cabelle 2.13 S. B1). Mit Hilfe des HMQC-Spektrums (siehe Bild 2.70] S. b3] lassen sie sich
den korrespondierenden Kohlenstoffsignalen zuordnen. Die beiden zwei-Protonen Dubletts
bei 6.91 und 7.81 ppm mit einer fir ortho koppelnde aromatische Protonen typischen
Kopplungskonstanten von etwa 9 Hz sind a's AA"BB’-System interpretierbar [HESSE et al.,
1995]. Sie sind den Protonen H-3" und H-5" sowie H-2" und H-6" des 4"-mono-substituierten
B-Rings zuzuschreiben.

Das Singulett for drei Protonen bei 3.86 ppm korrespondiert mit den Protonen der
Methoxygruppe an C-6, die beiden verbliebenen Singuletts fir jewells ein Proton sind H-3
(6.45 ppm) und H-8 (6.33 ppm) zuzuordnen.

Zusammenfassend 183 sich festhalten, dass es sich bei FA1 nur um 4°,5,7-Trihydroxy-6-
methoxyflavon bzw. Hispidulin handeln kann. Die eigenen Mel3daten stehen im Einklang mit
den Angaben aus der Literatur [z.B. DE VILLARAGA und DE PEREZ, 1994; EBERT, 1985;
SKiBINSKI, 1990]. Die Benennung der Substanz als , Hispidulin® geht auf HERz und Sumi
(1964) zurick, die das Flavon aus der Asteracee Ambrosia hispida isoliert hatten.
Offensichtlich war ihnen die ein Jahr vorher publizierte Arbeit von DOHERTY €t al. (1963)
nicht bekannt. Diese Arbeitsgruppe hatte den Naturstoff bereits aus Digitalis lanata isoliert.
Hispidulin ist in den Genera Ageratina und Eupatorium weit verbreitet. Das Flavon konnte in
folgenden Taxa gefunden werden: A. angustifolia [DE VILLARAGA und DE PEREz, 1994],
A. calophylla [FANG et al., 1986], A. glyptophlebia [DE PEREzZ und DE PINILLA, 1990],
A. tomentella [FANG und MABRY, 1986], E. album, E. altisssmum [WOLLENWEBER €t al.,
1996], E. cannabinum [ELEMA et al., 1989; STEVENS et al., 1995], E. cuneifolium [KUPCHAN
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et al., 1969b], E. dubium, E. fistulosum, E. hyssopifolium, E. maculatum, E. purpureum,
E. rotundifolium [WOLLENWEBER et a., 1996], E. semiserratum [HERz et a., 1981],
E. serotinum [HERz et al., 1979], E. sessilifolium [WOLLENWEBER et a., 1996], und
E. subhastatum [FERRARO et a., 1987].
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Bild 2.70: HMQC-Spektrum von Verbindung FA1 (500 bzw. 125 MHz, CD;0D, TMS)
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2.2.3 Pectolinarigenin =
5,7-Dihydroxy-4",6-dimethoxyflavon (Verbindung FA2)

OCHs

Eine weitere in Fraktion D-IV enthaltene Verbindung (FA2) wurde as Pectolinarigenin
identifiziert (siehe Kap. 16.5.3.2 S.[310). Da die Substanz nur in Spuren vorkam, konnte sie
nicht isoliert werden. Die Identifizierung gelang durch Vergleich mit einer authentischen
Probe durch DC und LC-MS In Bild 2.71] S. sind das LC-Chromatogramm von Fraktion
D-1V-1 und das APCI-M S-Spektrum von FA2 dargestellt.
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Bild 2.71: LC-Chromatogramm des LC-MS-Laufes von Fraktion D-1V-1 mit dem Peak fiir FAZ2bei 755 Scans
(links) und das zugehdrige APCI-MS-Spektrum (rechts); die Peaks der spater eluierenden
Verunreinigungen sind nicht dargestel It

Das Flavon Pectolinarigenin (FAZ2) ist bereits seit mehr als 70 Jahren bekannt. Im Jahre 1930
gelang ROBINSON und SCHWARZENBACH als ersten die Synthese der Verbindung. Einige Zeit
darauf konnte das Flavonoid as Genin des Glykosids Pektolinarin zum ersten Mal aus einer
Pflanze isoliert werden. Es handelte sich um die Scrophulariaceae Linaria vulgaris [MERz
und Wu, 1936]. Wie Hispidulin (FAL) ist auch Pectolinarigenin (FA2) in den Genera
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Ageratina und Eupatorium weit verbreitet. Es existieren Belege fur die folgenden Arten:
A. angustifolia [DE VILLARRAGA und DE PeErez, 1994], A. calophylla [FANG et al., 1986],
E. cannabinum [STEVENS et al., 1995], E. hyssopifolium [WOLLENWEBER €t al., 1996],
E. salvia [GONZALEZ et al., 1990], E. semiserratum [HERZ et al., 1981; KUPCHAN et al., 1969]
und E. serotinum[HERZ et al., 1979; WOLLENWEBER €t al., 1996].
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2.24  Eupafolin =
3,4°,5,7-Tetrahydr oxy-6-methoxyflavon (Verbindung FA3)

Von FA3 konnten 7 mg isoliert werden. Die Substanz ist das einzige Flavonoid in dieser
Arbeit, welches sowohl aus dem Dichlormethan- (Fraktion D-1V) als auch aus dem Methanol-
Extrakt (Fraktion M-V111) isoliert werden konnte (siehe Kap.[6.5.3.2, S.[310 und Kap.

s. Bes).

Nach dem Bespriihen der fertig entwickelten DC-Folie war FA3 bei Tagedicht orange
gefarbt. Unter UV-Licht der Wellenlange 356 nm zeigte die Substanz eine hellorange
Fluoreszenz. Ein solches Farbeverhalten zeigen Flavone mit ortho-Dihydroxygruppen im
B-Ring und einer freien OH-Gruppe an C-7 [WOLLENWEBER, 1982].

Tabelle 2.14; UV-spektroskopische Meliddaten [Ax (nm)] von Verbindung FA3 in Methanol und unter
Verwendung der tblichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOACc/H3BO3 AICl; AICI3/HCI
242 sh 265 268 263 274 261 sh
255 sh 275 sh 325 sh 374 305 sh 282
272 306 sh 394 421 sh 335sh 295 sh
350 337 sh 424 368

401

Die von FA3 aufgenommenen UV-Spektren liefern bis auf den monosubstituierten B-Ring
ale be FAl beschriebenen Strukturinformationen (vergl. m S. @ mit
S. @b Abweichend vom Methanol-Spektrum von FAL tritt im entsprechenden
Spektrum von FA3 die Bande | bei einer hdheren Wellenlénge auf (350 nm gegenuiber
337 nm). Ein weiterer Unterschied ist die bei FA3 registrierte Aufspaltung der Bande 11..
Beide Phanomene treten nur dann auf, wenn der B-Ring doppelt substituiert ist [CHIRIKDJAN
und BLEIER, 1971].

Das Natriummethanolat-Spektrum von FA3 besitzt groRe Ahnlichkeit zu dem von FAL.
Lediglich Bande 11, die eine freie OH-Gruppe an C-7 anzeigt, ist bei FA3 nur as Schulter bei
337 nm ausgebildet. Diese Schulterbildung ist dann zu beobachten, wenn das Flavonoid
zusétzlich zur freien 7-OH-Gruppe zwei oder mehr Sauerstoff-Substituenten im B-Ring
besitzt [BACON et al., 1976].

Das Natriumacetat-Spektrum von FA3 liefert dieselben Informationen wie schon bei FAL.
Ein deutlicher Unterschied zu FA1l zeigt sich, wenn die Natriumacetat-haltige
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Untersuchungsldsung von FA3 mit Borsdure geséttigt wird. Im Spektrum von FA3 ist Bande
| ist gegenliber dem M ethanol-Spektrum um 24 nm bathochrom verschoben. Im VIS-Bereich
findet sich eine Schulter bel 421 nm. Beide Beobachtungen sind starke Hinweise auf eine
ortho-Dihydroxygruppe im B-Ring [MABRY et a., 1970].

Dieses Strukturelement wird auch durch die Aufnahme von UV-Spektren nach dem Zusatz
von Aluminiumchlorid bzw. Aluminiumchlorid/Salzsdure bewiesen. Nach dem Zutropfen der
Saure zur Aluminiumchlorid-haltigen Untersuchungsldsung von FA3 kommt es zu einem
hypsochromen Shift der Bande | von 56 nm. Dies ist auf die Saurelabilitét der Komplexe
zwischen ortho-Dihydroxygruppen und dem Chelatbildner zurlickzufihren. Das chromophore
System erleidet dadurch ene drastische Reduktion mit der Folge, dass das
Absorptionsmaximum der mit dem B-Ring assoziierten Bande | in den kirzerwelligen
Bereich verlagert wird [MABRY et al., 1970].

Das Massenspektrum von FA3 (si ehe[Bild 2.73, S @) unterstitzt die aus den UV-Spektren
gezogenen Schliisse, da der Molpeak bei m/z 316 ein genau um die Masse eines
Sauerstoffatoms héheres Molekulargewicht von FA3 gegentber FA1 anzeigt. Im oberen
Massenbereich gleicht die Fragmentierung von FA1 sehr stark der von FA3: Die nach
Abspaltung eines Methylradikals und der Eliminierung von CO resultierenden Fragmente
dominieren hinsichtlich ihrer Intensitét. Im mittleren Massenbereich sind die Fragmentpeaks
im Vergleich zu FA1 meist klein, gut auszumachen sind jedoch die RDA-Fragmente
[A1-CH3]" bei m/z 167 und B,*" bei mvz 134.
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Bild 2.72: EI-MS-Spektrumvon FA3
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Bild 2.73: "H NMR-Spektrum von £A3 (500 MHz, DMSO-dg/D,0, TMS)
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Tabelle 2.15: NMR-Daten von Verbindung £FA3 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu Angaben
fur Eupafolin: *De PERez und DE PINILLA, 1990 (60 MHz, DMSO-dy/CDCl3); d[ppm], J [HZ (in

Klammern)
H FA3 Eupafolin® C B3C-shift
3 6.67 s 6.53s 2 164.15
8 6.56 s 6.48s 3 102.59
2 7.40d (2.2) 7.40d (2) 4 182.23
5 6.89d(8.2) 6.92d (9) 5 152.99
6 7.42dd (2.2, 8.2) 7.32dd (2, 9) 6 131.54
6-OCHj 3.75s 3.88s 7 157.48
5-OH 13.09 s 13.07m 8 94.32
9 152.99
10 104.25
1 121.72
2 113.54
3 145.94
& 149.90
5 116.22
6 119.17
6-OCHs 60.14
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Bild 2.74: HMQC-Spektrum der Verbindung FA3 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)

Das 'H NMR.-Spektrum zeigt sieben Signale fiir neun Protonen (siehe Bild 273 s. .
Neben dem Signal fur das Proton der OH-Gruppe an C-5 (13.09 ppm) finden sich wie bei
FA1 zwei Singuletts fir je ein Proton bei 6.67 ppm (H-3) und 6.56 ppm (H-8). Das Singulett
fUr drel Protonen bei 3.75 ppm korrespondiert mit der 6-Methoxygruppe. Daneben treten die
Signale fur drei aromatische Protonen des B-Ringes auf. Sie bilden ein tpyisches ABX-
System, so dass der B-Ring 1,34-trisubstituiert sein mul3. Unter Beriicksichtigung der
Informationen aus den UV-Spektren mul3 es sich daher bei FA3 um eine Verbindung mit
3,4’ -Dihydroxy-Substitution handeln. Das Dublett vom Dublett bei 7.42 ppm ist dem H-6
zuzuordnen, welches ortho mit H-5" (J = 8.2 Hz, d = 6.89 ppm) und meta mit H-2'
(J=2.2Hz, = 7.40 ppm) koppelt.

Im ¥C NMR-Spektrum erscheinen sechzehn Signale, die sich an Hand des zusitzlich
aufgenommenen HMQC- (siehem S. @) und HMBC-Spektrums (siehe Bild 2.75]
S. m eindeutig zuordnen lassen. Hierdurch werden die Dihydroxy-Substitution des
B- ng& sowie die mit FA1 Ubereinstimmende Konstitution der Ringe A und B bestétigt

(sienefTabelle 219 S.[od).
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Bel FA3 handelt es sich daher zweifelsfrei um 3°,4°,5,7-Tetrahydroxy-6-methoxyflavon. Die
Verbindung ist auch unter den Trivial-Namen , Eupafolin® und , Nepetin® bekannt. Die
Bezeichnung ,,Nepetin® fir FA3 geht auf den Erstfund des Flavons in einem akoholischen
Extrakt der Lamiaceae Nepeta hindostana zuriick [KRISHNASWAMY et a., 1968]. Wie FA1
und FA2 konnte auch FA3 fir mehrere Ageratina- und Eupatorium-Arten nachgewiesen
werden: A. glyptophlebia [DE PERez und DE PINILLA, 1990], A. tomentella [FANG und
MABRY, 1986], E. album, E. altissmum [WOLLENWEBER et al., 1996], E. cannabinum
[ELEMA et al., 1989; STeveENs et a., 1995], E. cuneifolium [KuPcHAN et al., 1969Db],
E. dubium; E. fistulosum, E. hyssopifolium, E. maculatum, E. purpureum, E. rotundifolium,
E. serotinum, E. sessilifolium [WOLLENWEBER et a., 1996] und E. subhastatum [FERRARO

und Coussio, 1973].
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Bild 2.75: HMBC-Spektrum von Eupafolin (FA3) (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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225 Desmethoxycentaureidin =
3,5,7-Trihydroxy-4",6-dimethoxyflavon (Verbindung FA4)

OCHs

Das hellgelb geféarbte Flavonoid FA4 konnte in einer Ausbeute von 7 mg aus Fraktion D-1V
isoliert werden (siehe Kap. 6.5.3.2 S. B10).

Im Farbeverhadten auf der DC-Folie stimmte FA4 mit FAL1 Uberein (siehe
S. @ Dies macht es wahrscheinlich, dass auch FA4 eine Methoxygruppe an C-6 besitzt. Da
FA4 nach der Detektion mit Naturstoffreagenz A unter UV-Licht (365 nm) keine Fluoreszenz
zeigt, kann eine ortho-Dihydroxygruppe im B-Ring ausgeschl ossen werden.

Tabelle 2.16: UV-spektroskopische Mefiddaten [Aex (hmM)] von Verbindung FA4 in Methanol und unter
Verwendung der tblichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOAC/H3BO3 AICl3 AICI3/HCI
240 sh 267 271 273 261 257

250 sh 300 sh 320 sh 343 281 284

273 379 372 296 sh 292 sh
342 370 360

Das UV-Spektrum in Methanol von FA4 ist dem von FA3 hinsichtlich der Shiftwerte und der
Aufspaltung der Bande 11 sehr ahnlich (vergl.[Tabelle 2.14, S.[98 und [Tabelle 2.16, S. [L01],
wodurch eine Disubstitution des B-Ringes angezeigt wird. Bande | liegt bei FA4 bei einer
kleineren Wellenlénge als bei FA3, was fir eine Einschrénkung des chromophoren Systems
im B-Ring, z.B. durch Veretherung einer oder beider OH-Gruppen, spricht.

Nach dem Zusatz von Natriummethanolat wird das Absorptionsmaximum von Bande | im
stark alkalischen Milieu um 37 nm bathochrom verschoben. Ein solcher, weniger als 40 nm
groRer Shift, ist charakteristisch fir Flavone mit substituierter OH-Gruppe an C-4". Ein
weiteres Indiz fir eine solche Substitution ist die charakteristische Schulter auf dem
langwelligen Ast von Bande Il bei 300 nm [MERFORT, 1990]. Bel Flavonoiden mit 4 -mono-
methoxyliertem B-Ring liegt Bande | bel ca. 370 nm [SkiBINSKI, 1990], wahrend sie bei FA4
bei einer grolReren Wellenlange detektiert wird. Dieser Shift konnte durch eine zur
4-Methoxygruppe benachbarten freien OH-Gruppe hervorgerufen werden.

Die Natriumacetat-Spektren von FA3 und FA4 unterscheiden sich in der 30 nm bathochrom
verschobenen Bande | bei Substanz FA4. Ein Shift in dieser Gréfenordnung ist immer
dann zu ewarten, wenn an Position 4 ene Methoxygruppe gebunden st
[MERFORT, 1990].
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Das Natriumacetat/Borsaure-Spektrum ist praktisch mit dem Methanol-Spektrum identisch.
Dieses Verhalten tritt dann auf, wenn der A-Ring weder 6,7- noch 7,8-dihydroxyliert ist und
der B-Ring keine ortho-Dihydroxygruppen besitzt [MARKHAM, 1982].

Durch Zusatz von Aluminiumchlorid-Lésung wird die Bande | um 28 nm bathochrom
verschoben. Daraus |&3t sich ableiten, dass das C-3 nicht hydroxyliert ist und eine freie OH-
Gruppe an C-5 vorliegt [JURD, 1969; MABRY €t a., 1970]. Das Auftreten nur einer Bande im
langwelligen Bereich spricht fir eine Sauerstoff-Substitution des C-6 [JURD, 1969].
Zusétzlich deutet ein Doppelpeak bei 261 und 280 nm sowie die Schulter bei 296 nm auf das
Vorliegen eines 6-Methoxy-Flavons mit 3",4"-Substitution hin, da ein 4"-monosubstituierter
B-Ring bei gleicher Konstitution des A-Ringes nur einen Hauptpeak unterhalb von 300 nm
liefern wirde [VOIRIN, 1983].

Nach der Zugabe von Salzsaure zur AICIs-Losung betrégt der Shift von Bande | nur noch
+ 18 nm. Diese Beobachtung ist ein weiteres Indiz fur eine 5-Hydroxy- neben einer
6-Methoxygruppe [HARBORNE und MABRY, 1982; MEARS und MABRY, 1972; SAKAKIBARA
und MABRY, 1977].

Bel FA4 sollte es sich daher entweder um das 5,7-Dihydroxy-3",4",6-trimethoxyflavon oder
um das 3',5,7-Trihydroxy-4",6-dimethoxyflavon handeln.
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Bild 2.76: EI-MS-Spektrum von FA4

Das Molekulargewicht von FA4 &3t sich sowohl aus dem EI- (m/z = 330, siehe
S. , als auch aus dem ebenfalls aufgenommenen DCI-Massenspektrum (m/z = 331)
entnehmen (330 g/mol). Von den nach der UV-Anayse as mdglich diskutierten beiden
Flavonoiden scheidet das erste (5,7-Dihydroxy-3°,4",6-trimethoxyflavon) aus, da diese
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Verbindung ein um vierzehn Massen-Einheiten schwereres Molekulargewicht besitzt. Dies
spricht fir die Annahme, dass es sich bei FA4 um 3°,5,7-Trihydroxy-4",6-dimethoxyflavon
handelt. Ein weiteres Indiz fur die 3"-Hydroxy-4"-methoxy-Substitution des B-Ringes liefert
das B,""-Fragment bei mvz 151. Die RDA-Bruchstiicke des A- und des C-Ringes bei m/z 167
und 139 belegen, dass der A-Ring von FA4 die gleiche Konstitution besitzt wie schon bei
FA1und FAS.

Das 'H NMR-Spektrum von FA4 zeigt sieben Signale fir elf Protonen (siehe m
S. @ Die drei Singuletts fur H-3 (6.46 ppm), H-8 (7.32 ppm) und die Protonen der
Methoxygruppe an C-6 (3.86 ppm) finden sich bei gleichen chemischen Verschiebungen wie
schon bei FA1, woraus folgt, dass die beiden Molekile im Hinblick auf die Substitution des
A- und des C-Ringes Ubereinstimmen. Die Ubrigen aromatischen Protonen (H-2°, H-5" und
H-6") bilden wie be FA3 ein ABX-System. Hieraus kann die 3",4"-Disubstitution des
B-Ringes abgeleitet werden. Das zusétzliche 3-Protonen-Singulett bei 3.97 ppm fir eine
weitere M ethoxygruppe beweist, dass C-3” oder C-4" einen solchen Substituenten tragen muf3.
Die Position dieser Methoxygruppe wird eindeutig durch den Vergleich der Signallagen der
B-Ring-Protonen von Desmethoxycentaureidin (3"-OH, 4 -OCHz) und Jaceosidin (4°-OH,
3"-OCH3) bestimmbar [SkiBINSKI, 1990]. Hierbei zeigt sich, dass die Mel3daten von FA4 sehr
gut-mit den Referenzdaten fir Desmethoxycentaureidin Ubereinstimmen (siehe
S. 1103).

Tabelle 2.17: NMR-Daten von Verbindung FA4 (500 bzw. 125 MHz, CD;0D, TMS) im Verglg'ch zu Angaben
fir Desmethoxycentaureidin: *SiBINSKI, 1990 (360 MHz, CD;OD, TMS); ~ = Zuordnung

vertauschbar; o[ppm], J [HZ] (in Klammern)

H FA4 Desmethoxycentaureidin® C FA4
3 6.46 s 6.537 s 2 164.74
8 7.32s 6.589 s 3 102.36
> 7.39d (1.9) 7.388.d (2.0) 4 183.13
5 7.09d (8.2) 7.074d (8.2) 5 152.55'
6 7.47 dd (1.9, 8.2) 7.504d (2.0, 8.2) 6 136.21
4'-OCHs 3.97s 3.934s 7 156.49
6-OCH53 3.86s 3.867 s 8 98.43
9 153.48"
10 103.55
1 126.04
2 114.05
3 148.67
&4 148.67
5 112.94
6 119.72

4"-OCHs 56.73
6-OCH3s 60.69
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Bild 2.77: *H NMR-Spektrum von Verbindung £A4 (500 MHz, CD;0D, TMS)
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Bild 2.78: **C NMR-Spektrum vonVerbindung FA4 (125 MHz, CD;0OD, TMS)

Das ebenfalls aufgenommene *C NMR-Spektrum zeigt erwartungsgemal siebzehn Signale
(siehe Bild 2.78 S. [104). In Analogie zu FA1 und FA3 lassen sich die Signale fir die
Kohlenstoffe des A- (C-5 bis C-10) und des C-Ringes (C-2 bis C-4) zuordnen. Die in der
Literatur verfligbaren Daten fur Flavonoide mit einer 3'-Hydroxy-4"-methoxy-Substitution
des B-Ringes [AGRAWAL, 1989; HARBORNE und MABRY, 1982] ermdglichen die Zuordnung
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der Signade fur C-1" bis C-6" von FA4. Es verbleibt das Singulett fur drel Protonen bei
56.73 ppm. Dieses Signal korrespondiert mit den Protonen der C-4"-Methoxygruppe.

Es handelt sich somit bei FA4 zweifelsohne um 3°,5,7-Trihydroxy-4",6-dimethoxyflavon
bzw. Desmethoxycentaureidin. Die Substanz wurde zuerst aus Centaurea-Arten isoliert
[BOHLMANN und ZDERO, 1967]. Fur die Gattung Eupatorium lag bisher noch kein Beleg in
der Literatur vor.
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226  Acacetin =
5,7-Dihydroxy-4"-methoxyflavon (Verbindung FA5)

OCHj

In Fraktion D-1V-3 konnte das nur in Spuren vorkommende Flavon FAS5 durch direkten
Vergleich mit authentischer Substanz mittels DC und LC-MS (siehe Bild 2.79] S. [L07)
nachgewiesen werden (siehe Kap. b.5.3.2] S. B10).

Acacetin (FAS5) ist das einzige im Rahmen dieser Arbeit im Drogenmaterial von
E. semialatum nachgewiesene Flavonoid ohne 6-Methoxygruppe. Die chemische Synthese
von Acacetin gelang bereits im Jahre 1926 [ROBINSON und VENKATARAMAN, 1926]. In den
Taxa Ageratina und Eupatorium scheint die Verbindung ahnlich verbreitet zu sein wie etwa
die Flavone FA1 bis FA3. Fur folgende Arten existieren Nachweise in der Literatur:
A. stevioides [MORALES MENDEZ und ROSQUETTE, 1988], E. buniifolium [CAuLA et al.,
1991], E. glabratum [GUERRERO €t a., 1978], E. hookerianum [FERRARO et al., 1983],
E. odoratum [BosE et a., 1974], E. subhastatum [FERRARO €t al., 1987] und E. tinifolium
[MORENO €t al., 1980].
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Bild 2.79: LC-Chromatogramm des LC-MS-Laufes von Fraktion D-1V-3(oben) mit Massen-Fragmentogramm
der Masse des Pseudomolekiilions von FA5 (285 amu, darunter) und APCI-MS-Spektrum des LC-
Eluats im Maximum dieses |ons (unten)
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2.2.7 Patuletin =
3,3',4°,5,7-Pentahydr oxy-6-methoxyflavon (Verbindung FAG)

OH

FAG6 konnte ausschliefdlich im Methanol-Extrakt nachgewiesen werden. Die Auftrennung der
Fraktion M-V lieferte 8 mg DC-reines FA6 (siehe Kap. 6.5.6.3] S. B25).

Der R-Wert und das Detektionsverhalten von FA6 dhneln denen von FA3 (siehe Tabelle 6.1
S. . Die hellorange leuchtende Farbung (UV 365 nm), die sich nach Detektion mit
Naturstoffreagenz A ergab, spricht wie bel FA3 fur eine ortho-Dihydroxygruppe im B-Ring.

Tabelle 2.18: UV-spektroskopische Meliddaten [Anx (nm)] von Verbindung FA6 in Methanol und unter
Verwendung der Ublichen Shiftreagenzien; die Shifts unter Natriummethanolat-Einflul waren

instabil
MeOH NaOMe NaOAc NaOAC/H3BOs AlCl3 AICI3/HCI
255 295 sh 261 261 272 266
271 sh 332 275 sh 291 sh 301 sh 301 sh
293 sh 415 sh 337 385 325 sh 325 sh
346 sh 385 444 372 sh
365 425

Im UV -Spektrum von FAG liegt das Maximum der Bande | tiber 360 nm (siehe [Tabelle 2.18]
S. . Das deutet darauf hin, dass es sich bel FA6 um ein Flavonol mit freler OH-Gruppe an
C-3 handeln mul3 [MARKHAM, 1982]. Aus der Aufspaltung der Bande Il in zwei Teilbanden
folgt, dass der B-Ring disubstituiert ist [CHIRIKDJAN und BLEIER, 1971].

Da das Natriummethanolat-Spektrum instabil ist (Degeneration nach 5 Minuten) mul3 FA6
mindestens eine Alkali-sensitive Gruppierung besitzen. In Verbindung mit der vom
M ethanol -Spektrum angezeigten freien OH-Gruppe an C-3 ist das Vorliegen einer 3,4-Di-
oder 3,34 -Trihydroxy-Gruppierung wahrscheinlich. Diese Vermutung wird durch die
bathochrome V erschiebung von Bande | (51 nm), die bei Flavonolen mit freier OH-Gruppe an
C-4" beobachtet wird, zusétzlich bekréftigt [MABRY et al., 1970; MARKHAM, 1982]. Eine
eindeutige Entscheidung zwischen den beiden genannten Substitutionsmustern des B-Ringes
kann an Hand der Lage und Intensitét der Bande 111 (332 nm) gefdlt werden. Da diese ds
Schulter auf dem kurzwelligen Ast von Bande | auftritt, mufld3 3",4"-Disubstitution des
B-Ringes vorliegen [MERFORT, 1990].

Die Existenz der freien OH-Gruppe an C-7 kann auch durch den Shift der Bande Il (+ 6 nm)
im Natriumacetat-Spektrum abgeleitet werden. Wie bei den anderen bisher diskutierten
Flavonoiden deutet der Betrag des Shifts auf eine Methoxygruppe an C-6 hin.
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Nach Zugabe von Borsaure zur Natriumacetat-haltigen Untersuchungslésung wird Bande |
um 20 nm bathochrom relativ zur Lage im Methanol-Spektrum verschoben. Dies ist typisch
fUr Flavonoide mit einer ortho-Dihydroxygruppe im B-Ring [MABRY et a., 1970].

Die ortho-Dihydroxygruppe im B-Ring a3t sich auch aus den AICls-Spektren ableiten. Nach
Zugabe von Saure reduziert sich der bathochrome Shift von Bande | von 79 auf 60 nm
gegenlber der Lage in reinem Methanol. Dies a3t sich dadurch erkléren, dass der mit der
komplexierten ortho-Dihydroxygruppe im B-Ring korrespondierende Chromophor nach
Séaurezusatz zusammenbricht, wéhrend die auch im sauren Milieu chelatisierbaren OH-
Gruppen an C-3 und C-5 sowie die 4-Oxo-Gruppe einen stabilen Shift bewirken [MABRY et
al., 1970].

Die aus dem EI-MS-Spektrum ableitbare molare Masse betragt 332 g/mol (siehe
S. m Dieser Wert steht im Einklang mit den Strukturinformationen aus den UV-Spektren,
nach denen FA6 ein 6-methoxyliertes Flavonol mit einer ortho-Dihydroxygruppe im B-Ring
sein sollte. Fir die 6-Methoxylierung spricht das intensive [M-CH3-COJ*-Fragment. Bei
Flavonolen allgemein spielen von den bekannten Schlisselbruchstiicken die Fragmente
[A1+H]" und [B,]" die groRte Rolle [HARBORNE et a., 1975]. Im Spektrum von FAG ist das
[A1+H]"-lon zwar nicht auszumachen, dafir erscheint das [B,]*-Fragment jedoch als
intensiver Peak, wodurch der dihydroxylierte B-Ring bestétigt wird. Das [B,]*-lon spaltet
zusétzlich CO ab, woraus das Fragment bei m/z 109 resultiert.
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Bild 2.80: EI-MS-Spektrum von Verbindung FA6
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Bild 2.81: "H NMR-Spektrum von FA6 (500 MHz, DMSO-ds, TMS)
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Bild 2.82: *C NMR-Spektrum von FA6 (125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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Bild 2.83: HMQC-Spektrum der Verbindung FA6 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-dg, TMS)

Das *H NMR-Spektrum bestétigt durch das Fehlen des Singuletts fiir das Proton an C-3, dass
es sich bei FA6 um ein Flavonol handelt (siehe [Bild 2.81, S. [110). Die Ubrigen
Protonensignale gleichen denen von Verbindung FA3, dem zu FA6 analogen Flavon (vergl.
Bild 2.73 s. lod mit Bild 2.81] S. [110). Leichte Abweichungen existieren lediglich bei den
Signallagen fur die Protonen H-2" und H-6" des ABX-Systems des B-Ringes. Sie ergeben sich
aus der nur bel FA6 moglichen Wechselwirkung mit der OH-Gruppe an C-3.

Beim Vergleich der *C NMR-Spektren von FA6 und FA3 trifft man auf eine weitgehende
Ubereinstimmung (s eheﬁ, S.l8und Bild 2.82 S. |J.:I_Oj deutliche Abweichungen
finden sich lediglich fur die Kohlenstoffe des C-Ringes (vergl. [Tabelle 219, S. Il mit
[Tabelle 2.19, S. [112). So ist bei FA6 das Signal fir C-3 auf Grund der Hydroxylierung
gegeniber FA3 zu tiefem Feld verschoben. Diese Entschirmung betrifft bei FA6 in
geringerem Mal%e auch die beiden benachbarten Atome C-2 und C-3. Die Zuordnung der
3¢ NMR-Shifts wird durch zusétzlich aufgenommene HMQC- und HMBC-Spektren weiter

abgesichert (sieheBild 2.83 S.[111lund[Bild 2.84, S.[113).
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Es handelt sich demnach bel FA6 um das Flavonol Patuletin (3,3",4,5,7-Pentahydroxy-6-
methoxyflavon). Fur die Substanz wurden neben zwei Synthesen [BHARDWAY et a., 1978
und NIELSEN et a., 1970] auch etliche Funde aus Ageratina- und Eupatorium-Arten
beschrieben. Es handelt sich um die Spezies A. calophylla [FANG et al., 1986], A. havanensis
[Yu et a., 1987], A. saltillensis [Yu et al., 19864, E. areolare var. leiocarpum [YU €t a.,
1986b] und E. gracile [TORRENEGRA €t al., 1984].

Tabelle 2.19: NMR-Daten von Verbindung FA6 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu Angaben
fiir Patuletin: ‘PARREITER, 1990 (80 MHz, CD;0D, TMS); 2ARIToMI et al., 1986 (68 MHz, DMSO-
ds, TMS); *, #, 8 = Zuordnung vertauschbar; d[ppm, J [HZ (in Klammern)

H FA6 Patuletin® C FA6 Patuletin®
8 6.51s 6.46 s 2 147.11 146.9
4 7.67d (1.9) 7.70d (2.1) 3 135.59 135.4
5 6.88d (8.9) 6.87d (8.4) 4 176.21 175.9
6 7.54dd (1.9,88) 7.57dd (2.1, 8.5) 5 151.90 151.7%
6-OCH; 3.76s 3.87s 6 131.01 130.7
5-OH 1257 s - 7 157.41 151.3
8 93.82 93.6
9 151.53" 151.7%
10 103.54 103.3
1 122.15 121.98
2 115.23 1155
3 145.23 145.0
& 147.89 147.6
5 115.77 115.0
6 120.17 120.0°
6-OCHs 60.17 59.9
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Bild 2.84: HMBC-Spektrum der Substanz FA6, die Einblendung zeigt die longrange-Kopplungen des Protons
der 5-OH-Gruppe (500 bzw. 125 MHz, DMSO-dg, TMS)
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2.2.8 Laciniatin =
3,3",5,7-Tetrahydroxy-4",6-dimethoxyflavon (Verbindung FA7)

OCHs

Wie FA6 wurde auch FA7 ausschliefdlich im Methanol-Extrakt gefunden. Bel der
Aufarbeitung der Fraktion M-XI| fielen 4 mg der Substanz DC-rein an (siehe Kap.

S. B23).

Die R-Werte von FA6 und FA7 sind sich sehr dhnlich (siehe Tabelle 6.1] S. P98}, FA7 zeigt
jedoch ein anderes Farbeverhalten nach der Detektion. An der gelbgriinen Fluoreszenz nach
Besprihen mit Naturstoffreagenz A erkennt man fir gewohnlich im B-Ring methylierte
Quercetin-Derivate [WOLLENWEBER, 1982].

Tabelle 2.20: UV-spektroskopische Meliddaten [Ax (nm)] von Verbindung FA7 in Methanol und unter
Verwendung der tblichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOACc/H3BO3 AICl; AICI3/HCI

257 269 sh 264 255 266 262

273 sh 328 sh 273 sh 270 sh 300 sh 300 sh

293 sh 400 298 sh 370 370 sh 370 sh

366 318 sh 430 425 sh
384

Die UV-Daten in Methanol von FA7 stimmen anndhernd mit denen von FAG6 Uberein (vergl.
[Cabelle 2.18, S.[10d mit[Tabelle 2.20, S.[114), woraus folgt, dass auch FA7 ein Flavonol mit
doppelt substituierten B-Ring sein muf3.

Im Natriummethanolat-Spektrum wird durch die ebenfalls auftretende Schulter am
kurzwelligen Ast von Bande | eine freie 7-OH-Gruppe angezeigt [BACON et al., 1976]. Die
Bande | wird im Falle von FA7 um 34 nm unter Abnahme der Intensitdt bathochrom
verschoben. Ein soches Phanomen wird bei 7-Hydroxy-Flavonoiden mit einer substituierten
4" -OH-Gruppe beobachtet [MERFORT, 1990].

Die Interpretation des Natriumacetat-Spektrum liefert die schon bel FA6 beschriebenen
Hinweise.

Nach der Zugabe von Borsdure zur Natriumacetat-haltigen Untersuchungslésung betrégt der
bathochrome Shift von Bande | gegeniiber der Lage des Absorptionsmaximums in Methanol
nur noch 4 nm. Aufgrund dieses geringen Betrages kommen ortho-Dihydroxygruppen im
Molekdl nicht in Betracht [MABRY et al., 1970].
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Bild 2.85: EI-MS-Spektrumvon FA7

Tabelle 2.21: NMR-Daten von Verbindung FA 7 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu Angaben

fir Laciniatin: “TIMMERMANN et al., 1979 (CCl,, TMS); © = Zuordnung vertauschbar; J [ppmi,
J[HZ] (in Klammern)

H FA7 L aciniatin® FA7

145.65
136.02
176.37
151.93
131.05
157.50

93.90
151.62
103.81
123.63
114.78
146.39"
149.56
112.02
119.98
C 55.82
6-OCH3 60.21

6.53s 6.54s

7.66 brs 7.60d (2.5
7.08d (8.2 6.84d (9.0
7.65dd (2.2,8.2) 7.70dd (2.5, 9.0)
4"-OCHjs 3.85s 3.87s

6-OCHs 3.76s 3.72s

ROQURQNREO®NONAWN [0

Q
@]
T
)




2 Eigene phytochemische Untersuchungen 116

H,0 DMSO
6-OCHj

/ s
TMS

ppm)

Bild 2.86: "H NMR-Spektrum von FA 7 (500 MHz, DMSO-ds, TMS)
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Bild 2.87: *C NMR-Spektrum von FA 7(125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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Bild 2.88: HMQC-Spektrum der Verbindung FA 7(500 bzw. 125 MHz, DMSO-dg, TMS)

Eine ortho-Dihydroxygruppe im B-Ring kann auch dadurch ausgeschlossen werden, dass das
AlICl3- und das AICl3/HCI-Spektrum fast deckungsgleich sind [MARKHAM, 1982].

Das EI-MS-Spektrum von FA7 (siehe [Bild 2.85, S. |_’L:LE|) zeigt dieselben Fragmentierungs-
Schritte wie bei FA6. Das [B,]*-Fragment von FA7 tritt jedoch bei m/z 151 auf und steht
damit im Einklang mit einem 3-Hydroxy-4"-methoxy-substituierten B-Ring.

Das *H NMR-Spektrum von FA7 enthdlt im Vergleich zu FA6 ein weiteres 3-Protonen-
Singulett bei 3.85 ppm (vergleichelBild 2.81, S.[110 und|Bild 2.86, S.[116), welches zu einer
zusétzlichen Methoxygruppe gehort. Ein weiterer Unterschied zum Spektrum von FAG6
besteht in den Shiftwerten der Signale fur die Protonen des ABX-Systems. Alle weiteren
Signale zeigen, dass die Substitution des A- und des B-Ringes mit FA6 Ubereinstimmt (vergl.
[Tabelle 2.19, S.[112 mit|Tabelle 2.21, S|115). Dieser Befund steht auch im Einklang mit den
13C NMR-Daten (siehe [Bild 2,87, S. und [Bild 2.8d, S. [117). Die zusitzliche
M ethoxygruppe mul3 demnach dem B-Ring angehdren. Zur Klarung der exakten Position des
Substituenten wurde ein HMBC-Spektrum aufgenommen (siehe Bild 2.84) S. [113). Hier
besteht eine Kopplung zwischen dem angesprochenen Signal fur die Methoxyprotonen bei
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3.85 ppm und dem Signal fir einen quartaren Kohlenstoff bei 149.56 ppm (C-4"). Ein
Vergleich mit den Angaben aus der Literatur [HARBORNE et al., 1982] zeigt, dass ein solcher
Shift nur mit der 3"-Hydroxy-4"-methoxy-Substitution vereinbar ist.

Somit handelt es sich bei FA7 um 3,3°,5,7-Tetrahydroxy-4",6-dimethoxyflavon, eine
Substanz, die auch unter dem Trivial-Namen Laciniatin bekannt ist. Die Verbindung erhielt
ihren Namen auf Grund der Tatsache, dass die Substanz zum ersten Mal aus der Asteraceae
Brickellia laciniata isoliert werden konnte [TIMMERMANN €t a., 1979]. Daneben existieren
noch mehrere Nachweise fir verschiedene Arnica-Arten [EBERT et al., 1988; MERFORT €t dl.,
1986]. Fur die Gattunge Eupatoriumist dies der erste Beleg.
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Bild 2.89: HMBC-Spektrum der Substanz FA 7 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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229 Mikanin =
3,5-Dihydroxy-4",6,7-trimethoxyflavon (Verbindung FAS8)

OCHj

Verbindung FA8 wurde in einer Ausbeute von 3 mg aus Fraktion M-1X isoliert. Auch dieses
Flavonoid wurde nur im Methanol-Extrakt gefunden (siehe K ap. S.[323).

Wie bel FA7 deutet die gelbgrine Fluoreszenz nach Besprihen mit Naturstoffreagenz A auf
ein im B-Ring methyliertes Quercetin-Derivat hin [WOLLENWEBER, 1982].

Im UV-Spektrum (Methanol) von FA8 (siehe [Tabelle 2.22| S. [119) liegt die Bande | bei
360 nm und damit im Bereich der Flavonole mit freier 3-OH-Gruppe [MABRY et al., 1970].
Wird die Untersuchungslésung zusétzlich mit Natriummethanolat versetzt, so wird das
Absorptionsmaximum von Bande | um 46 nm bathochrom verschoben. Da gleichzeitig die
Intensitdt der Absorptionsbande abnimmt und die Substanz von der starken Base nicht
zersetzt wird, konnte es sich um ein Flavonol mit substituierter oder fehlender 4"-OH-Gruppe
handeln [MABRY et a. 1970].

Nach der Zugabe von Natriumacetat unterliegt Bande 11 keinem Shift. Damit muf3 die 7-OH-
Gruppe substituiert sein [MARKHAM, 1982]. Ein zusétzlicher Hinweis darauf ist die Lage der
Bande I, die hier bel einer [angeren Wellenlange auftritt als im Methanolat-Spektrum. Dieses
Verhalten tritt hdufig bei Flavonen und Flavonolen mit substituierter 7-OH-Gruppe auf
[BACON et al., 1976].

Tabelle 2.22; UV-spektroskopische Mefiddaten [Ax (nM)] von Verbindung FA8 in Methanol und unter
Verwendung der tblichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOAC/H3BO3 AICl3 AICI3/HCI
256 sh 261 255 255 270 267

270 280 sh 270 sh 270 sh 300 sh 300 sh
337 sh 333 sh 347 347 369 sh 363 sh
360 406 415 sh 415 415

Die Abwesenheit von ortho-Dihydroxygruppen a3t sich daraus folgern, dass sich weder das
Natriumacetat- noch das Aluminiumchlorid-Spektrum nach Zugabe von Borsdure bzw.
Salzsdure nennenswert verandert [MABRY et a., 1970]. Im Aluminiumchlorid-Spektrum
beweist der bathochrome Shift von Bande | gegeniber dem Methanol-Spektrum (55 nm),
verbunden mit der Existenz der Schulter bei 363 nm, dass FA8 zu den Flavonolen mit 5-OH-
Gruppe zu zéhlen ist [JURD, 1969].
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Das EI-MS-Spektrum zeigt, dass FA8 ahnlich fragmentiert wie die anderen bereits
diskutierten Flavonole FA6 und FA7 (siehe Bild 2.90] S. 1120). Das [Bj]*-Fragment bei
m/z 135 im Spektrum von FAS8 deutet im Gegensatz zu den beiden genannten Flavonolen auf
einen monomethoxylierten B-Ring hin.
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Bild 2.90: EI-MS-Spektrumvon FAS8

Das *H NMR-Spektrum zeigt sechs Signale fiir vierzehn Protonen (siehe Bild 2.91] S. [121).
Die Monosubstitution des B-Ringes an C-4" wird durch zwe typische Dubletts fir ein
aromatisches AA"BB’-System im tiefen Feld bestétigt. Im Bereich zwischen 3.5 und 4.0 ppm
finden sich drei 3-Protonen-Singuletts fir je eine Methoxygruppe. Daneben tritt nur noch ein
Signal bel 6.92 ppm auf, das dem H-8 zuzuordnen ist. Dieses Proton koppelt im HMBC-
Spektrum (siehe Bild 2.94] S. [123) mit fiinf Nachbar-K ohlenstoffen (C-6 bis C-10). Das C-6
zeigt eine zweite Kopplung mit dem Methoxy-Signal bel 3.74 ppm. Somit besitzt auch FA8
eine 6-Methoxygruppe. Das C-7 muf3 ebenfalls Methoxy-substituiert sein. Dies wird durch die
33 Kopplung zwischen dem Signal fir C-7 (158.83 ppm) und dem Methoxy-Signa bei
3.93 ppm bewiesen. Das Dublett for die Protonen H-2° und H-6" bel 8.19 ppm zeigt
longrange-Kopplungen mit den Signalen fur C-2 (146.98 ppm), C-2°/C-6" (129.40 und
129.60 ppm) und C-4" (160.82 ppm). Das Signal fur C-4" koppelt mit dem Signal fir die
dritte Methoxygruppe bel 3.85 ppm, so dass der B-Ring 4" -mono-methoxyliert sein muf3.
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Tabelle 2.23: NMR-Daten von Verbindung FA8 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu Angaben
fur Mikanin: *“TIMMERMANN et al., 1979 (CCl,, TMS); d[ppm], J [HZ] (in Klammern)

H FA8 Mikanin* C FAS
8 6.92s 6.8 2 146.98
2 8.19d (8.8) 8.2d(8) 3 136.36
3 7.13d(8.8) 7.1d (8) 4 176.47
5 7.13d(8.8) 7.1d(8) 5 151.85
6 8.19d (8.8) 8.2d(8) 6 131.49
4 -OCHs 3.85s - 7 158.83
6-OCHs 3.74s - 8 91.49
7-OCHs 3.93s - 9 151.23
5-OH - 1245 10 104.60
1T 123.40
2 129.40
3 114.27
& 160.82
5 114.27
6 129.60
4 -OCHs 55.61
6-OCHs 60.29
7-OCHs 56.66
DMSO
H,O
TMS
R ‘Lthﬁ—,—ﬁihﬁﬁ—ﬁ——mﬂ—ﬁﬁ—hﬁef -

i == L e N e s e s e s s s s A Y
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Bild 2.91: *H NMR-Spektrum von FA8& (500 MHz, DMSO-ds, TMS)
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Bild 2.92: **C NMR-Spektrum von FA8& (125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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Bild 2.93: HMQC-Spektrum der Verbindung FA8 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-dgs, TMS)
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Bild 2.94: HMBC-Spektrum der Substanz FA8(500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)

Falt man die Ergebnisse zusammen, so kann es sich be FA8 nur um Mikanin
(3,5-Dihydroxy-4",6,7-trimethoxyflavon) handeln. Der Erstfund der Verbindung datiert auf
das Jahr 1965. KIANG et al. isolierten das Flavonol aus der Eupatorieae Mikania cordata und
nannten es ,Mikanin“. Kurze Zeit spater wurden zwei Synthesen publiziert [SiM, 1967
WAGNER et a., 1967]. Fur die Gattung Eupatorium wird die Verbindung hiermit zum ersten
Mal beschrieben.
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2.2.10 Axillarin =
3,4°,5,7-Tetrahydr oxy-3,6-dimethoxyflavon (Verbindung FA9)

OH

OH O

Das einzige 3-Methoxy-Flavon, das im Extrakt von E. semialatum gefunden werden konnte,
war Axillarin (FA9). Es kam in Fraktion D-1V-2 nur in Spuren vor und konnte nicht isoliert
werden (siehe Kap. 6.5.3.2| S. B10). Die Identifizierung gelang durch direkten Vergleich mit
authentischer Substanz mittels DC und LC-MS (siehe Bild 2.95 S. 124).

Die Erstbeschreibung von FA9 beanspruchen zwei Arbeitskreise fir sich [HERz et al., 1966;
TAYLOR und WONG, 1965]. Die Bezeichnung ,Axillarin® wurde in der Arbeit von 1966
eingefiihrt, da die Verbindung aus der nordamerikanischen Pflanze Iva axillaris isoliert
worden war. Den tatséchlichen Erstfund aus Xanthium pensylvanicum belegt jedoch die
Arbeit von 1965. Fur die Gattung Ageratina existiert bisher lediglich ein Beleg fir
A. saltillensis[Yu et al., 1986a]. Fir das Genus Eupatoriumist die Verbindung neu.
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Bild 2.95: LC-Chromatogramm des LC-MS-Laufes von Fraktion D-1V-2 mit FA9als erstem Flavonoidpeak
(oben) und APCI-MS Soektrum der mit diesem Peak bei 471 Scans eluierten Substanz (darunter); die
Peaks der spater eluierenden Verunreinigungen sind nicht dargestellt
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2.3  Isolierung und I dentifizierung von Flavonoid-Glykosiden aus
Eupatorium semialatum

2.3.1 Extraktion und Fraktionierung

Samtliche isolierten und identifizierten Flavonoid-Glykoside entstammen dem Methanol-

Extrakt (siehe Kap.[6.5.8, S.[324).

2.3.2 Eupalin=
3,4 ,5-Trihydroxy-6,7-dimethoxyflavon-3- O-a-rhamnopyranosid
(Verbindung FG1)

Die Verbindung FG1 konnte in einer Ausbeute von 5 mg aus Fraktion M-Il des Methanol-
Extraktes DC-rein gewonnen werden (siehe Kap.[6.5.6.1] S.[324).

Die Analyse des im LC-MS detektierten Peaks von FG1 (24.24 min) zeigte im APCI-Modus
ein Molekiilion bei m/'z 477 [M+H]" (siehe Bild 2.96, S. [126). Nach Untersuchungen von
STEVENS et a. (1995) werden Flavonoide unter diesen Reaktionsbedingungen am O-1
protoniert. Anschlief3end werden bel Glykosiden lediglich die Zucker abgespalten, fir eine
weitere Fragmentierung der Aglyka reicht die Kollisionsenergie der beschleunigten
Pseudomolekilionen nicht aus (vgl. Kap. IE S. @). Im Falle von FG1 gpatet das
Pseudomolekilion ein Fragment der Masse 146 ab. Der Verlust dieses Bruchstiickes deutet
darauf hin, dass es sich bei dem Zucker mit hoher Wahrscheinlichkeit um die Desoxyhexose
Rhamnose handelt, da andere Desoxyhexosen bei den bisher bekannten Favonoid-
Glykosiden nur aulierst selten gefunden worden sind [HARBORNE et al., 1975].

Das Tochterionen-Spektrum zeigt die Fragmentierung des protonierten Aglykons (m/z 331)
unter pseudo-MS/MS/MS-Bedingungen (siehe M S. @ Hierbel reicht die
zugefihrte kinetische Energie nicht aus, die Ublichen Zerfallswege anzustof3en (siehe
Bild 2.66 S. . Retro-Diels-Alder-Fragmente und B,"-lonen werden aus diesem Grund
meist nicht beobachtet, vielmehr dominiert die Abspatung von leichten Radikalen und
kleinen Neutralteilchen aus dem protonierten Aglykon. Be FG1 entstent aus dem
protonierten Aglykon durch Abspaltung eines Methylradikals das Radikakation mit einer
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Masse von 316 amu. Die Wahrscheinlichkeit ist sehr hoch, dass dieses Radikal aus dem
Verlust einer 6-Methoxygruppe hervorgeht, da sich in diesem Falle ein stabiles chinoides
Radikalkation bilden kann [Bowlie und CAMERON, 1966]. Dieses Tellchen eliminiert
daraufhin ein Wassermolekil. An dessen Bildung konnte neben der 6-Methoxy- auch eine
7-Methoxygruppe beteiligt sein. Durch diese Wasserabspaltung wirde ein gespannter
Oxetring entstehen, der durch Annellierung mit dem Flavonoidkern ein trizyklisches System
bildet [STEVENS, 2000]. Das aus dieser Reaktion hervorgegangene, durch die hohe Spannung
des Oxetringes sehr kurzlebige Teilchen mit nm/z 298 spaltet unter Bildung des stabilen lons
mit der Masse 270 amu (Basispeak) Kohlenmonoxid ab. Hierbei wird der viergliedrige Ring
wieder zerstort. AnschliefRend kommt es durch Elimination der Carbonylgruppe des C-Ringes
zu einer Ringverengung. Die beschriebenen Decarbonylierungen werden bel Flavonoiden
haufig beobachtet [MARKHAM, 1982].
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Bild 2.96: APCI-CID-MS Spektrum von FG1 (oben), darunter pseudo-MSMSMS Spektrum des protonierten
Aglykons



2 Eigene phytochemi sche Untersuchungen 127

Tabelle 2.24; UV-spektroskopische Mefiddaten [Aqex (hmM)] von Verbindung FGZI in Methanol und unter
Verwendung der tblichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOAC/H3BO3 AICl3 AICI3/HCI
267 254 sh 268 268 277 279
328 266 345 333 300 sh 300 sh
295 sh 385 sh 354 354
382 400 sh 400 sh

Das UV-Spektrum in Methanol von FG1 (siehe[Tabelle 2.24, S.[127) zeigt die Bande | bei
328 nm im fur Flavonole mit einer substituierten OH-Gruppe an C-3 erwarteten Bereich
(320 — 360 nm) [CHIRIKDJAN und BLEIER, 1971]. Da das Maximum am kurzwelligen Ende
dieses Bereiches auftritt, mul3 der B-Ring entweder gering substituiert oder die C-3-OH-
Gruppe glykosidiert sein, da bel 5-Hydroxy-Flavonolen eine Glykosidierung an dieser
Position die Bande | um 12 bis 17 nm hypsochrom verschiebt [MABRY et al., 1970]. Eine
Aufspaltung der Bande | ist nicht zu beobachten, wodurch eine Sauerstoff-Substitution an C-8
ausgeschlossen werden kann [HARBORNE et al., 1982; VOIRIN, 1983]. Auch die Bande Il
(267 nm) zeigt keine Aufspaltung. Daraus folgt, dass der B-Ring entweder einen oder drei
Substituenten besitzt. Da bel di- und trisubstituierten B-Ringen Bande Il unter 260 nm
erscheint, mul® bei FG1 Monosubstitution vorliegen [CHIRIKDJAN und BLEIER, 1971]. Bei
diesem Substituenten muf3 es sich um eine freie OH-Gruppe handeln, da eine Methoxygruppe
das Absorptionsmaximum hypsochrom auf 260 bis 265 nm verschieben wirde [MABRY et al.,
1970Q].

Nach Zusatz von Natriummethanolat-L6sung wird das Absorptionsmaximum von Bande |
unter Zunahme der Peakintensitét um 54 nm zu langeren Wellenlangen hin verschoben. Dies
ist ein eindeutiges Indiz fur eine freie Hydroxylgruppe an C-4" und untermauert die aus dem
M ethanol-Spektrum abgeleiteten Ergebnisse [MABRY et al., 1970]. Aufgrund der Stabilitat
des Methanolat-Spektrums kénnen Alkali-sensitive Gruppen (3,4 -Dihydroxy, Trihydroxy im
B-Ring oder ortho-Dihydroxy im A-Ring) ausgeschlossen werden [MABRY et a., 1970]. Da
auf dem kurzwelligen Ast von Bande | bei 295 nm eine Schulter auftritt, mul3 FG1 eine
substituierte OH-Gruppe an C-7 besitzten [BAcON et al., 1976]. Vor dem Hintergrund des
bereits diskutierten Massenspektrums sollte es sich bel diesem Substituenten um eine
M ethoxygruppe handeln.

Die Lage der Bande Il wird durch den Zusatz von Natriumacetat nicht beeinfluf. Auch
daraus folgt, dass die OH-Gruppe an C-7 substituiert ist. Daftr spricht auch die bel 385 nm
auftretende Schulter von Bande I, die nur bei Flavonolen mit einer freien OH-Gruppe an C-4
und einer fehlenden oder substituierten OH-Gruppe an C-7 in Erscheinung tritt [MABRY et a.,
1970Q].

Nach Zugabe von Borsdure zur Natriumacetat-haltigen Lésung beobachtet man nur geringe
Verschiebungen der Absorptionsbanden. Dies bestétigt die Abwesenheit von ortho-
Dihydroxygruppen [MABRY et al., 1970].

Dasselbe folgt auch aus dem fast identischen Aussehen des Aluminiumchlorid- und des
Aluminiumchlorid/Sal zsaure-Spektrums [HARBORNE et a., 1982]. Die Schulter von Bande |
bei 400 nm ist ein weiterer Hinwels auf die bereits aus dem Massenspektrum abgeleitete
6-Methoxygruppe [JURD, 1969; MEARS und MABRY, 1972; SAKAKIBARA und MABRY, 1977].
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Nach Auswertung der UV-Daten sollte es sich daher bel Verbindung FG1 um ein Flavonoid
mit freien Hydroxylgruppen an C-4" und C-5, Methoxygruppen an C-6 und C-7 sowie einem
Sauerstoff-Substituenten an C-3 handeln.

Tabelle 2.25: NMR-Daten von Verbindung FG1 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu Angaben
fur Eupalin: *QuIJANO et al., 1970 (60 MHz, CDCl3,, TMS); d[ppm], J [HZ (in Klammern)

H FG1 Eupalin® C FG1

8 6.87 s 6.74s 2 157.76
2 7.79d (8.8) 7.81d (9) 3 134.37
3 6.92d (8.8) 6.94d (9) 4 178.23
5 6.92d (8.8) 6.94d (9) 5 151.90
6 7.79d (8.8) 7.81d (9) 6 131.90
1” 5.34d (1.9) 5.34 7 158.92
2 3.98dd (1.9, 3.2) - 8 91.59
3" 3.47dd (3.2, 8.9) - 9 152.08
4" 3.13t(8.9) - 10 105.68
5 3.09m (6.3, 8.9) - 1 120.61
6" 0.78d (6.3) 0.84 2 130.82
6-OCHs 372s 3.72s 3 115.58
7-OCHs 3.89s 3.90s & 160.28
5-OH 1257 s - 5 115.58
4 -OH 10.24 s - 6 130.82
andereOH  4.98d (4.4) 3.90-5.34 1” 101.94
4.74d (4.4) 2 70.24

4.64d (5.7) 3" 70.84

4 71.28

5 70.50

6" 17.65

6-OCH3 60.27

7-OCHs 56.72

Zur endglltigen Aufkldrung der Struktur wurden verschiedene NMR-Experimente
durchgefiihrt. Um im Protonenspektrum die Signale der Hydroxylprotonen von den Ubrigen
Signalen unterscheiden zu konnen, wurden der Probe nach der Messung in DMSO-ds
2 — 3 Tropfen D,0O zugesetzt. Im anschliefend aufgenommenen *H NMR-Spektrum hatten
alle OH-Gruppen ihr Proton gegen Deuterium ausgetauscht und wurden folglich nicht mehr
detektiert [HARBORNE, 1994]. Bei dieser Technik verschiebt sich gleichzeitig das DM SO-
Signal, sodass eventuell darunter liegende Signale erkennbar werden. Dariliber hinaus sind die
Multipletts der Zuckerprotonen in DMSO-ds/D,O besser separiert und Klarer
aufgespalten.

Das *H NMR-Spektrum von FG1 zeigt sechzehn Signale fiir vierundzwanzig Protonen (siehe
[Tabelle 2.25| S. [128). Fiinf dieser Signale gehéren zu austauschbaren Hydroxylprotonen
(6 = 1257, 10.24, 4.98, 4.74 und 4.64 ppm). Das Signal bel 12.57 ppm ist besonders
charakteristisch und stammt von der OH-Gruppe an C-5. Im anschlief3end aufgenommenen
DM SO-dg/D,0-Spektrum tauchen die Signale der Hydroxylprotonen nicht mehr auf, es
verbleiben elf Signale fir neunzehn Protonen (siehe [Bild 2.97, S. [129). Die Dubletts bei
7.79 und 6.92 ppm (H-2'/H-6" und H-3/H-5") gehdren zu den vier aromatischen Protonen
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eines AA'BB’-Systems im B-Ring. Das Singulett bel 6.87 ppm ist dem Proton an C-8
zuzuordnen. Im Bereich zwischen 3.5 und 4.0 ppm finden sich zwei Signale fur die beiden
Methoxygruppen des A-Ringes (3.72 und 3.89 ppm). Die verbliebenen sechs Signale werden
durch die Protonen der Zuckerkomponente von FG1 verursacht. Besonders charakteristisch
sind das Dublett fir ein Proton im Bereich der anomeren Protonen zwischen 5 und 6 ppm
(5.34 ppm, H-1") sowie das Dublett fir drei Methylprotonen bei 0.78 ppm (H-67).
Vergleicht man neben den Shifts und Kopplungskonstanten dieser beiden Signale zusétzlich
die Daten der restlichen Zuckersignale (zwischen 3 und 4 ppm) mit den Angaben aus der
Literatur, so bestdtigt sich die an Hand des APCI-MS-Spektrums aufgestellte Vermutung,
dass es sich bei der Zuckerkomponente von FG1l um Rhamnose handelt. Die
Kopplungskonstante des anomeren Protons von 1,9 Hz beweist das Vorliegen einer
o-Rhamnose, da beim -Anomer die Kopplungskonstante nur etwa 1 Hz betrégt [HARBORNE,
1994].

Bild 2.97: *H NMR-Spektrum FG2 (500 MHz, DMSO-d¢/D,0)

Das *C NMR-Spektrum zeigt einundzwanzig Signale fiir dreiundzwanzig K ohlenstoffatome
(siehe[Bild 2.98, S.[130). Mit Hilfe des erganzend aufgenommenen HMQC-Spektrums (siehe
' |. S. E) konnten die Signale fur H-8, fur die Protonen des AA"BB"-Systems und fur
die Protonen der Rhamnose eindeutig den korrespondierenden Signalen im *C NMR-
Spektrum zugeordnet werden (siehe[Tabelle 2.25, S.[128). Hierbei zeigt sich, dass auch die
Kohlenstoffshifts der Rhamnose mit den Literaturangaben Ubereinstimmen [HARBORNE und
MABRY, 1982]. Die Signae fur C-2° und C-6" (130.82 ppm) sowie C-3° und C-5
(115.58 ppm) falen zusammen. Das zusétzlich aufgezeichnete HMBC-Spektrum (siehe
Bild 2.99 S.[131) erlaubt die Zuordnung der Signale firr die quartaren Kohlenstoffe und die
beiden Methoxygruppen sowie die Identifizierung der Hydroxylgruppe des Aglykons, an
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welche die Rhamnose gebunden ist. An Hand der zwischen H-8 und dem Proton der
5-OH-Gruppe mit den Kohlenstoffen des A-Ringes bestehenden 2J- und *J-Kopplungen ist es
moglich, die Atome C-5 bis C-10 eindeutig ihren korrespondieren Signalen zuzuordnen. Fir
die Atome C-2, C-1" und C-4" gelingt dies durch die mit den Protonen des AA"BB”-Systems
bestehenden longerange-Kopplungen. Ein Crosspesk fiir eine *J-Kopplung zwischen dem
Signal fur das C-3 und dem Signa des anomeren Protons zeigt, dass die Rhamnose mit der
Hydroxylgruppe an C-3 verkniipft ist. Weitere 3J-Kopplungen bestehen zwischen dem
Singulett fur drei Methoxyprotonen bei 3.72 ppm (6-OCHs) und dem Signal bei 131.90 ppm
(C-6) sowie dem Singulett der zweiten Methoxygruppe bel 3.89 ppm (7-OCHs) und dem
Signal bel 158.92 ppm (C-7). Hierdurch wird die aus dem Massenspektrum abgeleitete
6,7-Dimethoxylierung bewiesen.
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2 6 ) ) 4" 3// 5 2
.5 7-OCHs
6-OCHs
\\
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2 / 8
6 1
10
e
W0 0000000000000 ™o A
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

ppm)

Bild 2.98: **C NMR-Spektrum von FGI (125 MHz, DMSO-dg)

Es handelt sich daher bei Substanz FG1 um das 3,4",5-Trihydroxy-6,7-dimethoxyflavon-3-O-
o-rhamnopyranosid, welches in der Literatur auch als Eupalin oder Eupalitin 3-rhamnosid
bezeichnet wird. Die erste Isolierung von FG1 gelang aus einem ethanolischen Extrakt von
Ageratina ligustrina [QuIJANO et a., 1970]. Weitere Belege fur das Genus Ageratina
existieren fur die Arten A. calophylla [FANG et al., 1986] und A. saltillensis[Yu et a., 19864].
Darliber hinaus konnte Eupalin aus zwel weiteren Asteraceae, namlich Brickellia vernicosa
[AHMED et al., 1986] und Rudbeckia bicolor [HORIE et a., 1988], isoliert werden. *C NMR-
Daten sowie Strukturhinweise aus zweidimensionalen NMR-Experimenten und MS/IMS-
Untersuchungen wurden in keinem der Artikel publiziert.
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Bild 2.99: HMBC-Spektrum von FG1 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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2.3.3  Eupalitin 3-rhamnosid-4"-glucosid =
3,4",5-Trihydroxy-6,7-dimethoxyflavon-3- O-a-rhamnopyranosid-4"- O-3-
glucopyranosid (Verbindung FG2)

Die Vebindung FG2 konnte neben FG1 aus Fraktion M-Il des Methanol-Extraktes
gewonnen werden. Die Ausbeute betrug 7 mg (siehe Kap. s.B24).

Bel der Dunnschicht-Chromatographie zeigt FG2 — abgesehen von den Ri-Werten -
identisches Detektionsverhalten wie FG1 (siehe[Tabelle 6.1] S. P98).

Im APCI-CID-Spektrum von FG2 findet sich das [M+H]*-lon bei m/z 639 (siehe M
S. oben). Die Folgefragmente finden sich bel nmvVz 493 ([M+H-146]"), mVz 477
((M+H-162]") und m/z 331 ([M+H-162-146]"). Der Verlust eines Teilchens mit der Masse
146 amu wurde schon bel FG1 detektiert und deutet auf die Abspaltung von Rhamnose hin.
Das zweite abgespaltene Neutralteilchen mit einer Masse von 162 amu ist typisch fir
Hexosen wie Glucose oder Galactose, die haufig als Zuckerkomponente von Flavonoid-
Glykosiden gefunden werden konnten. Somit sollte FG2 zwel verschiedene Zucker gebunden
haben. Die Tatsache, dass das Pseudomolekilion sowohl ein 162 amu- als auch ein 146 amu-
Fragment abspalten kann, deutet darauf hin, dass die beiden postulierten Zucker nicht
miteinander verbunden, sondern mit zwei verschiedenen Hydroxylgruppen des Aglykons
verknupft

sind.

Das pseudo-M S/M S/M S-Spektrum des protonierten Aglykons liefert qualitativ dasselbe Bild
wie bei der bereits diskutierten Substanz FG1 (vergl. Bild 2.96, S. {126 mit Bild 2.100]
S. . Es existieren lediglich Abweichungen in den relativen Verhdtnissen der Peakhthen
zueinander. Dies bedeutet, dass die Aglykavon FG1 und FG2 sehr eng miteinander verwandt
oder sogar identisch sind.
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Bild 2.100: LC-MS-Spektren von Verbindung FG2 APCI-CID-Spektrum (oben) und pseudo-MSMIMS

Soektrum des Fragmentes mit 331 amu (unten)
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Tabelle 2.26: UV-spektroskopische Meliddaten [Ax (hM)] von Verbindung FGZ2 in Methanol und unter
Verwendung der tblichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOACc/H3BO3 AICl; AICI3/HCI
269 270 270 272 282 282
320 320 sh 325 327 300 sh 300 sh
346 346
400 sh 400 sh
—— MeOH —1 —— MeOH + NaOAc —— MeOH + AICl;

|
| - - - MeOH + NaOMe - - - MeOH + NaOAc/H;BO; - = = MeOH + AICI3/HCI
|
|

I T I I I I I I I | | I I I T T T T
200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450

A(nm) A(nm) A(nm)

Bild 2.101: UV-Spektren von Verbindung FG2

Der Vergleich der UV-Daten von FG2 und FG1 &% nur deutliche Unterschiede an der
langerwelligen Bande | erkennen (vergl. Tabelle 2.24] S. 127|mit [abelle 2.26 S. 134). Dies
spricht dafir, dass sich FG2 von FG1 nur im Substitutionsmuster des B-Ringes unterscheidet.
Im Methanol-Spektrum von FG2 (siehe Bild 2.101] S.[134) liegt Bande | bei 320 nm und
damit auf der unteren Grenze des Wellenlangenintervals, in dem die Bande | von
3-substituierten Flavonolen gewdhnlich zu finden ist [CHIRIKDJAN und BLEIER, 1971]. Dadie
MS-Spektren eine 3-Methoxygruppe ausschlief3en, muld einer der beiden im APCI-CID-
Spektrum detektierten Zucker mit der OH-Gruppe an C-3 verknipft sein.

Das Natriummethanolat-Spektrum von FG2 unterscheidet sich von der Lage der Peaks und
Schultern praktisch nicht vom Methanol-Spektrum, allerdings erscheint Bande | nur noch als
Schulter im langwelligen Bereich von Bande Il. Im Falle einer freien Hydroxylgruppe an
Position 4" wére ein deutlicher bathochromer Shift einer klar differenzierten Bande | zu
erwarten. Da nach Auswertung des pseudo-MS/MS/MS-Spektrums davon auszugehen ist,
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dass FG2 ebenso wie FG1 Eupalitin als Aglykon besitzt, muf3 die 4 -Hydroxy-Gruppe durch
einen Substituenten vor der Deprotonierung durch die Methanolatanionen geschitzt sein.
Hierflr kommt nach den Massenspektren nur einer der beiden Zucker in Betracht.

Die von FG2 nach Zusatz von Natriumacetat/Borsaure, Aluminiumchlorid und Aluminium-
chlorid/Salzsaure aufgenommenen UV-Spektren dhneln ebenfals denen von FG1. Man
beobachtet jedoch auch hier, dass bei FG2 Bande | bei kleineren Wellenlangen liegt als bei
FGL1. Diesist ein weiteres Indiz fur die Glykosidierung der 4"-OH-Gruppe.
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Bild 2.102: *H NMR-Spektrum von FG2in DMSO-d; (oben), darunter ein Ausschnitt des Spektrums nach
Zugabe von D,0O zur detaillierten Darstellung der Signale der Zuckerprotonen (500 MHz, DMSO-ds
bzw. DMSO-dg/D,0, TMS)
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Tabelle 2.27: NMR-Daten von Verbindung FGZ2 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS); 6 [ppm], J [HZ (in

Klammern)
H FG2 C 13C-shift

8 6.91s 2 156.99
2 7.90d (8.8) 3 134.98
3 7.20d (8.8) 4 178.40
5 7.20d (8.8) 5 151.89
6 7.90d (8.8) 6 131.95
17 5.32d(1.3) 7 159.03
27 4.00 brs 8 91.71
37 3.48dd 9 152.17
4 3.18m 10 105.78
57 3.18m 1 123.43
6”7 0.84d (5.7) 2 130.55
1 5.03d(7.6) 3 116.37
27 3.351(8.8) q 159.49
3 3.31t(8.8) 5 116.37
4 3.211(8.8) 6 130.55
5 341m 17 102.25
6" 3.71d (10.7) 27 70.22
3.48d(10.7) 37 70.89

6-OCHs 3.74s 4 71.34
7-OCHs 3.92s 57 70.49
5-OH 1250s 6" 17.70
1 100.01

27 73.37

3 76.78

4 69.86

5 77.33

6"’ 60.82

6-OCHs 60.30

7-OCHs 56.75

Das 'H NMR-Spektrum von FG2 zeigt achtzehn Signale fiir siebenundzwanzig Protonen
(siehe Bild 2.102] S. [135). Die zum A-Ring gehdrigen Signale sind mit denen von FG1
identisch (vergl. [Tabelle 2.25, S. [128 mit [Tabelle 2.27, S. [136). Es handelt sich um die
Singuletts fr das Proton der 5-OH-Gruppe (12.50 ppm), fur die 6- und die 7-Methoxygruppe
(3.72 und 3.92 ppm) sowie fur H-8 (6.91 ppm). Die Dubletts fir je zwel Protonen bei 7.90
(H-2'/H-6") und 7.20 ppm (H-3/H-5") sind dem AA"BB’-System des B-Ringes zuzuordnen.
Durch die Glykosidierung der 4"-OH-Gruppe sind diese Signale im Vergleich zu FG1 zu
tieferem Feld verschoben. Von den verbliebenen dreizehn Signalen lassen sich sechs durch
Vergleich mit FG1 der Rhamnose zuordnen. Die restlichen sieben Signale gehdren damit zu
der aus dem APCI-CID-Spektrum abgeleiteten Hexose. Das Signal des anomeren Protons
erscheint als Dublett bel 5.03 ppm (J = 7.6 Hz). Die Ubrigen Signale liegen in eéinem engen
Bereich zwischen 3.2 und 3.8 ppm. Der Vergleich der Shifts und Kopplungskonstanten mit
Angaben aus der Literatur zeigt, dass es sich bel der Hexose um die 3-Glucose handeln muf3
[HARBORNE, 1994].
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Bild 2.103: *C NMR-Spektrum von Verbindung £G2, dariiber in VergroRerung die Bereiche zwischen 69 und
78 sowie 151 und 160 ppm (125 MHz, DMSO-dg, TMS)

Im 3C NMR-Spektrum von FG2 finden sich siebenundzwanzig Signale fir neunundzwanzig
Kohlenstoffe. In Analogie zu FG1 lassen sich einundzwanzig dieser Signae den
K ohlenstoffatomen des Aglykons und der Rhamnose zuordnen (siehe Tabelle 2.27] S. 1136).
Mit Hilfe des HMQC-Spektrums (siehe Bild 2.104] S. [138) kénnen die mit den Protonen der
Glucose korrespondierenden Kohlenstoffsignale identifiziert werden. Auch die **C NMR-
Shifts passen sehr gut zu den fir B-Glucose publizierten Daten. Aus dem Shift von C-1"""
(100.01 ppm) 1&M3t sich ableiten, dass die B-Glucose in der Pyranose-Form vorliegen mul3, da
im Falle einer Glucofuranose das Signal fur C-1"" im tieferen Feld auftreten wirde
[HARBORNE und MABRY, 1982]. Im HMBC-Spektrum erkennt man eine Korrelation zwischen
dem anomeren Proton der Rhamnose und dem C-3 (siehe|Bild 2.105, S.[139). Hieraus folgt,
dass die OH-Gruppe an C-3 mit a-Rhamnose und die Hydroxylgruppe an C-4" mit [3-Glucose
verknipft ist.
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Bild 2.104: HMQC-Spektrum von Verbindung FG2 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-dg, TMS)

Es handelt sich demnach bei Substanz FG2 um 3,4°,5-Trihydroxy-6,7-dimethoxyflavon-3-O-
o-rhamnopyranosid-4"-O--glucopyranosid. Bel der Verbindung handelt es sich um einen
neuen Naturstoff. Von dem FG2 zu Grunde liegenden Aglykon Eupalitin sind weder
4’ -Glykoside noch Di-Monosaccharide, sondern lediglich Mono- und Disaccharide bekannt.
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Bild 2.105: HMBC-Spektrum von Verbindung ~FG2 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-dg, TMS)
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2.34  Eupalitin 3-glucosid =
3,4",5-Trihydr oxy-6,7-dimethoxyflavon-3- O--glucopyranosid
(Verbindung FG3)

Ein weiteres aus Fraktion M-Il des Methanol-Auszuges isoliertes Flavonol-Glykosid ist FG3.
Es konntein einer Ausbeute von 5 mg DC-rein isoliert werden (siehe Kap. 6.5.6.1] S. B24).

Die Laufhohen bei der DC von FG3 in den verschiedenen eingesetzten Flieldmitteln
unterscheiden sich sowohl von denen von FG1 als auch von denen von FG2, hinsichtlich des
Detektionsverhaltens sind sich die drei Substanzen jedoch sehr dhnlich (siehe [[abelle 6.1)
S. pos).

Im APCI-CID-Spektrum (siehe Bild 2.106, S. [141) erscheint der Pseudomolpeak fir das
[M+H]"-lon bei m/z 493. Das Molekulargewicht von FG3 betragt demnach 492 g/mol. Unter
Abspaltung eines Fragmentes der Masse 162 amu entstent das Kation des protonierten
Aglykons bel m/z 331. Wie bei FG2 deutet die Massendifferenz von 162 auf die Abspaltung
einer Hexose hin. Das pseudo-MSMS/MS-Spektrum des protonierten Aglykons zeigt
dieselbe Fragmentierung wie bei FG1 und FG2 (vergl. etwa [Bild 2.10d, S.[133 mit [Bild |
S . Hierdurch erscheint es sehr wahrscheinlich, dass auch FG3 Eupalitin as
Aglykon besitzt.

Vergleicht man die UV-Spektren von FG1 und FG3, so féllt das hohe Mal} an
Ubereinstimmung auf (vergl. [Tabelle 2.24, S. [127| mit [[abelle 2.28| S. [140). Bei FG3 ist
lediglich die Bande | leicht gegenliiber FG1 bathochrom verschoben. Dasselbe gilt zwar auch
fur Bande |1, die Unterschiede sind jedoch minimal. Esist daher anzunehmen, dass zwischen
FG1 und FG3 eine grof3e strukturelle Verwandschaft besteht. Die starke Verschiebung des
Maximums der Bande | unter dem Einflufld von Natriummethanolat zeigt, dass bei FG3 die
4" -OH-Gruppe im Gegensatz zu FG2 frei sein muf3.

Tabelle 2.28; UV-spektroskopische Meliddaten [Ax (hmM)] von Verbindung FG3 in Methanol und unter
Verwendung der {blichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOACc/H3BO3 AlCl3 AICI3z/HCI
270 257 sh 269 269 263 sh 263 sh
340 270 298 sh 342 278 278

302 sh 352 302 sh 302 sh
394 400 sh 358 358

402 sh 402 sh
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Bild 2.106: LC-MS-Spektren von Verbindung FG3. APCI-CID-Spektrum (oben) und pseudo-MSMIMS
Soektrum des Fragmentes mit 331 amu (unten)
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Tabelle 2.29: NMR-Daten von Verbindung FG3 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu Angaben

fur Eupalitin 3-glucosid: LI et al., 1997 (400 bzw. 100 MHz, DMSO-dg, TMS); ~ = Zuordnung
vertauschbar; d[ppm], J[HZ (in Klammern)
H FG3 Eupalitin C FG3 Eupalitin
3-glucosid* 3-glucosid*

8 6.90s 6.87s 2 156.80 156.8
2 8.08d (8.8) 8.10d (8.8) 3 133.37 133.3
3 6.89d (8.8) 6.86d (7.2 4 177.93 177.8
5 6.89d (8.8) 6.86d (7.2) 5 151.86° 1517
6 8.08d (8.8) 8.10d (8.8) 6 131.88 131.8
1” 5.48d(7.6) 541d(7.2 7 158.85 158.7
27 3.191t(7.6) - 8 91.53 91.3
37 3.211(8.8) - 9 151.95 151.6
4 3.08 m - 10 105.56 105.3
57 3.08 m - 1 121.03 120.8
6" 3.56dd (5.7, 11.4) 2 131.12 131.0
3.32dd (5.0, 11.4) 3 115.29 1151

6-OCHjs 3.74s 3.89s Vi 160.25 151.6
7-OCHs 3.92s 3.71s 5 115.29 115.1
5-OH 12.57 brs 1256 s 6 131.12 131.0
4'-OH 10.20 brs - 1 100.92 101.7
andereOH 5.35d(5.0) - 27 74.40 71.3
5.06d (4.4) - 37 76.59 73.2

4.95d (4.4) - 4 70.09 67.9

4.261 (5.0 - 57 77.71 75.8

6" 61.02 60.2

6-OCHs 60.26 60.0

7-OCHj3 56.72 56.5

+
3
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Bild 2.107: Auch bei FG3verbessert sich die Aufspaltung der Sgnale der Zucker protonen betrachtlich nach
Zutropfen von D,O zur Probe (500 MHz, DMSO-d¢/D50, TMS)
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Bild 2.109: *C NMR-Spektrum von Substanz FG3(125 MHz, DMSO-dg, TMS)
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Bild 2.110: HMQC-Spektrumvon FG3mit VergroRRerung der Kopplungen der Glucose-Signale (500 bzw.
125 MHz, DMSO-ds, TMS)

Das H NMR-Spektrum von FG3 (siehe [Bild 2.107, S. [142 und Bild 2.108] S. [143) zeigt
siebzehn Signale fir vierundzwanzig Protonen. Es besteht damit groRe Ahnlichkeit zum
Protonenspektrum von FG1 (siehe [Bild 2.97, S.[129). So finden sich auch bei FG3 die
Signale fur H-8 (6.90 ppm), fur die Protonen des AA"BB"-Systems des B-Ringes (H-2'/H-6,
8.08 ppm und H-3/H-5", 6.89 ppm), fur die beiden Methoxygruppen an C-6 und C-7
(3.74 bzw. 3.92 ppm) sowie fur mehrere Hydroxylprotonen, u.a. die Protonen der OH-
Gruppen an C-5 (1257 ppm) und C-4" (10.20 ppm). Aus der Existenz der beiden
letztgenannten Signale |&dt sich folgern, dass die aus dem APCI-CID-Spektrum abgeleitete
Hexose mit der OH-Gruppe an C-3 verbunden sein mul3. Im Unterschied zu FG1 wird bei
FG3 das Dublett fir H-2'/H-6" bei einem grofderen d-Wert detektiert (8.08 ppm gegenuiber
7.79 ppm). Dies konnte auf unterschiedlichen Wechselwirkungen zwischen diesen beiden
Protonen und den bei FG1 und FG3 verschiedenen Zuckern an C-3 beruhen. Es verbleiben
sechs Signale fur die Protonen der Hexose. Vergleicht man deren Shiftwerte und
Kopplungskonstanten mit entsprechenden Literaturangaben, so findet sich eine gute
Ubereinstimmung mit den Daten fur B-Glucose [HARBORNE, 1994].
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Bild 2.111: HMBC-Spektrum von FG3(500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)

Das *C NMR-Spektrum von FG3 (siehe|Bild 2.109, S.[143) liefert einundzwanzig Signale,
die sich mit Hilfe des HMQC- (siehelBild 2.110, S.[144) und des HMBC-Spektrums (siehe
Bild 2.111 S. [145) eindeutig dem Aglykon Eupalitin sowie der 3-O-B-Glucose zuordnen
lassen. Auch die C NMR-Shifts fir die Zuckerkohlenstoffe sprechen eindeutig fiir
3-Glucose [HARBORNE und MABRY, 1982].

Bel Verbindung FG3 mul3 es sich demnach um 3,4°,5-Trihydroxy-6,7-dimethoxyflavon-3-O-
B-glucopyranosid bzw. Eupalitin 3-glucosid handeln. Was die beiden Genera Ageratina und
Eupatorium angeht, konnte Verbindung FG3 aus A. glyptophlebia [HIGUERA und DE PEREZ,
1989] und E. adenophorum [DING et al., 1999; LI et a., 1997] isoliert werden, wobei aber
lediglich in der Arbeit von LI et a. NMR-Daten publiziert wurden. Die dort vertffentlichten
Angaben sind jedoch insofern fehlerhaft, als die Zuordnung der beiden Methoxygruppen
vertauscht und der Zucker falsch zugeordnet wurde. Ein Vergleich der *C NMR-Daten von
L1 et al. mit denen von AGRAWAL (1989) sowie HARBORNE und MABRY (1982) zeigt, dass es
sich bei dem als Glucose identifizierten Zucker eigentlich um Galactose handelt.
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2.3.5 Eupalitin 3-galactosid =
3,4",5-Trihydr oxy-6,7-dimethoxyflavon-3- O-B-galactopyranosid
(Verbindung FG4)

Verbindung FG4 konnte in einer Ausbeute von 3 mg aus Fraktion M-Il des Methanol-
Extraktes DC-rein gewonnen werden (siehe K ap. s.B23).

Bereits bei der DUnnschicht-Chromatographie wird die grof3e strukturelle Verwandschaft von
FG4 mit FG3 deutlich. Beide Substanzen zeigen nicht nur ein identisches
Detektionsverhalten, auch ihre R-Werte sind sehr ahnlich (siehe [abelle 6.1] S. 298).

Die Ergebnisse der UV-Messungen sprechen ebenfalls fir diese Ahnlichkeit, da die MeBwerte
fir beide Substanzen sehr nahe beieinander liegen (vergl. [Tabelle 2.28] S. 40| mit

[Fabelle 2.30 S. [146).

Tabelle 2.30: UV-spektroskopische Mefliddaten [Anax (hmM)] von Verbindung FG4 in Methanol und unter
Verwendung der tblichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOACc/H3BO3 AICl; AICI3/HCI
268 270 267 267 250 sh 250 sh
338 305 sh 296 sh 338 279 279

392 347 304 sh 304 sh
400 sh 358 358
400 sh 400 sh

Dasselbe gilt fir die Massenspektren beider Verbindungen (vergl. Bild 2,106 S. 41| mit
Bild 2.112| S. [147). Da sich die Massen der Pseudomolekiilionen nicht unterscheiden, mu?
bel FG4 das Aglykon mit einer zur Glucose isomeren Hexose verbunden sein.
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Bild 2.112: LC-MS-Spektren von Verbindung FG4: APCI-CID-Spektrum (oben) und pseudo-MSMIMS
Soektrum des Fragmentes mit 331 amu (unten)
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Tabelle 2.31: NMR-Daten von Verbindung FG4 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS); * = Zuordnung
vertauschbar; d[ppm], J[HZ (in Klammern)

H FG4 C FG4
8 6.90s 2 156.16
2 8.11d (8.8) 3 134.38
3 6.87 d (8.8) 4 177.35
5 6.87d (8.8) 5 151.84
6 8.11d (8.8) 6 131.88
1" 5.43d (7.6) 7 157.09"
27 3.56 dd (7.6, 9.5) 8 91.55
3" 3.39.dd (3.2, 9.5) 9 151.84
4" 3.661t(3.2) 10 105.50
5" 3.36t(5.7) 1 120.99
6" 3.45dd (5.7, 10.7) 2 131.21
3.30dd (5.7, 10.7) 3 115.25
6-OCHs 3.74s 4 160.25
7-OCHjs 3.92s 5 115.25
5-OH 1258s 6 131.21
4'-OH 10.21 brs 1” 102.76
andere OH 5.18d (5.0) 27 71.38
4.86d (5.7) 3" 73.26
450d (3.8) 4 68.06
4441 (5.7) 57 75.98
6" 60.37
6-OCH3 60.26
7-OCH3 56.71

Die 'H NMR-Daten von FG3 und FG4 unterscheiden sich nur im Hinblick auf die
Zuckerprotonen. Diese Beobachtung trifft weitgehend auch auf die **C-Shifts zu (siehe
[Tabelle 2.29 S.142/und [Cabelle 2.31] S. [148). Ein Vergleich der Zuckersignale mit Daten aus
der Literatur [HARBORNE, 1994; HARBORNE und MABRY, 1982] erbrachte das Resultat, dass
es sich bei dem Zucker des Flavonoid-Glykosids FG4 um (3-Galactose in der Pyranoseform
handeln muf3.

Es handelt sich demnach bei Verbindung FG4 um 3,4°,5-Trihydroxy-6,7-dimethoxyflavon-3-
O-B-gaactopyranosid ( = Eupditin 3-gaactosid). Die Substanz wurde zuerst in der
Polemoniaceae |pomopsis aggregata gefunden [SMITH et a., 1971]. Weltere Belege betreffen
Anvillea garcini [ULUBELEN et a., 1979] sowie die Eupatorieae Brickellia monocephala
[NORRIS und MABRY, 1985], Brickellia dentata [ULUBELEN et al., 1980] und Eupatorium
areolare var. leilocarpum [YU et al., 1986b]. NMR-Daten ftr FG4 wurden bislang noch nicht
publiziert.




2 Eigene phytochemi sche Untersuchungen 149

, 7-OCH 6-OCH
8 3 3 3
\ \A

' . | ' ' . | | . | . | i | i |
3.38 3.36 3.34 3.32 . 3.26 3.24 322 3.20 3.18
(ppm)

Bild 2.113: Sich erganzende Ausschnitte aus den Protonenspektren von FG4: Der obere Teil ist demin DMSO-
ds aufgenommenen Spektrum entnommen, der untere Teil mit den Resonanzen der Galactose gehort
zu dem nach D,0O-Zugabe erhaltenen Spektrum (500 MHz, DMSO-dg bzw. DMSO-de/D,0, TMS)
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2.3.6 Eupatolin =
3,3 ,4",5-Tetrahydr oxy-6,7-dimethoxyflavon-3- O-a-r hamnopyranosid
(Verbindung FG5)

FG5 wurde ebenfalls aus Fraktion M-1V des Methanol-Extraktes isoliert. Die Ausbeute an
reiner Substanz betrug 38 mg (siehe Kap. b.5.6.2] S. B25).

Nach Detektion mit Naturstoffreagenz A sind die Reaktionsprodukte von FG5 auf der DC-
Folie bei Tageslicht orange gefarbt (siehe [Tabelle 6.1 S. [298). Im UV-Licht (365 nm)
fluoresziert die Verbindung hellorange, was ein Merkma von Flavonolen mit einer
3’, 4" -Dihydroxygruppe im B-Ring ist [WOLLENWEBER, 1982].

Verbindung FG5 ist massengleich mit FG3 und FG4, da auch hier im APCI-MS-Spektrum
ein Molekilion bei m/z 493 auftritt (siehe Bild 2.112 S. [147). Das [M+H]*-lon spaltet ein
Fragment der Masse 146 ab, woraus folgt, dass Rhamnose als Zucker vorliegt. Das bei dieser
Reaktion gebildete Kation mit einer Masse von 347 amu entspricht dem protonierten
Aglykon. Damit ist das Aglykon von FG5 um 16 amu schwerer als das von FG3 bzw. FGA4.
Das protonierte Aglykon fragmentiert unter pseudo-MS'MSMS-Bedingungen allerdings in
gleicher Weise wie die eben genannten Verbindungen, da es nacheinander ein Methylradikal,
Wasser und zweimal Kohlenmonoxid abspaltet. Dies deutet darauf hin, dass FG5 hinsichtlich
derEIgl)nstitution der Ringe A und C mit FG3 und FG4 Ubereinstimmt (vergl. Kap.
S. f.).
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Tabelle 2.32; UV-spektroskopische Meliddaten [Ax (hmM)] von Verbindung FG5 in Methanol und unter
Verwendung der tblichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOACc/H3BO3 AICl; AICI3/HCI
257 265 264 264 277 270
270 sh 290 sh 365 365 337 sh 300 sh
343 392 400 sh 427 374
405 sh

Die Position der Bande I im UV-Spektrum (MeOH) bei 257 nm (siehe [[abelle 2.32] S. [152)
spricht in Verbindung mit der Schulter bei 270 nm fir eine Disubstitution des B-Ringes
[CHIRIKDJAN und BLEIER, 1971; MABRY et al., 1970; MARKHAM, 1982].

Nach Zusatz von Natriummethanolat wird Bande | bel fast gleicher Intensitét um 49 nm zu
langeren Wellenlangen verschoben, wodurch eine freie OH-Gruppe an C-4" angezeigt wird.
Die OH-Gruppe an C-3 mul} substituiert vorliegen, da die Bande | sonst eine starke
Intensitdtsabnahme erleiden wirde [HARBORNE et a., 1982]. Auch etliche Minuten nach
Reagenzzugabe war keine Intensitdtsabnahme von Bande | zu beobachten, wodurch die
Existenz Alkali-labiler Gruppen im Molekil auszuschlief3en ist [MABRY et a., 1970]. Die
Schulter bei 290 nm im langwelligen Bereich von Bande Il macht es bel gleichzeitiger
Abwesenheit einer Schulter bei 330 nm wahrscheinlich, dass das Molekil Uber eine
substituierte 7-OH-Gruppe verfigt [BACON et al., 1976, MERFORT, 1990].

Die nach dem Zusatz von Natriumacetat im langwelligen Bereich der Bande | auftretende
Schulter (400 nm) spricht fur substituierte Hydroxylgruppen an den Positionen 3 und 7
[MABRY et al., 1970].

Auf Zusatz von Borsaure findet sich die Bande | bei 365 nm. Die bathochrome V erschiebung
von 22 nm gegeniiber dem Spektrum in reinem Methanol ist typisch fir Flavonoide mit einer
ortho-Dihydroxygruppierung im B-Ring [MARKHAM, 1982].

Dasselbe Ergebnis liefert das Aluminiumchlorid- bzw. das Aluminiumchlorid/Salzséure-
Spektrum, da nach HCl-Zusatz der sdurelabile Chromophorkomplex zerstort und die in
Methanol/Aluminiumchlorid bei 427 nm liegende Bande | dadurch um 53 nm hypsochrom
verschoben wird [MABRY et a., 1970]. Da nach dem Sdurezusatz die Bande | immer noch
31 nm bathochrom gegeniiber ihrer Lage im Methanol-Spektrum verschoben ist, muf3 an C-5
eine freie OH-Gruppe und an C-6 eine Methoxygruppe vorliegen. Dies wird durch die
Schulter bei 405 nm zusétzlich bekraftigt [HARBORNE und MABRY, 1982; JURD, 19609;
SAKAKIBARA und MABRY, 1977].

Nach den MS- und UV-Untersuchungen sollte es sich bel FG5 um ein Flavonol-Rhamnosid
handeln, welches mit FG1 — FG4 den A-Ring gemeinsam hat und im B-Ring ene
3",4"-Dihydroxygruppe besitzt.
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Tabelle 2.33: NMR-Daten von Verbindung FG5 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, '[MS) im Vergleich zu Angaben
fir Eupatolin: *QuiJaNO et al., 1970 (60 MHz, CDCl;,, TMS); ~ = Zuordnung vertauschbar;
o[ppm], J[HZ] (in Klammern)

H FG5 Eupatolin® C FG5
8 6.85s 6.82's 2 157.91
2 7.37s 7.43d (2) 3 134.40
5 6.90d (8.2) 6.91d (8) 4 178.29
6 7.31d(8.2) 7.35dd (2; 8) 5 151.95
1” 5325 7.36s 6 131.91
2 401s 5.34 7 158.93
3" 3.54dd (3.2, 8.8) 8 91.52
4" 3.171(9.5) } 390-492 9 152.07"
5 3.24.dd (5.7, 9.5) 10 105.66
6" 0.84d (5.7) 0.88d (6) 1 120.87
6-OCHs 3.75s 3.76s 2 116.01
7-OCHs 3.93s 392s 3 145.48
5-OH 12.62 s 126s & 148.81
5 115.68
6 121.35
1" 102.44
2 70.26
3’ 70.84
4 71.40
57 70.56
6" 17.72
6-OCH3 60.30
7-OCHj 56.73

Im Protonenspektrum finden sich dreizehn Signale fir neunzehn Protonen (s ehe
S. @ Die Signale fur das Proton der 5-OH-Gruppe (12.62 ppm), fur H-8 (6.85 ppm) sowie
fur die 6- (3.75 ppm) und die 7-Methoxygruppe (3.93 ppm) sind von den Flavonol-
Glykosiden FGL1 bis FG4 bekannt und bestétigen, dass FG5 im Hinblick auf den A-Ring mit
diesen Substanzen Ubereinstimmt. Die Signale bei 7.37 ppm (H-2), 6.90 ppm (H-5") und
731 ppm (H-6) gehdoren zu einem ABX-System im B-Ring. Die Shifts und
Kopplungskonstanten bestétigen die 3',4"-Dihydroxylierung des B-Ringes [HARBORNE,
1994]. Die restlichen sechs Signale fur acht Protonen sind der bereits aus dem APCI-MS-
Spektrum abgel eiteten Rhamnose zuzuordnen (siehe [[abelle 2.33 S.[153).

Dem ¥C NMR-Spektrum lassen sich dreiundzwanzig Signale fir ebenso viele
K ohlenstoffatome entnehmen (siehe[Bild 2.116, S.[155). In Analogie zu den Substanzen FG1
— FG4 lassen sich die zehn Signale fur die Kohlenstoffe des A-Ringes zuordnen. Die
Korrelationssignale im HMQC- (siehe [Bild 2.117, S. [155) und HMBC-Spektrum (siehe
S. @ und[Bild 2.119, S.l15ﬂ) erlauben die eindeutige Zuordnung der Signale des
3,4 -dihydroxylierten B-Ringes. Die restlichen sechs Signale lassen sich durch den Vergleich
mit den Zuckersignalen von FG1 zweifelsfrei der a-Rhamnose zuschreiben (vergl.
[Fabelle 2.25, S.[12d mit[Tabelle 2.33, S[153). Ein Crosspeak zwischen dem Signal firr C-3
(134.40 ppm) und dem Signal des anomeren Protons der Rhamnose (5.32 ppm) beweist, dass
der Zucker mit der 3-Hydroxy-Gruppe des Aglykons verbunden ist (siehe[Bild 2.119, S.[156).
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Bild 2.115: *H NMR-Spektrum von Verbindung FG5 (500 MHz, DMSO-ds, TMS)

Es handelt sich demnach bei Verbindung FG5 um Eupatolin bzw. 3,3",4",5-Tetrahydroxy-6,7-
dimethoxyflavon-3-O-a-rhamnopyranosid. Die Bennenung von FG5 geht auf QUIJANO et al.
(1970) zurtick. Die Mexikaner isolierten die Verbindung aus E. ligustrinum. Sie konnte
danach noch aus vier weiteren Vertretern der Eupatorieae dargestellt werden, namlich aus
A. calophylla, A. saltillensis, Brickellia vernicosa und E. areolare var. leiocarpum [AHMED et
al., 1986; FANG et al., 1986; Yu et a., 1986a und 1986b]. In diesen Publikationen wurden
noch keine *C NMR-Daten veréffentlicht, Untersuchungen mittels zweidimensionaler NMR
lagen ebenfalls nicht vor.
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Bild 2.116: *C NMR-Spektrum von Substanz FG5 (125 MHz, DMSO-dg, TMS)
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Bild 2.117: HMQC-Spektrum von FG5 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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Bild 2.118: Details aus dem HMBC-Spektrum von Verbindung G5 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-dg, TMS)
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Bild 2.119: HMBC-Spektrum von Verbindung ~G5 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-dg, TMS)
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2.3.7 6-Methoxykaempferol 3-glucosid =
3,4°,5,7-Tetrahydr oxy-6-methoxyflavon-3- O-B-glucopyranosid
(Verbindung FG6)

Die Verbindung fiel bei der Aufarbeitung der Fraktion M-1V des Methanol-Extraktes in einer
Ausbeute von 4 mg DC-rein an (siehe Kap. s.329)).

Bei Betrachtung der DC-Eigenschaften fallt die groRe Ahnlichkeit zu Verbindung FG3 auf
(siehe [Tabelle 6.1 S.[296), da beide Substanzen in drei verschiedenen Fliefmitteln jeweils
fast gleiche Ri-Werte zeigen. Die Farbung nach dem Bespriihen sowie die Fluoreszenz im UV
(365 nm) von FG6 gleicht der von FG1, FG3 und FG4, was auf das Vorhandensein eines
4’ -monohydroxylierten B-Ringes hinweist. Es konnte sich daher bei FG6 um ein Flavonol-3-
Glucosid mit para-hydroxyliertem B-Ring handeln.

Im APCI-MS-Spektrum von FG6 findet sich das Pseudomolekilion bel m/z 479. Von diesem
lon wird ein Neutralteilchen der Masse 162 amu unter Bildung des protonierten Aglykons
(m/z 317) abgespalten. Dies deutet auf den Verlust einer Hexose wie Glucose oder Galactose
hin. Das pseudo-M S/MS/M S-Spektrum zeigt die Fragmentierung des protonierten Aglykons.
Es finden sich Folgefragmente bei nvVz 302 und m/z 274. Diese Teilchen entstehen durch die
Elimination eines Methylradikals sowie die nachfolgende Abspaltung von Kohlenmonoxid.
Die Tatsache, dass kein H,O und nur ein Molekil CO abspalten wird, spricht dafir, dass FG6
im Gegensatz zu FG1 bis FG5 keine 7-Methoxygruppe besitzt, da eine sich an die
Methylabspaltung anschlieffende Elimination von Wasser nur dann beobachtet wird, wenn
sich bei Vorliegen einer 7-Methoxygruppe ein mit dem A-Ring annellierter Oxetring bilden

kann (vergl. Bild 2.96 S.[126/mit[Bild 2.120, S.[158) [STEVENS, 2000].
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Bild 2.120: LC-MS-Spektren von Verbindung FG6 APCI-ClD-Spektrum (oben) und pseudo-MSMSIMS-
Foektrum des Fragmentes mit 317 amu (unten)
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Tabelle 2.34; UV-spektroskopische Mefiddaten [Aqex (hM)] von Verbindung FG6 in Methanol und unter
Verwendung der tblichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOAC/H3BO3 AICl3 AICI3/HCI
268 273 271 268 276 276
294 sh 328 sh 298 sh 348 305 sh 305 sh
344 402 376 360 356

400 sh 400 sh

Die UV-Spektren von FG6 zeigen, dass sich das Aglykon dieser Verbindung von den Aglyka
der Substanzen FG1 bis FG4 nur hinsichtlich der nicht vorhandenen Methylierung der OH-
Gruppe an C-7 unterscheidet. Die freie 7-OH-Gruppe wird durch die im Methanolat-
Spektrum am kurzwelligen Schenkel von Bande | bei 328 nm auftretende Schulter bewiesen
[BACON et al., 1976], ale Ubrigen UV-Daten sprechen fur die von FG1 bis FG4 bekannten
und dort diskutierten Strukturmerkmale (Glykosidierung an C-3, freie OH-Gruppe an C-5,
Methoxygruppe an C-6 und 4" -monohydroxylierter B-Ring).

Tabelle 2.35;: NMR-Daten von Verbindung FG6 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu 6-

Methoxykaempferol 3-glucosid: *MERFORT und WENDISCH., 1987 (200 bzw. 90,52 MHz, CD;0D,
T™S); ", #, ¥ = Zuordnung vertauschbar; d[ppm, J[HZ (in Klammern)

H FG6 6-M ethoxy- C FG6 6-M ethoxy-
kaempferol kaempferol
3-glucosid* 3-glucosid*

8 6.54 s 6.480 s 2 156.49 158.751"
2 8.03d (8.8) 8.041d (9) 3 133.01 135.315
3 6.88d (8.8) 6.874d (9) 4 177.60 179.753
5 6.88d (8.9) 6.874.d (9) 5 151.17°  153.802°
6 8.03d (8.8) 8.041d (9) 6 131.43 132.762
1" 5.46 d (7.6) 5.256 m (7.6) 7 157.60 159.372%
27 3.181(7.6) 3.292-3.460 m 8 94.10 95.132
3" 3.241(8.2) 3.292-3.460 m 9 152.29°  153.538°
47 3.10d (7.6) 3.167-3.278 m 10 104.54 106.248
57 3.10d(7.6) 3.292-3.460 m 1 121.12 122.867
6”7 3.56dd (5.0,12.0) 3.698dd(2.1,11.9) 2 131.06 132.312
3.33dd (5.0,12.0) 3526dd(5.2,11.9) 3 115.26 116.126
6-OCH; 3.75s 3.866 s Vi 160.11 161.555
OH 5.34d (4.4) 5 115.26 116.126
5.05d (4.4) 6 131.06 132.312
4.94d(3.2) 17 100.99 104.535
4251 (5.7) 27 74.39 75.792
3" 76.58 78.300
47 70.08 71.491
57 77.67 78.108
6" 61.03 62.813
6-OCH3 60.16 61.025
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Bild 2.121: Protonenspektrum von FG6in DMSO-d¢/D,0O: Der untere Teil zeigt den Ausschnitt mit den
Resonanzen einiger Glucoseprotonen (500 MHz, DMSO-dg/D,0, TMS)

Das 'H NMR-Spektrum von FG6 zeigt vierzehn Signale fiir neunzehn Protonen (siehe
Bild 2.121| S. 160). Wie nach den Informationen aus den MS- und UV-Spektren erwartet,
finden sich darunter die Signale fur H-8 (6.54 ppm), fir H-2'/H-6" und H-3/H-5" (8.03 bzw.
6.88 ppm) und fur die drel &quivalenten Protonen der 6-Methoxygruppe (3.75 ppm). Das
Signal fur H-8 ist damit gegentiber den Verbindungen FG1 — FG5 um mehr as 0.3 ppm
hypsochrom verschoben. Dieser Tieffeldshift beweist in Verbindung mit dem Fehlen des
Signals fur die 7-Methoxygruppe, dass sich an C-7 eine frele OH-Gruppe befindet. Die
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restlichen zehn Signale verteilen sich auf die Zuckerkomponente (sechs Signale) sowie auf
mehrere Hydroxylprotonen (siehe [Tabelle 2.35, S. [159). Der Vergleich der Shifts der
Zuckersignale von FG6 mit den Shifts der entsprechenden Signale von FG3 zeigt, dass es
sich auch bei FG6 um ein B-Glucosid handelt (vergl., S. mit [Tabelle 2.35]
S. :

Im ~°C NMR-Spektrum finden sich zwanzig Signale fir zweiundzwanzig Kohlenstoffe (siehe
[Tabelle 2.35, S.[159), die sich in Analogie zu FG3 dem Aglykon und der Glucose zuordnen
lassen. Der strukturelle Unterschied zwischen FG6 und FG3 — eine freie Hydroxyl- statt einer
Methoxygruppe an C-7 — 183 sich auch an den Shifts fur C-7 und C-8 ablesen, da bei FG6
das Signal fur C-7 im Vergleich mit FG3 um 1.25 ppm hochfeldverschoben ist, wahrend das
Signal fur C-8 um 2.57 ppm ins tiefere Feld verlagert erscheint. Dartiber hinaus fehlt wie im
Protonenspektrum das Signal fur die 7-Methoxygruppe. Die Shifts fur die Zuckersignale
bestdtigen die [B-Glucose, wéahrend die Lage des Signals fur C-3 (133.01 ppm) die
C-3-Glucosidierung beweist (vergl. Tabelle 2.29, S.[142mit [Tabelle 2.35, S.[159).

Es handelt sich bei Verbindung FG6 daher um 3,4°,5,7-Tetrahydroxy-6-methoxyflavon-3-O-
B-glucopyranosid ( = 6-Methoxykaempferol 3-glucosid).

Die Erstbeschreibung von FG6 geht auf die Arbeitsgruppe um T. J. Mabry aus Austin/Texas
zurlck [AL-KHUBAIzI et al., 1978]. Die Wissenschaftler isolierten das Flavonol-Glykosid aus
der Asteraceae Flaveria brownii. Dartber hinaus wurde die Verbindung noch aus der
Rutaceae Haplophyllum tuberculatum [KHALID und WATERMAN, 1981], den Eupatorieae
A. calophylla [FANG et al., 1986], A. saltillensis [Yu et a., 1986a], E. areolare var.
leiocarpum [YU et al., 1986b] und A. havanensis [Yu et al., 1987] sowie aus den Arnica-
Arten Arnica montana, A. chamissonis subsp. foliosa var. incana [MERFORT und WENDISCH,
1987] und A. sachalinensis [PARREITER, 1990] gewonnen.
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2.3.8 6-Methoxykaempferol 3-galactosid =
3,4°,5,7-Tetrahydr oxy-6-methoxyflavon-3- O-B-galactopyranosid
(Verbindung FG7)

Verbindung FG7 fiel bei der Aufarbeitung der Fraktion M-IV in einer Ausbeute von 4 mg
DC-rein an (siehe Kap. 6.5.6.2] S. B25).

Auch FG7 verhdt sich in der DC-Analyse beziiglich des Lauf- und Detektionsverhaltens
shnlich wie FG3, FG4 und FG6 (siehe[Tabelle 6.1, S.[298). Insgesamt deutet dies darauf hin,
dass der B-Ring eine OH-Gruppe an Position 4” tragt und ein Glykosid vorliegt.

Die LC-MS-Spektren von FG7 zeigen ein hohes Ma3 an Ubereinsimmung mit den
entsprechenden Spektren von FG6 (vergl. Bild 2.120, S. [158 mit [Bild 2.124, S. [163). Das
pseudo-MSMSM S-Spektrum, das bei einer Kollisionsenergie von 11 V aufgenommen
wurde, dokumentiert, dass unter diesen Bedingungen praktisch noch keine Fragmentierung
erfolgt. Diese setzt erst bel einer Kollisionsenergie von 30 V ein, liefert dann aber zu 100%
das chinoide Radikalkation mit einer Masse von 317 amul.

Tabelle 2.36: UV-spektroskopische Meliddaten [Ax (hmM)] von Verbindung FG7 in Methanol und unter
Verwendung der {blichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOAC/H3BOs AlCl3 AICI3/HCI
268 273 274 269 275 276
337 328 sh 305 sh 297 sh 305 sh 305 sh
397 378 346 365 356
405 sh 400 sh

Die Unterschiede in den UV-Daten von FG6 und FG7 sind so gering, dass keine fur die
Strukturaufklarung relevanten qualitativen Unterschiede daraus abgeleitet werden kénnen
(vergl. [Tabelle 2.34, S.[159 mit [Tabelle 2.36 S. [162). Dies impliziert, dass sich die beiden
Glykoside nur hinsichtlich des gebundenen Zuckers voneinander unterscheiden kénnen.
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Bild 2.122: LC-MSSpektren von Verbindung FG7: APCI-CID-Spektrum (oben) und pseudo-MSMIMS-
Foektren des Fragmentes mit 317 amu (Mitte: Kollisionsenergie: 11 V; unten:

Kollisionsenergie: 30 V)
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Tabelle 2.37: NMR-Daten von Verbindung FG7 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS); *, #, % = Zuordnung
vertauschbar; d[ppm], J[HZ (in Klammern)

H FG7 C FG7
8 6.53s 2 156.55
2 8.06 d (8.8) 3 133.04
3 6.86 d (8.8) 4 177.87
5 6.86d (8.9) 5 151.79"
6 8.06 d (8.8) 6 131.50

17 5.40d (7.6) 7 160.09"
2 3.55dd (7.6, 9.5) 8 94.14
3’ 3.39dd (3.2, 9.5) 9 152.49°
4’ 3.66 brs 10 104.35
57 3.361(5.7) 1 121.10
6" 3.46 dd (5.7, 10.7) 2 131.14
3.30dd (5.7, 10.7) 3 115.23

6-OCHs 3.75s &4 160.12"
5-OH 12.69 brs 5 115.23
4 -OH 10.17 brs 6 131.14
andereOH  5.18s 1" 101.83
4.85s 2 71.37

4.49s 3" 73.27

4.44 s q4° 68.05

5 75.95

6" 60.37°

6-OCHs 60.12

Das *H NMR-Spektrum von FG7 (siehe Bild 2,123 S. [165) zeigt, dass der Flavonoid-
Grundkorper dieser Substanz mit dem von FG6 identisch ist (vergl. [abelle 2.35| S. 159|mit
[Tabelle 2.37| S. [164). Unterschiede zwischen FG7 und FG6 treten nur im Bereich der
Zuckerprotonen auf. Ein Vergleich der Signale von FG4 und FG7 sowie der Vergleich mit
Literaturdaten verschiedener Flavonoid-Glykoside [HARBORNE, 1994] zeigt, dass es sich bei
dem Zucker um B-Galactose handelt. Dies wird durch entsprechende Signale im *C NMR-
und im HMQC-Spektrum bestétigt (siehe Bild 2.124] S. 166|und Bild 2.125| S. [166).

Be FG7 handelt es sich demnach um 3,4°,5,7-Tetrahydroxy-6-methoxyflavon-3-O-[3-
galactopyranosid ( = 6-Methoxykaempferol 3-galactosid).

Die Substanz FG7 wurde zum ersten Ma im Jahre 1979 beschrieben. Sie konnte aus einem
Extrakt der im Iran heimischen Asteraceae Anvillea garcini isoliert werden [ULUBELEN €t al.,
1979]. Ein weiterer Fund ist fur E. areolare var. leiocarpum belegt [Yu et al., 1986b]. In der
ersten Arbeit wurden zwar UV-Daten publiziert, NMR-Daten sind jedoch bis heute noch nicht
verdffentlicht worden.
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Bild 2.123: Protonenspektrumvon FG7in DMSO-dg/D,0: Der untere Teil zeigt den Ausschnitt mit den
Sgnalen einiger Galactose-Protonen (500 MHz, DMSO-dg¢/D,0, TMS)
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Bild 2.124: 3C NMR-Spektrum von Substanz £G7 (125 MHz, DMSO-dg, TMS)
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Bild 2.125: HMQC-Spektrum von FG7 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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2.3.9 6-Methoxykaempferol 3-rhamnosid =
3,4 ,5,7-Tetrahydr oxy-6-methoxyflavon-3- O-a-rhamnopyranosid
(Verbindung FG8)

OH

Diese Substanz wurde aus Fraktion M-V des Methanol-Extraktes isoliert. Die Ausbeute
betrug 1 mg an reinem Flavonoid (siehe Kap. @I S. @

Bei der DC stimmt FGS8 hinsichtlich des Detektionsverhaltens mit FG6 und FG7 Uberein

(siehe [Tabelle 6.1] S. R98).

Das Pseudomolekilion im APCI-MS-Spektrum von FG8 ist 16 amu leichter als die
entsprechenden Kationen von FG6 und FG7. Nach Abspaltung eines Neutralteilchens
(146 amu) findet sich in Analogie zu FG6 und FG7 das lon des protonierten Aglykons bei
m/z 317. Dieses lon fragmentiert unter pseudo-M S/MS/M S-Bedingungen in der von FG6 und
FG7 bekannten Weise. Daraus folgt, dass FG8 dasselbe Aglykon wie die beiden genannten
Substanzen besitzt, im Gegensatz zu diesen Verbindungen jedoch ein Rhamnosid darstellt.

Tabelle 2.38: UV-spektroskopische Meliddaten [Ax (hmM)] von Verbindung FG8& in Methanol und unter
Verwendung der {blichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOAC/H3BOs AlCl3 AICI3/HCI
266 271 270 267 275 275
329 324 sh 296 sh 337 300 sh 300 sh
387 366 351 347
400 sh 400 sh

Die UV-Spektren von FG8 stimmen qualitativ ndherungsweise mit den Spektren von FG6
und FG7 Uberein (vergl. [Tabelle 2,23, S. [119 mit [Tabelle 2.18] S. 08| und [Tabelle 2.20]
S. . Der Unterschied besteht in den gegeniber FG6 und FG7 bel etwas kleineren
Wellenlangen auftretenden Absorptionsbanden. Somit bestétigen die UV-Daten die aus den
M assenspektren abgel eiteten Schiisse.
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Bild 2.127: LC-MSSpektren von Verbindung FG8. APCI-CID-Spektrum (oben) und pseudo-MSMIMS-
Soektrum des Fragmentes mit 317 amu (unten)
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Tabelle 2.39: NMR-Daten von Verbindung FG8 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu Angaben
fir 6-Methoxykaempferol 3-rhamnosid: *AHMED et al., 1986 (Messung als Tetramethylsilylether,
keine Angaben zur Meffrequenz, CD;OD); *, * = Zuordnung vertauschbar; & [ppm], J [HZ]
(in Klammern)

H FG8 6-M ethoxy- C FG8
kaempferol
3-rhamnosid*

8 6.41s 65s 2 157.49

2 7.73d (8.8) 7.2d(9) 3 133.59

3 6.90d (8.8) 6.9d (9) 4 178.63
5 6.90d (8.8) 6.9d(9) 5 152.00°

6 7.73d (8.8) 7.2d(9) 6 131.58
1 5.30d (1.3) 52d(2) 7 158.65"

2 3.98s 8 94.83
3’ 3.46dd (3.2, 8.8) } 33-42 9 152.67°

4’ 3.141(8.8) 10 103.99

57 3.08dd (5.7, 8.8) - 1 120.57
6" 0.78d (5.7) 0.82 2 130.40
6-OCHs 3.73s 37s 3 115.24
5-OH 12.67 s - & 158.96"
5 115.24

6 130.40

1” 101.61

2 70.20

3’ 71.00

4’ 71.30

57 70.51

6" 17.35

6-OCHs 59.70

Das 'H NMR-Spektrum von FG8 zeigt elf Signale (siehe Bild 2.128] s. [i72lund Bild 2.129]
S m wovon funf durch direkten Vergleich mit FG6 und FG7 eindeutig dem Aglykon
6-Methoxykaempferol zugeordnet werden konnen (verg. S. mit
[Tabelle 2.35| S. [159] und [Tabelle 2.37} S. [164). Die Shifts und Kopplungskonstanten der
verbliebenen sechs Signale bestétigen, dass es sich bel dem Zucker um a-Rhamnose handelt
(vergl. Tabelle 2.39, S.[17d mit [Tabelle 2.25| S. 1128). Durch den Einflul? der Rhamnose sind
die Signde fur H-8 (6.41 ppm) und fur H-2'/H-6" (7.73 ppm) im Gegensatz zum
entsprechenden Glucosid (FG6) bzw. Galactosid (FG7) um etwa 0.12 bzw. 0.3 ppm
Hochfeld-verschoben.

Das *C NMR-Spektrum bestétigt in Kombination mit dem zusétzlich aufgenommenen
HMQC-Spektrum die an Hand der Protonenshifts vorgenommene Zuordnung (siehe
[Cabelle 2,39 S. |1m5 Der Shift des Signals fur C-3 (133.59 ppm) beweist, dass die
o-Rhamnose mit der 3-Hydroxy-Gruppe verknipft ist.

Damit ist FG8 ads 6-Methoxykaempferol 3-rhamnosid bzw. 3,4°,5,7-Tetrahydroxy-6-
methoxyflavon-3-O-a-rhamnopyranosid eindeutig identifiziert.
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Bild 2.128: *H NMR-Spektrum von Verbindung FG8 (500 MHz, DMSO-ds, TMS)
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Bild 2.129: Ausschnitt aus dem Protonenspektrum von FG8in DMSO-dg/D,0 (500 MHz, DMSO-dg/D,0, TMS)

Die Erstcharakteriserung von FG8 geht auf den Arbetskreis um T. J. Mabry aus
Austin/Texas zuriick [AHMED et a., 1986]. Das aufgearbeitete Drogenmaterial stammte von
der mexikanischen Eupatorieae Brickellia vernicosa. Fast zeitlich wird die Substanz als
Inahaltsstoff von E. areolare var. lelocarpum angegeben [YU et al., 1986b]. Die publizierten
'H NMR-Daten sind liickenhaft, Ergebnisse aus “*C NMR-Messungen lagen bislang noch
nicht vor.
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2.3.10 Patuletin 3-galactosid =
3,3",4°,5,7-Pentahydr oxy-6-methoxyflavon-3- O-galactopyranosid
(Verbindung FG9)

Die Verbindung FG9 fiel bel der Aufarbeitung von Fraktion M-V in einer Ausbeute von
14 mg DC-rein an (siehe Kap. 6.5.6.3| S. B25).

Die Laufhthen in den DC-Systemen DC-1, DC-2 und DC-4 zeigen, dass FG9 ahnlich wie
FG4 und FG7 aufgebaut sein sollte (siehe[Tabelle 6.1, S. [298). Die Farbung nach Bespriihen
mit Naturstoffreagenz A glich der von FG5, welches durch seine intensive Orangeférbung
(UV 365 nm) auffiel. Es ist demnach wahrscheinlich, dass FG9 wie FG5 eine
3",4"-Dihydroxygruppe im B-Ring besitzt.

Im APCI-MS-Spektrum findet sich das Pseudomolekilion von FG9 bei n/z 495 (siehe
Bild 2.130} S.[173). Unter Abspaltung eines Neutralteilchens der Masse 162 amu entsteht das
protonierte Aglykon, welches bei m/z 333 detektiert wird. Die Masse des abgespaltenen
Teilchens deutet auf eine Hexose hin. Unter pseudo-MSMS/MS-Bedingungen verliert das
protonierte Aglykon ein Methylradikal. Der Fragmentierungsproze bleibt auf der Stufe des
dabei gebildeten Radikalkations mit der Masse 318 amu stehen.

Die Lage der Bande |1 (257 nm) im Methanol-UV-Spektrum bestétigt in Verbindung mit der
Schulter bei 270 nm die an Hand des Féarbeverhaltens bei der DC postulierte
3,4 -Dihydroxygruppe (siehe [abelle 2.40, S. 174) [MARKHAM, 1982].

Nach dem Zusatz von Natriummethanolat ergibt sich qualitativ das gleiche Bild wie bei
Substanz FG6. Die Lage von Bande | bei 407 nm signalisiert eine freie OH-Gruppe an C-4,
die Schulter bei 336 nm zeigt an, dass die OH-Gruppe an Position 7 unsubstituiert
vorliegt.

Das NaOAc-Spektrum bestétigt wie schon bei den Verbindungen FG6 bis FG8 durch die
bathochrome Verschiebung der Bande Il um 16 nm gegentiber dem Spektrum in Methanol
den Befund einer freien OH-Gruppe an C-7.

Das NaOA ¢/H3BOs-Spektrum zeigt durch die Verschiebung der Bande | um + 22 nm erneut
die ortho-Dihydroxylierung des B-Ringes an.

HierfUr spricht auch die Lage von Bande | bei 439 nm im Aluminiumchlorid-Spektrum sowie
die hypsochrome V erschiebung dieser Bande um 64 nm nach dem Zusatz von Salzsdure.
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Bild 2.130: LC-MSSpektren von Verbindung FG9. APCI-CID-Spektrum (oben) und pseudo-MSMIMS-

Soektrum des Fragmentes mit 317 amu (unten)
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Tabelle 2.40: UV-spektroskopische Meliddaten [Ax (hmM)] von Verbindung FG9 in Methanol und unter
Verwendung der tblichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOACc/H3BO3 AICl; AICI3/HCI
257 270 273 263 276 266
270 sh 336 sh 325 sh 377 305 sh 300 sh
355 407 385 340 sh 375

439 400 sh

Tabelle 2.41: NMR-Daten von Verbindung FG9 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu Angaben
fur Patuletin 3-galactosid: 'DE PEREZ und MOLINA, 1995 (300 bzw. 75,42 MHz, DMSO-dg/CDCls,
T™MS); d[ppm], J[HZ (in Klammern)

H FG9 Patuletin C FG9 Patuletin
3-galactosid* 3-galactosid*

8 6.52s 6.51s 2 156.53 157.3
4 7.53d(1.9) 7.94d(2.2) 3 133.34 133.7
5 6.82d(8.8) 6.91d(8.8) 4 177.91 177.5
6 767dd (19,88 750dd (22,88 5 152.58 1515
1" 5.39d(7.6) 4.97 d (8.6) 6 131.47 130.8
27 3.581(8.8) 3.82m 7 157.77 156.8
37 3.38dd (3.2,9.5) } _ 8 93.99 93.5
5 3.66d(3.2) 345-38rm 4 151.72 1517
5 334t (5.7) 3.45m 10 104.45 104.2
6’ 3.46 dd (5.7, 10.1) } 361m 1 121.35 120.7
3.30dd (5.7, 10.1) ' 4 116.13 1145
6-OCHs; 3.76s 3.89s 3 145.05 143.5
5-OH 12.72 s 12.39s 4 148.69 147.7
andereOH - 530s 5 115.40 116.5
6 122.23 120.9
1 101.98 104.7
27 71.41 71.1
3 73.39 73.2
4" 68.14 67.9
57 76.05 74.8
6 60.36 60.6

6-OCH3 60.19 59.7

Das 'H NMR-Spektrum von FG9 zeigt dreizehn Signale fiir fiinfzehn Protonen. Hierunter
finden sich die von den bereits diskutierten Flavonoid-Glykosiden bekannten Signale fur H-8
(6.52 ppm), fur die 6-Methoxygruppe (3.76 ppm) und fir das Proton der 5-Hydroxylgruppe
(12.72 ppm). Drei weitere Signae (H-2, 7.53 ppm; H-5", 6.82 ppm und H-6", 7.67 ppm)
gehdren zu einem aromatischen ABX-System. Sie bestdtigen damit die an Hand der UV-
Spektren abgeleitete 3°,4 -Dihydroxygruppe im B-Ring. Die restlichen sieben Signale sind
dem Zucker zuzuordnen. Die Shifts und Kopplungskonstanten dieser Signale sprechen nach
direktem Vergleich mit den entsprechenden Daten der Verbindungen FG4 und FG7 dafr,
dass es sich um B-Galactose handelt.
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Bild 2.131: Protonenspektrumvon FG9in DMSO-ds: Der untere Tell zeigt den Ausschnitt mit den Resonanzen
einiger Galactoseprotonen (500 MHz, DMSO-dg, TMS)

Das *C NMR-Spektrum liefert zweiundzwanzig Signale (siehelBild 2.133, S.[176), die sich
mit Hilfe des ebenfalls aufgenommenen HMQC- (siehe IBild 2.133, S. L’LE) und HMBC-
Spektrums (siehe [Bild 2.134, S. [177) eindeutig zuordnen lassen und die an Hand des
Protonenspektrums gewonnenen Strukturinformationen bestétigen. Der Crosspeak fir eine
33K opplung zwischen dem Signal furr H-1"" (5.39 ppm) und dem Signal fir C-3 (133.34 ppm)
beweist, dass die Galactose mit der Hydroxylgruppe an Position 3 des Aglykons verbunden
ist.
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Bild 2.132: 3C NMR-Spektrum der Verbindung £FG9 (125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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Bild 2.133: HMQC-Spektrum von FG9 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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Bel Verbindung FG9 handelt es sich daher um 3,3",4",5,7-Pentahydroxy-6-methoxyflavon-3-
O-B-galactopyranosid ( = Patuletin 3-galactosid). Sie ist schon seit dem Jahre 1971 bekannt
und hinreichend analytisch charakterisiert. Sie wurde zuerst aus der kalifornischen
Polemoniaceae |pomopsis aggregata isoliert [SMITH et a., 1971]. Es folgten Funde aus den
Eupatorieae Brickellia californica [MUES et al., 1979], Brickellia arguta [ROSLER et al.,
1984], E. areolare var. leilocarpum [Yu et al., 1986b] und Ageratina arbutifolia [DE PEREZ
und MOLINA, 1995] sowie aus der Polemoniaceae Ipomopsis polycladon [KIREDJAN und
SMITH, 1985].
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2.3.11 Patuletin 3-rhamnosid =
3,3,4°,5,7-Pentahydr oxy-6-methoxyflavon-3- O-a-rhamnopyranosid
(Verbindung FG10)

Ein weiteres Flavonoid-Glykosid aus der Fraktion M-V des Methanol-Extraktes ist FG10.
Am Ende der Reinigung resultierten 7 mg der Reinsubstanz (siehe K ap. s.B2s).

Das dunnschichtchromatographische Lauf- und Farbeverhaten von FG10 ist mit dem von

FGO identisch (siehe[Tabelle 6.1 S.[298).

Unterschiede zu FG9 werden bel der Betrachtung des APCI-MS-Spektrums deutlich (siehe
Bild 2.135, S.llB_d). Das Pseudomolektlion von FG10 ist 16 amu leichter as das analoge lon
von FG9. Aus dem Folgefragment bei m/z 333 |&3t sich folgern, dass das abgespaltene
Zuckerfragment eine Masse von 146 amu besitzt, was auf eine Rhamnose hindeutet. Da sich
die pseudo-MSMS/MS-Spektren der Aglyka von FG9 und FG10 nicht nennenswert
unterscheiden, sollte FG10 dasselbe Aglykon besitzen wie FG9.

Tabelle 2.42; UV-spektroskopische Mefddaten [A.x (nm)] von Verbindung FGI0 in Methanol und unter
Verwendung der Ublichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOAC/H3BOs AICl; AICI3/HCI
257 270 269 262 277 270
266 sh 330 sh 313 sh 366 305 sh 278 sh
345 395 373 337 sh 305 sh
426 362
405 sh

Bel der Analyse der UV-Spektren findet man keinen qualitativen Unterschied zu den Daten

von FG9 (vergl.[Tabelle 2.40, S[174 mit[Tabelle 2.42, S.[179). Daraus |14 sich folgern, dass
FG10 und FG9 dasselbe Aglykon besitzen.
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Bild 2.135: LC-MS-Spektren von Verbindung FG10. APCI-CID-Spektrum (oben) und pseudo-MSMSMS

m/z

Foektrum des Fragmentes mit 317 amu (unten)



2 Eigene phytochemische Untersuchungen 181

Tabelle 2.43: NMR-Daten von Verbindung FG10 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS); *, = Zuordnung
vertauschbar; o[ppm], J[HZ (in Klammern)

H FG10 C FG10
8 6.50 s 2 157.53
2 7.29d (1.9 3 134.05
5 6.87d (8.2) 4 178.19
6 7.25dd (1.9, 8.2) 5 152.64
17 5.26d (1.3 6 131.40
2 3.98 brs 7 157.56
3" 3.51dd (3.2, 8.8) 8 94.05
4 3.15dd (4.4, 9.5) 9 151.80
5" 3.21dd (6.3, 9.5) 10 104.66
6 0.82d(5.7) 1 120.94
6-OCH3 3.75s 2 115.81
5-OH 12.74 s 3 145.39
4'-OH 9.34s q 148.61
andere OH 4.94d (4.4) 5 115.63
471d(5.1) 6 121.29
4.60d (5.7) 17 102.00
27 70.23
37 70.76
4 71.34
57 70.52
6”7 17.67
6-OCHzs 60.18

Die auch bei den NMR-Daten auftretende Ubereinstimmung bestétigt, dass FG10 und FG9
hinsichtlich ihres Aglykons (bereinstimmen (vergl. [Tabelle 2.41, S.[174 mit [Tabelle 2.43]
S. . Lediglich die Signale der Protonen H-2° und H-6" und die der zugehorigen
Kohlenstoffatome treten bei FG10 bel etwas hoheren Feld auf. FG10 tragt im Gegesatz zu
FG9 eine a-Rhamnose an Stelle der Galactose an C-3. Dies geht aus dem Vergleich der
Protonen- und Kohlenstoffshifts der Zucker sowie der Signale des C-Ringes mit den
entsrpechenden Daten von FG1, FG5 und FG8 hervor (vergl. z.B.[Tabelle 2.39, S. [170] mit

[Tabelle 2.43 S.[181).
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Bild 2.136: Protonenspektrum von FG10in DMSO-ds: Das vergroflert widergegebene dd-Signal des
3" -Protons stammt aus dem Spektrum, wel ches nach D,0O-Zugabe aufgenommen wurde (500 MHz,
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Bild 2.137: *C NMR-Spektrum der Verbindung FG10 (125 MHz, DMSO-dg, TMS)
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Es handelt sich bel FG10 somit um das 3-O-a-Rhamnosyl-Analoge von FG9 (Patuletin
3-rhamnosid). Es liegen fir diese Verbindung zwar Literaturbelege fur die Spezies Brickellia
vernicosa [AHMED et a., 1986], Lepidophorum repandum [HARBORNE et al., 1976],
Kalanchoe gracilis[LIu et al., 1989] und Vriesea regina [WILLIAMS, 1978] vor, NMR-Daten
wurden bislang jedoch noch nicht publiziert. Fir das Vorkommen in Eupatorium-Arten

exigtierte vor den eigenen Untersuchungen noch kein Nachwels.
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2.3.12 Patuletin 3-glucosid =
3,3 .4 ,5,7-Pentahydr oxy-6-methoxyflavon-3- O-B-glucopyranosid
(Verbindung FG11)

Ein weiteres Flavonol-Glykosid aus Fraktion M-V ist FG11. Es konnten 3 mg DC-rein
isoliert werden (siehe Kap. 6.5.6.3] S. 825).

FG11 zeigt bel der DC &hnliche Laufhthen wie FG9 und FG10 (Systeme DC-1, DC-2 und
DC-4). Das Farbeverhalten dieser drei Verbindungen ist identisch (siehe[Tabelle 6.1] S. 298).
Dies ist ein Hinweis darauf, dass sich FG11 von FG9 und FG10 nur hinsichtlich des
gebundenen Zuckers unterscheidet.

Zu diesem Ergebnis fuhrt auch die Analyse der Massenspektren, da sich die APCI- bzw.
seudo-MSMS/MS-Spektren von FG11 und FG9 praktisch nicht unterscheiden (vergl.
Bild 2,130, S. [173 mit [Bild 2.140, S.[186). Aus der dem APCI-Spektrum entnehmbaren
Abspaltung eines 162 amu-Fragmentes folgt zusétzlich, dass es sich bei dem Zucker von
FG11 um eine Hexose handeln mul3.

Tabelle 2.44: UV-spektroskopische Mefddaten [Ax (nm)] von Verbindung FGI1 in Methanol und unter
Verwendung der Ublichen Shiftreagenzien

MeOH NaOMe NaOAc NaOAC/H3BOs AlCl3 AICI3/HCI
259 271 271 265 275 270
268 sh 332sh 312 sh 375 305 sh 300 sh
349 405 383 346 sh 366

425 405 sh

Die UV-Spektren von FG11 und FG9 sind sich so ahnlich, dass sich an Hand dieser Daten
kein struktureller Unterschied zwischen beiden Verbindungen ablesen 1&% (vergl.

[Tabelle 2.40, S.[174 mit Tabelle 2.44] S.[185).
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Tabelle 2.45: NMR-Daten von Verbindung FG11 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu
Angaben fir Patuletin 3-glucosid: *MERFORT und WENDISCH, 1987 (200 bzw. 90,52 MHz, CD;0D,
T™S); ", * 8 % ¥ = Zuordnung vertauschbar; d[ppn, J [HZ] (in Klammern)

H FG11 Patuletin C FG11 Patuletin
3-glucosid* 3-glucosid*
8 6.51s 6.491 s 2 156.46 159.243*
4 7.57d (2.5) 7.704d (2) 3 133.15 135.402
5 6.84d (8.8) 6.868 d (8.5) 4 177.85 179.761
6 7.58dd (2.5,88)  7.580dd (2, 8.5) 5 152.58 153.962"
1 5.46 d (7.6) 5.255d (7.4) 6 131.40 132.824
2 3.22m 3.82m 7 157.59 159.090*
3’ 3.34m 8 94.18 94.952
4" 3.08 brs } 3.200-3496m 9 151.69 153.855"
57 3.09 brs 10 104.53 106.290
6" 358dd(5.1,11.4) 3.719dd(2.1,119) I 121.10 123.253%
335dd(5.1,11.4) 3.576dd (5 11.9) 2 116.35 117.659°
6-OCH; 3.75s 3.870s 3 144.99 145.934
5-OH 12.73 s - & 148.63 149.909
5 115.38 116.058°
6 121.39 123.169°
1 101.17 104.500
2 74.27 75.772
3 76.68 78.400*
4 70.12 71.307
5 77.75 78.131¥
6" 61.16 62.646
6-OCHjs 60.17 60.995

Das 'H NMR-Spektrum von FG11 gibt neben sieben Signalen fiir Zuckerprotonen
erwartungsgemald die von FG9 bekannten Signale eines 3-glykosidierten Patuletins wider
(siehe Bild 2.141] S. |_’L885 Der Vergleich der Zucker-Resonanzen mit denen von FG3 und
FG6 zeigt, dass es sich bei dem Zucker von FG11 um [-Glucose handelt (vergl. z.B.
[Tabelle 2.39, S.[159 mit[Tabelle 2.45, S.[187). Die getroffene Zuordnung konnte durch das
zusitzlich aufgenommene *C NMR-Spektrum in Verbindung mit dem HMQC- (siehe
S.[188) und dem HMBC-Spektrum (siehe[Bild 2.143] S.[189) bestétigt werden.

Bel Verbindung FG11 handelt es sich damit um 3,3",4",5,7-Pentahydroxy-6-methoxyflavon-
3-O-B-glucopyranosid ( = Patuletin 3-glucosid). Von den drei aus E. semialatum isolierten
Patuletin-3-O-glykosiden existieren in der Literatur Uber das Glucosid (FG11) die meisten
Informationen. Die Erstbeschreibung geht auf THOMAS und MABRY (1968) zurick. Sie
isolierten die Verbindung aus der Composite Hymenoxys scaposa. Es folgten weitere Funde
aus den Asteraceae Lasthenia conjugens und L. fremontii [SALEH et al., 1971], Artemisia
monosperma und A. herba-alba [SALEH et al., 1985], Arnica montana und A. chamissonis
subsp. foliosa var. incana [MERFORT und WENDISCH, 1987], den Bromeliaceae Tillandsia
bulbosa und Vriesea regina [WiLLIAMS, 1978], den Eupatorieae Brickellia californica [MUES
et a., 1979], A. saltillensis[Yu et a., 19864a], E. areolare var. leiocarpum[YuU et al., 1986b],
Brickellia vernicosa [AHMED et al., 1986] und A. havanensis[YU et al., 1987].
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2.3.13 Erkenntnisse zur Fragmentierung von 6-Hydr oxykaempferol-Dimethylethern
bel der LC-MS

Nach der Auftrennung des Methanol-Extraktes in die elf Fraktionen M-I bis M-XI wurden
diese Fraktionen zundchst mittels LC-MS (siehe Kap. @ S. auf das Vorhandensein
von Flavonoid-Glykosiden und die Identitdt der diesen Glykosiden zu Grunde liegenden
Aglyka hin untersucht. Die dabel erhaltenen pseudo-MS/MS/MS-Spektren wurden mit der
Spektrenbibliothek von Dr. Jan F. Stevens vom Institute of Bioorganic Chemistry (Vrije
Universiteit Amsterdam) verglichen. Die dort gespeicherten Spektren von Flavonoid-Aglyka
waren von Reinsubstanzen aufgenommen worden, die von Prof. Eckhard Wollenweber vom
Institut fir Botanik der Technischen Hochschule Darmstadt zur Verfiigung gestellt worden
waren. Da die Spektrenbibliothek ausschliefdlich mit Flavonoid-Aglyka aufgebaut worden
war, konnten die bei der Analyse der eigenen Proben ermittelten Retentionszeiten der
Flavonoid-Glykoside nicht zur Substanzidentifizierung verwendet werden. Beim Screening
der Fraktionen M-Il und M-IIl wurde das Aglykon der darin enthaltenen Glykoside FG1 —
FG4 wegen der hohen Ubereinstimmung der zugehdrigen pseudo-MS/MS/M S-Spektren mit
Daten aus der  Spektrenbibliothek as  6-Hydroxykaempferol-3,7-dimethylether
identifiziert.

Nachdem einige Zeit spater die UV-, MS- und NMR-Spektren der Reinsubstanzen vorlagen,
zeigte sich, dass es sich bei den vermeintlichen 3,7-Dimethylethern in Wahrheit um
6,7-Dimethylether handelte. Es wurde zundchst vermutet, dass die Fehlinterpretation der aus
den Fraktionen aufgenommenen LC-MS-Spektren auf eine Verwechslung von
Vergleichssubstanzen bei der Aufnahme der Referenzspektren zuriickzufihren war. Um dies
abzuklaren wurden die zum Aufbau der Bibliothek gemessenen Verbindungen, namlich die
3,6-, 3,7- und 6,7-Dimethylether des 6-Hydroxykaempferols, erneut untersucht. Zunéchst
wurden NMR-Spektren aufgenommen, die eindeutig belegten, dass die Struktur dieser
Verbindungen korrekt bestimmt worden war. Anschliefiend wurden pseudo-MS/MSMS-
Spektren der drei Isomere aufgenommen. Das Resultat der LC-MS-Untersuchung war
bemerkenswert und unerwartet zugleich: Das Spektrum des 6-Hydroxykaempferol-3,6-
dimethylethers zeigt im Hinblick auf die Fragmentierung zwar deutliche Unterschiede zu den
beiden anderen Stellungsisomeren (siehe Bild 2.144] S. [191] oben), die Spektren des
6-Hydroxykaempferol-3,7- und des -6,7-dimethylethers sind jedoch hinsichtlich der
Fragmentierung und der relativen Intensitdten der Bruchstiicke fast vollstandig identisch
(siehe Bild 2.144} S.[191, Mitte und unten). Bild 2.145 (S |:L92} zeigt zwel hypothetische
Fragmentierungswege fur den 6-Hydroxykaempferol-3,7- und den —6,7-dimethylether.
Danach verlaufen die Zerfallswege der beiden Aglyka zwar verschieden und fuhren zu
unterschiedlich aufgebauten Fragmenten, diese besitzen jedoch zufdllig die gleiche Masse und
werden, was statistisch gesehen noch unwahrscheinlicher ist, mit fast identischen relativen
Intensitéten detektiert. Dies erklart, warum die Software der Spektrenbibliothek beim
Screening der Fraktionen M-Il und M-111 ein falsches Ergebnis geliefert hatte.
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24  Isolierungund Identifizierung von Kaffeoyl-Chinasauren aus
Eupatorium semialatum

Depside vom Typ der Kaffeoyl-Chinasduren sind bei den evolutiv hdher entwickelten Taxa
der Dicotyledonae weit verbreitet. Die Ordnung der Asterales ist jedoch die einzige Ordnung,
in der solche Verbindungen in praktisch alen Gattungen nachgewiesen werden konnten. ES
wird vermutet, dass in den weiter abgeleiteten Pflanzenfamilien die Kaffeoyl-Chinasauren
und andere Hydroxyzimtsaureester das Lignin aus der Rolle des Hauptphytoalexins bel der
Abwehr von Herbivoren und Pathogenen abgel6st haben [M@LGAARD und RAVN, 1988].
Chlorogensédure und etliche strukturell verwandte Mono-, Di- und Triester wurden zuerst aus
Kaffeebohnen isoliert [MORISHITA et al., 1984]. Auch bei spateren Funden in anderen
Pflanzen konnten neben der Stammverbindung meist mehrere Isomere bzw. Homologe
nachgewiesen werden. Angesichts der Beobachtung, dass die Ausbeuten an den
verschiedenen Isomeren in hohem Mal3e von der Extraktionsmethode abhéngen, ist es
wahrscheinlich, dass es wahrend der Aufarbeitung der Drogenextrakte zu Umesterungen
kommt [M@LGAARD und RAVN, 1988].

In jingster Zeit sind pflanzliche Polyphenole, zu denen auch die Chinasaureester z&hlen, auf
Grund ihrer antioxidativen Eigenschaften vermehrt in den Blickpunkt des Interesses der
Pharmazeuten und Mediziner gertickt [GRoss, 1981]. Ihr Potential als Antioxidantien ist mit
dem der Ascorbinsaure und des Tocopherols vergleichbar. Es verwundert daher nicht, dass
ihnen bei der Préavention der koronaren Herzkrankheit eine besondere Bedeutung
zugeschrieben wird, da sie wie die oben genannten Vitamine antiatherogene Wirkungen
entfalten und die Plattchenaggregation hemmen [METz, 2000]. Darlber hinaus wurde
beschrieben, dass pflanzliche Polyphenole die Phospholipase A, die Cyclooxygenase, die
Lipoxygenase und die Synthese anderer chemotaktischer und proinflammatorischer
Mediatoren hemmen [METz, 2000]. AulRerdem wird die Bioverfugbarkeit von Karzinogenen
aus der Nahrung sowie deren metabolische Aktivierung reduziert. Von Chlorogensiure ist
bekannt, dass sie einen potenten Inhibitor der Nitrosaminbildung darstellt. Entscheidend bei
den dabel ablaufenden Vorgangen ist die Reaktion zu C-Nitroso-Phenolderivaten [HALL und
CupPpPETT, 1997; METZ, 2000].

2.4.1 Extraktion und Fraktionierung
Wie die Flavonoid-Glykoside entstammen alle Kaffeoyl-Chinasduren dem Methanol-Extrakt

(siehe Kap.[6.5.6) S.[B24).
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2.4.2  Chlorogensauremethylester =
3- O-K affeoylchinasiur emethylester (Verbindung KClq

Verbindung KC1 konnte aus Fraktion M-VII des Methanol-Extraktes isoliert werden. Die
Ausbeute betrug 21 mg (siehe Kap. s. B2s).

Die Lage der Absorptionsbanden und Schultern in den UV-Spektren von KC1 (siehe
Tab. 2.46, S. spricht im Vergleich mit Angaben aus der Literatur dafir, dass es sich bei
der Verbindung um ein Chlorogensaure-Derivat handelt [DRANIK, 1966; JERGA, 1989].

Die Aufnahme eines APCI-MS-Spektrums liefert ein Pseudomolekillion [MH]" bei m/z 369
(siehe oben, S. . Dies deutet auf die Veresterung der Carboxylgruppe der
Chinasdure mit Methanol hin, da das Molekulargewicht um 14 units grof3er ist als bei der
unveresterten Chlorogensdure. Bel einer Kollisionsenergie von 11 V unter APCI-CID-
Bedingungen wird KC1 in seine beiden Komponenten Chinasdauremethylester und
Kaffeesaure gespalten (si ene Bild 2.146lMitte, S. @ Bei einer Offnungsspannung von 80 V
und einer Kollisionsenergie von 30 V wurde das Bruchstiick mit einer Masse von 163 amu
(Kaffeoyl-lon) selektiv in das letzte der drel gekoppelten Massenspektrometer eingeschleust.
Das lon fragmentiert durch die Abspaltung verschiedener Neutralteilchen weiter und liefert
mit den Fragmenten bei nvVz 51, 63 und 77 typische Aromatenbruchstiicke (siehe

unten, S. @

! Die Strukturformel zeigt K C1 in der in DM SO-ds vorliegenden 'C,-Konformation
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Tabelle 2.46; UV-Daten [ Amey (NmM)] der Kaffeoyl-Chinasduren K CI— K C8in Methanol und unter Verwendung
der Ublichen Shiftreagenzien

Substanz MeOH NaOMe NaOAc NaOAc/H3BOs;  AICl;s AICI3/HCI
KC1 242 sh 260 sh 250 sh 255 260 243 sh
300 sh 307 sh 300 sh 300 sh 305 sh 300 sh
327 373 337 348 358 326
380 sh
KC2 250 sh 260 sh 250 sh 253 sh 260 247 sh
300 sh 300 sh 300 sh 300 sh 305 sh 300 sh
326 370 333 347 359 326
378 sh
KC3 245 sh 262 sh 251 sh 254 259 245 sh
300 sh 307 sh 300 sh 301 sh 306 sh 301 sh
328 373 332 347 335 327
383 sh
KC4 245 sh 260 250 sh 255 258 244 sh
300 sh 307 sh 300 sh 300 sh 305 sh 300 sh
327 370 330 350 350 328
385 sh
KC5 245 sh 264 250 sh 254 260 245 sh
300 sh 308 sh 300 sh 300 sh 305 sh 300 sh
326 375 333 345 351 327
380 sh
KC6 245 sh 268 245 sh 255 258 244 sh
300 sh 308 sh 300 sh 303 sh 305 sh 300 sh
327 372 330 348 357 328
383 sh
KC7 245 sh 266 250 sh 256 257 245 sh
300 sh 310 sh 300 sh 303 sh 305 sh 300 sh
325 375 331 347 346 328
382 sh
KC8 245 sh 268 252 sh 252 260 242 sh
300 sh 310 sh 300 sh 300 sh 306 sh 300 sh
327 376 340 345 347 325




2 Eigene phytochemische Untersuchungen 196
100- 369
B I+
|I| 0]
/O (0] o _ OH
754
HO OH
& HO
5 OH
£ sod - -
254
o | 1, iy s 1 l | l
200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z
100+ 163
o +
I
_ OH — m/z 4
H 207 O
i OH o o OH
~ O =
= m/z
= HO 163 OH
2 5o HO
§ OH
254
369
[163-H,0]" [MH-H,O]™
145 207 351
° A A A i
50 100 15C 200 250 300 350 400
m/z
100+ 82 +
[107-H,0]
£ 504 ﬁ
g [CsHa] = OH
o \ [135-COJ* OH
63
77
[135 HZO] /
[CaHa]*
51 i | 107 135
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
m/z
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Tabelle 2.47: '"H NMR-Daten der Monokaffeoyl-Chinasiuren KC1 — KC3 (500 MHz, DMSO-ds, TMS) im
Vergleich zu entsprechenden Angaben aus der Literatur: MORISHITA et al., 1984 (360 MHz,
DMSO-dg, TMS); o[ ppm], J [HZ] (in Klammern)

H KC1 'Chlorogensiure KC2
2eq 2.13dd (3.2, 13.9) ; 2.09dd (3.8, 13.2)
ax 1.94dd (3.2, 13.9) 1.85dd (3.2, 13.2)
3 5.02m 5.06 4.08t (32, 3.8)
4 3.61dd (3.2, 5.7) 3.56 4.72dd (3.2, 6.9)
5 3.80ddd (3.2, 3.2, 8.8) 3.92 3.96m
6eq 2.10dd (3.2, 13.3) ) 1.97 dd (6.9, 13.2)
ax 1.77.dd (9.5, 13.3) 1.80dd (8.2, 13.2)
74 6.11d (15.8) 6.15d (15.8) 6.27d (15.8)
3 7.39d (15.8) 7.41d (15.8) 7.49d (15.8)
5 7.03brs 7.03 7.05d (1.3)
g 6.78d (8.2) 6.77d(7.9) 6.77d(8.2)
9 6.98dd (1.3, 8.2) 6.98 (7.9) 7.00dd (1.3, 8.2)
OCHj3 357s - 3.61s
H 4-K affeoylchinasaur e* KC3 Neochlor ogensaur e*
2€q - }1.69—1.94 m -
ax
3 411 3.93 brs 3.86
4 471 Uberlagert 3.55
5 3.86 5.16 brs 519
63 ; } 1.69—1.94m ]
74 6.26 d (15.8) 6.22d (15.8) 6.20d (15.9)
3 7.48d (15.8) 7.45d (15.8) 7.46d (15.9)
5 7.04 7.04s 7.02
g 6.77d (8.0) 6.75d (7.6) 6.76d (8.1)
9 7.00 (8.0) 6.97d (7.6) 6.97 (8.1)
OCHs - 3.65s -

Im *H NMR-Spektrum finden sich dreizehn Signale fiir fiinfzehn Protonen (siehe M
S. @ Hiervon entfallen zwolf Signale auf die Chlorogensdure [MORISHITA et al., 1984].
Das verbliebene Singulett fir drei Protonen bei 3.57 ppm ist typisch fir Methoxygruppen und
bestétigt, dass die Chlorogenséaure als Methylester vorliegt. Da KC1 dem Methanol-Extrakt
entstammt und zu Beginn der Aufarbeitung eine Soxhlet-Extraktion durchgefihrt wurde, liegt
die Vermutung nahe, dass die genuin vorliegende Chlorogenséaure im Zuge der Extraktion in
den Methylester Uberfuhrt wurde [JERGA, 1989].
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Bild 2.147: *H NMR-Spektrum von K CI (500 MHz, DMSO-d¢/D,0, TMS)
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Bild 2.148: Vergroéferte Darstellung der Methylensignale von Verbindung K C1 (500 MHz, DMSO-dg/D,0,
™S
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Bild 2.149: COSY-Spektrumvon K C1 (500 MHz, DMSO-ds, TMS)

Chlorogenséure stellt formal ein Depsid aus Kaffee- und Chinaséure dar. Die Chinasdure und
deren Ester kénnen in den beiden Sesselkonformationen | (:C*) und |1 (*Cy) (siehe
S. sowie mehreren Boot-K onformationen vorkommen.

HO O
; OH
PO\
HO 4
I OH

Bild 2.150: Die beiden mglichen Sesselkonformationen der Chinaséure: ;C* (/) und *C, (//)

Die Bootkonformationen sind generell instabiler als die Sesselkonformere und im Falle der
Chinasdure auf Grund sterischer Hinderungen durch die funktionellen Gruppen weniger
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wahrscheinlich. Aufbauend auf theoretischen und partialsynthetischen Vorarbeiten von
mehreren Arbeitsgruppen fuhrten Corse et al. (1966) sowie HASLAM und TURNER (1971)
umfangreiche NMR-Messungen und Spektrensimulationen durch, um zu kléaren, in welcher
der beiden Sesselkonformationen Chinasdureester bevorzugt vorliegen. Die beobachteten
Kopplungskonstanten in DO bzw. Deuteropyridin waren mit den Ergebnissen der
Modellrechnungen kongruent und sprachen eindeutig fir die Konformation I, in der die
Carboxylgruppe eine &guatoriale Lage einnimmt.

Nach der Bestimmung der Kopplungskonstanten an Hand des *H NM R-Spektrums von K C1
und der Uberpriifung der Kopplungen an Hand des COSY -Spektrums (siehe Bild 2.149)
S. [[99) zeigte sich, dass die eigenen Mefwerte nicht mit denen aus der Literatur
harmonierten. So besitzen die beiden Dubletts der Methylenprotonen an C-2 eine grol3e
geminale Kopplung mit einem Wert von 13.9 Hz. Die zweite ableitbare Kopplungskonstante
des axialen Protons an C-2 betragt jedoch nur 3.2 Hz, was fir die Kopplung mit einem
aquatorial ausgerichteten Proton spricht (siehe [Tabelle 2.47, S.[197 und Bild 2.148] S. [198).
Eine solche Kopplung ist jedoch nur mit Konformation |1 vereinbar, da hier das Proton an
C-3 eine &guatoriale Lage einnimmt. Ein weiterer Beweis flr diese These ist das Fehlen einer
trans-diaxialen Kopplung von H-4, wahrend das H-5 eine solche Kopplung mit dem axialen
H-6 (8.8 Hz) zeigt (siehe[Bild 2.147, S.[19§). Um zu kl&ren, ob das beobachtete Phanomen
Losungsmittel-abhangig ist, wurde von KC1 ein H NMR-Spektrum in Methanol-d,
aufgenommen (siene Bild 2.151] S. [201). Die Kopplungskonstanten des axial stehenden
Methylenprotons H-2ax belaufen sich auf 7.6 und 13.24 Hz. Demnach besitzt das H-2ax
neben dem geminalen noch einen axial stehenden vicinalen Kopplungspartner. Dies wird
bestétigt durch die Aufspaltung des Signals fur H-3. Aus dem Sextett lassen sich die
Kopplungskonstanten 4.4 Hz und zweimal 7.6 Hz ableiten. Davon ist eine der grof3en
Kopplungen mit der angesprochenen Kopplung von H-2ax identisch. Die verbleibende kleine
Kopplungskonstante gehdrt zur Kopplung mit H-2eq und die zweite grof3e Kopplung zur
Interaktion mit einem axialen H-4. Das Signa dieses Protons spaltet zum Dublett vom
Dublett mit den Kopplungskonstanten 3.2 und 7.6 Hz auf. Der Betrag von 3.2 Hz gehort zu
einer axial-aquatorialen Kopplung mit H-5. Bei dem Sextett des aquatorial orientierten H-5
findet man die Kopplungskonstanten 3.2 Hz (zweimal) und 6.3 Hz. Die beiden noch nicht
zugeordneten Kopplungskonstanten (3.2 Hz und 6.3 Hz) sind den Interaktionen mit den
Methylenprotonen an C-6 zuzuordnen. Die Kopplungskonstanten des axial stehenden
Methylenprotons H-6ax belaufen sich auf 6.3 und 13.24 Hz. Hierdurch wird bestétigt, dass
das H-6ax in H-5 einen aquatorial stehenden vicinalen Kopplungspartner besitzt.

Aus diesen Betrachtungen folgt, dass alle ableitbaren Kopplungskonstanten der Protonen H-2
bis H-6 eindeutig fur Konformation | in Deuteriomethanol sprechen. Damit ist klar, dass die
Konformation Il mit axialer Carboxylgruppe durch das Loésungsmittel Dimethylsulfoxid
erzwungen wird. MORISHITA et a. (1984) hatten ihre NMR-Messungen an Kaffeoyl-
Chinasdure-Derivaten ebenfalls in DMSO-ds vorgenommen, jedoch Konformation |
postuliert. Da sie in ihrer Publikation weder in der Lage waren, die chemischen
Verschiebungen der Methylenprotonen noch die Kopplungskonstanten der Chinasdure-
Protonen H-3 bis H-5 anzugeben, dréngt sich der Verdacht auf, dass die Verfasser dieser
Publikation in Ermangelung dieser Daten die Konformation | aus friheren Publikationen
anderer Autoren, die nicht in in DM SO-ds gemessen hatten, (ibernommen haben.
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Bild 2.151: Die Signale der Chinasaure-Protonen von K CZ1in Grofidarstellung (500 MHz, CD;0D, TMS); in
Methanol-d, liegt das Molekiil in der ;C*-Konformation vor.

Das *C NMR-Spektrum zeigt erwartungsgemal? siebzehn Signale (siehe Bild 2.152| S. R02),
die mit Hilfe des HMQC- (siehe [Bild 2.153, S. [203) und des HMBC-Spektrums (siehe
Bild 2.154) S. P04) eindeutig zugeordnet werden kdnnen. Die JKopplung zwischen dem
Signal fur die Methoxyprotonen bei 3.57 ppm und dem Signal fur C-7 bei 173.83 ppm
beweist, dass es sich bee KC1 um den Methylester der Chlorogensaure handelt. Beim
Vergleich der ¥C NMR-Shifts von KC1 mit den Literaturangaben fiir
Chlorogensduremethylester [JERGA, 1989] fiel auf, dass in der genannten Arbeit die Werte fir
C-3 und C-4 vertauscht wurden (siehe , S. . Der Fehler ist auch ohne
Kenntnis der in der vorliegenden Arbeit abgebildeten Korrelationsspektren offensichtlich, da
dem hydroxylierten Kohlenstoff ein grof3erer d-Wert zugeordnet wurde als dem C-Atom mit
dem Kaffeoyloxy-Rest.
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Tabelle 2.48: *C NMR-Daten der Verbindung K C1 (125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich mit Angaben fiir
Chlorogensduremethylester:  'JErGA, 1989 (90 MHz, DMSO-dg, TMS); = Zuordnung
vertauschbar; J[ppm|

C KC1 Chlorogensaure-
methylester

1 73.24 73.006

2 35.29 37.155

3 71.24 69.341*

4 69.52 70.891

5 67.05 66.840*

6 37.46 35.155

7 173.83 173.533

i 165.57 165.376

2 114.05 113.341

3 145.35 146.074

4 125.56 124.861

5 114.81 114.688

6 145.85 145.244

7 147.73 149.282

8 116.05 115.996

9 121.54 121.155

OCHs 52.01 51.694

] o 7 o OCH, TMS
HO™

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
epm

Bild 2.152: *C NMR-Spektrum der Verbindung K CI (125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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Bild 2.153: HMQC-Spektrum von K CI (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)

Die freie Chlorogensdure wurde urspringlich aus Kaffeebohnen isoliert, im Laufe der Zeit
entdeckte man, dass auch verschiedene Isomere und homologe Verbindungen sowie deren
Isomere in den Frichten von Coffea arabica vorkommen [MORISHITA et al., 1984]. Bel den
Asteraceae kommt die Substanz sehr verbreitet vor, so ist sie z.B. fur die Artischocke, Cynara
scolymus [DRANIK, 1966], oder fir Heterotheca inuloides, eine mogliche Verfaschung der
offizinellen Arnika-Bllten, belegt [JERGA, 1989]. Aus Heterotheca inuloides konnte neben
der freien Chlorogensaure auch der mit KC1 identische Methylester isoliert werden. Fur die
Gattungen Ageratina und Eupatorium existieren bislang lediglich Nachweise fir
A. adenophora [PROKSCH et al., 1990] und E. cannabinum [OSWIECIMSKA und SENDRA, 1972;
PAGANI und Romussl, 1967; PROKSCH und SIEBERTZ, 1993].
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Bild 2.154: HMBC-Spektrum von K C1 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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24.3  Kryptochlorogensiauremethylester
4- O-K affeoylchinasaur emethylester (Verbindung K C2?)

Die Substanz KC2 stammt ebenfalls aus Fraktion M-VII des Methanol-Extraktes. Die
Ausbeute betrug bei K C2 5 mg (siehe Kap. [6.5.6.4, S.[326).

Das Farbeverhalten von KC2 bei der DC stimmt fast vollstandig mit dem des
Chlorogensauremethylesters (KC1) tiberein (siehe [Tabelle 6.1l S. 98). Ein deutlicher
Unterschied zwischen beiden Verbindungen besteht darin, dass KC2 in den verwendeten
Fliefmitteln (DC-1, DC-2 und DC-4) etwas hoher lauft.

Wie ein Blick in Tab. 2.46, S[195 zeigt, sind die Unterschiede in den UV-Spektren von K C2
und KC1 nur marginal. Dies spricht bei diesen beiden Substanzen fir ein hohes Mal3 an
struktureller Ubereinstimmung.

Diese Hypothese 1&/3 sich auch aus den MS-Daten ableiten, da die Massenspektren von KC2
und K C1 fast identisch sind.

Das Protonenspektrum (siehe Bild 2.154, S. IM) zeigt die dreizehn bel einem Kaffeoyl-
chinasduremethylester zu erwartenden Signale: Die Signale der Kaffeesaure-Protonen Uber
6.0 ppm, die Methinprotonen der Chinasaure zwischen 3.5 und 6 ppm, die Methylenprotonen
im Bereich um 2 ppm und das Methoxysignal bel 3.61 ppm. Ein Vergleich der Shifts der
Methinsignale mit den Daten von MORISHITA et a. (1984) fuhrt zu dem Resultat, dass es sich
bei KC2 um den 4-O-Kaffeoylchinasduremethylester handeln mul3 (siehe
S. 197). Die Kaffeesiure ist in diesem Fall mit der mittleren der drei benachbarten
Hydroxylgruppen der Chinasdure verestert. Hierdurch sind im Vergleich mit der
Chlorogensédure die Signale der Methylenprotonen zu héherem Feld verschoben. Analysiert
man die Kopplungskonstanten der Chinasdure-Protonen (H-2 bis H-6) an Hand des Protonen-
und des COSY -Spektrums (siehe Bild 2.156, S.[206), so kommt man wie bei Substanz K C1
zu dem Ergebnis, dass auch bei K C2 die Chinaséure in der Sesselkonformation *Cy4 vorliegt.

Die freie 4-K affeoyl chinasdure wurde neben anderen isomeren und homologen Verbindungen
aus Kaffeebohnen [MORISHITA et al., 1984] und der Artischocke isoliert [DRANIK, 1966]. Fur
die Gattung Eupatorium lagen bisher keine Nachweise vor.

2 Die Strukturformel zeigt K C2 in der in DM SO-ds vorliegenden 'C,-Konformation



2 Eigene phytochemische Untersuchungen 206

.
MM

R I T R R R A R A A R R R A R
75 70 65 60 55 50 45 40 35
ppm)

Bild 2.155: Protonenspektrum der Substanz K C2 (500 MHz, DMSO-dg, TMS)
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Bild 2.156: COSY-Spektrum von Verbindung K C2 (500 MHz, DMSO-ds, TMS)
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24.4  Neochlorogensiduremethylester =
5-O-K affeoylchinasaur emethylester (Verbindung KC3Ej

Die Verbindung KC3 entstammt der Fraktion M-VIII des Methanol-Extraktes. Nach
verschiedenen chromatographischen Reinigungsschritten konnten 3 mg der Substanz rein
isoliert werden (siene Kap. [6.5.6.5] S. B26).

Das Detektionsverhalten von KC3 auf der DC-Platte stimmt zwar mit Verbindung KC2
Uberein, KC3 zeigt jedoch in alen verwendeten Flieldmitteln deutlich kleinere Retentions-

Faktoren (siehe[Tabelle 6.1, S.[2989).

Die UV-Daten von K C3 zeigen eine hohe Ubereinstimmung mit den Spektraldaten von KC1
und K C2 (siehe Tab. 2.46, S.[195).

Auch die in den verschiedenen Massenspekiren detektierten lonen sind von den
Verbindungen KC1 und KC2 her bekannt. Dies deutet darauf hin, dass es sich bei KC3 um
ein Isomer der genannten Substanzen handelt.

Im *H NMR-Spektrum findet man die bekannten Signale der trans-Kaffeesiure und das
Singulett der Methylestergruppe bei 3.65 ppm (siehe [Bild 2.157, S. [208). Fir den
Chinasaureteil des Molekils konnen aufgrund der Uberlagerung durch Storsignale nur die
Resonanzpeaks der Protonen H-3 und H-5 fur den Vergleich mit den Literaturdaten
herangezogen werden. Bei den Monokaffeoylchinasauren ist dies jedoch ohne weiteres
moglich, da sich alle Isomere, die sich durch die Position der Veresterung unterscheiden, an
Hand dieser Signale eindeutig voneinander abgrenzen lassen. Nach der Gegentiberstellung der
Signalshifts mit den Angaben von MORISHITA et a. (1984) kann KC3 eindeutig as
Neochlorogenssuremethylester identifiziert werden (siehe [abelle 2.47, S.[197). Leider sind
die Resonanzpeaks von H-3 und H-5 so stark verbreitert, dass sich keine
K opplungskonstanten ableiten lassen. In Analogie zu den Verbindungen KC1 und KC2 wird
jedoch davon ausgegangen, dass auch KC3 in der Sessel-Konformation |1 vorliegt, in der die
M ethoxycarbonyl-Gruppe eine axia e Position el nnimmt.

Wie KC1 und KC2 konnte auch KC3 aus Coffea arabica [MORISHITA et al., 1984] und
Cynara scolymus [DRANIK, 1966] isoliert werden. Fur die Gattung Eupatorium liegt nur ein
Beleg fur E. cannabinum vor [OSwIECIMSKA und SENDRA, 1972].

% Die Strukturformel zeigt K C3 in der in DM SO-dj vorliegenden 'C,-Konformation
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Bild 2.157: Protonenspektrum der Substanz K C3 (500 MHz, DMSO-dg, TMS)
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245 Isochlorogensaureb =
3,4-Dikaffeoylchinasaure (Verbindung K C4%

Auch Verbindung KC4 wurde aus dem Methanol-Extrakt gewonnen (Fraktion M-VII). Die
Ausbeute betrug 7 mg (siehe Kap.[6.5.6.4, S.[326).

In Bezug auf die Ri-Werte und das Detektionsverhaten von KC4 bel der DC besteht nahe
Verwandtschaft zu Verbindung KC1. Lediglich in System DC-4, dem unpolarsten der drel
verwendeten  FlielBmittel, ist die Laufhdhe deutlich geringer as beim
Chlorogensduremethylester KC1 (siehe [[abelle 6.1 S. |29_8j Dies spricht fir eine gegentiber
K C1 erhohte Polaritét von KC4.

Samtliche UV-Spektren von KC4 zeigen eine groRe Ahnlichkeit zu den entsprechenden
Spektren der Substanzen KC1 —KC4 (siehe Tab. 2.46, S. @) was auf eine nahe strukturelle
Verwandtschaft dieser Verbindungen schlief3en [8M3t.

Im APCI-Massenspektrum findet sich das Pseudomolekiilion [MH]* bei myz 517. An Hand
des APCI-CID-Spektrums wird deutlich, dass das Schlisselbruchstiick mit 355 amu durch
Abspaltung eines Kaffeoyl-Restes aus dem Pseudomolekilion entsteht (siehe
S. oben). Hieraus bildet sich durch Abspaltung der Chinaséure als Neutralteilchen ein
Kaffeoyl-Kation mit einer Masse von 163 units. Aus diesen Beobachtungen folgt, dass es sich
bei KC4 um eine Dikaffeoylchinasaure handeln muf3, deren Carboxylgruppe im Gegensatz zu
KC1-KC3fre vorliegt. Das Kaffeoyl-lon fragmentiert im pseudo-M S/MS/M S-Spektrum in
der schon bel den anderen Kaffeoyl-Chinasduren KC1 — KC3 beobachteten Weise (vergl.

Bild 2.146 S.[196]unten mit Bild 2.158 S.[210]oben).

“ Die Strukturformel zeigt K C4 in der in DM SO-d vorliegenden 'C,-K onformation
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Bild 2.158: LC-MS-Spektren von Verbindung K C4: APCI-CID-Spektrum (oben) und pseudo-MSMSMS
Foektrum des Fragmentes mit 163 amu (unten)
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Tabelle 2.49: '"H NMR-Daten der Verbindungen KC4 — KC8 (500 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu
Angaben I sochlorogensiure a, b und c: *MORISHITA et al., 1984 (360 MHz, DMSO-dg, TMS); ", *, 8,

$ ¥

, = Zuordnung vertauschbar; d[ppm], J[HZ (in Klammern)

H KC4 I sochlor ogen- KC5 KC6
siureb’

2eq 2.15d (12.0) i 225m } 196—218m

ax 2.02d (12.0) 2.00dd (3.5, 10.7)
3 5.37 brs 5.37 5.27d (3.5) 5.15dd (3.1, 6.3)
4 4.96d (5.0) 4.96 4.97 dd (3.2, 6.3) 3.85dd (3.1, 6.3)
5 4.17 brs 4.16 4.15 quint (3.2, 4.1, 8.5) 5.22 quint

(3.8,7.6)

6 2.15d (12.0 - 221m

o 1.88d Ee.g)) 1.89 dd (8.5, 13.0) } 1.96-2.18m
4 6.24 d (15.8) 6.24d(16.4)  6.26d (15.8) 6.27d (15.8)°
3 7.48d (15.8) 7.48d(16.4)  7.51d(15.8) 7.50d (15.8)*
5 7.03d(1.9) 7.02 7.05brs 7.08d(1.9)%
8 6.75d (8.2)" 6.74 6.77d (8.2) 6.80d (8.2)°
9 6.98dd(1.9,82)°% 698 6.99d(8.2)" 7.01dd (1.9, 8.2)*
2’ 6.15d (15.8) 6.15d(16.4)  6.13d(15.8) 6.18d (15.8)’
3’ 7.43d (15.8) 7.43d(16.4)  7.42d(15.8) 7.47d (15.8)"
57 7.02d (1.9) 7.02 7.03brs 7.06d (1.9)°
8" 6.74d (8.2)" 6.74 6.77d (8.2) 6.79d (8.2)°
9’ 6.98dd (1.9,82)° 698 6.97d(8.2)" 7.00dd (1.9, 8.2)
OCHs - - 3.60s 3.60s

I sochlor ogensdure a* KC7 KC8 I sochlor ogen-
saurec'

2eq - 2.09 brs 2.09 brs -

ax 1.96 brs 1.96 brs
3 5.19 4.15brs 4.06 brs 4.09
4 3.83 493 m 499 m 4.92
5 5.11 5.45 brs 5.41 m(3.8) 5.41
6eq - 2.09 brs 2.23d(10.8) -

ax 1.79 brs 1.96 brs
4 6.26 d (15.3) 6.22d(15.8) 6.25d(15.8) 6.23d (16.4)
3 7.47d (15.3) 7.46d (15.8)°  7.47d(15.8)" 7.45d (16.4)
5 - 7.01s 7078 7.02
8 - 6.73d(82° 6.76s 6.75
9 - 6.96d(82° 6.95d(7.9)° 6.96
2 6.24d (15.3) 6.16d (158 6.17d(15.8) 6.19d (16.4)
3’ 7.44d (15.3) 7.42d (15.8)"  7.44d (15.8)" 7.45d (16.4)
5" - 7.01s 7.04S° 7.02
8" - 6.72d(8.2° 6.76s 6.75
9 - 6.95d(82°  6.92d(7.9° 6.96
OCHs - - 364s -
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Tabelle 2.50: *C NMR-Daten der Substanzen KC4 und K C5 (125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu
Angaben fiir Isochlorogensdure b: *TIMMERMANN et al., 1989 (CDCls;, phenolische OH-Gruppen
wurden vor der Messung methyliert); ", # 8 = Zuordnung vertauschbar; J[ppmi

C KC4 | sochlor ogensaure b* KC5
1 73.42" 75.6 72.97
2 36.81 39.4 35.94
3 67.04 67.1 67.65
4 73.47 74.9 71.87
5 66.42 69.1 65.16
6 36.81 37.3 37.58
7 175.03 1744 173.26
1 166.20 166.8 165.82
4 114.04 115.4 113.66
3 145.76 145.8" 145.67
4 125.61 127.2 125.26
5 115.04 109.7 114.74
6 145.76 149.2 145.67
7 148.67 151.3 149.05"
g 115.98° 111.0 115.72
9 121.66" 123.0f 121.29
1 165.78 166.4 165.12
2 113.80 115.4 113.52
3’ 145.76 14557 145.67
4 125.61 127.2 125.11
5" 115.04 109.7 114.62
6" 145.76 149.2 145.67
7 148.67 151.3 148.49"
8" 115.928 111.0 115.72
9’ 121.55" 122.9% 121.29
OCHs - 53.4 51.89

Das 'H NMR-Spektrum bestétigt, dass es sich bei KC4 um eine Dikaffeoylchinasiure
handeln muf3, da die bekannten Signale der Kaffesaure doppelt vorkommen (siehe
S. . Von den Shiftwerten der Methinprotonen H-3 (5.37 ppm), H-4 (4.96 ppm) und H-5
(4.17 ppm) kommt von den mdglichen Isomeren nur die 3,4-Dikaffeoyl chinasaure in Betracht
[MORISHITA et al., 1984]. In den eindimensionalen NM R-Spektren taucht weder das von KC1
— KC3 bekannte Methoxysignal noch irgendein anderes Signal fir einen potentiellen
Substituenten der COOH-Gruppe der Chinasdure auf. Das beweist, dass KC4 eine freie
Carboxylgruppe besitzt. Wie die bisher diskutierten Kaffeoylchinasauren liegt auch KC4 in
DMSO-dg in der 'C4-Konformation vor, in der die Carboxylgruppe der Chinasdure axial
angeordnet ist.
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Bild 2.159: *H-NMR-Spektrum der Substanz K C4 (500 MHz, DMSO-ds, TMS)

Am Beginn der phytochemischen Erforschung der Chinasdure und ihrer Kaffeesdureester
wurde ein Dreiergemisch von Diestern isoliert, welches as ,, 1sochlorogensdure” bezeichnet
wurde. Obwohl die Identitét der Einzelkomponenten noch nicht bekannt war, wurde jedem
der drei beteiligten Verbindungen ein Buchstabe zugeordnet. Erst einige Jahre nach dieser
Bennenung gelang es, das Gemisch in seine Bestandteile aufzutrennen. Es stellte sich heraus,
dass es sich bei ,lIsochlorogensaure® um en Gemisch aus 34-, 35 und
4,5-Dicaffeoylchinasdure  handelt. Die ,lIsochlorogensdure b* war  mit  der
3,4-Dikaffeoylchinasdure identisch.

Die Substanz kommt nicht nur in Kaffeebohnen vor [MORISHITA et al., 1984], sie konnte z.B.
auch aus der Asteracee Chrysothamnus paniculatus isoliert werden [TIMMERMANN €t al.,
1983]. Fur die Gattung Eupatorium existiert bislang lediglich ein Nachweis fir
E. cannabinum [PROKSCH und SIEBERTZ, 1993].
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Bild 2.160: Ausschnitt aus dem HMQC-Spektrum von K C4 mit den Kreuzsignalen der Kaffeesiure-
Partialstrukturen (500 bzw. 125 MHz, DMSO-dg, TMS)
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24.6  Isochlorogensaure b-methylester =
3,4-Dikaffeoylchinasauremethylester (Verbindung K C5°)

KC5 wurde bei der Aufarbeitung von Fraktion M-VII des Methanol-Extraktes in einer
Ausbeute von 50 mg erhaten (siehe Kap. S .

Die Substanz KC5 erscheint bel der DC in den drei verwendeten Fliel3mitteln (DC-1, DC-2
und DC-4) be jewells etwas hoheren Ri-Werten als die bisher besprochenen
K affeoyl chinasiure-Derivate (siehe[Tabelle 6.1 S. [298).

Die Ergebnisse der UV -spektroskopischen Messungen von KC5 differieren kaum von denen
der Verbindungen KC1 bis KC4 (siehe Tab. 2.46, S. [195). Dies spricht dafiir, dass KC5
strukturell nahe mit den genannten Verbindungen verwandt ist.

Im APCI-MS-Spektrum wird der Molpeak bei nvVz 531 detektiert (siehe|BiId 2161 S. m
Damit ist die Substanz um 14 amu schwerer als KC4. Die weitere Fragmentierung des
Molekiilions von KC5 verlauft analog Verbindung KC4 (siehe [Bild 2.15d, S. P10). Dies
deutet darauf hin, dass K C5 der Methylester von K C4 sein konnte.

Die Bestétigung dieser These ergibt sich durch die Kernresonanzspektren von KC5, die denen
von KC4 zwar weitgehend gleichen, jedoch auch den entscheidenden Unterschied zu KC4
deutlich werden lassen. Im *H NMR-Spektrum von K C5 existiert namlich ein zusétzliches
Singulett fur drel Protonen bei 3.60 ppm (siehelB_LLd_Z.lﬁd. S. |2le Das korrespondierende
Kohlenstoffsignal tritt bei 51.89 ppm im 3C NMR-Spektrum von K C5 auf (siehe
S . Es handelt sich dabei um die von KC1 bis KC3 bekannten Signale der
Methylestergruppe. Die Richtigkeit der Zuordnung wird durch entsprechende Crosspeaks in
den aufgenommenen 2D-Spektren bewiesen (siehe[Bild 2.164} S.[218 und[Bild 2.165 S. 18).
Somit scheint es plausibel, dass ein Tell von KC4 wahrend der Aufarbeitung in den
korrespondierenden Methylester KC5 (3,4-Dikaffeoyl chinasduremethylester) tberfuhrt wurde

® Die Strukturformel zeigt K C5 in der in DM SO-dj vorliegenden 'C,-Konformation
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[JERGA, 1989]. Die Kopplungskonstanten der Protonen H-4 und H-5 in DMSO-ds (siehe

[Tabelle 2.49] S. P11) sprechen auch bei K C5 fiir die 'C,-K onformation der Chinasaure.

Wie KC4 konnte auch KC5 aus Coffea arabica [MORISHITA et al., 1984] und Chrysothamnus
paniculatus [TIMMERMANN et al., 1983] isoliert werden. Der einzige Bericht Uber eine
Isolierung der Substanz aus einer Eupatorium-Art liegt fur E. cannabinum vor [PROKSCH und
SIEBERTZ, 1993].
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Bild 2.162: *H-NMR-Spektrum der Substanz K C5 (500 MHz, DMSO-dg, TMS)
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2.4.7 Isochlorogensaure a-methylester =
3,5-Dikaffeoylchinasauremethylester (Verbindung KCGEB

Die Verbindung K C6 konnte aus Fraktion M-V 111 des M ethanol-Extraktes gewonnen werden.
Die dabei erzielte Ausbeute betrug 40 mg (siehe Kap. [6.5.6.5, S. B26).

Das Detektionsverhalten bei der DC stimmt zwar weitgehend mit dem der Substanzen KC1
bis KC5 Uberein, bei den Retentionsfaktoren in den verschiedenen Flieldmitteln werden
jedoch deutliche Unterschiede sichtbar (siehe[Tabelle 6.1, S.[298).

Keine relevanten Abweichungen von den Mef3daten der Substanzen KC1 bis KC5 existieren
bei den UV-Shifts (Sehe Tab. 2.46, S. [195).

Die Massenspektren von KC6 sind weitgehend mit denen von KC5 identisch. Das bedeutet,
dass KC6 ebenfalls ein Dicaffeoylchinasdure-Derivat sein sollte, dessen Carboxylgruppe mit
Methanol verestert ist.

Die eindimensionalen Kernresonanzspektren von KC6 zeigen wie bei KC5 die bei einer
Verbindung der postulierten Struktur zu erwartenden Signale (siehe Bild 2.166, S. 20| und
Bild 2.167] S.[220). Mit Hilfe des zusitzlich aufgenommenen HMQC-Spektrums lassen sich
die Protonensignale den korrespondierenden Kohlenstoffen zuordnen (siehe
S. . Der Vergleich der Protonenshifts mit den Daten von MORISHITA et a. (1984) zeigt,
dass es sich bei KC6 nur um das 3,5-Dikaffeoyl-Isomer handeln kann, wobei alerdingsin der
genannten Publikation die Shifts fir H-3 und H-5 offensichtlich vertauscht worden sind. Die
Kopplungskonstanten der Signale fir die Methinprotonen der Chinasdure sind wie bel den
bereits diskutierten Verbindungen KC1 bis KC5 ein Indiz daftr, dass auch KC6 in DMSO-ds
in der Konformation mit axialer Methoxycarbonylgruppe vorliegt.

® Die Strukturformel zeigt K C6 in der in DM SO-dj vorliegenden 'C,-Konformation
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Tabelle 2.51: °C NMR-Daten der Substanzen K C6 bis KC8 (125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu
Angaben fiir 1sochlorogensiure a und c: *TIMMERMANN et al., 1989 (CDCls, phenolische OH-

Gruppen wurden vor der Messung methyliert); *, # 8 % ¥ * T * = Zuordnung vertauschbar;
o[ ppm|
C KC6 | sochlor o- KC7 KC8 | sochlor o-
gensaure a* gensaurec'
1 7241 74.5 72.69 72.50 745
2 34.59 38.7 36.60 38.71 41.4
3 70.79 71.7 66.10 68.12 65.5
4 67.51 70.4 72.25 72.85 75.8
5 70.55 72.6 67.79 65.33 69.0
6 35.64 35.8 35.53 35.76 36.5
7 175.31 174.8 175.33 174.31 175.3
1 166.02" 166.8" 166.28" 166.21° 166.2"
2 114.618 115.4% 113.99¢ 113.68 115.1%
3 145.04° 145.7° 145.87° 146.31% 145.6°
& 125.52* 127.4% 125.97° 125.36° 127.4%
5 114.70° 110.1% 115.08* 115.10° 110.1¥
6 145.48 149.5 145.67* 145.91* 149.5
7 148.30" 151.6 148.65 149.62* 151.6
g 115.72" 111.3* 115.98" 116.17 111.3
9 121.33" 123.1*T 121.60 121.67I 1229
1 165.49" 167.1 165.76 166.05 166.9
2 114.02" 115.4* 113.93" 113.68 115.6"
3" 144.67° 145.9° 145.74% 146.28" 146.0°
4" 125.46* 127.5°% 125.60° 125.288 127.5°
5" 114.70" 110.2* 115.02* 115.01° 110.2*
6" 145.48 149.5 145.65 145.66* 149.5
7 148.17* 151.6 148.65 149.48* 151.6
8" 115.72" 111.4* 115.93" 116.17 111.3
9’ 121.09* 122.8" 121.60 121.57" 1229
OCHjs 51.83 53.3 - 51.96 53.3

Wie KC4 konnte auch KC6 z.B. aus Kaffeebohnen [MORISHITA et a., 1984] sowie der
Asteraceae Chrysothamnus paniculatus isoliert werden [TIMMERMANN et al., 1983]. Der
einzige Vertreter der Gattung Eupatorium, aus dem die freie
3,5-Dikaffeoylchinasdure bisher isoliert werden konnte, ist E. cannabinum [PROKSCH und
SIEBERTZ, 1993].
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Bild 2.168: HMQC-Spektrum von K C6 (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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248 Isochlorogensaurec=
4,5-Dikaffeoylchinasaure (Verbindung K C79)

Die Substanz KC7 fiel bei der Aufreinigung der Fraktion M-VI1I des Methanol-Extraktes in
einer Ausbeute von 6 mg an (siehe Kap. S. @b

Die Maxima und Schultern in den UV-Spektren von KC7 erscheinen bel den schon bei KC1
bis KC6 beobachteten und fir Kaffeoylchinasdure-Ester zu erwartenden Wellenléangen (siehe

Tab. 2.46, S.[195).

Die Massenspektren von K C7 weisen eine sehr grofe Ahnlichkeit zu denen von Verbindung
K C4 auf. Der Peak flr das Pseudomolekulion liegt im APCI-MS-Spektrum bel nVz 517. Dies
macht es wahrscheinlich, dass es sich bei KC7 um ein Dikaffeoylchinasdure-Derivat mit
freier Carboxylgruppe handelt.

Das *H NMR-Spektrum von K C7 zeigt die fiir eine Dikaffeoyl-Chinaséure erwarteten Signale
(siehe[Bild 2.169, S.[224). Im Falle von KC7 liegt in der Tat keine zusitzliche Veresterung
mit Methanol vor, sowohl in den ein- als auch in den zweidimensionalen Spektren fehlen die
entsprechenden Resonanz- bzw. Crosspeaks. Die Signallagen der Protonen H-3 (4.15 ppm),
H-4 (4.93 ppm) und H-5 (5.45 ppm) sind vor dem Hintergrund der Literaturdaten nur mit
einer 4,5-Dikaffeoyl-Veresterung vereinbar [MORISHITA et al., 1984]. In Analogie zu KC1 bis
K C6 wurde auch bei der Darstellung der Strukturformel von KC7 die *C,-Konformation
gewahlt, obwohl ein direkter Nachweis der Konformation nicht erbracht werden konnte, da
die Chinasdure-Signale verbreitert waren und sich demzufolge keine Kopplungskonstanten
ableiten lief3en.

Wie das 3,4- und das 3,5-Isomere (KC4 — KC6) konnte auch die 4,5-Dikaffeoylchinaséure
(KC7) aus Coffea arabica [MORISHITA et al., 1984] und Chrysothamnus paniculatus isoliert
werden [TIMMERMANN et al., 1983]. Fir die Gattung Eupatorium handelt es sich hier um den
ersten Nachweis.

" Die Strukturformel zeigt K C7 in der in DM SO-dj vorliegenden 'C,-Konformation
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Bild 2.169: *H-NMR-Spektrum der Substanz K C7 (500 MHz, DMSO-ds, TMS)
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24.9 Isochlorogensaure c-methylester =
4,5-Dikaffeoylchinasauremethylester (Verbindung K C8°)

Verbindung KC8 fiel bei der Aufarbeitung der Fraktion M-X des Methanol-Extraktes an. Die
Ausbeute an Reinsubstanz betrug 93 mg (siehe Kap. 6.5.7.19 S. B36).

Die Laufhthen der Substanz in den Flie3mitteln DC-1, DC-2 und DC-4 dhneln denen von
Verbindung KC5 (siehe[Tabelle 6.1, S.[298). Somit liegt die Vermutung nahe, dass es sich
auch bel KC8 um den Methylester einer Dikaffeoyl chinasdure handelt.

Auch die UV-Daten sprechen wegen ihrer groRen Ahnlichkeit zu denen von KC1 bis KC7 fur
ein Kaffeoylchinasaure-Derivat (siehe Tab. 2.46, S. .

Ein Vergleich der *H NMR- und der *C NMR-Daten von K C8 mit denen von K C7 sowie mit
den Angaben von MORISHITA et al. (1984) fuhrt zu dem Ergebnis, dass es sich auch bel KC8
um einen Abkémmling der Isochlorogensdure ¢ handeln muf3. Die zusétzlichen Signale bei
3.64 ppm im Protonenspektrum (siehe Bild 2.170, S. m und bel 51.96 ppm im Kohlenstoff-
Spektrum sowie das Kreuzsignal des Methoxysinguletts mit dem Signal fur das C-7 der
Chinaséure (174.31 ppm) im HMBC-Spektrum (siehe[Bild 2.172 S. [227) beweisen, dass es
sich bei KC8 um den Methylester von KC7 handelt. Auch in diesem Fall ist anzunehmen,
dass es wahrend der Gewinnung des Methanol-Extraktes zur Bildung des Methylesters
gekommen ist [JERGA, 1989]. Wie bei KC7 erfolgt die Darstellung der Strukturformel von
K C8in der 'C,-Konformation in Analogie zu den Substanzen KC1 — K C6.

Die Literaturangaben fir K C8 sind mit denen von K C7 identisch (siehe Kap.2.4.8 s.223).

8 Die Strukturformel zeigt K C8 in der in DM SO-dj vorliegenden 'C,-Konformation
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Bild 2.170: *H NMR-Spektrum der Substanz K C8(500 MHz, DMSO-dg, TMS)



2 Eigene phytochemische Untersuchungen

413

i
a

I
Q
5]
B

i slioh Lol vt b [

) .m
&

3,37

xxxxxx

2ax
6eq  gax
2eq
4% 5 8,, 6)0 @
E MM
= 3 N
= 2,24 A =
z 223 () 0
= g8 —53 >~ v
% 3
?? j f\/“m\ =3 N
E o0 (o) ©
ﬁ% 2 : \‘\H‘“ D r@ @@
5 5 g “jf vy > SVRA
= 3
8 Bé @ [} 1
v —= J % ;
¥ —= | ) @ E
g 6’,6” E
o3 33\
= 3 A A A2
\?i o 5 L‘Q(OH LV
33% J‘&Qj /a ‘a~1(J‘ ]“
O Gu U T o
3 2
E
=
=
= . ’
1, 1—= o
=
=
7 —= @ :
. g

(pm)

Bild 2.172: HMBC-Spektrum von K C8(500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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25  Extraktion und I dentifizierung von Pyrrolizidin-Alkaloiden und
M onoter penen aus Eupatorium semialatum

Pyrrolizidin-Alkaloide (PA) sind bel den Samenpflanzen besonders verbreitet in Gattungen
der Asteraceae, Boraginaceae, Fabaceae und Orchidaceae. Bei den Asteraceae konzentriert
sich das Vorkommen der Alkaloide auf die Triben Eupatorieae und Senecioneae (z.B.
Adenostyles, Eupatorium, Ligularia, Petasites und Senecio). Die PA sind jedoch nicht auf das
Pflanzenreich beschrankt, auch in Pilzen kdnnen sie vorkommen [FIGUEIREDO und KAPLAN,
1997; MOLYNEUX, 1993; RODER, 1992 und 1995; SCHMELLER €t al., 1997].

H _—OH

Trachelanthamidin

Retronecin

Isoretronecanol

Bild 2.173: Die ersten Verbindungen mit Pyrrolizidingerust in der Sequnez der PA-Biosynthese

Die Biogenese des heterozyklischen Grundgertsts der PA beginnt mit der Decarboxylierung
der basischen Aminosauren L-Arginin und L-Ornithin und mindet zun&chst in der Bildung
der beiden einfachsten Vertreter der PA, namlich des Trachelanthamidins und des
stereoisomeren Isoretronecanols. Die beiden Molekile konnen nun durch Dehydrierung und
Hydroxylierung (bevorzugt an den Positionen 2, 6 und 7) modifiziert werden. So gelangt man
durch Einfthrung einer Al,2-Doppelbindung und zusétzliche Hydroxylierung an C-7
beispielsweise zum Retronecin, einem weit verbreiteten Grundkdrper der PA (siehe
Bild 2.173| S. £28). Die unveresterten basischen Grundkarper werden al's Necine bezeichnet.
Bel typischen PA sind die Grundgertste mit sogenannten Necinsduren, das sind meist
verzweigte Mono- oder Dicarbonsduren mit funf bis zehn C-Atomen, verestert (siehe
Bild 2.174] S.[229). Bei Necinen mit zwei OH-Gruppen kann die Veresterung entweder mit
einer Monocarbonsaure an C-7 und/oder C-9 erfolgen, oder beide OH-Gruppen sind mit einer
Dicarbonsdure verestert. Hierdurch entsteht ein zusdtzliches 11- bis 14-gliedriges
makrozyklisches Ringsystem wie beim Senecionin (siehe Bild 2.174] S. m

Die Biosynthese der Alkaloide findet in den Wurzeln statt, wo as erstes die N-Oxide gebildet
werden. Diese Verbindungen sind wasserléslich und kénnen danach in die Uberirdischen
Pflanzenteile tranportiert werden, wo sie in den Vakuolen gespeichert werden [RODER, 1992
und 1995].
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Bild 2.174: Schematischer Aufbau der veresterten Pyrrolizidin-Alkaloide (llinks) sowie ein Beispiel fur ein
makrozyklisches Ester-PA (rechts)

PA, die eine A1,2-Doppel bindung besitzen und mit mindestens einer verzweigten Necinsdure
verestert sind, sind hepato- und nephrotoxisch, karzinogen und mutagen. Es finden sich
zahlreiche Berichte tber akute und chronische Vergiftungsfélle von Weidevieh, aber auch von
Menschen, die PA-haltige Pflanzen verzehrt hatten. Die Giftigkeit ist von der Struktur der
Alkaloide abhangig, z.B. steigert eine OH-Gruppe in Position 7 des Necins die Toxizitat,
besonders dann, wenn sie mit einer Dicarbonsaure verestert ist und eine makrozyklische
Seitenkette resultiert. Nach Aufnahme Uber den Gastrointestinaltrakt werden die PA in der
Leber CY P4s0-abhéngig metabolisiert und dabel in hochreaktive Pyrrole umgewandelt, die das
toxische Agens darstellen (siehe [Bild 2.174, S. [230). In Gegenwart nukleophiler
Reaktionspartner findet bel den Pyrrol-Diestern eine einfache oder zweifache bimolekulare
nukleophile Substitution statt, die typischerweise zu Addukten mit der DNA und RNA oder
mit Enzymen fuhrt. Durch die dadurch eintretende Veranderung der Erbsubstanz und die
Blockade verschiedener Enzyme manifestieren sich die oben beschriebenen toxischen
Wirkungen der PA. Well die Alkaloide a's mono- bzw. bifunktionelle Alkylantien wirken, hat
man versucht, einige von ihnen als Zytostatika zur Tumortherapie und zur Immunsuppression
einzusetzen. Die Nebenwirkungen waren jedoch so gravierend, dass keine der getesteten
Verbindungen Eingang in die Therapie gefunden hat [RODER, 1992 und 1995].

Daviele traditionelle Heil pflanzen wie z.B. Huflattich, Borretsch oder Beinwell PA enthalten
kénnen, hat das Bundesinstitut for Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) die
Anwendung dieser Pflanzen zum Schutze der Bevidlkerung beschrénkt. Danach soll die
Aufnahme toxischer PA den Grenzwert von 1ug pro Tag nicht Uberschreiten. Akute Toxizitét
entfalten die PA in Mengen groi3er als 1 mg, vor allem dann, wenn auf einmal mehr als 10 mg
inkorporiert werden. Auch die langere Einnahme subtoxischer Dosen (weniger als 1 mg pro
Tag) birgt die Gefahr der Entstehung von Tumoren [RODER, 1992; WIEDENFELD et al., 1995].
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Bild 2.175: Mechanismus der Giftung von PA und der Adduktbildung der reaktiven Metaboliten mit
Nucleophilen

2.5.1 Extraktion

140 g des Methanol-Extraktes wurden zur Gewinnung von Pyrrolizidin-Alkaloiden einem
typischen Alkal oid-Extraktionsverfahren unterworfen (siehe Kap. S. @ [RODER et dl.,
1981 und 1984; WITTE et a., 1993]. Hierbei wurden die Alkaloide durch Ausschttelung mit
einem organischen Losungsmittel bel verschiedenen pH-Werten aufkonzentriert und von
Begleitstoffen befreit. Hieraus resultierten 142 mg eines braunen Extraktes von
charakteristischem Geruch. Dieser Alkaloid-Rohextrakt wurde mittels prép. DC und
Festphasenextraktion weiter gereinigt. In den dabei gewonnenen beiden Fraktionen wurden
die Pyrrolizidin-Alkaloide PA1 — PA5 (der Pyrrolidinessigsduremethylester PA5S wird zur
Vereinfachung der Lesbarkeit des Textes im weiteren ebenfalls als Alkaloid gefihrt, obwohl
dies im biochemischen Sinne eigentlich nicht korrekt ist) und die beiden Monoterpene MO1
und MO2 an Hand ihrer GC-Retentionszeiten und Massenspektren im Vergleich mit den
Daten autenthischer Proben identifiziert.
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25.2 Identifizierung der Pyrrolizidin-Alkaloide
Tussilagin (Verbindung PA1)
| sotussilagin (Verbindung PA2)
Neotussilagin (Verbindung PA3)
Neoisotussilagin (Verbindung PA4)
Pyrrolidin-2-essigsaur emethylester (PA5)

@)
H ¢
67 8 12 ,.|IR1
5 N_3 Ry
4
Rl Rz Rl RZ
PA1 OH CHs PA3 OH CHs; PAS5
PA2 CHs OH PA4 CH3; OH

Von den beiden durch Alkaloid-Extraktion gewonnenen Fraktionen | und Il wurde eine DC
angefertigt. Die Detektion erfolgte nach dem fir PA etablierten Verfahren nach Dann und
Mattocks. [DANN, 1960; MATTOCKS, 1967a, 1967b und 1968]. Hierbei werden die Alkaloide
im ersten Schritt mit Wasserstoffperoxid bespriiht und eine halbe Stunde auf 120°C erhitzt,
wodurch sie in die N-Oxide tiberfiihrt werden (siehe[Bild 2.176, S.[232). Im zweiten Schritt
spriht man Acetanhydrid auf die erkaltete DC-Folie und erhitzt wie bel Schritt eins. Aus den
N-Oxiden entstehen so Pyrrol-Derivate, die im UV-Licht bei 365 nm entweder blaulichwell3
(geséttigte  Ausgangsverbindungen) oder gelblich (ungeséttigte Ausgangsverbindungen)
fluoreszieren [DANN, 1960]. Im abschlief3enden Schritt wird mit einer stark sauren p-
Dimethylaminobenzal dehyd-L 6sung bespriiht. Die Pyrrole kondensieren beim Erhitzen mit
diesem Reagenz zu farbigen Polymethinfarbstoffen, die im Falle der untoxischen gesdttigten
Ausgangsverbindungen eine rotviolette, im Falle der toxischen Al,2-ungeséttigten
Ausgangssubstanzen eine blaue Farbung zeigen. Mit diesem Verfahren lassen sich PA auf der
DC-Platte noch in Mengen von 0,5 bis 1,0 ug nachweisen [MATTOCKS, 1967a; RODER und
NEUBERGER, 1988].
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Bild 2.176: Schematische Darstellung der Farbreaktion nach Dann und Mattocks [ RODER und NEUBERGER,

1988]
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Die rosarote Farbe der Substanzbande von Fraktion | sprach eindeutig fur untoxische PA,
wéhrend die blaue Farbung der Reaktionsprodukte von Fraktion |1 auf toxische PA hindeutete
(siehe Kap. [25.3, S [237). Die Feinstruktur der Banden auf der DC sprach fir eine
Uberlagerung mehrerer Verbindungen mit fast gleichen Laufhdéhen und identischem
Detektionsverhalten.

Auf Grund der geringen Mengen der in den beiden Fraktionen enthaltenen Substanzen war
eine Isolierung der Alkaloide PA1 — PA5 und der Monoterpene MOl und MO2
ausgeschlossen. Daher wurde eine GC-M S-Untersuchung durchgefthrt, bei der alle Proben
der autenthischen Vergleichssubstanzen zur Verfigung standen. Im Gaschromatogramm der
Fraktion | waren neben immer noch vorhandenen Signalen von nicht vollstéandig entfernten
Begleitstoffen bei den Retentionszeiten der oben angefuhrten Vergleichsverbindungen
deutliche Substanzpeaks zu erkennen (siehe M S E
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Bild 2.177: Gaschromatogramm der PA-Fraktion |

Der Vergleich der Massenspektren der in der Fraktion nachgewiesenen Alkaoide mit denen
der Vergleichssubstanzen beweist in Verbindung mit den Retentionszeiten, dass im Methanol -
Extrakt von E. semialatum die PA Tussilagin (PA1) und dessen C-1- und C-2-Epimere
Isotussilagin, Neotussilagin und Neoisotussilagin (PA2, PA3 und PA4) vorkommen. Die
Verbindungen zeigen den charakteristischen Molpeak bei m/z 199 (siehe Bild 2.179] S. 35).
Eild 2.178 auf Seite zeigt am Beispiel von Tussilagin die Fragmentierung der PA-
Isomere [AASEN et al., 1969]. Bel einem der beiden moglichen Zerfallswege kommt es unter
Verlust eines Neutralteilchens der Masse 43 amu zur Offnung einer der beiden annellierten
Funfringe zwischen den Atomen C-2 und C-3. Im weiteren Verlauf der Reaktionssequenz
werden die Reste dieses Funfringes komplett abgebaut, bis schliefdlich Pyrrol-Derivate mit
den Massen 68 bzw. 70 amu entstehen. Das intermediér gebildete Radikalkation bei m/z 83 ist
von seiner Stabilitét her besonders beginstigt, da es Mesomerie-stabilisiert ist. Dies ist wohl
auch der Grund dafir, dass dieses Teilchen in den MS-Spektren aller vier Epimere den
Basispeak verursacht.

Auf dem zweiten Zerfalsweg kommt es zunéchst zu einer Umlagerung des Molekdlions in
ein monozyklisches lon gleicher Masse. Auch bei diesem Radikalkation wird der Rest des
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gedffneten Funfringes nach und nach eliminiert. Beide Zerfallswege konvergieren in dem
Dihydropyrrol-Derivat mit einer Masse von 70 amu.

Auf eine Abbildung der Massenspektren der Diastereomere von Tussilagin wurde verzichtet,
da sich die Spektren untereinander qualitativ kaum unterscheiden. Es existieren lediglich
Differenzen, was das Verhdltnis der relativen Peakintensitdten angeht.

Neben den Tusslagin-Derivaten konnte der Methylester der nahe verwandten
Pyrrolidinessigsdure (PA5) nachgewiesen werden. Auch bel dieser Substanz stimmten
Retentionszeit und Massenspektrum mit der Referenzsubstanz Uberein (siehe

s. b3s).
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Bild 2.178: MS-Fragmentierung von Tussilagin (PAZ) bei der El-lonisation [ AASEN et al., 1969]
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Bild 2.180: El-Massenspektrum von Pyrrolidin-2-essigsauremethylester (PA5)
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PARREITER (1992) konnte an Hand seiner Versuche mit Drogenmaterial von Arnica montana
und Tussilago farfara zeigen, dass es sich bel Pyrrolidinessigsauremethylester (PA5) und
Tussilagin (PA1) sowie dessen Diastereomeren (PA2, PA3 und PA4) um Artefakte handelt,
die bel der Soxhlet-Extraktion mit Methanol aus den genuinen freien Sauren entstehen.

Fur Tussilagin und Isotussilagin sowie fur die Pyrrolidinessigsdure wurden von zwel
Arbeitsgruppen Synthesen publiziert [CassaL et al., 1976; RODER et a., 1984b]. Was die
natirliche Verbreitung der PA vom Typ des Tusslagins angeht, konnten solche
Verbindungen bisher ausschliefdlich in Asteraceae gefunden werden. Fir zwdlf Arten dieser
Familie liegen Funde vor. Alle zwolf Spezies gehdren den Triben Inuleae, Heliantheae und
Senecioneae an. Es handelt sich um Arnica amplexicaulis, A. chamissonis ssp. foliosa,
A. montana, A. sachalinensis [PARREITER, 1990 und 1992; PARREITER et al., 1992], Echinacea
angustifolia, Echinacea purpurea [RODER et al., 19844, Iphiona aucheri [MEIER, 1993;
WERNERY et a., 1997], Melampodium divaricatum [SCHUNGEL und PARREITER, 2000],
Neurolaena lobata [PARREITER, 1998], Petasites hybridus [SENER und ERGUN, 1996],
Petasites spurius [RODER et al., 1993] und Tussilago farfara [PARREITER, 1992; RODER €t dl.,
1981; SENER und ERGUN, 1993; WIEDENFELD et al., 1983 und 1995]. Der in der vorliegenden
Arbeit beschriebene Fund im Methanol-Extrakt von E. semialatum ist der erste Nachweis fir
einen Vertreter der Eupatorieae.

Ein Gesprach mit Prof. Dr. em. E. RODER (1998), wonach Tussilagin und seine Epimere
ubiquitér in Asteraceae vorkdmen, wurde zum Anlal3 genommen, kommerziell erhaltliches
Drogenmaterial von verschiedenen Asteraceae auf die Fuhrung von PA vom Typ des
Tussilagins zu untersuchen. Hinzu kamen Blattdrogen der Solanaceae Datura stramonium
und Hyoscyamus niger, da die in diesen Pflanzen akkumulierten Tropan-Alkaloide sich wie
die PA vom Arginin und Ornithin herleiten und sich die ersten Biosyntheseschritte beider
Alkaloidtypen stark gleichen. Es war daher anzunehmen, dass auch in den Solanaceae
Tussilagin-artige V erbindungen vorkommen kdnnten.

Alle Schnittdrogen wurden von der Firma Galke bezogen und in gleicher Weise wie das
Material von E. semialatum aufgearbeitet und analysiert. Im einzelnen handelte es sich um
getrocknetes Drogenmaterial der folgenden Pflanzen (in Klammern sind die Drogenqualitét
und die Chargen- bzw. Bestell-Nr. des Lieferanten aufgefihrt):

Datura stramonium (Folia conc., 123302), Eupatorium perfoliatum (Herba conc., 48702),
Hyoscyamus niger (Folia conc., 65902), Senecio fuchsii (Folia conc., 115302), Solidago
gigantea (Herba conc., 119202) und Solidago virgaurea (Herba conc., 136002).

In allen gewonnenen Alkaloid-Extrakten fanden sich weder Spuren von Pyrrolidinessigsaure,
noch von Tussilagin und seinen Epimeren. In den Extrakten der Solanaceae konnten lediglich
die bekannten Hygrin- und Tropan-Alkaloide nachgewiesen werden, bei den Asteraceae
fanden sich nur die fur diese Arten bereits beschriebenen konventionellen PA, aber keine vom
Typ des Tussilagins.



2 Eigene phytochemische Untersuchungen 237

25.3 Identifizierung der beiden Monoterpene
transTerpin (MO1) und transSobrerol (MO2)

HO,
OH

Die beiden Substanzen wurden bei der GC-MS-Untersuchung der Unterfraktion des PA-
Extraktes, die sich auf der DC-Folie mit dem Verfahren nach Dann und Mattocks blau
anféarben lield (Fraktion Il) durch Vergleich ihrer Massenspektren mit denen authentischer
Vergleichsproben identifiziert (siehe [Bild 2.184 S. (23§ und [Bild 2.183, S. P38). Das
Gaschromatogramm von Fraktion 11 ist in Bild 2.181] S.[237wi dergegeben. Die Fraktion setzt
sich danach zum grofdten Teil aus den Monoterpenen MO1 und MO2 sowie einem dritten
Terpen, dessen Struktur nicht aufgeklart werden konnte, zusammen. Dieses Ergebnis war sehr
erstaunlich, da die blaue Farbung der Fraktionsbande mit dem Dann/Mattocks-Reagenz als
ein sicheres Indiz dafir anzusehen war, dass die Fraktion toxische Al,2-ungesdttigte PA
enthielt. Es konnten jedoch weder solche noch andere PA in dieser Fraktion nachgewiesen
werden.
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Bild 2.181: Gas-Chromatogramm der mit dem Reagenz nach Dann und Mattocks blau gefarbten Unterfraktion
Il des PA-Extraktes
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Bild 2.183:  El-Massenspektrum von trans-Sobrerol (M O2)
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2.6  Isolierungund Identifizierung weiterer Verbindungen aus
Eupatorium semialatum

2.6.1 Extraktion und Fraktionierung

Die Verbindungen SE1 und TR1 konnten aus dem Dichlormethan-Extrakt isoliert werden.
Siefielen bei der Aufreinigung von Fraktion D-11 an (siehe Kap. [6.5.3.1] S.[309).

Die Substanz CU1 dagegen entstammt dem Methanol-Extrakt. Sie konnte durch Aufreinigung
der Fraktion M-11 gewonnen werden (siehe Kap.|6.5.6.1} S.[324).

2.6.2 11-Cinnamoyloxyoplopanon (Verbindung SE1)

Verbindung SE1 konnte aus der Fraktion D-l1-2-2 des Dichlormethan-Extraktes mittels
semipréparativer HPLC isoliert werden (siehe Kap. [6.5.3.1, S. B09). Die Ausbeute betrug
4 mg.

Das UV-Spektrum der Substanz in Methanol zeigt zwel Absorptionsmaxima: Ein kleines bei
219 nm und groReres bei 282 nm (siehe Bild 2.184, S.[239). Die Lage des Maximums bei
282 nm liegt im fur unsubstituierte Zimtsaure-Derivate erwarteten Bereich [HESSE et al.,
1995].
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Bild 2.184: UV-Spektrumvon SEZin Methanol
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Das DCI-MS-Spektrum von SE1 zeigt das Quasimolekilion bel m/z 402, woraus folgt, dass
die molare Masse von SE1 384 g/mol betragt. Dieser Befund wird durch den [M+H]"-Peak
bei mVz 385 gestiitzt. Im GC-M S-Spektrum derselben Substanz (siehe Bild 2.185| S. P40) ist
der Molpeak zwar auch zu finden, jedoch nur mit der geringen relativen Intensitét von 0,03%.
Das Spektrum wird deutlich vom Basepeak bel nvVz 131 dominiert. Dieses Fragment sowie
dessen Decarbonylierungsprodukt [131-CO]* bei m/z 103 sind typisch fur Zimtsiure-Derivate
[HESSE et a., 1995]. Diese Beobachtung macht es wahrscheinlich, dass es sich bel SE1 um
einen Ester dieser Saure handelt. Durch den Verlust eines vollstandigen Zimtsauremolekils
ensteht aus dem Molekilion das Radikalkation bei m/z 236 im Bereich fir Sesquiterpene.
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Bild 2.185: GC-MS-Spektrum von SEZ

Das *C NMR-Spektrum von SE1 zeigt die Peaks fiir vierundzwanzig Kohlenstoffatome
(siehe Bild 2.187] S. |L43j Die neun Signale im mittleren Bereich des Spektrums zwischen
115 und 170 ppm konnen einer Zimtsaurestruktur zugeordnet werden, wahrend die restlichen
C-Atome zu einem Sesquiterpenalkohol gehdren. Uber die Crosspeaks im HMQC-Spektrum
lassen sich den Kohlenstoffatomen der Zimtsaure und des Sesquiterpens die zugehorigen
Protonen zuordnen (siehe Bild 2.190, S. |243 Aufgrund der wechselseitigen Uberlagerung
der Aromatensignale im Protonenspektrum lassen sich keine Kopplungskonstanten ableiten
(sieheB.i.Id.Z..’I.Bﬁl S. |Z_A.Zj Die olefinischen Signale der Zimtsaure sind zu Dubletts mit einer
Kopplungskonstanten von 16 Hertz aufgespalten, woraus folgt, dass es sich um trans-
Zimtsaure handeln muR [HESSE et al., 1995].

Der Carbonylkohlenstoff der Zimtsdurekomponente (C-1" bei 166.07 ppm) koppelt im
HMBC-Spektrum (siehe Bild 2191, S. |Mﬁb mit den beiden Dubletts einer CH,-Gruppe bei
4.80 bzw. 4.89 ppm (H-11a und H-11b). Da die beiden Signale nur geminal miteinander
koppeln (J=17 Hz), mul3 die CH,-Gruppe an Position 11 ein weiteres quartares
Kohlenstoffatom als direkten Nachbarn besitzen.
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Tabelle 2.52: NMR-Daten von Verbindung SEZ (600 bzw. 150 MHz, CDCl3, TMS) im Vergleich zu Angaben fur
11-Cinnamoyl oxyoplopanon: *TAMAYO-CASTILLO et al., 1988 (400 MHz, CDCly); J[ppm], J [HZ]
(in Klammern)

H SE1 11-Cinnamoyloxy- C SE1
oplopanon®
1 1.51dd (5.4, 12.1) - 1 57.06
2a 1.83m - 2 25.48
b 1.45m 3 29.12
3a 1.98 m - 4 206.19
b 1.71m 5 50.77
5 2.70ddd (5.3,9.4,11.7) 2.71ddd (5.5, 9, 11.5) 6 46.30
6 1.95m 1.73 dt (5.5, 11.5) 7 49.37
7 1.09m 1.97m 8 23.01
8a 1.60m - 9 42.05
b 1.08 m 10 73.09
9a 1.79m - 11 67.81
b 1.39dd (3.6, 12.8) 12 29.92
1lla 4.89d (16.9) 4.91d(17.0) 13 22.02
b 4.80d (16.9) 4.81d(17.0) 14 15.56
12 1.42m 1.47m 15 20.38
13 0.91d(6.8) 0.92d r 166.07
14 0.69d (6.8) 0.69d 2 116.98
15 1.19s 1.20s 3 146.12
2 6.53d (16.0) - 4 134.27
3 7.76 d (16.0) - 5 128.96
5 7.39m - 6 128.26
6 7.53m - 7 130.58
7 7.39m - 8 128.26
8 7.53m - 9 128.96
9 7.39m -

Es handelt sich dabei um den Kohlenstoff bei 206.19 ppm (C-4), bel dem es sich aufgrund der
tiefen Lage um ein CO-Signa eines aliphatischen Ketons handeln mul3. Dieses CO-Signal
zeigt im HMBC noch drei weitere Kopplungen, unter anderem eine 23-Kopplung zu dem
charakteristischen Signal fur ein Proton bel 2.70 ppm (H-5). Die Art der Aufspaltung (ddd)
sowie die drei im COSY -Spektrum sichtbaren Kopplungspartner sprechen dafir, dass dieses
Atom zwei Methylen- (H-3) und ein Methinproton (H-6) als direkte Nachbarn besitzt
(sieheBild 2.189, S.[244). Mit Hilfe des HMQC-Spektrums erhalt man die Signallagen der
zugehdrigen C-Atome (siehe [Bild 2.190, S. [245), die entsprechende Signale fiir Methylen-
(C-3) bzw. Methinkohlenstoffe (C-6) im DEPT-Spektrum zeigen (siehe [Bild 2.188, S. [243).
Das Methinproton (H-6) koppelt im COSY -Spektrum mit zwei weiteren Protonen bel 6 1.09
(H-7) und 1.51 ppm (H-1). Diese konnen in Verbindung mit dem HMQC- und dem DEPT-
Spektrum ebenfalls als Methinprotonen identifiziert werden. Das H-1 koppelt im COSY -
Spektrum noch mit einer CH,-Gruppe (H-2), die ihrerseits mit einer weiteren CH,-Gruppe
koppelt (H-3). Diese Methylengruppe wurde weiter oben schon erwdhnt, da sie im COSY -
Spektrum mit dem charakteristischen ddd-Signal bel 2.70 ppm (H-5) interagiert. Es handelt
sich daher um einen flnfgliedrigen Carbozyklus, der am C-5 eine mit der Zimtsdure veresterte
o-Hydroxyketon-Seitenkette trégt.
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Bild 2.186: 'H NMR-Spektrum der Substanz SEZ (500 MHz, CDCl3, TMS); der untere Teil zeigt in vergréRerter
Darstellung den Spektrenausschnitt zwischen 1.0 und 2.0 ppm



2 Eigene phytochemische Untersuchungen 243

CHCl;

11 3ls| 14

TMS

MLV M LM\ L mh‘lm‘\lhhhlu m\‘I‘mmm“\‘mu pnmiE i ‘h\‘\\muh\wmlh‘ML‘ MR M.m Ll ﬂ“‘lmduum\‘i‘\h‘ “m Ll ‘hm‘l‘mlmlm“IMJL.‘\ RNt A I‘\ AN UII i) '\‘ \u”\m‘l‘m hlumw‘mNm“lmu\\\Hll“““\u
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm)

Bild 2.187: *C NMR-Spektrum der Verbindung SEZ (125 MHz, CDCls, TMS)
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Bild 2.188: DEPT-Spektrum der Substanz SEZ (125 MHz, CDCl3, TMS)
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Bild 2.189: COSY-Spektrum der Sesquiterpensignale von SEZ (600 MHz, DMSO-dg, TMS)

H-7 (1.09 ppm) koppelt im COSY-Spektrum noch mit den beiden Protonen einer
Methylengruppe (H-8, 1.08 und 1.60 ppm) sowie mit dem Methinproton einer Isopropyl-
Seitenkette (H-12, 1.42 ppm). Die zugehtrigen Methylsignale finden sich bei 0.69 (H-14) und
0.91 ppm (H-13). Verfolgt man die Kopplungen weiter, so findet man im COSY -Spektrum
bei 1.79 bzw. 1.39 ppm noch eine weitere Methylengruppe (H-9), die dann aber keine
weiteren Kopplungspartner mehr besitzt. Das zugehérige Kohlenstoffsignal (C-9, 42.05 ppm)
kann mit Hilfe des HMQC-Spektrums bestimmt werden. Es zeigt im HMBC-Spektrum
Kopplungen mit einem 3-Protonen-Singulett fir eine Methylgruppe an C-10 (H-15,
1.19 ppm) und dem zum Funfring gehdrigen H-1. Auch dessen Kohlenstoffsignal
(57.06 ppm) besitzt im HMBC-Spektrum eine deutliche Kopplung mit der Methylgruppe an
C-10. Alle weiteren Kohlenstoffe lassen sich aus dem **C NMR- in Verbindung mit dem
DEPT, dem HMQC- und dem HMBC-Spektrum eindeutig zuordnen (siehe
S. . Die Konnektivitéten zeigen, dass der Pentazyklus mit einem Sechsring annelliert ist,
wobei C-1 und C-6 als Briickenkopfe dienen.
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Bild 2.190: HMQC-Spektrum der Sesquiterpensignale von SE1 (600 bzw. 150 MHz, DMSO-dgs, TMS)

Das quartare C-10 bei 73.09 ppm zeigt dabei “J-Kopplungen mit H-1, H-9a/b und H-15,
wodurch seine Position im Ringgerust zweifelsfrei festgelegt ist. Die Lage des Signals im
3C NMR-Spektrum deutet darauf hin, dass noch eine Hydroxylgruppe mit dem Atom
verknipft ist. Damit handelt es sich bei der Alkoholkomponente von SE1 in der Tat um ein
Sesquiterpen, und zwar um ein zweifach hydroxyliertes bizyklisches Derivat. Die trans-
Annellierung der beiden Ringe wird durch eine Kopplungskonstante von 12.1 Hz des Signals
fur H-1 angezeigt.
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Bild 2.191: HMBC-Spektrum von SEZ (600 bzw. 150 MHz, DMSO-ds, TMS)

Das Grundgertst von SE1 wird als Oplopan bezeichnet und leitet sich von Sesquiterpenen des
Cadinan-Typs ab. Die seltsam erscheinende Bezifferung der Atome (siehe die Strukturformel
am Beginn dieses Kapitels) erklart sich aus der irreguléren Verkniipfung der 1sopreneinheiten
wahrend der Biosynthese der Substanz. Der Erstfund der hier beschriebenen Verbindung
gelang TAMAYO-CASTILLO et al. (1988) bel der Bearbeitung von A. ligustrina. Die in dieser
Arbeit publizierten '"H NMR-Daten sind unvollstandig, *C NMR-Shifts wurden gar nicht
vertffentlicht. Diese Licken konnten mit den hier vorgestellten eigenen Arbeiten geschlossen
werden.



2 Eigene phytochemische Untersuchungen 247

26.3 Oleanolsdure=
3B-Hydr oxy-12-oleanen-28-sdure (Verbindung TR1)

Nach Auftrennung der Fraktion D-11-3-2 lagen von Verbindung TR1 10 mg DC-rein vor

(sehe Kap.[6.5.3.1] S.[B09).

Im *C NMR-Spektrum der Substanz TR1 sind die Signale fiir dreiRBig Kohlenstoffatome
eines Triterpens vorhanden (siehe[Bild 2.193 S. [250). Mit Hilfe der Ubersichtsarbeit von
MAHATO und KUNDU (1994), in der sich die Autoren mit den Charakteristika der *C NMR-
Spektren der verschiedenen Triterpentypen ausfiihrlich beschéftigen, konnte TR1 sicher als
Oleanolsaure identifiziert werden. Alle hier gefundenen Signalshifts stimmen mit den Werten
aus der Literatur Uberein [MAHATU und KUNDU, 1994; MAILLARD €t a., 1992]. Mit Hilfe des
DEPT- (siehe[Bild 2.194, S.[251) und des HMQC-Spektrums (siehe(Bild 2.195, S.[251) lassen
sich ale Protonensignale (siehe |Bild 2.192, S. [249) eindeutig den korrespondierenden
K ohlenstoffen zuordnen (siehe[Bild 2.193, S.[250). Ein direkter Vergleich mit authentischer
Oleanolsaure (DC und NMR) konnte die Identitdt von TR1 zusétzlich bestétigen.

Obwohl die Substanz im Pflanzenreich weit verbreitet ist, konnten aus Eupatorium-Arten
neben Triterpenen anderer GrundgerUste bislang nur mit B-Amyrin verwandte Oleanan-
Derivate isoliert werden. Oleanolsaure ist damit als neu fir die genannten Gattungen
einzustufen.
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Tabelle 2.53: NMR-Daten von Verbindung 7R (500 bzw. 125 MHz, CDCl;, TMS) im Vergleich zu Angaben fur
Oleanolsiure: *MAILLARD et al., 1992 (50,1 MHz, CDCl5, TMS); d[ppm, J [HZ] (in Klammern)

H TR1 C TR1 Oleanolsaure*
la 1.61m 1 38.39 385
b 0.97 m 2 27.17 27.4
2a 1.60 m 3 79.04 78.7
b 1.14m 4 38.75 38.7
3 3.22dd (4.4, 11.4) 5 55.21 55.2
5 0.74m 6 18.30 18.3
6a 1.56m 7 32.61 32.6
b 1.46m 8 39.27 39.3
7a 1.56 m 9 47.63 47.6
b 1.44m 10 37.08 37.0
9 1.56 m 11 22.91 23.1
11a  1.90m 12 122.63 122.1
b  165m 13 143.60 143.4
12 5.281(3.2) 14 41.58 41.6
15a  1.09m 15 27.69 27.7
b 098m 16 23.40 23.4
16a  1.87m 17 46.53 46.6
b 158m 18 40.96 41.3
18 0.97m 19 45.88 45.8
19a  161m 20 30.68 30.6
b 116m 21 33.80 338
2la  1.35m 22 32.44 323
b 120m 23 28.10 28.1
22a  1.78m 24 15.54 15.6
b 13lm 25 15.32 153
23 0.98s 26 17.13 16.8
24 0.77s 27 25.94 26.0
25 0.91s 28 183.59 181.0
26 0.75s 29 33.08 33.1
27 113s 30 23.58 23.6
29 0.90s

30 0.93s
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Bild 2.192: *H NMR-Spektrum der Substanz 7R (500 MHz, CDCl3, TMS); der mittlere Teil (Zoom 1) zeigt in
vergroélerter Darstellung den Spektrenausschnitt zwischen 1.2 und 1.9 ppm, der untere Teil

(Zoom 2) den Bereich zwischen 0.72 und 1.2 ppm
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Bild 2.193: *C NMR-Spektrum der Substanz 7R (125 MHz, CDCl;, TMS); der untere Teil der Abbildung zeigt
in vergroRerter Darstellung den Spektrenausschnitt zwischen 15 und 60 ppm
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Bild 2.194: DEPT-Spektrum der Substanz TR (125 MHz, CDCl3, TMS)
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Bild 2.195: HMQC-Spektrum der Verbindung 7R (500 bzw. 125 MHz, DMSO-dg, TMS)
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2.6.4  Aesculin =
6,7-Dihydr oxy-2H-1-benzopyr an-2-on-6- O-3-glucopyranosid (Verbindung CU1)

Die Verbindung CU1 entstammt Fraktion M-I des Methanol-Extraktes (siehe Kap.
S . Die Ausbeute betrug 12 mg.

Die Substanz zeigte eine charakteristische blaue Fluoreszenz, die nicht nur auf der DC-Folie,
sondern schon in methanolischer Lésung auffiel.

Die UV-Absorptionsmaxima deuten auf ein Coumarin-Derivat hin, zu dem die beobachtete
Fluoreszenz gut pald [DuBoIs et al., 1990; SHAFIZADEH und MELNIKOFF, 1970].

Das intensive Maximum bel 337 nm ist in Verbindung mit den Banden bei 250 und 294 nm
ein Kennzeichen von 6,7-dioxygenierten Coumarinen. Zu diesem Substitutionsmuster pal3t
auch die zusétzlich beobachtete bathochrome Verschiebung der Hauptabsorptionsbande unter
dem Einflul von Natriumacetat oder Natriummethanolat. Eine der beiden OH-Gruppen muf3
substituiert vorliegen, da der bei einer freien ortho-Dihydroxygruppe zu erwartende Shift mit
AICl3 ausbleibt. Dasselbe gilt fur die Komplexbildung mit Borsdure [MURRAY et a., 1982].

Tabelle 2.54; UV-spektroskopische Mefiddaten [Aqex (hM)] von Verbindung CUZ in Methanol und unter
Verwendung der ublichen Shiftreagenzien; eine Zersetzung mit den basischen Reagenzien wurde
nicht beobachtet

MeOH NaOMe NaOAc NaOACc/H3BO3 AICl; AICI3/HCI
250 sh 273 sh 275 sh 258 sh 250 sh 250 sh
294 377 292 sh 275 sh 293 sh 293 sh
337 373 292 sh 331 311
384 sh 339

387 sh

Das APCI-CID-MS-Spektrum zeigt neben dem Peak des protonierten Molekiilkations bei
m/z 341 einen weiteren bel m/z 179. Die Massendifferenz von 162 amu zwischen beiden
Tellchen |&3 es sehr wahrscheinlich erscheinen, dass das Pseudomolekilion ein Molekdil
einer Hexose verliert. Nach der Fokussierung des 179 amu-Fragments in das dritte
Massenspektrometer zerfdllt auch dieses lon weiter. Dabel werden hauptsachlich
Neutralmolekiile wie CO und Wasser eliminiert. Die Fragmente bei m/z 105 und m/z 77
sprechen fir eine Zimtsure-Partialstruktur und damit fir den aromatischen Charakter des
Genins[HESSE et al., 1995].
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Bild 2.196: LC-MS-Spektren von Verbindung CUZ: APCI-CID-Spektrum (oben) und pseudo-MSMSIMS-

Soektren des Fragmentes mit einer Masse von 179 amu (unten links: Kollisionsenergie: 11 V; unten

rechts: Kollisionsenergie 30 V)



2 Eigene phytochemische Untersuchungen 254

Tabelle 2.55: NMR-Daten von Verbindung CUZ (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS) im Vergleich zu Angaben
fur Aesculin: 'DuBois et al., 1990 (90 MHz, CDCl; + TFA-ds, TMS); J [ppm], J [HZ]
(in Klammern)

H cul C cul Aesculin®
3 5.98 d (9.5) 2 161.36 161.3
4 7.74d (9.5) 3 108.27 1123
5 7.23s 4 144.86 144.9
8 6.54 s 5 116.02 115.8
r 4.61d(6.9) 6 144.58 143.4
2 3.24m 7 152.46 152.1
3 3.24m 8 103.67 104.0
& 3.16 dd (3.2, 8.2) 9 152.46 1515
5 3.24m 10 107.57 1117
6 3.72d (11.4) r 103.67 1035
3.50 dd (5.4, 11.4) 2 73.54 74.0
3 76.59 76.7
& 69.88 70.6
5 7751 78.0
6 60.98 61.5

H,O
> 0 A DMSO

TMS

Bild 2.197: *H NMR-Spektrum der Verbindung CU1 (500 MHz, DMSO-dy/D,0, TMS)
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Bild 2.198: *C NMR-Spektrum von Substanz CU1 (125 MHz, DMSO-ds, TMS)

Die Analyse der NMR-Daten bestétigt nicht nur, dass das Aglykon von CU1 mit einer
Hexose verknipft ist, sondern zeigt auch, dass es sich bel diesem Zucker um B-Glucose
handeln muR (siehe[Tabelle 2.5, S.[254). Die Protonen (siehe [Bild 2.197, S. [254) und
Kohlenstoffe (siehe [Bild 2.198, S.[255) des Genins lassen sich eindeutig dem Coumarin
Aesculetin zuordnen [ CussaNs und HUCKERBY, 1975; DuBoIs et a., 1990; KHAN et al., 1968;
MURRAY et al., 1982]. Die Frage, welche der beiden phenolischen OH-Gruppen des
Aesculetins glucosidiert ist, liefd sich an Hand der NMR-Daten nicht beantworten, da kein
HMBC-Spektrum ausreichender Qualitdt aufgenommen werden konnte. Bemerkenswerter
Weise gestattete das Detektionsverhalten auf der DC-Folie eine eindeutige Entscheidung. So
gehoren die beiden Verbindungen Aesculin (6-Glucosid des 6,7-Dihydroxycoumarins) und
Cichoriin  (7-Glucosid des 6,7-Dihydroxycoumarins) zu den wenigen natlrlich
vorkommenden Stellungsisomeren, die sich in ihrem Fluoreszenzverhalten grundlegend
voneinander unterscheiden. Und zwar zeigt das Aesculin die beobachtete intensive blaue
Fluoreszenz, wahrend das Cichoriin gar nicht fluoresziert [HANSEL et al., 1999]. Demnach
mul3 es sich bei CU1 um das Coumarin-Glucosid Aesculin handeln.

Das Aesculin ist schon seit geraumer Zeit bekannt, Belege finden sich fir etliche Taxa aus
verschiedenen Familien [DuBols et a., 1990; SHAFIZADEH und MELNIKOFF, 1970]. In
Ageratina- und Eupatorium-Arten scheinen Coumarine jedoch allgemein nicht weit verbreitet
zu sein, unter den wenigen Belegen ist das Aesculin nur einmal vertreten. Es konnte per DC
in einem Extrakt aus den Achéanen von E. pauciflorum nachgewiesen werden [FIGUEIREDO,
1979].
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Bild 2.199: HMQC-Spektrum von CUZ (500 bzw. 125 MHz, DMSO-ds, TMS)
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3.1 Malaria—ene Gel3d der Menschheit

Einfuhrung

Die durch Protozoen der Gattung Plasmodium hervorgerufene, als Malaria bezeichnete
Erkrankung, ist seit den partiellen Erfolgen ihrer Bekéampfung in den finfziger und sechziger
Jahren wieder auf dem Vormarsch und stellt nach wie vor eine lebensbedrohende Erkrankung
fur einen grof3en Teil der Erdbevdlkerung dar. Vor allem in den Landern der dritten Welt
leiden mehrere Hundert Millionen Menschen an der Erkrankung, weltweit sterben nach
Schétzungen der WHO jahrlich etwa 0,5 bis 2,5 Millionen daran.

Bild 3.1: Blutsaugende Anopheles-Miicke nach FELDMEIER, 1996

Geschichtliches

Das Krankheitshild der Malaria ist schon seit der Antike bekannt, der Name dieser Infektion
leitet sich von ,,mal aria* ab, was soviel wie,, schlechte Luft* bedeutet. Man nahm an, dass die
Erkrankung durch die feucht-schwile Luft in den Sumpfgebieten verursacht wird. Obwohl in
Mittelalter und Antike nichts Uber den Ubertragungsweg der Malariaerreger bekannt war,
berichtet bereits Herodot im 5. Jahrhundert v. Chr., dass Bewohner der &agyptischen
Sumpfgebiete in turmahnlichen Konstruktionen oder unter Netzen schliefen, um sich den
Moskitos zu entziehen. In der Volksmedizin vergangener Jahrhunderte finden sich schon frih
Zeugnisse effektiver pflanzlicher Arzneimittel gegen die Malaria. Bekannte Beispiele sind die
Chinarinde aus Sidamerika oder ein Infus von Qinghao, einer chinesischen Beifuss-Art
(siehe Kap. [d s. ). Es gelang allerdings erst im frihen 19. Jahrhundert den Apothekern
Pelletier und Caventou, reines Chinin aus der Chinarinde zu isolieren. Der Erreger der
Malaria wurde im Jahre 1880 von Laveran entdeckt, der 27 Jahre spéter fur diese Leistung
den Nobelpreis fur Medizin erhielt. An der Schwelle zum 20. Jahrhundert, im Jahre 1897,
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konnte Ross zeigen, dass Moskitos as Ubertragungsvektor fungieren. Nach der Entdeckung
des DDT wahrend des zweiten Weltkrieges stand der Menschheit erstmals ein méchtiges
Werkzeug zur Vernichtung des Ubertragers zur Verfiigung. Die WHO hatte sich zum Ziel
gesetzt, in ihrem ,, WHO Globa Malaria Eradication Programme” die Malaria auf der ganzen
Welt auszurotten. Die vielversprechenden Anfangserfolge machten die sich immer deutlicher
abzeichnende Erkenntnis, dass das Programm scheitern wiirde, um so bitterer. 1969 gab man
den Kampf auf. Warum hatte das DDT versagt? Zum einen hatte man nicht mit der
erstaunlichen Anpassungsfahigkeit der Moskitos gerechnet. Zu schnell wurden viele Stdmme
des Insekts gegen das Insektizid immun. Zum anderen erging es den Strategen der WHO so
wie etlichen Feldherren vor ihnen: Sie hatten die gewaltige Dimension ihres Vorhabens
unterschétzt. Die Endemiegebiete in Afrika und Asien sind einfach von ihrer geographischen
Ausdehnung her zu ausgedehnt, als dass eine flachendeckende Ausbringung von DDT mit
beschréankten Mitteln mdglich ware. Wenige Jahre spéter eroberte Plasmodium weiteres
Terrain in der weltweiten Malariaschlacht zurtick, da die Waffen der Medizin, aso die neu
entwickelten synthetischen Malariamittel, aufgrund von Resistenzentwicklungen immer
stumpfer wurden.

[WHO-Online-Informationen unter http://www.who.int/ctd/html/malariadat.html, 1998]

Entwicklungszyklusdes M alariaerregers

Der Entwicklungszyklus der vier human-pathogenen Plasmodium-Arten ist mit einem
obligaten Wirtswechsel zwischen der Anopheles-Miicke und dem Menschen sowie einem
Wechsel von asexueller zu sexueller Fortpflanzung verbunden (siehe Bild 3.2) S. P59). Die
Infektion erfolgt durch den Stich weiblicher Anopheles-Miicken (siehe Bild 3.1] S. p57), die
sich zuvor an menschlichen Plasmodium-Trégern infiziert haben. InfektiGse Erregerstadien
aus dem Speichel der Insekten (Sporozoiten), werden dabel in die Blut- oder Lymphbahn
abgegeben und gelangen auf diesem Wege in die Leber, wo in den Hepatozyten nach kurzer
Zeit die asexuelle Vermehrung dieser as ,, Gewebeschizonten bezeichneten Parasitenstadien
einsetzt. Nach etlichen Tellungs- und Differnzierungsschritten kommt es unter Freisetzung
von ,Merozoiten* zur Ruptur der Hepatozyten. Die Merozoiten gelangen so wieder in den
Blutstrom und befallen die Erythrozyten, wo sie zu Blutschizonten heranreifen. Die Einzeller
erndhren sich von den Glucosevorréten der Wirtszellen und dem Eiweil3 des erythrozytéaren
Haemoglobins. Die nicht verwertbaren Komponenten des Haemoglobins werden von den
Plasmodien zu dem braunschwarzen Pigment Hamazoin abgebaut, welches in der
Nahrungsvakuole des Parasiten abgelagert wird. Diese metabolische Inaktivierung ist fur die
Parasiten |ebensnotwendig, da das aus der Ham-Komponente hervorgehende Abbauprodukt
Ferriprotoporphyrin IX fir die Plasmodien toxisch ist. Durch Zellteilungsvorgange entstehen
neue Merozoiten, die nach der Ruptur der befallenen roten Blutkdorperchen in das Blutplasma
gelangen und sofort andere Erythrozyten befallen konnen. Auf diese Weise wird der
erythrozytére asexuelle Vermehrungszyklus (, Schizogoniezyklus‘) aufrecht erhalten. Nach
mehreren  Merozoitengenerationen  differenzieren sich  einige Plasmodien zu
Geschlechtsformen, die dann von den weiblichen Anopheles-Micken wieder aufgenommen
werden konnen und dort einem sexuellen Entwicklungszyklus unterliegen. Der Kreis schlief3t
sich, wenn die am Ende der sexuellen Vermehrung stehenden Sporozoiten in die
Speicheldrisen der Micken wandern und von dort durch den Stich der Mucke in einen
weliteren potentiellen Wirt gelangen kénnen [BoGITSH und CHENG, 1998; KAYSER, 1998].
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Bild 3.2: Entwicklungs-Zyklus der Malariaerreger nach FELDMEIER, 1994

1 Sporozoit aus dem Feichel einer Anopheles-Miicke gelangt beim Stich in die menschliche
Blutbahn
Befall von Hepatozyten durch die Sporozoiten und Differenzierung in Gewebeschizonten
Infektion weiterer Hepatozyten; Umwandlung eines Teils der Gewebeschizonten in Hypnozoiten
Befall von Erythrozyten und Differenzierung in Blutschizonten
Infektion weiterer Erythrozyten durch Merozoiten
Umwandlung einiger Merozoiten in geschlechtlich differenzierte Plasmodien
Differenzierung in Mikro- und Makrogameten
Befruchteter Makrogamet (Ookinet)
Einwanderung des Ookineten in die Darmwand des Insekts
10 Differenzierung in Oozyte mit Sporozoiten
11 Freigabe der Sporozoiten und Migration in die Speicheldrlisen

©CONDIONWN

Symptomatik

Die Initial-Symptome einer Malariainfektion kénnen leicht mit typischen Grippesymptomen
verwechselt werden. Aus diesem Grunde gilt auch heute noch die mikroskopische
Untersuchung eines Tropfens Kapillarblut a's Methode der Wahl fir die Diagnose. Eine auch
bei Laien bekannte klinische Manifestation ist das ,, Wechselfieber“. Es handelt sich dabei um
heftige intermittierende Fieberschiibe, die nach gleichen Beschwerde-freien Zeitintervallen
auftreten. Man kennt die ,, Maaria tertiana“, die durch P. vivax und P. ovale ausgel 6st werden
kann. Bel dieser Form des Fiebers liegen 48 Stunden zwischen den Fieberschiiben, d.h. das
Fieber tritt jeden dritten Tag auf. Bel der durch P. malariae ausgel6sten ,,Malaria quartana’
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tritt der Fieberschub jeden vierten Tag auf. Das Wechselfieber ist eine Folge der
Ausschittung von Zytokinen, mit der humane Makrophagen und Monozyten auf die
Freisetzung von plasmodialem Glykolipidmaterial bei der Ruptur der Erythrozyten reagieren.
Die Regelméldigkeit der Fieberanfalle beruht auf der Synchronisierung der Erreger, die sich
nach einer gewissen Zeit alle im gleichen Stadium befinden. Bel Infektionen durch P.
falciparum beobachtet man haufig einen fulminanten bis letalen Krankheitsverlauf (,Malaria
tropica’), bel dem die Fieberattacken in unregelmaldigen Intervalen auftreten. Besonders
bedrohlich sind hypoxische Organschadigungen, die vor allem das ZNS betreffen. Sie
entstehen dadurch, dass sich befallene Erythrozyten mit spezifischen Antigenen an
Rezeptoren von Endothelzellen heften und dadurch Kapillaren verstopfen. Gefirchtet sind
auch akute oder chronisch-progredient auftretende Nephritiden durch die Ablagerung von
Immunkomplexen in den Nierenkapillaren. Monate bis Jahre nach der akuten Erkrankung
kann es zu Rekrudeszenzen durch persistierende erythrozytare Plasmodium-Formen oder zu
Rezidiven durch die Reaktivierung hepatischer Dauerstadien (Hypnozoiten) kommen
[BOGITSH und CHENG, 1998; KAYSER, 1998].

Pharmakotherapie- und Prophylaxe

Fir die Chemotherapie der Malaria stehen verschiedene Wirkstoffe aus den Klassen der
4-substituierten Chinoline (si eheBild 3.3 S. |26.’Lb 8-Aminochinoline, Phenanthrene (siehe
Bild 3.4] S. P61), Tetracycline (siehe Bild 3.6] S. P62) und der den Folsaurestoffwechsel
beeinflussenden Pharmaka (siehe Bild 3.5, S. [261) zur Verfigung. An Hand ihres
Wirkspektrums teilt man diese Substanzen in funf Gruppen ein, da kein derzeit verfligbares
Pharmakon gegen alle Entwicklungsstadien von Plasmodium eingesetzt werden kann:

1. Gewebeschizontozide
Diese Stoffe wirken kausal prophylaktisch, indem sie die friihen hepatischen Entwicklungs-
stadien hemmen, bevor diese die Erythrozyten befallen konnen. Beispiele sind Primaguin,
Pyrimethamin, Sulfonamide und Proguanil.

2. Hypnozoitozide
Mit Primaguin existiert zur Zeit nur ein Wirkprinzip gegen die Ruheformen der Parasiten
in der Leber. Man setzt das Primaguin zur Rezidivprophylaxe bzw. Rezidiv-freien
Ausheilung ein.

3. Blutschizontozide
Zu dieser Gruppe gehort der Grofdtell der verflgbaren Wirkstoffe: Chloroquin, Mefloquin,
Chinin, Halofantrin, Pyrimethamin, Sulfonamide, Sulfone, Proguanil und Doxycyclin. Sie
hemmen die Vermehrung der Plasmodien in den Erythrozyten und werden zur
Suppressionsbehandlung beim akuten Malariaanfall und zur Prophylaxe eingesetzt. Bei
den Chinolinen und bei Halofantrin beruht die Wirkung auf der Hemmung der Ham-
Polymerase. Dieses Enzym bendtigt der Parasit zur Synthese des Hdmazoins aus den
toxischen Ham-Metaboliten.

4. Gametozide
Auch hier ist nur das Primaquin zu nennen. Es entfaltet seine Wirkung gegen die
Geschlechtsformen der Parasiten und verhindert dadurch die Ubertragung vom Menschen
auf die Mucke.
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5. Sporontozide

Zu dieser Reihe zéhlen Substanzen, die nach der Aufnahme von infiziertem Blut durch die
M ucke die Entwicklung von Oozyste und Sporozoiten im Insekt unterbinden. Eine
derartige Wirkqualitét besitzen Primaquin und Pyrimethamin.
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Bild 3.3: Blutschizontozide vom Typ der 4-substituierten Chinoline
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Bild 3.4: Das 8-Aminochinolin Primaquin und das Phenanthren-Derivat Halofantrin
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Bild 3.5: Den Folsaurestoffwechsel beeinflussende Malariamittel
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Doxycyclin

Bild 3.6: Dasauch in der Malariatherapie etablierte Tetracyclin Doxcyclin

Aktuelle Trendsin der Malariafor schung

Artemisinin

Im Jahr 1972 publizierten chinesische Wissenschaftler einen Artikel Gber ein
Sesquiterpenlacton aus der auf der ganzen Welt verbreiteten Beifuss-Art Artemisia annua. Sie

nannten es Qinghaosu, es wurde jedoch in der westlichen Welt einige Jahre spéter unter dem
Namen Artemisinin bekannt (siehe[Bild 3.7] S. 262).

Artemisinin

Bild 3.7: Struktur des stark antiplasmodial wirksamen SL"s Artemisinin

Dieses Sesguiterpenlacton mit dem seltenen Cadinanolid-Grundkorper und  einer
Endoperoxidstruktur machte schnell durch seine hohe antiplasmodiale Aktivitét und das
Fehlen von Resistenzen auf sich aufmerksam. Bald kamen besser steuerbare Derivate dazu,
bis heute hat man mehrere Hundert partial- und vollsynthetische Abkdmmlinge mit
veranderten pharmakokinetischen Eigenschaften und besserer Wirksamkeit synthetisiert.
Wahrend Artemisinin-Derivate in Europa und den USA noch keine Zulassung besitzen,
werden sie in mehreren asiatischen Landern bei Infektionen mit multiresistenten Plasmodium
falciparum-Stdmmen, den Erregern der oft tddlich verlaufenden Malaria tropica, eingesetzt.
Man nimmt an, dass Artemisinin durch Interaktion mit freiem oder H&m-gebundenem Eisen
in Kohlenstoff-zentrierte Radikale Uberfuhrt wird, die selektiv bestimmte Proteine der
Plasmodienmembran alkylieren und so den Tod des Erregers herbeiftihren. Im Tierversuch
unter hohen Artemisinin-Dosen beschriebene neurotoxische Effekte konnten in der Praxis
noch nicht bestétigt werden, dennoch soll Artemisinin nicht zur Prophylaxe und nur unter
strenger Indikationsstellung angewandt werden. Durch diese Mal3nahmen mochte man das
bisher ausgebliebene Auftreten von Resistenzen verhindern. Artemisinin ist ein Beispiel
daflr, dass auch heute noch potente Wirkstoffe aus der Phytotherapie hervorgehen und
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unseren Arzneischatz bereichern kdnnen [CARVALHO et a., 1991; MESHNICK et a., 1996;
VALECHA und TRIPATHI, 1997; VAN AGTMAEL €t a., 1999; VROMAN €t al., 1999].

D OX P-Reduktoi somerase-Hemmer

Eine Arbeit von JOMAA et al. in der Zeitschrift Science (1999) sorgte fir grof3es Aufsehen.
Dieser Arbeitsgruppe gelang der Nachweis, dass P. falciparum einen Mevalonat-
unabhangigen Weg zur Isoprenbiosynthese beschreitet (siehe [Bild 34 s @ Sie
identifizierten die Gene fir zwei Enzyme dieses Stoffwechselweges im Genom des Parasiten:
Die DOXP-Synthase und die DOXP-Reduktoisomerase. DOXP ist die Abkirzung fir
1-Desoxy-D-xylose-5-phosphat, einen Schltisselmetaboliten dieser Biosynthesekaskade. In
Saugetieren und Pilzen leitet sich das Isopentenyldiphosphat, aus dem alle héhermolekularen
Isoprenoide entstehen, von der Mevalonsdure ab. Andere Arbeitsgruppen hatten entdeckt,
dass HM G-CoA-Reduktasehemmer bel Plasmodien keine Wirkung zeigten. Nachdem nun in
manchen Eubakterien, Algen und Pflanzen ein dternativer Weg zur Synthese von
Isoprenoiden entdeckt worden war, lag die Vermutung nahe, das dies auch bei den Erregern
der Malaria der Fall sein konnte. Charakteristisch fir den DOXP-Weg ist die Kondensation
von Glycerinaldehyd-3-phosphat und Pyruvat zu DOXP sowie dessen nachfolgende
Umwandlung in 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP) durch die Enzyme DOXP-
Synthase und DOXP-Reduktoisomerase. Der neu entdeckte Stoffwechselweg erhielt danach
die Bezeichnung ,Methyl-Erythritol-Phosphat-Stoffwechselweg® (MEP). Plasmodien
besitzen nur die Enzymausstattung fur diese Moglichkeit der Isoprenbiosynthese, die Nutzung
des Mevalonatweges ist ihnen verwehrt. Das Erstaunliche ist jedoch nicht die Identifizierung
der beiden Gene im Genom von Plasmodium, sondern die Entdeckung, dass die beiden
urspringlich als antiinfektive und herbizide Pharmaka entwickelten Substanzen
Fosmidomycin und FR-900098 rekombinante DOX P-Reduktoi somerase hemmen. Ausserdem
unterdricken sie in vitro das Wachstum von multiresistenten P. falciparum-Stdmmen.
Dariiber hinaus konnten die Giessener Forscher mit den beiden Substanzen Méause heilen, die
mit dem Nager-pathogenen Maariaerreger P. vinckel infiziert worden waren. Fosmidomycin
und FR-900098 dhneln strukturell dem 1-Desoxy-D-xylose-5-phosphat, dem Substrat der
DOX P-Reduktoisomerase und hemmen deshalb dieses Enzym (siehe Bild 3.9, S. [264). Die
Behandlungsmethode ist so elegant, weil Fosmidomycin und FR-900098 relativ untoxisch
sind und die Isoprenbiosynthese des Wirtes nicht beeinflussen, da dieser das
I sopentenyldiphosphat anders biosynthetisiert und somit die Targets der beiden Wirkstoffe
gar nicht besitzt. Die beiden DOXP-Reduktoisomerase-Hemmer sind peroral wirksam. Als
problematisch werden noch die kurze HWZ und die geringe Bioverfugbarkeit von 30%
angesehen. Am Design besser steuerbarer Derivate wird jedoch schon intensiv gearbeitet. Da
der MEP-Weg, wie bereits angedeutet, auch in hoheren Pflanzen und manchen
photosynthetischen Algen vorkommt, kénnen diese Organismen bzw. deren Enzyme als
ungefadhrliche und gut kontrollierbare Modelle bel der Entwicklung dieser Derivate dienen.
Nach neueren Erkenntnissen verlauft die Isoprenbiosynthese auch bei Mycobakterien, den
Erregern der Tuberkulose, Uber den MEP-Weg [JOMAA et al., 1999; LICHTENTHALER et al.;
2000; MULLER-BOHN, 2000; RIDLEY, 1999; RUCKER, 1999].
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Tafenoquin

Bel Tafenoquin handelt es sich um ein mit dem Primaquin verwandtes 8-Aminochinolin
(siehe Bild 3.10 S. l26_d) welches sich durch eine bemerkenswert lange Halbwertszeit von
14 Tagen auszeichnet und gegen Gewebe- und Blutschizonten von Plasmodium wirksam ist.
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Bild 3.10: Das neue 8-Aminochinolin-Derivat Tafenoquin

Die Ergebnisse einer vor kurzem verdffentlichten Studie an 410 gesunden Schilern aus dem
afrikanischen Staat Gabun sprechen dafir, dass nach der Gabe von jeweils 250 mg
Tafenoquinsuccinat an drei aufeinander folgenden Tagen ein sicherer mehrwochiger Schutz
vor einer Infektion mit P. falciparum gewahrleistet ist [LELL et a., 2000]. Dabei waren die
Nebenwirkungen nicht signifikant haufiger als unter Placebo und wurden allgemein als mild
bezeichnet. Die gute Vertréglichkeit, die nur dreimal notwendige Einnahme, die wochenlange
Wirkdauer und die Wirksamkeit gegen verschiedene Plasmodium-Arten und —Stadien
koénnten Tafenoquin zu einem idealen Kurzzeitprophylaktikum machen. Da sich die Substanz
noch in der klinischen Prifung befindet, steht sie zur Zeit noch nicht zur breiten Anwendung
zur Verfigung [ JUNGMAYR, 2000].

Immunol ogische und gentechnische Ansitze

Trotz etlicher vielversprechender V ersuche, beim Menschen eine aktive Immunisierung gegen
Plasmodien zu erzielen [AMADOR und PATARROYO, 1996], werden noch etliche Jahre
vergehen, bis eine verléldliche Vakzine zur Verfigung steht. Hindernisse auf dem Weg
dorthin sind die grof3e genetische Variabilitdt des Erregers und die komplexe und nicht
ausreichende humane Immunantwort. Polyvalente DNA-Vakzinen gegen mehrere
Entwicklungsstadien scheinen die vielversprechendsten Kandidaten fur die klinische Praxis zu
sein [BROWN, 1999; KWIATKOWSKI und MARSH, 1997; RILEY, 1997].

Vor kurzer Zeit gelang mexikanischen Wissenschaftlern die Entdeckung, dass Plasmodien
durch ein bestimmtes Skorpiongift abgetotet werden. Die genetische Information fur die
Giftproduktion hatten die Forscher in das Genom von Fruchtfliegen eingebaut und den
transgenen Tieren anschliefRend Maaria-Plasmodien injiziert. Das verbliffende Ergebnis. Nur
noch in 12% der Fliegen konnten sich die Erreger vermehren, bei allen anderen wurde die
Vermehrung durch das ,zelleigene® Skorpiongift gehemmt. Was bei Fruchtfliegen
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funktioniert, sollte auch bel Anopheles-Micken moglich sein. Zum Zeitpunkt der
mexikanischen Forschungsarbeiten war indes noch nicht bekannt, wie ein Eingriff in das
Erbgut von Anopheles zu bewerkstelligen sei. Dieses Problem konnte jedoch inzwischen von
Wissenschaftlern vom Imperial College in London gel6st werden. Sie berichteten vor kurzem
erstmals Uber eine transgene Anopheles-Miicke. Die Ergebnisse der beiden Arbeitskreise
lassen den lange gehegten Wunsch, die nattrlichen Anopheles-Populationen nach und nach
durch Malaria-freie gentechnisch verdnderte Tiere ersetzen zu konnen, in greifbare Néhe
ricken [Boyck, 2000].

Vielversprechende Neuigkeiten gibt es auch aus Frankreich. Wissenschaftler vom Institute
Louis Pasteur in Paris injizierten Schimpansen ein Sporozoiten-Antigen von P. falciparum
und erzielten damit bei den Versuchstieren einen zuverlassigen Infektionsschutz vor den
Malariaerregern. An der Weiterentwicklung des Serums wird intensiv gearbeitet [DAUBERSIES
et a., 2000].

3.2 Bestimmung der antiplasmodialen Aktivitat von Sekundar stoffen aus
dem Dichlormethan-Extrakt von E. sermialatum

3.2.1 Der pLDH-Test (Parasiten-L actatdehydrogenase-T est)

Plasmodien beziehen ihre chemische Energie in Form von ATP ausschliefdlich aus der
Glykolyse. Die Nutzung des Citrat-Zyklus™ ist den Einzellern nicht mdglich, da ihnen die
entsprechenden Enzyme fehlen. Der letzte Reaktionsschritt der Glykolyse besteht in der
NADH+H"-abhéngigen Reduktion von Pyruvat zu Lactat. Das diese Reaktion katalysierende
Enzym ist die Lactatdehydrogenase von P. falciparum (pfLDH). Bei dieser Umsetzung wird
das im fruheren Verlauf der Glykolyse wahrend der oxidativen Phosphorylierung von
Glycerinaldehyd-3-phosphat  zu 1,3-Diphosphoglycerat  eingesetzte NAD®  regeneriert
(siehe Bild 3.11, S.[267) [WRIGHT und PHILLIPSON, 1990]. Durch den Austausch von NAD
gegen 3-Acetylpyridinadenindinucleotid (APAD) kann man bei NAD-abhangigen
Enzymreaktionen die Lage des Gleichgewichts verschieben. Das Gleichgewicht wird dabei
umso weiter zu Gunsten der Substratoxidation verschoben, je positiver das Redoxpotential
des APAD*/APADH+H"-Systems im Vergleich zu dem des NAD/NADH+H"-Sytems ist
[KAPLAN et al., 1956].
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Bild 3.11: Die fir den pLDH-Test entschei dende Reaktionssequenz aus der Glykolyse

Weitere Arbeiten fuhrten zu dem Ergebnis, dass die LDH der avipathogenen Plasmodium-Art
P. lophurae mit Hilfe von APAD von der LDH des Wirtes unterschieden werden kann. Die
Unterscheidung beruht auf der Tatsache, dass unter APAD-Zusatz die plasmodiale LDH das
Substrat viel schneller umsetzt als die in den Erythrozyten der Kultur ubiquitér vorkommende
LDH des Wirtes. Somit konnte auch in Gegenwart der Wirts-LDH die Enzymaktivitat der
Plasmodium-LDH selektiv bestimmt werden [SHERMAN, 1966]. Schliefdlich gelang mit einer
Weliterentwicklung der Methode auch die Differenzierung zwischen humaner LDH und
pfLDH sowie eine Korrelation zwischen der Parasitaemie humaner infizierter Blutproben und
den gemessenen APADH+H'-Konzentrationen [MAKLER und HINRICHS, 1993]. Aus den
dabel gewonnenen Erkenntnissen entwickelten Wissenschaftler des selben Arbeitskreises den
pLDH-Test fur die Bestimmung der in vitro-Aktivitét von Arzneistoffen gegen P. falciparum
[MAKLER et al., 1993]. Die dabei erzielten Ergebnisse bei der Bestimmung der 1Cs
verschiedener Malariamittel korrelierten hervorragend mit den Resultaten aus dem nur in
Sicherheitdabors durchfihrbaren Hypoxanthin-Test mit radioaktivem Tritium und der
zeitaufwendigen mikroskopischen Methode. Die Vorteile im Hinblick auf Geschwindigkeit,
Kosten und Sicherheit lagen jedoch eindeutig auf Seiten des pLDH-Tests.

Der im Zuge dieser Arbeit durchgefihrte pLDH-Test basiert auf den von MAKLER und
HINRICHS (1993) angegebenen Methoden. Er wurde von Dr. Colin W. Wright von der School
of Pharmacy der University of Bradford und seinen Mitarbeitern im Hinblick auf das
Pipettierschema und die Zusammensetzung der eingesetzten Reagenzien optimiert. Alle mit
dem pLDH-Test verbundenen eigenen Arbeiten wurden wahrend eines Forschungsaufenthalts
in Bradford im Labor von Dr. Wright durchgefthrt.
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Bild 3.12: Indikatorreaktion beim modifizierten pLDH-Assay

Bei der fir den Test entscheidenden enzymatischen Reaktion (siehe Bild 3.12| S. P68) nimmt
das zugesetzte APAD" as Coenzym den Wasserstoff auf, der bei der pfLDH-katalysierten
Oxidation von Lactat zu Pyruvat frei wird. Bei der Reoxidation von APADH+H" dient ein
Gemisch aus Nitroblau-Tetrazoliumchlorid und Phenazinethosulfat als Elektronenakzeptor.
Das Tetrazoliumsalz wird dabei zum blauen Formazan reduziert, dessen Absorption bei
550 nm spektralphotometrisch bestimmt werden kann. Die Reduktion des Farbstoffes wird
durch das mit dem APAD-Reaktionsgemisch zugefthrte Enzym Diaphorase katalysiert. Eine
intensive Blaufarbung erhdlt man bel den Vergleichsproben, die nur das Kulturmedium mit
den infizierten Erythrozyten, aber keinen Arzneistoff enthalten. In diesen Proben wurde das
Wachstum der Plasmodien nicht beeinflul®t und die Enzymaktivitédt der pfLDH ist
entsprechend hoch. So entsteht viel APADH+H" und ein entsprechend groRer Teil des
farblosen Tetrazoliumsalzes wird zum farbigen Formazan reduziert. Farblose oder nur
schwach geférbte Proben weisen dagegen auf eine geringe pfLDH-Aktivité durch Abtétung
der Erreger hin. Somit ist die gemessene Absorption ein MaB fir die Uberlebensrate der
Plasmodien. Es &3 sich also schon optisch schnell ein erster Eindruck davon gewinnen, ob
und in welcher Verdinnung eine Testsubstanz wirksam war.
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3.2.2 Ergebnisse

Bis auf die Verbindungen SL3, SL4 und SL10 wurden ale aus E. semialatum isolierten
Sesquiterpenlactone in den modifizierten pLDH-Assay eingesetzt. Bel den nicht getesteten
Substanzen war die Ausbeute zu gering, um sie in hinreichender Redundanz testen zu kdnnen.
Aus den gemessenen Absorptionen der acht Versuchsansétze (jewells sechs Wiederholungen)
wurden die 1Csp-Werte berechnet (siehe Kap.@, S. @) Um die Unterschiede zwischen
den verschiedenen Substanzen vergleichen und bewerten zu konnen, wurde bei der
statistischen Auswertung der Ergebnisse (siehe Kap.|6.6.1a, S.[344) neben der Ermittlung der
Ublichen Kennzahlen der deskriptiven Statistik (siehe [Tabelle 3l s auch eine
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt [BUHL und ZOFeEL, 2000; SACHS, 1999;
ZOFEL, 2001]. Dieses Verfahren dient dem Vergleich von mehr als zwel unabhangigen
Stichproben hinsichtlich ihrer Mittelwerte. Hierbel soll gepriift werden, ob sich ein oder
mehrere Werte signifikant vom Gesamtmittelwert aller Stichproben unterscheiden. Ziel des
Verfahrens ist es, die Nullhypothese Hy, welche eine zuféllige Streuung der Mittelwerte
postuliert, zu verwerfen. Gelingt dies, so ist auf dem gewéhlten Signifikanzniveau ein
signifikanter Einflufl3 der unabhéngigen Variable auf die abhéangige Variable vorhanden. In
diesem Falle ist die Varianz zwischen den Stichproben grol3er als die Varianz innerhalb der
Stichproben. Signifikanz wird dann erreicht, wenn das Verhdtnis dieser Varianzen grof3er als
ein fur eine bestimmte Anzahl von Freiheitsgraden tabellierter Wert der Prifvariable F ist.
Die Bezeichnung ,Varianz-Analyse® wird im Zusammenhang mit dem Vergleich von
Mittelwerten oft als irreflhrend empfunden, da sie einen Test der Varianzen auf signifikante
Unterschiede impliziert. Der Name ruhrt jedoch daher, dass eine Zerlegung der Gesamt-
Varianz Grundlage des Verfahrensiist.

Tabelle 3.1:  ICso-Werte und daraus abgeleitete statistische Kennzahlen der mit dem modifizierten pLDH-Assay
getesteten Sesquiterpenlactone aus E. semialatum

Substanz n  [Cso [UM] Standard-  Standard- 95%-Konfidenzintervall fir den

Mittelwert abweichung fehler Mittelwert
Untergrenze Obergrenze
SL1 6 31,73 9,78 3,99 21,47 41,99
SL2 6 28,53 7,92 3,23 20,22 36,84
SL5 6 27,02 9,06 3,70 17,51 36,53
SL6 6 26,15 3,65 1,49 22,32 29,98
SL7 6 16,32 4,65 1,90 11,44 21,20
SL8 6 8,85 4,28 1,75 4,36 13,34
SL9 6 13,31 10,10 4,12 2,71 2391
SL11 6 11,40 5,75 2,35 537 17,43

Bel der vorliegenden Untersuchung war a's Nullhypothese anzunehmen, dass die Identitét des
getesteten SL’s keinen Einflu® auf die Wirkung gegen P. falciparum hat, d.h. dass sich fur
alle getesteten SL die I1Cs-Werte nicht signifikant voneinander unterscheiden. Bei der
Berechnung ergab sich jedoch bei (7,40) Freiheitsgraden und einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 0,001 fur die Prufvariable ein signifikanter Wert von F = 8,839. Hieraus folgt, dass die
Nullhypothese verworfen werden kann und sich damit mindestens ein ICsp-Wert von den
anderen signifikant unterscheidet. Die Frage, welche der getesteten Substanzen fir diesen
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Effekt verantwortlich ist bzw. sind, kann mit Hilfe der ANOVA nicht beantwortet werden.
Dies gelingt erst durch die Anwendung eines sogenannten ,, Post-hoc-Tests* [ZOFEL, 2001]. In
diesem Fall wurde der bei pharmakologischen Untersuchungen haufig eingesetzte Post-hoc-
Test nach Duncan durchgefihrt.

Durch Anwendung dieses Verfahrens konnten bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05
zwei homogene Untergruppen A und B gebildet werden, deren mittlere 1Cso-Werte sich
signifikant von denen der jeweils anderen Untergruppe unterscheiden (siehe

s. p70).
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Bild 3.13: 1Cso-Werte der im modifizierten pLDH-Assay getesteten Sesquiterpenlactone aus E. semialatum; die
Fehlerbalken umfassen den Bereich des einfachen Sandardfehlers um den jeweiligen Mittelwert

Gruppe A enthdt die Substanzen mit den niedrigeren 1Cs-Werten (SL7, SL8, SL9 und
SL11), Gruppe B die mit den htheren Werten (SL1, SL 2, SL5 und SL6). Bei den Substanzen
der Gruppe A liegen die mittleren 1Csp-Werte zwischen 8,85 (SL8) und 16,32 uM (SL7), bei
den Vertretern der Gruppe B findet man Werte zwischen 26,15 (SL6) und 31,73 uM (SL1).
Dafir das a's Positivkontrolle mitgetestete Chloroquin eine 1Csp von 0,43 £ 0,1 UM bestimmt
worden war, ist die wirksamste Verbindung von Gruppe A (SL8) etwa zwanzig Mal
schwécher und die am schwachsten wirkende Verbindung von Gruppe B (SL1) etwa
finfundsiebzig Mal schwéacher wirksam als Chloroquin. Betrachtet man die Struktur der
getesteten SL, so fdlt auf, dass Gruppe A die Eudesmanolide mit endozyklischer
Doppelbindung (SL 7 bis SL9) sowie das Guaianolid SL 11 enthélt. Zur Gruppe B gehéren die
Derivate des 8f3-Hydroxyreynosins mit exozyklischer Doppelbindung (SL1, SL2, SL5 und
SL6). Hieraus folgt, dass bei den getesteten Eudesmanoliden mit einer Verschiebung der
Doppelbindung von A4,15 (SL1, SL2, SL5 und SL6) nach A3,4 (SL7 und SL8) oder A4,5
(SL9) eine Wirksamkeitssteigerung einhergeht. Bel den Reynosin-Derivaten der Gruppe B,
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die sich nur hinsichtlich der Lange und der Stereochemie der Esterseitenkette unterscheiden,
lield sich feststellen, dass die Struktur dieser Kette keinen signifikanten Einflul auf die
Wirkung hat. Das zur Gruppe A gehdrende Guaianolid SL 11 zeigte sich im Hinblick auf seine
Wirkstdrke mit den Eudesmanoliden mit endozyklischer Doppelbindung (SL7 bis SL9)
vergleichbar.
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Die in dieser Arbeit untersuchte Pflanze Eupatorium semialatum Benth. wird innerhalb der
Asteraceae in die Tribus Eupatorieae eingeordnet. Eine vollstandig neue Bearbeitung der
Eupatorieae wurde im Jahrel1987 publiziert [KING und ROBINSON, 1987]. Sie ist gleichsam
das Lebenswerk der beiden renommierten Botaniker Robert Merrill King und Harold
Robinson vom Naturhistorischen Museum in Washington. Die Tribus Eupatorieae ist im
Laufe der letzten beiden Jahrhunderte schon von mehreren namhaften Systematikern nach
unterschiedlichen Gesichtspunkten bearbeitet worden. Vor dem Beginn der Studien von King
und Robinson herrschte in der botanischen Literatur ein Wirrwar von mehreren Tausend zu
den Eupatorieae gerechneten Spezies. Allein unter dem Genus Eupatorium fuhrte der Index
Kewensis Uber 1000 Arten. Die Ursache fur die breite Interpretation des Eupatorium-
Komplexes ist in der Tatsache begriindet, dass die Gattung von Linné erstmals beschrieben
wurde und seine Auffassung des Genus Eupatorium von nachfolgenden Botanikern adaptiert
wurde. Linnés Merkmale galten jedoch nur fir die einzige in Europa vorkommende Art
(Eupatorium cannabinum L.), wahrend die spateren Bearbeiter der Tribus die vielen
dhnlichen, in Mittelamerika neu entdeckten Pflanzen mit in dieses Konzept einbezogen.
Dieser Inflation der unter dem Genus Eupatorium gefiihrten Spezies begegneten King und
Robinson mit der Eliminierung synonymer Taxa und der Einflihrung eines einheitlichen
kladistischen Systems auf der Basis moderner Erkenntnisse auf den Gebieten der Anatomie,
Cytologie und Geobotanik. Das Fundament ihres Klassifizierungssystems bilden 18 Subtriben
mit insgesamt 180 Gattungen. Arten, die man bis zu diesem Zeitpunkt unter dem
Gattungsnamen Eupatorium zusammenfaldte, wurden auf 11 Subtribus verteilt, vor alem auf
die Gattung Ageratina im Subtribus Oxylobinae, daneben auch auf die Gattungen Ayapana,
Chromolaena, Critonia, Fleischmannia, Koanophyllon und Neomirandea. Die eigentliche
Gattung Eupatorium wurde auf systematisch klar abgegrenzte Arten mit arkto-tertiarem
Verbreitungsgebiet (Europa, Ostasien und das 6stliche Nordamerika) reduziert und mit ihren
verbliebenen 44 Spezies in die Subtribus der Eupatoriinae gestellt. Die Gattung Ageratina, in
der unzahlige Eupatorium-Arten aufgegangen sind, unterscheidet sich von der Gattung
Eupatorium vor allem durch die héhere Basiss=Chromosomenzahl (17 statt 10), einige
Merkmale der Einzelbliten und die geographische Verbreitung. Ageratina-Arten kommen in
Zentralamerika, den Anden, im Osten der Vereinigten Staaten und auf den Westindischen
Inseln vor. Zur weiteren Differenzierung der 248 Ageratina-Arten fuhrten King und Robinson
funf Subgenera ein: Ageratina, Andina, Apoda, Klatiella und Neogreenella [KING und
ROBINSON, 1970a, 1970b und 1987; ROBINSON und KING, 1985].

Zum 90 Spezies umfassenden Subgenus Neogreenella zéhlt auch Ageratina ligustrina (DC.)
R. King & H. Robinson, die von den beiden Autoren as identisch mit der Eupatorium-Art
E. ligustrinum angesehen wird [KING und ROBINSON, 1970a]. Aus ihrer spéter
verdffentlichten Monographie Uber die Eupatorieae geht zudem hervor, dass auch die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchte Spezies E. semialatum mit A. ligustrina
identisch sein soll [KING und ROBINSON, 1987]. Die Orientierung innerhalb dieser Gruppe
von vorgeblich gleichen Arten wird ferner durch den Gebrauch einiger weiterer synonymer
Bezeichnungen erschwert (siehe[Tabelle 4.1, S.[274).
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Tabelle4.1: Zusammenstellung der Synonyme fiir E. semialatum Benth.

Spezies

Qudle

A. caeciliae (B.L. Rob.) King H. Rab.
A. ligustrina (DC.) R. King & H. Robinson

A. plethadenia King & Robinson

A. semialata (Benth.) K. et R.

E. biceps Klotzsch ex Vatke

E. caeciliae B.L. Rob.

E. erythropappum B. Robinson

E. glabellum Hort. Ex Sieber & Voss
E. ligustrinum DC.

E. micranthum Less.

E. myriadenium Schauer

E. odoratisssmum Hort. Ex Sieber & Voss
E. plethadenium Standl. & Steyerm.

E. vetularum Standl. & Steyer.
E. weinmannianum Regel & Koern.

TURNER, 1997

BERENDSOHN und DE GONZALEZ, 1989;

CACERES, 1996; CLEWELL, 1975;

DIESELDORFF, 1977;

KING und ROBINSON, 1987;
MORTON, 1981

CACERES, 1996;

NASH und WILLIAMS, 1976
BOHLMANN et al., 1977b
KING und ROBINSON, 1987
TURNER, 1997

KING und ROBINSON, 1987
KING und ROBINSON, 1987

BERENDSOHN und DE GONZALEZ, 1989;

CACERES, 1996; CLEWELL, 1975;

DIESELDORFF, 1977;

KING und ROBINSON, 1987
KING und ROBINSON, 1987
KING und ROBINSON, 1987
KING und ROBINSON, 1987
CACERES, 1996;

NASH und WILLIAMS, 1976
TURNER, 1997

KING und ROBINSON, 1987

Im Gegensatz zu King und Robinson geht Louis O. Williams (Field Museum of Natural
History, Chicago) von einem weliter gefaldten generischen Konzept der Eupatorieae aus [NASH
und WILLIAMS, 1976]. Seiner Meinung nach umfaldt das Genus Eupatorium weltweit ungefahr
600 Arten, wovon mehr als 85 allein auf Guatemala entfallen. An Hand einiger Beispiele
kommt er zu dem Schluf3, King und Robinson hatten maglicherweise oberflachlich gearbeitet
[WiLLIAMS, 1975]. Auch seine Sichtweise des Ageratina ligustrina-Komplexes und der
Identitdt von E. semialatum weicht von der der Washingtoner Wissenschaftler ab. Er
betrachtet E. semialatum Benth. als eigenstandige Art, die nicht mit A. ligustrina verwandt
oder mit den anderen von King und Robinson genannten Spezies synonym ist. Er betont, dass
in der Vergangenheit der Uberwiegende Teil des Pflanzenmaterials von E. semialatum Benth.
falschlicherweise as E. ligustrinum DC. bestimmt worden ist. Williams ist Uberzeugt, dass
E. ligustrinum DC. eine nordmexikanische Art reprasentiert, die sich deutlich von der in
Guatemala heimischen Spezies E. semialatum Benth. unterscheidet. Er untermauert seine
These durch die Untersuchung vieler selbst gesammelter Pflanzen und die Begutachtung eines
Herbarbelegs von E. ligustrinum aus dem Delessert Herbarium in Genf. Die Gattung
Ageratinaist in seiner ,,Floraof Guatemala“ gar nicht vertreten.

King und Robinson reagierten darauf mit einer negativen Rezension von Williams™ ,,Flora
von Guatemala“, in der sie ihm diverse Fehler vorwerfen [KING und ROBINSON, 1977]. Spéte
Unterstiitzung erhielten die beiden Wissenschaftler von dem texanischen Botaniker B.L.
Turner, der im Jahre 1997 eine Monographie Uber die Asteraceae von Mexiko publizierte und
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sich darin ausdrticklich von Williams  Sichtweise distanziert [TURNER, 1997]. Antonio
Molina R. schliefdt sich in seiner Bearbeitung der Flora von Honduras der Sichtweise von
Williams an, indem er sich auf die eine Spezies E. semialatum beschrankt [MOLINA R., 1975].
Ebenso verfahrt Sutherland in seiner Flora von Honduras [SUTHERLAND, 1986]. Morton
adaptiert die Washingtoner Meinung der Entsprechung von E. semialatum und A. ligustrina
[MoRrTON, 1981], wéhrend die Synonymliste von Armando Céceres [CACERES, 1996] eine
Synthese der Meinungen der konkurrierenden Botaniker darstellt, weil er als Synonyme von
E. semialatum nicht nur A. ligustrina und E. ligustrinum [KING und ROBINSON, 1970a und
1987], sondern auch die von Williams erwdhnten Spezies A. plethadenia und E. plethadenium
nennt [NASH und WILLIAMS, 1976].

Die Inhatsstofffihrung der Gattungen Ageratina und Eupatorium ist insbesondere in den
siebziger und achtziger Jahren sehr intensiv erforscht worden. Hier sind vor allem die
zahlreichen Publikationen der Arbeitskreise Bohlmann, Herz, Kupchan und Wollenweber zu
nennen [BOHLMANN et al., 1977b; HERz, 1977; KUPCHAN et a., 1973; WOLLENWEBER €t a.,
1996]. Im Mittelpunkt des Interesses stand zunéachst die einzige in Mitteleuropa heimische
Eupatorium-Art, E. cannabinum [HENDRIKS et al., 1983; WOERDENBAG, 1986]. Bad
beschéftigten sich die meisten Arbeitsgruppen jedoch Spezies-tibergreifend mit den Terpen-
Derivaten, allen voran den Sesquiterpenlactonen [Ubersichten in DOMINGUEZ, 1977; HASSON
et al., 1995, 1996 und 1997, sowie HERz, 1978]. Eine eigene Recherche der seit 1950
erschienenen Literatur Uber Sekundérstoffe aus den beiden Gattungen ergab, dass bis heute
um die 40 Ageratina- und knapp 100 Eupatorium-Arten phytochemisch untersucht worden
sind. Die Zahl der tatsdchlich untersuchten Arten ist jedoch geringer, da — wie oben
diskutiert - die beiden Gattungsbezeichnungen oft synonym verwendet wurden und sich die
systematische Behandlung der Tribusim Laufe der Zeit betrachtlich gewandelt hat. Legt man
das System von King und Robinson zu Grunde, so kommt man auf 40 Ageratina- und nur
noch 31 Eupatorium-Arten [KING und ROBINSON, 1987]. Bisher fand man neben wenigen
Vertetretern anderer Strukturklassen in der Hauptsache V erbindungen aus den Sekundérstoff-
Gruppen der Alkaloide [Rizk, 1991], Benzofurane [PROKsSCH und RODRIGUEZ, 1983],
Chromene [PrROKSCH und SIEBERTZ, 1993], Coumarine [CALLE A.et al., 1985], Flavonoide
[HARBORNE et al., 1975; HARBORNE und MABRY, 1982; HARBORNE, 1988; HARBORNE,
1994], Lignane [DOMINGUEZ et al., 1988], Sesquiterpenlactone [SEAMAN, 1982] und
Zimtsaurederivate [BOHLMANN et a., 1977b und 1985a].

Vor dem Hintergrund des oben beschriebenen systematischen Problems wurden die Blétter
der in Guatemala heimischen Pflanze Eupatorium semialatum Benth. einer umfassenden
phytochemischen Untersuchung zugefihrt. Hierbel wurde besonderes Augenmerk auf die
Sesquiterpenlactone gelegt, die sich gut als chemotaxonomische Marker eignen [SEAMAN,
1982].

In Ageratina- und Eupatorium-Arten wurden bisher 170 verschiedene SL gefunden, darunter
88 Germacranolide, 66 Guaianolide, 12 Eudesmanolide, 3 Elemanolide sowie das Jhanilacton,
ein SL irregularer Struktur [GONzALEZ et a., 1978]. Die grofdte Untergruppe der
Germacranolide stellen mit 61 Verbindungen die Germacrolide, welche meist einfach oder
doppelt hydroxyliert und oft verestert sind. Daneben fand man auch seltenere 4,5-Epoxy- und
11,13-Dihydroderivate [BUDESINSKY und SAMAN, 1995]. Ahnliches gilt fur die 20
beschriebenen Heliangolide, an die Stelle der 4,5-Epoxide sind jedoch 1,10-Epoxide getreten,
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11,13-Dihydroverbindungen und Glykoside sind nicht vertreten. Dartiber hinaus kennt man
sechs ungewohnliche 4(5),9(10)-cis,cis-Germacranolide [KUPCHAN et al., 1973] sowie ein
1(10),4(5)-cis,cis-Germacranolid [ITo et a. 1979a. Das reiche Vorkommen von
Heliangoliden unterscheidet die Eupatorieae wie auch die Heliantheae von allen anderen
Triben der Asteraceae [HERz, 1977; FISCHER €t a., 1979; SEAMAN, 1982].

Neben den Germacranoliden wurden bisher 66 Guaianolide identifiziert [HERz, 1977,
FISCHER €t al., 1979; SEAMAN, 1982], darunter Di-Epoxide, Hydroperoxide [ITO et al., 1982]
und Verbindungen mit Chlorsubstituenten [KUPCHAN et al., 1969a].

Aus den beiden Genera sind auch zwdlf unveresterte Eudesmanolide (siehe Bild 4.5] S. P79)
und vier Elemanolide [BOHLMANN et al., 1985b; SEAMAN, 1982] beschrieben worden. Die
genuine Existenz der bizyklischen Elemanolide in frischem Pflanzenmaterial ist in vielen
Falen umstritten, da diese SL bei erhdhter Temperatur relativ leicht im Zuge einer Cope-
Umlagerung aus Germacroliden hervorgehen kénnen (siehe Bild 4.1, S. [276). Es liegt
demnach der Verdacht nahe, dass Elemanolide, deren 1(2)- und 3(4)-Doppel bindungen keine
oxidativen Veranderungen erfahren haben, Artefakte darstellen. Dies konnte auf die drel aus
Ageratina- und Eupatorium-Arten bekannten Elemanolide zutreffen.

Aus den angeblich mit E. semialatum identischen Arten A. ligustrina bzw. E. ligustrinum
wurden acht SL (fiinf Germacrolide, zwei Guaianolide und ein Heliangolid, siehe
S. ) isoliert [Roias et al., 1988; RomO et al., 1968; TAMAYO-CASTILLO et al., 1988].

Germacrolid Elemanolid

Bild 4.1: Cope-Umlagerung von Germacroliden zu Elemanoliden

Im Zuge der vorliegenden Untersuchung konnten insgesamt elf Sesquiterpenlactone (SL1 —
SL11) aus den Bléttern von E. semialatum isoliert werden (siehe Bild 4.2| S. R77). Die
Strukturaufklarung erfolgte durch eingehende IR, EI-MS, CI-MS, *H NMR- und *C NMR-
Analysen. Be den NMR-Untersuchungen kamen neben selektiven Spinentkopplungs-
Experimenten insbesondere auch zweidimensionale Techniken wie *H,*H-COSY,
'H BC-HETCOR, HMQC, HMBC und NOESY zum Einsatz. Bis auf Verbindung SL4
(Trichomatolid D) handelt es sich um neue, bislang nicht beschriebene Naturstoffe. Von den
elf aus E. semialatum isolierten SL gehtren zehn dem Eudesmanolid- (SL1 — SL10) und
eines dem Guaanolid-Typ an (SL11). Alle isolierten SL verfigen Uber einen trans
anndllierten 7(3(12),6a-Lactonring und besitzen eine zusédtzliche Doppelbindung im
Grundgertst, welches entweder zwei (SL1 — SL10, an C-1 und C-8) oder drei Sauerstoff-
Substituenten (SL 11, an C-3, C-4 und C-8) trégt. Alle Verbindungen sind an der (3-standigen
sekundéren Alkoholfunktion an C-8 entweder mit einer (SL1 bis SL4) oder mit zwel
untereinander veresterten Cs-Sauren verestert (SL5 bis SL11). Bei den Cs-Sauren handelt es
sich um hydroxylierte 2-Ethylacryl- bzw. Tiglinsaure-Derivate.
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Verbindung R

SL11 C

Verbindung R
SL1 A
SL2 A (enantiomere Saure)
SL4 B
SL5 C
SL6 D
Verbindung R
SL3 A
SL7 C
SLS D
Verbindung R
SL9 C
SL10 D

Bild 4.2: AusE. semialatum isolierte Sesquiterpenlactone

Die Eudesmanolide leiten sich von den Grundkdrpern 83-Hydroxyreynosin (SL1, SL2, SL4,
SL5 und SL6), 83-Hydroxybalchanin (SL3, SL7 und SL8) bzw. 8B3-Hydroxymagnolialid
(SL9 und SL10) ab und zeigen hinsichtlich ihrer Substituenten Ahnlichkeit zu einigen aus
Ageratina- und Eupatorium-Arten bekannten Germacroliden (vergl. Bild 4.2, S.[277 mit Bild
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S. P78). Sie unterscheiden sich jedoch strukturell betrachtlich von alen bisher aus
Eupatorium-Arten isolierten SL gleichen Grundtyps (vergl. [Bild 4.2, S.|274 mit Bild 4.5 S.
, da die zwdlf bekannten Eudesmanolide weder freie Hydroxylgruppen noch
Esterseitenketten besitzen, dafir aber teillweise die hier nicht beobachtete 7(12),8-
Lactonisierung aufweisen. E. semialatum besitzt damit die komplexesten bis heute in
Eupatorium-Arten gefundenen Eudesmanolide.

HO,,

O HsC OH

(0]
oﬁ‘);/\OH Sachalinin

Eupatorium cannabinum

H -
(0] . L OH
Eupatorium mikanioides OH
5 [HERZ et al., 1980] o
N OH

Eupatorium sachalinense

Ageratina anisochroma (Eupatorium chinense)

[TAMAYO-CASTILLO et al., 1988] [ITo et al., 1979b; ZbERO und
BOHLMANN, 1980]

Bild 4.3: Verschiedene Germacrolide aus Ageratina- und Eupatorium-Arten mit struktureller Verwandtschaft
zu den Eudesmanoliden S 71— SL 10aus E. semialatum; in Klammern ist die Speziesbezeichnung
nach King und Robinson (1987) angegeben, wenn sie von der in der betreffenden Publikation
verwendeten Diktion abweicht

OH

) Brevipenin
Eupahakonenin-B o X Eupatorium brevipes
Eupatorium chinense OH (Ageratina brevipes)

[ITo et al., 1982] [GUERRERO et al., 1988]
OH
O N
O OH
A X

OH

Eupatorium altissimum

Ageratina saltillensis [JakupPovic et al., 1987]

(@] [FANG et al., 1988]

Bild 4.4: Verschiedene Guaianolide aus Ageratina- und Eupatorium-Arten mit struktureller Verwandtschaft zu
S 17 ausE. semialatum; in Klammern ist die Speziesbezeichnung nach King und Robinson (1987)
angegeben, wenn sie von der in der betreffenden Publikation verwendeten Diktion abweicht
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Critonilid B-Cyclocostunolid Morifolin B Isocritonilid
Eupatorium morifolium Eupatorium quadrangulare Eupatorium morifolium Eupatorium morifolium
(Critonia morifolia) (Critonia quadrangularis) (Critonia morifolia) (Critonia morifolia)
[BOHLMANN et al., 1977a] [GONZALEZ et al., 1985h] [GonzALEZ et al., 19853] [BOHLMANN et al., 1977a]

0]
(0]
(0]
a-Cyclocostunolid Morifolin A Arbusculin B Alantolacton
Eupatorium morifolium Eupatorium morifolium Eupatorium morifolium Eupatorium cannabinum
(Critonia morifolia) (Critonia morifolia) (Critonia morifolia) Eupatorium quadrangulare
Eupatorium quadrangulare [GONZALEZ et al., 1985a] Eupatorium quadrangulare (Critonia quadrangularis)
(Critonia quadrangularis) (Critonia quadrangularis) [KoTov et al., 1990; OKUNADE
[GONZALEZ et al., 1985a [GONZALEZ et al., 1985a und und WIEMER, 1987]
und 1985b] 1985h]
Q (0] (o)
—O0 —O0 (e}
@)
Isoalantolacton Diplophyllolid A 4-Desoxy-8-epi-ivangustin -
Eupatorium cannabinum Eupatorium quadrangulare  Eupatorium quadrangulare Eupatorium quadrangulare
Eupatorium quadrangulare (Critonia quadrangularis) (Critonia quadrangularis) (Critonia quadrangularis)
(Critonia quadrangularis) [HUBERT et al., 1987] [HUBERT et al., 1987; [OKUNADE und WIEMER,
[HUBERT et al., 1987; KoTtov OKUNADE und WIEMER, 1987] 1987]

et al., 1990; OKUNADE und
WIEMER, 1987]

Bild 4.5: Bisher aus Eupatorium-Arten isolierte Eudesmanolide; in Klammern ist die Speziesbezeichnung nach
King und Robinson (1987) angegeben, wenn sie von der in der betreffenden Publikation verwendeten
Diktion abweicht

Das Guaianolid SL 11 zeigt in vielerlei Hinsicht Ahnlichkeiten mit einigen aus A. saltillensis,
E. altissmum, E. brevipes und E. chinense bekannten SL mit gleichem Grundgertst (vergl.
Bild 4.2 S.[277 mit Bild 4.4, S.[278). Es unterscheidet sich jedoch deutlich von den beiden
aus A. ligustrina isolierten Guaianoliden 8(3-Hydroxykauniolid und Ligustrin, da das
8B-Hydroxykauniolid im Gegensatz zu SL 11 im Cycloheptanring eine endozyklische A1,10-
Doppelbindung besitzt und beim Ligustrin die beiden carbozyklischen Ringe im Gegensatz
zum cis-annellierten SL 11 trans verkntpft sind (vergl. IM S.lelmit(Bild 4.2, S. |2le
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Insgesamt lassen die hier erhaltenen Ergebnisse folgende Schltisse zu:

1. Die untersuchte Spezies E. semialatum ist offensichtlich nicht mit A. ligustrina bzw.
E. ligustrinum identisch, da sich in beiden Féllen die beschriebenen SL im Hinblick auf
ihre Struktur klar von den hier gefundenen Verbindungen unterscheiden (vergl.
S. Blmit Bild 4.9 S.[277). So findet sich unter den von A. ligustrina bzw. E. ligustrinum
bekannten SL kein einziges Eudesmanolid. Dartber hinaus konnte trotz intensiver
Nachsuche keines der fir diese beiden Spezies belegten Germacranolide im
Drogenmaterial von E. semialatum gefunden werden. Da mit SL1 — SL11 die im
Dichlormethan-Extrakt von E. semialatum mengenmalRig dominierenden SL isoliert
worden sind, ist davon auszugehen, dass die fur A. ligustrina bzw. E. ligustrinum as
Hauptkomponenten beschriebenen Germacranolide gefunden worden wéren, wenn sie in
nennenswerter Menge im Extrakt vorgelegen hétten. Dies spricht fur die Sichtweise von
Williams, der die guatemaltekische Art E. semialatum fir eine elgene Spezies hdlt, die sich
klar von der in Mexiko heimischen Art A. ligustrina abgrenzen a3t [NAsSH und WILLIAMS,
1976)].

2. Die gefundenen SL passen sowohl hinsichtlich ihrer Grundgertste als auch im Hinblick
auf die komplexen hydroxylierten und ungeséttigten Carbonséuren in den Esterketten gut
zu den urspriinglich als Eupatorium-Arten erachteten Spezies. In Ageratina-Arten sind
dagegen bisher noch keine Eudesmanolide gefunden worden, so dass E. semialatum sich
von daher stark von den Spezies dieser Gattung unterscheidet. Es ist demnach nicht sehr
wahrscheinlich, dass es sich bei der untersuchten Pflanze um eine Ageratina-Art handelt.
Die hier vorliegenden phytochemischen Daten stehen damit im Widerspruch zu der von
King und Robinson (1987) vertretenen Ansicht, dass E. semialatum in das Genus
Ageratina eingeordnet werden muf3. Da die Zuordnung von King und Robinson
ausschliefdich auf botanischen Merkmalen beruht, missen weitere Untersuchungen zeigen,
zu welchem Genus die hier bearbeitete Pflanze wirklich gehort. Dabel sollte neben den
Genera Ageratina und Eupatorium auch Critonia beriicksichtigt werden, da - bis auf einen
zweifelhaften und von anderen Arbeitsgruppen nicht reproduzierbaren Fund in
E. cannabinum [KoTov et a., 1990] - ale Eupatorium-Arten, fir die Eudesmanolide
beschrieben worden sind (siehe Bild 4.5, S. R79), heute zur Gattung Critonia gezahlt
werden [KING und ROBINSON, 1987].

Die Flavonoidfihrung von Ageratina- und Eupatorium-Arten ist in den letzten 30 Jahren
eingehend erforscht worden. Die Zahl der bekannten Strukturen belauft sich auf etwa 100
Aglyka und 50 Glykoside. Den Hauptantell an den Aglyka machen Flavone (32) aus, es
folgen die 3-Methoxyflavone, Flavanone und Flavonole zu jeweils etwa gleichen Antellen
(etwa 20). Selten sind dagegen Chalcone und Isoflavonoide, sie scheinen in den meisten
Spezies der beiden Gattungen zu fehlen [HARBORNE et al., 1975; HARBORNE und MABRY,
1982; HARBORNE, 1988; HARBORNE, 1994]. Der Uberwiegende Teil der beschriebenen
Glykoside gehdrt neben funf Flavanon-Derivaten und einem Chalcon-Glykosid [YU et .,
1987] zu den Flavonol-Abkommlingen. Die dominierenden Zuckerkomponenten sind
Glucose, Galactose und Rhamnose, lediglich ein Glykosid verflgt tGiber eine Apiose [FANG et
al., 1986]. Neben wenigen Bis-Mono- und Di-Glykosden kommen hauptsachlich
Monoglykoside vor. Die Hauptanknipfungsstelle der Zucker ist dabel die Hydroxylgruppe an
C-3, daneben kommen alerdings auch C-5-O- [YU et d., 1987], C-7-O- sowie zwei C-4"-O-
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Glykoside vor [AQIL, 1995]. Als generelles Kennzeichen der meisten Flavonoide der
Gattungen Ageratina und Eupatorium wird die 6-Methoxylierung angesehen [STEVENS et al.,
1995]. Andere Autoren halten auch die 7-Methoxylierung und die 6,7-Dimethoxylierung fir
Charakteristika der Hauptevolutionslinie der beiden Genera[Y U et al., 19864].

Uber das Flavonoidmuster von A. ligustrina und den als synonym angesehenen Arten war vor
Beginn der eigenen Untersuchungen wenig bekannt. In den Arbeiten, die sich mit dem
A. ligustrina-Komplex beschaftigen, werden neun Flavonoide beschrieben (siehe[Bild 1.4 S.
E}. Es handelt sich dabel um das Flavanonol 7-O-Methylaromadendrin [SAGAREISHVILI,
1985], das Flavon Cirsimaritin [ROJAS et al., 1988; TAMAYO-CASTILLO et al., 1988], die
beiden Flavonole Kaempferol-5-methylether und Rhamnocitrin  [SAGAREISHVILI, 1985;
TALAPATRA et al., 1985], die drei Flavanonolglucoside Eupathronosid, Glucoferid und
Micranthosid [RODRIGUEZ et a., 1974; SAGAREISHVILI et a., 1981; TALAPATRA et a., 1985]
sowie die beiden Flavonol-3-O-a-rhamnoside Eupalin und Eupatolin [QUIJANO et al., 1970].
Der prozentuale Anteil der Flavanonol-Derivate an diesen Verbindungen ist, verglichen mit
den Funden in anderen Ageratina- und Eupatorium-Spezies, recht hoch. Auffdlig ist
weiterhin, dass bei diesen Substanzen sowie den Flavonolen Kaempferol-5-methylether und
Rhamnocitrin die typische 6-Methoxygruppe nicht vorkommt und bei den Glykosiden
Eupathronosid und Micranthosid die seltene 5-O-Glykosidierung auftritt. Wegen ihrer 6,7-
Dimethoxylierung sind das Flavon Cirsimaritin sowie die beiden Flavonol-3-O-a-rhamnoside
Eupalin und Eupatolin jedoch als typisch fir die Genera Ageratina und Eupatorium
anzusehen [QUIJANO et al., 1970; TAMAYO-CASTILLO et al., 1988].

Im Zuge der hier durchgefiihrten Untersuchung konnten aus dem Dichlormethan- bzw.
Methanol-Extrakt neun Aglyka (FA1 — FA9) und aus dem Methanol-Extrakt elf Glykoside
(FG1 — FG11) isoliert bzw. identifiziert werden (siehe [Bild 4.6, S.[282). Bel der NMR-
spektroskopischen Untersuchung dieser Verbindungen erwiesen sich insbesondere die
zweidimensionalen Techniken als grof3e Hilfe bei der eindeutigen Bestimmung der Position
der Methoxygruppen und Zucker-Reste. Unter den Aglyka finden sich funf Flavone (FAL1 —
FADL), drei Flavonole (FA6 — FA8) und ein 3-Methoxy-Flavon (FA9). Bis auf das Flavon
Acacetin (FA5), welches nur in Spuren nachgewiesen werden konnte, verfiigen alle Aglyka
Uber eine 6-Methoxygruppe. Mikanin (FA8) ist zusédtzlich an Position 7 methoxyliert. Bei
allen Aglyka liegt die 5-Hydroxylgruppe unsubstituiert vor und die Kohlenstoffe C-8, C-2',
C-5" und C-6" tragen keine funktionellen Grupppen. Der B-Ring ist entweder mono- (FA1,
FA2, FA5 und FA8) oder disubstituiert (FA3, FA4, FA6, FA7 und FA9), wobei man die
folgenden Substitutionsmuster findet: 4" -Hydroxy (FA1), 4-Methoxy (FA2, FA5 und FAS),
3,4 -Dihydroxy (FA3, FA6 und FA9) und 3"-Hydroxy-4"-methoxy (FA4 und FA7). Bis auf
das Acacetin (FA5) sind die in E. semialatum identifizierten Aglyka damit als typische
Vertreter fUr Ageratina- bzw. Eupatorium-Flavonoide zu betrachten [HARBORNE et al., 1975;
HARBORNE und MABRY, 1982; HARBORNE, 1988; HARBORNE, 1994]. Die Verbindungen FA1
—FA3 sowie FA5 und FA6 konnten bereits aus einigen anderen Ageratina- bzw. Eupatorium-
Arten isoliert werden (siehe [Tabelle 4.3, S.[283), die Substanzen FA4 und FA7 — FA9
wurden hier erstmal's nachgewiesen.

Bel alen df identifizierten Flavonoid-Glykosiden (FG1 — FG11) handelt es sich um
Flavonol-Derivate. Die darin enthaltenen Zucker (B-Glucose, B-Galactose und a-Rhamnose)
sind stets mit der Hydroxylgruppe an C-3 verknipft. Verbindung FG2, bei der es sich um
einen neuen Naturstoff handelt, unterscheidet sich von den anderen Glykosiden durch eine
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zusétzliche 4°-B-Glucosidierung. Die Verbindungen besitzen im A-Ring entweder die
5-Hydroxy-6-methoxy- (FG6 — FG11) oder die 5-Hydroxy-6,7-dimethoxy-Substitution (FG1
— FG5). Der B-Ring ist entweder 4 -mono- (FG1 — FG4 und FG6 —FG8) oder 3',4'-
dihydroxyliert (FG5 und FG9 — FG11). Somit sind auch alle Glykoside typische Ageratina-
bzw. Eupatorium-Flavonoide [HARBORNE et a., 1975; HARBORNE und MABRY, 1982
HARBORNE, 1988; HARBORNE, 1994]. FG1, FG3 — FG9 und FG11 wurden bereits in anderen
Ageratina- und Eupatorium-Arten gefunden (siehe(Tabelle 4.2, S. P83), der neue Naturstoff
FG2 sowie Patuletin 3-O-a-rhamnosid (FG10) sind dagegen fur die Gattung Eupatorium
noch nicht beschrieben worden.

Vergleicht man die in den Bléattern von E. semialatum gefundenen Flavonoide mit den bisher
far den A. ligustrina-Komplex beschriebenen Substanzen, so fallt auf, dass sich unter den
Verbindungen aus E. semialatum kein einziges Flavanon findet. Auch die 5-methoxylierten
sowie die 5-O- und 7-O-glucosidierten Derivate treten hier nicht auf. Lediglich die beiden 3-
O-a-Rhamnoside Eupalin und Eupatolin wurden auch in E. semialatum gefunden. Dariber
hinaus besitzt nur ein Tell der bereits publizierten Verbindungen die typischen 6-mono- bzw.
6,7-Dimethoxygruppen, die bei praktisch allen E. semialatum-Flavonoiden beobachtet werden
konnten.

R; R> R; R4 Rsg Verbindung

H OCHj; H H H FA1 (Hispidulin)
H OCHg3 H CH; H FA2 (Pectolinarigenin)
H OCHg3 H H OH FA3 (Eupafolin)
H OCHg3 H CH; OH FA4 (Desmethoxycentaureidin)
H H H CH; H FAS5 (Acacetin)
OH OCHj; H H OH FA®6 (Patuletin)
OH OCHj; H CHjs OH FA7 (Laciniatin)
OH OCHj; CHs CHjs H FA8 (Mikanin)
OCHj; OCHj; H H OH FA9 (Axillarin)
O-0-Rha  OCH3; CH; H H FG1 (Eupalin)
O-a-Rha  OCH; CHs B-Glu H FG2

O-B-Glu OCHj; CHs H H FG3

O-B-Gal OCHj; CHs H H FG4

O-0-Rha  OCHj; CH; H OH FG5 (Eupatolin)
O-B-Glu OCHj; H H H FG6

O-B-Gal OCHj; H H H FG7

O-a-Rha  OCH; H H H FG8

O-B-Gal OCHj; H H OH FG9

O-a-Rha  OCH; H H OH FG10

O-B-Glu OCHj; H H OH FG11

Bild 4.6: AusE. semialatumisolierte bzw. identifizierte Flavonoide
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Tabelle4.2: Ubersicht iiber die Ageratina- und Eupatorium-Arten, fir die auch die in E. semialatum
gefundenen Flavonoide belegt sind; die nicht gelisteten Substanzen sind neu fir die beiden
Genera; in Klammern ist die Spezies-Bezeichnung nach King und Robinson (1987) angegeben,
wenn sie von der in der betreffenden Publikation verwendeten Diktion abweicht

Verbindung Spezies Quelle
FAl A. angustifolia (A. asclepiadea) [DEVILLARAGA und DE PEREZ, 1994]
(Hispidulin) A. calophylla [FANG et al., 1986]

A. tomentella [FANG und MABRY, 1986]
E. cannabinum [ELEMA et al., 1989]
E. cuneifolium [KuPcHAN et al., 1969b]
E. sachalinense (E. chinense) [TAKAHASHI et al., 1979]
E. semiserratum [HERZ et al., 1981]
E. serotinum [HERZ et dl., 1979]
E. subhastatum (Chromolaena hirsuta) [FERRARO €t al., 1987]

FA2 A. angustifolia (A. asclepiadea) [DEVILLARAGA und DE PEREZ, 1994]

(Pectolinarigenin)

FA3
(Eupafolin)

FAS
(Acacetin)

FA6
(Patuletin)

FG1
(Eupdin)

FG3
FG4

FG5
(Eupatolin)

FG6

FG7
FG8
FG9

FG11

A. calophylla

E. cannabinum

E. hyssopifolium

E. salvia (Aristeguietia salvia)

E. semiserratum

E. serotinum

A. glyptophlebia

A. tomentella

E. altissimum

E. cannabinum

E. cuneifolium

E. subhastatum (Chromolaena hirsuta)
A. stevioides (A. jahnii)

E. buniifolium (Acanthostyles buniifolius)
E. glabratum (A. glabrata)

E. hookerianum (Chromolaena hookeriana)

E. odoratum (Chromolaena odorata)
E. subhastatum (Chromol aena hirsuta)
E. tinifolium (A. tinifolia)

A. calophylla

A. havanensis

A. saltillensis

E. areolare (Piptothrix areolaris)
E. gracile (A. gracilis)

A. calophylla

A. saltillensis

E. ligustrinum (A. ligustrina)

A. glyptophlebia

E. adenophorum (A. adenophora)
A. calophylla

E. areolare (Piptothrix areolaris)
A. calophylla

A. saltillensis

E. ligustrinum (A. ligustrina)

A. calophylla

A. havanensis

A. saltillensis

E. areolare (Piptothrix areolaris)

E. areolare (Piptothrix areolaris)
A. saltillensis

A. arbutifolia
E. areolare (Piptothrix areolaris)
A. havanensis
A. saltillensis
E. areolare (Piptothrix areolaris)

[FANG et a., 1986]
[STEVENS €t dl., 1995]
[WOLLENWEBER et al., 1996]
[GoNzALEZ et dl., 1990]
[KuPcHAN et al., 1969b]
[HERZ et dl., 1979]

[DE PErRez und DE PINILLA, 1990]
[FANG und MABRY, 1986]
[WOLLENWEBER €t al., 1996]
[ELEMA et al., 1989]

[KuPcHAN et al., 1969b]
[FERRARO und Coussio, 1973]

[MENDEZ und ROSQUETE, 1988]
[CAuLA et al., 199]]
[GUERRERO €t dl., 1978]
[FERRARO €t al., 1983]

[BosE et al., 1974]

[FERRARO €t &l., 1987]
[MORENO et al., 1980]

[FANG et al., 1986]
[Yuetdl., 1987
[Yuetd., 1986a]
[Yuetal., 1986h]
[TORRENEGRA €t al., 1984]

[FANG et al., 1986]
[Yuetd., 1986a]
[Quisano et dl., 1970]

[HIGUERA und DE PEREZ, 1989]
[Lietal., 1997]

[FANG et al., 1986]
[Yuetal., 1986h]

[FANG et al., 1986]
[Yuetal., 19864
[Quisano et dl., 1970]

[FANG et al., 1986]
[Yuetdl., 1987]
[Yuetd., 1986a]
[Yuetal., 1986b]

[Yu etal., 1986b]
[Yuetal. 19864

[DE PEREZ und MOLINA, 1995]
[Yuetal., 1986b]

[Yueta., 1987]
[Yueta., 19864
[Yueta., 1986b]
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Da die Analyse der Flavonoide von E. semialatum so grindlich und umfassend wie mdglich
durchgefiihrt wurde, das Ergebnis aber stark von dem fur A. ligustrina, E. erythropappum,
E. ligustrinum und E. micranthum beschriebenen Flavonoidmuster abweicht, ist auch vom
Standpunkt der Flavonoide her davon auszugehen, dass E. semialatum nicht mit A. ligustrina
und den anderen synonym gefihrten Arten identisch sein kann. Da die in Vertretern der
Eupatorieae gefundenen Flavonoide eine strukturell sehr homogene Gruppe bilden, kdnnen an
Hand des Flavonoidmuster von E. semialatum dartiber hinaus leider keine weiteren Schliisse
gezogen werden.

Als weitere hydrophile Bestandteile der Blétter von E. semialatum konnten aus dem
Methanol-Extrakt mehrere Isomere der Mono- (KC1 — KC3) bzw. Dikaffeoylchinasdure
(KC4 - KC5) isoliert werden (sieheBiId 47, S.M. Die Verbindungen fielen dabei meist in
Form der Methylester an und sind damit als Artefakte der genuin vorliegenden freien Sauren
zu betrachten, die wahrend der Herstellung des Methanol -Extraktes mit dem Lésungsmittel zu
den entsprechenden Methylestern reagiert haben [JERGA, 1989]. Darlber hinaus wird
vermutet, dass die verschiedenen Stellungsisomere der Mono- und Dikaffeoylchinasaure
durch Umesterungsvorgange wahrend der Aufarbeitung des Drogenmaterials entstehen.
Depside zwischen Kaffee- und Chinasaure sind in einigen Familien der Angiospermae
gefunden worden, ihr Vorkommen konzentriert sich jedoch auf Vertreter der Asteraceae
sowie die Spezies Coffea arabica aus der Familie der Rubiaceae [M@LGAARD und RAVN,
1988]. Fur die Gattungen Ageratina und Eupatorium existieren lediglich Belege fur das
Vorkommen solcher Verbindungen in den beiden Arten A. adenophora (Chlorogensiure)
[PROKSCH et a., 1990] und E. cannabinum (Chlorogensdure, Neochlorogensaure,
Isochlorogensaure a und b) [OSWIECIMSKA und SENDRA, 1972; PAGANI und Romuss!, 1967;
PROKSCH und SIEBERTZ, 1993]. Damit werden Kryptochlorogensaure und Isochlorogensdure
¢ hier zum ersten Mal fir das Genus Eupatorium beschrieben.

R; R, Rs R, Verbindung

Kaffeoyl H H CH; KC1 (Chlorogensauremethylester)

H Kaffeoyl H CH; KC2 (Kryptochlorogensauremethylester)
H H Kaffeoyl CH; KC3 (Neochlorogensauremethylester)
Kaffeoyl Kaffeoyl H H KC4 (Isochlorogenséaure b)

Kaffeoyl Kaffeoyl H CH; KC5 (Isochlorogenséaure b-methylester)
Kaffeoyl H Kaffeoyl CH; KC6 (Isochlorogenséaure a-methylester)
H Kaffeoyl Kaffeoyl H KC7 (Isochlorogenséure c)

H Kaffeoyl Kaffeoyl CH; KC8 (Isochlorogenséaure c-methylester)

Bild 4.7: AusE. semialatumisolierte Kaffeoyl-Chinasduren




4 Diskussion 285

Be der Auswertung der 'H NMR-Spektren der Substanzen KC1 — KC8 konnte aus den
Kopplungskonstanten der Chinasdure-Protonen zweifelsfrel abgeleitet werden, dass die
Chinasaure-Partia struktur der Verbindungen in dem zur Messung eingesetzten Losungsmittel
DMSO-ds jeweils in der 'Cs-Konformation vorliegt. Dies war sehr erstaunlich, da die
'C4-Konformation aufgrund der hdheren Anzahl axial stehender Substituenten gegentiber der
in anderen Solventien wie D,O oder Methanol-d, beobachteten ;C*-K onformation energetisch
benachteiligt ist [CORSE et al., 1966; HASLAM und TURNER, 1971]. Zur Erklérung dieses
Phénomens waren waeltergehende Untersuchungen  wuinschenswert, insbesondere
rechnergestitzte Methoden zur Simulation der Molekulkonformation unter dem Einfluf3
verschiedener Losungsmittel.

In verschiedenen Arten der Gattungen Ageratina und Eupatorium konnten bis heute
einunddreiBig Alkaloide gefunden werden. Hiervon gehdren aleine achtundzwanzig zum
Pyrrolizidin-Typ [Rizk, 1991]. Bei den restlichen drel Verbindungen handelt es sich um
einfache Piperidin-Derivate, die nur aus einer einzigen Eupatorium-Art (E. fortunei) isoliert
werden konnten [SEKIOKA et a., 1995]. Bel den beschriebenen Pyrrolizidin-Alkaloiden
handelt es sich zum grofen Tell um toxische Ester mit der charakteristischen
A1,2-Doppelbindung und der C-1-Hydroxymethyl-Partialstruktur (siehe Bild 44 S. |285}
Offenkettige Diester wurden nur sehr wenige gefunden, makrozyklische Diester vom Typ des
Senecionins fehlen ganz.

A S
O H OH O H OH

Echinatin
[HENDRIKS et al., 1983]

Supinin
[HENDRIKS et al., 1983]

Bild 4.8: Typische PA aus Ageratina- und Eupatorium-Arten

In Anbetracht der Tatsache, dass schwere Leber- und Nierenschaden mit der Aufnahme
PA-haltiger Pflanzen in Verbindung gebracht werden [RODER, 1992 und 1995] und die in
dieser Arbeit behandelte Spezies E. semialatum in der Naturmedizidin von Guatemala breite
Anwendung findet [CACERES, 1996], erschien es von grof3em gesundheitspolitischem
Interesse, die Pflanze auf die Akkumulation von PA hin zu untersuchen. Dazu wurde ein Tell
des Methanol-Extraktes nach einem fir diese Problemstellung etablierten Verfahren
aufgearbeitet und in den beiden dabei erhaltenen Fraktionen | und Il mittels DC, GC und GC-
MS gezielt nach PA gesucht [RODER et al., 1981 und 1984; WITTE et al., 1993].

Nach Dann und Mattocks lassen sich toxische PA leicht durch eine Blaufarbung der
entsprechenden Substanzzonen auf der DC-Platte identifizieren und von untoxischen PA
abgrenzen, welche eine Rotférbung ergeben [DANN, 1960; MATTOCKS, 1967a, 1967b und
1968]. Die bel der hier durchgefiihrten Untersuchung erhaltene Blauférbung der Substanzen
in Fraktion Il sprach daher fur das Vorliegen solcher toxischer Verbindungen. Darlber hinaus
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sollte Fraktion | untoxische Derivate enthalten, da sich bel der Detektion dieser Fraktion eine
Rotfarbung ergeben hatte. Trotz intensiver Nachsuche mit Hilfe der GC-MS, bel der eine
umfangreiche PA-Datenbank mit den Spektraldaten von mehr as 300 verschiedenen
Derivaten zur Verflgung stand, konnten in Fraktion |l jedoch keinerlel toxische PA
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis hat grofRe Bedeutung fir die volksmedizinische
Anwendung der Droge, da die Gefahr gesundheitlicher Schaden durch toxische PA
vermutlich ausgeschlossen werden kann. Als Hauptkomponenten der Fraktion |1 konnten statt
dessen die beiden Monoterpene trans-Terpin (MO1) und trans-Sobrerol (MO2) identifiziert
werden (siehe Bild 4.9 S. [286). Damit mul? die Auffassung, wonach blau geférbte
Substanzzonen nach der Detektion mit dem Reagenz nach Dann und Mattocks zweifelsfrei
auf toxische PA schlief3en lassen, revidiert werden. Aus der hier gemachten Beobachtung,
dass auch bestimmte terpenoide Verbindungen blaue Férbungen ergeben, folgt, dass
zusétzlich zur Detektion bei der DC aussagekréftigere intrumentelle Methoden wie GC-MS,
LC-MS oder NMR anzuwenden sind, um wirklich eindeutige Aussagen lber die Struktur der
far die Farbung verantwortlichen Stoffe machen zu kdnnen. Die beiden Monoterpene trans-
Terpin (MO1) und trans-Sobrerol (MO2) werden hiermit zum ersten Mal fur die Gattung
Eupatorium beschrieben.

HO,
OH

MO1 (trans-Terpin) MO?2 (trans-Sobrerol)

I IS

OH OH

Bild 4.9: Im Methanol-Extrakt von E. semialatum nachgewiesene Monoter pene

In Fraktion | fanden sich neben Pyrrolidin-2-essigsauremethylester (PA5) die vier
untoxischen PA Tussilagin, Isotussilagin, Neotussilagin und Neoisotussilagin (PA1 - PAA4,
siehe Bild 4.10, S.[287). Nach Pal¥reiter (1992) handelt es sich bei diesen untypischen PA um
Artefakte, dieim Verlauf der Aufarbeitung mit Methanol aus den genuin vorliegenden freien
Sauren entstehen. PA vom Tussilagin-Typ konnten bisher ausschliefdich in Spezies der
Asteraceae gefunden werden. Die betreffenden zwdlf Arten entstammen den Triben
Heliantheae, Inuleae und Senecioneae (siehe Kap. S. @f.). Fur die Tribus Eupatorieae
liegt hiermit der erste Nachweis solcher Verbindungen vor.

Das gemeinsame Vorkommen der Tussilagin-lsomere und der Pyrrolidinessigsaure in
E. semialatum untermauert die von Pal¥eiter (1992) gedullerte These, nach der die
ungewohnlichen PA vom Typ des Tussilagins, die sich durch eine Carbonylfunktion in der
Seitenkette an C-1 sowie eine Methyl-Substitution an C-2 deutlich von den Ubrigen PA
unterscheiden, nicht auf dem bisher als universell fir PA angesehenen Biosyntheseweg
[RODER, 1992 und 1995] gebildet werden. Die Alkaoide kdnnten durch die Reaktion einer
Ketoverbindung wie Pyruvat oder Acetoacetyl-CoA mit der aktivierten Methylengruppe der
Pyrrolidinessigsaure und anschlief3endem Ringschluf3 Uber das Stickstoffatom entstehen. Dies
wurde auch das gemeinsame Auftreten der vier Stereoisomere des Tussilagins erklaren. Zur
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Uberpriifung dieser These wéren Fitterungsversuche mit markierten Prekursoren die Methode
der Wahl.

Um erste Hinweise darauf zu erhaten, in wie weit Tussilagin und seine Isomere auch in
anderen Arten der Asteraceae sowie der Solanaceae, deren Tropan-Alkaloide sich wie die PA
vom Arginin bzw. Ornithin ableiten, vorkommen, wurde kommerziell erhdtliches
Drogenmaterial der Spezies Datura stramonium, Eupatorium perfoliatum, Hyoscyamus niger,
Senecio fuchsii, Solidago gigantea und Solidago virgaurea in gleicher Weise wie bei
E. semialatum einem Alkaloid-Extraktionsverfahren unterworfen. In den dabei erhaltenen
Extrakten konnten jedoch weder die Tussilagine noch die Pyrrolidin-2-essigsaure detektiert
werden. Daraus folgt zum einen, dass Verbindungen vom Tussilagin-Typ nicht- wie oft
angenommen wird [RODER, 1998] - ubiquitér in Asteraceae vorkommen, und zum anderen,
dass die beiden Biosynthese-Wege, die einerseits zu den Tropan-Alkaloiden der Solanaceae
und andererseits zu den PA vom Tussilagin-Typ der Asteraceae fuhren, nicht parallel in einer
Familie beschritten werden.

O
H \;/OCH3 R, R, Verbindung
= A OH CH; PA1 (Tussilagin)
CH; OH PAZ2 (Isotussilagin)
R, Verbindung
OH CH; PA3 (Neotussilagin)
CH; OH PAA4 (Neoisotussilagin)

PAS5 (Pyrrolidin-2-essigsduremethylester)

Bild 4.10: Fir E. semialatum nachgewiesene Pyrrolizidin-Alkaloide

Bel der Bearbeitung des Dichlormethan-Extraktes von E. semialatum konnten neben den
bereits diskutierten Verbindungen zwei weitere terpenoide Substanzen isoliert und in ihrer
Struktur aufgeklért werden (siehe[Bild 4.11], S.[288). Es handelt sich um den bisher nur in
A. ligustrina gefundenen Sesquiterpenalkoholester 11- Cinnamoyloxyoplopanon (SE1)
[TAMAYO-CASTILLO et a., 1988] sowie das ubiquitér vorkommende Triterpen Oleanolsdure
(TR1). 11-Cinnamoyloxyoplopanon ist das einzige Terpenoid, das sowohl in den Blé&ttern von
E. semialatum as auch in A. ligustrina vorkommt. Die Ubrigen vier fur A. ligustrina
beschriebenen Sesqguiterpene [-Caryophyllen, [-Caryophyllenepoxid, Germacren D und
Spathulenol [BOHLMANN et al., 1977b; RoJAS et a., 1988; TAMAYO-CASTILLO €t al., 1988]
sowie das in derselben Art entdeckte Triterpen Lupeol [RoJAS et al., 1988; TAMAYO-
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CasrtiLLO et &, 1988] (siehe Bild 1.3} S. [4) konnten in E. semialatum nicht gefunden werden.
Ob und in wie weit diese Befunde fir eine Verwandtschaftsbeziehung zwischen
E. semialatum und A. ligustrina sprechen, kann auf Grund der seltenen Funde von
11-Cinnamoyloxyoplopanon einerseits und des ubiquitéren Vorkommens der dbrigen
genannten Terpene andererseits nicht beurteilt werden.

Mit den in dieser Arbeit vorgelegten NMR-Daten fur 11-Cinnamoyloxyoplopanon (SE1)
konnten die in der urspringlichen Publikation vorhandenen Llcken geschlossen werden
[TAMAYO-CASTILLO €t al., 1988]. Das Triterpen Oleanolsdure (TR1) wird hiermit zum ersten
Mal fur die Gattung Eupatorium beschrieben.

15 OH 29 30

27
TR1 (Oleanolsaure)

SE1 (11-Cinnamoyloxyoplopanon) HO

Bild 4.11: Aus E. semialatum isolierte Terpenoide

Bis heute konnten lediglich acht Coumarine aus wenigen Spezies der beiden Gattungen
Ageratina und Eupatorium isoliert werden. Dabel Uberwiegen strukturell einfach aufgebaute
Derivate wie Coumarin, Umbelliferon oder Ayapanin [CALLE A.et al., 1985]. Das im
Methanol-Extrakt von E. semialatum gefundenen Aesculin (CU1) konnte bisher nur fir
E. pauciflorum mittels DC nachgewiesen werden [FIGUEIREDO, 1975].

CU1 (Aesculin)

Bild 4.12: Das aus E. semialatum isolierte Coumaringlucosid Aesculin (CUZ)

Mit Drogenzubereitungen der Gattungen Eupatorium therapiert man in der abendléndischen
Volksmedizin traditionell eine Fille von verschiedenen Erkrankungen [WOERDENBAG, 1993].
Im Homoopathischen Arzneibuch (2000) sind noch die beiden Arten E. perfoliatum und
E. purpureum offizinell. Sie finden Anwendung als unspezifische Immunstimulantien,
Grippemittel, Amara, Diaphoretika und zur Behandlung von rheumatischen und grippalen
Gliederschmerzen [BoERICKE, 1995]. Die Bedeutung dieser Pharmaka ist jedoch angesichts
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des Vorkommens toxischer Pyrrolizidin-Alkaloide und der Tatsache, dass bessere
Alternativen zur Verfigung stehen, ricklaufig. Anders sieht die Situation in den &meren
Landern der Dritten Welt aus. Dain diesen Regionen meist keine der in der westlichen Welt
gebréuchlichen Medikamente zur Verfligung stehen, greifen die Menschen dort auch bel
schweren Erkrankungen wie Parasitosen und bakteriellen oder viralen Infektionen gerne auf
einheimische Hellpflanzen zurtick. Dies gilt insbesondere auch fir die in diesem Gebiet
verbreiteten Spezies der Gattungen Ageratina und Eupatorium, die dort schon seit
Jahrhunderten zu Heilzwecken angewendet werden [SHARMA et al., 1998; WOERDENBAG,
1993].

E semialatum Benth. kennen die Einheimischen der Alta Verapaz in Guatemala unter den
Namen , Bacché’, , Baretillo®, ,,Chicgol”, ,Hoja Lisa’, ,Q ezci kay" oder ,Sal de Venado®.
Die letzte Bezeichnung bedeutet soviel wie ,Salz des Hirsches®, die anderen Begriffe sind
Eigennamen. Zubereitungen der bitter schmeckenden Blétter werden in der guatemaltekischen
Volksmedizin, insbesondere in der Alta Verapaz, zur orden Behandlung von Malaria,
Diabetes, Magen-Darm-Entzindungen, Koliken (vor alem im Veterindrbereich),
Blutvergiftungen, Hepatitiden, Nephritiden, Husten, Schmerzzustdnden des Kopfes, des
Leibes, des Magens und der Knochen sowie Amodben-Infektionen verwendet [ CACERES, 1996;
DIESELDORFF, 1977; MEDINILLA und DE GARCIA, 1978; MEJIA, 1922; MORTON, 1981; NASH
und WILLIAMS, 1976; SUTHERLAND, 1986]. Dartiber hinaus ist die Anwendung in Form eines
Rinden-Dekokts belegt [ CACERES, 1996; MEJIA, 1922]. Céceres gibt in seiner Monographie
Uber die Arzneipflanzen Guatemalas Hinweise zur Einnahme von Bacché-Zubereitungen. Er
empfiehlt die orale Behandlung von Malaria und Diabetes durch die Einnahme einer Tasse
des Infuses (3 -5 g Droge pro Tasse) oder von 1 bis 3 ml der Tinktur (1:10 in Ethanol 35%)
nach jeder Mahlzeit. Aufgrund der antimikrobiellen Qualitdten des Aufgusses oder der
Tinktur rét er auch zur externen Behandlung von Infektionen der Haut und Schleimhaut. Eine
Kombination mit vergleichbar wirkendem Drogenmaterial anderer Pflanzen (Acalypha
guatemalensis, Plantago australis, Plantago major, Byrsonima crassifolia oder Smilax
lundellii) sei moglich. Fir die Diabetesbehandlung favorisiert er die Mischung mit
Momordica charantia, Trigonella foenum-graecum oder Tecoma stans [CACERES,
1996].

Bis heute wurden pharmakologische Versuche mit Extrakten oder Reinsubstanzen aus mehr
als zwel Dutzend Ageratina- und Eupatorium-Arten verdffentlicht [PICMAN, 1986; SHARMA
et a., 1998; WOERDENBAG, 1986]. Die vielféltigen in vitro- und in vivo-Tests konzentrierten
sich auf die antitumoralen und zytotoxischen Eigenschaften von Sesguiterpenlactonen sowie
auf die Toxizitét verschiedener Benzofurane und Sesquiterpene. Die antiplasmodiale Wirkung
von Extrakten oder isolierten Reinstoffen ist nur rudimentér untersucht, bislang befaldten sich
nur zwel Arbeiten mit diesem Themenkomplex [CARVALHO und KRETTLI, 1991; RUCKER et
al., 1996; WOERDENBAG, 1993].

Eine aus den Bléttern von E. semialatum hergestellte Tinktur erwies sich gegen verschiedene
mikrobielle Testkeime as antibiotisch wirksam [CACERES, 1996]. Die ICsp-Werte lagen
zwischen 1 und 10 mg/ml. Ein wassriger Extrakt senkte bei weil3en Ratten mit Alloxan-
induzierter Hyperglykdmie in einer Konzentration von 1 g/kg Korpergewicht signifikant den
Blutzuckerspiegel. Die LDsy des wassrigen Extrakts belief sich bel Mausen auf 6,4g/kg
Korpergewicht. Eine Beurtellung dieser wenigen Daten fallt schwer, da die Original-
Publikationen in Europa nicht zuganglich sind.
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Da fur die Wirksamkeit gegen Malaria, eine der Hauptindikationen fir Zubereitungen aus
E. semialatum, noch keine pharmakol ogischen Daten vorlagen, wurden die im Rahmen dieser
Arbeit isolierten Sesquiterpenlactone SL1, SL2, SL5 — SL9 und SL11 mit Hilfe des
modifizierten pLDH-Assays (siehe Kap. B.2] S. P66]f.) in vitro gegen den Malariaerreger
Plasmodium falciparum (K1-Stamm) getestet. Nach Auswertung der Daten konnten die
getesteten Verbindungen in zwei Gruppen unterschiedlicher Wirksamkeit eingeteilt werden
(siehe [Tabelle 3.1} S. 269|und Bild 3.13] S. P70). Gruppe A enthalt die starker wirksamen
Substanzen SL7 — SL9 und SL11 mit mittleren 1Cs-Werten zwischen 8,85 (SL8) und
16,32 uM (SL 7). In Gruppe B wurden die schwécher wirksamen Substanzen SL 1, SL2, SL5
und SL6 zusammengefaldt, die mittleren ICso-Werte lagen hier zwischen 26,15 (SL6) und
31,73 uM (SL1). Versucht man, Struktur-Wirkungs-Beziehungen abzuleiten, so zeigt sich,
dass bel den getesteten Eudesmanoliden die Verbindungen mit einer endozyklischen
Doppelbindung (SL7 — SL9) generell starker wirksam waren, als die mit einer exozyklischen
Doppelbindung (SL 1, SL2, SL5 und SL 6). Das zur Gruppe A gehérende Guaianolid SL 11 ist
hinsichtlich seiner Aktivitat mit den Eudesmanoliden mit endozyklischer Doppelbindung
(SL7 bis SL9) vergleichbar. Dartiber hinaus zeigte sich, dass die Struktur der Seitenkette, die
bei den Reynosin-Derivaten (SL1, SL2, SL5 und SL6) nur hinsichtlich der Lange und der
Stereochemie differiert, keinen Einflufd auf die Aktivitét hat.

Im Vergleich zur Standardsubstanz Chloroquin (ICs: 0,43 + 0,1 puM) ist die wirksamste
Verbindung von Gruppe A (SL8) etwa zwanzig- und die am schwéchsten wirkende
Verbindung von Gruppe B (SL1) etwa funfundsiebzigfach schwacher wirksam. Verglichen
mit dem Germacranolid Neurolenin B (ICsp: 2,63 £ 0,3 uM), der aktivsten Verbindung aus
Neurolaena lobata (siehe[Bild 4.13, S.[290), waren die SL aus E. semialatum etwa um den
Faktor 3,4 (SL8) bis 12 (SL1) schwéacher wirksam [WRIGHT und PARREITER, 1997]. Die SL
aus Neurolaena lobata waren jedoch wesentlich wirksamer gegentiber dem Chloroquin-
sensitiven P. falciparum-Stamm A1A9 [FRANCOIS et al., 1996]. Es ist daher zu erwarten, dass
auch die SL aus E. semialatum Erreger dieses weniger aggressiven Stammes starker hemmen.
Dies konnte wegen der Auflésung des Arbeitskreises um Guido Francois jedoch leider nicht
mehr Uberpriift werden. Da in Zentralamerika Uberwiegend Chloroquin-sensitive Stémme
vorkommen, geben die hier erhaltenen moderaten Aktivitdten gegen den widerstandsféhigeren
K1-Stamm Anlald zu der Annahme, dass E. semialatum zu Recht als Ersatz fur Neurolaena
lobata in der Malaria-Behandlung eingesetzt wird, wenn auch die Wirkung etwas schwéacher
sein durfte.

Neurolenin B

Bild 4.13: Neurolenin B, ein stark antiplasmodial wirksames Germacranolid aus Neurolaena lobata
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Da nicht allle aus E. semialatum isolierten Verbindungen in ausreichender Menge fir den
Test zur Verfigung standen, wére eine gezielte Nachisolierung und Testung dieser
Substanzen wiinschenswert. Da nur acht Verbindungen getestet werden konnten, besteht die
Moglichkeit, dass sich unter den nocht nicht in den Test eingesetzten Sekundérstoffen
wirksamere Substanzen befinden.






5 Zusammenfassung

1. An Hand der Struktur der aus den Bléttern der in Guatemala heimischen Arzneipflanze
Eupatorium semialatum Benth. isolierten Sekundérstoffe (insgesamt 49) konnte gezeigt
werden, dass diese Spezies nicht mit den bislang als synonym betrachteten Arten A.
ligustrina, E. erythropappum, E. ligustrinum und E. micranthum identisch ist, sondern eine
eigene, chemotaxonomisch klar abgegrenzte Art darstellt.

2. Aus dem Dichlormethan-Extrakt der Blatter von E. semialatum konnten durch
verschiedene chromatographische Techniken wie SC und semipréparative HPLC als
charakteristische und dominierende Inhaltsstoffe elf Sesquiterpenlactone isoliert werden
(sieheBild 4.2 S. R77). Deren Struktur wurde mit Hilfe einer Reihe von spektroskopischen
Verfahren ermittelt (IR, EI-MS, CI-MS und NMR einschlieflich 'H NMR, C NMR,
DEPT, H,'H-COSY, 'H,*C-HETCOR, HMQC, HMBC und NOESY). Zehn dieser
Verbindungen sind vom Eudesmanolid- (SL1 — SL 10), eine vom Guaianolid-Typ (SL11).
Die Eudesmanolide leiten sich von den Grundkdrpern 83-Hydroxyreynosin (SL1, SL2,
SL4, SL5 und SL6), 8B-Hydroxybalchanin (SL3, SL7 und SL8) und 8-
Hydroxymagnolialid (SL9 und SL 10) ab. Es handelt sich durchweg um Ester, wobei die
Esterbindung zwischen der 83-Hydroxygruppe der SL-Komponente und einer der Sauren
2-(2-Hydroxy-1-methoxyethyl)acrylsaure (SL1 — SL3), 2-(1-Hydroxyethyl)acrylsdure
(SL4), 4-Hydroxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tiglinsdure (SL5, SL7 und SL9) und
5-Hydroxy-4-(5-hydroxytigloyloxy)tiglinsdure (SL6, SL8 und SL 10) geknipft wurde. Im
Falle des ebenfalls als Ester vorliegenden Guaianolids SL 11 ist die 83-Hydroxygruppe mit
der 4-Hydroxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tiglinsdure verestert. Bis auf Verbindung SL4
(Trichomatolid D) handelt es sich um bisher noch nicht beschriebene neue Naturstoffe.

3. Ein weiterer Schwerpunkt der phytochemischen Arbeiten bestand in der Isolierung und
Strukturaufklarung von insgesamt zwanzig Flavonoiden (siehe Bild 4.6] S. [282). Aus dem
Dichlormethan- und dem Methanol-Extrakt konnten neun Aglyka (FA1 — FA9) durch SC,
prap. DC und LPLC isoliert bzw.durch vergleichende DC und LC-MS identifiziert werden.
Die Aufarbeitung des Methanol-Extraktes mittels SC, prdp. DC und LPLC flhrte zur
Isolierung der elf Flavonoid-Glykoside FG1 — FG11. Bei der spektroskopischen
Strukturaufkl&rung der Flavonoide standen die Verfahren UV, DCI-MS, LC-MS und NMR
(*H NMR, C NMR, DEPT, 'H,®°C-HETCOR, HMQC und HMBC) im Vordergrund.
Unter den Aglyka fanden sich die Flavone Hispidulin (FA1), Pectolinarigenin (FA2),
Eupafolin (FA3), Desmethoxycentaureidin (FA4) und Acacetin (FAS5), die Flavonole
Patuletin (FA6), Laciniatin (FA7) und Mikanin (FA8) sowie das 3-Methoxyflavon
Axillarin (FA9). Bel den elf Glykosiden handelt es sich um Flavonol-Derivate, die mit
einem (FG1, FG3 — FG11, Glykosidierung an Position 3) oder zwel Zuckern (FG2,
Glykosidierung an den Positionen 3 und 4°) verknipft sind. Als Zucker-Komponenten
fanden sich B-Galactose (FG4, FG7 und FG9), 3-Glucose (FG2, FG3, FG6 und FG11)
und a-Rhamnose (FG1, FG2, FG5, FG8 und FG10). Bis auf Acacetin (FA5) verfigen
dle identifizierten Flavonoide Uber die fur die Genera Ageratina und Eupatorium
charakteristische 6-Methoxy- bzw. 6,7-Dimethoxygruppe. Beim Diglykosid FG2 handelt
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es sich um einen neuen Naturstoff, die Verbindungen Desmethoxycentaureidin (FA4),
Laciniatin (FA7), Mikanin (FA8), Axillarin (FA9) und Patuletin 3-O-a-rhamnosid (FG10)
sind bisher noch nicht fur die Gattung Eupatorium beschrieben worden.

4. Als weitere Inhaltsstoffe des M ethanol-Extraktes konnten die Kaffeoyl-Chinasduren KC1
— K C8 gewonnen und spektroskopisch in ihrer Struktur aufgeklart werden (siehe
S. . Es handelt sich um Stellungsisomere, wobel im Falle der Verbindungen KC1 —
K C3 (Chlorogensaure, Kryptochlorogensaure und Neochlorogensaure) die Chinaséaure als
Alkoholkomponente mit einem, bei KC4 — KC8 (Isochlorogensadure a bis ¢) dagegen mit
zwel Molekllen Kaffeesdure verestert ist. In Folge der Aufarbeitung mit Methanol lagen
die meisten dieser Verbindungen als Methylester vor. In dem fur die NMR-Spektroskopie
verwendeten Losungsmittel DM SO-dg liegen K C1 bis KC8 in der 'Cs-Konformation vor.
Krypto- und Isochlorogensaure ¢ (KC2 und KC7 bzw. KC8) werden hiermit zum ersten
Mal fur die Gattung Eupatorium beschrieben.

5. Im Methanol-Extrakt konnten durch vergleichende DC, GC und GC-MS vier untoxische
Pyrrolizidin-Alkaloide vom Tussilagin-Typ (Tussilagin, Isotussilagin, Neotussilagin und
Neoisotussilagin, PA1 — PA4) sowie deren mdgliche biogenetische Vorstufe Pyrrolidin-2-
essigsaure (PAS5) nachgewiesen werden (siehe Bild 410 S. |28_Z> PA1 bis PA5 lagen
aufgrund der Aufarbeitung mit Methanol in Form der Methylester vor. Alle funf
Verbindungen sind neu fir die gesamte Tribus Eupatorieae. Da keine giftigen PA gefunden
werden konnten, bestehen hinsichtlich dieser Substanzen keine toxikologischen Bedenken
gegen die Einnahme der Droge. Die Blauférbung der beiden Monoterpene trans-Terpin
und trans-Sobrerol (MO1 und MO2, seheBild 4.9 S. |286} mit dem bel der PA-Analyse
eingesetzten Reagenz nach Dann und Mattocks zeigt, dass die nach den beiden Autoren
benannte Farbreaktion nicht, wie bisher angenommen, fir toxische PA selektiv ist, sondern
auch mit terpenoiden Verbindungen blau geférbte Reaktionsprodukte ergibt.

6. Neben den Sesqguiterpenlactonen und Flavonoiden konnten der Sesquiterpenalkohol ester
11-Cinnamoyloxyoplopanon (SE1) und das Triterpen Oleanolsdure (TR1) (siehe
m S. aus dem Dichlormethan-Extrakt sowie das Coumarin-Derivat Aesculin (CUL,
siehe Bild 4.13, S.[288) aus dem Methanol-Extrakt isoliert und identifiziert werden. Das
11-Cinnamoyl oxyoplopanon wurde bereits as Inhaltsstoff von A. ligustrina beschrieben,
die Oleanolsaure ist neu fir die Gattung Eupatorium.

7. Aufgrund der volksmedizinischen Anwendung von E. semialatum bei der Behandlung der
Malaria wurde die Aktivitét einiger der isolierten Sesquiterpenlactone (SL1, SL2, SL5 —
SL9und SL 11) in vitro gegentber den asexuellen Blutformen von Plasmodium fal ciparum
gepriift (siehe [Tabelle 3.1, S.[269 und[Bild 3.13, S.[270). Im Vergleich mit der aktivsten
Verbindung aus der im gleichen Indikationsgebiet in Guatemala eingesetzten Asteraceae
Neurolaena lobata (2,63 uM) waren die ermittelten Aktivitéten nur moderat (mittlere 1Cso-
Werte zwischen 8,85 und 31,73 uM). Dennoch ist es denkbar, dass die genannten
Sesquiterpenlactone an einer mdglichen Wirkung des aus den Bléattern bereiteten Dekokts
beteiligt sind.
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6.1 Allgemeines

L dsungsmittel und Chemikalien

Alle verwendeten Losungmittel wurden in technischer Qualitét bezogen und nach
zweimaliger Destillation verwendet. Ausnahmen waren spezielle hochreine Losungsmittel fr
die Verfahren mit UV-Detektion (siehe Kap. S und deuterierte Losungsmittel fir
die NMR-Spektroskopie (siehe Kap. S .

Aufbewahrung

Die Extrakte und Reinsubstanzen wurden entweder im Vakuum-Exsiccator Uber Blaugel oder
— nach Stickstoffbegasung — im Kuhlschrank bel 8°C gelagert. Die Proben fur die NMR-
Spektroskopie wurden 2 Tage im Vakuum Uber Phosphorpentoxid aufbewahrt. Die
Exsiccatoren wurden lichtgeschiitzt aufgestellt.

6.2 Chromatographische Verfahren

6.2.1 Dunnschicht-Chromatographie (DC)
Probenvorbereitung bei analytischer Arbeitsweise

Von den zu untersuchenden Proben wurden 1%ige Lésungen (m/V) bereitet. Etwa 20 ml
davon wurden jeweils etwa 20l mit einer ausgezogenen Glaskapillare auf die Startzone der
DC-Folie 1 cm breit aufgetragen. Wenn moglich, wurde die Plattenbeladung unter UV-Licht
(254 nm) kontrolliert.

Entwicklung

Die Entwicklung der Chromatogramme erfolgte, vor direkter Sonneneinstrahlung geschiitzt,
Uber eine Laufstrecke von 15 cm in DC-Kammern ohne Séttigung. Um die Einschleppung
von Siliconen zu verhindern, wurden die Glasschliffe der DC-Kammern nicht mit Schlifffett
eingerieben.

Stationér e Phasen

Bel fast alen Trennproblemen wurden DC-Alufolien (20 cm x 20 cm) Kieselgel 60 Fosq,
Schichtdicke 0,2 mm der Fa. Merck verwendet. Selbstbestrichene Glasplatten (20 cm X
20 cm) mit Polyamid DC-11 und Cellulosepulver MN 300 zur besseren Haftung des Gels auf
den Glasplatten, beides Fa. Macherey & Nagel, kamen ausschliefdlich bel alen
Untersuchungen mit Referenzsubstanzen von Prof. E. Wollenweber vom Institut fur Botanik
der Technischen Hochschule Darmstadt zum Einsatz. Das Standardflie3mittel bel dieser
stationdren Phase war das System DC-5.
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M obile Phasen

Die Lésungsmittelgemische wurden vor der Uberfilhrung in die DC-Kammer in 500 mi-
Rundkolben gemischt und durch Schitteln homogenisiert. Die Verhdtnisangaben bel den
Hliel3mittel-Systemen beziehen sich auf Volumenanteile.

System DC-1.  Ethylacetat/Essigsaure/Ameisensaure/Wasser 100:11:11:27
DC-2:  Ethylacetat/Methylethylketon/Ameisensdure/Wasser 5:3:1:1
DC-3:  Toluol/Ethylformiat/Ameisensaure 5:4.1
DC-4. DC-1/DC-311
DC-5:  Toluol/Petrolether (Sb. 100 bis 140°C)/Methylethylketon/M ethanol

60:30:10:5
DC-6:  Toluol/Ethylacetat 6:4
DC-7:  Ethylacetat/Toluol 6:4
DC-8:  Chloroform/Eisessig 9:1
DC-9:  Toluol/2-Butanon/Methanol 60:25:15
DC-10: Dichlormethan/Methanol 18:1
DC-11: Dichlormethan/Methanol 9:1
DC-12: Dichlormethan/Aceton 2:1
DC-13: Dichlormethan/Methanol/Ammoniak (25%) 85:14:1

Detektion

Die optische Auswertung der entwickelten Chromatogramme erfolgte unter UV-Licht mit
Wellenlangen von 254 nm (Fluoreszenzl6schung) bzw. 365 nm (Eigenfluoreszenz) oder im
Tageslicht. Zur besseren Beurteilung der Trennergebnisse wurden die Chromatogramme mit
einem der folgenden Spriihreagenzien behandelt:

Anisaldehyd/Schwefel sdure-Reagenz

0,5 ml Anisaldehyd wurden mit 10 ml Eisessig, 85 ml Methanol und 5 ml konzentrierter
Schwefelsaure unter Eiskihlung in der angegebenen Reihenfolge vorsichtig gemischt. Die
DC-Folien wurden dann solange mit dieser Mischung bespriht, bis ihre Oberflache unter
UV 254 nm-Licht gleichmaldig dunkelviolett erschien und kein Fluoreszenzindikator mehr zu
sehen war. Anschliel3end wurden die Folien gleichmaliig bei 105°C bis zur intensiven
Farbentwicklung erhitzt.

Naturstoffreagenz A nach Neu [NEU, 1957]

Losung A: 1%ige Losung von Diphenylboryloxyethylamin in Methanol

Losung B: 5%ige L6sung von Polyethylenglycol 400 in Ethanol

Die entwickelte DC-Folie wird mit Losung A und nach dem Trocknen des Reagenzes zur
Fixierung mit Losung B bespriiht. Die Auswertung erfolgte nach 30 Minuten im Tageslicht
und im UV-Licht bei 365 nm. Das Naturstoffreagenz A wurde routinemallig bei der
Auswertung der Fraktionen und Reinsubstanzen aus dem Methanol-Extrakt eingesetzt.

Reagenz nach Dann und Mattocks [DANN, 1960; MATTOCKS, 1967a, 1967b und 1968]
Losung A: Wasserstoffperoxid 30%
Losung B: Acetanhydrid/Petrolether (Kp. 80 — 100°C)/Toluol 1:4:5
Losung C: 2,00 g p-Dimethylaminobenzal dehyd in 54,00 ml Salzsaure konz., Ethanol
(90%) ad 100,00 ml (Ehrlich’s Reagenz)




6 Experimenteller Tell 297

Die entwickelte DC-Folie wird zunéchst mit Lésung A bespriiht und anschlief3end 30 Minuten
lang bei 120°C im Trockenschrank erhitzt. Anschlief3end wird die erkaltete Folie mit Losung
B bespriht und nochmals unter den genannten Bedingungen erhitzt. Nach Aufsprihen von
Losung C liefern Pyrrolizidin-Alkaloide mit geséttigtem Ringsystem rotviolette, solche mit
ungesattigtem Ringsystem blaue bis dunkel blaue Reaktionsprodukte.

Prapar ative DUnnschicht-Chromotographie

Die fur diesen Zweck verwendeten DC-Folien wurden in reinem Methanol vorentwickelt und
anschlief3end eine Stunde bel 100°C im Trockenschrank getrocknet. Diese Operation diente
der Entfernung von Klebstoff- und Weichmacherresten aus dem Herstellungsprozef3. Die zu
trennenden Fraktionen wurden in Form konzentrierter Losungen strichformig Uber die
gesamte Breite der Startzone aufgetragen. Dabel betrug zur Vermeidung von Tailing- und
L eading-Phénomenen die maximale Probenbeladung 6 mg Substanz pro Platte. Nach der
Entwicklung der Chromatogramme wurden die interessierenden Substanzbanden unter UV-
Licht markiert und danach mit einem geeigneten Spatel ausgekratzt. Lipophile Verbindungen
wurden unter Zusatz von Aceton mit Hilfe eines Magnetrihrers erschopfend eluiert, bel
hydrophilen Verbindungen wurde Methanol als Eluens verwendet. Die dabei gewonnenen
Losungen wurden zur Entfernung von Kieselgelresten durch Blauband-Papierfilter der Fa.
Schleicher & Schuell filtriert und anschlief3end Gber einen mit wenigen Gramm Sephadex
LH-20 geflllten Glastrichter mit Fritte gegeben.

Bel Substanzen ohne ausreichende Fluoreszenzloschung bel 254 nm wurden von den
entwickelten DC-Folien schmale Streifen abgeschnitten und mit Anisaldehyd/Schwefelsaure-
Reagenz (Terpene) bzw. DANN-MATTOCKS-Reagenz (Pyrrolizidin-Alkaloide) bespriht und
erwarmt. Auf den Vergleichsstreifen waren nun die gesuchten Substanzbanden gut zu
identifizieren. Die Streifen wurden dann btindig an die Ursprungsfolien angelegt und die zu
eluierenden Substanzbanden auf HOhe der interessierenden gefarbten Zonen der
Vergleichsstreifen markiert. Die Elution und weitere Bearbeitung erfolgte in der gewohnten
Weise.

R-Werte

Was die SL, die PA und die tbrigen Substanzen aus verschiedenen Naturstoffklassen betrifft,
sind die Retentionsfaktoren und Farbungen am Ende dieses Kapitels bei den betreffenden
Substanzen aufgefiihrt. Bei den liphophileren Flavonoid-Aglyka kamen neben den fir die
Glykoside verwendeten Fliefimitteln DC-1 bis DC-4 auch die Systeme DC-7, DC-8 und
DC-10 zum Einsatz. Einen Uberblick tber die R-Werte der Substanzbanden, ihr Aussehen
unter UV-Licht von 356 nm sowie ihre Farbung nach Detektion mit Naturstoffreagenz A bei
Tagedicht und unter UV-Licht (365 nm) gibt die folgende [Tabelle 6.1, (S. 298). Die
hydrophilen V erbindungen des M ethanol-Extraktes wurden in den Flief3mittel systemen DC-1,
DC-2 und DC-4 chromatographiert. Einen Uberblick tber ihr Lauf- und Detektionsverhalten
ist ebenfalls der [Tabelle 6.1/ (S.[298) zu entnehmen.




6 Experimenteller Tell 298

Tabelle6.1: R-Werte und Detektionsverhalten aller aus dem Drogenmaterial von E. semialatum isolierten
Flavonoide und Kaffeoyl-Chinasauren. Samtliche dieser Substanzen bewirkten auf den DC-Folien
eine Fluoreszenzminderung bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht der Wellenléange 254 nm.

Farbung Farbung nach Besprihen mit
R-Werte undetektiert Natur stoffreagenz A
Verb. DC-3 DC-4 DC-8 UV 365nm UV 365 nm Tageslicht
FA1l 051 082 018 dunkel dunkelorange gelb
FA3 045 0,72 017 dunkelrot hellorange leuchtend  orange
FA4 049 080 045 dunkel dunkelorange gelb
FA6 048 0,76 0,15 dunkerot hellorange leuchtend  rot
FA7 056 082 066 orange gelbgriin gelb
FA8 069 089 089 orange gelbgriin gelb
DC-1 DC-2 DC+4
FG1 084 083 040 dunkerot dunkelorange gelb
FG2 036 027 0,05 dunkelrot dunkelorange gelb
FG3 067 065 0,22 dunkelrot dunkelorange gelb
FG4 064 062 019 dunkerot dunkelorange gelb
FG5 0,76 0,73 0,28 dunkelrot hellorange leuchtend  orange
FG6 0,71 068 0,22 dunkelrot dunkelorange gelb
FG7 066 063 0,19 dunkelrot dunkelorange gelb
FGS8 084 0,78 0,38 dunkelrot dunkelorange gelb
FG9 062 051 0,14 dunkelrot hellorange leuchtend  orange
FG10 063 060 0,15 dunkelrot hellorange leuchtend  orange
FG11 068 054 0,20 dunkelrot hellorange leuchtend  orange

KC1 0,76 0,71 0,29 hell gringrau grungelb leuchtend leuchtend gelb
KC2 084 081 034 hell gringrau gringel b leuchtend gelb
KC3 059 055 0,12 hel gringrau grungelb leuchtend gelb
KC4 079 0,71 0,21 rdtlichgraugrin gringelb leuchtend gelb

KC5 092 089 043 gelbgrin grungelb leuchtend gelb
KC6 050 0,76 0,29 grungrau gelb leuchtend grinorange
KC7 033 067 0,22 grungrau grungelb leuchtend grunorange

KC8 080 091 046 rotlichgraugrin grungelb leuchtend gelb

6.2.2 Saulenchromatographie (SC)
Saulen

Es kamen ausschliefdlich Glassdulen mit Fritte und fein regulierbarem Auslaufhahn zum
Einsatz. Zur Optimierung der Trennung Uber eine hochstmdgliche Anzahl von theoretischen
Trennbtden wurden von den von ihrem Volumen her passenden Saulen jeweils digenigen
ausgewahlt, die moglichst lang, daftr aber schmal waren.

Fullung der Saulen

Die Sorbentien wurden mit dem zu verwendenden Losungsmittel in elnem grof3en
Bercherglas homogen aufgeschlemmt, verschlossen und GUber Nacht stehen gelassen. Am
néchsten Tage wurde das durch Sedimentation entstandene Zweiphasen-System erneut gut
durchmischt und rasch und Luftblasen-frei bei gedffnetem Auslaufhahn in die Saule gefullt.
Nach vollstdndiger Aufgabe der stationdren Phase wurde das Gelbett durch von oben
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ausgelibten Luftdruck so weit wie moglich kompaktiert. Die Saule samt Fullung wurde darauf
Uber Nacht stehen gel assen.

Stationar e Phasen

Kieselgel 60
Korngréfie 0,040 — 0,063 mm, 230 — 400 mesh ASTM, Fa. Merck

Die Masse des Losungsmittel-freien Materials betrug immer das Hundertfache der Masse der
zu trennenden Fraktion. Nach einmaliger Benutzung wurde das Material verworfen.

Polyklar AT
Fa Gaf

Das Material wurde vor der Verwendung intensiv mit Methanol gespiilt, um den Feinanteil zu
entfernen. Die Masse des Losungsmittel-freien Materials betrug immer das Zwanzigfache der
Masse der zu trennenden Fraktion. Nach beendeter Trennung wurde auch dieses Material
verworfen.

Sephadex LH-20

Fa. Pharmacia

Die Masse des Ldsungsmittel-freien Materials betrug wie beim Kieselgel 60 das Hundertfache
der Masse der zu trennenden Fraktion. Falls verunreinigt, wurde das Trennmateria in
Methanol aufgeschlammt und jeweils mit einer 2%igen NaOH- und Na-EDTA-LGsung
gespilt. Anschlief3end wurde mit Wasser neutral gewaschen. Nach der Umstellung auf
Methanol war die Saulenfillung wieder betriebsbereit.

M obile Phasen

System SC-1. Methanol
SC-2 Dichlormethan/Methanol 9:1
SC-3: Dichlormethan/Cyclohexan/Methanol 7:4:1
SC-4. Dichlormethan/Aceton 2:1

Bel lipohileren Fliel3mittelgemischen als reines Methanol, wurde im Verlauf der
Chromatographie die Elutionskraft der mobile Phase kontinuierlich erhdht, um auch die
hydrophileren Verbindungen in einer vertretbaren Zeit eluieren zu konnen. Die eluotrope
Reihe endete stets bei Methanol als hydrophilstem Ldsungsmittel. Zur Ermittlung des fir ein
bestimmtes Trennproblem optimalen Flief3mittels wurden vor jeder SC umfangreiche DC-
Versuche mit der zu trennenden Fraktion unternommen. Hierbei wurden bewahrte Fliel3mittel
ausprobiert und bei befriedigenden Ergebnissen durch leichte Verdnderungen in der
Zusammensetzung weiter optimiert.

Probenaufgabe

Dieim jeweiligen Losungsmittel geldste Probe wurde vorsichtig a's konzentrierte Losung bei
gedffnetem Auslaufhahn gleichmaliig auf die Oberflache des Gelbettes pipettiert. Nach dem
Einsickern wurde vorsichtig mit Fiel3mittel nachgespult. Danach wurde die stationare Phase
mit dem Eluenten Uberschichtet.

Durchfiihrung

Die Tropfgeschwindigkeit wurde auf etwa 20 Tropfen pro Minute eingestellt. Die Eluate
wurden mit automatischen Fraktionssammlern aufgefangen, der Reagenzglasvorschub betrug
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meist 1 Reagenzglas alle 30 Minuten. Bei sehr kleinen Saulen wurde entweder die
Tropfgeschwindigkeit halbiert oder der Vorschub verdoppelt. Die Chromatographie verlief in
einem klimatisierten Raum ohne Fenster bei erniedrigter Temperatur, um gleichméidige
V ersuchsbedingungen zu gewdhrleisten. Das Monitoring der SC erfolgte per DC jedes dritten
aufgefangenen Reagenzglasinhaltes in einem geeigneten Fliel3mittel. Zusammgehorig
erscheinende Fraktionen wurden vereinigt. Danach wurde unter vermindertem Druck bei
40°C das Losungsmittel abgezogen und nach Trocknung der Kolben im Exsiccator unter
V akuum das Fraktionsgewicht ermittelt.

6.2.3 Niederdruck-Flissigchromatographie (LPLC)
Gerat

Zwei HPLC-Pumpen mit Gradientensteuerung Uber Programmer 50, vorgeschaltete
Mischkammer, UV-Detektor K-2000/A4060 und analoger Zweikanalschreiber (Fa. Knauer).

Saulen

Die Saulen wurden speziell vom Glasblaser der Universitét aus dickwandigem Borosilikatglas
hergestellt und von der Feinmechaniker-Werkstatt der Fakultét mit Messingstempeln mit
Teflonkdpfen versehen. Einige Saulen waren auch mit Stempeln der Fa. Latek ausgestattet.
Auch bel der LPLC richtete sich die Saulendimension nach der Menge der zu trennenden
Substanz. Die Fraktionen wurden an der hundertfachen Menge stationérer Phase getrennt.

Stationér e Phasen

Je nach Trennproblem wurde entweder LiChroprep RP-18, 15-25um (Fa. Merck) oder
LiChroprep RP-18, 25-40um (Fa. Merck) verwendet.

M obile Phasen
System LPLC-1: Wasser/Acetonitril (Standardsystem fir lipophile
Substanzen aus dem Dichlormethan-Extrakt)
LPLC-2: Ameisensaure (1%)/Acetonitril (Standardsystem fir
hydrophile Substanzen aus dem M ethanol -Extrakt)
Probenaufgabe

Die Proben wurden in wenig Fliemittel gelést und mit Hilfe einer Probenschleife, die mit
einem Reodyne-Ventil gekoppelt war, auf das Gelbett gepumpt.

Durchfihrung

Bel einer Flurate von 2 ml/min (Fraktionen unter 500 mg) oder 5 mi/min (Fraktionen Uber
500 mg) wurde eine Gradientenelution Uber zwel bzw. funf Stunden durchgefihrt. Die
Fraktionierung erfolgte manuell mit Hilfe der vom UV-Detektor/Schreiber ausgeworfenen
Signale. Die Detektion der Sesquiterpenlactone erfolgte bei 220 nm, Flavonoide wurden bei
254 nm erfaldt.
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6.2.4 Hochleistungs-Flussigschromatographie (HPLC)
Gerat

Zum Einsatz kam ein Hewlett-Packard 1050 Instrument mit quarterndrer Pumpe und
Vakuumentgaser. Das Gerét verfligte Uber einen Diodenarray-Detektor. Die Prozel3steuerung
und Auswertung erfolgte mit einem gekoppelten PC mit Hewlett-Packard ChemStation
Software.

Saulen

Bel analytischer Arbeitsweise wurde eine Macherey & Nagel-Saule der Dimensionen 12,5 cm
X 5 mm, gefillt mit Hypersil® ODS RP-18 (5um), eingesetzt. Bei den semipraparativen
Trennungen wurde eine Hibar® 250-10-Saule, gefiillt mit LiChrosorb® RP-8 (7 pm) der Firma
Merck verwendet.

M obile Phasen

A Wasser (Aqua ad injectabilia, Fa. Delta Pharma)

B Methanol (HPLC-Qualitét, Fa. Merck)

C Acetonitril (HPLC-Qualitét, Fa. Merck)

Trenn-Methoden

System HPLC-1: Eluenten A und B; Gesamtlaufzeit 70 min; zu Beginn 20 % B,

dann lineare Steigerung des B-Anteilsin 60 min auf 100%,
anschlief3end 10 min Auswaschphase mit 100% B; vor jedem
Lauf 5 min Equilibrierzeit mit 20 % B; Flul¥rate: 1,5 ml/min;
Einstellung der Detektionswellenldange bel DAD-1 auf 215 nm,
bei DAD-2 auf 260 nm

System HPLC-2: Eluenten A und B; Gesamtlaufzeit 15 min; zu Beginn 75 % B,
dann lineare Steigerung des B-Anteilsin 10 min auf 80 %,
anschlief3end eine funfmindtige isokrati sche Phase mit einem B-
Anteil von 80 %, schliefdlich 10 min Auswaschphase mit 100%
B; vor jedem Lauf 5 min Equilibrierzeit mit 75 % B; Flul¥rate:
3 ml/min; Einstellung der Detektionswellenlange bei DAD-1
auf 219 nm, bei DAD-2 auf 282 nm

System HPLC-3: Eluenten A und B; Gesamtlaufzeit 60 min; zu Beginn 25 % B,
dann lineare Steigerung des B-Anteilsin 60 min auf 100%,
anschlief3end 10 min Auswaschphase mit 100% B; vor jedem
Lauf 5 min Equilibrierzeit mit 25 % B; Flul3rate: 3 ml/min;
Einstellung der Detektionswellenlange bel DAD-1 auf 215 nm

System HPLC-4: Eluenten A und B; Gesamtlaufzeit 15 min; zu Beginn 40 % B,
dann lineare Steigerung des B-Anteilsin 20 min auf 55 %,
anschlief3end 15 min Auswaschphase mit 100% B; vor jedem
Lauf 5 min Equilibrierzeit mit 40 % B; Flul3rate: 3 ml/min;
Einstellung der Detektionswellenlange bel DAD-1 auf 215 nm
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System HPLC-5: Eluenten A und C; Gesamtlaufzeit 45 min; zu Beginn 25 % C,
dann 45 min isokratisch bel gleichem Mischungsverhéltnis,
anschlief3end 15 min Auswaschphase mit 100% C; vor jedem
Lauf 5 min Equilibrierzeit mit 25 % B; Flul¥rate: 3 ml/min;
Einstellung der Detektionswellenlange bel DAD-1 auf 215 nm

Proben-Vorbereitung und Durchfihrung

Abhéngig vom Ldsungsmittelgemisch der mobilen Phase wurden die Proben 1%ig entweder
in Methanol oder Acetonitril gel6st. Von diesen Probenl 6sungen wurden mit einer graduierten
HPLC-Spritze jeweils 5 bis 10 pl injiziert. Die Auswahl der Methode im Hinblick auf das
L 6sungsmittel-Gradientenprogramm, die Flu3rate und die Detektionswellenlangen orientierte
sich an bestmoglicher Trennung der Peaks und kirzest mdoglicher Analysenzeit. Fir
préparative Zwecke wurden konzentrierte Losungen der aufzutrennenden Fraktion in
Methanol oder Acetonitril bereitet und in Portionen zu 50ul in aufeinanderfolgenden HPLC-
Laufen zur Isolierung aufgetrennt. Die Separation der Eluate erfolgte Peak-orientiert unter
Hinzunahme der on line aufgenommenen UV-Spektren. Die Eluate wurden am Ende der
Auftrennung vereinigt und am Rotationsverdampfer unter Vakuum vom Losungsmittel
befreit. Um trotz der hohen Konzentration der analysierten Substanzen eine Separation zu
erzielen, wurde eine ausreichend weit vom Absorptionsmaximum entfernte Mef3wellenlénge
gewdhlt. Es hatte sich gezeigt, dass bel der semiprdparativen Arbeitsweise erst dann
reproduzierbare Chromatogramme erzielt werden konnten, wenn vor dem ersten Lauf eine
Stunde lang mit der Ausgangsmischung der mobilen Phase equilibriert und zwischen den
einzelnen Chromatogramml&ufen keine Pause eingel egt wurde.

6.2.5 Gaschromatographie (GC)
Geréte

Gaschromatograph HP 5890 mit Splitinjektion und Flammenionisationsdetektor; Integrator
HP 3396 Series |1 (Fa. Hewlett-Packard)

Saule

Quarzkapillarsdure OPTIMA 1 DF, 25 m x 0,25 mm, Filmdicke 0,25 um (Fa. Macherey &
Nagel)
Mobile Phase

Stickstoff (Reinheitsgrad 5.0); Tragergasstrom (total): 65 ml/min; Saulendurchflul¥rate:
1,3 ml/min; Split-Verhdltnis: 1:50; Injektor- und Detektortemperatur: 300 °C

Probenaufgabe

Von den zu untersuchenden Gemischen oder Reinsubstanzen wurden 0,1%ige Lésungen in
Aceton oder Methanol bereitet. Hiervon wurden mit einer graduierten GC-Spritze jeweils
0,8 ul entnommen und in den Injektorblock des Gaschromatographen injiziert.

Retentionszeiten

Alle in dieser Arbeit angegebenen Retentionszeiten sind Gesamtretentionszeiten (Totzeit +
Nettoretentionszeit).
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Tabelle 6.2: Retentionszeiten der GC-géangigen Substanzen aus dem Dichlormethan-Extrakt von E. semialatum

Substanz Retentionszeit [min] Substanz Retentionszeit [min]
SL1 14,31 SL7 13,50
SL2 14,31 SL8 13,50
SL3 13,93 SL9 13,60
SL4 17,61 SL10 13,60
SL5 13,74 SL11 14,32
SL6 13,74 SE1 19,60
Temperatur programme
Methode GC-1: Standardmethode; Starttemperatur: 150°C (3 min lang);

Gradient: 150 — 280°C (Heizrate 10°C/min); Endtemperatur:
280°C isotherm (25 min lang)

6.3 Spektroskopische Verfahren

6.3.1 Optische Drehung

Die Messung der spezifischen Drehung erfolgte unter Verwendung einer Quarzkivette der
Schichtdicke 1 dm (Mikrozelle, 0,35 ml) an einem Polarimeter 341 LC der Firma Perkin-
Elmer bei 20°C und 589 nm. Als Lésungsmittel diente Ethanol.

6.3.2 |R-Spektroskopie

Samtliche IR-Spektren wurden mit einem Spektrometer der Reihe 881 der Firma Perkin-
Elmer aufgenommen. Als Matrix fur die zu analysierenden Substanzen wurden
Kaliumbromid-Prefidlinge verwendet.

6.3.3 UV-Spektroskopie
Gerate

Die UV-Spektren der Flavonoide wurden mit einem Spektralphotometer Typ DB-G (Fa
Beckman) in Methanol mit oder ohne Zugabe von Shiftreagenzien aufgenommen. Die
Spektren der Ubrigen Verbindungen wurden wahrend der HPLC-Laufe online mit einem
Photodiodenarray-Detektor (HP 1050, Hewlett Packard) aufgezeichnet. Methoden-abhangig
wurde mit Wasser/Methanol- oder Wasser/Acetonitril-Gemischen als Solventien gearbeitet.
Samitliche Spektren wurden bel Raumtemperatur aufgenommen.

Die Extinktionskoeffizienten der Terpene wurden mit dem Beckman-Spektral photometer
bestimmt, als Losungsmittel diente Methanol.

Shiftreagenzien

Bel der UV-spektroskopischen Untersuchung von Flavonoiden bedient man sich
verschiedener Shiftreagenzien. Zur Herstellung und Verwendung siehe MABRY et a. (1970).
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Natriummethanol at

Natriumacetat

Natriumacetat/
Borsaure

Aluminiumchlorid

Aluminiumchlorid/
Salzsaure

2,5 g frisch geschnittenes metallisches Natrium wurde in kleinen
Portionen vorsichtig in 100 ml Methanol gel6st. Von dieser

Stamml dsung wurden zur Aufnahme des NaOM e-Spektrums zwei bis
drei Tropfen in die Klvette pipettiert, in der sich noch die Lésung
befand, mit der das UV-Spektrum in Methanol gewonnen worden war.
Das Spektrum wurde sofort und nach funf Minuten aufgenommen, um
eventuelle Zersetzungen der Untersuchungssubstanz unter dem
Einfluld der Base dokumentieren zu kdnnen.

Pulverformiges wasserfreies Natriumacetat wurde in die Klvette mit
der methanolischen Untersuchungsl 6sung gegeben. Danach wurde
die verschlossene K Uivette kraftig geschittelt, um die Lésung mit dem
Salz zu séttigen. Es multe soviel Reagenz zugegeben werden, dass
sich nach dem Schiitteln auf dem Grund der Kivette ca. 2 mm
Bodensatz befand. Das Spektrum wurde unverziglich aufgenommen.

Eine ausreichende Menge pulverformiger wasserfreier Borsdure
wurde in die Kivette mit der Natriumacetat-Untersuchungsl sung
gegeben und das Ganze wieder gewissenhaft homogenisiert, um eine
geséttigte Losung zu erhalten. Danach wurde das Spektrum
aufgezeichnet.

Funf Gramm wasserfreies Aluminiumchlorid wurden in 100 mi
Methanol gel6st. Das Spektrum wurde unmittelbar nach der Zugabe
von sechs Tropfen des Reagenzes zur methanolischen
Untersuchungsl 6sung aufgenommen.

Drei Tropfen einer Mischung von 50 ml konzentrierter Salzsdure mit
50 ml Wasser wurden in die Kiivette mit der Aluminiumchlorid-
Losung pipettiert und die Losung anschlieffend vermessen.

6.3.4 Massenspektrometrie (MS)

Geréate

Massenspektren ohne vorhergehende GC-Trennung wurden mit einem Massenspektrometer
INCOS 50 der Firma Finnigan MAT aufgenommen. Die Proben wurden direkt in die
lonenquelle eingelassen und entweder bel 200°C durch Elektronenstol3 (DEI-MS,
lonisierungsenergie: 70 eV) oder bei 280°C mit Hilfe von Ammoniak als Reaktantgas
chemisch ionisiert (DCI-MS). Die Massenspektren der Substanzen FA6, FA7 und FAS8
wurden mit eéinem Kratos M S-50 TC-Spektrometer aufgenommen. Das Gerét wurde mit einer
kombinierten EI/CI-lonen-Quelle bei einer Temperatur von 120°C und einer lonisierungs-
energie von 60eV betrieben.
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6.3.5 Kernresonanz-Spektroskopie (NMR)
Gerate

Als Standardgerdt kam ein Kernresonanz-Spektrometer DRX 500 (Fa. Bruker) zum Einsatz.
Es war mit einem TBI-Probenkopf (triple broadband inverse gradient head) fir *H NMR- und
Korrelationsspektren und einem QNP-Probenkopf (quadro nuclear probe) fir *H NMR-,
3C NMR-, DEPT- und NOESY-Messungen ausgestattet. Die Meffrequenzen betrugen
500 MHz (*H NMR-, COSY-, HMQC- und HMBC-Spektren) und 125 MHz (**C NMR-,
DEPT- und NOESY -Spektren).

Die Verbindung SE1 wurde zusétzlich mit einem Kernresonanz-Spektrometer DM X-600
(Fa. Bruker) untersucht. Es war mit einem TBI-Probenkopf ausgeristet. Die Mel3frequenzen
betrugen 600 MHz (*H NMR-, COSY-, HMQC- und HMBC-Spektren) und 150 MHz
(**C NMR-Spektren).

Samtliche *C NMR-Spektren sind Protonen-breitbandentkoppelt.

L 6sungsmittel

Als Standardldsungsmittel fir lipophile Verbindungen wurde Chloroform-d verwendet. In den
Féllen, in denen sich die Substanzen darin nicht ausreichend 10sten, wurde auf Aceton-ds
ausgewichen. Die Flavonoid-Aglyka wurden in Methanol-d; oder DM SO-dg vermessen, fir
deren Glykoside sowie die Kaffeoyl-Chinasauren wurde ausschliefdich DM SO-ds verwendet.
Alle Lésungsmittel waren hochreine Spezialsolvenzien fur die NMR-Spektroskopie.

Probenvor bereitung und Durchfiihrung

Die Proben wurden zunéchst 24 Stunden in einem Vakuum-Exsiccator Uber Blaugel und
danach weitere 24 Stunden Uber Phosphor-(V)-oxid aufbewahrt, um L&sungsmittel- und
Wasserreste zu entfernen. Danach wurden die Proben in wenig deuteriertem Ldsungsmittel
gelost und Uber Glaswolle in die Gber Nacht im Trockenschrank bei 50 °C gelagerten NMR-
Probenrohrchen Uberfihrt. Bel ausreichenden Probenmengen wurde eine geringe Menge
Tetramethylsilan (TMS) as interner Standard zugesetzt. Die Auswertung erfolgte mit
spezieller Software der Fa. Bruker. Die Werte fir die chemische Verschiebung [8] sind in
ppm angegeben. Die Referenzierung erfolgte entweder auf TMS oder das jeweilige
Losungsmittelsignal. Die Einheit der Kopplungskonstanten [J] ist Hertz (Hz).

6.4 Gekoppelte Verfahren

6.4.1 GC-MS
Gerate

Bel der Analyse der Verbindungen aus der Alkaloidaufarbeitung bestand das GC-M S-System
aus einem Carlo Erba 5160 GC, verbunden mit einem Quadrupol-M assenspektrometer
Finnigan MAT 4515 (lonisierungsenergie: 40 eV). Die Auswertung und Steuerung der Geréte
erfolgte mit dem Incos Data System. Alle Ubrigen Verbindungen wurden mit einem
Gaschromatographen HP 5890 Series Il Plus mit Splitinjektion und massenselektivem
Detektor HP 5972 Series (lonisierungsenergie: 70 €V) untersucht. Die Steuerung Ubernahm
eine HP Chemstation (Fa. Hewlett-Packard).
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Saule

Mit dem HP-System wurde eine Quarzkapillarsdule OPTIMA 1 DF, 25 m x 0,25 mm,
Filmdicke 0,25 um (Fa. Macherey & Nagel) verwendet. Das Carlo Erba-Gerét war mit einer
Quarzkapillar-Saule der Fa. J&W Scientific ausgestattet (30 m x 0.32 mm, stationdre Phase:
Methylsilicon DB-1).

M obile Phase

Fir das HP-System gdten folgende Parameter: Helium des Reinheitsgrades 5.0;
Saulenvordruck: 1,16 x 10° Pa; Trégergasstrom (total): 70 mi/min; Saulendurchflulirate:
1,5 ml/min; Split-Verhdtnis: 1:50; Injektortemperatur: 280 °C; Steuerung Uber HP
Chemstation mit HP Software G1034C. Beim Carlo Erba-Gerét diente ebenfalls Helium as
Tragergas, die Injektortemperatur betrug jedoch nur 250°C und das Splitverhaltnis 1:20.

Probenaufgabe, Retentionszeiten und Temper atur-Programme

Fir das HP-System siehe Kap. , S. Bei der Kombination aus Carlo Erba-GC und
Finnigan MAT-Massenspektrometer wurde ein linearer Gradient von 70 bis 300°C mit einer
Aufheizrate von 6°C/min programmiert.

6.42 LC-MS

Gerate

LC: HPLC-Gerét 1050 mit quarterndrer Pumpe und UV-VIS Diodenarray-
Detektor (Fa. Hewlett-Packard)

MS. PE Sciex APl 3+ Tripel-Quadrupol M assenspektrometer mit Sciex-
Software

Interface: APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonisation)
Verneblertemperatur 480°C, Spitzenentladung bei 8 kV und 3pA

Saulen

Firr die LC-Trennung kam folgende Fertigsaule zur Anwendung: LiChrospher” RP-18, 250 x
4 mm, 5um (Fa. Merck).

M obile Phase

Bel sdmtlichen LC-MS/MS-Versuchen wurde ein linearer Gradient von 20% bis 80%
Acetonitril in 1%iger wassriger Ameisensaure Uber 60 Minuten gefahren. Die Flul¥rate betrug
immer 0,8 ml pro Minute.

Probenaufgabe

Be MS/MS-Versuchen wurde die Untersuchungslésung Uber eine Probenschleife in das
Massenspektrometer injiziert. Bel den LC-MS/M S-Experimenten wurde das Ende der HPLC-
Saule direkt mit dem APCI-Interface des Massenspektrometers gekoppelt. Das APCI-
Interface wurde ausschliefdlich im Positivmodus betrieben, d.h. die Molekile des Analyten
wurden positiv ionisiert.
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Durchfiihrung

Die lonisierungsmethode der APCI eignet sich insbesondere fur die LC-MS-Kopplung. Es
handelt sich um eine Art der chemischen lonisierung, bei der es zu einem Protonentransfer
zwischen ionisiertem Fliel3mittel und den darin gelésten Probenmolekilen kommt. Die
lonisierung vollzient sich bei  Atmospharendruck durch simultane Verneblung und
Spitzenentladung (,corona discharge®). Die durch die Protonentibertragung entstandenen
Pseudomolekiilionen radikalischen Charakters [MH]™ liefern meist im ersten der drei
Massenspektrometer zunachst keine Fragmentionen. Dies geschieht erst durch Kollisions-
induzierten Molekulzerfall (CID = ,collision-induced dissociation”) im zweiten der drei
verbundenen Quadrupole. Die Pseudomolekilionen kollidieren dort mit Molekilen eines
inerten Reaktandgases und werden abgebremst. Die dabei freigewordene kinetische Energie
bewirkt die Fragmentierung der lonen. Die interessierenden Fragmente werden im dritten
Quadrupol fokussiert und dort analysiert. Durch Variation der angelegten Offnungsspannung
der lonenquelle und der Kollisionsenergie im zweiten Massenspektrometer 183t sich der Grad
der Fragmentierung steuern. Bel den untersuchten Flavonoid-Glykosiden reicht eine
Kollisionsenergie von 30 — 50 V lediglich aus, die Zuckermolekile abzuspalten. Man erhélt
dadurch die Massen der Aglyka Wird die Offnungsspannung auf 80 V erhdht, so
fragmentieren auch die Aglyka und es lassen sich Spektren erzielen, die durch EI-MS
erhaltenen Spektren gleichen. Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse bel verschiedenen
Spannungen spricht man auch von pseudo-MSMS/MS. Als Target wurde ein Argon-
Stickstoff-Gemisch (9:1) mit einer Dichte von etwa 1,9 x 10™ Teilchen pro Kubikzentimeter
verwendet [STEVENS et al., 1997].
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6.5 |solierung der Inhaltsstoffe aus Eupatorium semialatum

6.5.1 Herkunft des Drogenmaterials

Die Blétter von Eupatorium semialatum Benth. wurden am 1.2.1995 nahe der Stadt Purulhain
der Bgja Verapaz/Guatemala gesammelt und an der Luft getrocknet. Das Pflanzenmaterial
wurde von Juan José Castillo von der Facultad de Agronomia, Universidad de San Carlos,
Guatemala Ciudad, identifiziert. Ein Belegexemplar lagert unter der Signatur JC2541 im
Institut von Cadtillo, ein weiteres mit derselben Signatur befindet sich im Besitz des Instituts
fur Pharmazeutische Biologie, Heinrich-Heine-Universitét Disseldorf.

6.5.2 Gewinnung der Rohextrakte

Die Gewinnung der Rohextrakte erfolgte nach der Soxhlet-Methode. 725,96 g der fein
gemahlenen Blattdroge wurden in vier Portionen innerhalb von 32 Stunden Extraktionszeit
erschopfend mit Dichlormethan extrahiert. Die Extrakte wurden vereinigt und am
Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Es verblieben 81 g eines zdhen, griinen
Rohextraktes, was einer Extraktionsausbeute von ungefahr 10% entsprach.

Die getrockneten Extraktionshiilsen wurden anschlief3end in gleicher Weise mit Methanol
extrahiert. Es resultierten 179,38 g eines gelbbraunen siruptsen Methanol-Extraktes. Die
Ausbeute betrug damit etwa 25% bezogen auf die eingesetzte trockene Blattdroge.

6.5.3 Fraktionierung des Dichlormethan-Extraktes

In Anlehnung an Willuhn et al. [PARREITER, 1990; SkiBINSKI, 1990] wurden 81 g des
Dichlormethan-Extraktes zur Abtrennung lipophiler Verunreinigungen mit Methanol
erschopfend ausgezogen. Es resultierten ca. 37 g Methanol-l6dlicher Anteil des
Dichlormethan-Extraktes als Ausgangsbasis fur die weitere Auftrennung. Zur Abgrenzung
von den Fraktionen des Methanol-Extraktes wurde alen Fraktionsbezeichnungen des
Dichlormethan-Extraktes ein ,,D* vorangestellt.

Der Methanol-l6sliche Anteil wurde in 6 Teile gleicher Masse aufgeteilt. Ein Teil (6,17 Q)
wurde als Reserve fur eventuelle spatere Untersuchungen vom Ldsungsmittel befreit und
unter Stickstoff in einem verschlossenen Rundkolben bei 8°C gelagert. Die verbliebenen finf
Teile (30,83 g) wurden nacheinander unter gleichen Bedingungen einer SC an Sephadex LH-
20 unterzogen. Als mobile Phase diente Methanol (SC-1). Die Eluate der einzelnen
Durchgénge wurden im FlieBmittelsystem DC-6 chromatographiert und  mit
Anisaldehyd/Schwefel sdure-Reagenz oder Naturstoffreagenz A detektiert. Nach Auswertung
der Chromatogramme wurden zusammengehorige Eluate vereinigt und mit den
Unterfraktionen der Ubrigen Saulen verglichen. Fraktionen mit &hnlicher Zusammensetzung
wurden dabei Ubergreifend vereinigt. Hieraus resultierten funf Grobfraktionen des
Dichlormethan-Extraktes D-1 bis D-V (siehe [Tabelle 6.3 S. |3Q9} Diese erste Trennung diente
hauptséchlich dazu, die Sesquiterpenlactone und anderen Terpenoide (D-11), welche mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure-Reagenz  blaue bis violette Farbungen ergaben, und die
Flavonoid-Aglyka (D-1V), die nach dem Bespriihen mit Naturstoffreagenz A as gelbe bis
orangefarbene Banden erschienen, von den Begleitstoffen (D-I, D-111 und D-V) abzutrennen.
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Tabelle 6.3: Ergebnis der SC-Trennung von 30,83 g Methanol-lésichem Anteil an Sephadex LH-20 mit

Methanol
Fraktion Ausbeute[g] Substanzen

D-1 11,55 -

D-lI 8,85 SL1-SL11
SE1-TR1

D-111 2,98 -

D-1V 0,68 FA1-FA5, FA9

D-V 3,25 -

6.5.3.1 Auftrennung der Fraktion D-I1

Die ca. 9 g schwere Fraktion wurde durch SC an Kieselgel 60 mit Dichlormethan/Methanol
9:1 (SC-2) weiter aufgetrennt. Die aufgefangenen Eluate wurden nach DC-Kontrolle (System
DC-12, Detektion mit Anisaldehyd/Schwefelsaure) zu funf Unterfraktionen (D-11-1 bis
D-11-5) zusammengefaldt (siehe [[abelle 6.4, S. [309).

Tabelle 6.4: Ergebnisder SC-Trennung von Fraktion D-I1 an Kieselgel 60 (System SC-2)

Fraktion  Ausbeute[g] Substanzen
D-11-1 0,88 .
D-11-2 1,69 SL4

SE1
D-11-3 0,51 SL1-SL3

TR1
D-11-4 0,73 SL5-SL11
D-11-5 4,13 .

Die Fraktion D-I1-2 erschien im Hinblick auf das Vorhandensein terpenoider Verbindungen
so vielversprechend, dass diese Fraktion (1,69 g) einer erneuten SC an Kieselgel 60
unterzogen wurde. In Vorversuchen hatte sich die mobile Phase SC-3 fir die Feintrennung
dieser Fraktion als die geeignetste gezeigt. Auch hier wurden funf Unterfraktionen (D-11-2-1
bis D-11-2-5) gebildet (siehe [Tabelle 6.5, S.[309).

Tabelle 6.5: Ergebnisder SC-Trennung von Fraktion D-I1-2 an Kieselgel 60 (System SC-3)

Fraktion Ausbeute [mg] Substanzen
D-I1-2-1 462 -
D-I1-2-2 81 SE1
D-I1-2-3 535 -
D-I1-2-4 14 SL4
D-I1-2-5 346 -

Die Fraktion D-11-3 (510 mg) wurde ebenfalls SC weiter aufgetrennt, allerdings an Sephadex
LH-20 mit dem System SC-3 als mobiler Phase. Daraus gingen die funf Fraktionen D-11-3-1
bis D-11-3-5 hervor (siehe [Tabelle 6.6, S. 310).
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Tabelle 6.6: Ergebnisder SC-Trennung von Fraktion D-11-3 an Sephadex LH-20 (System SC-3)

Fraktion ~ Ausbeute[mg] Substanzen
D-11-3-1 21 -
D-11-3-2 21 SE1
D-11-3-3 143 -
D-11-3-4 17 SL1-SL3
D-11-3-5 257 -

Fraktion D-I1-4 (730 mg) wurde zur Entfernung eines Grofiteils der Begleitstoffe SC an
Kieselgel 60 chromatographiert. Als mobile Phase kam das Gemisch SC-4 zur Verwendung.
Aus den Eluaten wurden die dre Unterfraktionen D-11-4-1 bis D-11-4-3 gebildet

(siehe [fabelle 6.7 S. B10).

Tabelle 6.7: Ergebnisder SC-Trennung von Fraktion D-11-4 an Kieselgel 60 (System SC-4)

Fraktion Ausbeute [mg] Substanzen
D-11-4-1 277 -
D-I11-4-2 74 SL5-SL11
D-11-4-3 298 -

6.5.3.2 Auftrennung der Fraktion D-IV

Diese Fraktion (680 mg), in der die Flavonoid-Aglyka angereichert vorlagen, wurde einer
weiteren SC-Trennung an Sephadex LH-20 mit Methanol as Flieldmittel unterzogen. Nach
DC-Kontrolle (System DC-4, Naturstoffreagenz A) wurden aus den Eluaten die funf
Unterfraktionen D-I1V-1 bis D-1V-5 gebildet (siehe [Tabelle 6.8] S. B10).

Tabelle 6.8: Ergebnisder SC-Trennung von Fraktion D-1V an Sephadex LH-20 (System SC-1)

Fraktion Ausbeute [mg] Substanzen
D-1V-1 317 FA2
D-IV-2 67 FA9
D-1V-3 88 FAS
D-IV-4 44 FALl, FA4

D-IV-5 77 FA3
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6.5.4 Isolierung und analytische Daten der Sesquiter penlactone und anderer
terpenoider Verbindungen aus dem Dichlor methan-Extrakt

6.54.1 Verbindung SL1

8B-[2-(2-Hydr oxy-1-methoxyethyl)acryloyloxy]reynosin =

1B-Hydroxy-8B-[2-(2-hydr oxy-1-methoxyethyl)acr yloyloxy]-4(15),11(13)-

eudesmadien-12,6-olid
Fraktion D-11-3-4 (siehelTabelle 6.6, S.[310) enthielt Substanzen mit UV-Absorptionsmaxima
Uber 200 nm und schien nach GC-MS-Untersuchungen mehrere Sesquiterpenlactone zu
enthalten. Es wurde daher eine dem Trennproblem angepal3te HPL C-Methode entwickelt, mit
der das Gemisch dieser Verbindungen getrennt werden konnte (siehe|Bild 6.1, S. [311). Es
handelte sich um die Substanzen SL1 - SL3. Die Separierung der beiden sehr dhnlichen
Sesquiterpenlactone SL 1 und SL 2 gelang dadurch, dass bel SL 1 nur das zeitlich ssmultan mit
dem ansteigenden Ast des Peaks aus dem Detektor gespilte Eluat aufgefangen wurde. Bei
SL2 wurde dhnlich verfahren, allerdings wurde das mit dem absteigenden Ast des Peaks
erscheinende Eluat aufgefangen. Von der farblosen und gummiartigen Substanz SL 1 konnten
auf diese Weise 4 mg rein gewonnen werden.

400, SL2
] SL1
300 \
201
] SL3
100
o]
R T S-S

Bild 6.1: HPLC-Chromatogramm von Fraktion D-11-3-4 (215 nm), aus der die Verbindungen SL 7, SL 2und
SL 3mit Methode HPLC-4 isoliert werden konnten

Summenformel: CxH250;
Molekulargewicht: M, 392
Optische Drehung:  [a]2” = - 0,44° (¢ 6.93, Ethanol)

GC: siehe[Tabelle 6.2, S.[303

HPLC: R: (min): 12,90 (HPLC-4)

IR: vkSr em™: 3522 br (OH), 2944 (CH), 1765 (y-Lacton), 1719
(konjugierter Ester), 1650 wk (Doppel bindung)

uv: Amax (M) in Methanol: 210, € 6389

EI-MS: m/z (rel. Int.): 264 [8B-Hydroxyreynosin]*™ (< 1), 246 [264-H,0]™ (7),

228 [246-H,0]™ (11), 213 [228-CH3]* (5), 202 [246-CO,]™" (13), 179
(34), 161 (24), 145 (13), 133 (22), 117 [CsHeO4]" (19), 106 (52), 91
(64), 79 (51), 69 (58), 55 (44), 41 (100)
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DCI-MS:

NMR:
DC:

m/z (rel. Int.): 410 [M+NH4]" (57), 282 [410-Acyl]" (29), 274 (13), 163
[Acyl+NHs]™ (71), 146 [Acyl] ™ (100)

sieheTabelle 2.1] s. [15]

Rr. 0,46 (DC-11), 0,39 (DC-12)
Farbe: Blauviolett (Anisaldehyd/Schwefelsdure)

6.5.4.2 Verbindung SL2
8B-[2-(2-Hydroxy-1-methoxyethyl)acryloyloxy]reynosin =
1B-Hydroxy-8B-[2-(2-hydr oxy-1-methoxyethyl)acr yloyloxy]-4(15),11(13)-
eudesmadien-12,6-olid
Verbindung SL 2 fiel bei der Aufarbeitung von Fraktion D-11-3-4 (siehe Kap. 6.5.4.1] S. B11)
mittels semipréparativer HPLC (Methode HPLC-4) in einer Ausbeute von 2 mg als farblose
und gummiartige Substanz an.

Summenformel:
Molekulargewicht:
Optische Drehung:
GC:

HPLC:

IR:

WAV
EI-MS;

DCI-MS:

NMR:
DC:

Co1H2807

M, 392

[0]2’= +0,35° (c 6.85, Ethanol)

siehe [[abelle 6.2 S. 303

R; (min): 13,19 (HPLC-4)

VKB em™: 3522 br (OH), 2944 (CH)1765 (y-Lacton), 1719 (konjugierter

max

Ester), 1650 wk (Doppel bindung)
Amax (NM) in Methanol: 210, € 6517

m/z (rel. Int.): 264 [8B-Hydroxyreynosin]*™ (< 1), 246 [264-H,0]* (7),
228 [246-H,0]™ (11), 213 [228-CH3]" (5), 202 [246-CO,]™" (13), 179
(34), 161 (24), 145 (13), 133 (22), 117 [CsHgO3]" (19), 106 (52), 91
(64), 79 (51), 69 (58), 55 (44), 41 (100)

m/z (rel. Int.): 410 [M+NH,4]* (100), 282 [410-Acyl]* (32), 274 (52),
163 [Acyl+NH] ™ (29), 146 [Acyl] " (31)

sieheTabelle 2.2] S. b5l

R 0,46 (DC-11), 0,39 (DC-12)
Farbe: Blauviolett (Anisaldehyd/Schwefel sdure)

6.5.4.3 Verbindung SL3
8B-[2-(2-Hydr oxy-1-methoxyethyl)acryloyloxy]balchanin =
1B-Hydroxy-8B-[2-(2-hydr oxy-1-methoxyethyl)acr yloyloxy]-3,11(13)-
eudesmadien-12,6-olid

Verbindung SL3 lag in Fraktion D-I1-3-4 vor. Durch Isolierung mittels semipréparatriver

HPLC (siehe Kap. l6.5.41, S. |3.’L;IJ) konnten 3 mg der farblosen und gummiartigen Substanz

gewonnen werden.
Summenformel:

Molekulargewicht:

CxnH207
M, 392
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Optische Drehung:

GC:
HPLC:
IR:

UVv:
EI-MS:

DCI-MS:
NMR:
DC:

[a]? = + 38,8° (c 0.2, Ethanol)

siehe[Tabelle 6.2, S.1303

R: (min): 17,04 (HPLC-4)

viSt em™: 3611 br (OH), 2940 (CH), 1778 (y-Lacton), 1721
(konjugierter Ester), 1650 wk (Doppel bindung)

Amax (NM) in Methanol: 218, € 7412

m/z (rel. Int.): 264 [83-Hydroxybalchanin]™ (14), 246 [264-H,0]™ (2),
228 [246-H,0]™ (3), 213 [228-CH3]" (6), 202 [246-CO,]™ (5), 189
(16), 175 (9), 173 (9), 164 (25), 150 (17), 119 (39), 97 (34), 91 (61), 79
(45), 69 (64), 55 (50), 43 (59), 41 (100)

m/z (rel. Int.): 410 [M+NH,4]* (100)
sieneffabelle2.3 s.B1]

R:: 0,43 (DC-11)
Farbe: Blauviolett (Anisaldehyd/Schwefel sdure)

6.5.4.4 Verbindung SL4
Trichomatolid D =
8B-[2-(1-Hydroxyethyl)acryloyloxy]reynosin =
1B-Hydroxy-8B3-[2-(1-Hydr oxyethyl)acryloyloxy]-4(15),11(13)-eudesmadien-

12,6-olid

Aus Fraktion D-l-2-4 (siehe [Tabelle 68, S. [309) wurde Verbindung SL4 durch
semipréparative HPLC (Methode HPLC-3) in einer Ausbeute von 1 mg gewonnen. Die

Substanz war farblos und besal3 gummiartige Konsistenz.

Summenformel:
Mol ekulargewicht:
GC:

HPLC:

uv:

EI-MS:

DCI-MS:
IH NMR:
DC:

C20H2606

M, 362

siehe[Tabelle 6.2 S.[303
Ry (min): 20,04 (HPLC-3)
Amax (NM) in Methanol: 211

miz (rel. Int.): 362 [M]™ (<1), 347 [M-CH3]" (<1), 318 [M-CHsCHO]™"
(<1), 300 [318-H,O]" (<1), 272 [300-CO]* (<1), 264
[8B-Hydroxyreynosin]* (< 1), 246 [M-Acyl-H,O]" (6), 228
[246-H,0]"™ (17), 213 [228-CH3]* (9), 202 [246-CO,|™" (18), 183 (11),
173 (10), 161 (30), 145 (15), 131 (16), 105 (27), 91 (55), 81
[Acyl-H,O]" (79), 67 (33), 55 (100), 43 (100)

m/z (rel. Int.): 380 [M+NH,4]" (100)
sienelTabelle2.4 s.B5

Rs: 0,06 (DC-6), 0,64 (DC-11), 0,47 (DC-12)
Farbe: Blauviolett (Anisaldehyd/Schwefel sdure)
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6.5.45 Verbindung SL5
8B-[4-Hydr oxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]reynosin =
1B-Hydroxy-8B-[4-Hydr oxy-5-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-4(15),11(13)-
eudesmadien-12,6-olid

Aus der Fraktion D-11-4-2 (siehel! abelle 6.7, S. m) gelang durch semipréparative HPLC

(HPLC-5) die gleichzeitige Gewinnung der Reinsubstanzen SL5 bis SL11 (siehe

S. . Die Ausbeute an der farblosen und gummiartigen Verbindung SL 5 betrug 29 mg.

SL5 SL6 SL7

SL8 SL10

T T T T T (O S A B S AR

Bild 6.2: HPLC-Chromatogramm von Fraktion D-11-4-2 (215 nm), aus der die Verbindungen SL 5bis SL 17 mit
Methode HPLC-5 isoliert werden konnten

Summenformel: CasH3209
Molekulargewicht: M, 476
Optische Drehung:  [a]2) = +27,2° (¢ 1.92, Ethanol)

GC: siehe [[abelle 6.2] S. B03]

HPLC: R: (min): 16,94 (HPLC-5)

IR: VKB cm™: 3411 br (OH), 2944 (CH), 1765 (y-Lacton), 1709
(konjugierter Ester), 1650 wk (Doppel bindung)

uv: Amax (NM) in Methanol: 209, € 5678

EI-MS: m/z (rel. Int.): 264 [8B-Hydroxyreynosin]*™ (< 1), 246 [264-H,0]™" (3),

228 [246-H,0]" (4), 213 [228-CH4]" (3), 202 [246-CO,]* (6), 179
(18), 161 (12), 157 (10), 133 (13), 117 [CsHsO3]* (12), 106 (28), 91
(43), 79 (36), 77 (36), 69 (48), 55 (37), 43 (50), 41 (100)

DCI-MS: m/z (rel. Int.): 494 [M+NH4]" (15), 396 [494-(5-Hydroxytigloyl)+H]"
(<1), 378 [396- NH4]™ (5), 282 [8B-Hydroxyreynosin+NH,]* (2), 264
[8B-Hydroxyreynosin]™ (1), 250 (12), 151 [4,5-Dihydroxy-
tiglinsaure+tH+NH4] ™ (35), 134 [5-Hydroxytiglinsiaure +NH,4]* (100),
117 [5-Hydroxytigloyl +NH4] ™ (<1)

NMR: siehe[Tabelle 2.5] S. Bg|
DC: Ry 0,53 (DC-11), 0,19 (DC-12)

Farbe: Blauviolett (Anisaldehyd/Schwefel sdure)
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6.5.4.6 Verbindung SL6
8B-[5-Hydroxy-4-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]reynosin =
1B-Hydr oxy-8B3-[5-Hydr oxy-4-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-4(15),11(13)-
eudesmadien-12,6-olid
SL6 wurde neben den Verbindungen SL5 und SL7 — SL11 ds farblose und gummiartige
Substanz aus Fraktion D-11-4-2 isoliert (siehe Kap. 16.5.4.5, S. [314). Die Ausbeute betrug

5 mg.

Summenformel: CosH3209

Molekulargewicht: M, 476

Optische Drehung:  [a]2’ = + 15,6° (¢ 0.311, Ethanol)

GC: siehe[Tabelle 6.2, S.[303

HPLC: R: (min): 20,71 (HPLC-5)

IR: viSt em™: 3414 br (OH), 2956 (CH), 1764 (y-Lacton), 1710
(konjugierter Ester), 1650 wk (Doppel bindung)

uVv: Amax (M) in Methanol: 209, € 5813

EI-MS: m/z (rel. Int.): 228 [8B-Hydroxyreynosin-2H,0] " (2), 202 [246-CO,]™
(2), 179 (16), 161 (10), 157 (10), 145 (6), 133 (12), 117 [CsHqO5]" (13),
106 (24), 91 (45), 79 (35), 77 (36), 69 (48), 55 (37), 43 (50), 41 (100)

DCI-MS: m/z (rel. Int.): 494 [M+NH,4]" (100)

NMR: sieheTabelle 2.6, S.lag

DC: R:: 0,53 (DC-11), 0,19 (DC-12)

Farbe: Purpurviolett (Anisaldehyd/Schwefel sdure)

6.5.4.7 Verbindung SL7
8B-[4-Hydr oxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]balchanin =
1B-Hydr oxy-8f3-[4-hydr oxy-5-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-3,11(13)-

eudesmadien-12,6-olid

Die Verbindung SL 7 lag gemeinsam mit SL5, SL6 und SL8 — SL 11 in Fraktion D-11-4-2 vor
und konnte mittels semipraparativer HPLC in einer Ausbeute von 4 mg DC-rein dargestellt
werden (siehe Kap. [6.5.4.5, S. [314). Die Substanz war farblos und besa® gummiartige

Konsistenz.

Summenformel:

Mol ekulargewicht:
Optische Drehung:

GC:
HPLC:
IR:

uv:

CosH3209

M, 476

[a]2’ = + 0,30° (c 8.871, Ethanol)
siehefTabelle 6.7 S.[B03

R: (min): 22,60 (HPLC-5)

VSt em: 3497 br (OH), 2933 (CH), 1760 (y-Lacton), 1710
(konjugierter Ester), 1643 wk (Doppel bindung)

Amax (NM) in Methanol: 209, € 6645
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EI-MS:

DCI-MS:

NMR:
DC:

m/z (rel. Int.): 264 [83-Hydroxybalchanin]™ (5), 217 (4), 207 (4), 189
(8), 173 (5), 164 (12), 150 (9), 133 (9), 119 (23), 105 (21), 97 (23), 91
(42), 77 (34), 69 (51), 55 (43), 43 (50), 41 (100)

m/z (rel. Int.): 494 [M+NH4]" (38), 396 [494-(5-Hydroxytigloyl)+H]"
(3), 378 [396-NH,]™ (5), 282 [8B-Hydroxybalchanin+NH,4]" (6), 264
[8B-Hydroxybalchanin]™ (2), 250 (10), 151 [4,5-Dihydroxytiglin-
siuretH+NH,4] ™ (47), 134 [5-Hydroxytiglinsaure +NH4]" (100), 117
[5-Hydroxytigloyl+NH4] ™ (<1)

siehe [Tabelle 2.7] S. 3

Rr. 0,53 (DC-11), 0,19 (DC-12)
Farbe: Blauviolett (Anisaldehyd/Schwefelsdure)

6.5.4.8 Verbindung SL8
8B-[5-Hydr oxy-4-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]balchanin =
1B-Hydroxy-8f-[5-hydr oxy-4-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-3,11(13)-
eudesmadien-12,6-olid
Die Substanz SL8 lag neben SL5 — SL7 und SL9 — SL11 in Fraktion D-11-4-2 vor. Durch
semipraparative HPLC konnte 1 mg der farblosen und gummiartigen Verbindung rein
erhalten werden (siehe Kap. 6.5.4.5] S. B14).

Summenformel:
Molekulargewicht:
Optische Drehung:
GC:

HPLC:

IR:

UAVA
EI-MS;

DCI-MS:

'H NMR:
DC:

CosH3209

M, 476

[a]2 = +0,10° (c 0.2, Ethanol)
siehe [[abelle 6.2] S.303]

R; (min): 28,80 (HPLC-5)

VKB em™: 3460 br (OH), 2939 (CH), 1763 (y-Lacton), 1711
(konjugierter Ester), 1647 wk (Doppel bindung)

Amax (NM) in Methanol: 209, € 6497

m/z (rel. Int.): 264 [8B-Hydroxybalchanin]™ (6), 246 [264-H,0]™ (<1),
228 [246-H,0]™ (<1), 217 (3), 202 (2), 189 (8), 175 (5), 164 (13), 150
(10), 145 (7), 133 (9), 119 (24), 105 (20), 91 (43), 77 (35), 69 (52), 55
(43), 43 (54), 41 (100)

m/z (rel. Int.): 494 [M+NH4]" (3), 396 [494-(5-Hydroxytigloyl)+H]"
(16), 378 [396-NH4] ™ (3), 282 [8B-Hydroxybalchanin+NH,] " (48), 264
[8B-Hydroxybalchanin]™ (10), 250 (5), 151 [4,5-Dihydroxytiglin-
saure+H+NH,] ™ (15), 134 [5-Hydroxytiglinsiure +NH4]* (100)

siehe S

R:: 0,53 (DC-11), 0,19 (DC-12)
Farbe: Grauviolett (Anisaldehyd/Schwefel sdure)
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6.5.4.9 VerbindungSL9
8B-[4-Hydr oxy-5-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]magnolialid =
1B-Hydr oxy-8f3-[4-hydr oxy-5-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-4,11(13)-
eudesmadien-12,6-olid
Die Substanz SL9 wurde wie SL5 — SL8 und SL.10 — SL 11 aus Fraktion D-11-4-2 durch
semipraparative HPLC isoliert (siehe Kap. [6.5.4.5, S.[314). Dabei fielen 2 mg farbloses und
gummiartiges SL 9 an.

Summenformel: CosH3209
Molekulargewicht: M, 476
Optische Drehung:  [a]2’ = - 18,0° (¢ 0.69, Ethanol)

GC: siehe([Tabelle 6.2, S.[303

HPLC: R (min): 24,88 (HPLC-5)

IR: VKB em™: 3502 br (OH), 2927 (CH), 1766 (y-Lacton), 1718
(konjugierter Ester), 1637 wk (Doppel bindung)

uv: Amax (M) in Methanol: 209, € 4815

EI-MS: m'z (rel. Int): 246 [(8B-Hydroxymagnolidid)-H,O]™ (13), 228

[246-H,0]™ (5), 213 (6), 202 (9), 185 (7), 153 (32), 135 (44), 128 (27),
115 (39), 107 (52), 93 (100), 91 (94), 77 (73), 65 (38), 55 (52), 43 (99),
41 (88)

DCI-MS: m'z (re. Int): 494 [M+NH4]" (100), 410 (4), 39
[494-(5-Hydroxytigloy)+H]"  (3), 378 [396-NH4"™ (4), 282
[8B-Hydroxymagnolialid+NH4]* (2), 250 (<1), 151 [4,5-Dihydroxy-
tiglinsaure+tH+NH,] ™ (3), 134 [5-Hydroxytiglinsiure +NH4]" (7)

NMR: siehe[Tabelle 2.9 S.[63
DC: Ry 0,53 (DC-11), 0,19 (DC-12)

Farbe: Blauviolett (Anisaldehyd/Schwefel sdure)

6.5.4.10 Verbindung SL10
8B-[5-Hydroxy-4-(5-hydroxytigloyloxy)tigloyloxy]magnolialid =
1B-Hydr oxy-8f3-[5-hydr oxy-4-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-4,11(13)-
eudesmadien-12,6-olid
SL 10 wurde neben den Verbindungen SL5 — SL9 und SL11 als farblose und gummiartige
Substanz aus Fraktion D-11-4-2 isoliert (siehe Kap. [6.5.4.5] S. [314). Die Ausbeute betrug
1 mg.

Summenformel: CasH3209

Molekulargewicht: M, 476

Optische Drehung:  [a]2’ = - 14,0° (¢ 0.02, Ethanol)
GC: siehe[Tabelle 6.2, S.[303)
HPLC: R: (min): 30,31 (HPLC-5)
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IR:

WAV
EI-MS:

DCI-MS:

IH NMR:
DC:

VRS em™: 3485 br (OH), 2932 (CH), 1764 (y-Lacton), 1715
(konjugierter Ester), 1645 wk (Doppel bindung)

Amax (NM) in Methanol: 209, € 4466

m'z (rel. Int): 246 [8B-Hydroxymagnolidid-H,O]" (13), 228
[246-H,0]™ (4), 213 (6), 202 (8), 185 (7), 167 (9), 153 (28), 135 (42),
128 (29), 115 (41), 107 (49), 93 (92), 91 (99), 77 (74), 65 (38), 55 (53),
43 (100), 41 (89)

mz (rd. Int): 494 [M+NHJ® (41), 410 (1), 396 [494-(5-
Hydroxytigloyl)+H]"  (6), 378  [396-NHJ]"™  (4), 282
[8B-Hydroxymagnolialid+NH4]* (5), 264 [8B-Hydroxymagnolialid]™
(3), 248 (2), 151 [4,5DihydroxytiglinsaurerH+NH,]" (28), 134
[5-Hydroxytiglinsaure +NH4] ™ (100)

[abelle2.10] s 1]

Rr. 0,53 (DC-11), 0,19 (DC-12)
Farbe: Grauviolett (Anisaldehyd/Schwefel sdure)

6.5.4.11 Verbindung SL11
3B-Hydroxy-8B-[4-Hydr oxy-5-(5-hydr oxytigloyloxy)tigloyloxy]-4a-methoxy-
10(14),11(13)-guaiadien-12,6-olid

Die Verbindung SL 11 lag gemeinsam mit SL5 — SL 10 in Fraktion D-11-4-2 vor und konnte

mittels semipréparativer HPLC in einer Ausbeute von 6 mg DC-rein dargestellt werden

(siehe Kap. 6545 S. Bl_AJ Die Substanz war farblos und von gummiartiger Konsistenz.

Summenformel:
Molekulargewicht:
Optische Drehung:
GC:

HPLC:

IR:

UAVA
EI-MS;

DCI-MS:

NMR:

Co6H34010

M, 506

[0]2) =- 20,6° (c 0.391, Ethanol)
siehe [Tabelle 6.2] S. 303]

R; (min): 15,60 (HPLC-5)

VKB em™: 3476 br (OH), 2941 (CH), 1763 (y-Lacton), 1714
(konjugierter Ester), 1648 wk (Doppel bindung)

Amax (NM) in Methanol: 218, € 5729

miz (rel. Int.): 294 [M+H-Acyl]™ (1), 262 [294-MeOH]*" (2), 249 (8),
244 [262-H,0]™ (4), 235 (13), 166 (13), 109 (18), 101 (83), 91 (42), 88
(48), 79 (31), 77 (39), 69 (52), 67 (30), 59 (53), 55 (29), 43 (100), 41
(98)

m/z (rel. Int.): 524 [M+NH4]" (100), 426 [524-(5-Hydroxytigloyl)+H]"
(7), 409 [426-NH3]" (16), 366 (54), 312 [M-Acyl+H+NHJ]" (10), 298
(9, 151  [4,5-Dihydroxytiglinssure+tH+NH,"™  (28), 134
[5-Hydroxytiglinsaure +NH4]" (86)

siehe Tabdlle 2.11] S. [75]
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DC: R 0,20 (DC-12)
Farbe: Hellrosa (Anisaldehyd/Schwefel saure), blaue Fluoreszenz unter
UV-Licht der Wellenlange 365 nm

6.5.4.12 Verbindung SE1

11-Cinnamoyloxyoplopanon
Verbindung SE1 lag in Fraktion D-11-2-2 vor (siehe[Tabelle 6.3, S.[309) und wurde mit Hilfe
der semiprdparativen HPLC isoliert (Methode HPLC-2). Hierdurch konnten 4 mg der
farblosen und gummiartigen Substanz isoliert werden (siehe Bild 6.3, S. B19).

mAU] SE1
350(%
3000]
2500]
2000]
1500
1006
5007
04

T v T T T v T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 mit

Bild 6.3; Ausschnitt aus dem HPLC-Chromatogramm von Fraktion D-11-2-2 (282 nm) mit SEZ als Hauptpeak;
Methode HPLC-2; die am Ende der Chromatographie eluierenden Verunreinigungen wurden nicht

dargestellt

Summenformel: C24H304

Molekulargewicht: M, 384

GC: siehe[Tabelle 6.2, S.[303

uv: Amax (NM) in Methanol: 219, 282

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 384 [M]™ (< 1), 382 (< 1), 299 (< 1), 236 [M-Zimt
saure]™ (9), 223 (17), 187 (15), 177 (30), 147 (6), 131 [Cinnamoyl]*
(100), 121 (14), 103 [C¢Hs-CH=CH]" (42), 95 (16), 93 (9), 91
[CeHs-CH2]™ (9), 81 (14), 77 [CeHs]” (27), 71 (15), 69 (11), 67 (11), 55

(12), 43 (40), 41 (12)

GC-CI-MS: m/z (rel. Int.): 402 [M+NH4]" (100), 385 [M+H]" (18), 370 (4), 272 (8),
256 (30), 238 (21), 221 (6)

NMR: siehe[Tabelle 2,52 S.[241]

DC: R:: 0,41 (DC-6), 0,86 (DC-11), 0,85 (DC-12)
Farbe: Purpur (Anisaldehyd/Schwefelsdure), nach mehreren Stunden
blaugrin

6.5.4.13 Verbindung TR1

Oleanolsaure =

3B-Hydr oxy-12-oleanen-28-sdure
Die Fraktion D-11-3-2 (siehe [Tabelle 6.6, S. 310) wurde auf der DC-Folie von einem nicht
|6schenden Substanzfleck dominiert, der sich mit Anisaldehyd/Schwefel sdure-Reagenz
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dunkelviolett anfarben lief3. Zur Isolierung der Substanz wurde eine prdp. DC im
Fliefmittelgemisch DC-6 angefertigt. Mit dieser Methode konnten 10 mg der farblosen und
gummiartigen Verbindung TR1 gewonnen werden.

Summenformel: Cz0H4g03

Molekulargewicht: M, 456

CAS-Nr.: [508-02-1]

DEI-MS: m'z (rel. Int.): 456 [M]™ (1), 248 (60), 233 (9), 203 (64), 175 (18), 161

(9), 145 (16), 134 (42), 119 (40), 105 (45), 95 (43), 81 (53), 69 (63), 55
(66), 43 (100)

DCI-MS: m/z (rel. Int.): 474 [M+NH,]* (100), 456 [M]** (1), 296 (5), 279 (10),
270 (9), 254 (16), 252 (19), 212 (13), 204 (14)

NMR: siehe[[abelle 2.53] S. 48]

DC: R:: 0,58 (DC-6), 0,59 (DC-11), 0,78 (DC-12)

Farbe: Violett (Anisaldehyd/Schwefel sdure)

6.5.5 Isolierung und analytische Daten der Flavonoid-Aglyka

6.5.5.1 Verbindung FA1

Hispidulin =

4" 5,7-Trihydroxy-6-methoxyflavon
Fraktion D-1V-4 enthielt als Hauptbestandteile die beiden Verbindungen FA1 und FA4
(siehe [Tabelle 6.8, S.131d). Um diese zu trennen, wurden die 44 mg der Fraktion mit einer
prap. DC im Flief3mittelsystem DC-3 aufgetrennt. Dabei resultierten 10 mg reines amorphes
FA1. Die Substanz war von gelber Farbe.

Summenformel: Ci16H1206

Molekulargewicht: M, 300

CAS-Nr.: [1447-88-7]

EI-MS: m/z (rel. Int.): 300 [M]™ (30), 285 [M-CH3]" (23), 282 [M-H.0]™ (22),

271 [M-H-CQ]" (5), 257 [M-CO-CH3]" (37), 242 [M-2H-2CO]™" (2),
185 (4), 167 [A1-CH3]" (13), 153 (9), 139 [A;-CHs-COJ" (25), 126
[A1-CO-COJ™ (32), 121 [BJ]"* (22), 119 (23), 118 [B4]™ (18), 83 (26),

69 (100)
CI-MS: m/z (rel. Int.): 301 [MH]" (100)
NMR: siehe Tabelle 2.13] S. p1]

DC: R-Werte und Detektionsverhalten siehe Tabelle 6.1] S. p9s|
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6.5.5.2 Verbindung FA2

Pectolinarigenin =

5,7-Dihydroxy-4",6-dimethoxyflavon
FA2 lag in Fraktion D-IV-1 vor (siehe[Tabelle 6.8, S.[310). Die Substanz wurde durch LC-
MS (Vergleich der Retentionszeit und des Massenspektrums) und Co-Chromatographie mit
der autenthischen Reinsubstanz auf Polyamid DC-11-Platten (Fa. Macherey & Nagel) im
System DC-5 identifiziert.

Summenformel: C17H1406

Molekulargewicht: M, 314

CASNr.: [520-12-7]

APCI-MS:; iz (rel. Int.): 315 [MH]" (100), 231 (14), 217 (26), 203 (30)

6.5.5.3 Verbindung FA3

Eupafolin =

3,4°,5,7-Tetrahydr oxy-6-methoxyflavon
Die Fraktion D-IV-5 (siehe[Tabelle 6.8, S. 310) enthielt hauptsichlich die gelbe Substanz
FA3. Zur Isolierung wurden 77 mg der Fraktion durch wiederholte prap. DC aufgereinigt
(System DC-3 und anschlieffend System DC-9). Die Ausbeute betrug 7 mg reines amorphes
FA3. Dartiber hinaus konnte die Verbindung auch aus dem Methanol-Extrakt isoliert werden.
Durch prép. DC (System DC-1) und anschlieffende LPLC von Fraktion M-VIII-5
(siehe [Tabelle 6.15] S.[326) wurden zusitzlich 5 mg von FA3 gewonnen. Die Identitét der
Substanz  konnte durch LC-MS-Untersuchungen und Co-Chromatographie mit der
authentischen Substanz verifiziert werden (System DC-5 auf Polyamid DC-11-Patten der Fa.
Macherey & Nagel).

Summenformel: Ci16H1207

Molekulargewicht: M, 316

CASNT.: [520-11-6]

EI-MS: m'z (rel. Int.): 316 [M]™ (12), 301 [M-CH3]" (8), 298 [M-H.0]™ (7),

287 [M-H-COJ" (6), 273 [M-CO-CHg]" (11), 167 [A1-CH4]* (6), 153
(7), 139 [A1-CH3-COJ* (12), 137 [B3]* (6), 134 [B4] ** (13), 105 (9), 77
(15), 69 (90), 60 (15), 55 (22), 45 (33), 43 (100)

CI-MS: mz (rel. Int.): 317 [MH]* (100)
NMR: siehe[Tabelle 2.19 S.[og
DC: R-Werte und Detektionsverhalten siehe[Tabelle 6.1] S.[298

6.5.54 Verbindung FA4

Desmethoxycentaureidin =

3',5,7-Trihydroxy-4",6-dimethoxyflavon
Verbindung FA4 lag in Fraktion D-IV-4 vor (siehe [Tabelle 6.8 S.[310). Die Fraktion wurde
mittels prép. DC im Flielmittelsystem DC-3 aufgetrennt. Da die gewonnene Substanz noch
leicht verunreinigt war, wurde sie anschlief3end mit Hilfe einer prap. DC im System DC-7 und
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danach im System DC-8 weiter gereinigt. Durch diese Operation konnten 7 mg der gelben
amorphen Verbindung FA4 rein gewonnen werden.

Summenformel: Ci7H1407

Molekulargewicht: M, 330

CAS-Nr.: [22934-99-2]

EI-MS: m/z (rel. Int.): 330 [M] ** (44), 315 [M-CH3]" (32), 312 [M-H,0]* (32),

301 [M-H-COJ" (4), 287 [M-CO-CH3]" (41), 167 [A1-CH3]" (12), 149
[B4]™ (28), 139 [A;-CH3-CO]" (26), 122 (19), 105 (21), 89 (13), 77
(12), 69 (100), 51 (27), 43 (62)

CI-MS: m/z (rel. Int.): 331 (21)
NMR: siehe Tabelle 2.17/ S. [103]
DC: Ri-Werte und Detektionsverhalten siehe t[abel.l_e_ﬁ..’ﬂ S. posg|

6.5.5.5 Verbindung FA5

Acacetin =

5,7-Dihydroxy-4"-methoxyflavon
FA5 konnte in Fraktion D-1V-3 (siehe Tabelle 6.8 S. B10) durch LC-MS (Vergleich der
Retentionszeit und des Massenspektrums) und Co-Chromatographie mit der autenthischen
Reinsubstanz auf Polyamid DC-11-Platten (Fa. Macherey & Nagel) im System DC-5
identifiziert werden.

Summenformel: Ci16H1205

Molekulargewicht: M, 284

CASN.: [480-44-4]

APCI-MS:; miz (rel. Int.): 285 [MH]" (100), 227 (17)

6.5.5.6 Verbindung FA6

Patuletin =

3,3,4",5,7-Pentahydr oxy-6-methoxyflavon
Die Substanz FA6 entstammt einer Fraktion des Methanol-Extraktes (M-V-2-6, siehe
S. . Nach Aufreinigung dieser Fraktion durch prép. DC (System DC-1) und
anschlief3ende LPLC fiel die amorphe gelbe Verbindung in einer Ausbeute von 8 mg DC-rein
an.

Summenformel: Ci6H1208

Molekulargewicht: M, 332

CAS-Nr.: [519-96-0]

EI-MS: m/z (rel. Int.): 332 [M] ™ (100), 317 [M-CH3]" (11), 314 [M-H,O]™

(35), 301 [M-H-CQOJ]" (9), 289 [M-CO-CH3]" (96), 260 (5), 163 (5), 137
[B2]" (19), 109 [B-COJ" (6), 81 (6), 69 (30), 55 (5)

NMR: sieheTabelle 2.19] S. 112]
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DC: R-Werte und Detektionsverhalten siehe[Tabelle 6.1} S.[298]

6.5.5.7 Verbindung FA7

Laciniatin =

3,3°,5,7-Tetrahydroxy-4",6-dimethoxyflavon
FA7 konnte aus einer Fraktion des M ethanol-Extraktes gewonnen werden. Die Fraktion M-XI|
(siehe Tabelle 6.9 S.|_324) wurde nacheinander mittels LPLC und prép. DC (System DC-1)
aufgetrennt. Nach Elution der Hauptbande konnten 4 mg der amorphen gelben Verbindung
FA7 DC-rein erhaten werden.

Summenformel: C17H140g

Molekulargewicht: M, 346

CASNT.: [74161-28-7)

EI-MS: Mz (rel. Int.): 346 [M] ** (100), 331 [M-CH3]" (9), 328 [M-H,0]*" (36),

317 [M-H-COJ* (9), 303 [M-CO-CHa]" (85), 260 (4), 151 [B,]* (8), 121
(5), 108 [B,-CO-CH4]* (3), 69 (15), 65 (3)

NMR: siehe[Tabelle 2.21] S.[115
DC: Ri-Werte und Detektionsverhalten sieheIIabeLI_e_ﬁ.ll S.loog

6.5.5.8 Verbindung FA8

Mikanin =

3,5-Dihydroxy-4",6,7-trimethoxyflavon
FAS8 entstammt der Fraktion M-1X des Methanol-Extraktes (siehe [Tabelle 6.9, S. [324). Sie
wurde zun&chst durch SC an Polyklar AT mit Methanol als mobiler Phase aufgetrennt. Nach
anschlief3ender prédp. DC im System DC-1 und Reinigung der eluierten Hauptbande durch
LPLC fiel reines FA8 a's amorphe gelbe Substanz in einer Ausbeute von 3 mg an.

Summenformel: CisH1607

Molekulargewicht: M, 344

CASNr.: [4324-53-2]

EI-MS: m/z (rel. Int.): 344 [M] ™ (84), 329 [M-CH3]" (13), 326 [M-H,0] " (36),

301 [M-CO-CH3]" (100), 283 (27), 258 (19), 153 [A1-CH3-CO]™ (13),
135 [B,]" (28), 69 (14), 55 (11)

NMR: siehe(Tabelle 2.23 S.[121]
DC: R-Werte und Detektionsverhalten sieheTabelle 6.1] S.[298)

6.5.5.9 Verbindung FA9

Axillarin =

3,4°5,7-Tetrahydr oxy-3,6-dimethoxyflavon
Fraktion D-1V-2 (siehe[Tabelle 6.8, S.[310) enthielt neben FA1, FA2 und FA4 auch FA9. Die
Substanz wurde durch LC-MS und Chromatographie des Gemisches gegen authentische
Referenzsubstanz auf Polyamid DC-11-Platten (Fa. Macherey & Nagel) im System DC-5
identifiziert.
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Summenformel: C17H140s

Molekulargewicht: M, 346

CASNT.: [5188-73-8]

APCI-MS: m/z (rel. Int.): 347 [MH]" (100)

6.5.6 Fraktionierung des Methanol-Extraktes

Zur Gewinnung hydrophiler Sekundérstoffe wurden 40 g des im Anschlul an die
Dichlormethan-Extraktion gewonnenen Methanol-Extraktes verwendet. Um Verwechslungen
mit Fraktionen des Dichlormethan-Extraktes zu vermeiden, tragen die Bezeichnungen der
nicht-alkaloidischen Fraktionen des Methanol-Extraktes das Préfix ,M“. Aus den
verbliebenen 140 g des M ethanol -Extraktes wurden Pyrrolizidin-Alkal oide extrahiert.

Die Fraktionierung des Extraktes erfolgte in vier Portionen a 10 g an Sephadex LH-20. Als
Fliefmittel diente zunéchst reines Methanol (SC-1), dem am Ende der Chromatographie
steigende Wasseranteile zugemischt wurden, um auch die stark hydrophilen Substanzen
quantitativ eluieren zu konnen. Die aufgefangenen Eluate wurden nach DC-Kontrolle zu elf
Fraktionen vereinigt. m S. | gibt eine Ubersicht Uber die Ausbeuten und die aus
diesen Fraktionen isolierten Reinsubstanzen.

Diese elf Fraktionen sowie einige Unterfraktionen wurden per LC-MS untersucht, um schon
vor der Isolierung der Reinsubstanzen eine Vorstellung von ihrer Zusammensetzung zu
bekommen. Es zeigte sich, dass der Uberwiegende Teil der Verbindungen Flavonoidglykoside
und Kaffeoyl-Chinasduren waren, wahrend nur wenige freie Flavonoid-Aglyka im Methanol -
Extrakt vorlagen.

Tabelle 6.9: Ergebnisder SC-Trennung von 40 g Methanol-Extrakt an Sephadex LH-20 mit Methanol

Fraktion Ausbeute[q] Substanzen
M-I 11,74 -
M-II 3,90 Cul
FG1-FG3
M-I111 0,67 FG4
M-IV 0,31 FG5-FG7
M-V 2,51 FAG6
FG8-FG11
M-VI 0,14 -
M-VII 1,74 KC1, KC2,KC4,KC5,KC7
M-VIII 1,07 FA3
KC4,KC6
M-1X 2,11 FA8
M-X 1,59 KC8
M-XI 1,42 FA7

6.5.6.1 Auftrennungder Fraktion M-I11

Fraktion M-Il (3,9 g) wurde SC an Polyklar AT unter Verwendung von Methanol als
Elutionsmittel in finf Unterfraktionen partitioniert (siehe Cabelle 6.10] S. B25).
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Tabelle 6.10: Ergebnisder SC-Trennung von Fraktion M-11 an Polyklar AT (System SC-1)

Fraktion  Ausbeute[mg] Substanzen
M-I1-1 1200 -
M-11-2 98 CUL FG2
M-I1-3 98 FG1
M-11-4 87 FG3
M-I1-5 715 -

6.5.6.2 Auftrennung der Fraktion M-1V

Auch Fraktion M-IV (310 mg) wurde SC an Polyklar AT mit Methanol gereinigt. Es wurden
die drei Unterfraktionen M-1V-1 bis M-1V-3 gebildet (siehe[Tabelle 6.11} S.[325).

Tabelle 6.11: Ergebnis der SC-Trennung von Fraktion M-1V an Polyklar AT (System SC-1)

Fraktion Ausbeute [mg] Substanzen
M-1V-1 8l -
M-IV-2 41 FG5
M-IV-3 61 FG6, FG7

6.5.6.3 Auftrennung der Fraktion M-V

Die Aufarbeitung dieser Fraktion (2,51 g) gestaltete sich wegen der hoheren Zahl an
enthaltenen Komponenten wesentlich aufwendiger. Die erste Trennoperation war identisch
mit der von Fraktion M-IV (SC mit Methanol an Polyklar AT), fuhrte hier jedoch nur zu den
beiden Unterfraktionen M-V-1 und M-V-2 (siehe[Tabelle 6.12, S.[325).

Tabelle 6.12: Ergebnis der SC-Trennung von Fraktion M-V an Polyklar AT (System SC-1)

Fraktion Ausbeute [mg] Substanzen
M-V-1 928 -
M-V-2 581 FAG6

FG8-FG11

Fraktion M-V-2 wurde nach DC-Kontrolle zur weiteren Aufreinigung der LPLC zugefihrt
und in die sechs Unterfraktionen M-V-2-1 bis M-V-2-6 aufgetrennt (siehe

s. B2g).
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Tabelle 6.13: Ergebnisder LPLC-Trennung von Fraktion M-V-2

Fraktion Ausbeute [mg] Substanzen

M-V-2-1 80 FG9 -FG11
M-V-2-2 257 -
M-V-2-3 61 FG8
M-V-2-4 68 -
M-V-2-5 12 -
M-V-2-6 60 FAG

6.5.6.4 Auftrennung der Fraktion M-VII

Im Gegensatz zu den bisher besprochenen Fraktionen wurde M-VII (1,74 g) nicht per SC,
sondern direkt durch LPLC bearbeitet. Mit Hilfe der UV-Detektion wurden sechs
Unterfraktionen gebildet. Von diesen wurden M-VII-2, M-VII-4 und M-VII-5 weiter
aufgearbeitet (siehe [Tabelle 6.14] S. 326).

Tabelle 6.14: Ergebnisder LPLC-Trennung von Fraktion M-VII

Fraktion Ausbeute [mg] Substanzen

M-VII-1 164 -
M-VII-2 812 KC1, KC2
M-VII-3 250 -
M-VII-4 223 KC4, KC7
M-VII-5 117 KC5
M-V1I-6 37 -

6.5.6.5 Auftrennung der Fraktion M-VI1I
Die LPLC-Trennung von Fraktion M-V1I1 (1,07 g) lieferte die sechs Unterfraktionen M-VI11-

1 bisM-VI111-6 (siehe [[abelle 6.15] S. 326).

Tabelle 6.15: Ergebnisder LPLC-Trennung von Fraktion M-VI1|

Fraktion Ausbeute [mg] Substanzen

M-VIII-1 215 KC3
M-VII1-2 94 -
M-VII1-3 93 KC6
M-VIII-4 45 -
M-VIII-5 64 FA3

M-VII1-6 26 -
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6.5.7 Isolierung und analytische Daten der Flavonoid-Glykoside und K affeoyl-
Chinasauren sowie eines Coumarin-Glykosids aus dem M ethanol-Extrakt

6.5.7.1 Verbindung FG1

Eupalin =

3,4°,5-Trihydroxy-6,7-dimethoxyflavon-3- O-a-r hamnopyranosid
Fraktion M-11-3 (siehe [Tabelle 6.10, S. [325) wurde durch prép. DC (System DC-1)
aufgetrennt. Nach Elution und Reinigung mittels LPLC verblieben 5 mg der gelben amorphen
Substanz FG1.

Summenformel: CasH24011

Molekulargewicht: M, 476

CASNT.: [29617-75-2)

uv: siehe[Tabelle2.24} S.[127]

APCI-MS:; mz (re. Int): 477 [MH]" (100), 331 [MH-146]" (35);

Offnungsspannung: 55 V

Pseudo-MS/IMS/MS: m/z (rel. Int): 331 [MH-146]" (3), 316 [331-CH3]™ (3), 298
[316-H,O]™ (5), 270 [298-CO]™ (100), 242 [270-CO]™ (6);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des
331 amu-Fragments

NMR: siehe[Tabelle 2.25 S.|128
DC: R-Werte und Detektionsverhalten sieheTabelle 6.1] S.[298

6.5.7.2 Verbindung FG2
Eupalitin 3-rhamnosid-4"-glucosid =
3,4°,5-Trihydroxy-6,7-dimethoxyflavon-3- O-a-r hamnopyranosid-4’- O-3-
glucopyranosid
Fraktion M-11-2 (siehel! abelle 6.10 S. IS@I) wurde im System DC-1 mittels prép. DC weiter
aufgetrennt. Das DC zeigte zwei dominierende Substanzbanden (CU1 und FG2), die eluiert
und danach jewells noch durch LPLC weiter gereinigt wurden. Dabei konnte neben CU1 die
gelbe amorphe Substanz FG2 in einer Ausbeute von 7 mg DC-rein isoliert werden.

Summenformel: Co9H34016

Molekulargewicht: M, 638

uv: siehe[Tabelle 2 26, S.[134)

APCI-MS: m/z (rel. Int.): 639 [MH]" (43), 493 [MH-146]" (38), 477 [MH-162]"

(6), 331 [MH-162-146] " (100); Offnungsspannung: 55 V

Pseudo-MS/IMS/MS: mvz (rel. Int.): 331 [MH-162-146]" (31), 316 [331-CH3]™ (14), 298
[316-H,0]" (76), 270 [298-CO]*™ (87), 242 [270-CO]™ (100);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des
331 amu-Fragments

NMR: siehe[Tabelle 2.27, S.|136)
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DC: R-Werte und Detektionsverhalten siehe Tabelle 6.1] S. p9s|

6.5.7.3 Verbindung FG3

Eupalitin 3-glucosid =

3,4",5-Trihydroxy-6,7-dimethoxyflavon-3- O-B-glucopyranosid
Nach Auftrennung von Fraktion M-11-4 (siehe [Tabelle 6.10, S. B25) durch prap. DC im
System DC-1 und anschlief3ender Reinigung mittels LPLC fielen 5 mg der gelben amorphen
Verbindung FG3 an.

Summenformel: Ca3H24012

Molekulargewicht: M, 492

CASNT.: [83117-60-6]

uv: siehe [Tabelle 2.28] S. 140

APCI-MS:; mz (re. Int): 493 [MH]" (100), 331 [MH-162]" (20);

Offnungsspannung: 55 V

Pseudo-MS/IMS/MS: mv/z (rel. Int): 331 [MH-162]" (29), 316 [331-CH3]" (14), 298
[316-H,O]™ (86), 270 [298-CO]™ (79), 242 [270-CO]™ (100);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des
331 amu-Fragments

NMR: siehe Tabelle 2.29] S. 142]
DC: R-Werte und Detektionsverhalten siehe Tabelle 6.1] S. P98

6.5.7.4 Verbindung FG4

Eupalitin 3-galactosid

3,4",5-Trihydr oxy-6,7-dimethoxyflavon-3- O-B-galactopyranosid
Die Isolierung von FG4 aus Fraktion M-I11 (siehe|LamL|f&,Q, S. BZA) erfolgte durch SC an
Polyklar AT mit Methanol al's mobiler Phase und anschlief3ende Reinigung mittels LPLC und
prap. DC im Hieldmittel DC-1. Esresultierten 3 mg der gelben amorphen Verbindung FGA4.

Summenformel: Ca3H24012

Molekulargewicht: M, 492

CASNr.; [98604-37-6]

uv: siehe [Tabelle 2.30] S. [146]

APCI-MS: m'z (rel. Int): 493 [MH]" (100), 331 [MH-Gaactose]® (66);

Offnungsspannung: 55 V

Pseudo-MS/IMS/MS: mvz (rel. Int.): 331 [MH-Galactose]” (34), 316 [331-CHs]™" (11), 298
[316-H,O]™ (39), 270 [298-CO]™ (100), 242 [270-CO]™ (89);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des
331 amu-Fragments

NMR: sieheTabelle 2.31] S. [148]
DC: Ri-Werte und Detektionsverhalten siehe hlab.el.l_e_G.JJ S. pog|
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6.5.7.5 Verbindung FG5

Eupatolin =

3,3 4" ,5-Tetrahydr oxy-6,7-dimethoxyflavon-3- O-a-rhamnopyranosid
Die Fraktion M-1V-2 (siehe Tabelle 6.11, S.[325) wurde durch LPLC weiter aufgetrennt.
Dabei fiel reines FG5 (38 mg) als amorphe Substanz von gelber Farbe an.

Summenformel: Ca3H24012

Molekulargewicht: M, 492

CAS-Nr.: [29725-50-6]

uv: siehe[Tabelle 2.32 S.[152

APCI-MS; m'z (rel. Int): 493 [MH]® (100), 347 [MH-Rhamnose]® (27);

Offnungsspannung: 55 V

Pseudo-MS/MS/IMS: mvz (rel. Int.): 347 [MH-Rhamnose]* (63), 332 [347-CH3]™ (18), 314
[332-H,0]" (72), 286 [314-CO]™ (100), 258 [286-CO]™ (91);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des
347 amu-Fragments

NMR: sieheTabelle 2.33 S.[153
DC: R-Werte und Detektionsverhalten sieheTabelle 6.1] S.[298)

6.5.7.6 Verbindung FG6

6-M ethoxykaempferol 3-glucosid =

3,4°,5,7-Tetrahydr oxy-6-methoxyflavon-3- O-B-glucopyranosid
FG6 lag neben FG7 in der Fraktion M-1V-3 vor (siehe Tabelle 6.11 S. m Die
Auftrennung der Fraktion durch LPLC lieferte leicht verunreinigtes FG6, das durch prép. DC
im System DC-1 und anschlief?ende LPLC in einer Ausbeute von 4 mg rein dargestellt
werden konnte. Die amorphe Substanz war gelb geféarbt.

Summenformel: CoH2,012

Molekulargewicht: M, 478

CAS-Nr.: [63422-27-5]

uv: siehe[Tabelle 2.34, S.[159

APCI-MS: m'z (rel. Int): 479 [MH]® (100), 317 [MH-Glucose]® (60);

Offnungsspannung: 55 V

Pseudo-MS/MS/IMS: mvz (rel. Int.): 317 [MH-Glucose]* (10), 302 [317-CH3]™ (100), 274
[302-CO]™ (3), 229 (2), 121 (2); Offnungsspannung: 55 V,
Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des 317 amu-Fragments

NMR: siehe[Tabelle 2.35, S.[159
DC: Ri-Werte und Detektionsverhalten siehe[Tabelle 6.1} S.[298
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6.5.7.7 Verbindung FG7

6-M ethoxykaempferol 3-galactosid =

3,4°,5,7-Tetrahydr oxy-6-methoxyflavon-3- O-B-galactopyranosid
Nach der Auftrennung von Fraktion M-1V-3 (siehe [[abelle 6.11] S. B25) durch LPLC konnte
neben FG6 die amorphe gelbe Verbindung FG7 in einer Ausbeute von 4 mg rein erhalten
werden.

Summenformel: CooH201

Molekulargewicht: M, 478

CAS-Nr.: [72945-43-8]

uv: siehe [Tabelle 2.36/ S. [162]

APCI-MS: m'z (rel. Int): 479 [MH]" (100), 317 [MH-Gaactose]® (50);

Offnungsspannung: 55 V

Pseudo-MS/MS/IMS: mvz (rel. Int.): 317 [MH-Galactose]® (100), 302 [317-CH3]™ (5);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 11 V, Tochterionen des
317 amu-Fragments
302 [317-CH3]™ (100); Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 30
V, Tochterion des 317 amu-Fragments

NMR: siehe [Tabelle 2.37] S. [164]
DC: R-Werte und Detektionsverhalten siehe Tabelle6.1] S. o8|

6.5.7.8 Verbindung FG8

6-M ethoxykaempferol 3-rhamnosid =

3,4 ,5,7-Tetrahydr oxy-6-methoxyflavon-3- O-a-rhamnopyranosid
FG8 konnte durch prap. DC der Fraktion M-V-2-3 (siehe [[abelle 6.13| S. B26) im System
DC-1 und anschlief3ende Reinigung mittels LPLC in einer Ausbeute von 1 mg isoliert werden.
Die reine Substanz war amorph und gelb gefarbt.

Summenformel: CoH2011

Molekulargewicht: M, 462

CASNT.: [104055-83-6]

uv: siehe [Tabelle 2.38] S. [168)

APCI-MS: mz (rel. Int): 463 [MH]" (100), 317 [MH-Rhamnose]® (50);

Offnungsspannung: 55 V

Pseudo-MS/MS/MS: mvz (rel. Int.): 317 [MH-Rhamnose]” (7), 302 [317-CH3]™ (100), 274
[302-CO]™ (5); Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 30 V,
Tochterionen des 317 amu-Fragments

NMR: siehe [Tabelle 2.39] S. [170]
DC: R-Werte und Detektionsverhalten siehe Tabelle 6.1] S. p9s|
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6.5.7.9 Verbindung FG9

Patuletin 3-galactosid =

3,34 ,5,7-Pentahydr oxy-6-methoxyflavon-3- O-B-galactopyranosid
FGO lag neben FG10 und FG11 in Fraktion M-V-2-1 vor (siene Tabelle 6.13, S. B26). Die
Auftrennung durch prép. DC im Laufmittel DC-1 und die anschlief3ende Reinigung mittels
LPLC lieferten 14 mg der gelben amorphen Verbindung FG9.

Summenformel: CoH2,013

Molekulargewicht: M, 494

CAS-Nr.: [90706-63-1]

uv: siehe(Tabelle 2.40, S.[174)

APCI-MS: m'z (rel. Int): 495 [MH]" (100), 333 [MH-Galactose]® (17);

Offnungsspannung: 55 V

Pseudo-MS/MS/IMS: mvz (rel. Int.): 333 [MH-Galactose]® (14), 318 [333-CH3]™ (100);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des
333 amu-Fragments

NMR: siehe(Tabelle 2.41] S.[174]
DC: R-Werte und Detektionsverhalten sieheTabelle 6.1] S.[298)

6.5.7.10 Verbindung FG10

Patuletin 3-rhamnosid =

3,3,4",5,7-Pentahydr oxy-6-methoxyflavon-3- O-a-rhamnopyranosid
FG10 lag neben FG9 und FG11 in Fraktion M-V-2-1 vor (siehel! abelle 6.13 S. m Nach
Auftrennung der Fraktion durch prgp. DC im Laufmittel DC-1 und Endreinigung mittels
LPLC konnten 7 mg der gelben amorphen Verbindung FG10 gewonnen werden.

Summenformel: CoH2,012

Molekulargewicht: M, 478

CAS-Nr.: [60048-92-2]

uv: siehe[Tabelle2.42 S.[179

APCI-MS: m'z (rel. Int): 479 [MH]® (100), 333 [MH-Rhamnose]® (34);

Offnungsspannung: 55 V

Pseudo-MS/MS/IMS: mvz (rel. Int.): 333 [MH-Rhamnose]* (10), 318 [333-CH3]™ (100), 290
[318-CO]™ (1), 244 (3); Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie:
30V, Tochterionen des 333 amu-Fragments

NMR: siehe[Tabelle 2.43 s.[181]
DC: Ri-Werte und Detektionsverhalten siehe[Tabelle 6.1] S.[298
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6.5.7.11 Verbindung FG11

Patuletin 3-glucosid =

3,3 .4 ,5,7-Pentahydr oxy-6-methoxyflavon-3- O-B-glucopyranosid
FG11 lag neben FG9 und FG10 in Fraktion M-V-2-1 vor (siehe[Tabelle 6.13] S. B26). Durch
Auftrennung der Fraktion mittels prap. DC (System DC-1) und abschlief3ende Reinigung mit
Hilfe der LPLC konnten 3 mg der gelben amorphen Verbindung FG11 erhalten werden.

Summenformel: CxoH2013

Molekulargewicht: M, 494

CAS-Nr.: [19833-27-3]

uv: siehe [Tabelle 2.44] S, [185]

APCI-MS: m'z (rel. Int): 495 [MH]" (100), 333 [MH-Glucose]® (27);

Offnungsspannung: 55 V

Pseudo-MS/IMS/IMS: mvz (rel. Int.): 333 [MH-Glucose]® (7), 318 [333-CH3]™ (100);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des
333 amu-Fragments

NMR: siehe [[abelle 2.45] S. 187]

DC: R-Werte und Detektionsverhalten siehe Tabelle 6.1] S. p98|

6.5.7.12 Verbindung KC1

Chlorogensduremethylester =

3-O-K affeoylchinasédur emethylester
KC1 lag neben KC2 in Fraktion M-VI1I-2 vor (siehe [Tabelle 6.14, S. [326). 100 mg der
Fraktion wurden mittels prdp. DC getrennt (System DC-1). Die untere der beiden
Hauptbanden wurde eluiert und einer SC-Trennung an der LPLC-Apparatur unterworfen. Die
Ausbeute an der gelblichen und amorphen Verbindung KC1 betrug 21 mg.

Summenformel: Ci17H2009

Molekulargewicht: M, 368

CAS-Nr.: unveresterte Chlorogensaure: [327-97-9]

uv: siehe Tab. 2.46, S. [195]

APCI-MS: m/z (rel. Int.): 369 [MH]" (100); Offnungsspannung: 55 V

APCI-CID-MS: m'z (rel. Int): 369 [MH]® (14), 351 [MH-HO]" (3), 207
[MH-Kaffeoyl]”™ (4), 163 [Kaffeoyl]” (100), 145 [Kaffeoyl-H.O]" (2);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 11 V

Pseudo-MS/MS/IMS: mvz (rel. Int.): 163 [Kaffeoyl]® (1), 135 [Kaffeoyl-CO]" (1), 117
[135-H,Q]" (8), 107 [135-CO]" (<1), 89 [107-H,O]" (100), 77 [CeHs)”
(18), 63 [CsH3]™ (21), 51 [C4H3]" (<1); Offnungsspannung: 80 V,
Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des 163 amu-Fragments

NMR: siehe Tabelle 2.47) S. [197]und [Tabelle 2.48] S. 02|
DC: Ri-Werte und Detektionsverhalten siehe hlab_el_l_e_@ﬂ S. pog|
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6.5.7.13 Verbindung KC2

Kryptochlor ogensaur emethylester

4- O-K affeoylchinasdur emethylester
KC2 lag neben KC1 in Fraktion M-VII-2 (siehe[Tabelle 6.14, S.[326) vor. 100 mg der
Fraktion wurden durch prép. DC getrennt (System DC-1). Die obere der beiden Hauptbanden
wurde eluiert und durch LPLC gereinigt. Die Ausbeute an der gelblichen und amorphen
Verbindung KC2 betrug 5 mg.

Summenformel: C17H2009

Molekulargewicht: M, 368

CAS-Nr.: unveresterte 4-O-Kaffeoyl chinasaure: [905-99-7]

uv: siehe Tab. 2.46, S.f19

APCI-MS; m/z (rel. Int.): 369 [MH]" (100); Offnungsspannung: 55 V

APCI-CID-MS: m'z (rel. Int): 369 [MH]® (5), 351 [MH-H,O]" (<1), 207
[MH-Kaffeoyl]™ (3), 163 [Kaffeoyl]" (100), 145 [Kaffeoyl-H,O]" (2);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 11V

Pseudo-MS/MS/MS: m/z (rel. Int): 135 [Kaffeoyl-CO]* (3), 117 [135-H,O]* (4), 89
[107-H,0]"  (100), 77 [CeHs|® (16), 63 [CsHa® (17);

Offnungsspannung:

80V, Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des 163 amu-Fragments
'H NMR: siehe[Tabelle 2.47, S.[197]
DC: Ri-Werte und Detektionsverhalten sieheTabelle 6.1] S.[298

6.5.7.14 Verbindung KC3

Neochlor ogensduremethylester =

5- O-K affeoylchinasédur emethylester
Durch prép. DC (System DC-1) und anschlief3ende LPLC konnten aus Fraktion M-VII1-1
(siehe [Tabelle 6.15] S. BZQ) 3 mg von Verbindung KC3 isoliert werden. Die Substanz war
amorph und schwach gelb geféarbt.

Summenformel: Ci17H2009

Molekulargewicht: M, 368

CAS-Nr.: unveresterte 5-O-K affeoyl chinasdure: [906-33-2]

uv: siehe Tab. 2.46, S.[195)

APCI-MS: m/z (rel. Int.): 369 [MH]" (100); 355 (51), 333 (7), 315 (20), 291 (69),
279 (14), 244 (7), 183 (19), 163 [Kaffeoyl]" (31), 128 (7); Offnungs-
spannung: 55V

APCI-CID-MS: m/z (rel. Int.): 369 [MH]" (4), 351 [MH-H,O]" (4), 163 [Kaffeoyl]”
(100); Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 11 V
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Pseudo-MS/IMS/IMS: mvz (rel. Int): 163 [Kaffeoyl]” (25), 117 [135-H,0]" (25), 89
[107-H,0]" (100), 77 [CeHs]™ (24); Offnungsspannung: 80 V,
Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des 163 amu-Fragments

'H NMR: siehe Tabelle 2.47] S. 197]
DC: R-Werte und Detektionsverhalten siehe Tabelle 6.1] S. p9s]

6.5.7.15 Verbindung KC4

I sochlorogensdureb =

3,4-Dikaffeoylchinasaure
Von den 220 mg der Fraktion M-V11-4 (siehe [Tabelle 6.14} S. 326), in der KC4 neben KC7
vorlag, wurden 100 mg der prap. DC im System DC-1 zugefihrt. Die eluierte Zone bestand
aus mehreren Substanzbanden. Dieses Gemisch wurde durch LPLC aufgetrennt. Nach
erneuter prap. DC (System DC-1) und anschlief3ender LPLC konnte die gelbliche amorphe
Verbindung KC4 in einer Ausbeute von 7 mg erhalten werden.

Summenformel: CosH24012

Molekulargewicht: M, 516

CASN.: [14534-61-3]

uv: siehe Tab. 2.46, S. [195]

APCI-MS: m/z (rel. Int.): 517 [MH]" (100); Offnungsspannung: 55 V

APCI-CID-MS: m/'z (rel. Int): 517 [MH]® (9), 499 [MH-H,O]" (100), 355
[MH-Kaffeoyl]” (11), 337 [355-H,0]" (9), 163 [Kaffeoyl]® (81);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 11 V

Pseudo-MS/IMS/MS: mv/z (rel. Int.): 135 [Kaffeoyl-CO]" (2), 117 [135-H.O]" (7), 89
[107-H,O]" (100), 77 [CeHs]® (13), 63 [CsHi]® (18);
Offnungsspannung: 80 V, Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des
163 amu-Fragments

NMR: siehe [Tabelle 2.49] S. P11]und rabelle 2.50] s. 12l

DC: Rs-Werte und Detektionsverhalten siehe h;abgl_lﬂ_’l] S. E%_l

6.5.7.16 Verbindung KC5

I sochlor ogensaur e b-methylester =

3,4-Dikaffeoylchinasauremethylester
Fraktion M-V11-5 (siehe [Tabelle 6.14, S.[326) wurde mittels LPLC aufgetrennt, gefolgt von
einer prép. DC (System DC-1) und einer erneuten LPLC-Trennung. Dabel wurden 50 mg
reine Substanz K C5 erhalten. Die Verbindung war amorph und von gelblicher Farbe.

Summenformel; C26H 26012
Molekulargewicht: M, 530
CAS-Nr.: unveresterte Isochlorogensaure b: [14534-61-3]

uv: siehe Tab. 2.46, S.
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APCI-MS:

APCI-CID-MS:

Pseudo-MSIMS/MS:

NMR:
DC:

miz (re. Int): 531 [MH]* (21), 513 [MH-H,O]* (30), 369
[MH.-Kaffeoyl]™ (8), 351 [369-H,O]" (5), 163 [Kaffeoyl]” (100);
Offnungsspannung: 80 V

m'z (rel. Int): 531 [MH]" (4), 513 [MH-H,O]" (100), 369
[MHx-Kaffeoyl]” (4), 351 [369-H,O]" (4), 333 [351-H,0]" (2), 163
[Kaffeoyl]” (13); Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 11 V
163 [Kaffeoyl]” (100), 145 [Kaffeoyl-H.O]" (23), 135 [Kaffeoyl-CO]"
(7), 117 [135-H,0]" (3); Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie:
30V

m/z (rel. Int.): 135 [Kaffeoyl-CO]" (<1), 117 [135-H.0]" (6), 89 [107-
H,O]" (100), 77 [CeHs]™ (14), 63 [CsH3]" (17); Offnungsspannung:
80V, Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des 163 amu-Fragments

siehe[Tabelle 2.49 S.[211]und [Tabelle 2,50 S. [212]
Ri-Werte und Detektionsverhalten siehe[Tabelle 6.1] S.[298

6.5.7.17 Verbindung KC6
I sochlor ogensaur e a-methylester =
3,5-Dikaffeoylchinasauremethylester

Durch prép. DC (System DC-1) und anschlief3ende LPLC konnten aus Fraktion M-V1I1-3

(siehe [Tabelle 6.15

S. [326) 40 mg der gelblichen amorphen Verbindung KC6 erhalten

werden.
Summenformel:

Mol ekulargewicht:
CAS-Nr.:

uV:

APCI-MS:

APCI-CID-MS:

Pseudo-MSIMS/MS:

NMR:
DC:

Ca6H26012

M, 530

unveresterte Isochlorogensaure a: [2450-53-5]

siehe Tab. 2.46, S.

mz (rel. Int): 531 [MH]* (31), 513 [MH-H,O]' (8), 369
[MH,-Kaffeoyl]™ (8), 163 [Kaffeoyl]" (100); Offnungsspannung: 55 V

m'z (rel. Int): 531 [MH]" (2), 513 [MH-H,O]" (100), 369
[MH-Kaffeoyl]” (3), 351 [369-H.0]" (1), 163 [Kaffeoyl]" (23);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 11V

163 [Kaffeoyl]™ (100), 145 [Kaffeoyl-H,O]" (6), 135 [Kaffeoyl-CO]*
(2); Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 30 V

m/z (rel. Int.): 163 [Kaffeoyl]” (1), 117 [135-H,0]" (7), 89 [107-H,O]"
(100), 77 [CeHs]® (15), 63 [CsHi]® (18); Offnungsspannung:
80V, Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des 163 amu-Fragments

siehe[Tabelle 2.49 S.[211und [Tabelle 2.51} S. 21|
Ri-Werte und Detektionsverhalten sieheIIabeLI_e_ﬁ.ll S.[pog
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6.5.7.18 Verbindung KC7

I sochlorogenséaure c =

4,5-Dikaffeoylchinasaure
K C7 lag neben KC4 in Fraktion M-V11-4 vor (siehe [Tabelle 6.14] S.[326). Von den 220 mg
der Fraktion wurden 100 mg der prép. DC im System DC-1 zugefihrt. Die eluierte Zone
bestand aus mehreren Substanzbanden. Dieses Gemisch wurde durch LPLC aufgetrennt. Die
gelbliche amorphe Verbindung KC7 konnte ohne anschlief3ende Reinigungsschritte in einer
Ausbeute von 6 mg DC-rein aus dem Gemisch abgetrennt werden.

Summenformel: CosH24012

Molekulargewicht: M, 516

CASNr.: [57378-72-0]

uv: siehe Tab. 2.46, S. [195]

APCI-MS: m/z (rel. Int.): 517 [MH]" (100); Offnungsspannung: 55 V

APCI-CID-MS: m'z (rel. Int): 517 [MH]® (7), 499 [MH-H,O]" (97), 355
[MH,-Kaffeoyl]™ (10), 337 [369-H,0]" (5), 163 [Kaffeoyl]" (100);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 11V
163 [Kaffeoyl]™ (100), 145 [Kaffeoyl-H,O]" (13), 135 [Kaffeoyl-CO]*
(6); Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 30 V
Pseudo-MS/MS/IMS: mvz (rel. Int.): 117 [135-H,0]" (7), 89 [107-H,0]" (100), 77 [CeHs]"

(17), 63 [CsHa]" (23); Offnungsspannung: 80 V, Kollisionsenergie:
30V, Tochterionen des 163 amu-Fragments

NMR: siehe [Tabelle 2.49] S. P11]und Tabelle 2.51] S. p21]
DC: Ri-Werte und Detektionsverhalten siehe Tabelle 6.1 S. pog|

6.5.7.19 Verbindung KC8

I sochlor ogensaur e c-methylester =

4,5-Dikaffeoylchinasauremethylester
Fraktion M-X (siehe[Tabelle 6.9 S.[324) wurde zunéchst durch LPLC von einem Grofteil der
stérenden Begleitstoffe befreit. Das verbliebene Eluat wurde unter vermindertem Druck vom
Losungsmittel befreit. 100 mg der dabel erhaltenen Sustanz wurden fir eine Auftrennung
mittels prép. DC im System DC-1 verwendet. Die dominierende Substanzzone lieferte nach
Elution und LPLC 93 mg der amorphen gelben Substanz K C8.

Summenformel: Co6H26012

Molekulargewicht: M, 530

CAS-Nr.: unveresterte Isochlorogensaure c: [57378-72-0]
uv: siehe Tab. 2.46, S. fLog]

NMR: siehe [[abelle 2.49] S. 11und [[abelle 2.51] S. 21

DC: R-Werte und Detektionsverhalten siehe [Tabelle 6.1 S. p9g|
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6.5.7.20 Verbindung CU1

Aesculin =

6,7-Dihydr oxy-2H-1-benzopyr an-2-on-6- O-B-glucopyranosid
Die Fraktion M-11-2 (siehe [Tabelle 6.10, S. |325J) wurde im System DC-1 mittels prép. DC
weiter aufgetrennt. Nach Elution und weiterer Reinigung durch LPLC konnten neben FG2
12 mg der farblosen und lackartigen Substanz CU1 erhalten werden.

Summenformel: Ci5H1609

Molekulargewicht: M, 340

CAS-Nr.: [531-75-9]

uv: siehe(Tabelle 2.54, S.[252]

APCI-MS; m/z (rel. Int.): 341 [MH]" (100); Offnungsspannung: 55 V

APCI-CID-MS: m'z (rel. Int): 341 [MH]"® (89), 179 [MH-Glucosg]® (100);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 11V

Pseudo-MS/IMS/MS: mvz (rel. Int.): 179 [MH-Glucose]® (100), 151 [179-CO]" (2), 133
[151-H,0]" (6), 123 [151-CO]* (7); Offnungsspannung: 55 V,
Kollisonsenergie: 11 V, Tochterionen des 179 amu-Fragments
123 [151-CO]* (77), 105 [CgHsCO]™ (8), 77 [CeHs]™ (100);
Offnungsspannung: 55 V, Kollisionsenergie: 30 V, Tochterionen des
179 amu-Fragments

NMR: siehe[Tabelle 2.55, S.[254]
DC: Rr: 0,51 (DC-1), 0,46 (DC-2), 0,09 (DC-4)

Farbe: Hellblauviolett fluoreszierund (undetektiert bei 254 und 356 nm
sowie bel 356 nm nach Detektion mit Naturstoffreagenz A)

6.5.8 Aufreinigung der 140 g-Portion des M ethanol-Extraktes zum Nachweis der
Pyrrolizidin-Alkaloide

140 g Methanol-Extrakt wurden in 2,5%iger Salzsaure suspendiert und durch jewells
dreifaches Ausschitteln mit Diethylether und Chloroform von einem Groléteil der lipophilen
Begleitstoffe befreit. Die wéssrige Phase wurde anschlieffend mit 25%iger wassriger
Ammoniaklosung akalisiert (ca. pH 9) und mit Dichlormethan erschépfend extrahiert. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockne
eingedampft. [WITTE et al., 1993]. Dabei fielen 142 mg eines z&hen, braunen Alkaloid-
Rohextraktes von intensivem Geruch an. Dieser Rohextrakt wurde durch prgp. DC im
Fliefmittelsystem DC-13 weiter aufgetrennt [Liu et al., 1992]. Zwel von ihrer Farbung und
Intensitét vielversprechende Zonen wurden eluiert und zeigten mit dem Reagenz nach Dann
und Mattocks im DC eine Rosa- (Fraktion I, R; = 0,64) bzw. eine Blaufarbung (Fraktion 11,
R: = 0,36) [DANN, 1960; MATTOCKS, 1967a, b und 1968]. Die beiden Gemische wurden
danach mittels Festphasenextraktion unter Verwendung von Extrelut®20-Fertigsaulen
(Fa. Merck) weiter aufgereinigt. Dazu wurden die beiden Proben in jeweils 20 ml 2,5%iger
Salzsdure suspendiert und dann jeweils auf eine Fertigsaule aufgetragen. Das Volumen war so
bemessen, dass es genau zur vollstandigen Benetzung des Saulen-Fullmaterials ausreichte.
Nach der Beladung der stationaren Phase wurde mit Dichlormethan eluiert, um die
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Verunreinigungen auszuwaschen. Die protonierten Alkaloide blieben dabel an das
Fullmaterial adsorbiert. Anschlief3end wurde soviel 25%ige Ammoniaklésung in die Saulen
pipettiert, bis die Salzsaure neutralisiert und ein akalisches Milieu geschaffen wurde. Die
Alkaloide wurden dann als freie Basen mit Dichlormethan eluiert, aufgefangen und vom
Losungsmittel befreit. Es verblieben 8 mg von Fraktion | und 1 mg von Fraktion II. In
Fraktion | konnten durch GC-MS-Untersuchungen die Verbindungen PA1, PA2, PA3, PA4

und PAS5, in Fraktion |1 die Substanzen M O1 und M O2 identifiziert werden.

6.5.9 Analytische Daten der Pyrrolizidin-Alkaloide aus Fraktion | und der in Fraktion
[l vorliegenden Monoter pene

Verbindung PA1

Tussilagin

Summenformel: CioH17NO3

Molekulargewicht: M, 199

CAS-Nr.: [80151-77-5]

GC: R; (min): 7,78

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 199 [M]™ (6), 184 [M-CH3]" (1), 168 [M-OCH3]" (5),
156 (7), 126 (1), 124 (5), 112 (3), 83 (100), 70 (4), 55 (22), 42 (8)

DC: Rt 0,64 (DC-13), Farbe: Rosa (Reagenz nach Dann und Mattocks)

Verbindung PA2

| sotussilagin

Summenformel: CioH17NO3

Molekulargewicht: M, 199

CAS-Nr.: [91108-32-6]

GC: R; (min): 7,22

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 199 [M]™ (8), 168 [M-OCH3]" (5), 156 (7), 126 (1), 124
(5), 112 (3), 83 (100), 70 (3), 55 (21), 42 (7)

DC: Rt 0,64 (DC-13), Farbe: Rosa (Reagenz nach Dann und Mattocks)

Verbindung PA3

Neotussilagin

Summenformel: CioH17NO3

Molekulargewicht: M, 199

CAS-Nr.: [147730-90-3]

GC: R; (min): 7,68

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 199 [M]™ (3), 168 [M-OCHa] " (3), 156 (6), 126 (1), 124
(4), 112 (2), 83 (100), 70 (3), 55 (25), 43 (13), 42 (8)

DC: Rt 0,64 (DC-13), Farbe: Rosa (Reagenz nach Dann und Mattocks)
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Verbindung PA4
Neoisotussilagin

Summenformel:
Mol ekulargewicht:
CAS-Nr.:

GC:

GC-EI-MS:

DC:
Verbindung PAS

CioH17NOs

M, 199
[147730-89-0]
R: (min): 8,07

miz (rel. Int.): 199 [M]** (5), 184 (<1), 168 [M-OCHs]" (5), 156 (8), 126
(1), 124 (1), 124 (5), 112 (1), 83 (100), 70 (3), 55 (22), 43 (9), 42 (9)

Ry: 0,64 (DC-13), Farbe: Rosa (Reagenz nach Dann und M attocks)

Pyrrolidin-2-essigsaur emethylester

Summenformel:
Mol ekulargewicht:
CASNr.:

GC:

GC-EI-MS:

DC:

VerbindungMOL1
transTerpin

Summenformel:
Mol ekulargewicht:
CASNr.:

EI-MS:

DC:

Verbindung MO2
trans-Sobrerol

Summenformel:
Mol ekulargewicht:
CAS-Nr.:

EI-MS:

C7H13NO;

M, 143
[51856-76-9]
R (min): 1,42

m/z (rel. Int.): 143[M]™ (3), 128 [M-CH3]" (1), 115 [M-CQO]™" (3), 100
(1), 124 (5), 82 (4), 70 [M-CH,COOCH,]" (100), 56 (13), 43 (9)

Ry: 0,64 (DC-13), Farbe: Rosa (Reagenz nach Dann und M attocks)

Ci1oH200
M, 172
[565-50-4]

m/z (rel. Int.): 154 [M-H,0]"* (2), 139 (20), 125 (4), 111 (7), 108 (8), 96
(81), 81 (100), 71 (26), 68 (22), 59 (81), 55 (29), 43 [HsC-CH-CH3]*"
(85)

Ry: 0,36 (DC-13)
Farbe: Blau (Reagenz nach Dann und Mattocks)

CioH180
M, 170
[32226-54-3]

m/z (rel. Int.): 170 [M]™ (<1), 152 [M-H,0] ™ (25), 137 (31), 119 (7),
109 (100), 95 (22), 79 (52), 69 (16), 59 (100), 55 (17),
43 [H3C-CH-CH3]™ (63)
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DC:

Rr. 0,36 (DC-13)
Farbe: Blau (Reagenz nach Dann und Mattocks)
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6.6 Pharmakologische Arbeitsmethoden

6.6.1 Allgemeines

Die im Folgenden beschriebenen Verfahren zur in vitro-Kultivierung von P. falciparum
basierten auf den durch Fairlamb verbesserten Techniken von Jensen und Trager [FAIRLAMB
et a., 1985; JENSEN und TRAGER, 1977]. Alle mit den Parasitenkulturen durchgefihrten
Arbeiten wurden unter aseptischen Bedingungen in einer Cytox Il laminar flow Werkbank der
Firma Envair UK durchgefihrt. Zur Minimierung der Kontamination der Kulturen durch
Fremdkeime wurden ausschliefdlich sterile Behdlter und Pipetten verwendet. Alle
Chemikalien und Enzyme wurden von der Firma Sigma bezogen.

6.6.2 Reagenzien und Mischungen

APAD-Reagenz

Fir 1,0 ml Reagenz wurden 10,0 mMol APAD, 1920 mg Lithiumlactat, das
Massenaquivalent von 130,0 units Diaphorase und 2,0 mg des nicht-ionischen Tensids Triton
X-100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol) in einem passenden Volumen TRIS-Puffer pH 9,2
gel 6st.

Férbel 6sung nach GIEMSA

Zur Herstellung der Losung wurde zunéchst eine Mischung aus 250,0 ml Glycerol und
250,0 ml Methanol hergestellt. 3,80 g des GIEMSA-Farbstoffes wurden nun anteilsweise mit
dem Losungsmittelgemisch in einem Porzellanmorser verrieben. Die fertige Farbstofflsung
wurde in einer gut verschlossenen Braunglasflasche bei 4°C aufbewahrt.

Kultur-Medium

10,4 g lyophilisiertes RPM1 1640 (Aminosauren- und Vitaminmischung) wurden in 800,0 ml
destilliertem Woasser gelést. Zu dieser Losung wurden 2,0 g D-Glucose, 2,33 ¢
Natriumhydrogencarbonat und 9,2 g TES-Puffer gegeben und vollstandig gel6st. Der klaren
Losung wurden 40,0 mg Gentamicin beigemischt. Danach wurde auf einen Liter FlUssigkeit
mit destilliertem Wasser erganzt und mit 5-molarer Natriumhydroxidlésung ein pH von 7,3
eingestellt. Diese Stammlosung wurde steril filtriert, in 50 ml-Portionen aufgeteilt und bei
20°C aufbewahrt. Das vollstandige Kulturmedium wurde durch die Losung von 2,5 ml
aufgetauten Serums in 20,0 ml aufgetauter Stammlosung bereitet. Diese Mischung war bei
einer Aufbewahrungstemperatur von 4°C eine Woche verwendbar.

NBT-L6sung

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (10,0 mg) und Phenazinethosulfat (5,0 mg) wurden jeweils in
10,0 ml bzw. 100,0 ml destilliertem Wasser gel6st. Die gebrauchsfertige NBT-LAsung wurde
durch Vereinigung von 5,0 ml der Phenazinethosulfat-L6sung mit der gesamten Nitroblau-
Tetrazoliumchlorid-L6sung erhalten.

Pufferl6sung zur Erythrozyten-Reinigung

Der Puffer wurde durch Lésen von 8,0 g Natriumchlorid, 0,2 g Kaliumchlorid, 1,14 g
Dinatriumhydrogenphophat und 0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat in 800,0 ml destilliertem
Wasser und nachfolgendem Auffillen auf 1,0 | hergestellt. Der pH-Wert wurde auf 7,4
eingestellt und die Losung anschlief3end steril filtriert.
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6.6.3 Herkunft der Parasiten-lsolate

Kulturen des K1-Stammes von P. falciparum wurden freundlicher Weise von Prof. Dr. D.C.
Warhurst von der London School of Hygiene and Tropical Medicine (LSHTM) zur
Verfugung gestellt. Dr. L. Ranford-Cartwright vom Institue of Cell, Animal and Population
Biology der Universitat Edinburgh gebiihrt Dank fur die Uberlassung von Parasiten des
HB3-B,-Stammes.

6.6.4 Gewinnung des Blut-Serums

Das bendtigte Blutserum wurde aus gefrorenem Blutplasma vom Yorkshire Blood
Transfusion Centre (YBTC) in Leeds bereitet. Nach dem Auftauen wurde das Plasma in
20 ml-Portionen in 30 ml-Zentrifugenbehélter Gberfuhrt. Danach wurde in jedes Behdltnis je
0,4 ml sterilfiltrierte Calciumchlorid-Lésung gegeben. Die recalzifizierten Serumproben
wurden darauf eine Stunde lang bei 37°C inkubiert und Uber Nacht bei 4°C aufbewahrt. Am
néchsten Tag wurden die Klimpchen, die sich in den Proben gebildet hatten, mit einem
sterilisierten Glasstab von den Randern der Behélter entfernt und durch Rihren dispergiert.
Diese Suspension wurde anschlief3end mit 2500 Umdrehung pro Minute 10 Minuten lang
zentrifugiert. Der klare Uberstand, also das Serum, wurde gesammelt und bei —20°C
eingelagert.

6.6.5 Aufbereitung der Erythrozyten

Frische, nicht infizierte rote Blutkorperchen der Blutgruppe A Rh" wurden vom Yorkshire
Blood Transfusion Centre (YBTC) in Leeds bezogen. Die Zellen mussten zunéchst zur
Entfernung von Resten weilRer Blutkdrperchen und Konservierungsmitteln, die tblicherweise
sofort nach der Abnahme zu den Blutspenden gegeben werden, mit einer Phosphat-
Pufferldsung pH 7,4 gewaschen werden.

Dazu wurden 15,0 ml der Erythrozyten-Suspension in ein Zentrifugenglas pipettiert und
10 Minuten mit 2500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Die sedimentierten
Erythrozyten wurden nach Abnahme des Uberstandes in einem gleich groRen Volumen
Pufferldsung resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach drei weiteren Wiederholungen
dieser Prozedur wurden die roten Blutkorperchen schliefdlich in einem passenden Volumen
Kulturmedium gel6st, so dass sich ein Haematokrit von 50% ergab. Diese Suspension wurde
bei einer Temperatur von 4°C aufbewahrt.

6.6.6 Kultivierung der Plasmodien

Zur Aufbewahrung der Kulturen wurden 50 ml Kultur-Flaschchen der Fa. Corning verwendet.
Die Fullmenge wurde auf maximal 5,0 ml und der Haematokrit der Kulturen auf 5 %
begrenzt. Zundchst wurde ein bestimmtes VVolumen einer Suspension infizierter Zellen in ein
sterilisiertes Reagenzglas pipettiert. Danach wurde das fur einen Haematokriten von 5 %
erforderliche Volumen einer Suspension Plasmodien-freier Erythrozyten hinzugegeben. Die
Mischung wurde vorsichtig durch Schwenken homogenisiert und in ein Kultur-Flaschchen
Uberfuhrt. In diesem Behdlter wurde die Kultur mit einer fir das Gedeihen der Plasmodien
optimierten Gas-Mischung (3 % Sauerstoff, 4 % Kohlendioxid und 93 % Stickstoff) begast.
Nach dem raschen Verschlief3en wurde das Behdltniss in einen auf 37°C thermostatisierten
Inkubator (Fa. Billups-Rothenberg) gelegt und dort aufbewahrt. Alle 72 Stunden mufite das
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Kulturmedium ausgetauscht werden. Hierzu wurden die Kultursuspensionen in
Zentrifugenglaser Uberfuhrt und 5 Minuten mit 2500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert.
Der Uberstand wurde anschlieffend entfernt und durch frisches Kulturmedium ersetzt. Nach
erneuter Dispergierung wurde die Suspension zurtick in das Kultur-Flaschchen dberfihrt.
Nach Begasung mit der oben beschriebenen Mischung wurde der Behélter verschlossen und
wieder zuriick in den Inkubator gestellt.

6.6.7 Blutaustricheund Zahlung der Parasiten

200 pl der Kultur wurden in einen Mikro-Zentrifugenbehdlter pipettiert und 3 Minuten lang
mit 2500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Es wurde soviel Uberstand entfernt, dass
sich beim Resuspendieren ein Haematokrit von etwa 50 % ergab. 3 pl dieser hoher
konzentrierten Suspension wurden auf einem mit Methanol desinfizierten Objekttrager
ausgestrichen. Der Austrich wurde mit Labordruckluft trocken geblasen und mit Methanol
30 Sekunden lang fixiert. Danach wurde der dinne trockene Blutfilm nach GIEMSA geféarbt.
Fur die Farbung wurde der bestrichene Objekttrager 20 Minuten lang in die GIEMSA-L6sung
gelegt und anschlief3end unter flieRendem Wasser gewaschen. Nach der Trocknung im
Luftstrom wurden die Erythrozyten mit einem Mikroskop (100-fache VergrofRerung)
betrachtet, um die Parasitaemie zu bestimmen. Die Parasitaemie ist definiert als der Antell
von Plasmodien-infizierten Erythrozyten an der Gesamtfraktion roter Blutkdrperchen einer
bestimmten Kultur. Sie wird ermittelt durch die Auszéhlung von insgesamt 1000 willkdrlich
ausgewahlten Erythrozyten. Mehrfach infizierte Zellen wurden nur einmal bel der Zahlung
berticksichtigt.

6.6.8 Durchfiihrung desmodifizierten pL DH-Assays

Der pLDH-Test geht auf Arbeiten von MAKLER und HINRICHS (1993) zuriick. Die zu
untersuchenden Substanzen wurden jewells sechs Mal getestet. Nach Zugabe von DMSO
wurde mit Kulturmedium eine Stammlésung hergestellt (50 pg/ml), wodurch die héchste im
Test eingesetzte Konzentration festgelegt war. Der DM SO-Anteil betrug maximal 1 %, da
Beimischungen bis zu dieser Konzentration von den Plasmodien toleriert werden. Von dieser
Stammlésung wurde dann eine Verdinnungsreihe mit zwolf verschiedenen Konzentrationen
hergestellt, wobei die Konzentration jeweils habiert wurde. Jeweils 30 pl dieser
Verdinnungen wurden in die Reaktionskammern einer Mikrotiterplatte pipettiert. In jede
Kammer wurden zusétzlich 30 pl einer Suspension mit Plasmodium falciparum-infizierten
Erythrozyten gegeben. Parasitdmie und Haematokrit betrugen jeweils 2 %. Der Inhalt jeder
Reaktionskammer wurde anschlief3end gemischt. Hierdurch sank der Haematokrit auf 1 %.
Die letzten drei Reihen der Mikrotiterplatte enthielten Lésungen bzw. Suspensionen zur
Positiv- bzw. Negativkontrolle und zum Nullabgleich bei der photometrischen Vermessung.
Als Positivkontrolle diente eine Verdinnungsreithe mit Chloroquin als Wirkstoff. Die
Negativ-Kontrolle wurde mit infizietem Blut ohne Wirkstoff durchgefihrt. Dem
Nullabgleich  dienten nicht infizierte rote Blutkorperchen in  Kulturmedium
(Haematokrit 1 %).

Die Mikrotiterplatte wurde anschlief3end in eine Mikroinkubatorkammer (Fa. Billups-
Rothenberg) gelegt, in der sich zur Verringerung von Verdunstungseffekten eine Schale mit
Aqua ad injectabilia mit Baumwolldocht befand. Die Inkubationskammer wurde mit dem in
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Kap. p.6.6] S. B4Z]beschriebenen Gasgemisch 5 Minuten lang begast, verschlossen und bei
37°C inkubiert. Nach Ablauf von 48 Stunden wurde die Mikrotiterplatte der
Inkubatorkammer entnommen und jeder Reaktionszelle jeweils 50 pl frisch hergestelltes
APAD-Reagenz und ein gleiches Volumen NBT-L6sung zugesetzt. Die Zellinhalte wurden
vorsichtig gemischt und die Mikrotiterplatte fur 30 Minuten in einem lichtgeschitzten
verschlossenen Laborschrank aufbewahrt. Anschlief3end wurden die Absorptionen der
Reaktionskammern mit einem Mikrotiterplattenleser der Fa. MRX Dynatech Laboratories
gemessen.

6.6.9 Berechungder ICs

Jede der zu prifenden Substanzen (SL1, SL2, SL5 — SL9 und SL11) wurde in zwolf
Konzentrationen mit sechs Wiederholungen getestet. Von jedem Absorptionswert wurde
zunéchst der Blindwert abgezogen und aus diesem korrigierten Wert die prozentuale
Hemmung des Plasmodien-Wachstums berechnet. Die prozentualen Hemmungen wurden
dann grafisch gegen die zugehdrigen Konzentrationen an eingesetzter Substanz aufgetragen,
wobei sigmoide Dosis-Wirkungs-Kurven resultierten. Die im linearen Bereich zwischen 20%
und 80% Plasmodien-Hemmung liegenden Mel3werte wurden einer linearen Regression
unterzogen. Aus der daraus abgeleiteten Gleichung wurde die 1Csy errechnet. Man erhielt
demnach fir jede getestete Substanz sechs 1Cso-Werte, aus denen mit Hilfe der Statistik-
Software SPSS (Version 10.0) neben dem Mittelwert auch Standardabweichung,
Standardfehler und die Grenzen des 95%-K onfidenzintervalles fir den Mittelwert bestimmt

wurden (siehe [[abelle 3.1] S. P69lund Bild 3.13] S. 270).

6.6.10 Statistischer Vergleich der Mittelwerte

Vor der Varianzanalyse mit dem Programm SPSS wurde zundchst mit der Prozedur nach
KoLMOGOROV und SMIRNOV gepriuft, ob bei den einzelnen Substanzen die ICso-Werte
normalverteilt waren. Nach der Bestétigung der Normalverteilung wurde mit dem Verfahren
nach LEVENE auf Homogenitét der Varianzen der |Cso-Werte der Testsubstanzen gepriift. Der
sich ergebende F-Wert der LEVENE-Statistik betrug bel (7,40) Freiheitsgraden auf dem 0,05-
Signifikanzniveau 1,792 und war damit nicht signifikant. Somit konnte von der Homogenitét
der Varianzen ausgegangen werden. Der nach Erfillung dieser Voraussetzungen mogliche
Mittelwertvergleich durch Varianzanalyse wurde nach dem Verfahren der einfaktoriellen
ANOVA durchgefuihrt. Der berechnete F-Wert von 8,839 ist auch bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,001 und (7,40) Freiheitsgraden signifikant. Dies bedeutet,
dass sich im Hinblick auf die mittleren I1Cso-Werte der Testsubstanzen mindestens ein Wert
signifikant von den anderen unterscheidet. Zur Beantwortung der Frage, welche Substanz(en)
far diesen Effekt verantwortlich sind, wurden die Resultate aus der einfaktoriellen ANOVA
noch einem Post-hoc-Test nach DUNCAN unterzogen. Mit Hilfe dieses Testalgorithmus’
konnten zwei homogene Untergruppen gebildet werden, deren Mittelwerte sich auf dem p =
0,05-Niveau signifikant voneinander unterscheiden (siehe Bild 3.13| S. P70) [BUHL und
ZOFEL, 2000; ZOFEL, 2001].
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