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1 Einleitung und Problemstellung

Zubereitungen aus Echinacea Arten haben in der Volksmedizin eine lange Tradition zur
Behandlung von Infektionen und septischen Zustinden. Heute werden Priparate aus
Echinacea angustifolia, E. pallida und E. purpurea hauptsichlich bei Erkiltungskrank-
heiten zur Stimulierung der korpereigenen Abwehr eingesetzt und gehdren damit zu den
bedeutendsten pflanzlichen Immunstimulantien (BAUER und WAGNER, 1990; BAUER,
1997).

Intensive phytochemische und pharmakologische Untersuchungen haben sich in den
letzten Jahren mit der Analytik, den moglichen Wirksubstanzen, der Pharmakologie und
der Wirkung von Echinacea-Zubereitungen beschiftigt. So konnten zum Beispiel fiir
Polysaccharide und Glykoproteine aus E. purpurea immunstimulierende Wirkungen
nachgewiesen werden, die die Wirkung von hydrophilen Echinacea-Zubereitungen, wie
Pressséften erkldren konnten. Eine weitere Inhaltsstoffgruppe, die am stimulierenden
Effekt auf das korpereigene Abwehrsystem beteiligt sein konnte, ist die der Alkamide,
fiir welche phagozytosestimulierende und entziindungshemmende Eigenschaften nach-
gewiesen wurden. Diese Inhaltsstoffklasse konnte fiir die Wirkung von lipophilen
Echinacea-Zubereitungen entscheidend sein.

Um einen Uberblick iiber den aktuellen wissenschaftlichen Erkenntnisstand beziiglich
Echinacea zu bekommen, sollte im ersten Teil dieser Arbeit eine Bestandsaufnahme der
neuesten Untersuchungen iiber diese Gattung gemacht werden.

Da neben den drei medizinisch eingesetzten Echinacea-Arten acht weitere, weniger gut
untersuchte Arten, existieren, sollte Echinacea atrorubens Nutt. im Rahmen dieser
Arbeit aus chemotaxonomischen Griinden und zur Uberpriifung ihres mdglichen
Wirkpotentials ndher untersucht werden. Eine detailierte anatomische und analytische
Untersuchung dieser Art, sollte sie eindeutig beschreiben und von den anderen
Echinacea-Arten abgrenzen. Dabei sollte der Schwerpunkt auf die Isolierung von
Alkamiden gelegt werden, damit diese anschlieBend auch auf ihre mdgliche
immunstimulierende Wirkung untersucht werden konnen.

Die pharmakologischen Untersuchungen der einzelnen Inhaltsstoffe beruhen meistens
auf in vitro Tests, so dass die Ergebnisse keine Auskunft liber die Wirkung der
Substanzen im Korper geben. Bioverfiigbarkeits- bzw. Resorptionsstudien von
Echinacea-Zubereitungen oder Inhaltsstoffen fehlen bisher weitgehend. Aus diesem
Grund war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, eine Methode zu entwickeln, um Echinacea-
Inhaltsstoffe aus menschlichem Blut und Urin extrahieren und anschlieend nachweisen
und quantifizieren zu konnen.



2 Die Gattung Echinacea

2.1. Systematik und Verbreitung

2.1.1. Systematik

Die Gattung Echinacea MOENCH gehort zur Familie der Asteraceae (Unterfamilie
Asteroideae) und wird in den Tribus Heliantheae eingeordnet, der mit 189 Gattungen
zum dritt groften Tribus innerhalb der Familie zdhlt (KARIS und RYDING, 1994). Die
Klassifizierung in einen Subtribus ist bis heute nicht eindeutig geklédrt und wurde bereits
vielfach revidiert. STUESSY stellte 1977 die Gattung Echinacea in den Subtribus
Helianthinae, wo sie zusammen mit den Gattungen Rudbeckia, Dracopsis und Ratibida
eine Untergruppe bildeten. ROBINSON teilte 1981 den Tribus Heliantheae in 35
Subtriben ein und zédhlte die Gattung Echinacea zum Subtribus Ecliptinae, wobei die
Gattungen Rudbeckia, Dracopsis und Ratibida in den neu beschriebenen Subtribus
Rudbeckiinae gestellt wurden. Problematisch war jedoch die vage Abgrenzung des
Subtribus Ecliptinae zu den anderen Subtriben, so dass KARIS (1993) eine Revision der
taxonomischen Nomenklatur nach Robinson vorlegte. KARIS teilte den Tribus
Heliantheae in 10 Subtriben ein und iiberfiihrte die Gattung Echinacea in den Subtribus
Rudbeckiinae. Damit stellte er wieder eine enge verwandtschaftliche Beziehung zu den
Gattungen Rudbeckia, Dracopsis und Ratibida her. Charakteristisch fiir alle vier
Gattungen ist der konisch aufgewdlbte Bliitenstandsboden, der bei Echinacea durch die
spitzen Spreublitter stachelig ist (echinos = griechisch Igel) (BAUER und WAGNER,
1990).

Abbildung 2.1: E. atrorubens NUTT., Copyright by Steven Foster (1998)
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Die Einordnung von Echinacea in den Subtribus Rudbeckiinae wurde jedoch von
URBATSCH et al. aufgrund ihrer letzten phylogenetischen Untersuchungen kritisiert. Sie
filhrten cpDNA- und IST-Sequenzanalysen mit verschiedenen Arten aus dem Tribus
Heliantheae durch (URBATSCH et al., 1995, 2000). Beide Versuche zeigten, dass die
Gattung Echinacea keine enge, phylogenetische Verwandtschaftsbeziechung zu den
anderen Gattungen des Subtribus Rudbeckiinae zeigt, sondern ndher zur Gattung
Sanvitalia und anderen Arten aus dem Subtribus Zinniinae steht. Urbatsch schldgt
deshalb einen Transfer der Gattung Echinacea in den Subtribus Zinniinae vor.

Diese unterschiedlichen Einordnungen zeigen, dass bei der Gattung Echinacea je nach
Art der taxonomischen Analyse andere Verwandtschaftsbeziehungen resultieren. Um
eine endgiiltige Einordnung der Gattung in einen Subtribus vornehmen zu konnen,
sollten verschiedene Methoden, wie morphologische, phylogenetische und
phytochemische Untersuchungen, in die kladistische Analyse mit einbezogen werden.

Alle Arten der Gattung Echinacea stellen ausdauernde, mehrjéhrige Kriuter dar.

Sie neigen zu Hybridisierungen und bilden daher viele Ubergangsformen. Dies fiihrte in
der Vergangenheit oft zu kontroversen taxonomischen Einteilungen. CRONQUIST
beschrieb vier Echinacea-Arten, E. pallida var. angustifolia, E. pallida var. pallida, E.
atrorubens var. atrorubens, E. atrorubens var. paradoxa, E. laevigata und E. purpurea
(1945, 1980). Die zur Zeit am weitesten verbreitete Nomenklatur stammt von
MCGREGOR (1968). Er entwickelte einen Bestimmungsschliissel der Gattung nach
morphologisch-anatomischen, 6kologischen und cytologischen Merkmalen und teilte
die Gattung in 9 Arten und zwei Varietiten auf:

E. angustifolia DC. var. angustifolia

E. angustifolia DC. var. strigosa McGREGOR

E. atrorubens NUTT.

E. laevigata (BOYNTON & BEADLE) BLAKE

E. pallida (NUTT.) NUTT.

E. paradoxa (NORTON) BRITTON var. paradoxa

E. paradoxa (NORTON) BRITTON var. neglecta McGREGOR

E. purpurea (L.) MOENCH

E. simulata McGREGOR

E. sanguinea NUTT.

E. tennesseensis (BEADLE) SMALL

Zuletzt fiihrte BINNS (2001) anhand von morphologischen Gesichtspunkten eine
taxonomische Revision der Gattung Echinacea durch. Da sich danach E. purpurea
morphologisch am starksten von den anderen Arten abhebt, wurde fiir E. purpurea ein
Subgenus Echinacea geschaffen. AuBBerdem wurden drei andere Arten, E. pallida, E.
atrorubens und E. laevigata, charakterisiert, die in dem Subgenus Pallida zusammen-
gefasst wurden. Die anderen nach MCGREGOR beschriebenen Arten wurden als
Varietéiten von E. pallida oder E. atrorubens definiert (sieche Tabelle 2.1).
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Tabelle 2.1: Taxonomische Einteilung der Gattung Echinacea nach BINNS (2001).

Subgenus Art Varietit

Echinacea E. purpurea (L.) Moench nom. cons. prop.

Pallida E. pallida (Nutt.) Nutt. var. pallida

var. tennesseensis (Beadle) Binns
B.R. Baum & Arnason

var. angustifolia (DC.) Cronquist

var. sanguinea (Nutt.) Gandhi and
Thomas

var. simulata (McGregor) Binns
B.R. Baum & Arnason

E. atrorubens Nutt. var. atrorubens

var. paradoxa (J.B. Norton)
Cronquist

var. neglecta (McGregor) Binns,
B.R. Baum & Arnason

E. laevigata (C.L.Boynton & Beadle)

Blake nom. cons. prop.

Die neue Unterteilung unterstiitzt viele Gesichtspunkte, die bereits in CRONQUIST s
Taxonomieabhandlungen (1945) beriicksichtigt wurden. Da sich die taxonomische Ein-
teilung von BINNS noch nicht durchgesetzt hat, benutze ich im folgenden weiterhin die
Artbezeichnungen nach MCGREGOR.

In der Regel sind die Pflanzen der Gattung Echinacea diploid und haben n=11
Chromosomen. Ausnahmen bilden jedoch die Arten E. pallida und einige Kolonien von
E. angustifolia var. strigosa, die einen Chromosomensatz von n =22 aufweisen
(MCGREGOR, 1968). In Gegenden, wo E. pallida zusammen mit E. atrorubens auftritt,
konnten triploide Pflanzen als natiirliche Hybride gefunden werden. Das Fort-
pflanzungssystem dieser Gattung ist bisher noch nicht vollstindig aufgekldrt. Nach
neueren Untersuchungen konnte in allen Arten bis zu einem bestimmten Prozentsatz
auch Selbstbestdubung beobachtet werden (MC KEOWN, 1999).




2.1 Systematik und Verbreitung

2.1.2. Verbreitung

Das natiirliche Areal der Gattung Echinacea erstreckt sich von der Golfkiistenebene im
Siiden iiber die Great Plains bis hin zu Siidzentral-Kanada im Norden, umfasst im Osten
den Gebirgszug der Appalachen und reicht im Westen bis zu den Rocky Mountains
(siche Abbildung 2.2; MCGREGOR, 1968; BAUER und WAGNER, 1990). Das weite Ver-
breitungsgebiet vom Siiden bis hin zum Norden der USA zeigt die gute
Anpassungsfahigkeit der Gattung (MC KEOWN, 1999). Das Gebiet mit der groBiten
Artenvielfalt liegt jedoch zwischen dem Ozark-Gebirge von Missouri im Siiden bis zu

dem 0stlich zentralen Grasland von Oklahoma.

Abbildung 2.2: Verbreitung der Gattung Echinacea (nach MCGREGOR, 1968 und MC KEOWN, 1999):

——  Gesamtareal der Gattung Echinacea

Verbreitungsgebiet der Gattung Echinacea atrorubens
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2.2. Bisher bekannte Inhaltsstoffe

Die Gattung Echinacea, insbesondere die drei medizinisch verwendeten Echinacea-
Arten, E. angustifolia, E. pallida und E. purpurea, wurden phytochemisch bereits
intensiv untersucht. Friiher traten hdufig Verwechslungen zwischen E. angustifolia und
E. pallida auf, die jedoch durch die phytochemischen Arbeiten von BAUER und
Mitarbeitern (1988, 1989) behoben werden konnten. Im folgenden soll eine Ubersicht
der bisher aus Echinacea-Pflanzen isolierten Verbindungen gegeben werden.

2.2.1. Alkamide

Alkamide kommen im Pflanzenreich nicht sehr hdufig vor. Sie wurden bisher nur in den
Familien der Piperaceen, Aristolochiaceen, Rutaceen und Asteraceen nachgewiesen
(GREGER, 1984). Aufgrund ihres seltenen Vorkommens konnten sie ein wichtiges
chemotaxonomisches Merkmal bei der Aufkldrung von Verwandtschaftsbeziehungen
unter den einzelnen Arten der Asteraceen und vor allem in dem Tribus Heliantheae
darstellen.

Biosynthetisch leitet sich der Siureanteil der Alkamide von der Olsdure ab. Durch
Dehydrierungen, Dehydratationen und Isomerisierungen kommt es zur Einfithrung von
verschiedenen olefinischen und acetylenischen Bindungen. Auflerdem fiihren oxidative
Prozesse zur Kettenverkiirzung, so dass eine grofle Vielfalt von Sdureresten mit
unterschiedlicher Kettenlédnge existiert. In Echinacea-Arten sind bisher Kettenldngen
von 11 bis 16 C-Atomen bekannt. Die Amingruppe der Alkamide entsteht durch
Decarboxylierung von Aminosduren. Insgesamt sind iiber 15 verschiedene Aminanteile
bekannt. In Echinacea-Arten wurden bisher Isobutylamin- und 2-Methylaminreste,
ableitbar von den Aminosduren Valin und Isoleucin, gefunden. AuBBerdem konnte ein 2-
Hydroxyisobutylamid aufgeklart werden (BOHLMANN und HOFFMANN, 1983).

Fir Alkamide sind bereits vielfiltige pharmakologische Wirkungen beschrieben
worden. So hat JACOBSON 1954 ein Alkamid aus E. angustifolia isoliert, fiir das
insektizide und beim Menschen Speichelfluss produzierende Wirkungen nachgewiesen
wurden. Strukturvoraussetzung fiir eine gute insektizide Wirkung von Alkamiden ist
nach GREGER (1984) ein E/E orientiertes Diensystem konjugiert zur Carbonylgruppe
und eine Dimethylenbriicke zur nichsten Doppelbindung innerhalb des S&urerestes.
Eine Doppelbindung im Zentrum der Kette sollte dabei Z orientiert sein. AuBlerdem
besitzen Alkamide einen lokalanaesthesierenden Effekt auf der Zunge, den sogenannten
»tingling effect.

Weiterhin sind phagozytosestimulierende und entziindungshemmende Wirkungen fiir
Alkamide aus Echinacea-Arten bekannt (siche Kapitel 2.4). So wurde fiir die isomeren
Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide bei einer Konzentration von
50 pg/ml eine 55 prozentige Hemmung der Cyclooxygenase 1 und eine 62 prozentige
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Hemmrate der 5-Lipoxygenase festgestellt (MULLER-JAKIC, 1994). Pentadeca-2FE,9Z-
dien-12,14-diinsdure-isobutylamid und Hexadeca-2E,9Z-dien-12,14-diinsédure-isobutyl-
amid erwiesen sich als die aktivsten Substanzen im COX-1 Teststystem. Alle weiteren
getesteten Alkamide aus E. angustifolia zeigten moderate Hemmungen auf die COX-1
und nur schwache Wirkungen auf die 5-Lipoxygenase. Neuere Untersuchungen zeigten,
dass Undeca-2Z,4F-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid im Vergleich verschiedener
Alkamide die hochste COX-1- und COX-2-Hemmwirkung besall, wobei die Hemmrate
auf COX-1 grofBer war als auf COX-2 (CLIFFORD et al., 2002; siche Tabelle 2.2). Fiir die
Dodeca-2E 4E,87,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide konnte jedoch in keinem der
beiden Testsysteme eine Wirkung nachgewiesen werden.

AuBlerdem wurde vor kurzem fiir Alkamide aus E. purpurea eine signifikante Stimu-
lierung von Alveolarmakrophagen in vivo nachgewiesen (GOEL et al., 2002).

Fiir Affinin, ein 2,6,8-Decatrienisobutylamid aus Heliopsis longipes, das strukturell den
Alkamiden aus verschiedenen Echinacea-Arten dhnelt, konnten molluskizide Aktivi-
taten und Zerkarien abtdtende Wirkungen gezeigt werden (JOHNS et al., 1982). Zerka-
rien, die in bestimmten Wasserschnecken gebildet werden und die in die Haut der
Menschen penetrieren, sind die haploiden Formen der Schistosomen. Damit kdnnten
Affinin und dhnlich strukturierte Isobutylamide wirksame Mittel gegen Schistosomiasis
darstellen. Dariiberhinaus ist Affinin in einer Konzentration von 25 pg/ml wirksam
gegen Escherichia coli und Sacharomyces cerevisiae (MOLINA-TORRES et al., 1999).
Dies ldsst vermuten, dass Alkamide aus der Gattung FEchinacea ebenfalls eine
bakterizide und fungizide Wirkung aufweisen konnten. Nidhere Untersuchungen miissen
dafiir jedoch noch durchgefiihrt werden.

Weiterhin wurde fiir Dodeca-2E,4F,8Z,10E-tetraenséure-isobutylamid, welches aus
Spilanthes mauritiana isoliert wurde und das E-Isomer der mengenmifig
dominierenden Alkamide in E. purpurea und E. angustifolia darstellt, in einer
Konzentration von 10” mg/ml iiber einen Zeitraum von 24 Stunden eine 100 prozentige
moskitozide Wirkung auf Aedes aegyptii festgestellt werden (JONDIKO, 1986). In einer
neueren Studie wurden verschiedene Alkamide auf ihre moskitozide Wirkung gegen die
Larve von Aedes aegyptii untersucht (CLIFFORD et al., 2002). Dabei stellten sich die
isomeren Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide (Konz. 100 pg/ml) mit
einer 87,5 prozentigen Todesrate bereits nach einem Zeitraum von 15 Minuten
gegeniiber den Miickenlarven von Aedes aegyptii als besonders wirksam heraus. Bei
einer Konzentration von 10 ug/ml kam es noch zu einer 63 prozentigen Hemmung
innerhalb einer Stunde. Eine etwas schwichere Wirkung zeigten die weiteren getesteten
Alkamide (siehe Tabelle 2.2).
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Tabelle 2.2:  Moskitozide Wirkung, COX-1- und COX-2-Hemmung verschiedener Alkamide
(Konzentration: 100 ug/ml, CLIFFORD et al., 2002).

Verbindung Moskitozide Wirkung | COX-1 | COX-2
Undeca-2FE,4Z-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid |71 % in 2 Stunden 36 15
Undeca-2Z,4E-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid | 78 % in 9 Stunden 60 46
Dodeca-2F,4Z-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid | 50 % in 9 Stunden 36 15
Undeca-2F,4Z-dien-8,10-diinséure-2- 25 % in 24 Stunden 55 39
methylbutylamid
Dodeca-2F,4Z-dien-8,10-diinséure-2- 10 % in 24 Stunden 48 31
methylbutylamid
Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensiure- 87,5 % in 15 Min. - -
isobutylamide

Das Alkamidprofil der drei medizinisch eingesetzten Echinacea-Arten wurde von
BAUER und REMIGER genau untersucht (1988, 1989). Sie fanden in den Wurzeln von E.
angustifolia vor allem Alkamide mit nur einer Doppelbindung in Konjugation zur
Carbonylgruppe (siche Abbildung 2.3) und in E. purpureae radix hauptsichlich
Alkamide mit 2,4-Dien-Struktur (siche Abbildung 2.4).

Die Wurzeln von E. tennesseensis enthalten viele der Monoenalkamide, die bereits fiir
E. angustifoliae radix beschrieben wurden (BAUER et al., 1990). Im Gegensatz zu den
Wurzeln aus E. angustifolia kommen die Dodeca-2E 4F,87,10Z/E-tetraensédure-
isobutylamide in E. tennesseensis jedoch nur in geringen Mengen vor.

Die Wurzeln von E. paradoxa enthalten neben den hauptsidchlich vorkommenden
Ketoalkenen/—alkinen nur Spuren von Alkamiden. In E. simulatae radix hingegen liegen
neben den Ketoalkenen/—alkinen mehrere Alkamide vor, die ebenfalls in E.
angustifoliae radix gefunden wurden (BAUER und FOSTER, 1989).

Im Presssaft aus dem frischen Kraut von E. purpurea konnte neben den aus E. purpurea
bekannten Alkamiden ein neues Hydroxy-isobutylamid, némlich Dodeca-
2FE4E,8Z,10E-tetraensdure-hydroxy-isobutylamid, nachgewiesen werden (SIECK et al.,
2000). Dieses stellt moglicherweise ein Oxidationsprodukt der genuin in der Pflanze
vorkommenden Isobutylamide dar.
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Abbildung 2.3: Alkamide aus den Wurzeln von E. angustifolia.
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Abbildung 2.4: Alkamide aus den Wurzeln von E. purpurea.

2.2.2. Polyacetylene

Das Vorkommen von Polyacetylenen ist fiir Pflanzen der Asteraceen typisch. In E.
purpurea und E. angustifolia (oder E. pallida ?7) wurden mehrere Polyacetylene nachge-
wiesen, von denen 5 Verbindungen identifiziert werden konnten (SCHULTE et al., 1967).
Aus E. pallida wurden 12 Ketoalkene und Ketoalkine isoliert und aufgeklart, die spéater
teilweise auch in E. simulata und E. paradoxa gefunden wurden (sieche Abbildung 2.5,
KHAN, 1987; BAUER und FOSTER, 1989).
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Die Verbindungen sind sehr instabil. Eine lingere Lagerung der Wurzeln, vor allem im
zerkleinerten Zustand, fiihrt zur Oxidation der Polyacetylene durch Luftsauerstoff und
zu einer Abnahme des Gehalts der genuinen Acetylene (BAUER et al., 1988). Aus
diesem Grund findet man héufig in frischen nicht aber in getrockneten Wurzeln
Polyacetylene. In gelagerten E. pallida Wurzeln konnten hingegen hydroxylierte
Ketoalkine nachgewiesen werden (BAUER et al.; 1987).

/\/:\/:\/\/\/U\
Pentadeca-8Z,11Z,13E-trien-2-on Pentadeca-8Z,13Z-dien-11-in-2-on
o OH (0]
I — M _ N
Pentadeca-8Z-en-11,13-diin-2-on 8-Hydroxy-pentadeca-9E, 13Z-dien-11-in-2-on

Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentain

Abbildung 2.5: Auswahl einiger in Echinacea-Arten nachgewiesener Polyacetylene (BAUER und
WAGNER, 1990)

2.2.3. Kaffeesaurederivate

Kaffeesdurederivate sind weit verbreitet in der Gattung Echinacea und sind nach
pharmakologischen Untersuchungen hauptsichlich fiir die antioxidative Wirkung der
Echinacea-Extrakte verantwortlich (siehe Kapitel 2.4). Als erstes Kaffeesdurederivat
konnte Echinacosid aus E. angustifolia isoliert werden, welches spéter auch fiir andere
Echinacea-Arten, wie zum Beispiel E. pallida, beschrieben wurde (BAUER und
WAGNER, 1990). Das um eine Glucose drmere Strukturanalogon, Verbascosid, konnte
ebenfalls in E. angustifolia und E. pallida gefunden werden (REMIGER, 1988). Ein
Unterscheidungskriterium zwischen diesen beiden Arten stellt Cynarin dar, welches
nicht in E. pallida, aber in den Wurzeln von E. angustifolia vorkommt (BAUER und
WAGNER, 1990). Von CHEMINAT et al. (1988) konnten weitere Kaffeesdureglycoside
aus E. pallida aufgekléart werden (siche Abbildung 2.6).

Ein fir E. purpurea typisches Kaffeesdurederivat stellt Cichoriensdure dar (siche
Abbildung 2.6). In E. purpurea-Praparaten, insbesondere in Frischpflanzenpresssiften,
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konnte Cichoriensdure jedoch meist nicht mehr nachgewiesen werden. Neuere
Untersuchungen haben ergeben, dass neben Esterasen, die zur Hydrolyse der Esterbin-
dungen fiihren, Phenoloxidasen fiir die oxidative Zersetzung von Cichoriensdure und
anderen Kaffeesdurederivaten verantwortlich sind (NUSSLEIN et al., 2000). So ist es
nicht auszuschliessen, dass die in E. purpurea und E. pallida gefundene 2-O-Caffeoyl-
weinsdure moglicherweise ein Artefakt der Cichoriensdure darstellt (BAUER und
WAGNER, 1990). Aullerdem konnten weitere Caffeoyl-
Chlorogensdure und Isochlorogensduren (siche Abbildung 2.6) in Echinacea-Arten
nachgewiesen werden (BECKER und HSIEH, 1984; REMIGER, 1988; SOICKE et al., 1988;

CHEMINAT et al., 1988).
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Abbildung 2.6: Auswahl einiger in Echinacea-Arten nachgewiesener Kaffeesdurederivate.
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2.2.4. Flavonoide

Aus dem Kraut von E. purpurea und E. angustifolia (E. pallida ?7) wurden von
MALONGA-MAKOSI (1983) eine Reihe von Flavonoiden isoliert (siche Tabelle 2.1). Sie
bestimmten einen Flavonoidgehalt in den Blattern von E. purpurea von 0,48 % und in
den von E. angustifolia von 0,38 %. Mittels HPLC konnte im Kraut von E. purpurea, E.
pallida und E. angustifolia nur Rutin nachgewiesen werden (BAUER et al., 1988).

Tabelle 2.3:  Isolierte Flavonoide aus E. purpurea und E. angustifolia (E. pallida?) nach MALONGA-

MAKOSI (1983)
Flavonoide in E. purpurea Flavonoide in E. angustifolia (E. pallida?)
Quercetin Luteolin
Quercetin-7-glucosid Kéampferol
Kéampferol-3-monoglucosid Quercetin
Kémpferol-3-rutinosid Quercetagetin-7-glucosid
Quercetin-3-glucosid Luteolin-7-glucosid
Rutin Kéampferol-3-glucosid
Quercetinrobinobiosid Quercetin-3-arabinosid
Quercetin-3-xylosylgalaktosid oder Quercetin-3-galaktosid
Quercetin-3-galaktosylxylosid Quercetin-3-xylosid
Zwei Diglykoside des Isorhamnetins Quercetin-3-glucosid
Kéampferol-3-rutinosid
Rutin
Isorhamnetin-3-rutinosid
3 Diglykoside des Apigenins, Isorhamnetin
bzw. Quercetins

2.2.5. Polysaccharide und Glykoproteine

Aus dem Kraut von E. purpurea konnten zwei immunstimulierend wirksame Poly-
saccharide, ndmlich ein 4-O-Methylglucuronoarabinoxylan (MG 35000 Da) und ein
saures Arabinorhamnogalactan (MG 450000 Da), isoliert werden (PROKSCH, 1982;
PROKSCH und WAGNER, 1987; WAGNER et al., 1985).

Weiterhin wurden drei Glycoproteine mit einem Proteingehalt von 3 % (MG 17000 Da,
21000 Da und 30000 Da) aus den Wurzeln von E. purpurea und E. angustifolia ge-
wonnen (BEUSCHER, 1987). Die vorherrschenden Zuckerbestandteile waren Arabinose
(64-84 %), Galactose (1,9-5,3 %) und Glucosamine (6 %). Der Proteinanteil enthielt vor
allem Aspartat, Glycin, Glutamat und Alanin.
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Aus verschiedenen Pflanzenteilen von E. purpurea wurden aullerdem biologisch aktive
Lektine nachgewiesen (POGORELAJA et al., 1997).

Zwei neutrale Fucogalactoxyloglucane (MG = 10000-25000 Da) und ein saures
Arabinogalactan (MW = 75000 Da) wurden aus Zellkulturen von E. purpurea-Bléttern
gewonnen (WAGNER et al., 1988). Fiir diese Zellkultur-Polysaccharide wurden ebenfalls
immunstimulierende Wirkungen beschrieben (siehe Kapitel 2.4., Seite 27).

In einer Presssaftzubereitung konnte neben Fruktanen vom  Inulintyp
(MG ca. 6.000 Da), die vermutlich nicht an der immunstimulierenden Wirkung beteiligt
sind, ein saures, hoch verzweigtes Arabinogalaktan (MG ca. 70.000 Da) nachgewiesen
werden (BLASCHEK et al., 1998). Diesem Polysaccharid wurde aufgrund verschiedener
Untersuchungen mit dhnlich strukturierten Arabinogalaktanen eine mogliche Rolle als
immunologisch aktives Prinzip in E. purpurea-Zubereitungen zugeschrieben.

Spater wurde ein Arabinogalactanprotein, mit einem geschitzten Molekulargewicht von
1,2 x 10° Da, aus dem Presssaft des Krautes von E. purpurea isoliert (CLASSEN et al.,
2000). Wie viele andere Arabinogalactanproteine enthilt auch dieses einen hohen Poly-
saccharidanteil (83 %), einige Uronsduren (4-5 %) und einen geringen Proteinanteil
(7 %).

Aus einer 50prozentigen ethanolischen E. angustifoliae radix Tinktur konnte eine hoch-
molekulare Polysaccharidfraktion mit Komplement aktivierenden Eigenschaften
gewonnen werden (BARSETT et al., 2000). Nach Untersuchung der Monosaccharidzu-
sammensetzung wurde bei der Fraktion aus dem E. angustifolia-Priparat terminale
Rhamnose, Glukose und 1,3,5-verkniipfte Arabinose nachgewiesen. Eine ebenfalls
komplementaktivierende Polysaccharidfraktion aus dem Presssaft von E. purpureae
herba enthielt hingegen terminale Galactose, Xylose und 1,2-verkniipfte Arabinose.

Mit einer ELISA Methode zur Identifizierung von Glykoproteinen in Echinacea-
Zubereitungen konnte gezeigt werden, dass die Wurzeln von E. purpurea den hochsten
und diejenigen von E. angustifolia den geringsten Gehalt an Glykoproteinen und Poly-
sacchariden aufweisen. In E. pallida Wurzeln sind sie ebenfalls in einer hohen
Konzentration enthalten, diese liegt jedoch unter derjenigen von E. purpurea (EGERT
und BEUSCHER, 1992; BEUSCHER et al., 1995).

2.2.6. Alkaloide

Aus den Wurzeln von E. angustifolia wurde 1915 von HEYL und HART Betainhydro-
chlorid als N-haltige Verbindung isoliert. Spédter wurde in einem Extrakt von E.
purpurea Glycin-Betain nachgewiesen (SOICKE, 1988). Auch neuere Untersuchungen
bestétigen die Anwesenheit von Betain in E. purpurea- und E. angustifolia-Produkten.
So konnte von GANZERA (2001) eine HPLC-Methode entwickelt werden, die es
ermoglicht, Betain in Echinacea-Praparaten nach Derivatisierung mit 4-Bromphenacyl-
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bromid zu quantifizieren. Alle 10 getesteten Echinacea-Produkte, die entweder aus E.
angustifolia, E. purpurea oder einer Mischung beider Arten stammten, enthielten
jeweils einen Betaingehalt von 0,04-0,64 %. AuBBerdem wurde der Betaingehalt im Blut
von Sportlern nach der Einnahme der Echinacea-Produkte untersucht. Dieses konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden.

Desweiteren wurden in E. angustifolia und E. purpurea die Pyrrolizidin-Alkaloide
Tussilagin und Isotussilagin in sehr geringer Konzentration (0,006 %) gefunden (RODER
et al., 1984; BRITZ-KIRSTGEN, 1985). Eine lebertoxische Wirkung der Alkaloide ist nach
der Struktur-Toxizitits-Beziehung nach MATTOCKS (1986) jedoch auszuschlieBen, da
sie kein 1,2-ungesittigtes Necingeriist aufweisen.

2.2.7. Atherisches Ol

E. angustifolia weist sowohl im Kraut als auch in der Wurzel einen sehr niedrigen
Atherisch-Ol-Gehalt auf, der in der Regel unter 0,1 % Ol liegt (BAUER und WAGNER,
1990). Wihrend das Kraut von E. pallida ebenfalls weniger als 0,1 % Ol enthilt, liegt
der Gehalt in den Wurzeln bei 0,2-2,0 %. In den Wurzeln von E. purpurea wurde
maximal 0,2 % Ol gefunden, in den Bliiten und in den Bliittern konnte jedoch ein Gehalt
von 0,6 % nachgewiesen werden.

Das itherische Ol des Krautes aller drei oben genannten Echinacea-Arten enthilt
Borneol, Bornylacetat, Pentadeca-8-en-2-on, Germacren D, Caryophyllen, Caryo-
phyllenepoxid und Palmitinsiure (BOs et al., 1988). Wihrend im #therischen Ol des
Krautes hauptsidchlich Terpenoide vorzufinden sind, dominieren in der Wurzel
Fettsduren und ihre Derivate (HEINZER et al., 1988; siche Tabelle 2.4.).

Tabelle 2.4:  Atherisch-Ol-Bestandteile der Wurzeln von E. pallida, E. angustifolia und E. purpurea

nach HEINZER et al. (1988).

E. pallidae radix

E. angustifoliae radix

E. purpureae radix

Pentadeca-8Z-en-2-on

Dodeca-2,4-dien-1yl-

Dodeca-2,4-dien-1yl-

isovalerat isovalerat
Pentadeca-87,13Z-dien-11-in-2-on Palmitinsdure Palmitinsdure
Pentadeca-87,11Z-dien-2-on Linolensdure Linolensdure

Tetradeca-8Z-en-11,13-diin-2-on Germacren D

Das i#therische Ol der Friichte der drei medizinisch verwendeten Echinacea-Arten, der
Achiinen, wurde von SCHULTHESS et al. (1991) untersucht. Sie fanden einen Olgehalt
von 0,15 % in E. angustifolia und E. pallida und einen von 0,3 % in den Achénen von
E. purpurea. Das Ol der jeweiligen Art enthielt charakteristische Bestandteile, wie zum
Beispiel 1,8-Pentadecadien fiir E. pallida, Epishyobunol fiir E. angustifolia oder
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Germacren D fiir E. purpurea, so dass eine Identifizierung der drei Arten auch anhand
des #therischen Oles aus den Achiéinen mdglich sein sollte (siehe Tabelle 2.5).

Tabelle 2.5:

nach SCHULTHESS et al. (1991).

Atherisch-Ol-Bestandteile der Achinen von E. pallida, E. angustifolia und E. purpurea

Achiinen von E. pallida

Achiinen von E. angustifolia

Achiinen von E. purpurea

o-Pinen o-Pinen o-Pinen
B-Pinen B-Pinen B-Pinen
Limonen Myrcen Myrcen
Carvomenthen B-Farnesen Limonen

1,8-Pentadecadien Epishyobunol Carvomenthen (relativ hohe
Konzentration)
Germacren D-Derivat Carvomenthen Caryophyllen

Carvomenthen Germacren D

" Charakteristische Bestandteile fiir die jeweilige Art sind fett gedruckt.

2.2.8. Sonstige Inhaltsstoffklassen

Eine Reihe von n-Alkanen mit einer Kettenldnge von 10-33 C-Atomen, n-Triakontol, 3-
Sitosterin, Stigmasterin und Sitosterin-33-O-glucosid konnten im Kraut von E.
angustifolia (E. pallida 7) nachgewiesen werden (VERELIS und BECKER, 1977). In den
Wurzeln von E. angustifolia (E. pallida ?7) wurden Behensdureethylester gefunden. Aus
den Bliiten von E. angustifolia und E. pallida wurde Cyanidin-3-O-(B-D-
glycopyranosid) und Cyanidin-3-O-(6-O-malonyl-B-D-glycopyranosid) nachgewiesen
(CHEMINAT et al., 1989). Im destillierten Wurzelol von E. angustifolia und E. pallida
wurde von VOADEN und JACOBSON (1972) (Z)-1,8-Pentadecadien identifiziert, welches
in vivo tumorhemmende Eigenschaften aufwies. Das synthetisch hergestellte E-Isomer
zeigte im gleichen Test geringere Wirkungen.

13-Hydroxy-octadeca-97,11E,15Z-triensdure, Methyl-p-hydroxy-cinnamat und ein Lab-
danderivat konnten aus dem Kraut von E. purpurea isoliert werden (BOHLMANN und
HOFFMANN, 1983). Aus den frischen oberirdischen Teilen von E. purpurea wurde ein
Sesquiterpenalkohol, Germacra-4(15),5E,10(14)-trien-1B-ol, isoliert und aufgeklart
(REMIGER, 1988).

Im Presssaft aus dem frischen Kraut von E. purpurea konnten bisher fiir E. purpurea
nicht bekannte Inhaltsstoffe, wie neue Sesquiterpene, Terpenoide und Phenolderivate,
nachgewiesen werden (SIECK et al., 2000; siehe Abbildung 2.7).
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Abbildung 2.7: Auswahl der im Presssaft des frischen Krautes von E. purpurea gefundenen Sesquiterpene
und Terpenoide (SIECK et al., 2000).

2.3. Traditionelle und heutige Anwendung

2.3.1. Traditionelle Anwendung

Die Berichte iiber die arzneiliche Verwendung von Echinacea durch verschiedene
Indianerstimme Nordamerikas reichen bis ins 18. Jahrhundert zuriick (siche BAUER und
Wagner, 1990). Zubereitungen aus unterschiedlichen Echinacea-Arten wurden bei
Zahnschmerzen, Entziindungen der Mundschleimhaut bzw. des Rachens, bei Insekten-
stichen, Schlangenbissen, schlecht heilenden Wunden und fieberhaften Erkrankungen
angewandt. Besonders das Verbreitungsgebiet von E. angustifolia stimmt mit dem
Siedlungsgebiet der Indianer iiberein, aber auch fiir £. pallida und E. purpurea wurden
verschiedene medizinische Anwendungen iiberliefert.

1762 berichtete erstmals Gronovius vom medizinischen FEinsatz Echinaceas durch
weille Siedler (BAUER und Wagner, 1990). Im 19. Jahrhundert dehnte sich die Behand-
lung mit Echinacea-Préiparaten unter den weillen Siedlern weiter aus. Besonders beliebt
war dabei eine alkoholische Tinktur aus E. angustifolia bzw. E. pallida, die damals
nicht weiter unterschieden wurden. Diesem Préparat (,,Meyer’s Blood Purifier*) wurden
vielversprechende Wirkungen, wie zum Beispiel Linderung der Beschwerden bei
Rheumatismus, Neuralgien, Schwindel, Augenschmerzen, Dyspepsie oder bei Ver-
giftungen, nachgesagt. Es wurde sogar von Erfolgen bei Cholera und Tollwut nach Be-
handlung mit der Echinacea-Tinktur berichtet.
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2.3.2. Heutige Anwendung

In Europa wurde E. angustifolia seit dem Anfang des 20. Jahrhunderts zundchst in der
Homdopathie gegen viele Beschwerden eingesetzt. Spater reichte die Einfuhr von
Pflanzenmaterial aus Nordamerika nicht mehr aus, so dass die Firma Madaus selber
Echinacea anbaute. Durch eine Verwechslung wurden jedoch Samen von E. purpurea
geschickt, so dass heute Arzneimittel dieser Art weit verbreitet sind. Die heute von der
Zulassungsbehorde akzeptierte Anwendung ist innerlich zur unterstiitzenden Be-
handlung rezidivierender Infekte im Bereich der Atemwege und der ableitenden
Harnwege und duflerlich bei schlecht heilenden oberflichlichen Wunden (BAZ, 1989).

Wihrend von E. purpurea das Kraut und die Wurzeln arzneilich verwendet werden,
werden von E. angustifolia und E. pallida in der Phytotherapie in der Regel nur
Tinkturen aus den Wurzeln hergestellt. Neben dem Kraut von E. purpurea wurde nur
noch E. pallidae radix von der Kommission E fiir die Indikation ,,zur unterstiitzenden
Therapie grippeartiger Infekte* positiv bewertet (BAZ,1992). E. angustifolia findet sich
haufig in Kombination mit anderen Pflanzenextrakten auf dem Arzneimittelmarkt.

Die Hauptwirkung von Echinacea-Zubereitungen wird als eine unspezifische Stimu-
lierung des Immunsystems beschrieben (BAUER, 1997). Neben dem Einsatz von
Echinacea-Praparaten bei leichten Infektionen der Atemwege ist deshalb auch der Ein-
satz dieser Phytopharmaka bei chronischen Erkrankungen, zum Beispiel des Urogenital-
oder Respirationstraktes und in der adjuvanten Krebstherapie.

Nach der Beurteilung durch die Kommission E des BGA 1992 wurden weitere klinische
Studien durchgefiihrt, die die Wirkung von verschiedenen Echinacea-Zubereitungen
niher untersuchten. Im Folgenden soll deshalb ein kurzer Uberblick iiber die neueren
klinischen Studien, die mit reinen Echinacea-Praparaten durchgefiihrt wurden, gegeben
werden.

2.3.3. Klinische Studien mit Zubereitungen aus E. angustifoliae radix

In einer Praventions-Studie konnte fiir einen ethanolischen Extrakt aus E. angustifoliae
radix nur eine positive Tendenz, jedoch kein signifikanter Effekt nachgewiesen werden
(MELCHART et al., 1998).

2.3.4. Klinische Studien mit Zubereitungen aus E. pallidae radix

In einer doppelblinden placebokontrollierten Studie mit einem Wurzelextrakt aus E.
pallida wurde ein signifikant positiver therapeutischer Effekt bei bakteriellen und
viralen Infektionen des oberen Respirationstraktes festgestellt (BRAUNIG und KNICK;
1993). Insgesamt nahmen 160 Patienten, die noch nicht linger als drei Tage an einer
akuten Infektion der oberen Atemwege litten, an dieser Studie teil. In der Verumgruppe
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verringerte sich die Krankheitsdauer gegeniiber der Placebogruppe von 13 auf 9-10
Tage. Im Vergleich gingen die klinischen Symptome der Erkiltung (Mattigkeit,
Gliederschmerzen und Kopfschmerzen) in der Verumgruppe mit viralem Infekt rascher
zuriick als in der Gruppe mit bakteriellem Infekt.

2.3.5. Klinische Studien mit Zubereitungen aus E. purpureae radix

In einer klinischen Studie mit Patienten, die an einem grippalen Infekt erkrankt waren,
konnte ein ethanolischer Extrakt aus E. purpureae radix in einer Konzentration von 900
mg/die die Symptome hochsignifikant verbessern und die Krankheitsdauer leicht
verkiirzen (BRAUNIG et al., 1992).

In einer Priaventions-Studie konnten fiir einen ethanolischen Extrakt aus E. purpureae
radix nur positive Tendenzen, jedoch kein signifikanter Effekt erzielt werden
(MELCHART et al., 1998). Die Studie wurde allerdings mit einer zu geringen Probanden-
zahl und einem uniiblichem Einnahmeschema durchgefiihrt. In einer anderen Studie
wurde ein Extrakt aus E. purpureae herba (95 %) und E. purpureae radix (5 %) bzw. ein
reiner E. purpureae radix Extrakt auf seine Wirkungen bei ersten Anzeichen eines
grippalen Effektes untersucht (BRINKEBORN et al., 1999). Wiahrend mit dem Misch-
extrakt aus dem Kraut und der Wurzel signifikant bessere Ergebnisse im Vergleich zu
Placebo erreicht wurden, zeigte der reine Wurzelextrakt nur positive Tendenzen.

2.3.6. Klinische Studien mit Zubereitungen aus E. purpureae herba

In klinischen Studien mit einem definierten E. purpureae herba Presssaft konnte
ebenfalls ein immunmodulierender Effekt gezeigt werden. In zwei neueren Studien
wurde der Presssaft an Patienten mit beginnenden Symptomen einer akuten Infektion
verabreicht (HOHEISEL et al., 1997, SCHULTEN et al. 2001). Hierbei konnte die voll-
staindige Ausbildung der Erkrankung in vielen Fillen verhindert und die Krankheits-
dauer im Falle eines Infektes signifikant verkiirzt werden.

AuBlerdem wurde der Einfluss dieses Presssaftes auf die durch Hochleistungssport
hervorgerufene Immunsuppression untersucht (BERG et al., 1998). Dazu nahmen in
einer doppelblinden Pilotstudie 42 Triathleten 24 Tage lang bis zu ihrem Wettkampf
8 ml Presssaft, Magnesiumtabletten oder Placebo ein. Durch die Behandlung kam es zu
einer leichten Verdnderung der T-Lymphozyten und NK-Zellen. AuBerdem wurde in
der Echinacea behandelten Gruppe eine signifikante Erniedrigung der IL-2-Rezeptor-
Serumkonzentration direkt nach dem Wettkampf beobachtet. Die IL-6-Urin- und
Blutkonzentration war 1 Stunde nach dem Wettkampf in dem mit Presssaft behandelten
Patientenkollektiv signifikant hoher als in der Placebogruppe. Die Triathleten, die mit
Presssaft behandelt wurden, mufBiten im Gegensatz zu den anderen beiden
Behandlungsgruppen an keinem Trainingstag aussetzen.
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In einer weiteren Studie beeinflusste der gleiche Presssaft die Anzahl, den Verlauf und
den Schweregrad von Erkiltungskrankheiten bei Patienten mit erhohter Infektanféllig-
keit giinstig, es konnten jedoch in der Studie mit priventiver Gabe keine signifikanten
Ergebnisse, sondern nur ein Trend, erzielt werden (SCHONEBERGER, 1992; GRIMM W_;
MULLER und MULLER, 1999). In zwei weiteren Studien wurde die Wirksamkeit dieses
Presssaftes auf die Prophylaxe von Infekten des Respirationstraktes oder Urogenital-
traktes von Marathonldufern untersucht (PARNHAM, 1996). Hierbei konnte kein
Unterschied zwischen der Placebo- und der Verumgruppe festgestellt werden.

Der immunmodulierende Effekt von Echinacea-Praparaten wird auch in der adjuvanten
Krebstherapie ausgenutzt. Mit Hilfe von in vitro und in vivo Versuchen konnte HOH
(1990) eine Aktivierung immunkompetenter Zellen, insbesondere von Knochenmarks-
makrophagen, hinsichtlich der Tumorzytotoxizitdt durch den definierten Presssaft aus
dem frischen Kraut von E. purpurea nachweisen.

Weiterhin wurden in einer kontrollierten, offenen Studie die immunologischen Effekte
des gleichen Presssaftes an Patientinnen mit kurativ behandeltem Mammakarzinom
untersucht (ROSTOCK, 1998). Bei einer Normaldosierung des Presssaftes (8 ml téglich)
konnten keine bis nur leichte immunrestaurative Wirkungen auf die IFN-y Sekretion
gezeigt werden. Eine hohere Dosierung (24 ml tiglich) bewirkte jedoch statistisch
signifikante Effekte auf die Monozyten-/Makrophagenaktivitit und auf die T-
Lymphozyten- und Natural Killer Zellfunktion.

In einer weiteren Studie wurde ein Kombinationspriparat aus E. purpureae herba (95%)
und radix (5%) auf seine Wirkungen bei ersten Anzeichen eines grippalen Infektes
untersucht (BRINKEBORN et al., 1999) . Es wurde fiir dieses Kombinationspréparat eine
signifikante Reduktion der Grippesymptome beobachtet.

Mit dem gleichen Préparat wurde eine placebokontrollierte, Cross-over Studie
durchgefiihrt, die die Wirkung von E. purpurea auf den klinischen Verlauf von
chronischem Genitalherpes untersuchen sollte (VONAU et al., 2001). Jeweils drei
Monate lang erhielten die Probanden einmal 800 mg Echinacea-Tabletten und Placebo-
Tabletten zweimal tdglich. Nach den sechs Monaten konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Verum- und der Placebogruppe beziiglich der Haufigkeit,
Dauer und Schwere von Genitalherpesriickfdllen oder von Immunparametern (CD4+
und Neutrophile) festgestellt werden.

2.3.7. Klinische Studien mit Zubereitungen aus mehreren Echinacea-Arten

Eine Teezubereitung aus einer Krautmischung von E. purpurea und E. angustifolia und
einem getrockneten Wasserextrakt aus den Wurzeln von E. purpurea (6:1, insgesamt:
1,275 mg Extrakt pro Teebeutel) wurde in einer randomisierten, doppelblinden placebo-
kontrollierten Studie untersucht (LINDENMUTH, 2000). Bei den ersten Anzeichen einer
Infektion des Respirationstraktes sollten die Probanden (n=95) fiinf bis sechs Tassen
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Echinacea- bzw. Placebo Tee trinken und die Dosis in den néchsten fiinf Tagen jeweils
um eine Tasse Tee reduzieren. Am Ende der Studie konnte in der Verumgruppe sowohl
eine signifikante Reduzierung der Erkéltungssymptome gegeniiber Placebo festgestellt
werden, als auch eine signifikante Verminderung der Infektionstage.

In einer placebokontrollierten Prophylaxestudie wurde die Wirkung eines Extraktes aus
E. purpurea und E. angustifolia (enthielt: 0,16 % Cichoriensdure, kaum Echinacosid
und nur Spuren von Alkamiden) auf eine Rhinovirus-Infektion untersucht (TURNER et
al., 2000; DENNEHY, 2001). Die Probanden nahmen 14 Tage vor bis 5 Tage nach der
Exposition mit dem Rhinovirus drei mal tiglich 300 mg des Echinacea-Pulvers ein. In
der Verumgruppe konnte nur ein positiver Trend jedoch kein signifikanter Effekt
beziiglich der Anzahl der Infektionen mit dem Virus, der Anzahl der auftretenden
Erkidltungen und der Schwere der Symptome gegeniiber der Placebogruppe beobachtet
werden.

2.4. Bisherige pharmakologische Untersuchungen

Es liegen eine Reihe von pharmakologischen Untersuchungen zu den drei medizinisch
eingesetzten Echinacea-Arten, E. angustifolia, E. pallida oder E. purpurea, vor. Aus
diesem Grund werden im Folgenden wiederum nur pharmakologische Studien aufge-
fiihrt, die nach der Bewertung der Echinacea-Arten durch die Kommission E (BAz,
1989, 1992) durchgefiihrt wurden.

2.4.1. Pharmakologische Wirkungen von E. angustifoliae radix

Ein ethanolischer Wurzelextrakt aus E. angustifolia zeigte sowohl in vitro als auch in
vivo phagozytosestimulierende Eigenschaften (BAUER et al., 1989). Bei weiterer Frakti-
onierung des Extraktes stellte sich vor allem der Chloroformextrakt, mit der in ihm ent-
haltenen Alkylamidfraktion, als besonders wirksam heraus. Auflerdem konnte aus
einem wassrigen E. angustifolia-Extrakt eine Polysaccharid-Fraktion gewonnen werden,
die ebenfalls in vitro und in vivo phagozytosestimulierende Aktivitit besall (WAGNER et
al., 1985).

Weiterhin zeigte ein Ethanol/Wasser Extrakt (1:1) aus der frischen Wurzel von E.
angustifolia bei Méusen in vivo phagozytosestimulierende Wirkungen (BUKOVSKY et
al., 1993 und 1995).

Eine hochmolekulare Fraktion aus E. angustifoliae radix fiihrte in in vitro Versuchen zu
einer signifikanten Stimulierung der Proliferation von Milzzellen aus Méusen und
erhdhte den IgM-Titer in Uberstinden von Milzzellkulturen (BEUSCHER et al., 1995).
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Die gleiche Fraktion aus den Wurzeln von E. angustifolia (MG > 10000 Da) induzierte
in vitro und in vivo hohere Interleukin-1-, Interleukin-6- und Tumornekrosefaktor-o-
Titer (BEUSCHER et al., 1995).

Dariiber hinaus konnte ein E. angustifoliae radix Extrakt (tdgliche Gabe iiber 6 Wochen)
nach einer wiederholten Stimulierung von Ratten mit einem Antigen (,,Keyhole limpet
hemocyanin®) die primire und sekundére IgG-Konzentration und den IGM-Titer in den
Tieren erhohen (REHMAN et al., 1999).

AuBlerdem konnten in vitro fiir den n-Hexanextrakt aus den Wurzeln von E. angustifolia
und fiir die enthaltenden Alkamide Hemmeffekte auf die Cyclooxygenase 1 bzw. die 5-
Lipoxygenase nachgewiesen werden (MULLER-JAKICet al., 1994). CLIFFORD et al.
(1999) konnten ebenfalls fiir einen alkoholischen Extrakt aus E. angustifolia radix und
noch verstérkt fiir lipophile Teilfraktionen gute Hemmungen der Cyclooxygenase 1 und
moderate Hemmungen der Cyclooxygenase 2 zeigen.

Ein Methanolextrakt aus gefriergetrockneter E. angustifoliae radix und alkoholische
Extrakte aus den Wurzeln oder Blittern von E. angustifolia wiesen in verschiedenen in
vitro Tests antioxidative Aktivitdt auf (HU und KiTTS, 2000; SLOLEY et al., 2001;
CLIFFORD et al., 1999). HU und KiTTs erklirten diese Wirkung durch Radikalfanger-
eigenschaften und Chelatbildung von freien Metallionen mit Inhaltsstoffen aus dem
Echinacea-Extrakt, wie zum Beispiel Kaffeesdurederivate und Flavonoiden.

Fiir Echinacosid, einem Kaffeesdurederivat aus E. angustifolia, konnte in verschiedenen
in vitro Versuchen ein antioxidativer Effekt festgestellt werden (MAFFEI FACINO et al.,
1995; HEILMANN et al., 2000; L1 et al., 1993; XIONG et al., 1996; ZHENG et al., 1993).

Die antioxidativen und entziindungshemmenden Eigenschaften von Echinacosid wurden
auch in einem anderen Testsystem untersucht (XIONG et al., 2000). Hierbei reduzierte
Echinacosid durch Radikalfangereigenschaften die NO-Konzentration in mit Lipopoly-
saccharid stimulierten Mausmakrophagen und kénnte so nach Meinung der Autoren zur
entziindungshemmenden Wirkung von Echinacea-Préparaten beitragen.

2.4.2. Pharmakologische Wirkungen von E. pallidae radix

Fiir einen ethanolischen Wurzelextrakt aus E. pallida konnten sowohl in vitro als auch
in vivo phagozytosestimulierende Eigenschaften nachgewiesen werden (BAUER et al.,
1989). Bei weiterer Auftrennung des Extraktes zeigte vor allem der Chloroformextrakt
eine gute Wirksamkeit.

In in vitro Versuchen wurde fiir eine hochmolekulare Fraktion aus E. pallidae radix eine
Stimulierung der Proliferation von Milzzellen aus Méusen gezeigt, diese blieb jedoch
unter der Proliferationssteigerung, die durch E. angustifolia- und E. purpurea-Extrakte
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hervorgerufen wurde (BEUSCHER et al., 1995). Der IgM-Titer in Uberstéinden der Milz-
zellkulturen konnte durch den E. pallida-Extrakt ebenfalls erhoht werden.

Die gleiche Fraktion aus E. pallida-Wurzel (MG > 10000 Da) induzierte in vitro und in
vivo hohere Interleukin-1-, Interleukin-6- und Tumornekrosefaktor-a-Titer (BEUSCHER
et al., 1995). Dieselbe Fraktion wurde auch auf ihre antivirale Aktivitidt gegeniiber
Herpes-simplex-Virus Typ 1 (HSV) getestet. Dabei verringerte E. pallida die Anzahl
der Viren dosisabhéngig. Die Wirkung der hochmolekularen Fraktion wird mit der An-
wesenheit von Glykoproteinen und Polysacchariden in Zusammenhang gebracht.

Ein Methanolextrakt aus gefriergetrockneter E. pallida-Wurzel wies in verschiedenen in
vitro Tests sehr gute antioxidative Eigenschaften auf, die die antioxidativen Aktivititen
von E. angustifolia und E. purpurea tiberragten (HU und KiTTS, 2000).

Eine andere Arbeitsgruppe fand in unterschiedlichen Testsystemen vergleichbar gute
antioxidative Effekte fiir alle drei medizinisch verwendeten Echinacea-Arten (SLOLEY
et al.,, 2001). Da E. pallida ebenfalls Echinacosid enthilt, kann ein Teil der antioxi-
dativen Wirkung auf dieses Kaffeesidurederivat zuriickgefiithrt werden (siehe Kapitel
2.4.1 Pharmakologische Wirkungen von E. angustifoliae radix).

Ein Soxhlet-Ethanol Extrakt aus den Wurzeln von E. pallida und reines Echinacosid
zeigten nach topischer Applikation auf Wunden bei Ratten nach 48 und vor allem nach
72 Stunden wundheilende und entziindungshemmende Wirkungen (SPERONI et al.,
2002). Ein E. purpurea-Wurzelextrakt zeigte nach 24 Stunden leichte wundfordernde
und antiinflammatorische Wirkungen, diese konnten aber nach 48 und 72 Stunden nicht
gesteigert werden. Die Autoren begriinden die gute Wirkung des E. pallida-Extraktes
mit dem hohen Gehalt an Echinacosid, welches Anti-Hyaluronidase Aktivitdt aufweist.

Ein n-Hexanextrakt aus der Wurzel von E. pallida hemmte das Wachstum von Pilz-
kulturen, wie Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, C. steatulytica, C. shehata,
C. kefyr und C. tropicalis, unter UV-Bestrahlung und in geringeren Mallen ohne UV-
Bestrahlung (BINNS et al., 2000). Nach Meinung der Autoren ist die Wirkung vor allem
auf die enthaltenen Polyacetylene zuriickzufiihren. Eine besonders starke Hemmung
unter UV-Bestrahlung zeigte das Polyacetylen, Trideca-1-en-3,5,7,9,10-pentain. Die
Wirkung des Extraktes aus E. pallida war jedoch geringer als die Aktivitidt des n-
Hexanextraktes aus E. purpurea.

An Maiusen konnte ein protektiver Effekt gegeniiber der Toxizitdt von Cisplatin durch
einen Ethanol-Wasser Extrakt aus der Ganzpflanze von E. pallida gefunden werden
(MUSTEA et al., 1997). Der Extrakt bewirkte eine geringere Abnahme des Korperge-
wichtes und ein beschleunigtes Erreichen des Ausgangsgewichtes.
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2.4.3. Pharmakologische Wirkungen von E. purpureae radix

Ein ethanolischer Wurzelextrakt aus E. purpurea zeigte sowohl in vitro als auch in vivo
phagozytosestimulierende Eigenschaften (BAUER et al., 1989). Bei weiterer Fraktionie-
rung des Extraktes zeigten zum einen die Alkamidfraktionen eine gute Aktivitit, zum
anderen auch Cichoriensdure, ein Kaffeesdurederivat aus dem hydrophilen Extrakt.
AuBlerdem konnte aus einem wissrigen E. purpurea-Extrakt eine Polysaccharid-
Fraktion gewonnen werden, die ebenfalls in vitro und in vivo phagozytosestimulierende
Aktivitdt besall (WAGNER et al., 1985).

Eine hochmolekulare Fraktion aus E. purpureae radix fiihrte in vitro im Vergleich zu E.
angustifoliae und E. pallidae radix zu der stirksten Stimulierung der Proliferation von
Milzzellen aus Miusen und erhéhte den IgM-Titer in Uberstinden von Milzzellkulturen
(BEUSCHER et al., 1995). Auch die Zytokinstimulierung (Interleukin-1-, Interleukin-6-
und Tumornekrosefaktor-o-Titer, Interferongg) fiel durch die hochmolekulare Fraktion
aus den Wurzeln von E. purpurea sowohl in vitro als auch in vivo im Vergleich zu den
anderen beiden Echinacea-Arten besonders stark aus (BEUSCHER et al., 1995).

Dieselbe Fraktion wurde auf ihre antivirale Aktivitit gegeniiber Herpes-simplex-Virus
Typ 1 (HSV) und Influenza-A2-Virus getestet. Dabei verringerte E. purpurea die An-
zahl der Viren dosisabhingig. In diesem Testsystem schnitt die E. purpurea-Fraktion
wiederum besonders gut ab. Die Autoren bringen die gute Wirkung von E. purpurea in
Zusammenhang mit der besonders hohen Konzentration an Polysacchariden und
Glykoproteinen.

Ein Dekokt und ein 30 %iger ethanolischer Extrakt aus E. purpureae radix bewirkten
eine Wachstumshemmung von ECHOy Hill Viruszellen in Zellkulturen aus Affen-
nierenzellen (SKWAREK et al., 1996). In den Zelliiberstinden konnten typische Inter-
feronwirkungen nachgewiesen werden. Aus diesem Grund vermuten die Autoren, dass
E. purpureae radix eine Interferon-vermittelte, antivirale Aktivitit besitzen konnte.

Cichoriensdure, das Hauptkaffeesdurederivat aus der Wurzel von E. purpurea, hemmte
die HIV-Integrase in vitro und verhinderte so die HIV-1 Replikation in Zellkulturen in
einer Konzentration von 1-4 pg/ml (ROBINSON et al., 1996; MCDOUGALL et al., 1998).
Die toxischen Konzentrationen der Kaffeesdurederivate lagen 100-fach oberhalb der
antiviralen Dosis. Wurde Cichoriensdure in Kombination mit einem Protease-Inhibitor
und Zidovudin eingesetzt, so konnte die inhibitorische Wirkung jedes einzelnen
Wirkstoffs verstiarkt werden (ROBINSON, 1998).

Weiterhin schiitzte Cichoriensdure Typ III Kollagen vor radikalinduziertem Abbau
(MAFFEI FACINO et al., 1995). Dariiberhinaus konnte fiir Kaffeesdurederivate, besonders
fiir Cichoriensdure, in vitro eine Hyaluronidase-Hemmung nachgewiesen werden,
wodurch das Eindringen von Infektionserregern in Zelloberfldchen und die Ausbreitung
einer Infektion eingeschrankt wird (MAFFEI FACINO et al., 1993).
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Ein Soxhlet-Ethanol Extrakt aus E. purpureae radix zeigte nach topischer Applikation
auf Wunden bei Ratten nach 24 Stunden leicht wundfordernde und enziindungs-
hemmende Wirkungen (SPERONI et al., 2002). Im Gegensatz zu einem E. pallida-
Wurzelextrakt konnte der Effekt jedoch nicht nach 48 und 72 Stunden gesteigert
werden.

Ein Methanolextrakt aus gefriergetrockneter E. purpurea-Wurzel und ein Alkohol-
extrakt aus E. purpureae radix wiesen in verschiedenen in vitro Testmodellen antioxi-
dative Aktivitit auf (HU und KiTTS, 2000; SLOLEY et al., 2001).

CLIFFORD et al. (1999) konnten fiir einen alkoholischen Extrakt aus E. purpureae radix
und noch verstérkt fiir lipophile Teilfraktionen gute Hemmungen der Cyclooxygenase 1,
die vergleichbar mit der Aktivitdt von Aspirin und Ibuprofen waren, und moderate
Hemmungen der Cyclooxygenase 2 nachweisen.

Ein frisches Homogenat aus pulverisierten, getrockneten E. purpurea-Wurzeln erhdhte
in vitro die NK-Aktivitit peripherer Blutmonozyten (PBMC) und die Antikorper-
abhingige Zytotoxizitit der PBMC von Gesunden und immunsupprimierten Patienten,
wie zum Beispiel von Aids-Patienten, signifikant (SEE et al., 1997).

In einem Tierversuch wurde ebenfalls die Wirkung eines Extraktes aus E. purpureae
radix, der Mausen ein oder zwei Wochen lang mit ihrem Futter zugefiihrt wurde, auf
verschiedene Immunzellen untersucht (SUN et al., 1999). Nach einer Woche konnte
bereits eine signifikante Stimulierung der NK-Zellen im Knochenmark festgestellt
werden. Nach 2 Wochen wurde zusétzlich eine signifikante Zunahme der Monozyten
im Knochenmark und der NK-Zellen und Monozyten in der Milz beobachtet. Alle
anderen Immunzellen zeigten weder nach einer noch nach zwei Wochen einen
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Wurde der Extrakt den Médusen jedoch
gemeinsam mit Melatonin, einem weiteren Immunstimulator, verabreicht, kam es zu
einer signifikanten Vermehrung der unreifen Granulozyten und zu einer signifikanten
Reduzierung der reifen Granulozyten im Knochenmark und in der Milz (CURRIER et al.,
2001).

Diese Versuche weisen nach Meinung der Autoren auf die Bedeutsamkeit von Kombi-
nationen auch mit nicht verschreibungspflichtigen Phytopharmaka hin.

Der gleiche Wurzelextrakt aus E. purpurea (Firma Phyto Adrien Gagnon, Canada)
wurde 14 Tage lang (0,45 mg/Tag) alternden Maiusen {iber ihr Futter verabreicht
(CURRIER und MILLER, 2000). Der Extrakt erhohte auch bei den alternden Mausen die
Anzahl der NK-Zellen in der Milz und im Knochenmark und fiihrte gleichzeitig zu einer
stiarkeren Zytotoxizitit der NK-Zellen gegeniiber Tumorzellen.

Ein n-Hexanextrakt aus der Wurzel von E. purpurea hemmte in vitro das Wachstum
von Pilzkulturen, wie Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, C. steatulytica, C.
shehata, C. kefyr und C. tropicalis, unter UV-Bestrahlung und in geringeren Mallen
ohne UV-Bestrahlung (BINNS et al., 2000). Die gute Wirkung des n-Hexanextraktes
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fiihrten die Autoren vor allem auf die enthaltenen Polyacetylene zuriick, da aus E.
purpurea isoliertes Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentain signifikante, antifungale Wirkungen
unter UV-Licht zeigte. Die isolierten Isobutylamide, das Undeca-2E,4Z,dien-8,10-diin-
sdureisobutylamid und die Dodeca-2E,4FE,87,10Z/E-tetraensdureisobutylamide, besalen
hingegen nur schwache phototoxische, antifungale Aktivitt.

Ein Ammoniumhydroxidextrakt aus der Wurzel von E. purpurea fiihrte in verschieden-
en Konzentrationen zu keiner Stimulierung des Glucosemetabolismus und zeigte damit
keine insulinartige biologische Aktivitdt (BROADHURST et al., 2000).

Ein Alkoholextrakt aus E. purpureae radix wurde in vivo auf die Stimulierung der Anti-
korperproduktion untersucht (SOUTH und EXON, 2001). Nachdem 2 Monate alten Ratten
ein Antigen injiziert wurde, mischte man anschlieBend 2 Wochen lang den E. purpurea-
Extrakt (250 mg/kg) unter ihr Futter. Die Antikdrperproduktion der Verumgruppe unter-
schied sich nicht signifikant von der Placebogruppe.

2.4.4. Pharmakologische Wirkungen von E. purpureae herba

Ein Presssaft aus den oberirdischen blithenden Teilen von E. purpurea stimulierte die
Phagozytose humaner Granulozyten (STOTZEM et al., 1992; WILDFEUER und MAYERHO-
FER, 1994). Der gleiche Presssaft erhohte die schnelle, kurzfristige Freisetzung von
Sauerstoffradikalen (Oxidative burst) aus humanen, polymorphkernigen Leukozyten
(PMN) gesunder Spender (BAUER et al., 1999).

In neueren Untersuchungen konnte ebenfalls eine phagozytosestimulierende und Kom-
plement aktivierende Wirkung des frischen Presssaftes aus dem Kraut von E. purpurea
nachgewiesen werden (ODENTHAL et al., 2000). Bei weiterer Auftrennung des Press-
saftes stellten sich die niedermolekularen Fraktionen als unwirksam und die hochmole-
kularen Fraktionen als sehr gut wirksam heraus.

Der Einfluss des Presssaftes auf Virusinfektionen und virale Antigenexpressionen
wurde in lymphoiden Zellen, unreifen T-Zellen HSB2, die von einem Patienten mit
akuter lymphatischer Leukédmie stammten, untersucht (EICHLER und KRUEGER, 1994).
Dabei konnte gezeigt werden, dass der Presssaft die Virusreplikation oder die Virus-
antigenkonzentration am Ende der Therapie im Vergleich zur Kontrolle nicht erhoht.

Ein frisch gepresster, lyophilisierter bzw. getrockneter Presssaft aus E. purpureae herba
induzierte eine signifikant hohere TNF-a-, Interleukin-1-, IL-6- und IL-10-Freisetzung
von humanen Makrophagen gegeniiber unstimulierten Zellen (BURGER et al., 1997). Da
die Zytokininduktion durch den gesamten Presssaft hoher war als die Stimulierung
durch einzelne Inhaltsstoffe, wie z.B. Polysaccharide, nehmen die Autoren an, dass
verschiedene Komponenten des Extraktes fiir die Zytokinwirkung verantwortlich sind.

Nachdem pulverisiertes Kraut von E. purpureae herba einem kiinstlichen Verdauungs-
saft ausgesetzt wurde, 16ste es ebenfalls eine zeit- und dosisabhdngige Stimulierung der
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TNF-o-, NO-, Interleukin-lo-, I1-1B-, 1I-6- und IL-10-Freisetzung in vitro aus
(RININGER et al., 2000). AuBerdem bewirkte das so aufgearbeitete Kraut eine signi-
fikante Steigerung der Vitalitdt und Proliferation von menschlichen Blutmonozyten.

Alkamide aus E. purpurea stimulierten in einer Dosierung von 12 pg/kg Korpergewicht
pro Tag signifikant die Alveolarmakrophagen von gesunden Ratten (GOEL et al., 2002).
Im Gegensatz zu Cichoriensdure und Polysacchariden fiithrten die Alkamide zu einem
signifikanten Anstieg der Phagozytoseaktivitidt, des Phagozytoseindices, der TNF-o-
und NO-Produktion der Alveolarmakrophagen. Keine der drei Verbindungen konnte die
Interleukinausschiittung von Milzzellen erhdhen.

Ein ethanolischer Extrakt aus den Bléttern von E. purpurea fiihrte zu einer Lebensver-
langerung von Mausen mit einem Thymuslymphom, das durch ein Leukédmie-Virus
verursacht wurde (HAYASHI et al., 2001). AuBlerdem fiihrte die orale Applikation des
Extraktes zu einer signifikanten Suppression der LymphomvergroBerung, zu einer
Stimulierung der Interferon-y-Freisetzung und zu einer Hemmmung der Virusver-
mehrung.

Ein Dekokt, hergestellt nach der 4. Ausgabe der polnischen Pharmakopoe, und ein 30
prozentiger ethanolischer Extrakt aus E. purpureae herba bewirkten eine Hemmung der
intrazelluldren Vermehrung von ECHOy-Hill-Viruszellen in Zellkulturen aus Affen-
nierenzellen (SKWAREK et al., 1996).

Ein ethanolischer Extrakt aus E. purpureae herba zeigte einen immunstimulierenden
Effekt auf Miuse (n=6) nach intraperitonealer Applikation (BUKOVSKY et al., 1993).
Durch den E. purpurea-Extrakt konnte der Anteil der phagozytierenden Makrophagen
gegentiber der Kontrolle gesteigert werden. AuBlerdem wirkte E. purpureae herba auf E.
coli K12 ROW bakterizid (p < 0,001) und erhohte die metabolische Aktivitit der
Makrophagen.

Desweiteren konnten fiir einen Extrakt aus den Blittern von E. purpureae herba anti-
oxidative Eigenschaften festgestellt werden (SLOLEY et al., 2001).

Fiir das Hauptkaffeesdurederivat aus E. purpureae herba, Cichoriensidure, wurden
antioxidative und antivirale Wirkungen nachgewiesen (sieche Kapitel 2.4.3
Pharmakologische Wirkungen von E. purpureae radix).

Eine Injektion einer Polysaccharidfraktion aus Zellkulturen von E. purpurea-Bléttern
verursachte eine mehrstiindige Steigerung der Zahl der Gesamtleukozyten und eine
Erhohung von TNF-a bei gesunden Probanden (MELCHART et al., 1993).

Polysaccharide (Xyloglucane und Arabinogalactane) aus den gleichen Zellkulturen von
E. purpurea zeigten eine Aktivierung der TNF-o Freisetzung und eine Erhéhung der
Zytotoxizitdt von Makrophagen aus gesunden oder immunsupprimierten Tieren
(STEINMULLER et al., 1993). Weiterhin erhohten diese Polysaccharide die Leuko-
zytenzahl in immunsupprimierten Mausen nach intraperitonealer Injektion von
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Cyclophosphamid in vivo. Aullerdem konnte die Applikation von Polysacchariden die
Tiere vor einer todlichen Dosis an Leishmania monocytogenes schiitzen. Im Gegensatz
zu den nicht mit Polysacchariden behandelten Tieren iiberlebten 68 % der behandelten
Tiere die LDg Dosis. Candida albicans-Kolonien in Nieren von Méiusen, die mit
Cyclosporin A behandelt wurden, lieBen sich ebenfalls durch die Zellkultur-Poly-
saccharide um 80 % reduzieren. Dies wird auf die stimulierende Wirkung der
Polysaccharide auf Makrophagen zuriickgefiihrt.

2.4.5. Pharmakologische Untersuchungen von nicht niher definierten
Echinacea-Priparaten

Leider fehlen bei einigen Untersuchungen die genauen Angaben {iber die verwendete
Echinacea-Art oder den verwendeten Pflanzenteil. Diese Studien sind im Folgenden zu-
sammengefaft.

Ein nicht ndher definierter Echinacea-Extrakt (0,5 mg/ml) konnte nach einer Inkuba-
tionszeit von 3-7 Tagen in Makrophagen die IL-12 Ausschiittung im Vergleich zu nicht
behandelten Makrophagen stimulieren (KIiCK und BARRA, 1999). In Miusen fiihrte die
intravendse Applikation von 0,1 ml des Echinacea-Extraktes zu einer verstdrkten
Proliferation von Lymphozyten und zu einem 2-3 prozentigen Anstieg der Monozyten-
zahl.

Ein Glycerinextrakt aus einem FEchinacea Kraut (Nature’s Way Products, 250 mg
getrocknetes Kraut:1 ml Extrakt, ndhere Charakterisierung fehlt) wurde in vivo auf die
NK-Zellaktivitdt, Stimulierung der Antikdrperproduktion und T-Zellproduktion unter-
sucht (SOUTH und EXON, 2001). Nachdem weiblichen und méinnlichen Ratten ein
Antigen injiziert wurde, mischte man anschlieBend 6 Wochen lang den Echinacea-
Extrakt (250 mg/kg) unter ihr Futter. Weder die NK-Zellaktivitit noch die T-Zell- und
Antikorperproduktion konnten durch den Glycerinextrakt stimuliert werden. Nach 2
Wochen wurde bei den weiblichen Ratten sogar eine Verringerung der Antikorper-
produktion festgestellt.

In einem weiteren Tierversuch wurde der Einfluss eines wéssrigen E. purpurea-
Extraktes auf das Tumorwachstum bei Mausen untersucht (SIMPSON et al., 2001).
Diesen wurde téglich ab einer Woche vor einer Tumorimpfung der Extrakt intraperito-
neal injiziert. In der Verumgruppe wurde eine Verlangsamung des Tumorwachstums
und ein insgesamt kleinerer Tumor als bei den Kontrolltieren beobachtet. Gleichzeitig
stieg in den mit Echinacea behandelten Tieren die NK-Zellzahl an. Der Tumor wurde in
der Verumgruppe jedoch nicht schneller abgestossen. Dies zeigt nach Meinung der
Autoren, dass E. purpurea zwar das unspezifische Immunsystem, wie zum Beispiel
NK-Zellen, stimulieren kann, jedoch keinen Einfluss auf das spezifische Immunsystem,
wie die cytotoxischen T-Zellen, hat.
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PARANICH et al. (1993) wiesen antioxidative Eigenschaften durch einen alkoholischen
E. purpurea-Extrakt in Organen von radioaktiv bestrahlten Ratten in vivo nach. Aul3er-
dem stellten sie einen positiven Einfluss des Echinacea-Extraktes auf den Gehalt von
fettloslichen Vitaminen in den Geweben der radioaktiv bestrahlten Ratten fest. Sie ver-
muteten, dass die korpereigenen Vitaminreserven mobilisiert und die reduzierte Vitamin
E-Form vermehrt angeboten wurden.

Eine E. purpurea-Tinktur (vermutlich radix), die 7 Tage vor und nach einer radio-
aktiven Bestrahlung an Ratten verabreicht wurde, zeigte einen positiven Einfluss auf
das antioxidative System der Leber und fiihrte zu einer Normalisierung der entsprechen-
den Enzymaktivititen, wie zum Beispiel Superperoxid-Dismutase und Katalase, auf das
Kontrollwertniveau (GERUSH und MESHCHISHEN, 1999).

Die Beurteilung vieler Untersuchungen ist dadurch erschwert, dass hiufig nicht genau
definierte Extrakte verwendet wurden. Es fehlen teilweise Angaben iiber die Art des
Pflanzenteils, die Stammpflanze oder das Extraktionsmittel. Es ist daher nicht verwun-
derlich, dass in verschiedenen Studien unterschiedliche Ergebnisse erzielt wurden. Fiir
zuverléssige, reproduzierbare Ergebnisse miissen eine eindeutige Charakterisierung der
Extrakte und genaue Angaben der Versuchsbedingungen gefordert werden.

Insgesamt zeigen die oben genannten Untersuchungen, dass Echinacea-Zubereitungen
auf unterschiedliche Weise in das unspezifische Immunsystem eingreifen konnen.

Die antiviralen Wirkungen verschiedener Echinacea-Extrakte geben weiterhin eine
Erklarung fiir den groBeren therapeutischen Erfolg von Echinacea-Préparaten bei
viralen Infekten (sieche Kapitel 2.3.4).

AuBerdem machen die einzelnen pharmakologischen Studien deutlich, dass die
immunologischen und anderen Effekte der Echinacea-Zubereitungen auf mehrere
Inhaltsstoftklassen verteilt sind und so der gesamte Extrakt als Wirkprinzip angesehen
werden muss.



30 2 Die Gattung Echinacea

2.5. Vertrédglichkeit und Toxizitat von Echinacea-Praparaten

Die Vertraglichkeit von Echinacea-Préaparaten ist in der Regel sehr gut. Die berichteten
Nebenwirkungen beziehen sich meist auf die parenterale Applikation von Echinacea-
Praparaten (NETZWERK AKTUELL, 1991; ARZNEIMITTELKOMMISSION DER DEUTSCHEN
ARZTESCHAFT, 1996), so dass diese vom Markt genommen wurden. Unerwiinschte
Wirkungen, die durch die topische oder orale Applikation von Echinacea-Produkten
entstanden sind, sind in der Zahl sehr gering und nicht eindeutig. Neben verschiedenen
einzelnen Symptomen, wie unangenehmer Geschmack oder Nausea handelte es sich in
den meisten Féllen um allergische Reaktionen (PARNHAM, 1996; SCHONHOFER, 1999;
SOON und CRAWFORD, 2001; MULLINS, 1998 und 2002; BIELORY, 2002). Es ist jedoch
meist nicht zweifelsfrei bewiesen, ob die Echinacea-Préaparate die eigentliche Ursache
fiir die anaphylaktischen Reaktionen darstellten (MYERS und WOHLMUTH, 1998).

Insgesamt kann das allergische Potential aufgrund der Datenlage als sehr gering
eingeschitzt werden. Trotzdem sollten atopische Patienten vorsichtig mit der
Anwendung von Echinacea-Produkten sein und Patienten mit Allergien gegen
Korbbliiter muss von der Einnahme von Echinacea-Préparaten abgeraten werden.

Im Ames-Test wurden fiir einen E. angustifolia Extrakt leichte mutagene Effekte
nachgewiesen, die jedoch nicht eindeutig waren und einer Uberpriifung bediirfen
(SCHIMMER et al., 1994). Ein Extrakt aus E. purpureae herba zeigte keinerlei mutagene
Wirkungen.

In Toxizitdtsuntersuchungen erwies sich ein definierter Presssaft aus dem Kraut von E.
purpurea sowohl beziiglich der akuten und subakuten Toxizitét als auch hinsichtlich der
Mutagenitét als untoxisch (MENGS et al., 1991).
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In einer prospektiven vergleichenden Studie wurde der Einfluss von E. purpureae radix
auf die Spermien-DNA, auf die Befruchtung von Eizellen und die Spermienbeweglich-
keit untersucht (ONDRIZEK et al., 1999). Frisch gespendete humane Spermien wurden
hierfiir mit 0,8 mg/ml (ein tausendstel der empfohlenen oralen Tagesdosis) bzw. mit 8
mg/ml E. purpurea-Losung fiir 7 Tage inkubiert. Eine Behandlung der Spermien mit E.
purpurea resultierte in einer signifikanten Denaturierung der Spermien-DNA. Muta-
tionen der DNA wurden nicht festgestellt. Lediglich die hohe Konzentration des
Extraktes bewirkte eine signifikante Hemmung der Spermienpenetration und einen
reduzierten Kapazititsindex. Moglicherweise blockiert die hohe Konzentration an E.
purpurea-Inhaltsstoffen Enzyme, die den Befruchtungsprozel3 einleiten (z. B. Hyaluro-
nidase). Die Spermienbeweglichkeit und Geschwindigkeit nahm nach einer 24stiindigen
Inkubation mit dem konzentrierten E. purpurea-Extrakt ebenfalls ab. Da keine Studien
tiber Konzentrationen der Echinacea-Inhaltsstoffe nach Einnahme der ensprechenden
Praparate im Blut oder in den Spermien existieren, wurden die eingesetzten Konzentra-
tionen zufillig gewdhlt. Es ist anzunehmen, wie die Autoren betonen, daBl die
Konzentrationen in vivo viel niedriger liegen, und somit die Ergebnisse keine
Riickschliisse auf physiologische Verhéltnisse erlauben.

Ein ethanolischer Extrakt aus den Wurzeln von E. angustifolia und von E. purpurea
zeigte in vitro eine relativ hohe Hemmung des menschlichen Cytochrom p450 3A4
Enzyms (ICsp zwischen 1-5 %; BUDZINSKI et al., 2000). Moderate Hemmungen des
Enzyms ergaben ethanolische Extrakte aus dem Kraut von E. purpurea und aus einer
1:1 Mischung aus E. angustifolia und E. purpurea. Reines Echinacosid hemmte das
Isoenzym Cytochrom 3A4 ebenfalls moderat, Cichoriensdure hingegen fiihrte nur zu
einer sehr schwachen Hemmung. Die Relevanz dieser Untersuchungen in vivo muss
jedoch erst untersucht werden.

In einer prospektiven Studie wurde bei 206 Frauen, die wihrend ihrer Schwangerschaft
Echinacea (Art der Ausgangsdroge unbekannt) eingenommen haben, im Vergleich zu
einer Kontrollgruppe kein erhohtes Risiko fir Milbildungen oder andere
Geburtskomplikationen bei den Neugeborenen festgestellt (GALLO et al., 2000). Zu dem
gleichen Ergebnis kam eine Studie mit 250 schwangeren Frauen, die wéhrend ihrer
Schwangerschaft neben anderen Phytopharmaka Echinacea-Produkte zu sich nahmen
(GIBSON et al., 2001).
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2.6. Bisherige pharmakokinetische Untersuchungen

Bioverfiigbarkeitsuntersuchungen mit Inhaltsstoffen aus FEchinacea fehlten bisher.
Ergebnisse iliber pharmakokinetische Eigenschaften der Cichorienséure sind bisher nur
aus Untersuchungen mit Schachtelhalmkraut bekannt (GRAEFE und VEIT, 1999). Dabei
wurde eine starke Metabolisierung der Mono- und Dikaffeoylweinsdurederivate
beobachtet. Als Metaboliten der Kaffeesdurederivate konnten unter anderem
Feruloylglycin, Dihydroferulaséure, Ferulasdure und Dihydrokaffeesdure detektiert
werden.

Weiterhin wurde der Plasmaspiegel von Kaffeesdure und der antioxidative Status im
Blut nach der Einnahme von 100, 200 oder 300 ml Rotwein untersucht (SIMONETTI et
al., 2001). Beide Parameter waren dosisabhéngig und korrelierten signifikant mitein-
ander. Die hochste Plasmakonzentration an Kaffeesdure konnte nach 60 Minuten
gemessen werden und sank nach 180 Minuten bzw. nach 240 Minuten (300 ml
Rotwein) wieder auf den Blindwert ab.

AulBlerdem wurde die Bioverfiigbarkeit von Quercetinglucosiden in einer Probanden-
studie untersucht (GRAEFE et al., 2001). Nach der Einnahme eines Zwiebelpréparates,
Buchweizentee oder von isoliertem Quercetin-4'-O-glucosid bzw. Rutin konnte im Blut
der Probanden nur Quercetinglucuronid und kein freies Quercetin nachgewiesen
werden. Die maximalen Quercetinglucuronid-Plasmakonzentrationen lagen sowohl
nach der Einnahme des Zwiebelpriparates und des Quercetin-4'-O-glucosids (jeweils
entsprechend 100 mg Quercetin) bei 2,2 pg/ml und wurden nach 0,7 Stunden erreicht.
Der stirker konzentrierte Buchweizentee und Rutin (jeweils entsprechend 200 mg
Quercetin) ergaben nur maximale Plasmaspiegel von 0,6 bzw. 0,3 pg/ml und wurden
erst nach 4,3 bzw. 7 Stunden erreicht. Dies zeigt, dass vor allem der Zuckeranteil, aber
auch die Pflanzenmatrix die Pharmakokinetik von Quercetin beeinflusst. Die
Eliminationshalbwertszeit lag bei allen vier Praparaten bei 11 Stunden.

Bioverfiigbarkeitstests zu Polysacchariden und Glykoproteinen fehlen ganz. Aufgrund
der GroBe der Molekiile ist eine Resorption iliber das Darmepithel unwahrscheinlich. Es
konnte aber eine Interaktion der Polysaccharide mit den Peyer’schen Plaques,
subepitheliale Lymphfollikel im Diinndarm, moglich sein. Das heilit, es konnte direkt
an den Plaques zu einer Makrophagen- und Lymphozytenstimulierung kommen. Den
Peyer’schen Plaques analoge Strukturen findet man in der Luftréhre, in den Bronchien
und an anderen Schleimhéduten. Zusammen bilden sie ein eigenes System, welches
mukosaassoziiertes lymphatisches Gewebe, MALT, genannt wird. Generell ist eine
Interaktion zwischen den immunologisch aktiven Zellen und den Glykoproteinen oder
Polysacchariden denkbar.

Zu Alkamiden existierten bisher ebenfalls keine Bioverfiigbarkeitsuntersuchungen. Da
sie sehr lipophile Verbindungen darstellen, war eine Resorption dieser Substanzen
vorstellbar. Aulerdem fiihren die Alkamide auf der Zunge zu einem prickelnden, leicht
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andsthesierenden Effekt, dem sogenannten ,.tingling effect”. Diese Beobachtung konnte
ebenfalls fiir eine gute Penetration der Alkamide durch Biomembranen sprechen. Die
Entwicklung einer Methode zum Nachweis von Alkamiden im menschlichen Blut und
die Durchfiihrung von ersten Absorptionsuntersuchungen beim Menschen sollte daher
ein Thema dieser Arbeit sein.

2.7. Bisheriger Stand der Analytik

Da zu Anfang dieses Jahrhunderts E. angustifolia und E. pallida als gleichberechtigte
Arten auf dem nordamerikanischen Markt waren, wurde die Unterscheidung der beiden
Wurzeldrogen héufig vernachléssigt und es kam zu zahlreichen Verwechslungen. Erst
durch die Entwicklung von DC- und HPLC-chromatographischen Untersuchungs-
methoden ist eine eindeutige Identifizierung der beiden Drogen und daraus hergestellter
Extrakte moglich geworden (BAUER und REMIGER, 1989; BAUER et al., 1988). In den
nachfolgenden Jahren wurden die drei medizinisch verwendeten Echinacea-Arten
aufgrund der starken Nachfrage auf dem Arzneimittelmarkt intensiv untersucht. Zum
einen bezogen sich die Untersuchungen auf die unterschiedlichen Trocknungs- und
Extraktionsarten der Drogen, um einen mdglichst hohen Gehalt an aktiven Inhalts-
stoffen zu erhalten. Zum anderen wurden neue Analysenverfahren entwickelt, um eine
schnelle Identifizierung und Quantifizierung von Echinacea-Arten zu gewahrleisten.

Die klassische Extraktionsmethode zur Analyse der Kaffeesdurederivate und Alkamide
stellt eine Soxhletextraktion mit Methanol bzw. mit n-Hexan fiir Alkamdie dar (BAUER
et al., 1988).

Von PERRY und Mitarbeitern (1997) wurden Echinacea-Wurzeln unter Zusatz von N-
Phenylpentamid als internem Standard und Acetonitril mit einem Ultraturrax fiir 2
Minuten extrahiert und homogenisiert. AnschlieBend wurde der Extrakt zentrifugiert
und der klare Uberstand iiber eine C-18 Siule gegeben und mit Acetenotril/Wasser 9:1
eluiert, wodurch Fettsduren abgetrennt werden konnten. Das Eluat stand nach Filtration
direkt fiir die Untersuchung mittels HPLC zur Verfiigung.

Drei verschiedene Echinacea-Mazerate, die entweder mit Methanol, n-Hexan oder einer
1:1 Mischung aus Dichlormethan:Pentan fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur hergestellt
wurden, ein Soxhlet-Extrakt mit Methanol und ein CO,-Extrakt unterschieden sich
kaum im Inhaltsstoffspektrum, es konnten lediglich leichte Unterschiede in der
Ausbeute festgestellt werden (LIENERT et al.1998).

In Versuchen von STUART und WILLS (2000) stellte sich eine Ethanol/Wassermischung
im Verhiltnis von 60:40 als bestes Losungsmittel heraus, um durch 15 miniitiges
Rithren bei Raumtemperatur sowohl Alkamide als auch Cichoriensdure aus den
Wurzeln oder dem Kraut von E. purpurea zu extrahieren. Wahrend die Cichoriensédure-
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ausbeute durch Erwdrmen der Extraktionslosung gesteigert werden konnte, sank der
Alkamidgehalt bei erhohter Temperatur ab.

Eine ebenfalls bei Raumtemperatur durchgefiihrte Extraktion getrockneter Echinacea-
Droge mit 70 prozentigem Methanol oder 70 prozentigem Ethanol fiir drei mal finf
Minuten im Ultraschallbad lieferte gute Ausbeuten (zwischen 80-90%) fiir Alkamide,
Cichoriensdure und Echinacosid (BERGERON et al., 2000). Die neue Methode stellte sich
fiir die Extraktion von Cichoriensdure gegeniiber einer Soxhletextraktion mit 100 %
Methanol als iiberlegen heraus. Dies ist wahrscheinlich hauptsidchlich auf die erhohte
Extraktionskraft von 70 prozentigem Methanol gegeniiber Cichoriensdure zuriickzu-
fiihren.

PERRY et al. (2001) extrahierten Kaffeesdurederivate aus gepulvertem Pflanzenmaterial
mit einer Ethanol/Wassermischung (70:30) durch 15 miniitiges Schiitteln bei
Raumtemperatur. Nach anschlieBendem Zentrifugieren wurde direkt eine HPLC-
Analyse vorgenommen. Mit dieser Methode konnten sie einen &hnlichen
Cichoriensdure-Gehalt (E. purpurea Kraut: 0,52-2,02 % w/w; Wurzel: 1,68-2,27 %
w/w) erhalten wie durch die Soxhletextraktion (Kraut: 0,2-3,1%; Wurzel: 0,6-2,0%).
Jedoch soll die Extraktion auf kaltem Wege zu einer geringeren Isomerisierung der
Cichoriensdure zur meso-Form fiihren.

Wenn feuchte Droge fiir die Extraktbereitung verwendet wurde, kam es zu einer
Braunfiarbung des Extraktes und zu einer Senkung des Cichoriensduregehaltes bis zu
50 %. Dies ist wahrscheinlich auf eine enzymatische Zersetzung der Cichoriensédure
durch Polyphenoloxidasen (PPO) zuriickzufiihren (siehe Kapitel 2.2.3). Da durch
Trocknen der Droge die PPO denaturiert wurden, zeigen diese Untersuchungen die
Wichtigkeit der richtigen Trocknungs- und Lagerungsbedingungen der Echinacea-
Drogen.

L1 und WARDLE (2001) kamen zu dhnlichen Ergebnissen. Sie stellten fest, dass eine
Zunahme der Trocknungstemperatur (bis 45°C) und damit eine abnehmende
Restfeuchtigkeit von E. purpurea oder E. pallida Wurzeln den Gehalt an Cichoriensdure
erhohte. Auf der anderen Seite vergroflerte sich der Echinacosid und Chlorogensiure-
gehalt durch eine Zunahme der Wurzelfeuchtigkeit (bis 15 % Feuchtigkeitsgehalt).

Auch WILLS und STUART (2000) stellten eine relativ stabile Cichoriensdure-
konzentration bei kurz aufgekochten und gut getrockneten E. purpurea Wurzeln, die bei
geringer Luftfeuchtigkeit gelagert wurden, fest. Wurde die Droge jedoch direkt ohne
vorheriges blanchieren und trocken gelagert, kam es zu einer Abnahme des Cichorien-
sduregehaltes. Die Zersetzung wurde durch Lagerung bei hoher Luftfeuchtigkeit
(> 80 %) drastisch beschleunigt.

In Lagerungsversuchen iiber 7 Monate mit getrockneter, pulverisierter E. purpurea-
Wurzel nahm die Konzentration der Hauptalkamide, der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-
tetraensdure-isobutylamide, ebenfalls bei einer Temperatur von 25°C und 40°C
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signifikant ab (LIVESEY et al., 1999). Der Cichoriensduregehalt blieb jedoch sowohl bei
—20, 25 und 40° C im Drogenpulver stabil. Anders sah es bei der Lagerung eines
wassrig-alkoholischen Extraktes aus E. purpurea Wurzeln aus. Hierbei blieb die
Alkamidkonzentration bei allen drei Lagerungstemperaturen iiber 7 Monate nahezu
unverandert. Cichoriensdure hingegen zeigte einen signifikanten Abfall der Konzentra-
tion bei 25 und 40° C im Extrakt. Dies deutet wiederum auf eine enzymatische
Zersetzung der Cichoriensdure hin, da mit zunehmender Feuchtigkeit der Droge oder in
wissriger Losung die enzymatische Aktivitit der PPO ansteigt.

Die Alkamidkonzentration von getrockneter, pulverisierter Echinacea-Wurzeldroge
nahm bei einer Lagerungstemperatur von 20-30° C unter Lichteinfluss stark ab (WILLS
und STUART, 2000). Fand die Lagerung bei 5° C und im Dunkeln statt, war der
Alkamidgehalt lange Zeit stabil. Dies zeigt, dass fiir den Abbau der Alkamide vor allem
oxidative Prozesse, die durch hohe Temperaturen und Lichteinfluss beschleunigt
werden, verantwortlich sind.

AuBerdem wurde der Einfluss unterschiedlicher Trocknungsverfahren auf die Alkamid-
und Cichoriensidurekonzentration untersucht. Um einen mdglichst hohen Alkamidgehalt
in E. purpurea-Wurzeln zu erzielen, stellte sich die Gefriertrocknung als iiberlegen
gegeniiber einer Vakuummikrowellentrocknung und einer Lufttrocknung bei 70° C
heraus (KiM et al., 2000). Die Blitter von E. purpurea zeigten die grofite Alkamid-
konzentration nach einer Lufttrocknung bei 50° C. Durch Vakuummikrowellen-
trocknung bei niedriger Feuchtigkeit und Gefriertrocknung konnte der hochste
Cichoriensdure- und Kaffeesduregehalt von E. purpurea Bliiten erreicht werden (K1M et
al., 2000). Eine Lufttrocknung bei 70° C lieferte die geringste Konzentration an
Kaffeesdurederivaten.

In verschiedenen Lagerungsversuchen von E. purpurea-Bliiten- bzw. Wurzelpulver, E.
purpurea-Krautextrakt und E. angustifolia-Wurzelpulver kam es ebenfalls zu einem
signifikanten Abfall der Kaffeesdure- und Alkamidkonzentration durch den Einfluss
von hohen Temperaturen (100 bzw. 40° C) und durch Sonnenlicht (HALLORAN et al.,
2000). Eine Lagerung der Drogen bei Raumtemperatur fiihrte nur bei dem Wurzelpulver
von E. angustifolia zu einer starken Abnahme der Alkamidkonzentration. Bei den
anderen Drogen kam es nur zu einem sehr geringen Gehaltsverlust.

Weiterhin wurde der Gehalt an Alkamiden und Cichoriensdure zu unterschiedlichen
Wachstumsperioden untersucht (STUART und WILLS, 2000). Wahrend die Alkamid-
konzentration in den Wurzeln, dem Spross und den Bléttern wéahrend eines Jahres abge-
nommen hatte, stieg sie in den Bliiten an. In vollstindig aufgebliihten Pflanzen
enthielten die Wurzeln 70 %, die Bliiten 20 %, der Spross 10 % und die Blatter nur 1 %
der gesamten Alkamidmenge. Der Cichoriensduregehalt verdnderte sich nicht wihrend
einer Wachstumsperiode. Bliiten und Blitter enthielten beide 35 %, Wurzeln 20 und der
Spross 10 % des Gesamtanteils an Cichorienséure.
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WILLS und STUART (1999) konnten weiterhin eine Abhéngigkeit der Alkamidkonzen-
tration von der Lage des Anbauortes feststellen. Denn E. purpurea-Pflanzen nérdlich
des Breitengrades 32°S enthielten einen signifikant hoheren Alkamidgehalt als Pflanzen
stidlich dieses Breitengrades.

Untersuchungen von TOBLER und SCHNEIDER (2001) zeigten, dass der Cichoriensdure-
und Alkamidgehalt durch viele weitere Variabilititen, wie zum Beispiel den Genotyp,
den Erntezeitpunkt und die Aufarbeitung der E. purpurea Pflanzen, beeinflusst wurde.
Durch Optimierung verschiedener Faktoren im Herstellungsverfahren konnte eine
geringere Schwankungsbreite und eine hohere Cichoriensdure- und Alkamidkonzen-
tration erreicht werden. Neben den bisher genannten Faktoren (siche oben) konnte die
Zersetzung der Cichoriensdure durch eine geringere und unter Argongas stattfindende
Zerkleinerung der Droge minimiert werden. Eine kiirzere Extraktionszeit der
Frischpflanze fiihrte zusétzlich zu einem hoéheren Cichoriensduregehalt. AuBerdem
konnte eine Standardisierung von Echinacea-Praparaten durch Mischen verschiedener
Chargen eines Jahrganges erreicht werden (TOBLER und SCHNEIDER, 2001).

Wie bereits erwidhnt, wurde das erste HPLC-Verfahren zur Unterscheidung der
Echinacea-Arten von BAUER und Mitarbeitern (1988 und 1989) entwickelt. Lipophile
Verbindungen werden mit einem Acetonitril/Wasser Gradienten von 40/60 bis 80/20 in
30 Minuten mit einem Fluss von 1,0 ml/min aufgetrennt (siche Kapitel 9.2.5.,
Trennsystem Echl). Detektiert werden die Substanzen bei 254 oder 210 nm mittels
eines Photodiodenarraydetektors. Die HPLC-Trennung der phenolischen Substanzen
erfolgt mit einem Acetonitril/Wasser-Gradienten von 10/90 bis 30/70 unter Zusatz von
jeweils 0,1 % Phosporsdure tiber 20 min (sieche Kapitel 9.2.5., Trennsystem Ech2). Die
Flussrate betrdgt ebenfalls 1,0 ml/min und die UV-Detektion findet bei 330 nm statt. In
den Jahren danach wurden diese beiden Methoden von verschiedenen Arbeitskreisen
variiert (siche Tabelle 2.6). Quantitative Bestimmungen der Alkamide oder der
phenolischen Substanzen werden in der Regel mit externem Standard (Dodeca-
2E AE 87,10Z/E-tetraenséure-isobutylamiden, Cichoriensdure bzw. Echinacosid) be-
stimmt. In neueren Untersuchungen wurden auch interne Standards wie trans-2,4-Do-
decadienal oder N-Phenylpentamid fiir die Alkamidquantifizierung und Chlorogenséure
fiir die Cichoriensdurebestimmung eingefiihrt (STUART und WILLS, 2000; PERRY et al.,
1997).
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Tabelle 2.6:  HPLC-Methoden fiir die Identifizierung von Echinacea-Arten.

HPLC-Gradient Zeit Fluss Literatur
[min] [ml/min]

Alkamid-Trennung:

-mit CH;CN:H,O

50:50 —100:0 25 1 PERRY et al., 1997

50:50 35 0,85 ROGERS et al., 1998
40:60-70:30 20 1 WILLS und STUART, 1999
40:60 10 STUART und WILLS, 2000
40:60-53:47 35 1

40:60-80:20 15 1 BERGERON et al., 2000

Cichoriensiure-Trennung
- mit CH;CN:H,O und 0,1 % Phosphorsédure

10:90-22:78 13 1,5 PERRY et al., 2001
22:78-40:60 14

40:60 14,5

- mit CH;0H:H,0 und 1% 0,1M Phosphorséure

7:93-40:60 19 1 LI und WARDLE, 1999
10:90-50:50 20 1 STUART und WILLS, 2000

- mit CH;0H + 1% 0,1M Phosphorsdure:50mm NaHPO, + Phosphorsiure (pH 2,80)
5:95-25:75 7 1,5 BERGERON et al., 2000

25:75 9

25:75-5:95 10

Weiterhin wird eine kombinierte Aufreinigung von phenolischen Verbindungen aus
Echinacea-Arten durch Festphasenextraktion mit anschlieBender HPLC-Analyse be-
schrieben (KAZIMIERZ et al., 1996). Das besondere dieser Methode ist neben einer
Vorreinigung von Echinacea-Extrakten auf Octadecan-Mikrosdulen, die anschlieBende
Extraktion von Phenolsduren auf Anionen-Austauschersidulen (quaternire Ammonium-
ionen). Bei 2 pH-Einheiten unterhalb des pKa-Wertes (4-5) findet eine gezielte Ex-
traktion der Phenolsduren statt, die anschlieend direkt HPLC-chromatographisch unter-
sucht werden kénnen.

Eine hochdruckfliissigkeitschromatographische Trennung von Alkamiden aus F.
purpurea mit Massenspektrometrischen- und UV-Detektor wurde von HE et al. (1998)
beschrieben. Mittels UV-Detektor konnten sie den Gehalt der Dodeca-2FE,4E,8Z,10Z/E-
tetraensdure-isobutylamide in den Wurzeln und Achinen von E. purpurea und E.
angustifolia mit einer Nachweisgrenze von 15 ng bei einer Detektionswellenldnge von
254 nm quantifizieren (siche Tabelle 2.7).
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Tabelle 2.7:  Gehalt der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide (Tetraen) ermittelt mit

verschiedenen Extraktionsmethoden.

Droge | Tetraengehalt Quelle
-Chloroformextrakt aus:
Achénen von E. angustifolia 1,06 mg/g HE et al.; 1998
Achénen von E. purpurea 0,75 mg/g
Achénen von E. pallida 0,08 mg/g
Wurzeln von E. purpurea 0,37 mg/g

-Soxhletchloroformextrakt aus:

Wurzeln von E. angustifolia

0,009-0,151 %

Wurzeln von E. purpurea

0,004-0,039 %

Kraut von E. angustifolia

0,001-0,03 %

Kraut von E. purpurea

0,001-0,03 %

BAUER und REMIGER; 1989

-Acetonitrilextrakt aus:

Wurzel von E. purpurea 1,7 mg/g PERRY et al., 1997
Rhizom von E. purpurea 5,7 mg/g

Vegetativer Spross von E. 14,1 mg/g

purpurea

Blatter von E. purpurea 0,2 mg/g

Fruchtbarer Spross E. purpurea | 1,3 mg/g

Bliiten von E. purpurea 2,7 mg/g

-60% Ethanolextrakt aus:

Wurzeln von E. purpurea 6,2 mg/g WILLS und STUART; 1999
Kraut von E. purpurea 1,0 mg/g

-Methanolextrakt aus:

Wurzeln von australischer E. 0,039 % ROGERS et al., 1998

angustifolia

Wurzeln von amerikanischer E.

angustifolia

0,066-0,075 %

Kraut von E. purpurea

0,013-0,102 %

Neben der HPLC-Analyse von Echinacea-Extrakten sind in den letzten Jahren weitere
Untersuchungsmethoden entwickelt worden.

Mittels automatisch gesteuerter Gradienten-Diinnschichtchromatographie (AMD-TLC =
Automated multiple development thin-layer chromatography) konnte eine bessere
Auftrennung eines E. angustifolia-Extraktes erzielt werden als nach der {iiblichen
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isokratischen Diinnschichtchromatographie-Methode laut Homdopathischem Arznei-
buches (GOCAN et al., 1996). Unter Zusatz von 25 % Ammoniak wurde schrittweise
zuerst mit 100 % Methanol, dann mit ansteigendem Ethylacetat- und Toluolanteil
eluiert.

Zur schnellen Unterscheidung der Wurzeldrogen von E. angustifolia, E. pallida und E.
purpurea wurde eine gaschromatographische Analyse, gekoppelt mit einem Massen-
spektrometer (GC-MS), entwickelt (LIENERT et al., 1998). Mit einem Temperatur-
gradienten von 55° C - 230° C und einer Temperatursteigerung von 4,5° C/min konnten
die Inhaltsstoffe der drei Echinacea-Arten gut getrennt und anhand der Chromato-
gramme zweifelsfrei unterschieden werden. Als interne Standards wurde den Proben 1-
Eicosen und Nonadecansiure zugesetzt.

Eine Quantifizierung der Kaffeesdurederivate von E. purpurea-Extrakten konnte durch
direkte UV-Spektroskopie bei einer Wellenldinge von 330 nm durchgefiihrt werden
(KURKIN et al., 1998). Ein Extrakt aus dem Kraut von E. purpurea, der unter
Wiérmeeinwirkung fiir 45 Minuten mit 30 prozentigem Ethanol hergestellt wurde,
enthielt nach dieser Methode einen Gesamtphenylpropansiduregehalt von 3,7-4,6 %.
BAUM und Mitarbeiter (2001) konnten zeigen, dass mit einer DNA-Analyse (AFLP =
»~Amplified restricted Fragment Léngen Polymorphismus®) einzelne Echinacea-
Pflanzen voneinander unterschieden und dariiber hinaus Vorhersagen iiber den Cich-
oriensdure- und Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamid-Gehalt der Extrakte
gemacht werden konnten.

Mittels Kapillarelektrophorese konnten die drei medizinisch eingesetzten Echinacea-
Arten, E. angustifolia, E. pallida und E. purpurea anhand des Methanolextraktes
unterschieden werden (PIETTA et al. 1998). Die Trennung fand auf einer Kieselgel-
Kapillare mit 25mM Tetraborat (pH 8,6) als FlieBmittelpuffer statt. Detektiert wurden
die Kaffeesdurederivate durch einen Diodenarray Detektor bei 320 nm.

Die Antigen-Antikporperreaktion in einem competitiven ELISA Test zur Identifizierung
von Glykoproteinen in E. purpurea erwies sich als spezifisch bei E. purpurea
Glykoproteine, da Glykoproteine aus anderen Extrakten oder andere Antigene keine
Reaktion zeigten (EGERT und BEUSCHER, 1992). Die ELISA-Methode kann somit zur
Identifizierung und Quantifizierung von Echinacea-Extrakten verwendet werden.

Um eine schnelle Identifizierungsmoglichkeit von E. purpurea Wurzelpulver zu
erreichen, wurde eine Methode mit nahen Infrarotstrahlen (NIR) entwickelt (LAASONEN
et al., 2001). Mit diesem Analyseverfahren kdnnen Verunreinigungen (ab 10%) oder
Verwechslungen mit E. angustifolia, E. pallida oder Parthenium integrifolium Wurzeln
erkannt werden, wenn die Proben nach dem gleichen Verfahren wie die E. purpurea
Kalibrierproben pulverisiert werden.
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3 Allgemeines zu Echinacea atrorubens

3.1. Botanische Beschreibung und Verbreitung

3.1.1. Habitus der Pflanze

NUTTAL lieferte 1834 erstmals eine kurze Beschreibung von Echinacea atrorubens,
zahlte diese jedoch noch zur Gattung Rudbeckia. 1841 iiberfiihrte er dann diese Art zur
Gattung Echinacea. In den Jahren danach kam es zu vielen kontroversen Einteilungen,
unter anderem in die Gattung Brauneria, bis 1968 MCGREGOR eine ausfiihrliche Be-
schreibung und Klassifizierung von Echinacea atrorubens lieferte (siche Abbildung 2.1,
Seite 2).

Die Pflanze ist 30-100 cm hoch, der Stengel ist kaum bis nicht verzweigt, hellgriin und
oben borstig bis striegelhaarig behaart, unten jedoch fast kahl. Die Blatter sind im
Gegensatz zu E. laevigata und E. purpurea lanzettlich bis lineal-lanzettlich und zur
Basis hin verschmailert. Die unteren Blatter sind gestielt; nach oben hin verkiirzt sich
der Blattstiel bis hin zu sitzenden Blittern. Aulerdem werden die Blatter nach oben hin
kleiner. In der Regel sind sie striegelhaarig oder steif rauhaarig. Die Zungenbliiten sind
dunkelrot bis hellrot, selten auch weif3. Die Bliitenfarbe sollte nach Mc KEOWN (1999)
nicht als charakteristisches Merkmal zur Identifizierung von einzelnen Arten
herangezogen werden, da sie starken Schwankungen unterworfen ist. Sie ist zum einen
vom Alter der Pflanze, zum anderen von der geographischen Lage abhingig.

Die Zungenbliiten sind bei E. atrorubens bis 3 cm lang und meist kaum lénger als der
Durchmesser des Bliitenkopfchens. Sie sind stark zuriickgebogen, teilweise bis der
Stengel direkt unterhalb des K&pfchens beriihrt wird. Die Zungenbliiten unterscheiden
E. atrorubens eindeutig von E. paradoxa, mit der sie frither hdufig verwechselt wurde,
da nach MCGREGOR (1968) sowohl bei der Varietit E. paradoxa var. paradoxa als auch
bei E. paradoxa var. neglecta die Zungenbliiten deutlich ldnger als der Durchmesser des
Bliitenkopfchens sind. Ein weiteres Charakteristikum fiir E. atrorubens sind die steifen
Spitzen der Spreublétter. Die Chromosomenzahl betrdgt n = 11.

BINNS (2001) unterscheidet in ihrer neuen taxonomischen FEinteilung der Gattung
Echinacea die Varietit E. atrorubens var. atrorubens von den beiden anderen
Varietiten E. atrorubens var. paradoxa und E. atrorubens var. neglecta, die nach
McGregor beide zu der Art E. paradoxa gehorten, durch folgende Charakteristika.

E. atrorubens var. atrorubens besitzt:
Einen kiirzeren und meist verzweigten Stengel.
Die Haare an den Blattstielen fehlen entweder ganz oder treten sehr viel seltener
auf.
Die Involucralblatter sind in der Regel kiirzer
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Die Kronblitter der Zungenbliiten sind zu mehr als einem % der gesamten
Corollaldnge miteinander verschmolzen.

Da sich die neue Taxanomie fiir die Gattung Echinacea noch nicht durchgesetzt hat,
wird in dieser Arbeit weiterhin die Nomenklatur nach MCGREGOR benutzt.

Verbreitet ist E. atrorubens in einem engen Streifen von Houston, Texas, bis hin zu
Ardmore, Oklahoma, und Topeka, Kansas, und wéichst dort meist auf schwerem,
feuchtem Préirieboden (MCGREGOR, 1968; siche Abbildung 2.2, Seite 5). Auch das
Verbreitungsgebiet zeigt, dass E. atrorubens zu den Arten der Gattung Echinacea
gehort, die auch trockenere Standorte besiedeln konnen. Die kriftige, tief in das
Erdreich reichende Pfahlwurzel und die lineal-lanzettlichen, derberen Blitter
ermdglichen ein Uberdauern auch unter wasserarmen Bedingungen.

Hybride kommen nach BINNS (2001) mit E. angustifolia (E. pallida var. angustifolia,
BINNS) im Siidosten Kansas und auch mit E. paradoxa var. neglecta (E. atrorubens var.
neglecta, BINNS) in der Ndhe von Ardmore, OK, vor.

3.1.2. Makroskopische Beschreibung von Echinaceae atrorubens radix

Es handelt sich um eine etwa 2-20 mm dicke und 10-20 cm lange, wenig und
unregelmdBig verzweigte, zylindrische Pfahlwurzel. Die &duflere Oberfliche ist
graubraun und léngsgefurcht. Im Querschnitt féllt der von gelblichen und
grauschwarzen, radialen Streifen durchzogene Holzkorper auf. Die dunkle Streifung
entsteht durch Phytomelaneinlagerungen. Nur an wenigen Wurzelstiicken ist noch
makroskopisch eine diinne, helle Rinde erkennbar. Die sehr harten Wurzelstiicke
ergeben einen kurzfaserigen Bruch.

Der Geruch ist wenig charakteristisch und nur schwach aromatisch.

Der Geschmack ist am Anfang leicht siiBllich, dann schwach adstringierend. Spater ist
ein kiithlender, prickelnder, lokalanésthetischer Effekt auf der Zunge zu spiiren, der
durch die Alkamide verursacht wird.

Abbildung 3.1: Wurzeln von E. atrorubens.
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3.2. Mikroskopische Beschreibung

3.2.1. Mikroskopische Beschreibung des Krautes

KELLER (1962) und MCGREGOR (1968) untersuchten alle Arten der Gattung Echinacea
in Bezug auf ihre mikroskopischen Merkmale und stellten damit einen anatomischen
Bestimmungsschliissel auf. Danach sind folgende Merkmale fiir Echinacea atrorubens
charakteristisch und stellen Unterscheidungskriterien im Vergleich zu den anderen
Echinacea-Arten dar:

Harzkanile in Mark und Rinde

Stengel mit weniger als 42 Protoxylemanlagen; Harzkandle nur gegeniiber der

Interfascicularregion angeordnet

Blattstiel mit 3 Luftkandlen um das zentrale Leitbiindel, ldngs des Stiels

verlaufend

Weiterhin gibt KELLER (1962) detailliertere mikroskopische Beschreibungen von E.
atrorubens an. Die Epidermiszellen (Lange: ca. 78 um, Breite: 55 um), die zusammen-
gedriickt wirken, haben eine papillose adaxiale Oberfldche. Die Tangentialwédnde sind
stark verdickt.

Die Zungenbliiten (233 um dick) enthalten wenige, zerstreut angeordnete Sekretions-
behilter, die einen Durchmesser von 55 um haben. Im Querschnitt der Zungenbliiten
sind 12 Gefdle erkennbar, die von sehr wenigen abaxialen Sekretionsbehiltern begleitet
werden.

Im Querschnitt des Stengels sind circa 20 oder mehr relativ groe Markkanéle sichtbar,
die durchschnittlich 46um breit sind.

BINNS (2001) hebt ebenfalls die papillose Blattoberflache von E. atrorubens hervor. Die
Blitter sind behaart, wobei sowohl vielzellige als auch einzellige Haare vorkommen
konnen. Charakteristisch sind weiterhin die Randhaare, die in der Regel mehr abstehen
und sich deutlich von den Blattspreitenhaaren im Habitus unterscheiden.

3.2.2. Eigene mikroskopische Untersuchungen des Blattes und der Wurzel

Blatt

In eigenen mikroskopischen Untersuchungen des Blattquerschnittes fielen ebenfalls die
bereits von KELLER und BINNS beschriebenen dickwandigen, papillosen Epidermis-
zellen auf (siehe Abbildung 3.2). Unterhalb der oberen Epidermis, im Bereich der
Mittelrippe, folgen ein paar Reihen parenchymatischer Zellen, in die ein grofer,
charakteristischer Luftkanal eingebettet ist. Nach etwa zwei bis drei weiteren Reihen
parenchymatischer Zellen schlieB3t sich das Leitbiindel an, das oben und unten von einer
Sklerenchymscheide begrenzt ist. Die Tracheen sind regelmiBig, strahlenformig
angeordnet. Neben dem groflen Leitbiindel der Mittelrippe sind auf jeder Seite, getrennt
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von lockerem, interzellularhaltigem Parenchym, ein oder zwei kleinere Leitbiindel
angeordnet. Unterhalb des Hauptleitbilindels schliesst sich wiederum parenchymatisches
Gewebe an, das gefolgt wird von 2-3 Zellreihen Kantenkollenchym. Eine mit einer
dicken streifigen Cuticula versehene Epidermisschicht schlieBt das Blatt nach unten hin
ab.

Im Flachenschnitt der unteren Blattepidermis siecht man die wellig verzahnten
Epidermiszellen. AuBBerdem ist der anisocytische Spaltdffnungsapparat auftillig.

Abbildung 3.2: Mikroskopisches Bild des Blattquerschnittes (links, Vergrofferung: 100 fach) und des
Fléichenschnittes der unteren Blattepidermis von E. atrorubens (rechts, Vergrofierung:
200 fach,).

Wurzel

Im mikroskopischen Bild der Wurzeldroge unterscheiden sich die diinnen, noch Reste
des priméren Rindengewebes enthaltenden Wurzelstiicke von den vollstindig sekundir
verdickten, kriftigeren Wurzeln.

Der Querschnitt der diinnen, noch teilweise priméren Wurzel weist im Zentrum deutlich
erkennbare Xylemplatten mit dazwischenliegenden, regelméfig angeordneten Paren-
chymstreifen auf (siche Abbildung 3.3 links). AuBerhalb des nur schwach ausgebildeten
ringférmigen Kambiums ist eine schmale Schicht mit kleinzelligen sekundédren und
primdren Phloemzellen sichtbar. Dariiber liegend befinden sich die weitlumigeren
Zellen der primiren Rinde, von denen einige fensterartig verdickt sind. Nach auf3en hin
wird die Wurzel von dunklen, verkorkten Zellen des Periderms abgegrenzt.

Zahlreiche Faserbiindel und Sklereiden treten sowohl im Zentralzylinder als auch im
Rindenparenchym auf. Diese sind meist in Phytomelanauflagerungen, einer schwarzen
Interzellularsubstanz, eingebettet.

Schizogene Exkretginge und einzelne Olzellen sind sowohl in den Rindenteilen als
auch im Holz vorhanden, aber noch nicht so zahlreich wie in der é&lteren, vollstindig
sekundir verdickten Wurzel. Einige Arbeiten beschiftigten sich mit den Ol- bzw.
Harzkanidlen der Echinacea-Arten (BOODLE und FRITSCH, 1908; METCALFE und
CHALK, 1958; CASTER und MYERS, 1987). CASTER und MYERS vermuteten, dass die
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Olkanile die Speicherorgane fiir Alkamide seien und die Zellen, die die Kanile
umranden, die Biosyntheseorte der Alkamide darstellen.

Im Querschnitt der vollstindig sekundér verdickten Wurzel zeigt sich unterhalb des
Periderms direkt die sekundire Rinde, die in den &dulleren Schichten durch schizogene
Exkretraume zerkliiftet ist (siche Abbildung 3.3 rechts). Die Markstrahlen reichen vom
primdren Xylem im Zentrum bis zum Periderm nach auflen. Gut zu erkennen ist
weiterhin zwischen sekunddrer Rinde und Holzteil der mehrreihige Kambiumring.
Zahlreiche Olbehilter und Sklerenchymfasern mit Phytomelaneinlagerungen sind
ungeordnet iiber den gesamten Querschnitt der Wurzel verteilt, welches sie von E.
angustifolia und E. pallida abgrenzt, da bei diesen Arten entweder die OI- oder
Sklerenchymzellen auf bestimmte Gewebeschichten begrenzt sind. Insgesamt besitzt
der Wurzelquerschnitt jedoch morphologische Ahnlichkeit zu E. angustifolia und E.
pallida und zeigt groBere Unterschiede zu E. purpurea. Wie bei den beiden erstge-
nannten Arten ist der Querschnitt von E. atrorubens radix durch mehrere schmale
Xylemstrahlen und zahlreiche Sklerenchymfasern mit Phytomelanauflagerungen, die
auBerhalb und innerhalb des Leitbiindels liegen, gekennzeichnet.

g
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Abbildung 3.3: Mikroskopisches Bild der schwach (links) und stark (rechts) sekunddr verdickten Wurzel.
Vergrdferung: 100 fach

3.3. Bisher bekannte pharmakologische Untersuchungen

Extrakte aus Echinacea atrorubens wurden bisher nur auf ihre Wirkung gegen
Mycobacterium tuberculosis und M. avium untersucht (CANTRELL et al., 1998). Ein n-
Hexanextrakt aus den Bliiten und ein Dichlormethanextrakt aus den Stengeln zeigte bei
einer Konzentration von 100 ug/ml gute Hemmwirkungen gegen M. tuberculosis. Alle
n-Hexan- und Dichlormethanextrakte aus den Bliiten, Wurzeln oder Stengeln besal3en
nur schwache bis gar keine wachstumshemmenden Eigenschaften gegen M. avium. Es
existieren bisher keine Berichte {iber den therapeutischen Einsatz von E. atrorubens.



45

4 Eigene phytochemische Untersuchungen

4.1. Analytik

Wihrend die drei medizinisch angewandten Echinacea-Arten sehr gut analytisch
bearbeitet sind, existierten zu E. atrorubens bisher keine phytochemischen Unter-
suchungen. Ein Ziel der Arbeit war es daher, die Wurzeln und das Kraut von E.
atrorubens aus chemotaxonomischen Griinden und um eine Verwechslung mit anderen
Echinacea-Arten auszuschlieen, chemisch-analytisch zu untersuchen.

4.1.1. HPLC-Analyse

Lipophile Extrakte

Fiir die Untersuchung der lipophilen Bestandteile wurde aus dem Kraut und aus der
Wurzel jeweils ein n-Hexan-Soxhletextrakt hergestellt. AnschlieBend wurden diese mit
einem Fliessmittelgradienten von 40-80 % Acetonitril in 30 Minuten bei einer
Detektionswellenléinge von 254 nm auf einer RP-18-Sdule HPL-chromatographisch
untersucht (BAUER und REMIGER, 1989; siche Trennmethode Echl Kapitel 9.2.5). Die
Zuordnung der Peaks erfolgte mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit aus Echinacea
atrorubens radix isolierten Inhaltsstoffe als Referenzsubstanzen. Das daraus resultie-
rende Fingerprint-Chromatogramm des Wurzelextraktes dhnelt denjenigen von E.
purpureae und E. angustifoliae radix, da auch das von E. atrorubens ein vielfiltiges
Alkamidspektrum aufweist, welches vor allem aus Isobutylamiden und nur wenigen 2-
Methylbutylamiden besteht. AuBerdem wurden als Hauptkomponenten die Dodeca-
2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide nachgewiesen (siche Abbildung 4.1). Wie
aus den UV-Spektren deutlich wird, weist E. atrorubens radix hauptséchlich 2,4-Dien-
amide auf, wie sie in E. purpurea vorkommen, und weniger 2-Monoenamide, die man
vermehrt in den Wurzeln von E. angustifolia antrifft (siche Abbildung 4.2). Im
Gegensatz zu den anderen Echinacea-Arten enthdlt E. atrorubens als zweites Haupt-
alkamid Dodeca-2E,4Z,10Z-trien-8-insdure-isobutylamid 6, wodurch diese Droge von
den anderen Arten unterschieden werden kann. Polyacetylene konnten nur in Spuren in
einer frischen Wurzelcharge nachgewiesen werden. Damit grenzt sich die untersuchte
Art eindeutig von E. pallidae radix ab.
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Abbildung 4.1: HPLC-Trennungen des n-Hexan-Soxhletextraktes von E. atrorubens radix (Herkunft
Arkansas, 5 mg/ml, Injektionsvolumen 10 ul, Methode: Echl, Detektion bei 254 nm
(oben) und bei 210 nm (unten), Peakzuordnung siehe Tabelle 4.1 , weitere Drogenmuster

siehe Anhang.)
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Abbildung 4.2: UV-Spektren der identifizierten Alkamide aus E. atrorubens

(Numerierung der Peaks von Abbildung 4.1 und Tabelle 4.1).
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Tabelle 4.1:  Retentionszeiten der Alkamide (Trennsystem: Methode: Echl, Detektion bei 254 nm

bzw. 210 nm.
Alkamid Bezeichnung Retenti.onszeit
[min]
1/2 Undeca-2F,4Z/E-dien-8,10-diinsdure- isobutylamid 5,54
3 Undeca-2FE-en-8,10-diinsdure-isobutylamid 6,19
4 Dodeca-2F,4Z-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid 6,95
5 Dodeca-2E-en-8,10-diinsdure-isobutylamid 7,77
6 Dodeca-2F,4Z,10Z-trien-8-insdure-isobutylamid 8,03
7 Trideca-2FE,7Z-dien-10,12-diinséure-isobutylamid 9,69
8/9 Dodeca-2F,4F,87,10Z/ E-tetraensiure-isobutylamide 10,35 und 10,50
10 Dodeca-2F,4E,8Z-triensdure-isobutylamid 12,94
11 Dodeca-2F,4E-diensdure-isobutylamid 16,44
12 Dodeca-2F,47,10Z-trien-8-insdure-2-methylbutylamid 10,02
13 Dodeca-2F,4Z-dien-8,10-diinsdure-2-methylbutylamid 8,79
14/15 | Dodeca-2E,10E/Z-dien-8-insdure-isobutylamide 8,99
16 Pentadeca-2F,9Z-dien-12,14-diinsdure-isobutylamid 12,31
17 Dodeca-2F,4 E-diensdure-2-methylbutylamid 18,66
18 Dodeca-2F,4F,8Z-triensdure-2-methylbutylamid 15,56
19/20 |Dodeca-2E 4FE,87,10Z/ E-tetraensdure-2-methylbutylamide 12,64

Der Vergleich der HPLC-Trennungen des Kraut- und Wurzelextraktes zeigte, dass in
der Wurzel die Alkamidkonzentration héher und das Alkamidspektrum wesentlich
vielfdltiger ist. Auffdllig ist hierbei, dass sich das Inhaltsstoffspektrum des Kraut-
extraktes von E. atrorubens kaum von denjenigen der drei medizinisch eingesetzten
Echinacea-Arten, E. purpurea, E. angustifolia und E. pallida, unterscheidet. Wie bei
diesen konnten als Hauptpeak die Dodeca-2E,4FE,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide
detektiert werden. AuBBerdem wurden in geringen Mengen Undeca-2E,4E/Z-dien-8,10-
diinsdure-isobutylamide 1,2, Dodeca-2E,4Z,10Z-trien-8-insdure-isobutylamid 6, Do-
deca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide 8,9, Dodeca-2E,4E,10Z-triensdure-
isobutylamid 10 und Dodeca-2E 4E-diensdure-isobutylamid 11 identifiziert (siche
Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: HPLC-Trennung des n-Hexanextraktes von E. atrorubens herba, Herkunft Kansas,
5 mg/ml, Injektionsvolumen 15 ul, Methode: Echl, Peakzuordnung siehe Exp. Teil,
Kapitel 9.7.1, UV-Spektren siehe Abbildung 4.2

Zur eindeutigen Charakterisierung der Droge wurden n-Hexanextrakte von einzelnen
Echinacea atrorubens Drogenchargen mit der oben beschriebenen HPLC-Methode
vergleichend untersucht. Die untersuchten Wurzelchargen lieferten sehr dhnliche
Fingerprint-Chromatogramme. Sie unterschieden sich lediglich in quantitativer
Hinsicht. Die von uns identifizierten Peaks konnten in allen Chargen wiedergefunden
werden, womit eine eindeutige Charakterisierung und Identifizierung von E. atrorubens
gewihrleistet ist (Spektren siehe Anhang).

Gehaltsbestimmung der Dodeca-2E4FE,87,10Z/E-tetraensiure-isobutylamide

Der Gehalt der isomeren Dodeca-2E 4E,87,10Z/E-tetraenséure-isobutylamide (Tetraen)
in Extrakten verschiedener E. atrorubens Chargen wurde mittels HPLC (Trennmethode:
Ech1) und externer Standardkalibrierung bestimmt. Zur Erstellung der Kalibriergeraden
wurden insgesamt 6 Konzentrationen mit 2 Verdiinnungslosungen der isolierten
Isomere jeweils dreimal in die HPLC injiziert. Hierbei wurde ein moglichst grofler
Konzentrationsbereich ausgewéhlt, um sicherzustellen, dass die Kalibriergerade Werte
von 50-150% der zu erwartenden Konzentration der Isobutylamide im Extrakt abdeckt.
Eine lineare Beziehung der Tetraenkonzentration zu der integrierten Peakfldche konnte
iiber einen Bereich von 27,968 pg bis 105 ng Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensédure-
isobutylamide mit einem Korrelationskoeffizient von 00,9997 und einer relativen
Standardabweichung unter 3% (max. 2,88%) nachgewiesen werden (siche Abbildung
4.4). Damit konnten die allgemeinen Anforderungen an lineare Kalibriergeraden erfiillt
werden (GREEN, 1996; (CDER), 1994). Nachweisbar waren die Dodecatetraensdureiso-
butylamide bis zu einer Konzentration von 17 ng, bei der das hervorgerufene Signal
mehr als dreimal grofler war als das Grundrauschen des Detektors und noch gut mittels
UV-Spektrum identifiziert werden konnte. Der Eichfaktor wurde als Steigung der
Regressionsgeraden erhalten und betrug 3,0299.
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Abbildung 4.4: Kalibriergerade fiir die Gehaltsbestimmung der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-
isobutylamide und die dafiir zugrundeliegenden Massen- und Fldchenwerte mit

Standardabweichungen (HPLC-Trennsystem: Echl, Detektionswellenldnge: 254 nm).

Damit der Dodeca-2E 4F,87,10Z/E-tetraenséure-isobutylamid-Gehalt mit den anderen
Echinacea-Arten verglichen werden konnte, wurde die gleiche Extraktions- und
Aufarbeitungsmethode gewéhlt wie sie von REMIGER (1988) fiir die Dodeca-
2E 4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamid-Gehaltsbestimmung in den drei medizinisch
angewandten Echinacea-Arten durchgefiihrt wurde (sieche Exp. Teil, Kapitel 9.5, Seite
162). Dafiir wurden vier verschiedene Drogenchargen von E. atrorubens radix mit
Chloroform in einer Soxhletapparatur extrahiert. Von der frischen Droge wurde zu-
sdtzlich ein Hexansoxhletextrakt und ein n-Hexanmazerat durch 4 stiindiges Riihren auf
dem Magnetriihrer hergestellt, um den Einfluss des Extraktionsmittels und der Extrak-
tionsart ermitteln zu konnen.

Fiir die Gehaltsbestimmung im Kraut stand leider nur eine Drogencharge zur Ver-
fligung.
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Tabelle 4.2:  Dodeca-2E,4F,8Z, 10Z/E-tetraensdure-isobutylamid-Gehalt bezogen auf das Trocken-
gewicht der verschiedenen E. atrorubens-Chargen mit Standardabweichungen (Mittel-
wert aus 3 Bestimmungen)

rel. Standard-
Chargen Herkunft Gesammelt | Tetraengehalt
abw. %
E. atrorubens radix
1 (Chloroform-
Kansas 1997 0,06 % 1,79
Soxhletextrakt)
2 (Chloroform-
Central Kansas 1998 0,09 % 1,77
Soxhletextrakt)
3 (Chloroform-
Arkansas 1998 0,16 % 1,19
Soxhletextrakt)
4 (Chloroform- Botanischer
2002 1,46 % 0,59
Soxhletextrakt) Garten*
4a (n-Hexan- Botanischer
2002 0,99 % 1,86
Soxhletextrakt) Garten
Botanischer
4b (n-Hexan-Mazerat) 2002 1,08 % 1,10
Garten
E. atrorubens herba Kansas 1997 0,01 % 0,49

*E. atrorubens Samen aus Kansas wurden im Gewichshaus des Botanischen Gartens in Disseldorf

ausgesit. Die frischen Wurzeln dieser Pflanze wurden auf ihren Tetraengehalt untersucht.
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Abbildung 4.5:  Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensdure-isobutylamid-Gehalt bezogen auf das Trockengewicht

der verschiedenen E. atrorubens Chargen (Charakterisierung der Chargen siehe Tabelle 4.2)
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Tabelle 4.3:  Mittlerer Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamidgehalt in  getrockneter

Droge verschiedener Echinacea-Arten.

Tetraengehalt in E. atrorubens E. angustifolia E. pallida E. purpurea
Radix 0,104 % 0,073 % - 0,012 %
Herba 0,013 % 0,003 % 0,005 % 0,015 %

Wie im Fingerprintchromatogramm bereits ersichtlich war, ist die Dodeca-
2E AE 87,10Z/E-tetraensédure-isobutylamidkonzentration in der Wurzel wesentlich
hoher als im Kraut (siche Abbildung 4.5). Auch im Vergleich zu den medizinisch
eingesetzten Echinacea-Arten enthilt E. atrorubens radix den hochsten durchschnitt-
lichen Gehalt an Dodecatetraensdureisobutylamiden (siehe Tabelle 4.3). Die Konzen-
tration der Alkamide im Kraut von E. atrorubens entspricht etwa derjenigen von E.
purpurea und liegt oberhalb des Gehaltes der anderen beiden Echinacea-Arten.

Aus Tabelle 4.2 ist weiterhin ersichtlich, dass mit zunehmender Lagerungszeit der
getrockneten, unzerkleinerten Wurzel der Tetraen-Gehalt abnimmt, wéhrend die frische
Wurzeldroge eine sehr viel hohere Konzentration an Isobutylamiden aufweist. Dies
entspricht den Ergebnissen der Lagerungsversuchen mit FEchinacea-Droge durch
verschiedene andere Arbeitsgruppen (siche Kapitel 2.7).

AuBerdem macht die Konzentrationsbestimmung der Isobutylamide der verschiedenen
Extrakte deutlich, dass durch eine Chloroformextraktion eine hohere Ausbeute an
Tetraen erzielt werden kann als durch eine n-Hexanextraktion. Gegen eine Anwendung
von Chloroform spricht jedoch, dass zum einen gleichzeitig auch mehr hydrophile
Bestandteile extrahiert werden und vor allem dass aus Umweltschutz- und
Gesundheitsgriinden auf Chloroform verzichtet werden sollte. Eine n-Hexanextraktion
frischer Wurzeldroge durch Mazeration ergab eine dhnliche Dodeca-2E 4E,8Z,10Z/E-
tetraensdure-isobutylamidkonzentration wie die n-Hexan-Soxhlet-Extraktion (siche
Tabelle 4.2).

Hydrophile Extrakte

Die hydrophilen Bestandteile von E. atrorubens wurden nach der Extraktion mit n-
Hexan in einer Soxhlet-Apparatur mit Methanol extrahiert. Der Extrakt konnte auf einer
RP-18 Séule bei einem Fliessmittelgradienten von 10/90 bis 30/70 Acetonitril/Wasser
unter Zusatz von jeweils 0,1 % Phosphorsdure mit einer Flussrate von 1,0 ml/min
aufgetrennt werden (Trennmethode: Ech2). Detektiert wurden die eluierten Verbin-
dungen mittels PDA-Detektor bei einer Wellenldnge von 330 nm. Die resultierenden
HPLC-Trennungen der Kraut- und Wurzelextrakte unterscheiden sich deutlich von
denjenigen aus E. angustifolia, E. pallida und E. purpurea (siehe Abbildung 4.6).
Weder Cichoriensdure noch 2-Kaffeoylweinsdure, Kaffeesdure, Echinacosid, Cynarin
oder Verbascosid konnten in E. atrorubens nachgewiesen werden. Wiahrend in den
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Wurzeln mittels HPLC keine hydrophilen Inhaltsstoffe in groBeren Mengen identifiziert
werden konnten, wurden im Kraut anhand der UV-Spektren und Vergleiche mit
Referenzsubstanzen oder Eigenisolaten Chlorogensédure, Rutin und das zum ersten mal

in der Gattung Echinacea gefundene Narcissin (siehe Kapitel 4.5) nachgewiesen.

160
140 |
120 -
100
80
60
40 -

20 -

mA

UV 330 nm

Wurzelextrakt

10

12 14 16 18 Zeit [min]

vermutlich

Isochlorogensduren

Rutosid
Chlorogensdure

UV 330 nm
Krautextrakt

Narcissin

14 16 18 Zeit [min]

Abbildung 4.6: HPLC-Trennungen der Methanol-Soxhletextrakte aus der Wurzel (oben) und aus dem
Kraut (unten) von E. atrorubens (Herkunfit Kansas, Inj.vo.l: 5 ul, Methode: Ech2, UV-

Spektren siehe Abbildung 4.7)




54 4 Eigene phytochemische Untersuchungen

mAU{  Chlorogensiure mAUS Rutosid
160~
140
120
100~
80~
60~
40~
20*;
r— 0
200 250 300 350  nm 200 250 300 350  nm
mAU ] Isochlorogensiuren mAU Narecissin
500 2000~
400*E 1500
300 ]
200~ 10007
100 500
Og\ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T \ T T T T ‘ 7\ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T \ T T T T ‘
200 250 300 350  nm 200 250 300 350  nm

Abbildung 4.7: UV-Spektren der identifizierten hydrophilen Bestandteile im Methanol-Soxhletextrakt

4.1.2. Diinnschichtchromatographische Analyse

Lipophile Extrakte

Fiir die diinnschichtchromatographische Auftrennung der n-Hexanextrakte wurde ein
FlieBmittelsystem aus n-Hexan/Ethylacetat (2:1; Trennsystem: DC-T1), welches
speziell fiir die Untersuchung von Alkamiden aus Echinacea-Arten entwickelt wurde,
verwendet (BAUER und REMIGER, 1989). Die Detektion erfolgte zuerst durch Fluores-
zenzloschung unter UV 254 nm und anschlieBend mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-
Reagenz. Die Zuordnung der Hauptzonen geschah durch Cochromatographie mit den
von uns isolierten Verbindungen.

Wie schon bei der HPLC-chromatographischen Analyse erwéhnt, ist auch bei der
Direktauswertung der entwickelten Kieselgelplatte unter dem UV-Licht bei 254 nm
bereits gut zu erkennen, dass in E. atrorubens radix stark fluoreszenzloschende 2,4-
Dienamide tliberwiegen. Besonders fielen als Hauptzonen des Wurzel- und Kraut-
extraktes die Dodeca-2FE,4F,87,10Z/E-tetraensdureisobutylamide 8/9 bei einem Rf-Wert
von 0,41 auf. Wahrend im Krautextrakt nur durch die Alkamide 8/9 eine stark fluores-
zenzloschende Zone unter dem UV-Licht hervorgerufen wurde, waren im Wurzelextrakt
auch die Zonen des Dodeca-2E,4Z-dien-8,10-diinsdure-isobutylamids 4, Dodeca-
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2E AZ,10Z-trien-8-insdure-isobutylamids 6,  Dodeca-2E,4Z,10Z-trien-8-insdure-2-me-
thylbutylamid 12, Dodeca-2E,4E,8Z-triensdureisobutylamids 10 und des Dodeca-
2E,4E-diensdureisobutylamids 11 gut sichtbar. Da sich die Alkamide strukturell nur
sehr wenig unterscheiden, kommt es im Diinnschichtchromatogramm des alkamid-
reichen Wurzelextraktes teilweise zu Uberlappungen von sehr dhnlichen Substanzen.

Nach Detektion mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz (siche Abbildung 4.9, Seite
57) werden bei Tageslicht im Chromatogramm des Wurzel- und Krautextraktes
unterhalb der Fliessmittelfront verschiedene langkettige Kohlenwasserstoffe als violette
Zonen und oberhalb des Dodeca-2E 4E-diensdureisobutylamids 10 [-Sitosterin als
violett-blaue Zone sichtbar. AuBlerdem reagieren die nicht fluoreszenzldoschenden 2-
Monoenamide mit dem Spriihreagenz nun zu rétlich bis gelben Banden, wobei die
Monoenamide Undeca-2E-en-8,10-diinsdure-isobutylamid 3 und Dodeca-2E-en-8,10-
diinsdure-isobutylamid 5 bei einem Rf-Wert von 0,21 und 0,25 besonders ins Auge
fallen. Die 2,4-Dienamide auf der anderen Seite werden in der Regel violett bis braun
angefarbt (sieche Tabelle 4.4).

P T - Front
-_— -
| o .

-
Bl

- . B-Sitosterin
! -

- -
-

i

= . — g ww - Start

4 6 13 Radix Herba 8/9 10 11 12

Abbildung 4.8: Diinnschichtchromatogramm der n-Hexan-Soxhlet-Extrakte aus der Wurzel und dem
Kraut (Ernte: 1997 in Kansas; Charge 1) von E. atrorubens neben isolierten
Vergleichssubstanzen (Zuordnung der Zonen siehe Tabelle 4.1, Seite 48) nach Detektion
mit Anisaldehyd/Schwefelsdure-Reagenz/Vis, Trennsystem DC-TI.
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Tabelle 4.4:  Rf-Werte und Detektionsverhalten der in E. atrorubens nachgewiesenen Alkamide
(Trennsystem DC-T1)

Verbindung Rf-Wert UV 254 nm Féirbung mit Anisaldehyd/H,SO,
1/2 0,22; 0,26 + violett
3 0,21 - orange/gelb
4 0,29 + violett/braun
5 0,25 - orange/gelb
6 0,38 + violett
7 0,23 - gelb
8/9 0,41 + violett
10 0,47 + violett
11 0,5 + blau/violett
12 0,45 + violett
13 0,35 + braun
14/15 0,33 - rosa/gelb
16 0,31 - gelb
17 0,55 + violett
18 0,52 + violett
19/20 0,48 + violett/grau

Zur eindeutigen Identifizierung von E. atrorubens wurden die n-Hexansoxhletextrakte
von vier Wurzelchargen unterschiedlicher Herkunft diinnschichtchromatographisch
verglichen (sieche Tabelle 4.2, Seite 51 und Abbildung 4.9). Zusétzlich wurden 70
prozentige Methanolextrakte nach der Ultraschall-Methode von BERGERON (2000; siche
Seite 34) aus der Charge 1 (1997) und aus der frischen Wurzel (Charge 4) hergestellt.
Wie aus Abbildung 4.9 ersichtlich ist, fiihrt die Extraktion mit 70 prozentigem Metha-
nol zu einem dhnlichen Alkamidspektrum wie die n-Hexansoxhletextraktion.

Im Diinnschichtchromatogramm fallt auch auf, dass die Alkamidkonzentration in der
Wurzel mit zunehmender Lagerungszeit abnimmt. So wurden bei gleicher Auftrags-
konzentration im Diinnschichtchromatogramm der éltesten E. atrorubens radix Droge
von 1997 (Charge 1) sehr viel weniger Alkamide sichtbar als im Chromatogramm der
Wurzel von 1998 (Charge 2 und 3) oder der frischen Wurzeldroge (Charge 4).
Abbildung 4.8 zeigt ein aufkonzentrierteres DC-Chromatogramm der Charge 1, welches
den anderen Wurzelchargen entspricht, so dass alle vier E. atrorubens radix-Chargen ein
homogenes Diinnschichtchromatogramm liefern und sich lediglich in quantitativer
Hinsicht unterscheiden.
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Abbildung 4.9: DC-Vergleich der n-Hexan-Soxhletextrakte vier verschiedener E. atrorubens radix
Drogenchargen: Detektion: Detektion mit Anisaldehyd/Schwefelsdure-Reagenz/Vis;
Trennsystem DC-TI.

= Charge 3: Ernte 1998 aus Arkansas

= Charge 2: Ernte 1998 aus Centralkansas

= Charge 1: Ernte 1997 aus Kansas

= Charge 4: Frische Wurzeldroge aus dem Botanischen Garten, Diisseldorf
=70 prozentiger Methanolextrakt der Charge 1 (Ernte 1997 aus Kansas)

= 70 prozentiger Methanolextrakt der Charge 4 (Frische Droge)

= Dodeca-2FE,4E-diensdure-isobutylamid A11

= Dodeca-2E 4E,8Z-triensdure-isobutylamid A10

eI B Y A

Hydrophile Extrakte

Die Methanol-Soxhletextrakte von E. atrorubens wurden mit einem Fliessmittelgemisch
aus Ethylacetat-Wasser-Ameisensiure-Essigsdure (100:27:11:11) diinnschichtchromato-
graphisch aufgetrennt. Die einzelnen Zonen wurden zum einen durch ihre Fluoreszenz
im UV-Licht bei 366 nm und zum anderen im UV- und Tageslicht nach Detektion mit
Naturstoffreagenz-PEG charakterisiert (REMIGER, 1988).

Sowohl im Kraut als auch in der Wurzel von E. atrorubens konnten weder
Cichoriensdure, noch Echinacosid, Cynarin oder Verbascosid mittels DC nachgewiesen
werden. Im Diinnschichtchromatogramm des Krautextraktes wurden im UV-Licht bei
366 nm Rutosid als schwach rote Zone bei Rf 0,42 und Chlorogensdure als blau
fluoreszierende Bande (Rf 0,55) sichtbar. Weiterhin erschien bei einem Rf-Wert von
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0,45 Narcissin, das erstmals aus der Gattung Echinacea isoliert und identifiziert werden
konnte (siehe Kapitel 4.4.1, Seite 111), als dunkelrote Zone.

Nach Besprithen mit Naturstoffreagenz-PEG farbte sich Rutosid orange, Narcissin
gelb/orange und Chlorogensiure blau an.

Tabelle 4.5:  Rf-Werte und Detektionsverhalten der in E. atrorubens herba nachgewiesenen

hydrophilen Verbindungen (Trennsystem: DC-T3).

Verbindung Rf-Wert UV 366 nm Naturstoff-Reagenz/PEG
Rutosid 0,42 schwach rot orange
Narcissin 0,45 dunkelrot gelb/orange
Chlorogensiure 0,55 blau blau

Im Diinnschichtchromatogramm des Wurzelextraktes konnten unter den obengenannten
Bedingungen keine Substanzen nachgewiesen werden.

Die vorangegangenen Untersuchungen stellen die ersten Diinnschicht- und HPL
chromatographischen Analysen von E. atrorubens dar.
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4.2. Isolierung und Strukturaufklarung von Alkamiden aus
Echinaceae atrorubens radix

4.2.1. Fraktionierung

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die lipophilen Bestandteile von E. atrorubens
radix ndher zu untersuchen. Da bereits bekannt war, dass Alkamide phagozytose-
stimulierende und entziindungshemmende Eigenschaften aufweisen (sieche Kapitel 2.2.1
und 2.4.1) und so wahrscheinlich an der Wirkung von Echinacea-Zubereitungen be-
teiligt sind, sollten weitere Alkamide aus der Wurzel von E. atrorubens isoliert und
aufgekliart werden, um sie verschiedenen pharmakologischen Untersuchungen unter-
ziehen zu konnen. Die HPL-chromatographische Analyse des n-Hexanextraktes aus E.
atrorubens radix lieferte ein vielfdltiges Inhaltsstoffspektrum chromatographisch eng
benachbarter Peaks von Alkamiden (siche Kapitel 4.1.1). Aus diesem Grund waren fiir
die Auftrennung der Alkamide verschiedene chromatographische Systeme mit unter-
schiedlichen stationdren und mobilen Phasen notwendig. n-Hexan wurde gegeniiber
Dichlormethan oder Chloroform als Extraktionsmittel bevorzugt, da zum einen auf
chlorierte Losungsmittel weitestgehend verzichtet werden sollte und zum anderen mit
diesen gleichzeitig hydrophile Substanzen extrahiert wiirden, die die Isolierung der
Alkamide erschwert hétten.

Fiir die Grobfraktionierung des n-Hexanextraktes wurde als erstes eine Vakuumfliissig-
chromatographie an Kieselgel mit n-Hexan-Ethylacetat-Mischungen als Elutionsmittel
durchgefiihrt (siehe 9.6.1). Die Fraktionen IX-XI des Extraktes E1 und die Fraktionen
[I-IV aus dem Extrakt E2 enthielten die gesuchten Alkamide. Da die Fraktionen II bzw.
X noch ein sehr komplexes Alkamidspektrum aufwiesen, wurden diese jeweils erneut
mittels Vakuumfliissigchromatographie an Kieselgel angereichert. AnschlieBend
wurden die Alkamidfraktionen jeweils durch Mitteldruckfliissigchromatographie
(MPLC) an RP-18 Material mit Acetonitril-Wassergradienten aufgetrennt. Mit Hilfe
dieses Verfahrens konnten einige Alkamide bereits in reiner Form erhalten werden. Fiir
die Aufreinigung anderer, strukturell sehr dhnlicher Verbindungen war semipréparative
HPLC auf einer RP-18 Siule notwendig. Die Trennmethoden wurden jeweils speziell
fiir die einzelnen Alkamide optimiert.

Eine ausfiihrliche Beschreibung des Trennungsverfahrens findet sich in Kapitel 9.6.1.
Eine Ubersicht iiber alle Trennungsschritte gibt das Isolierungsschema in Abbildung
4.10 und Abbildung 4.11 wieder.
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Abbildung 4.10:1Isolierungsschema der Alkamide aus dem Extrakt 1 (E1) von E. atrorubens radix (Ernte

1997, 256 g).
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Abbildung 4.11:Isolierungsschema der Alkamide aus dem Extrakt 2 (E2) von E. atrorubens radix (Ernte

1998, 1293 g).



62 4 Eigene phytochemische Untersuchungen

4.2.2. Probleme bei der Isolierung von Alkamiden

Aufgrund der ungesittigten Strukturen im Sdureteil der Alkamide sind diese vor allem
im isolierten Zustand relativ instabil. Dies erfordert bei der Isolierung besondere
Arbeitsbedingungen. Wiéhrend die Substanzen in Losung relativ stabil sind, neigen sie
als Festsubstanzen dazu, dunkle, unldsliche Polymerisationsprodukte ungeklérter
Zusammensetzung zu bilden. Diese sogenannte ,,echte Polymerisation® lauft iiber
parallel ausgerichtete, angendherte Ketten ab, zwischen denen nach Anregung ihres 7t-
Elektronensystems durch Licht und Wirme Wechselwirkungen und damit die
Ausbildungen neuer Bindungen moglich werden (BOHLMANN, 1953). Auflerdem ist der
ungesittigte Fettsdureanteil der Alkamide anfillig fiir Autoxidationen (Allyloxidation),
so dass aus den genuien Inhaltsstoffen innerhalb kurzer Zeit hydroxylierte Artefakte
entstehen konnen. BOHLMANN und Mitarbeiter (1973) beschrieben dies fiir dhnliche
Verbindungen. Zur Vermeidung dieser Vorgdnge wurden die Wurzeln im unzer-
kleinerten Zustand und die isolierten Verbindungen unter n-Hexan unter Licht- und
Wirmeausschluss gelagert.

Trotz einer Lagerung unter n-Hexan bei —20 °C wurde jedoch zum Beispiel bei
Verbindung A1, dem Undeca-2E,4Z-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid, eine Konfigura-
tionsdnderung der Doppelbindung zu dem stabileren 2E,4E-Isomer A2 festgestellt. Da
Alkamide biosynthetisch aus cis-konfigurierten Fettsduren entstehen, ist anzunehmen,
dass Al von der Pflanze gebildet wird und dass das frans-Isomer A2 spdter durch
Isomerisierung entsteht.

4.2.3. Undeca-2E,4E/Z-dien-8,10-diinsiure-isobutylamide (Verbindungen
Al/2)
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Die Substanz A1 (7 mg) konnte zuerst mittels semipraparativer HPLC aus der Fraktion
XI.2 des Extraktes E1 als weille Kristalle gewonnen werden. Wéhrend der Aufarbeitung
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und Lagerung von Al erschien im DC- und GC-MS-Chromatogramm ein weiterer
Peak, der durch die Substanz A2 verursacht wurde. AuBBerdem gelang die Isolierung von
Al (29,7 mg) mittels MPLC aus der Fraktion III und IV der VSC-Trennung des
Extraktes E2. Da sehr schnell nach der Isolierung eine Untersuchung erfolgte, konnte
dieses Mal nur A1 nachgewiesen werden.

Das wihrend der HPLC-Trennung aufgenommene UV-Spektrum der Substanz A1 wies
ein Absorptionsmaximum bei 260 nm auf, welches auf ein 2,4-Dienamid-Chromophor
hindeutete. Die Substanz A2 wies das gleiche HPLC- und UV-Verhalten auf wie die
Verbindung Al.
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Abbildung 4.12:UV-Spektrum der Verbindung A1/A2

Das El-Massenspektrum von Al bzw. A2 lieferte jeweils einen Molekiilpeak bei m/z
229, entsprechend einer Formel von C;sH;9NO. Die Abspaltungen von 15, 43, 57 und
72 Masseneinheiten (m/z bei: 214, 186, 172, 157) sind charakteristisch fiir eine
Isobutylamidgruppierung (REMIGER, 1988, (siche Abbildung 4.13).
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Abbildung 4.13:GC-EI-Massenspektrum von A2.
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Der Basispeak von Al bei m/z 128 [M-CsH;NO]" zeigte einen Bindungsbruch
zwischen C-1 und C-2 im Séureteil an. Die Differenz von einer Masseneinheit ldsst sich
durch den Verlust eines weiteren Wasserstoffatoms erkldren. Das Massenspektrum von
A2 unterschied sich nur durch den Basispeak bei m/z 157 [M-C,H;oN]" (siche
Abbildung 4.13).

Das 'H-NMR-Spektrum bestitigte die Isobutylamidstruktur von A1/A2 mit den
Signalen bei 3,15 (dd, Hy-1"), 1,79 (m, H-2") und 0,91 ppm (d, H3-3", H3-4") (siche
Abbildung 4.14). Da die beiden Kopplungskonstanten von H,-1" zu H-2" und N-H
gleich grol waren, erschien das Signal der beiden Methylenprotonen H,-1" bei
3,15 ppm zwar wie ein Triplett, stellte jedoch ein Dublett vom Dublett dar. Das
Methinproton H-2" lieferte durch die Nachbarschaft zu den beiden magnetisch
dquivalenten Methylgruppen H3-3" und H3-4', die gemeinsam als Dublett bei 0,91 ppm
auftraten, und zu dem Methylenproton H,-1" ein stark aufgespaltenes Signal bei
1,79 ppm (theoretisch 7gg). Das Proton am Stickstoff erschien als stark verbreitertes
Signal bei 5,45 ppm.

Fiir die Identifizierung der Sauregruppierung von Al und A2 war ein 'H,'H-Korre-
lationsspektrum (COSY) notwendig. Zuerst wurden die Resonanzsignale des 'H,'H-
COSY- und 'H-NMR-Spektrums, das nur A1 und noch kein A2 enthielt, den Protonen
der Substanz A1 zugeordnet (siche Abbildung 4.14). Bei 5,85 ppm erschien das Dublett
von H-2 und koppelte mit einer Konstante von 15,1 Hz mit H-3 (7,47 ppm, ddd),
welches die E-Konfiguration der Doppelbindung an C2/C3 bewies. Wie es fir o,[3-
ungesittigte Carbonylgruppen charakteristisch ist, liegt das Signal von H-3 durch den
elektronenziehenden Einfluss der Carbonylgruppe sehr weit im Tieffeld bei 7,47 ppm.
Im 500 MHz-"H-NMR-Spektrum konnte die Aufspaltung von H-3 zu einem dreifachen
Dublett beobachtet werden. Neben der Kopplung zu H-2 und H-4 (6,15 ppm, 11,9 Hz,
ddt) wurde weiterhin eine Allylkopplung mit 1,5 Hz festgestellt. Die Kopplungs-
konstante von 11,9 Hz zwischen H-4 und H-5 (5,80 ppm, dr) zeigte an, dass diese mit-
einander cis-verkniipft waren. Die Signale von H,-6 und H,-7 erschienen im hdéheren
Feld bei 2,53 und 2,36 ppm. H,-6 wies zwei vicinale Kopplungen zu H-5 und H;-7 mit
jeweils 6,9 Hz auf und zusétzlich eine long-Range-Kopplung zu H-4 mit 1,5 Hz. H,-7
spaltete sich als Triplett-Dublett auf (J = 6,9; 1,1), wobei die kleine Kopplungskonstante
von 1,1 Hz eine Fernkopplung anzeigte. Da H,-7 nur zu H-6 und einem weiter
entfernten Proton koppelte und aufgrund der Masse von 229 Da noch 49
Masseneinheiten fiir den Rest des Molekiils zur Verfiigung standen, liess dies zwei
konjugierte acetylenische Bindungen zwischen C-8/C-9 und C-10/C-11 vermuten. Das
Triplett bei 1,96 ppm mit einer Kopplungskonstante von 1,1 Hz untermauerte diese
Vermutung, da dieses Signal durch das endstdndige, acetylenische Proton H-11
hervorgerufen worden sein musste und die Kopplungskonstante von 1,1 Hz die
Fernkopplung tiber die zwei Dreifachbindungen zu H»-7 belegte.
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Aufgrund der oben genannten spektroskopischen Daten konnte A1l als Undeca-2F,4Z-
dien-8,10-diinsdure-isobutylamid identifiziert werden.
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Abbildung 4.14:' H-NMR-Spektrum von Al (500 MHz CDCI;).

Die UV-, MS- und NMR-Daten stimmten mit den Ergebnissen von REMIGER (1988)
iiberein, der A1 zum ersten Mal aus den Wurzeln von E. purpurea und E. angustifolia
isolierte.

AuBerdem standen die *C-NMR-Daten von Al im Einklang mit den Werten, die
PERRY und Mitarbeiter (1997), die A1 vor allem im vegetativen SproB (Ubergang
Rhizom/Blattrosette) von E. purpurea nachwiesen.

In E. atrorubens konnte diese Verbindung hier zum ersten Mal beschrieben werden.

Im 'H,'H-Cosy- und "H-NMR-Spektrum der isolierten Substanzen aus dem Extrakt E1
(siche Abbildung 4.15) traten neben den oben beschriebenen Signalen fiir A1 weitere,
jedoch schwichere Resonanzsignale im olefinischen Bereich auf. Das Signal bei
7,17 ppm (dd) konnte aufgrund der Kopplungen zu dem Dublett bei 5,78 ppm und zu
dem Signal bei 6,19 ppm (dd) dem Proton 3 zugeordnet werden. Weiterhin ist die
relativ stark tieffeldverschobene Lage des Signals, wie bereits oben beschrieben, typisch
fiir das Proton-3 der o,B-ungesittigten Carbonylgruppe. Die Kopplungskonstante von
15,1 Hz zu dem Dublett von H-2 bei 5,78 ppm belegte die trans-Verkniipfung zwischen
C-3 und C-2. Das Signal bei 6,19 ppm (dd) mit der Kopplungskonstante von 11,3 Hz zu
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H-3, das teilweise durch das Resonanzsignal von H-4 der Verbindung A1l iiberlagert
wurde, muBte folglich durch H-4 von A2 entstanden sein. Im 'H,"H-COSY-Spektrum
war die Kopplung von H-4 zu H-5 (6,03 ppm, dt) mit einer fiir trans-konfigurierte
Doppelbindungen typischen Konstanten von 15,1 Hz gut sichtbar. H-5 koppelte zusétz-
lich mit der Metyhlengruppe 6, welches gemeinsam mit H,-7 als Multiplett bei
2,36 ppm erschien.
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Abbildung 4.15:'"H'H-COSY-Spektrum von AI und A2 (500 MHz, in CDCls,), Beschriftungen beziehen
sich auf A2.

Da A2 laut MS-Spektrum ebenfalls die Masse 229 besall und H,-7 keine weiteren
vicinalen Kopplungen aufwies, mufite der Rest des Molekiils der Verbindung Al
gleichen. A2 konnte also als Undeca-2FE,4E-dien-8,10-diinséure-isobutylamid, dem
trans, trans-Isomer von Al, identifiziert werden. Die genauen "H-NMR-Daten der Ver-
bindungen A1 und A2 sind in Tabelle 4.6 wiedergegeben.

Da Alkamide aus cis-konfigurierten Fettsduren gebildet werden, ist es denkbar, dass Al
genuin in der Pflanze vorliegt und erst spéter im extrahierten oder isolierten Zustand zu
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dem energetisch stabileren A2 isomerisiert. Dafiir spricht weiterhin die Tatsache, dass
mittels GC-MS nur sehr wenig A2 im frisch hergestellten n-Hexanextrakt von E.
atrorubens radix nachgewiesen werden konnte und dass nach einer Lagerungszeit von 2
Monaten der Anteil von A2 im Isomerengemisch zunahm.

Die Verbindung A2 wurde hier zum ersten Mal beschrieben.

Tabelle 4.6: 'H-NMR-Daten von A1 und A2 (500 MHz, in CDCl5).

H Al A2
2 |585 d 15,1 5,78 d 15,1
3 |747 ddd 15,1;11,9;1,5| 7,17 dd 15,1; 11,3
4 6,15 ddt 11,9;11,9;1,5] 6,19 dd 11,3; 11,3
5 |580 dt 11,9; 6,9 6,03 dt 15,1; 6,9
6 (2,53 ddt;2H 6,9;6,9;1,5 | 2,36 m;2H
7 12,36 td;2H 6,9; 1,1 2,36 m;2H
8
9
10
11 |1,96 t 1,1 1,96 t 1,1
N-H |545 brs - 5,45 brs -
1" [3,15 dd;2H 6,9; 6,9 3,15 dd;2H 6,9; 6,9
27 | 1,79 m 1,79 m
3,47|10,91 dd; 6H 6,9; 2,5 0,91 dd; 6H 6,9; 2,5

4.2.4. Undeca-2E-en-8,10-diinsidure-isobutylamid (Verbindung A3)

Die Verbindung A3 (34 mg) wurde wie die vorhergehend beschriebenen Amide A1/A2
mittels semiprdparativer HPLC aus der Fraktion XI1.2 des Extraktes E1 als farblose
Kristalle gewonnen. AuBBerdem gelang die Isolierung von A3 (18,8 mg) mittels MPLC
aus der Fraktion III und IV der VSC-Trennung des Extraktes E2.

Das UV-Spektrum dieser Verbindung zeigte ein UV-Maximum bei 210 nm, welches
auf ein 2-Monoenamid hindeutete.
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Abbildung 4.16:UV-Spektrum von A3

Das Massenspektrum von A3 wies einen Molekiilpeak von m/z 231 auf und zeigte
wiederum die typischen Isobutylamidfragmente. Mit Hilfe der MS-Daten konnte auf
eine Molekiilformel von C;sH;NO geschlossen werden. Der im Vergleich zu A1 um
zwel Masseneinheiten grofere Molekiilpeak von A3 legte die Vermutung nahe, dass es
sich bei A3 um das in 4,5 Stellung hydrierte Derivat von A1 handeln konnte.
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Abbildung 4.17::" H-NMR-Spektrum von A3 (500 MHz CDCl)

Im '"H-NMR-Spektrum waren ebenfalls die typischen Isobutylamidsignale bei 3,13;
1,78 und 0,91 ppm erkennbar (siche Abbildung 4.17). Im olefinischen Bereich traten die
beiden Signale der Wasserstoffatome 2 und 3 bei 5,76 und 6,79 ppm auf. Diese beiden
Protonen koppelten mit einer Konstante von 15,1 Hz miteinander, was die trans-




4.2 Isolierung und Strukturaufklarung von Alkamiden aus Echinaceae atrorubens radix 69

Konfiguration der 2,3-Doppelbindung belegte. Aullerdem wies das Signal von H-2 eine
Triplett-Unterstruktur auf, die durch eine Allylkopplung zu H,-4 bei 2,18 ppm entstand.
H-3 spaltete sich deutlich zu einem Dublett eines Tripletts auf und zeigte so auch die
Kopplung mit 6,9 Hz zu H»-4 an.

Im 'H,'H-Cosy-Spektrum war weiterhin das Kreuzsignal von H,-4 zu dem Signal von
H,-5 und H,-6 bei 1,56 ppm (m, 4H) erkennbar. Das Signal von H-7 erschien bei
2,26 ppm, was durch die Kopplung zu dem Multiplett bei 1,56 ppm belegt werden
konnte. Aus dem Aufspaltungsmuster des Signals von H,-7, einem Triplett (7 Hz) mit
Dublett-Unterstruktur (1,1 Hz), 14Bt sich, wie bei den vorangegangenen Amiden, die
Nachbarschaft zu einer oder zwei konjugierter Acetylengruppen ableiten. Das
acetylenische Proton 11 bei 1,95 ppm, dessen Aufspaltung zu einem Singulett mit
Triplettunterstruktur (J = 1,1 Hz) und dessen Kreuzsignal im 1H,IH-COSY-Spektrum Zu
H-7 eine Fernkopplung durch die beiden Dreifachbindungen anzeigte, bewies dies.

Die oben aufgefiihrten spektroskopischen Daten belegen, dass es sich bei A3 um das
Undeca-2E-en-8,10-diinsdure-isobutylamid handelt. Die Verbindung wurde bereits aus
den Wurzeln von E. angustifolia (REMIGER, 1988) und aus Acmella ciliata (H.B.K.)
CASS. (MARTIN und BECKER, 1985) isoliert. Die hier ermittelten spektroskopischen
Daten stehen im Einklang mit den MS- und 'H-NMR-Literaturdaten (siche Tabelle 4.7).
Fiir E. atrorubens ist diese Verbindung hier zum ersten Mal beschrieben worden.

Tabelle 4.7: 'H-NMR-Daten von A3 und A4 (500 MHz, in CDCI;) im Vergleich zu Literaturdaten von
REMIGER (1988).

H A3 Literatur A3 A4 Literatur A4
2 |5776 dt 15,1;1,3(5,79 dt 15;1 | 5,84 d 145 [586 d 15
3 16,79 dt 15,1;69(683 dt 15,7 | 7,47 dd 14,5;11,3|7,50 dd 15;11
4 (2,18 m;2H 2,30 m - 6,13 dd 11,3;10,7/6,15 dd 11;11
5 |1,56 m;2H - 1,60 m - 5,81 dt 10,7;69 (585 dt 11;8
6 (1,56 m;2H - 1,60 m - 2,50 dt; 2H 6,9 2,52 dt 7,7
7 12,26 dt;2H 6,9; 1,1 |2,30 m - 2,34 td;2H 6,9;1,1 |2,63 t 7
8 - - - -
9 - - - -
10 | - - - -
11 |1,95 t 1,1 1,98 t 1 - -
12 | - 1,87 t;3H 1,1 1,90 s -
N-H |5,41 brs 5,45 brs 5,47 brs 5,56 brs
1" (3,13 dd;2H 6,9;6,9 |3,18 dd 7,7 | 3,16 dd 6,5 318 dd 7,7
2° /1,78 m - 1,80 m 1,79 m - 1,81 m -
3,410,991 d; 6H 6,9 1093 d 7 0,91 d 6,3 093 d 7
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4.2.5. Dodeca-2E,47Z-dien-8,10-diinsaure-isobutylamid (Verbindung A4)
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Die Substanz A4 wurde durch semiprdparative HPLC aus der Fraktion XI.3 des
Extraktes E1 als weille Kristalle isoliert (4 mg). AuBerdem fiel sie bei der MPLC-
Trennung der Fraktion III des E. atrorubens radix Extraktes E2 an (14 mg).

A4 wies wie die Verbindungen A1/A2 ein UV-Absorptionsmaximum bei 260 nm auf,
was wiederum fiir eine 2,4-Dienamid-Struktur sprach.

Mit Hilfe des Massenspektrums konnte der Verbindung eine Masse von 243 mit der
Summenformel C;cH,NO zugeordnet werden. Die typischen Isobutylamidfragmente
bestitigten die strukturelle Ahnlichkeit zu den beiden Isobutylamiden A1/A2. Auch die
Massendifferenz von 14 Einheiten liel vermuten, dass es sich bei A4 um ein
Methylderivat von A1/A2 handeln konnte.

Das 'H-NMR-Spektrum von A4 zeigte im olefinischen Bereich die gleichen Auf-
spaltungen und chemischen Verschiebungen wie A1, so dass auch dies auf eine 2E,4Z-
dien-Struktur schliessen lieB (siche Tabelle 4.7). Die durch die Isobutylamidstruktur
und durch H,-6 und H,-7 verursachten Signale im aliphatischen Bereich waren ebenfalls
identisch zu denjenigen von Al. Eine Ausnahme stellte das Triplett mit einer Kopp-
lungskonstante von 1,1 Hz bei 1,87 ppm dar, das fiir 3 Protonen integrierte. Dies lief3
auf eine endstindige Methylgruppe schlieen, die aufgrund der Fernkopplung zu H»-7
in Nachbarschaft zu zwei konjugierten Acetylengruppen liegen mufite. Damit war
belegt, dass A4 das um eine Methylgruppe reichere Homologe von A1l darstellte. Die
'H-NMR-Daten von A4 sind in Tabelle 4.7, Seite 69 aufgefiihrt. Diese Substanz,
Dodeca-2FE,4Z-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid A4, wurde zum ersten Mal fiir die
Wurzeln von E. purpurea beschrieben (REMIGER, 1988). In E. atrorubens radix wurde
diese Verbindung hier zum ersten Mal gefunden.
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4.2.6. Dodeca-2E-en-8,10-diinsiure-isobutylamid (Verbindung AS)

Verbindung A5 wurde in einer Ausbeute von 8 mg als farblose Kristalle aus Fraktion
X1.3 des Extraktes E1 isoliert.

A5 wies das gleiche UV-Maximum (Apa =210 nm) wie die Verbindung A3 auf, was
ebenfalls auf eine Monoenamid-Struktur hindeutete.

Die Isobutylamidfragmente und ein um 14 Masseneinheiten hoherer Molekiilpeak als
A3 (m/z 245) im Massenspektrum wiesen darauf hin, dass es sich bei A5 um das
Methylderivat von A3 handeln konnte.

Das 'H-NMR-Spektrum bestitigte dies. Denn beide Spektren waren bis auf das Signal
bei 1,89 ppm im Spektrum der Verbindung AS, welches durch die endstindige
Methylgruppe Hs-12 in Nachbarschaft zu einer oder zwei Acetylengruppen verursacht
worden sein musste und fiir 3 Protonen integrierte, identisch. AS stellte folglich das
Dodeca-2E-en-8,10-diinsdure-isobutylamid dar. Die genauen 'H-NMR-Daten sind in
Tabelle 4.8 wiedergegeben.

Tabelle 4.8: 'H-NMR-Daten von A5 und A6 (500 MHz, in CDCI;) im Vergleich zu Literaturdaten von

REMIGER (1988).

H AS Lit. AS A6 Lit. A6

2 |575 dt  15,1;1,3(5,79 dt 15;1 | 5,83 d 15,1 587 d 15

3 1679 dt 15,1;6,96,83 dt 15,7 | 7,52 dd 15,1;11,3| 7,55 dd 15;11

4 (2,17 m;2H 225 m - 6,14 dd 11,3;11,3]6,17 dd 11;11

5 |1,54 m;2H - 1,62 m - 5,87 dt  11,3;69]588 dt 11;7

6 |1,54 m;2H - 1,62 m - 2,53 dt;2H 6,9;6,9 | 2,57 dt 7,7

7 1224 dt;2H 6,9;1,1 |2,25 m - 2,43 t;2H 6,9 247 dt 7,1

8 ; - - ;

9 ; ; - ;

10 - - 542 dq 10,7,19|545 dq 11;1
11 - - 5,80 dq 10,7;6,9(590 m

12 | 1,89 t;3H 1,1 1.90 t 1 1,81 dd;3H 6,9;19 |1,84 dd 7;1
N-H|5,40 brs 5,45 brs - 5,47 brs - 5,57 brs

1" (3,13 dd;2H 69 (3,18 dd 7;7 | 3,14 dd;2H 6,9 3,18 dd 7,7

27 | 1,78 m - 1,80 m - 1,78 m - 1,80 m
3471091 d;6H 6,9 10,93 d 7 0,91 d; 6H 6,9 093 d 7
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Diese Verbindung wurde ebenfalls von REMIGER (1988) fiir E. angustifolia beschrieben.
In E. atrorubens wurde diese Substanz hier zum ersten Mal gefunden.

4.2.7. Dodeca-2E,4Z,10Z-trien-8-insiure-isobutylamid (Verbindung A6)

Die Verbindung A6 fiel zum einen bei der MPLC-Trennung der Fraktion X.7 des E.
atrorubens-Extraktes E1 an, zum anderen wurde A6 jeweils aus den Fraktionen II.3,
II.4 und ILS5 mittels MPLC oder semiprdparativer HPLC aus dem Extrakt E2 als
farbloses Ol rein gewonnen.

Die Substanz stellt das mengenméfig am zweitstérksten vertretene Alkamid dar.

Das UV-Spektrum zeigte neben dem UV-Maximum bei 260 nm eine Schulter bei
231 nm und deutete damit auf das Vorhandensein eines zweiten chromophoren Zen-
trums neben der 2,4-Dienamidstruktur hin (siche Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.18:UV-Spektrum von A6

Das Molekulargewicht von 245 Da, die Summenformel von C;sH»3NO und eine
Isobutylamidstruktur wurde fiir A6 aus dem EI-Massenspektrum abgeleitet.
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Abbildung 4.19:' H-NMR-Spektrum von A6 (500 MHz, in CDCl3).

Das 'H-NMR-Spektrum gab weitere Strukturhinweise (sieche Abbildung 4.19). Im
olefinischen Bereich integrierten die Signale neben dem breiten Singulett fiir das
Stickstoffproton insgesamt fiir sechs Protonen, wobei sich H-2, H-5 und H-11
iiberlappten. Mit Hilfe des 'H,'H-Cosy-Spektrums wurde die Zuordnung zu den
einzelnen Signalen jedoch eindeutig (siche Abbildung 4.20). Entsprechend den
vorhergehend beschriebenen 2,4-Dienamiden lie3 sich auch aus den Signalen der
Protonen 2 und 3 von A6 eine trans-Verknilipfung (J = 15,1 Hz) und aus H-4 und H-5
eine cis-Verkniipfung ableiten (J = 11,3 Hz). Wie bei Al ist auch hier eine Kopplung
von H-5 zu dem Signal bei 2,53 ppm (H,-6, dt) erkennbar. Die Triplettstruktur von H,-7
(2,43 ppm) lieB wiederum auf eine benachbarte Acetylengruppe schliefen. Im 'H,'H-
COSY-Spektrum wurde dariiber hinaus eine Fernkopplung von H,-7 zu dem Dublett
eines Quartetts bei 5,42 ppm sichtbar. Dieses Signal konnte H-10 zugeordnet werden,
da die Kopplungskonstante von 10,7 Hz die cis-Verkniipfung zu H-11 (5,89 ppm, dq)
und die Konstante von 1,9 Hz die Allylkopplung zu der terminalen Methylgruppe H3-12
(1,81 ppm, dd) anzeigte. Im aliphatischen Bereich waren auBlerdem die Signale der
Isobutylamidstruktur erkennbar.
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Abbildung 4.20:"H,'H-Cosy-Spektrum von A6 (500 MHz, in CDCI;)

Aus den oben aufgefiihrten spektroskopischen Daten liel sich die Verbindung A6
eindeutig als Dodeca-2E,47,10Z-trien-8-insdure-isobutylamid identifizieren. Diese
Substanz wurde zum ersten Mal von REMIGER (1988) aus E. angustifolia isoliert. Die
ermittelten UV-, MS-, und NMR-Daten stimmten mit diesen Literaturwerten iiberein.

In E. atrorubens wurde diese Substanz hier erstmalig gefunden.
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4.2.8. Trideca-2E,7Z-dien-10,12-diinsaure-isobutylamid (Verbindung A7)
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Verbindung A7 wurde aus Fraktion XI.3 des Extraktes E1 mittels semiprédparativer
HPLC mit einer Ausbeute von 8 mg als farbloses Ol isoliert.

Das UV-Spektrum (siche Abbildung 4.21) glich den Spektren der Monoenamide,
jedoch war das Maximum geringfligig hypsochrom verschoben (Ay.x =210 nm). Dies
lie3 eine Abweichung der Struktur zu den bisherigen Monoenamiden vermuten.
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Abbildung 4.21:UV-Spektrum von A7

Das EI-Massenspektrum lieferte einen Molekiilpeak bei m/z 257 (C7H,3NO) und die
typischen Isobutylamidfragmente.

Im tiefen Feld des 'H-NMR-Spektrums traten drei Signalgruppen auf, die durch vier
olefinische Protonen und durch das Stickstoffproton verursacht wurden (siche
Abbildung 4.22). Das Dublett von H-2 (5,76 ppm) koppelte mit dem Dublett eines
Tripletts von H-3 (6,79 ppm) mit einer Konstante von 15,1 Hz und zeigte so die trans-
Stellung der Doppelbindung an. Durch die Aufspaltung von H-3 zum Dublett vom
Triplett (J = 15,1; 6,9) war eine weitere Doppelbindung zwischen H,-4 und H,-5 ausge-
schlossen. Mit Hilfe des 'H,'H-COSY-Spektrums konnten die weiteren Signale den
restlichen Protonen zugeordnet werden (siche Abbildung 4.23).

H,-4 trat ebenfalls als Dublett vom Triplett bei einer chemischen Verschiebung von
2,17 ppm auf (J=6,9 Hz). Dieses Signal besal dariiber hinaus eine Dublett-
Unterstruktur mit einer Kopplungskonstante von 1,4 Hz und zeigte damit die Allyl-
kopplung zu H-2 an. Eine vicinale Kopplung von H,-4 fiihrte zu dem Signal bei
1,53 ppm, welches folglich durch H,-5 verursacht wurde. Das Signal von H,-5 wies
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weiterhin einen Crosspeak zu dem Dublett eines Tripletts von H,-6 bei 2,04 ppm auf.
Die Tieffeldverschiebung der Methylengruppe sprach bereits fiir eine Verkniipfung mit
einer olefinischen Teilstruktur.
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Abbildung 4.22:' H-NMR-Spektrum von A7 (500 MHz, CDCl;)
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Abbildung 4.23:"'H,' H-Cosy-Spektrum von A7 (500 MHz; CDCl;)

So war im 'H,"H-COSY-Spektrum auch eine Kopplung zu dem olefinischen Proton von
H-7 bei 5,44 ppm zu erkennen (siche Abbildung 4.23). Dies wies auf eine cis-
Verkniipfung zu H-8 bei 5,41 ppm hin (J = 11,3 Hz). H-8 koppelte weiterhin mit dem
Dublett von H»-9 bei 2,98 ppm (J =6,9 Hz), welches auBerdem Fernkopplungen
einging. Die Aufspaltung und der starke Tieffeldshift deuteten die Nachbarschaft zu
einer oder zwei konjugierter Acetylengruppen an. Das Triplett des endstéindigen acety-
lenischen Protons bei 1,97 ppm zeigte mit der Kopplungskonstante von 1,3 Hz die
Fernkopplung zu H,-9 an und konnte so die Anwesenheit der Acetylengruppen belegen.
Aufgrund der Massenzahl von 257 konnte auf zwei konjugierte Acetylengruppen
geschlossen werden. Tabelle 4.9 gibt die genauen 'H-NMR-Daten wieder.

Mit Hilfe der oben aufgefiihrten spektroskopischen Daten konnte die Struktur von A7
eindeutig als Trideca-2E,7Z-dien-10,12-diinsdure-isobutylamid aufgeklart werden.
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Diese Verbindung wurde bereits von BOHLMANN und HOFFMANN aus Echinacea
purpurea isoliert (1983). Die ermittelten spektroskopischen Werte stimmten mit den

Literaturdaten uberein.

Fiir E. atrorubens wurde die Substanz hier zum ersten Mal belegt.

Tabelle 4.9: 'H-NMR-Daten von A7 (500 MHz, in CDCI;) im Vergleich zu Literaturdaten von

REMIGER (1988).

H A7 Literatur A7
2 |576 d 15,1 1579 d 15
3 16,79 dt 15,1;6,9 6,81 dt 15;7
4 [2,17 dt 6,9;69 [2.19 dt 7,7
5 |1,53 m - 1,55 m -
6 (2,04 dt 6,9;69 (2,06 dt 7,7
7 544 dt 11,3;69 (549 dt 11;7
8 |[541 dt 11,3;69|543 dt 11;7
9 |298 m 3,00 d 6
10 - m -
11 - m -
12 - -
13 |1,97 ¢t 1,3 1,99 s

N-H | 5,43 brs - 5,50 brs -
17 |3,14 dd 6,5 3,16 dd 77
27 | 1,78 m 6,5 1,81 m -

3471091 d 6,3 0,92 d 7
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4.2.9. Dodeca-2E4E,87,10Z/E-tetraensiure-isobutylamide (Verbindungen
A8/9)
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Die Verbindungen A8/A9 stellen die Hauptalkamide in den Wurzeln von E. atrorubens
dar. Im HPLC-Chromatogramm lieferten sie zwei nicht vollstindig getrennte Peaks im
Verhiltnis 1:1, die auch nicht durch eine Verldngerung des HPLC-FlieBmittelgradienten
oder durch isokratische Trennung in reiner Form erhalten werden konnten. Die
Substanzen A8/9 wurden mittels MPLC in einer Ausbeute von 170 mg aus der Fraktion
X.7 des Extraktes E1 isoliert.

In der ersten Vakuumsaulentrennung des Extraktes E2 fielen die Alkamide A8/9 in den
Fraktionen II und III an, sowie auch aus nahezu allen Fraktionen der darauffolgenden
Vakuumsidulen-, MPLC- oder semipriparativen HPLC-Trennungen (ca. 350 mg). Die
Substanzen kristallisierten in n-Hexan bereits bei 4 °C als weille Nadeln aus.

Das wéhrend des HPLC-Laufs aufgenommene UV-Spektrum zeigte ein UV-Maximum
bei 260 nm und eine Schulter bei 231 nm, die eine stirkere Absorption aufwies als
Verbindung A6 (siche Abbildung 4.24).

LA A L R

200 250 300 350 nm

Abbildung 4.24:UV-Spektrum von A8/9

Das GC-EI-Massenspektrum lieferte ebenfalls zwei nur ansatzweise getrennte Signale
mit derselben Masse (247 Da) und dem gleichen Fragmentierungsmuster, die auf eine
Summenformel von C;¢H,sNO schlieBen lieBen. Auffillig waren hierbei neben den
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typischen Isobutylamidfragmenten, zum einen der Basispeak bei 81 Da und zum ande-
ren ein Fragment bei m/z 167. Das UV- und Massenspektrum stimmte exakt mit
demjenigen der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide {iberein, die in den
Wurzeln von E. purpurea und E. angustifolia und im Kraut der drei medizinisch
eingesetzten Echinacea-Arten die Hauptinhaltsstoffe darstellen (siehe Kapitel 2.2.1).
Die Fragmente im Massenspektrum bei m/z 167 und 81 entstehen danach aus der
begiinstigten doppelten Allylspaltung zwischen C-6 und C-7 (REMIGER, 1988).

Im 'H-NMR-Spektrum erschienen alle Signale mit den fir die Dodeca-
2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide zu erwartenden chemischen Verschie-
bungen und Intensititen (REMIGER, 1988, siehe Abbildung 4.25).
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Abbildung 4.25:' H-NMR-Spektrum von A8/49 (500 MHz, in CDCI;).
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So waren im olefinischen Bereich 10 komplexe Signalgruppen zu erkennen, die
aufgrund ihrer Integrale teilweise von beiden Isomeren und teilweise nur von einer der
beiden Verbindungen stammen konnten.

Mit Hilfe des 'H,'"H-COSY-Spektrums konnten die Signale den einzelnen Protonen
zugeordnet werden (siche Abbildung 4.26). Dabei wurde deutlich, dass sich die
Protonen 1-7 beider Verbindungen identisch verhielten wohingegen sich die Protonen
8-12 unterschieden. Neben der 2,4-Dienamidstruktur, die jeweils trans konfiguriert war,
musste sich also ein weiteres konjugiertes Doppelbindungssystem mit abweichender
Konfiguration im hinteren Teil des Molekiils befinden. So wurde mit Hilfe des 'H,'H-
COSY- und 'H-NMR-Spektrums in beiden Verbindungen eine trans-Doppelbindung
zwischen H-8 und H-9 und eine weitere Doppelbindung zwischen H-10 und H-11, die
einmal cis- (J = 10,1 Hz) und einmal trans- (J = 15,1 Hz) konfiguriert war, festgestellt.
Tabelle 4.10 gibt die detaillierten 'H-NMR-Daten der Verbindungen A8/9 wieder.
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Abbildung 4.26:"H,' H-COSY-Spektrum von A8/49 (500 MHz, in CDCL;).

Aufgrund der spektroskopischen Daten konnten A8/A9 damit zweifelsfrei als die
isomeren Dodeca-2E,4F,87,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide identifiziert werden. Die
Verbindungen sind erstmals von BOHLMANN und GRENZ (1966) in Echinacea-Arten
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nachgewiesen worden. Die Stereochemie wurde jedoch erst von REMIGER (1988)
aufgeklart, der die Substanzen aus den Wurzeln von E. angustifolia und E. purpurea
isolierte.

In E. atrorubens wurden die Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide zum
ersten Mal nachgewiesen.

Tabelle 4.10:

REMIGER (1988) .

'H-NMR-Daten von A8/9 (500 MHz, in CDCl;) im Vergleich zu Literaturdaten von

H A8 (10E-Isomer) Literatur A8 A9 (10Z-Isomer) Literatur A9
2 |573 d 15,1 5,76 d 15 |5,73 d 15,1 5,76 | d 15
3 |76 dd 15,1;11,3]|7,18 dd 15;10|7,16 dd 15,1;11,3|7,18|dd |15; 10
4 613 dd 15,1;11,3]6,17 dd 15;11|6,13 dd 151;11,3 |6,17|dd|15;11
5 16,05 dt - 6,10 dt 15;7 |6,05 dt - 6,10 | dt | 15,7
6 |227 m;2H - 2,28 m 2,27 m;2H - 2,28 | m
7 12,23 m;2H - 2,28 m 2,23 m;2H - 2,28 | m
8 523 dt 11,3;6,9 |525 dt 11;7 |539 dt 10,7, 6,9 |5,43|dt | 11;7
9 |595 dd 11,3;11,3|597 dd 11;11]6,27 dd 11,3;10,7]6,30|dd |11;11
10 [6,24 dd  15,1;11,3]6,32 dd 15;11]6,30 dd 11,3;11,316,26|dd | 11;7
11 |5,67 dq 15,1;69 |569 m - 5,53 dq 11,3;6,9 [5,55| m -
12 | 1,76 d;3H 6,9 1,76 dd 7;1 |1,73 d;3H 6,9 1,75|dd | 7;1
N-H | 5,44 brs 5,50 brs - 5,44  brs 5,50 | brs -
1" [3,14 dd 6,9;6,9 (3,16 dd 7;7 |3,14 dd 6,9;69 |3,16|dd| 7,7
2”7 | 1,78 m 1,76 m - 1,78 m 1,76 | m -
3',4°10,89 d 6,9 0,92 d 7 10,89 d 6,9 0,92 d 7

4.2.10. Dodeca-2E 4E,8Z-triensiure-isobutylamid (Verbindung A10)

11 9

Die Substanz A10 wurde zum einen aus der Fraktion IX des Extraktes E1 gewonnen,
zum anderen wurde sie aus der Fraktion I1.2.2 mittels semipridparativer HPLC und aus
der Teilfraktion 11.3.6 des Extraktes E2 mittels MPLC als farbloses Ol isoliert.
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Das UV-Maximum von A10 lag wie bei Alkamid A1/2 und A4 bei 260 nm und zeigte
damit eine 2,4-Dienamidstruktur an.

Das EIl-Massenspektrum sprach fiir eine Molekiilmasse von 249 Da und enthielt
wiederum die typischen Fragmente der Isobutylamidbruchstiicke. Daraus lieB sich eine

Summenformel von C;sH,7NO ableiten, was ein Dihydroderivat von A8/9 vermuten
lief.

Im 'H-NMR-Spektrum von A10 waren die Signale fiir H-2, 3, 4 und 5 identisch mit
denen der Alkamide A8/9 (siche Abbildung 4.27).
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Abbildung 4.27:' H-NMR-Spektrum von A10 (500 MHz, in CDCI;).

Die 2,4-Dienstruktur lag somit auch bei A10 trans,trans-konfiguriert vor. AuBlerdem
war im olefinischen Bereich ein komplexeres Signal, das fiir 2 Protonen integrierte, zu
erkennen, was fiir eine weitere isolierte Doppelbindung in dem Molekiil sprach. Mit
Hilfe des 'H,'"H-COSY-Spektrums konnte die Lage der Doppelbindung eindeutig
festgelegt werden (siche Abbildung 4.28).
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Abbildung 4.28:"H, H-COSY-Spektrum von Verbindung A10 (500 MHz, in CDCI;).

Wie bei Verbindung A8/9 fiihrte ein Crosspeak von H,-5 zu dem Signal von H;-6 bei
2,15 ppm. Zwischen H,-7 und H-8 bei 5,34 ppm war ebenfalls ein Kreuzsignal sichtbar.
Folglich lag die isolierte Doppelbindung zwischen H-8 und H-9. Aus dem Signal der
beiden Protonen lie sich eine Kopplungskonstante von 11,3 Hz errechnen, die auf eine
cis-Verkniipfung schlieBen lieB. Das Signal von H-9 zeigte im 'H,"H-COSY-Spektrum
eine Kopplung zu dem Methylenproton H,-10 bei 1,98 ppm (dt). Im hoheren Feld
erschien das benachbarte H-11 (1,35 ppm, m) und die endstdndige Methylgruppe H-12
(0,87, t). AuBBerdem waren die charakteristischen Isobutylamidsignale sichtbar. Die
genauen 'H-NMR-Daten sind in Tabelle 4.11 wiedergegeben.

Nach Auswertung dieser spektralen Daten wurde A10 zweifelsfrei als Dodeca-
2FE 4E,8Z-triensdure-isobutylamid identifiziert. Die Verbindung A10 wurde bereits von
REMIGER (1988) aus E. purpurea isoliert.

Fir E. atrorubens wurde sie zum ersten Mal beschrieben.
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Tabelle 4.11:  'H-NMR-Daten von A10 und A1l (500 MHz, in CDCl;) im Vergleich zu Literaturdaten
von REMIGER (1988).
H Al10 Literatur A10 All Literatur A11
2 | 5,73 d 15,1 576 d 15 |5,73 d 15,1 575 d 15
3 |7,16 dd 15,1;10,4| 7,19 dd 15;10]7,17 dd 15,1;11,3]7,19 dd 15;11
4 |6,13 dd 15,1;104| 6,15 dd 15;11]6,12 dd 15,1;11,3]6,13 dd 15; 11
5 | 6,05 dt 15,1; 6,3| 6,10 dt 15;7 | 6,06 dt 15,1;6,3 16,06 dt 15;7
6 | 2,15 m;2H 2,18 m 2,12 dt;2H  6,3; 6,3 |2,14 dt 7,7
7 | 2,17 m;2H 2,18 m 1,39 m;2H 1,26 m
8 |534 dt 11,3;6,9] 535 m 1,26 m; 2H 1,26 m
9 | 5,38 dt 113,69 | 535 m 1,26 m;2H 1,26 m
10 | 1,98 dt;2H 6,9;6,9 | 2,00 dt 7;7 | 1,26 m;2H 1,26 m
11 | 1,35 m;2H 1,37 m 1,26 m;2H 1,26 m
12 | 0,87 t;3H 6,9 0,90 t 7 0,88 t;3H 6,9 0,88 t 7
N-H | 5,44 brs - 5,50 brs 5,35 brs 5,55 brs
1" | 3,14 dd;2H 6,3;6,3 | 3,17 dd 7;7 |3,15 dd;2H 6,3;6,3 [3,16 dd 7;7
2 | 1,78 m 6,3;63 | 1,78 m 1,77 m 1,80 m
3,47] 0,90 d;6H 6,3 0,92 d 7 0,90 d; 6H 6,3 093 d 7

4.2.11. Dodeca-2E ,4E-diensiure-isobutylamid (Verbindung A11)
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A11 konnte neben A10 aus der Fraktion IX des Extraktes E1 und aus den Fraktionen
I1.2.2 und I1.3.6 des Extraktes E2 mittels semipréparativer HPLC und MPLC als weil3e
Nadeln gewonnen werden.

Im HPLC-Chromatogramm erschien All nach den anderen bisher genannten
Alkamiden bei einer Retentionszeit von 16,4 min. Dies deutete bereits auf eine
lipophilere Struktur hin.

Das UV-Spektrum mit einem Ayax von 260 nm glich den anderen 2,4-Dienamiden.

Im EI-Massenspektrum erschien der Molekiilpeak bei m/z 251 und es traten die
typischen Isobutylamidfragmente auf (C;cH2oNO). Die Masse von 251 Da liel3
vermuten, dass A1l ein Dihydroderivat der Verbindung A10 darstellen konnte und so

zwei Doppelbindungen weniger aufwies als die Alkamide A8/9.
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Im "H-NMR-Spektrum waren im olefinischen Bereich neben dem breiten Singulett des
Stickstoffprotons drei weitere Signalgruppen erkennbar, deren chemische Verschie-
bungen, Multiplizitdten und Kopplungskonstanten identisch waren mit den Signalen der
Protonen 2-4 der Alkamide A8/9 und A10 (siche Abbildung 4.29). Demzufolge stellte
auch Substanz A11 ein 2E,4E-Dienamid dar. Die weiteren Protonen kamen im héheren
Feld zur Resonanz. So konnte mit Hilfe des 1H-NMR-Spektrums und 'H,'"H-COSY-
Spektrums das Dublett vom Triplett von H,-6 bei 2,12 ppm (dt, 2H), das Signal von H,-
7 bei 1,39 ppm, das Multiplett von H,-8-H,-11 bei 1,26 ppm (8H) und das Triplett der
terminalen Methylgruppe H3-12 bei 0,88 ppm festgelegt werden (siche Tabelle 4.11).

1’ 6 3,4
| J\;/\MLW J\Aﬁk M
e L L B AL A T T T
7.20 7.15 6.10 6.00 315 215 2.10
(ppm) (ppm) (ppm) 3 ¢ 4 ¢
2 ,
2 12
m .
—
T B 7an a5 B
(ppm) (ppm) (ppm)
1
2 6
3 45 2|7
Um N-H
A A e e L
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Abbildung 4.29:'H-NMR-Spektrum von A11 (500 MHz, in CDCl5).
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Abbildung 4.30:"H,' H-COSY-Spektrum von Verbindung A11 (500 MHz, in CDCI;).

Die Struktur von A11 konnte damit eindeutig als Dodeca-2E,4E-diensdure-isobutylamid
identifiziert werden. Diese Verbindung wurde zum ersten Mal aus Pfefferarten isoliert
(DHAR, 1973) und konnte spéter auch in Echinacea-Arten nachgewiesen werden
(VERELIS, 1978; REMIGER, 1988). In den Literatur-NMR-Daten (REMIGER, 1988), die
an einem 360 MHz Spektrometer aufgenommen wurden, kamen jedoch die Protonen
H,-7 bis Hy-11 gemeinsam bei 1,26 ppm zur Resonanz. Da die obengenannten Werte an
einem 500 MHz-Spektrometer gemessen worden sind, wurde das Signal von H,-7-H;-
11 in ein Signal fiir H,-7 bei 1,39 ppm und in ein Multiplett fiir die Protonen 8-11 bei
1,26 ppm aufgespalten. Die weiteren ermittelten spektroskopischen Ergebnisse
stimmten mit den Literaturdaten {iberein (siche Tabelle 4.11).

Fir E. atrorubens wurde diese Substanz noch nicht beschrieben.
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4.2.12. Dodeca-2E,4Z,10Z-trien-8-insaure-2-methylbutylamid (Verbindung

Al12)
O
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Da die Substanz A12 nahezu identische Retentionszeiten im HPLC-Chromatogramm
zeigte wie die Isobutylamide AS8/9, war eine semiprdparative HPLC-Trennung not-
wendig, um die Verbindung A12 aus Fraktion I1.3.4 und 11.4.2 des Extraktes E2
isolieren zu konnen. So wurden insgesamt 53 mg A12 als farbloses Ol gewonnen.

Das UV-Spektrum, das identisch war mit der Verbindung A6, wies ein Maximum bei
260 nm und eine Schulter bei 235 nm auf, so dass auf ein Dienamid mit einem weiteren
chromophoren Zentrum geschlossen werden konnte.

Im EI-Massenspektrum wurde ein Molekiilpeak von 259 Da sichtbar (sieche Abbildung
4.31). Die ungerade Massenzahl wies auf einen Aminteil im Molekiil hin, die
charakteristischen Isobutylamidbruchstiicke fehlten jedoch. Stattdessen waren Fragmen-
te bei m/z 258 [M-H]", 244 [M-Me], 230 [M-C,Hs]", 202 [M-C4Ho]", 188 [M-CsH,,]’,
173 [M-CSHIZN]+ und ein besonders intensives bei 145 [M-C6H12NO]+ zu erkennen.
Die Massendifferenzen von [M-29], [M-57], [M-71], [M-86] und [M—114] sind typisch
fiir das Vorliegen einer 2-Methylbutylamid-Gruppierung (REMIGER, 1988). Die
weiteren Fragmente zeigten sehr groBe Ahnlichkeit zu dem Fragmentierungsmuster der
Verbindung A6.
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Abbildung 4.31:GC-EI-Massenspektrum von AI2 (GC2).
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Das '"H-NMR-Spektrum bestitigte die Annahme, dass es sich um ein 2-Methylbutyl-
amid handelte (sieche Abbildung 4.32), denn das Resonanzsignal der beiden
Methylenprotonen H,-1" wurde in zwei symmetrische Multipletts bei 3,27 und
3,15 ppm aufgespalten, was bei 2-Methylbutylamiden durch die Nachbarschaft des
asymmetrischen C-Atoms C-2° verursacht wird. Im '"H,'"H-COSY-Spektrum war die
Korrelation zwischen dem Multiplett von H-2" bei 1,55 ppm und den beiden Signalen
der H,-1"-Methylengruppen eindeutig erkennbar (siche Abbildung 4.33). Durch die
Nachbarschaft zum chiralen C-2’-Atom konnte weiterhin eine Aufspaltung des Signals
von H»-3" in zwei Multipletts bei 1,39 und 1,15 ppm erklért werden. Die endstdndigen
Methylgruppen, H3-4" und H3-5", kamen gemeinsam bei 0,89 ppm einmal als Triplett
und einmal als Dublett zur Resonanz.

Die Signale der Sauregruppierung waren identisch mit denjenigen der Verbindung A6.
So waren im olefinischen Bereich sechs Signalgruppen, die fiir insgesamt 6 Protonen
integrierten, erkennbar. Nach Zuordnung der Signale mit Hilfe des 'H,'H-COSY-
Spektrums konnte wie bei A6 fiir die 2,4-Dienamid-Struktur eine 2/3-trans-, 4/5-cis-
Konfiguration und fiir die isolierte Doppelbindung zwischen C-10 und C-11 eine cis-
Konfiguration nachgewiesen werden. C-8 und C-9 mufiten durch eine Dreifachbindung
verkniipft sein, da sich H,-7 nur zu einem Triplett und H-10 zu einem Dublett mit
Quartett-Unterstruktur aufspaltete.
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Abbildung 4.32:'H-NMR-Spektrum von A12 (500 MHz, in CDCl5).
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Aullerdem war im 1H,IH-COSY-Spektrum wie bei A6 eine Korrelation zwischen H,-7
und H-10 sichtbar.
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Abbildung 4.33:'H,'"H-COSY-Spektrum von A12 (500 MHz, in CDCI;).

Die '*C-NMR-Daten bestitigten die bisherigen Ergebnisse (siche Abbildung 4.34).
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Abbildung 4.34: C-NMR-Spektrum von A12 (125 MHz, CDC;).
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Abbildung 4.35:HMQC-Spektrum von A12 (500 MHz bzw. 125 Mhz, in CDCI;).

Wie es fiir Ketoamide iiblich ist, kam C-1 bei 166,2 ppm zur Resonanz. Mit Hilfe des
HMQC-Spektrums konnten die sp*-C-Atome den vier Signalen zwischen 110 und 140
ppm zugeordnet werden (siche Abbildung 4.35 und Tabelle 4.12). Das sp-hybridisierte
C-Atom-9 kam durch den abschirmenden Einfluss der olefinischen Bindung weiter im
Hochfeld bei 78,0 ppm zur Resonanz als C-8. Dieses Kohlenstoffatom wurde durch die
Doppelbindung und durch das sp’-C-Atom-7 entschirmt, so dass das Signal von C-8
weiter im Tieffeld bei 93,4 ppm erschien (STOTHERS, 1972).

Im aliphatischen Bereich waren neben den beiden Signalen der Methylen-C-Atome, C-6
(27,5 ppm) und C-7 (19,7 ppm), das Signal der terminalen Methylgruppe der Saurekette
C-12 (15,7 ppm) und die Signale der C-Atome der 2-Methylbutylamid-Gruppierung
sichtbar. Wie es fiir an Stickstoffgebundene C-Atome charakteristich ist, erschien das
Signal von C-1" relativ weit tieffeldverschoben bei 45,2 ppm, das von C-2" bei
35,0 ppm und von C-3" bei 27,0 ppm. Die Signale der endstindigen Methylgruppen
waren wie erwartet sehr weit im Hochfeld bei 11,2 ppm (C-4") und bei 17,1 ppm (C-5")
zu erkennen.

Die spezifische Drehung von A12 wurde mit [o]y’=-11° (¢=0,1; Ethanol p.a.)
bestimmt. Eine definitive Aussage iiber die absolute Konfiguration der asymmetrischen
Zentren an C-2" kann jedoch nicht gemacht werden.

Nach Auswertung der spektralen Daten konnte zweifelsfrei festgestellt werden, dass es
sich bei A12 um das Dodeca-2FE,4Z,10Z-trien-8-insdure-2-methylbutylamid handelt.
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Die Verbindung ist bisher noch nicht nachgewiesen worden und stellt damit einen
neuen Naturstoff dar.

Tabelle 4.12: 'H- und " C-NMR-Daten von A12 (500/125 MHz, in CDCI;).

H/C '"H-NMR BC-NMR
1 - 166,2
2 |583 d 15,1 124.,6
3 1752 dd 15,1; 11,0 135,5
4 |614 dd 11,0; 11,0 127,5
5 |5.85 dt 11,0; 6,9 137,4
6 |253 dt;2H 6,9; 6,9 27,5
7 |244 t 2H 6,9 19,7
8 - 78,0
9 - 93 4
10 |542 dd 10,7; 1,9 110,1
11 |587 dq 10,7; 6,9 137,5
12 | 1,81 dd;3H 6,9; 1,9 15,7

N-H | 5,63 brs
1’a (327 m 6,3; 6,3 452
1b |3,15 m 6,3;6,3
2” |155 m 35,0
3a (139 m 27,0
3b |1,LI5 m
4 1089 t;3H 6,3 11,2
5 1089 d; 3H 6,3 17,1

4.2.13. Dodeca-2E,4Z-dien-8,10-diinséiure-2-methylbutylamid (Verbindung

A13)
O
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Die Substanz A13 wurde mittels semipraparativer HPLC aus Fraktion I1.5.2. mit einer
Ausbeute von 4 mg als weille Kristalle isoliert.
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Das UV-Spektrum war das eines Dienamids mit einem UV-Absorptionsmaximum bei
260 nm.

Das GC-El-Massenspektrum zeigte einen Molekiilpeak bei m/z 257 und die fiir 2-
Methylbutylamide charakteristischen Bruchstiicke. Weiterhin erschien ein Fragment bei
m/z 128, was durch die Abspaltung der 2-Methylbutylamid-Gruppierung ([M-
C6H12NO]+) und einer terminalen Methylgruppe entstanden sein konnte.

Im 'H-NMR-Spektrum waren im aliphatischen Bereich die charakteristischen Signale
der 2-Methylbutylamid-Teilstruktur erkennbar (sieche Abbildung 4.36).
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Abbildung 4.36:' H-NMR-Spektrum von A13 (500 MHz, in CDCI;).
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Abbildung 4.37:'H,' H-COSY-Spektrum von A13 (500 MHz, in CDCl5).

Im olefinischen Bereich waren vier Signale sichtbar, die durch die H-Atome 2-4
verursacht wurden. Die jeweiligen Kopplungskonstanten lieBen auf eine 2FE,4Z-
Konfiguration schlieBen. Die tibrigen H-Atome konnten mit Hilfe des 'H,'H-COSY-
Spektrums den zugehorigen Signalen zugeordnet werden (sieche Abbildung 4.37). Durch
die Aufspaltung der Methylengruppe H,-7 und weiterhin durch das fiir 3 H-Atome
integrierende Singulett bei 1,9 ppm (H3-12) konnte auf eine Dreifachbindung zwischen
C8/C9 und CI10/CI11 geschlossen werden. Folglich handelte es sich hierbei um die
gleiche Sduregruppierung wie bei A4.

Das "’C-NMR-Spektrum bestitigte diese Annahmen. Im aliphatischen Bereich
erschienen die Signale der 2-Methylbutylamid-Kohlenstoffe neben dem C-12 der
Sduregruppierung. Im acetylenischen Bereich waren entsprechend die vier sp-
hybridisierten C-Atome zwischen 60 und 80 ppm zu erkennen. Die vier Signale der
olefinischen C-Atome waren im Bereich von 120 —140 ppm sichtbar. Das Carbonyl-
Kohlenstoff war im zu erwartenden Bereich bei 166,5 ppm zu sehen (sieche Tabelle
4.13).
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Tabelle 4.13:  'H- und > C-NMR-Daten von A13 (500/125 MHz, in CDCl).

H/C "H-NMR [ppm] BC-NMR [ppm] Literatur '"H-NMR
1 - 166,2
2 5,83 d 15,1 124,7 5,90 d 15
3 7,47 dd 15,1; 11,0 135,3 7,48 dd 15; 11
4 6,13 dd 11,0; 11,0 127.9 6,15 dd 11; 11
5 5,81 dt 11,0; 6,9 137,0 5,82 dt 11; 8
6 2,50  dt;2H 6,9; 6,9 27,0 2,52 dt 7:7
7 233 t; 2H 6,9 19.4 2,35 t 7
8 - 73,5 -
9 - 66,2 -
10 - 64,4 -
11 - 75,5 -
12 1,9 s; 3H 4,2 1,90 t 1
N-H 5,45 brs 5,71 brs
1'a | 3,27 m 6,3; 6,3 452 3,23 m
1b | 3,15 m 6,3; 6,9
2’ 1,57 m 35,1 1,58 m
3’a 1,39 m 26,86 1,41 m
3’b 1,15 m 1,17 m
4 090 t; 3H 6,3 11,3 0,92 t
5 090 d; 3H 6,3 17,3 0,92 d

Nach Auswertung der oben aufgefiihrten Daten konnte zweifelsfrei festgestellt werden,
dass es sich bei Verbindung A13 um Dodeca-2E,4Z-dien-8,10-diinsdure-2-methylbutyl-
amid handelte. Die Verbindung wurde von REMIGER (1988) bereits in E. purpurea
nachgewiesen.

Fir E. atrorubens stellt diese Substanz einen neuen Inhaltsstoff dar.
C-NMR Daten waren bisher fiir diese Verbindung nicht beschrieben.
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4.2.14. Dodeca-2E,10E/Z-dien-8-insiure-isobutylamide (Verbindungen
A14/15)
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Die Verbindungen A14/15 fielen in zwei verschiedenen Fraktionen des Extraktes E2 als
weille Kristalle an. Zum einen konnte mittels semipréparativer HPLC aus Fraktion
I1.5.2 vor allem A14 neben einem geringen Anteil von A1S isoliert werden (3 mg), zum
anderen wurden bei der semipridparativen HPLC-Trennung der Fraktion III.1 die nicht
mehr weiter aufzutrennenden Substanzen A14 und A15 zusammen isoliert (13 mg).

Das UV-Spektrum beider Verbindungen wies ein Maximum bei 210 nm auf und zeigte
so eine 2-Monoenamidstruktur an.

Im Massenspektrum erschien der Molekiilpeak bei m/z 247. Damit stellten beide
Substanzen Strukturisomere von A8/9 mit der Summenformel C,cH,sNO dar. Das Frag-
mentierungsmuster zeigte die charakteristischen Isobutylamidfragmente bei m/z 232,
204, 192, 175 und 147 (Basispeak).

Die Isobutylamid-Teilstruktur beider Isomere wurde durch das Protonen-NMR-
Spektrum abgesichert. Wie Abbildung 4.38 zeigt, erschienen im aliphatischen Bereich
die charakteristischen Signale der Isobutylamid-Gruppierung. Die Integration der
weiteren Signale machte deutlich, dass einige Signale beider Verbindungen getrennt
waren, wihrend andere offensichtlich vollstindig iiberlappten.

Die Analyse des 'H,'"H-COSY-Spektrums ergab, dass beide Verbindungen ver-
gleichbare Spinsysteme aufwiesen (siche Abbildung 4.39). Bei der mengenméiBig
dominierenden Komponente A14 zeigte die terminale Methylgruppe Hs-12 (1,83 ppm,
dd) eine Kopplung zu H-11 (5,87 ppm, dq), das seinerseits mit H-10 koppelte
(5,44 ppm, dq). Aufgrund der GroBe der Kopplungskonstante zwischen H-10 und H-11
(11,3 Hz) musste diese Doppelbindung in Z-Konfiguration vorliegen. H-10 zeigte
weiterhin eine Fernkopplung durch die Dreifachbindung zu H,-7, wie durch Vergleich
mit dem 'H,'"H-COSY-Spektren der Alkamide A6 und A12 belegt werden konnte.

Bei der Nebenkomponente A15 ergaben sich analog Kopplungen zwischen Hs-12
(1,73 ppm, dd), H-11 (6,03 ppm, dq) und H-10 (5,45 ppm, m), nur dass hier die
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Kopplungskonstante zwischen H-10 und H-11 15,7 Hz betrug. Somit unterschied sich
A15 von der Hauptkomponente A14 nur durch die E-Konfiguration der terminalen
Doppelbindung.

Die verbleibende Substruktur von H-2-H,-7 zeigte fiir beide Isomere eine sehr gute
Ubereinstimmung mit den entsprechenden Signalen von Verbindung A3 (siche Kapitel
4.2.4). Eine genaue Analyse des 'H,'H-COSY-Spektrums ermbglichte es zum Teil, bei
geringen Unterschieden in der chemischen Verschiebung, die entsprechenden Signale
aufgrund ihrer Integrale und des identischen Kopplungsmusters den Verbindungen A14
bzw. A15 zuzuordnen (siche Tabelle 4.14 und Abbildung 4.38).

(0]
o 9 8 7 5 3 1 v
"= — NN lN/\V
6 4 2 )
H
12 Al4 3

(6]
8
12 o 2_° 7 5 3 I v
Yz \ IN/\(
1 6 4 ) .
H

INE :

z

z 2
2 11 34
11" 2F
MM M
Y Y D T e ses T T ST T
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Z
, 72 4 12
10
E ’
10° N-H 7 20 e
) IR
o ‘5.‘45‘ o ‘5.‘40‘ T ‘_7.‘35‘ o ‘_7.‘3()‘ o ‘2,‘25‘ o ‘_7.‘2()‘ o ‘_7.‘15‘ ‘ R ‘1‘8(‘) T
(ppm) (ppm) (ppm)
2
3 112 10> N-H
E
PRV |
6‘8 6‘4 ‘ 6‘0 nr 5}6 T 5}2 4‘8 4‘4 4‘0 1‘2 Y ()}8 ‘

(ppm)

Abbildung 4.38:1H-NMR—Spektrum von A14/15 (500 MHz, in CDCl;); Z = Z-Isomer Al4; E = E-Isomer
AlS5
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Abbildung 4.39:'H,' H-COSY-Spektrum von A14/15 (500 MHz, in CDCly); Z = Z-Isomer Al4,; E = E-
Isomer A15

Mit Hilfe der oben aufgefiihrten spektroskopischen Daten wurden die beiden isomeren
Verbindungen A14 und A1S eindeutig als Dodeca-2E,10Z,E-dien-8-insdure-isobutyl-
amide identifiziert, wobei A14 das mengenmifBig dominierende Isomer darstellte (3,5:1-
1,5:1). Dies konnte darauthin deuten, dass mit der Zeit, wie bei Verbindung A1/2, die
cis- in die stabilere trans-Form A15 isomerisiert.

Sowohl A14 als auch A15 wurden bisher nicht beschrieben und stellen somit neue
Naturstoffe dar.
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Tabelle 4.14: 'H-NMR-Daten von A14 und A15 (500 MHz, in CDCl5).
H Al14 (10Z-Isomer) A15 (10E-Isomer)
1 - -
2 5,76 dt 15,1; 1,3 5,76 dt 15,1; 1,3
3 6,81 dt 15,1; 6,9 6,81 dt 15,1; 6,9
4 2,18 dt; 2H 6,9; 1,3 2,18 dt; 2H 6,9; 1,3
5 1,55 m; 2H - 1,55 m; 2H -
6 1,55 m; 2H - 1,55 m; 2H -
7 2,35 td; 2H 6,9; 1,3 2,28 td; 2H 6,9; 1,3
8 - -
9 - -
10 5,44 dq 11,3; 1,3 5,45 m 15,7, 1,3
11 5,87 dq 11,3; 6,9 6,03 dq 15,7, 6,9
12 1,83 dd; 3H 6,9; 1,3 1,73 dd; 3H 6,9; 1,3
N-H 5,41 brs 5,41 brs
1 3,14 dd; 2H 6,9; 6,9 3,14 dd; 2H 6,9; 6,9
2’ 1,78 m 1,78 m
3,47 0,90 d; 6H 0,90 d; 6H

4.2.15. Pentadeca-2E,9Z-dien-12,14-diinsédure-isobutylamid (Verbindung

A16)

Mittels MPLC konnte A16 aus Fraktion III des Extraktes E2 mit einer Ausbeute von
28 mg als farbloses Ol isoliert werden.

Das UV-Spektrum unterschied sich von den bisherigen identifizierten Alkamiden, da
das Maximum bei 199 nm lag und bei 211 nm eine Schulter auftrat (siche Abbildung

4.40).
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Abbildung 4.40:UV-Maximum von A16

Da das Spektrum Ahnlichkeiten zu A7 zeigte, war anzunehmen, dass A16 ebenfalls ein
2-Monoenamid darstellen wiirde, welches hochstens im hinteren Teil der Séaure-
gruppierung eine isolierte Doppelbindung aufweisen konnte.

Im GC-EI-Massenspektrum wurde der Molekiilpeak bei m/z 285 beobachtet. Aullerdem
traten die charakteristischen Isobutylamidfragmente bei m/z 270, 242, 213 und 185 auf,
wodurch auf eine Summenformel von C;9H,7NO geschlossen werden konnte.

Das 'H-NMR-Spektrum bestitigte das Vorliegen eines Isobutylamids (siche Abbildung
4.41). Die Signale von H-2-H,-4 entsprachen denen des Alkamids A7, so dass auch bei
A16 ceine trans-konfigurierte Doppelbindung zwischen H-2 (5,74 ppm) und H-3
(6,80 ppm) vorliegen muBte. Das restliche Signalmuster zeigte ebenfalls groBe Ahnlich-
keit mit demjenigen von A7, zusétzlich konnte im aliphatischen Bereich jedoch noch
ein fiir vier Protonen integrierendes Multiplett beobachtet werden. Dies und die
Massenzahl von 285 deuteten daraufhin, dass A16 {ber zwei =zusitzliche
Methylengruppen verfiigen muflte.

Durch das 'H,'H-COSY-Spektrum gelang eine genaue Zuordnung der Signale (sieche
Abbildung 4.42). Danach kamen im aliphatischen Bereich H,-4 bei 2,15 ppm (dtd), H»-
5 bei 1,43 ppm (tt), Hp-6/7 bei 1,33 ppm (m) und H,-8 bei 2,01 ppm (dt) zur Resonanz.
Anhand des Kreuzsignals von H,-8 zu H-9 im olefinischen Bereich bei 5,37 ppm (dtt),
konnte die isolierte Doppelbindung zwischen H-9 und H-10 lokalisiert werden. Die
Kopplungskonstante von 10,6 Hz belegte die cis-Konfiguration. Von H-10 (5,48 ppm,
dtt) fiihrte ein weiterer Crosspeak in den aliphatischen Bereich zum Signal von H,-11
(2,98 ppm, dd). Dieses zeigte im hochaufgelosten Spektrum eine Fernkopplung durch
die Dreifachbindungen zu dem endstindigen acetylenischen H-15 (1,96 ppm, t, J = 1,2).
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Abbildung 4.42:"'H,'H-COSY-Spektrum von A16 (500 MHz, in CDCI;).
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Abbildung 4.43:HMBC-Spektrum von A16 (500 bzw. 125 MHz, in CDCI;).

Die Dreifachbindung wurde weiterhin durch ein HMBC-Spektrum bestétigt. Sowohl
das Signal von H)-11 (2,98 ppm) als auch das von H-15 (1,96 ppm) zeigten Kreuz-
signale zu acetylenischen Kohlenstoffatomen, die im Bereich von 64-78 ppm zur
Resonanz kamen (siehe Abbildung 4.43). Die genauen 'H-NMR- und "*C-NMR-Daten
gibt Tabelle 4.15 wieder.

Mit den oben aufgefiihrten spektroskopischen Daten konnte zweifelsfrei belegt werden,
dass die Verbindung A16 das Pentadeca-2E,9Z-dien-12,14-diinsdure-isobutylamid
darstellt. Diese Substanz wurde bereits frither von BOHLMANN und HOFFMANN (1983)
und von REMIGER (1988) aus E. angustifolia und E. purpurea isoliert. Die 'H-NMR-
Daten stimmen mit den Literaturwerten von REMIGER (1988) iiberein (siche Tabelle
4.15). *C-NMR-Daten wurden bisher fiir diese Verbindung noch nicht beschrieben.

Fiir E. atrorubens wurde diese Verbindung zum ersten Mal belegt.
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Tabelle 4.15:  'H-NMR- und "> C-NMR-Daten von A16 (500 bzw. 125 MHz, in CDCl3) im Vergleich zu
Literaturdaten von REMIGER (1988).

H/C "H-NMR [ppm] “C-NMR [ppm] | 'H-NMR-Literaturdaten
1 - 166,4 -
2 5,74 dt 152;1,5 124,1 5,78 d 15
3 6,80 dt 15,2; 6,9 144,9 6,83 dt 15,7
4 2,15 tdd;2H  6,9;6,9; 1,5 32,3 2,18 dt 7,7
5 1,43 tt;2H 6,9 29,3 1,47 m
6 1,33 m;2H - 29,1 1,36 m
7 1,33 m;2H - 29,0 1,36 m
8 2,01 dt2H 6,9; 6,9 27,4 2,05 dt 7,7
9 537 ttd 10,6; 6,9; 1,2 122,3 5,40 dt 11;7
10 | 548 ttd 10,6; 7,1; 1,2 133,3 5,50 dt 11;7
11 | 298 d;2H 7,1 17,8 3,02 d 7
12 - 76,7* -
13 - 64,8* -
14 - 65,3* -
15 | 1,96 t 1,2 68,8* 2,01 s

N-H | 5,44 brs - 5,50 brs
17 | 3,13 dd 6,3; 6,3 47,2 3,18 dd 7,7
2 1,78 m - 28,5 1,82 m
3 1091 d;3H 6,3 20,5 0,93 d
4 | 091 d;3H 6,3 20,5 0,93 d

* Innerhalb der gekennzeichneten Reihen austauschbar.

4.2.16. Dodeca-2E 4E-diensidure-2-methylbutylamid (Verbindung A17)

Al7 >

Die Substanz A17 wurde aus Fraktion 11.2.2 des Extraktes E2 mittels semipraparativer
HPLC als weil3e Kristalle gewonnen. Die Ausbeute betrug 6 mg.

Das UV-Spektrum mit einem Absorptionsmaximum von 260 nm deutete eine 2,4-
Dienamidstruktur an.
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Das GC-EI-Massenspektrum erbrachte ein Molekulargewicht von 265 Da und zeigte die
schon bei Substanz A12 beschriebenen Fragmente eines 2-Methylbutylamids, was auf
eine Summenformel von Ci7H3NO schlieBen lie. Die deutlich hervortretenden
Fragmente bei m/z 179, 96 und 81 glichen denen der Substanz A11.

Das 'H-NMR-Spektrum bestitigte das Vorliegen eines 2-Methylbutylamids (siche
Abbildung 4.44). Die restlichen Signale konnten dem Séurerest zugeordnet werden und
waren identisch mit denen der Verbindung All, einem Dodeca-2F,4E-diensdure-
Derivat. Im Gegensatz zum Protonenresonanzspektrum von A11 wurde in dem von A17
jedoch das Signal von H»-7 (1,39 ppm, m) durch das Multiplett von H-3"a (1,39 ppm)
iberlagert.
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Abbildung 4.44:'H-NMR-Spektrum von A17 (500 MHz, in CDCl5).

Die Analyse des 'H,'H-COSY-Spektrums bestitigte die bisherigen Ergebnisse (siche
Abbildung 4.45). Tabelle 4.16 gibt die genauen 'H-NMR-Daten wieder.

Verbindung A17 wurde anhand der genannten spektralen Daten eindeutig die Struktur
des Dodeca-2E 4E-diensdure-2-methylbutylamids zugeordnet. Die spezifische Drehung
von A17 betrug [o],’= -4 ° (¢ =0,1; Ethanol p.a.). Ohne kristallographische Analyse
kann jedoch keine definitive Aussage {iiber die absolute Konfiguration des
asymmetrischen Zentrums an C-2" gemacht werden.

Das Dodeca-2E ,4E-diensdure-2-methylbutylamid stellt einen neuen Naturstoff dar.
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Abbildung 4.45:'H,' H-COSY-Spektrum von A17

Tabelle 4.16:  'H-NMR-Daten von A17 und A18 (500 bzw. 125 MHz, in CDCI;).

H "H-NMR A17 [ppm] "H-NMR A18 [ppm]
2 | 572 d 15,1 5,73 d 15,1
3 |717 dd 15,1;10,1 | 7,16  dd 15,1; 10,7
4 |6,13 dd 15,1;10,1 | 6,13  dd 15.1; 10,7
5 |6,06 dt 15,1;6,9 | 6,05 dt 15,1; 6,3
6 |212 du2H @ 69; 69 | 2,17 m;2H
7 1,39 m;2H 2,15 m;2H
8 |126 m;2H 5,34 dt 10,7; 6,9
9 | 126 m;2H 5,38 dt 10,7; 6,9
10 | 1,26 m;2H 1,98 dt;2H 6,9; 6,9
11 | 1,26 m;2H 1,37 m;2H
12 | 0,86 t 6,9 0,88 t;3H 6,9
N-H | 5,55 brs 5,39 brs
1, |3,26 m 3,26 m
1, |3,13 m 3,13 m
2° | 1,55 m 1,58 m
3, 1,39 m 1,37 m
3% 1,14 m 1,15 m
4 088 t3H 6,9 0,88 t;3H 6,9
5 1088 d;3H 6,9 0,88 d;3H 6,9
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4.2.17. Dodeca-2E 4E,8Z-triensiure-2-methylbutylamid (Verbindung A18)

_ NS N ) 2
- - 8 - - - N/\(\4
H

Al8 3

Die Substanz A18 wurde wie A17 ebenfalls aus Fraktion 11.2.2 des Extraktes E2 mit
einer Ausbeute von 4 mg mittels semipriparativer HPLC als farbloses Ol gewonnen.

Das UV-Spektrum wies wie die bisherigen 2,4-Dienamide ein Ay.x von 260 nm auf.

Das GC-EI-Massenspektrum zeigte einen Molekiilpeak von m/z 263 und die charakte-
ristischen 2-Methylbutylamidfragmente (C;7H9NO).

Das 'H-NMR-Spektrum bestitigte das Vorliegen eines 2-Methylbutylamids (siche
Abbildung 4.46). Weiterhin war das gleiche Signalmuster wie bei Substanz A10 zu
erkennen (siehe 4.2.10, Seite 82). In diesem Fall wurde nur das Signal von H,-11 bei
1,37 ppm tiberlagert durch das Multiplett von H,-3 (1,37 ppm).
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Abbildung 4.46:' H-NMR-Spektrum von A18 (500 MHz, in CDCl5).
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Demzufolge handelte es sich bei A18 um das Dodeca-2E 4F,8Z-triensiure-2-
methylbutylamid. Diese Struktur konnte durch ein 'H,'H-COSY-Spektrum bestitigt
werden. Die genauen 'H-NMR-Daten sind in Tabelle 4.16, Seite 105 wiedergegeben.
Die spezifische Drehung von A18 glich derjenigen von A12 und betrug [o],=-13 °
(c=0,1; Ethanol p.a.).

Die Substanz wurde bisher nicht beschrieben und stellt daher einen neuen Naturstoff da.

4.2.18. Dodeca-2E,4E,87,10Z/ E-tetraensiure-2-methylbutylamide
(Verbindungen A19/20)

Al19
0)
1110 7 5 3 I 3
— N — X ) 2 ,
12 9 38 6 4 2 N/\(\A‘
H
A20 5

Die Substanzen A19/20 wurden wie die beiden vorrangegangenen Amide A17 und A18
ebenfalls aus Fraktion I1.2.2 des Extraktes E2 mit einer Ausbeute von 4 mg mittels
semiprédparativer HPLC als weile Kristalle gewonnen. HPL-chromatographisch waren
die beiden Substanzen, die einen gemeinsamen Peak bei einer Retentionszeit von 12,6
Minuten ergaben, nicht zu trennen.

Das UV-Spektrum beider Verbindungen wies wie die Alkamide A8/9 ein Maximum bei
260 nm und eine Schulter bei 231 nm auf. Dies deutete neben einer 2,4-Dienamid-
struktur auf eine zusitzliche konjugierte ungesittigte Teilstruktur hin.

Das GC-Chromatogramm zeigte zwei eng benachbarte Peaks, die das gleiche Massen-
spektrum aufwiesen. Danach war in den Massenspektren beider Substanzen ein
Molekiilpeak von m/z 261 und ein Basispeak von m/z 81, der ebenfalls bei den
Substanzen A8/9 auftrat, zu erkennen. Schwache Fragmente im Amidteil wiesen auf
eine 2-Methylbutylamidstruktur hin. Die Substanzen A19/20 stellten somit Isomere dar,
denen beiden die Summenformel C,7H»7NO zugeordnet werden konnte.

Durch die Analyse des "H-NMR-Spektrums konnte die 2-Methylbutylamidstruktur mit
den charakteristischen Signalen im aliphatischen Bereich eindeutig belegt werden (siehe
Abbildung 4.47).
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Abbildung 4.47: 'H-NMR-Spektrum von A19/20 (500 MHz, in CDCI;).

Im olefinischen Bereich wurde ein sehr komplexes Signalmuster sichtbar. Die
Integration der Signale machte deutlich, dass einige Signale beiden Verbindungen
zugeordnet werden muBten, widhrend andere offensichtlich nur durch ein Isomer
verursacht wurden. Dabei wiesen die beiden Isomere ein Massenverhéltnis von 1:1 auf.
Im Vergleich zum Protonenresonanzspektrum der Verbindungen A8/9 fiel auf, dass die
Signale der Sduregruppierung denen des Spektrums von A19/20 entsprachen.

Das 'H,'H-COSY-Spektrum bestitigte das Vorliegen der beiden isomeren Dodeca-
2EAE 87,107/ E-tetraensduren, die sich somit nur durch die Konfiguration der
Doppelbindung zwischen H-10 und H-11 unterschieden. Im Gegensatz zu A8/9 sind
diese jedoch mit einer 2’-Methylbutylamidstruktur verkniipft, die durch das
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assymetrische Zentrum an C-2” eine spezifische Drehung der Isomere von [o],*= -4 °

(c =0,1; Ethanol p.a.) verursacht.

Die beiden isomeren Verbindungen A19/20 konnten mit den oben aufgefiihrten
spektroskopischen Untersuchungen als die bisher in der Literatur noch nicht beschrie-
benen Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensdure-2-methylbutylamide identifiziert werden.

Tabelle 4.17:  'H-NMR-Daten von A19/20 (500 MHz, in CDCI;).

H A19 (10E-Isomer) A20 (10Z-Isomer)
2 5,73 d 15,1 5,73 d 15,1
3 7,16 dd 15,1; 11,3 7,16 dd 15,1; 11,3
4 6,13 dd 15,1; 11,3 6,13 dd 15,1; 11,3
5 6,05 dt - 6,05 dt -
6 2,27 m; 2H - 2,27 m; 2H -
7 2,23 m; 2H - 2,23 m; 2H -
8 5,23 dt 11,0; 6,9 5,33 dt 11,0; 6,9
9 5,95 dd 11,0; 10,4 6,28 dd 11,0; 10,4
10 6,23 dd 15,1; 10,4 6,30 dd 11,3; 10,4
11 5,67 dq 15,1; 6,9 5,53 dq 11,3; 6,9
12 1,76 d; 3H 6,9 1,73 d; 3H 6,9

N-H 5,40 brs 5,40 brs

1, 3,25 m 3,25 m

17 3,15 m 3,15 m

2’ 1,58 m 1,58 m

3 1,39 m 1,39 m

3% 1,15 m 1,15 m

4’ 0,89 t;3H 6,9 0,89 t; 3H 6,9
5 0,89 d; 3H 6,9 0,89 d; 3H 6,9
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4.3. Identifizierung weiterer lipophiler Verbindungen

4.3.1. Identifizierung der Triterpene 3-Sitosterol, Stigmasterol und
Campesterol

‘0, i H : H :
. //’I,, 5 /'//,' \ 7
H g o
M m
Campesterol B-Sitosterol Stigmasterol

Nach der ersten Vakuumsédulenchromatographie des Extraktes E1 wurden in Fraktion
VIII weie Kristalle erhalten, die aufgrund fehlender UV-Absorption weder durch
HPLC-UV noch mittels Fluoreszenz oder Fluoreszenzloschung auf der DC-Platte
detektierbar waren. Nach einer GC-MS-Analyse mit Spektrenvergleich verschiedener
Triterpene wurden [-Sitosterol, Stigmasterol und Campesterol identifiziert (GC-
Methode: GC-4). Durch vergleichende Diinnschichtchromatographie mit authentischen
Verbindungen konnte dies bestitigt werden (DC-T 1, Detektion mit Anisaldehyd/H,;SOs-
Reagenz).

Sterole sind im Pflanzenreich weit verbreitet. Als Inhaltsstoffe fiir E. atrorubens wurden
sie bisher noch nicht beschrieben, -Sitosterol und Stigmasterol konnten aber bereits im
Kraut und in den Wurzeln von E. angustifolia und E. purpurea nachgewiesen werden
(VERELIS und BECKER, 1977; REMIGER, 1988).
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4.4. Isolierung und Strukturaufklarung einer hydrophilen
Verbindung aus Echinaceae atrorubens herba

Um aus phytochemischen und chemotaxonomischen Griinden die Hauptsubstanzbande
des Methanolextraktes aus E. atrorubens herba im Diinnschicht-Chromatogramm und
den Hauptpeak im HPLC-Chromatogramm identifizieren zu konnen, isolierten wir diese
Verbindung aus dem Methanolextrakt.

4.4.1. Narcissin (Verbindung FG1): 3,4°,5,7-Tetrahydroxy-3 -methoxy-
flavon-3-B-[6-O-0-L-rhamnopyranosyl-D-glucopyranose]

Die Verbindung FG1 konnte in einer Ausbeute von 1 mg aus dem Methanolextrakt von
E. atrorubens herba mittels priaparativer DC (Fliessmittelsystem DC-T3, siche Kapitel
4.1.2) DC-rein isoliert werden.

Auf der DC-Platte erschien FG 1 im UV-Licht bei 366 nm als dunkelrote Zone. Nach
Besprithen mit Naturstoffreagenz/PEG zeigte sich eine orange/gelbe Fluoreszenz bei
366 nm und ein oranger Fleck im Tageslicht. Das UV-Spektrum, welches wiahrend der
HPLC-Analyse aufgenommen wurde (Trennsystem Ech 2, siche Kapitel 9.2.5), lieferte
das Absorptionsmaximum der Bande II bei 254 nm, zwei Schultern bei 268 nm und
300 nm und das Maximum der Bande I bei 354 nm.

Im positiven Modus des LC-MS-Spektrums (aufgenommen durch Elektronische Ioni-
sation) befand sich ein ,,Cluster-Ion* vom Typ [M+Na]" bei m/z 647, was auf eine
Molekularmasse fiir FG-1 von 624 schlielen lieB. Bei Glykosiden werden in dieser
Form der Massenspektrometrie lediglich die Zucker abgespalten, fiir eine weitere
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Fragmentierung der Aglyka reicht die Kollisionsenergie der beschleunigten Pseudo-
molekiilionen nicht aus. So spaltete FG-1 zuerst das Fragment der Masse 146 [M+H-
146]" ab, welches typisch fiir eine Desoxyhexose wie Rhamnose ist, und anschliefend
ein Bruchstiick mit der Masse 162 [M+H-146-162]", das fiir eine Hexose wie Glucose
oder Galactose spricht.

Durch die Hydrolyse der Verbindung FG-1 auf einer DC-Folie konnten die beiden
Zuckerkomponenten als Rhamnose und Glucose identifiziert werden (DC-System: DC-
T4; Detektion mit Thymol-H,SO4-Reagenz, siche Seite 152). Da beide Fragmente im
Massenspektrum immer nacheinander auftraten, lie sich eine Verkniipfung der beiden
Zucker zu einem Rhamnoglucosyl vermuten. Das Aglykon erschien im Massen-
spektrum mit einer Masse von 317 als [Aglykon+H]" Ion. Flavonoide werden unter
diesen Reaktionsbedingungen in der Regel am O-1 protoniert (STEVENS et al., 1995). Es
musste sich also um ein methyliertes Quercetinderivat mit einem Molekulargewicht von
316 Da handeln. Durch Abspaltung eines Methylradikals entstand aus dem protonierten
Aglykon das Fragment mit der Masse 302. Wie oben bereits erwidhnt, reichte die
zugefiihrte Energie nicht aus, die liblichen Zerfallswege anzustoflen, so dass nur unspe-
zifische Radikale abgespalten wurden und keine Retro-Diels-Alder-Fragmente im
Massenspektrum erkennbar waren.

Im '"H-NMR-Spektrum (siche Abbildung 4.48 und Tabelle 4.18) befanden sich die
beiden A-Ring Protonen von FG-1 typischerweise relativ weit im Hochfeld bei
6,14 ppm fiir H-6, welches meta mit H-8 (6,32 ppm) koppelte. Wie es fiir 3'-OH
methylierte B-Ringe charakteristisch ist, verschob sich H-6" ins Hochfeld (7,63 ppm)
und H-2" durch den Einfluss der 3'-OCH;-Gruppe ins Tieffeld (7,94 ppm) (MABRY et
al., 1970). Wéhrend H-2" nur meta mit H-6" koppelte, zeigte H-6" eine weitere ortho-
Kopplung zu H-5" (6,90 ppm). Das 'H-NMR-Spektrum belegte somit, dass es sich bei
dem hier vorliegenden Aglykon um Isorhamnetin handeln musste. Da die
Substanzmenge nicht ausreichte die Zuckerverkniipfungen durch das 'H-NMR-
Spektrum oder durch andere NMR-Versuche zu identifizieren, wurde zusétzlich nach
den obengenannten Versuchen ein direkter Vergleich mit der authentischen Substanz
Narcissin (Isorhamnetin-3-rutinosid) vorgenommen. DC-, HPLC-, NMR- und LC-MS-
Untersuchungen mit der Referenzsubstanz identifizierten FG1 eindeutig als
Isorhamnetin-3-rutinosid (Narcissin). Narcissin wurde zum ersten Mal von KUBOTA und
HASE (1956) aus den gelben Bliitenbléttern von Narcissus tazetta L. var. chinensis
isoliert. KOTAKE und ARAKAWA (1956) fanden es in den Pollen von Lilium auratum,
HOHRHAMMER et al. (1960, 1966) in Herniara glabra und in den Bliiten von Cereus
grandiflorus Mill.. AuBlerdem konnte es aus Brassica napus var. oleifera (KRAMER,
1966), aus Limnanthes douglsii (PARKER und BOHM, 1975), aus den ménnlichen Bliiten
von Cucurbita pepo (ITOKAWA et al., 1981) und aus den Bliitenblittern von Lilium
cordatum (NAKANO et al., 1989) gewonnen werden. HOHRHAMMER et al. (1966)
stellten Narcissin zusétzlich synthetisch her.

Fiir das Genus Echinacea ist das Vorkommen von Narcissin neu.
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Abbildung 4.48:Auszug aus dem 'H-NMR-Spektrum des Aglykons (Isorhamnetin) von Verbindung FGI
(500 MHz, in CD;0D)

Tabelle 4.18:  'H-NMR-Daten des Aglykons von Verbindung FGI (500 MHz, in CD;OD)

H S [ppm] Multiplizitit J [Hz]

2’ 7,94 d 2,2

6 7,63 dd 8,5;2,2

5 6,90 d 8,5

8 6,33 d 2,0

6 6,15 d 2,0
3’-OCHj 3,94 s -
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4.5. Isolierung und Strukturaufkldrung eines Flavonoids aus
dem Presssaft von Echinaceae purpureae herba

Im Rahmen von vergleichenden Vorversuchen wurde der medizinisch eingesetzte
Presssaft aus dem frischen Kraut von E. purpurea untersucht und dabei ein fiir diese
Zubereitung noch nicht bekanntes Flavonoid detektiert. Dieses wurde darauthin isoliert
und dessen Struktur anschlieBend aufgeklart.

4.5.1. Robinetin (Verbindung F1): 3",4°,5",7-Tetrahydroxyflavonol

Die Verbindung F1 wurde als gelbes Pulver aus einem E. purpurea-Presssaft (Fa.
Schonenberger) durch  Ausschiitteln  mit  Ethylacetat und anschlieBender
sdulenchromatographischer Trennung an Sephadex isoliert. Die Ausbeute betrug 9 mg.

Auf der DC-Platte erschien F1 im UV-Licht bei 366 nm als gelb fluoreszierende Bande.
Nach Detektion mit Naturstoffreagenz A zeigte die Substanz im Tageslicht eine orange
Féarbung und im UV-Licht eine stark fluoreszierende orange Bande. Dies deutete auf ein
Flavanol mit mindestens zwei ortho-stindigen OH-Gruppen in Ring B hin (BRASSEUR
und ANGENOT, 1986).

Die UV-Analyse unter Zugabe verschiedener Verschiebungsreagenzien lie folgende
Strukturhinweise zu (MABRY et al., 1970):

MeOH: Das UV-Maximum der Bande I bei 368 nm sprach fiir ein freies
Flavonol. Die Lage des Maximums von Bande II bei 252 nm war charakteristisch fiir
eine Di- oder Trihydroxygruppierung in Ring B (CHIRIKDJIAN und BLEIER, 1971). Da
die Bande Il neben dem Absorptionsmaximum nur eine sehr leichte Schulter bei 266 nm
aufwies, war dies eher ein Hinweis auf eine Dreier-Substitution in Ring B.

NaOMe: Da die Zugabe von NaOMe zu einer Abfall der Absorptionspeaks
fiihrte, mufite die Substanz mindestens eine alkali-sensitive Gruppierung besitzen. Dies
traf auf eine 3,4 -Dihydroxystruktur und eine 3°,4°,5 -Trihydroxystruktur zu.
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AuBerdem trat eine zusitzliche Absorption bei 325 (330) nm auf, welches fiir eine freie
OH-Gruppe an C-7 sprach.

AICIs/HCI: Die ortho-Di- oder Trihydroxygruppe im B-Ring lie sich ebenfalls
aus dem AICIl;-Spektrum ableiten. Nach Zusatz von AICl; wurde die Bande I im
Vergleich zu dem in Methanol aufgenommenen Spektrum um 77 nm bathochrom und
nach anschlieBender Zugabe von HCl um 59 nm hypsochrom verschoben. Dies lie3 sich
dadurch erkléren, dass der Al-Komplex mit der o-Dihydroxygruppe sdurelabil war, der
Chelatkomplex mit der OH-Gruppe an C-3 sowie mit der 4-Oxo-Gruppe jedoch einen
sdurestabilen bathochromen Shift bewirkte.

NaOAc: Nach Zugabe von NaOAc nahm mit der Zeit die Absorption von F1 ab,
was wiederum die Anwesenheit einer 3,4°-Di- oder 3,3",4’-Trihydroxygruppe
bestétigte.

NaOAc/H3BOs: Auch der Zusatz von Borsdure belegte eine 37,4’-Di oder 3°,4°,5'-
Trihydroxygruppierung in Ring B, da es zu einer bathochromen Verschiebung der
Bande [ um 17 nm kam.

Weitere wichtige Hinweise fiir die Strukturaufkldrung von Flavonoidaglyka lieferte die
Massenspektrometrie. Da aufgrund der hohen Polaritit der Substanz F1 keine GC-MS-
Analyse durchgefiihrt werden konnte, wurde zum einen ein Massenspektrum mit
chemischer Ionisation (NHj3), zum anderen ein Massenspektrum mit ElektronenstoB3-
Ionisation aufgenommen.

Mit beiden Methoden wurde fiir F1 ein Molekiilpeak von 302 Da erhalten. Dies
entsprach der Masse von Quercetin, jedoch stimmte die Substanz laut DC-Vergleich
nicht mit diesem Flavonoid iiberein. Die UV-Analysen hatten bereits ergeben, dass
jeweils eine freie OH-Gruppe an C-3 und C-7 und eine ortho-3",4"-Dihydroxygruppe in
Ring B vorliegen mufite. Die Lage einer weiteren Hydroxylgruppe war zu diesem Zeit-
punkt noch nicht zweifelsfrei belegt.

Das MS-Spekrum lieferte weitere Strukturinformationen, da die fiir Flavonole sehr
typischen Schliisselbruchstiicke [A;+H]" und [B;]", die durch zwei verschiedene
Mechanismen gebildet werden, auftraten (HARBORNE et al., 1975). Weg 1 verlduft nach
dem Mechanismus einer Retro-Diels-Alder-Reaktion und liefert Fragment [A;+H]".
Weg 2 bildet neben Fragment [B,]", Dehydrobenzol (m/z 78) und ein Ketenradikal (m/z
41). In dem vorliegenden Massenspektrum (siche Abbildung 4.49) tratt [A+H]" bei
m/z 137 auf, welches die Mono-Hydroxylierung in Ring A belegte. Das Fragment [B,]"
erschien mit einer Masse von 153 Da und bestidtigte eine Tri-Hydroxylierung in Ring B
(siche Abbildung 4.49). Das [B;] -Ion spaltete zusitzlich CO ab, wodurch das Fragment
mit der Masse 125 entstand. Das Signal bei der Massenzahl 41, stand fiir das
Ketenradikal.
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Abbildung 4.49:EI-Massenspektrum von Robinetin (F1)

Eindeutig lieB sich die Struktur schlieBlich durch das 'H-NMR-Spektrum aufkliren
(aufgenommen in CD;OD, siehe Tabelle 4.19 und Abbildung 4.50). Da die meta-
koppelnden Signale von H-6 (6= 6,90 ppm) und H-8 (&= 6,89 ppm) sehr nahe an-
einanderlagen, war das Verhéltnis mit Av/J= 2,3 sehr niedrig (mit -einer
zugrundeliegenden Kopplungskonstante von 2,2 Hz). Ist Av/J kleiner als 10, so
entstechen Aufspaltungen hoherer Ordnung mit komplizierterer und verdnderter
Linienverteilung als dies bei Spektren erster Ordnung der Fall wére. Dies war auch an
der erhohten Multiplizitit der Protonen H-5 (& = 7,97 ppm), welches durch die Keto-
gruppe an C-4 relativ weit ins Tieffeld verschoben wurde (MABRY et al., 1970), H-6
und H-8 sichtbar. Um die Kopplungskonstanten der Signale hoéherer Ordnung
bestimmen und die erhohte Linienverteilung nachvollziehen zu konnen, wurde das
Spektrum von F1 am Computer simuliert . Zugrundegelegt wurden die chemischen
Verschiebungen, die ortho- und meta-Kopplungskonstanten der Signale aus dem
aufgenommenen 'H-NMR-Spektrum von F1, und der theoretische Wert einer para-
Kopplungskonstante von 0,3 Hz zwischen H-5 und H-8. Wie in Abbildung 4.50 zu
erkennen ist, konnten exakt die gleichen Aufspaltungen wie im tatsdchlich
aufgenommenen Spektrum simuliert werden.

Die Kopplungskonstante von 9,0 Hz zwischen H-5 und H-6 zeigte, dass H-5 ortho mit
H-6 koppelte. Das "H-NMR-Spektrum bestitigte damit das Ergebnis aus dem Massen-

" Herrn Dr. Thomas Schmidt danke ich herzlich fiir die Simulationsversuche am Computer.
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spektrum, dass Ring A nur an C-7 hydroxyliert sein konnte. Die Trihydroxylierung an
Ring B lieB sich durch das gemeinsame Singulett von H-2'und H-6" bei 6 = 7,37 ppm
belegen.
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Abbildung 4.50: Ausschnitt des 'H-NMR-Spektrums von Verbindung FI1(500 MHz, in CD;0D) mit den
Signalen der Protonen H-5, H-6 und H-8 nach Simulierung am Computer.

Das 'H,'"H-COSY-Spektrum und der Vergleich mit Literaturwerten belegten die
postulierte Struktur (MABRY et al., 1970). Es handelte sich somit bei dieser Substanz
eindeutig um das Flavonol Robinetin.

Tabelle 4.19:  'H-NMR-Daten von Verbindung F1 (500 MHz, in CD;0D) im Vergleich zu Angaben fiir
Robinetin: MABRY et al., 1970 (in CCl,)

H-Atom o (ppm) J (Hz) Mult. Robinetin § (ppm)
5 7,97 9,0; 0,3* m* 8,0 (d)
6 6,90 9,0;2,2 dd* 6,8 (dd)
8 6,89 2,2;0,3* s* 6,8 (d)
2'/6 7,37 - S 7,3 (s)

* Spinsystem hoherer Ordnung, Kopplungskonstanten durch Spektrensimulation ermittelt.
Robinetin wurde erstmals aus dem Holz von Robinia pseudacacia isoliert und
identifiziert (SCHMID und PIETSCH, 1931; SCHMID UND TADROS, 1932). ROUX UND
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PAULUS (1962) konnten spiter neben Dihydrorobinetin und anderen Flavonoiden
Robinetin in dem Kernholz von Robinia pseudacacia, welches sehr widerstandstdhig
gegen Insekten ist, lokalisieren. AuBBerdem konnte die Verbindung in Gleditsia mono-
sperma, im Kernholz von Millettia stuhlmannii, in der Rinde von Acacia mearnsii und
weiteren Pflanzen gefunden werden (HAWTHORNE und MORGAN, 1962; DREWES und
Roux, 1963). CHARLESWORTH und ROBINSON gelang 1933 die Synthese dieses
Flavonoids. Das Vorkommen von Robinetin in Echinacea-Arten wurde bisher noch
nicht belegt.

Neben einer insektiziden Wirkung gegeniiber Heliothis zea konnte fiir Robinetin eine
moderate Hemmung eines Mutagens in Salmonella typhimurium und eine gute
Hemmung der HIV-1 Integrase nachgewiesen werden (HARBORNE, 1994; EDENHARDER
et al., 1997; FESEN et al., 1994). Die Autoren fiihrten die gute Wirkung von Robinetin
im Vergleich zu einigen anderen Flavonoiden auf die ortho-stdndigen Hydroxylgruppen
in Ring B zurtick.

4.6. Identifizierung der Inhaltsstoffe aus dem étherischen Ol
von Echinacea atrorubens

Aus chemotaxonomischen Griinden wurde das itherische Ol von E. atrorubens
untersucht. Dieses wurde aus der getrockneten Wurzel und dem getrockneten Kraut von
E. atrorubens mittels Wasserdampfdestillation gewonnen (siehe Kapitel 9.4, Seite 161).

Wie bei E. angustifolia und E. purpurea wiesen auch die Wurzeln von E. atrorubens
einen sehr niedrigen Atherisch-Olgehalt auf, der bei 0,03 % lag. Da bereits drei Jahre
gelagerte Wurzeln verwendet wurden (Ernte 1997), ist zu vermuten, dass der Gehalt in
frischen Wurzeln noch etwas hoher liegt.

Das Kraut zeigte einen Gehalt von 0,13 % und enthielt damit etwas mehr itherisches Ol
als E. angustifoliae herba und etwas weniger als das Kraut von E. pallida (sieche Kapitel
2.2.7, Seite 15).
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5 = Palmitinsdure 10 = Dodeca-2E 4F,87Z,10E/Z-triensdure-isobutylamid A8/9

Abbildung 4.51:Gaschromatogramm des citherischen Ols aus E. atrorubens radix (GC-Methode: GC3).
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Abbildung 4.52:Gaschromatogramm des ditherischen Ols aus E. atrorubens herba (GC-Methode: GC3).
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Abbildung 4.53:Diinnschichtchromatogramm des therischen Ols aus E. atrorubens mit Vergleichs-

substanzen (Trennsystem: DC-T2; Detektion: Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz/VIS).

Die einzelnen Bestandteile des itherischen Ols wurden zum einen durch GC-EI-
Massenspektrometrie und zum anderen durch vergleichende Diinnschichtchromato-
graphie identifiziert (siche Abbildung 4.53). Die Isobutylamide aus dem itherischen Ol
der Wurzel konnten weiterhin durch HPLC-Analyse nachgewiesen werden (siche
Kapitel 4.1.1, Seite 45). Abbildung 4.51 und Abbildung 4.52 zeigen die durch Vergleich
mit einer Spektrenbibliothek identifizierten Atherisch-Ol-Komponenten.

Wie im Kraut der anderen drei medizinisch verwendeten Echinacea-Arten wurden
Bornylacetat, Germacren D, Caryophyllen, Caryophyllenepoxid und Palmitinséure auch
in E. atrorubens herba nachgewiesen. Weiterhin konnten a-Pinen, 3-Pinen und Limonen
bereits in den Achédnen dieser drei Arten identifiziert werden (siehe Kapitel 2.2.7, Seite
15). Die iibrigen vorwiegend terpenoiden Olbestandteile des Krautes von E. atrorubens
konnten bisher noch nicht in der Gattung Echinacea nachgewiesen werden.

Im Wurzeldl von E. atrorubens wurden wie bei den anderen bekannten Echinacea-
Arten hauptsdchlich Fettsdurederivate identifiziert. Diese Verteilung, von terpenoiden
Verbindungen im Kraut und Fettsdurederivaten in der Wurzel, erklart die biologische
Funktion der Inhaltsstoffe zum einen als insektenanlockende und antimikrobielle
Verbindungen des Krautes und zum anderen als insektizide Substanzen in der Wurzel.
Die vorangegangenen Untersuchungen stellen die ersten Analysen des #therischen Ols
von E. atrorubens dar.



121

5 Eigene pharmakologische Untersuchungen

In vielen in vivo- und in vitro-Untersuchungen wurde bereits eine immunmodulierende
Wirkung von Echinacea-Zubereitungen belegt (siehe Kapitel 2.3.6, 2.4.3 und 2.4.4).
Um die Wirkungsweise verschiedener Alkamide auf das Immunsystem ndher zu
analysieren und um potentielle Struktur-Wirkungs-Beziehungen aufstellen zu konnen,
wurden die aus E. atrorubens radix isolierten Alkamide im Rahmen dieser Arbeit auf
thre Wirkung hinsichtlich IL-6- und TNF-a- Freisetzung aus Makrophagen untersucht.

TNF-o0 gehort zu den Zytotoxinen und wird hauptsédchlich nach Stimulation von
Makrophagen, T- und NK-Zellen gebildet (BARON, 1996). Er ist beteiligt an der
Abwehr von Infektionen, Verstirkung von Entziindungsreaktionen und der
Beschleunigung der Wundheilung. Auflerdem ist er fiir eine normale humorale und
zelluldre Immunantwort notwendig.

IL-6 wird vor allem von Monozyten und Makrophagen produziert (BARON, 1996). Es
induziert die Bildung von Akute-Phase-Proteinen und beeinflusst vor allem die B-Zell-
Aktivierung. Insgesamt stellt es ein multifunktionelles Zytokin dar, dass auf eine
Vielzahl von Zellen, zu denen auch Endothel-, Myelom- und T-Zellen gehoren, wirkt.

5.1. IL-6- und TNF-alpha-Test

Im nachfolgend beschriebenen Testsystem wurden Peritonealmakrophagen von Miusen
jeweils zusammen mit den einzelnen Alkamiden in verschiedenen Verdiinnungen
inkubiert und der Uberstand der Makrophagensuspension auf IL-6- und TNF-o-Frei-
setzung mittels ELISA getestet. Eingesetzt wurden Alkamidkonzentrationen von
4,3 ug/ml, 2,15 pg/ml, 1,075 pg/ml und 0,537 pg/ml.

Die IL-6-Ausschiittung konnte durch die Alkamide in diesem Testsystem insgesamt nur
sehr schwach stimuliert werden. Bei einer Konzentration von 4,3 pg/ml wurde eine
gewisse IL-6-Freisetzung durch die Alkamide AS, A6, A8/9 und A10 erzielt. Eine
Konzentration von 2,15 pg/ml fiihrte in keinem Fall zu einer Induktion von IL-6. Eine
Konzentration von 1,07 ug/ml von A8/9, A10, A16 und A19/20 und von 0,54 pg/ml
von A8/9 fiihrten noch zu einer geringfiigigen Stimulierung. Wie die Abbildung 5.1
zeigt, konnte eine Konzentrationsabhangigkeit der IL-6-Induktion durch die Alkamide
jedoch nicht festgestellt werden.
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M 12 3 4 5 6 8/9 10 11 12 1415 16 17 18 19/20

Behandlung mit einer Alkamidkonzentration von 4,3 pg/ml

. ] 1.07 pg/ml

IL-6-Produktion [% der
Positivkontrolle]

| i

0

M 12 3 4 5 6 & 10 11 12 1415 16 17 18 19/20
Behandlung mit einer Alkamidkonzentration von 1,07pg/ml

0,54 ng/ml

IL-6-Produktion [% der
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Abbildung 5.1: Stimulierung von Peritonealmakrophagen durch Alkamide in drei verschiedenen
Konzentrationen (1: 4,3 ug/mil; 2: 1,07 ug/ml; 3: 0,54 ug/ml) bezogen auf eine Positiv-
Kontrolle (Polysaccharidfraktion); M = Medium; n = 3; Numerierung siehe Tabelle 5.1.
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Abbildung 5.2 Stimulierung von Peritonealmakrophagen durch drei verschiedene Alkamidkon-
zentrationen (1: 4,3 ug/ml, 2: 2,15 ug/ml, 3: 0,54 ug/ml) bezogen auf eine Positiv-
Kontrolle (Polysaccharidfraktion); M = Medium; n = 3; Numerierung siehe Tabelle 5.1.
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Tabelle 5.1:  Bezeichnungen der aus E. atrorubens radix isolierten und im IL-6- und TNF-o-Test
eingesetzten Alkamide 1-20 (aufer 13).

Alkamid Bezeichnung
1/2 Undeca-2F,4Z/E-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid
3 Undeca-2E-en-8,10-diinsdure-isobutylamid
4 Dodeca-2F,4Z-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid
5 Dodeca-2E-en-8,10-diinsdure-isobutylamid
6 Dodeca-2F,4Z,10Z-trien-8-insdure-isobutylamid
7 Trideca-2FE,7Z-dien-10,12-diinséure-isobutylamid
8/9 Dodeca-2F,4F,87,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide
10 Dodeca-2F,4E,8Z-triensédure-isobutylamid
11 Dodeca-2F,4 E-diensdure-isobutylamid
12 Dodeca-2F,47,10Z-trien-8-insdure-2-methylbutylamid
14/15 Dodeca-2F,10Z/E-dien-8-insdure-isobutylamide
16 Pentadeca-2F,9Z-dien-12,14-diinsdure-isobutylamid
17 Dodeca-2F,4E-diensdure-2-methylbutylamid
18 Dodeca-2F,4E,8Z-triensédure-2-methylbutylamid

19/20 Dodeca-2F,4E,87,10Z/ E-tetraensdure-2-methylbutylamide

Die TNF-o-Produktion wurde in diesem Testsystem durch die Alkamide ebenfalls nur
in geringem Malle induziert. Bei einer Konzentration von 4,3 pg/ml fiihrten hierbei
wiederum das Dodeca-2E 4E,8Z-triensdure-isobutylamid A10, die Dodeca-
2E AE.87,10Z/E-tetraensédure-isobutylamide A8/9 und das Pentadeca-2E,9Z-dien-12,14-
diinsdure-isobutylamid A16 zu einer leichten TNF-o-Stimulierung. Nach einer
Verdiinnung der Losungen konnte durch die Alkamide A8/9 und A10 keine TNF-o-
Induktion mehr erzielt werden. Schwach stimulierende Effekte zeigten weiterhin die
Alkamide A3 und A16 bei einer Konzentration von 2,15 pg/ml und A3 und A19/20 bei
einem Gehalt von 0,54 pg/ml (siche Abbildung 5.2).

Die vorangegangenen Untersuchungen stellen erste in vitro-Ergebnisse beziiglich der
Induktion von Zytokinen durch verschiedene Alkamide dar. Weitere Untersuchungen,
insbesondere Testung anderer Zytokine und Verwendung anderer Makrophagen, wie
zum Beispiel Alveolarmakrophagen, sind noch notwendig, um genauere Aussagen iiber
den Mechanismus der immunmodulierenden Wirkung, wie sie kiirzlich in vivo fiir
Alkamide gezeigt werden konnte (GOEL et al., 2002), zu erhalten.
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Die meisten bisherigen pharmakologischen Untersuchungen der Alkamide wurden mit
in vitro Tests vorgenommen, so dass diese Ergebnisse keine Auskunft iiber die
Wirkungen in vivo geben. Bioverfiigbarkeits- bzw. Resorptionsstudien von Echinacea-
Zubereitungen existieren bisher nicht (siehe Kapitel 2.6). Aus diesem Grund war es ein
weiteres Ziel dieser Arbeit, Hinweise auf die Resorption von Echinacea-Inhaltsstoffen
zu erhalten und eine Methode zu entwickeln, um Alkamide aus menschlichem Blut und
Urin extrahieren und anschlieend nachweisen und quantifizieren zu konnen. Damit
sollten dann erste Resorptionsstudien durchgefiihrt werden.

Da die Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide die Hauptalkamide in
Echinacea-Extrakten und Zubereitungen darstellen, wurden diese stellvertretend fiir alle
anderen Alkamide als Leitsubstanz verwendet.

6.1. Entwicklung einer Methode zum Alkamidnachweis im
Humanblut

6.1.1. Voruntersuchungen

Extraktionsverfahren der Dodeca-2E,4E,8Z, 10Z/E-tetraensdure-isobutylamide

Um eine moglichst niedrige Nachweisgrenze fiir die Alkamide zu erhalten, musste als
erstes ein effektives Extraktions- und Anreicherungsverfahren der Isobutylamide aus
Blut gefunden werden. Fiir Voruntersuchungen wurde eine Urtinktur aus E. purpurea
(HAB) und deren Verdiinnungen (1:10; 1:100 und 1:1000) verwendet, da in dieser
Tinktur die Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensiure-isobutylamide (8/9) in ausreichender
Menge enthalten sind und diese daher auch fiir Resorptionsstudien verwendet werden
sollte. Die lipophilen Isobutylamide lassen sich sehr gut mit Chloroform aus der
Urtinktur anreichern, so dass zwei verschiedene Fliissig-Fliissig-Verteilungsmethoden
mit Chloroform getestet wurden. Zum einen wurden die Isobutylamide aus 20 ml
Urtinktur bzw. den Verdiinnungen mit Chloroform ausgeschiittelt, zum anderen wurde
eine Fliissig-Fliissig-Extraktion unter Verwendung von Kieselgurmaterial (Extrelut®-
20-Saulen, Firma Merck) mit Chloroform durchgefiihrt. Bei dem Extrelut®-Verfahren
befindet sich das wiBrige Medium, wie die Urtinktur bzw. das Plasma, als stationére
Phase auf dem Kieselgurmaterial. Durch hydrophobe Ldsungsmittel als mobile Phase
lassen sich dann die lipophilen Substanzen, in diesem Fall die Alkamide, ohne die
Gefahr der Emulsionsbildung extrahieren (BREITER, 1978).

Die vereinigten Chloroformphasen aus den beiden Extraktionsverfahren wurden jeweils
zur Trockne eingeengt und der Riickstand fiir die HPLC-Analyse in Ethanol
aufgenommen. Die Wiederfindungsrate der Isobutylamide wurde bestimmt, in dem die
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ethanolischen Losungen HPLC-chromatographisch untersucht wurden und die Peak-
fliche der extrahierten Isobutylamide mit derjenigen aus der eingesetzten Urtinktur oder
Verdiinnung ins Verhiltnis gesetzt wurde. Als Trennverfahren wurde die fiir die HPLC-
chromatographische Analyse von Alkamiden aus Echinacea-Arten entwickelte Methode
verwendet (REMIGER, 1988). Da in diesem Fall nur die Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-
tetraensdure-isobutylamide mit einer moglichst niedrigen Nachweisgrenze bestimmt
werden sollten, wurde als Detektionswellenldnge 260 nm, das UV-Maximum von 8/9
ausgewdhlt (HPLC-Methode: Tet).

Tabelle 6.1: Wiederfindungsraten der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide aus der
Urtinktur von E. purpurea (HAB), Mittelwerte aus drei Bestimmungen.

Wiederfindung [%] | rel. Standardabweichung [%]

Ausschiittelverfahren 91,7 4,3

Extrelutverfahren 93,4 4,5

Wie aus Tabelle 6.1 ersichtlich ist, unterscheiden sich die Wiederfindungsraten und
relativen Standardabweichungen der beiden Methoden nicht signifikant voneinander.
Das Extrelutverfahren weist jedoch einige Vorteile gegeniiber der Ausschiittelmethode
auf. So treten weder Emulsionen, noch Koagulation der organischen Losungsmittel mit
Blutbestandteilen auf, die Reproduzierbarkeit ist hoher und es wird eine automatische
Phasentrennung durch einen am Eluatauslauf eingebauten hydrophobisierten Filter
erreicht (BREITER, 1978; LEVEN, 1988). Deshalb wurde diese Methode zur Gewinnung
der Alkamide bevorzugt. Eingesetzt wurde hierbei eine Glassiule, die jeweils mit
neuem Extrelutmaterial befiillt wurde.

Die auf dieselbe Weise durchgefiihrten Blindwertanalysen zeigten im HPLC-
Chromatogramm keinerlei den Nachweis der Isobutylamide storenden Signale.

Da aus Umweltschutz- und toxikologischen Griinden auf die Verwendung von
Chloroform verzichtet werden sollte, wurde die Extraktionsausbeute an Dodeca-
2E 4E,87,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide nach Elution mit Chloroform und Dichlor-
methan verglichen. Dabei trat kein signifikanter Unterschied auf (p < 0,05), so dass im
folgenden die Isobutylamide von der Extrelut®-Saule mit Dichlormethan eluiert wurden.

Eine Extraktion mit dreimal 40 ml Dichlormethan fiihrte dabei zu einer nahezu
vollstindigen Wiederfindung von 8/9. Bei einer weiteren Aufgabe von Dichlormethan
auf die Sdule konnten im Eluat keine Dodeca-2E 4FE,87,10Z/E-tetraensiure-isobutyl-
amide mehr nachgewiesen werden.

Vorversuche mit Humanplasma
In ersten Untersuchungen mit Humanplasma {iberpriiften wir zunichst die Spezifitit der
oben genannten Extraktionsmethode. Spezifitit bedeutet, dass der Nachweis der
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Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide nicht durch andere miteluierende,
endogene Verbindungen aus dem Plasma gestort wird. Alkamidfreie Plasmaproben
wurden hierfiir zum einen 1:4 und zum anderen im Verhéltnis 1:1 mit dest. Wasser
verdiinnt. 20 ml dieser Losung wurden anschlieBend wie oben beschrieben auf die
Extrelutsdule gegeben und mit Dichormethan eluiert. Um eine stdrkere
Aufkonzentrierung der Isobutylamide zu erreichen, wurde die zur Trockne eingeengte
Dichlormethanphase in nur 200 ul eines Acetonitril-Wassergemisches (1:1) aufgenom-
men. Insgesamt wurde dadurch eine Aufkonzentrierung um den Faktor 50 erreicht.
100 pul dieser Losung wurden direkt HPLC-chromatographisch untersucht. Die erhal-
tenen Chromatogramme zeigten keine den Nachweis von 8/9 stérenden Signale.

Weiterhin wurden den Plasmaproben definierte Mengen von selbst isolierten Dodeca-
2E,4E,87,10Z/E-tetraensdure-isobutylamiden zugesetzt, um die Wiederfindungsraten
der Alkamide aus dem Humanplasma bestimmen zu kdnnen. Zum einen wurden, wie es
die Vorschrift fiir das Extrelut®-Verfahren vorsieht, 5,0 ml gespiktes Plasma mit Wasser
auf 25,0 ml (Plasmalésung A), zum anderen, 10,0 ml Plasma mit Wasser auf 20,0 ml
verdiinnt (Plasmalésung B). Jeweils 20 ml wurden anschlieBend auf die Extrelut®-
Séule gegeben und nach einer Einwirkungszeit von 30 Minuten wie oben beschrieben
mit dreimal 40 ml Dichlormethan extrahiert, zur Trockne eingeengt, der Riickstand in
200 ul Acetonitril/Wasser (1:1) aufgenommen und einer HPLC-Analyse unterzogen.
Dieses Verfahren wurde dreimal wiederholt. Als Standard diente die theoretisch zu
erhaltende Menge an Isobutylamiden einer Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensiure-
isobutylamid-Stammldsung, so dass mit den Peakfldchen der alkamidhaltigen Plasma-
16sung und der reinen Alkamid-Stammlosung die Wiederfindungsraten bestimmt
werden konnten (siehe Tabelle 6.2).

Tabelle 6.2: Wiederfindungsraten der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide aus einer

Plasmalésung (Mittelwerte aus 3 Bestimmungen)

Wiederfindung [%] | rel. Standardabweichung [%]

Plasmalosung A 94,6 14,0

Plasmalosung B 94,4 6.5

Da sowohl das Aufarbeitungsverfahren A (1:4 Verdiinnung) als auch das Verfahren B
(1:1 Verdiinnung) zu einer hohen Wiederfindungsrate von etwa 94 % fiihrten, wéhlten
wir die Methode B, um eine weitere Aufkonzentrierung der Tetraensdureisobutylamide
zu erzielen.
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Interner/Externer Standard

Fiir komplexere Probenaufarbeitungen und fiir niedrigere Probenkonzentrationen, wie
es in der Regel bei pharmakokinetischen Studien der Fall ist, wird vom (CDER) (Center
for Drug Evaluation and Research, 1994) zur quantitativen Bestimmung des Analyten
eine Interne Standard-Methode empfohlen. Der Vorteil des internen Standards ist, dass
Fehler bei der Probenaufbereitung, wie zum Beispiel geringe Abweichungen im Dosier-
volumen, ausgeschaltet werden. Da bei der Extraktion der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-
tetraensdure-isobutylamide mehr Aufarbeitungsschritte notwendig sind als bei der
quantitativen Bestimmung der Alkamide in Echinacea-Extrakten, wurde in diesem Fall
der Methode des internen Standards der Vorzug gegeben.

Dazu musste als erstes ein geeigneter interner Standard gefunden werden, der unter den
Arbeitsbedingungen stabil, in reiner Form erhéltlich ist, dhnliche chromatographische
und spektroskopische Eigenschaften aufweist und keine Uberlappungen mit endogenen
Substanzen aus dem Plasma im HPLC-Chromatogramm zeigt.

Es wurden folgende Substanzen als potentielle interne Standards ausgewéhlt:

- Acetanilid Iﬁ

(T
- Benzanilid I|{
N

)

- Phenylbenzoat 0 /@
©)LO
o

O/\/

- Propyl-4-hydroxybenzoat

HO

Diese wurden auf ihr chromatographisches und spektroskopisches Verhalten untersucht.
Dabei wies nur Benzanilid die oben genannten Voraussetzungen flir die Verwendung
als interner Standard auf: Die Detektion von Benzanilid bei einer Retentionszeit von
4,4 Minuten wurde nicht durch coeluierende Substanzen gestort. Auerdem lag das UV-
Maximum wie das der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide bei 260 nm
und zeigte eine dhnliche Extinktion. Bei den anderen getesteten Substanzen wurde
entweder die Elution durch coeluierende, korpereigene Substanzen gestort oder sie
zeigten eine nicht mit den Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamiden ver-
gleichbare UV-Extinktion.
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Als néchstes sollte die Wiederfindungsrate des Benzanilids nach Aufarbeitung durch
das oben genannte Extrelutverfahren bestimmt werden. Da sich in verschiedenen
Wiederfindungs- und Kalibrierversuchen Schweineplasma und Human-Plasma als
gleichwertig herausstellten und uns Humanplasmakonserven oder Humanblut nur
begrenzt zur Verfligung standen, fithrten wir die Vorversuche mit Schweineplasma
durch. Eine Benzanilidmenge von 2,028 pg (200 ul einer BA-Verdiinnung
(10,14 pg/ml), die der ebenfalls mit 8/9 versetzten Plasmaverdiinnung vor der
Extraktion zugesetzt wurde, erwies sich als optimal. Die Plasmalésung wurde wie oben
beschrieben aufgearbeitet und HPLC-chromatographisch untersucht. Anschieend
wurde die Wiederfindungsrate aus der Peakfldche der aufbereiteten Benzanilidplasma-
16sung und der Flache unter dem Signal der gleichen Menge einer reinen Benzanilid-
Stammlosung errechnet. Die mittlere Wiederfindungsrate von 98,6 % aus 5
Bestimmungen (rel. Standardabw. 2.2 %) zeigt, dass Benzanilid mit dieser Methode
sehr effizient und reproduzierbar wiedergewonnen werden kann. Da, wie die vorange-
gangenen Versuche verdeutlichen, Benzanilid &dhnliche chromatographische und
spektroskopische Eigenschaften aufweist wie die Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensiure-
isobutylamide, ist diese Verbindung als interner Standard fiir die Quantifizierung der
Alkamide gut geeignet.

Stabilitditspriifungen der dodeca-2E,4E,8Z, 10Z/E-tetraensdure-isobutylamid- und benz-
anilidenthaltenden Plasmalosungen

Um zu iiberpriifen, ob sich die Proben wihrend der Probenvorbereitung, kurzfristigen
Lagerung oder HPLC-Analyse zersetzten, wurde die Stabilitdt der mit Alkamid und
Benzanilid versetzten Plasmaproben {iber einen Zeitraum von 24 Stunden zum einen bei
Raumtemperatur, zum anderen im Kiihlschrank bei 4 °C kontrolliert. Diese Versuche
wurden wiederum mit Schweineplasma durchgefiihrt. Nach der HPLC-Analyse wurden
die resultierenden Peakflichen der gelagerten Proben der Isobutylamide 8/9 und des
Benzanilids mit den entsprechenden Peakflichen der Proben, die direkt nach der
Aufarbeitung vermessen wurden, verglichen (siehe Tabelle 6.3). Hierbei zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den sofort vermessenen oder den nach 24
Stunden vermessenen Proben (p < 0,05).

Damit war die Stabilitit der Plasmaproben wéhrend der kurzfristigen Lagerung und
Probenaufarbeitung gesichert.
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Tabelle 6.3:  Peakflichen der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide und von Benzanilid
(BA) im Schweineplasma nach direkter HPLC-Analyse und nach Lagerung von 24
Stunden bei 4 °C bzw. bei Raumtemperatur (n=3).

Direkte Untersuchung Nach 24 Std. Nach 24 Std.
des Plasmas Lagerung bei 4 °C Lagerung bei RT
Peakfliche 8/9
5980,65 (2,42 %) 6013,61 (4,76 %) 5108,42 (4,55 %)
mAU*s
Peakfliche BA
2792,97 (5,96 %) 2300,23 (9,71 %) 2476,52 (13,41 %)
mAU*s

Stabilitditspriifung der Standardlosungen

Um die Stabilitit der Standardlosungen, die dem Plasma fiir die Aufnahme der
Kalibriergeraden und Wiederfindungswerte zugesetzt wurden, iiber einen ldngeren
Zeitraum zu iberpriifen, wurden die Benzanilid- (10,14 pg/ml) und Dodeca-
2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamid-Verdiinnung (31,2 ug/ml) mittels HPLC
nach einer Lagerzeit von 2 Monaten im Kiihlschrank {iberpriift. Hierbei wurde kein
signifikanter Unterschied der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraenséure-isobutylamid- und
Benzanilidkonzentration festgestellt (p < 0,05; siehe Tabelle 6.4, n=3).

Tabelle 6.4:  Signalflichen von Benzanilid und Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamiden
(8/9) in den Standardlésungen direkt nach der Herstellung und nach 2 monatiger
Lagerung bei 4 °C (n=3).

Peakfliiche (mAU%s) sofort Peakfliche (mAU%*s) nach 2 Monaten

Benzanilid 418,59 (14,9%) 409,74 (3,1 %)
8/9 697,47 (6,6 %) 619,59 (10,5 %)
Systemeignung

Um die Leistung und Zuverldssigkeit der HPLC-Anlage zu tiberpriifen, wurden 100 pl
einer Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensédure-isobutylamid (1,88 pg/ml) und Benzanilid
enthaltenden (3,81 pg/ml) Losung jeweils zehnmal injiziert. Dabei ergab sich eine
relative Standardabweichung von 0,84 % fiir 8/9 und von 0,82 % fiir Benzanilid. Dies
erfiillte die empfohlenen Normen des ,,Center for Drug Evaluation and Research* (rel.
Standardabw. < 1 % fiir n = 5; (CDER), 1994).

6.1.2. Validierung der entwickelten Methode mit Humanblut

Spezifitdt
Um sicher zu gehen, dass keine Signale endogener Substanzen den Dodeca-
2E . 4E,87Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamid- oder Benzanilidnachweis storen, wurde als
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erstes wiederum das alkamid- und benzanilidfreie Blut untersucht. Das erhaltene Chro-
matogramm des Blindwertes zeigte weder bei der Retentionszeit des Benzanilids noch
bei der von 8/9 storende Signale korpereigener Substanzen.

Da die Blindwertbestimmungen mit Blut bzw. Plasmaproben von insgesamt vier
verschiedenen Spendern durchgefiihrt wurden und alle Proben keine mit den Isobutyl-
amiden coeluierenden Substanzen aufwiesen, war sichergestellt, dass mit dieser HPLC-
Methode speziell nur die Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide bei einer
Retentionszeit zwischen 10 und 12 min eluiert und detektiert wurden.

Kalibriergerade

Um den Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamidgehalt im Blut quantifi-
zieren zu konnen, wurde eine Kalibriergerade mit vier verschiedenen Konzentrationen
an 8/9 erstellt. Dabei wurde ein sehr niedriger Konzentrationsbereich abgedeckt, da
nach der Einnahme von Echinacea-Priaparaten eine sehr geringe Alkamid-Konzen-
tration im Blut zu erwarten war. Nachdem das frische, mit definierten Konzentrationen
an Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamiden versetzte Humanblut zentri-
fugiert worden war, wurden 10,0 ml Plasma mit Wasser zu 20 ml verdiinnt und mit
Benzanilid (2,028 ng = 101,4 ng/ml Plasma) versetzt. Wie oben beschrieben wurde
diese Losung quantitativ auf eine Extrelut®-20-Séule aufgegeben und nach 30 Minuten
mit Dichlormethan eluiert. Der zur Trockne eingeengte Dichlormethanriickstand des
Eluates wurde anschlieBend in 200 pl Acetonitril-Wasser (1:1) aufgenommen und HPL-
chromatographisch untersucht.

Nachweis und Quantifizierungslimit

Eine Konzentration von 10 ng/ml erwies sich als Quantifizierungslimit. Bei dieser
Konzentration konnten die Alkamide aufgrund ihres UV-Spektrums und Retentions-
zeiten im HPL-Chromatogramm noch eindeutig nachgewiesen werden. Mit einer Stan-
dardabweichung von 16 % und einer Wiederfindungsrate von 95 % (siehe Tabelle 6.5)
wurden auch die von der US-FDA empfohlenen Normen erfiillt (1998).

Die Nachweisgrenze, die iiber das Signal-Rauschverhiltnis von 3:1 bestimmt wurde, lag
bei 6 ng/ml.

Linearitat

Fiir die Erstellung der Kalibriergeraden wurden die Konzentrationen 20, 30 und 150 ng
8/9 pro ml Blut eingesetzt. Nach der HPLC-Analyse wurden die Massenverhéltnisse der
Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide und des Benzanilids mit den
entsprechenden Peakfldchenverhéltnissen korreliert. Hierbei konnte ein lineares
Verhiltnis iiber den gesamten, gepriiften Bereich, von 10-150 ng/ml Blut festgestellt
werden (siche Abbildung 6.1). Der Korrelationskoeffizient von 0,99989, das
Bestimmtheitsmass von 0,99978 und die einzelnen Standardabweichungen (siche
Tabelle 6.5) erfiillen die Kriterien einer linearen Kalibriergeraden (US-FDA, 1998).
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Tabelle 6.5:  Peakflichen- und Massenverhdltnisse der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-iso-

butylamid und Benzanilid enthaltenden Blutproben und Standardabweichungen der

Peakflichenintegrale (n=3).

Konzentration [ng /ml] | Prézision Priz.-Kriterien* FV 8/9/BA | MV 8/9/BA.
10 16.4 % <209% LOQ 0,0933 0,0762
20 10.5 % <15% 0,1212 0,0984
30 6.8 % <15% 0,1734 0,1475
150 13.5 % <15% 0,8535 0,7377
Benzanilid 101,4 13.2 % <15%
* Prazisions-Kriterien nach der US-FDA (1998).
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Abbildung 6.1: Kalibriergerade der mit Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-
tetraensdure-isobutylamiden versetzten Blutproben (10,

20, 30, 150 ng/ml Blut, n=3).

Wiederfindung
Sowohl Benzanilid mit 94 % als auch alle vier Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensiure-

isobutylamid-Konzentrationen zeigten gute Wiederfindungsraten mit Werten zwischen
95 und 115 % (siche Abbildung 6.2).
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Abbildung 6.2: Wiederfindungsraten der Dodeca-2FE,4E,8Z,10Z/E-tetraensdiure-

isobutylamide und von Benzanilid in humanem Blut

Mit der entwickelten Methode war es somit moglich, bis zu 10ng Dodeca-
2E 4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide pro ml Humanblut quantitativ nachzu-
weisen.

6.2. Erste Bioverfiigbarkeitsstudien von Alkamiden

6.2.1. Bioverfiighbarkeitsuntersuchungen der Dodeca-2E,4E,87.,10Z/E-
tetraensiure-isobutylamide im Humanblut nach oraler Applikation
von E. purpurea-Urtinktur

Um Hinweise iiber die Resorption der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutyl-
amide zu erhalten, wurde der Gehalt der Alkamide im menschlichen Blut nach oraler
Applikation von E. purpurea Urtinktur (HAB1) untersucht. Fiir diese Studie wurde eine
alkoholische Losung ausgewihlt, da diese aufgrund ihrer groBeren Lipophilie einen
hoheren Isobutylamidgehalt aufweist als wéssrige Extrakte. Im Vergleich zu anderen
handelsiiblichen Urtinkturen wies die in der Studie benutzte Tinktur ,,Immudynal, mit
47,5 ng/ml an Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamiden, den hdochsten
Alkamidgehalt auf.

In einem ersten Selbstversuch wurde jeweils vor und 1, 2 und 3 Stunden nach der ersten
und zweiten Einnahme von jeweils 40 ml Urtinktur, entsprechend 1,9 mg Dodeca-
2E ,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamiden, Blut entnommen und anschlieend nach
der oben beschriebenen Methode untersucht. Dabei wurde in den Blutproben, die
jeweils eine Stunde nach Applikation entnommen wurden, Isobutylamide
nachgewiesen. Diese waren jedoch unterhalb des Quantifizierungslimits. 2 und 3
Stunden nach der Einnahme war die Alkamidkonzentration bereits unter die
Nachweisgrenze gesunken.
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Um eine hohere Konzentration im Blut zu erreichen, wurde ein zweiter Versuch mit
aufkonzentrierter Urtinktur durchgefiihrt. Es wurde eine Stunde nach der Einnahme von
65 ml einer Losung, die 4,3 mg Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensiure-isobutylamide
enthielten, Blut entnommen. Nun konnten die Alkamide deutlich im HPLC-Chromato-
gramm nachgewiesen (siche Abbildung 6.3) und zu 44 ng pro ml Blut mit einer rel.
Standardabweichung von 15,0 % (n = 3) quantifiziert werden.
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Abbildung 6.3: HPLC-Chromatogramm einer Plasmaprobe nach der oralen Applikation von E.
purpurea Urtinktur, die 4,3 mg Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide
(8/9) enthielt, mit dem UV-Spektrum von 8/9.

Diese Pilotstudien wurden durchgefiihrt, um erste grundsitzliche Hinweise iiber die
Resorption von Alkamiden zu erhalten. Detailierte pharmakokinetische Studien mit
einem grofleren Probandenkollektiv miissen zeigen, in welchem genauem Ausmall und
mit welcher Geschwindigkeit Alkamide resorbiert und metabolisiert werden. Hierbei
wire eine Blutentnahme wenige Minuten nach der Einnahme eines alkamidreichen
Echinacea-Praparates sinnvoll, da aufgrund ihrer Lipophilie eine schnelle Resorption
der Alkamide iiber die Mundschleimhaut und {iber den Magen-Darmtrakt wahr-
scheinlich ist. AuBBerdem 148t der erste Einnahmeversuch und die Alkamidstruktur eine
schnelle Metabolisierung der Substanzen vermuten, so dass moglicherweise die maxi-
male Blutkonzentration bereits innerhalb der ersten Stunde erreicht sein kdnnte.

Die oben aufgefiihrten Versuche zeigen eindeutig, dass Alkamide nach oraler
Applikation resorbiert werden und so an den in vivo Wirkungen von Echinacea-
Préparaten beteiligt sein konnten.
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Insgesamt stellen diese Studien die ersten Ergebnisse zur Resorption von Echinacea-
Inhaltsstoffen dar.

6.2.2. Untersuchungen der Dodeca-2E 4FE,87,10Z/E-tetraensiure-isobutyl-
amide im Urin nach oraler Applikation von E. purpurea-Urtinktur

Untersuchung nach der Extrelut®-Methode

Um Kenntnisse iiber das Eliminationsverhalten der Alkamide zu erhalten, untersuchten
wir den menschlichen Urin nach der oralen Applikation von 50 ml E. purpurea-
Urtinktur, entsprechend einer Menge von 2,4 mg Dodeca-2E 4E,87,10Z/E-tetraensdure-
isobutylamiden. Hierbei standen zunichst rein qualitative Aspekte im Vordergrund, so
dass, wie es die Extrelut®-Vorschrift vorsieht, jeweils 20,0 ml des unverdiinnten Urins
direkt auf die Extrelut®-20-Séule gegeben und nach der oben genannten Methode (siche
Kapitel 6.1.2) auf Isobutylamide tiberpriift wurden. Im Urin, der vor der Einnahme der
Urtinktur gesammelt wurde, und im Urin, der innerhalb der 24 Stunden nach der oralen
Applikation der Tinktur entnommen wurde, konnten jedoch keine Alkamide nach-
gewiesen werden.

Auch nach einer weiteren Aufkonzentrierung des Urins, wobei 80 ml Urin auf die
vierfache Menge des Extrelutmaterials gegeben wurden, konnten keine Alkamide im
HPLC-Chromatogramm detektiert werden.

Festphasenextraktion mit C-18-Material

Da mit einer Festphasenextraktion eine starke Aufkonzentrierung und ebenfalls eine
selektive Extraktion des Analyten aus einem komplexen Gemisch, wie Plasma oder
Urin, erreicht werden kann, sollte diese Methode fiir die Urinproben als Alternative zum
Extrelut®-Verfahren untersucht werden. Dabei wurde RP-18 Material ausgewihlt, an
dem die Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide zundchst adsorbiert und
anschliefend mit Acetonitril eluiert wurden.

Um das Verfahren zu priifen, wurde die Wiederfindungsrate einer wissrigen Dodeca-
2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamid-Losung (50 ng/ml) nach Elution von den
RP-18-Kartuschen bestimmt. Hierzu wurden 20,0 ml dieser Losung auf die mit
Methanol und Wasser vorkonditionierte RP-18-Kartusche aufgetragen. Nach Waschen
mit destilliertem Wasser wurde mit dreimal 2,0 ml Acetonitril unter Vakuum eluiert.
Die vereinigten Acetonitrileluate wurden schonend zur Trockne eingeengt und HPLC-
chromatographisch untersucht (Methode: Tet). Durch Peakflichenvergleich mit der
gleichen Menge einer unbehandelten Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutyl-
amid-Stammldsung wurde eine Wiederfindungsrate von 90 % bestimmt. In der
Waschlésung und in dem Acetonitril nach einer weiteren Elution konnten keine
Isobutylamide mehr nachgewiesen werden.
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Ziel dieser Untersuchung war es, eventuell vorhandende, geringe Mengen an Isobutyl-
amiden im Urin qualitativ nachweisen zu konnen, bevor eine Weiter-entwicklung der
Methode fiir quantitative Fragestellungen durchgefiihrt werden sollte.

Ein Vorteil dieser Festphasenextraktion ist, dass das Fassungsvermogen der C-18-
Kartuschen lediglich durch die Masse an Analyten, nicht jedoch durch das
Probenvolumen begrenzt ist. So konnten grofle Mengen Urin (50-180 ml) auf die Sdule
aufgetragen werden und nach leicht modifizierten Arbeitsvorschriften fiir die
Festphasenextraktion untersucht werden. Eingesetzt wurden hierbei zum einen
Urinproben, die vor der Einnahme von aufkonzentrierter E. purpurea-Urtinktur,
entsprechend 4,9 mg Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensiure-isobutylamide, entommen
wurden und zum anderen Proben, die nach oraler Applikation, gesammelt wurden. Der
Urin wurde in Anteilen auf die Sdule aufgetragen und mit Vakuum iiber die Séule
befordert. Inmitten und am Ende der Probenaufgabe wurde immer wieder mit Wasser
gewaschen. Nach Elution mit Acetonitril wurde das Eluat zur Trockne eingeengt, mit
200 pl Acetonitril/Wasser (1:1) aufgenommen und HPLC-chromatographisch unter-
sucht (Trennsystem: Tet).

Die Blindprobe zeigte keine Signale bei der Retentionszeit von 8/9 (10-11 min) im
HPLC-Chromatogramm. Auch mit Hilfe dieser Methode konnten trotz des groBen
Probenvolumens keine Alkamide im Urin nach der Einnahme von fast 5 mg
Isobutylamiden nachgewiesen werden.

Die gute Wiederfindungsrate von 8/9 aus der wéssrigen Alkamid-Losung mittels der
Festphasenextraktionsmethode auf RP-18-Material weist darauf hin, dass dies eine
Alternative zum Extrelutverfahren darstellen konnte. Um diese Methode jedoch
quantitativ nutzen zu konnen, miisste eine weitere Optimierung und Validierung des
Verfahrens stattfinden.

Die durchgefiihrten Untersuchungen lassen jedoch bereits Riickschliisse auf den
qualitativen Nachweis der Isobutylamide zu. AuBlerdem lassen die Ergebnisse vermuten,
dass die Alkamide entweder aufgrund der lipophilen Struktur sehr schnell ins
Fettgewebe und in Membranen eingelagert, oder nicht renal bzw. stark metabolisiert
ausgeschieden werden.

6.3. Diffusionsstudien der Alkamide an Adenocarcinomzellen

Um genauere Informationen iiber die intestinale Resorption und Metabolisierung von
Alkamiden zu erhalten, wurde die Resorptionskinetik der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-
tetraensdure-isobutylamide an menschlichen Adenocarcinom-Colonzelllinien (Caco-2
Monolayer) iiber einen Zeitraum von 6 Stunden untersucht (JAGER et al., 2002).

Als erstes wurden die Isobutylamide auf ihre cytotoxische Wirkung gegeniiber den
Caco-2-Zellen untersucht. Uber einen Konzentrationsbereich von 1 - 50 pg/ml wurde
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innerhalb von 24 Stunden kein cytotoxischer Effekt der Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-
tetraensdure-isobutylamide beobachtet.

Fiir die Resorptionsversuche erwies sich in der Donatorphase eine Alkamidkonzen-
tration von 25 pg/ml als geeignet. Bereits nach 30 Minuten wurden 15 % der Dodeca-
2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide in der Akzeptorphase nachgewiesen. Um
Sinkbedingungen zu schaffen, wurde die Akzeptorphase in regelméfigen Zeitabstinden
ausgetauscht (siehe Exp. Teil Kapitel 9.9.3, Seite 180). Nach 4 Stunden konnte eine ca.
80 prozentige Diffusion der Alkamide durch die Caco-2-Zellen festgestellt werden. Eine
signifikante Metabolisierung von 8/9 wurde nicht beobachtet.

Um zu iberpriifen, ob es sich bei dem Alkamidtransport, um einen passiven oder
aktiven Mechanismus handelte, wurden die gleichen Versuche statt bei 37 °C bei 4 °C
wiederholt. Hierbei zeigte sich nur eine geringfiigig schwéchere Permeation der
Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide. Dieses spricht fiir eine passive
Diffusion der Alkamide, da bei Molekiilen, die durch einen aktiven Mechanismus trans-
portiert werden, ein stirkerer Penetrationsabfall bei niedrigen Temperaturen beobachtet
werden wiirde. Auch eine Entziindung der Caco-2-Zellen, hervorgerufen durch eine
Inkubation der Zellen zusammen mit Lipopolysaccharid aus Escherichia coli (LPS)
oder Phorbol-12-Myristat-13-acetat (PMA) jeweils 2 Stunden vor der Alkamidzugabe,
fiihrte zu kaum einer Reduktion des transepithelialen Transportes der Alkamide (siehe
Abbildung 6.4).

Diese Ergebnisse sprechen fiir eine gute intestinale Resorption der Alkamide, so dass
diese tatsdchlich an der in vivo Wirkung der Echinacea-Priparate beteiligt sein konnten.
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Abbildung 6.4: Diffusionsrate der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide durch Caco-2-
Zellen tiber 6 Stunden. Symbole: ®. Inkubation bei 37 °C; ®: [nkubation bei 4 °C;
@ Inkubation bei 37 °C unter Zusatz von PMA; &: Inkubation bei 37 °C unter Zusatz
von LPS.




138

7 Diskussion

Wie in dieser Arbeit ausgefiihrt wurde, wird Echinacea bereits seit Jahrhunderten von
den Indianerstimmen Nordamerikas bei Zahnschmerzen, Entziindungen des Rachens,
schlecht heilenden Wunden und fieberhaften Erkrankungen angewandt. In den letzten
Jahren wurde intensiv in klinischen und pharmakologischen Untersuchungen die
Wirkungsweise von Echinacea-Arten erforscht. So konnte fiir viele der tradionellen
Anwendungsgebiete eine rationale Basis gefunden werden. Die vielfach belegte
lokalanésthetische Wirkung der alkamidreichen E. angustifolia-Wurzeln erklart zum
Beispiel die Anwendung bei Zahnschmerzen und Entziindungen des Rachens. Die
wundheilungsférdernde Wirkung von Echinacea-Extrakten wurde auf die Anti-
Hyaluronidase-Aktivitit des enthaltenden Echinacosids zurlickgefiihrt. In vielen
pharmakologischen Untersuchungen ist weiterhin die stimulierende Wirkung auf das
unspezifische Immunsystem beschrieben worden, die eine Anwendung der Echinacea-
Zubereitungen bei der unterstiitzenden Therapie von grippeartigen und rezidivierenden
Infekten sinnvoll macht. Mittlerweile gehoren Echinacea-Praparate zu den populdrsten
pflanzlichen Immunstimulantien in Europa und den USA.

Insgesamt wurden nach MCGREGOR (1968) 9 Echinacea-Arten beschrieben, von denen
die drei medizinisch eingesetzten Arten, E. angustifolia, E. pallida und E. purpurea,
phytochemisch sehr gut untersucht sind. In der vorliegenden Arbeit wurde eine weitere
bisher noch nicht untersuchte Art, Echinacea atrorubens, phytochemisch analysiert,
zum einen aus chemotaxonomischen Griinden und zum anderen um zu kléren, ob diese
Art mit den medizinisch verwendeten vergleichbar ist.

Zunichst wurde die E. atrorubens-Droge mikroskopisch untersucht, um Unterschiede
bzw. Gemeinsamkeiten zu den medizinisch eingesetzten Echinacea-Arten heraus-
zustellen. Dabei konnte festgestellt werden, dass der Wurzelquerschnitt anatomische
Ahnlichkeiten zu E. angustifolia und E. pallida, jedoch groBere Unterschiede zu E.
purpurea zeigte.

Bei der phytochemischen Analyse wurde ein besonderes Augenmerk auf die
Untersuchung der Alkamide gelegt, die wegen ihrer phagozytosestimulierenden und
entziindungshemmenden Eigenschaften als potentielle Wirkstoffe in Frage kommen.

Die lipophilen Inhaltsstoffe von E. atrorubens radix stellten ein komplexes Alkamid-
gemisch dar (siehe 4.1.1, Seite 45). Neben wenigen 2-Methylbutylamiden konnten, wie
in E. purpureae und E. angustifoliae radix, hauptséchlich Isobutylamide nachgewiesen
werden. Diese besaBlen vorwiegend 2,4-Dienamidstrukturen und &hnelten damit vor
allem den Alkamiden aus E. purpureae radix. 2-Monoenamide, wie sie in den Wurzeln
von E. angustifolia vorkommen, traten ebenfalls auf, jedoch nur in geringeren
Konzentrationen (siehe Kapitel 4.1.1, Seite 45). Die Hauptalkamide des Krautes und der
Wurzel aus E. angustifolia und E. purpurea, die isomeren Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-
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tetraensdure-isobutylamide A8/9, stellten ebenfalls die Hauptsubstanzen im
Alkamidspektrum von E. atrorubens radix und herba dar. Im Vergleich zu den beiden
erstgenannten Arten wiesen die Wurzeln von E. atrorubens mit 0,104 % die hochste
Konzentration und das Kraut einen mit E. purpureae herba vergleichbaren Gehalt von
0,013 % an A8/9 auf (siche Tabelle 4.3, Seite 52). Weiterhin wies das HPLC-Finger-
printchromatogramm des n-Hexanextraktes von E. atrorubens radix auf eine sehr hohe
Konzentration an Alkamid A6 hin.

Insgesamt wurden 20 Alkamide aus E. atrorubens isoliert, von denen bereits Al, A7,
A8/9, A11 und A16 fiir E. angustifolia und E. purpurea beschrieben wurden. A3, A5
und A6 konnten bisher nur in E. angustifolia und A10 und A13 nur in E. purpurea
nachgewiesen werden. A2, Al12, A14/15, A17, A18 und A19/20 stellen neue
Naturstoffe dar. Eine Ubersicht der isolierten Alkamide aus E. atrorubens gibt
Abbildung 8.1, Seite 148.

Insgesamt dhnelt das Alkamidspektrum von E. atrorubens Wurzeln vor allem dem von
E. purpureae radix, es zeigt jedoch auch Gemeinsamkeiten mit E. angustifoliae radix.
Das des Krautes gleicht dem Spektrum der drei medizinisch eingesetzten Echinacea-
Arten.

Wihrend die lipophilen Inhaltsstoffspektren der Krautdrogen von E. pallida und E.
atrorubens groBe Ubereinstimmungen zeigten, unterschieden sich die der entsprechen-
den Wurzeldrogen eindeutig, da Polyacetylene in E. atrorubens nur in Spuren in frisch
geernteten Wurzeln nachgewiesen werden konnten.

Die hydrophilen Inhaltsstoffmuster der drei medizinisch eingesetzten Echinacea-Arten
unterscheiden sich von dem von E. atrorubens deutlich, da sowohl Cichoriensdure als
auch Echinacosid und Cynarin im Kraut und in der Wurzel von E. atrorubens fehlen.
Wihrend in der Wurzel von E. atrorubens mittels UV-Detektor bei 360 nm keine
Kaffeesdurederivate in groBeren Mengen detektierbar waren, enthielt das Kraut
Chlorogensdure, Rutin, Isochlorogensdure und das erstmals in der Gattung Echinacea
beschriebene Flavonoidglycosid Narcissin.

In einer vergleichenden HPLC- und DC-Analyse lieferten alle vier getesteten E.
atrorubens-Chargen ein homogenes Bild, so dass damit eine eindeutige Charak-
terisierung der E. atrorubens-Droge gewihrleistet werden kann.

Die durchgefiihrten phytochemischen Untersuchungen machen somit deutlich, dass E.
atrorubens zumindest hinsichtlich des lipophilen Inhaltsstoffspektrums ndher den
Gattungen E. purpurea und E. angustifolia zuzuordnen ist als zu E. pallida.

Auf der anderen Seite wurde von BINNS (2001), die eine taxonomische Revision der
Gattung Echinacea aufgrund von morphologischen Merkmalen durchgefiihrt hat (siehe
Kapitel 2.1.1, Seite 2), E. atrorubens var. atrorubens unter dem Subgenus Pallida
gemeinsam mit den Arten E. pallida var. pallida und E. pallida var. angustifolia
zusammengefasst und E. purpurea durch einen eigenen Subgenus deutlich von den
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anderen Echinacea-Arten abgegrenzt. Diese Einteilung ldsst sich zwar aufgrund des zu
den anderen Arten deutlich variierenden Habitus und der abweichenden anatomischen
Beschaffenheit der Wurzel von E. purpurea und der sich aus morphologischer und
anatomischer Sicht ndher stehenden Arten E. angustifolia und E. pallida nachvoll-
ziehen, ist aus phytochemischer Sicht jedoch nicht verstindlich.

Dies macht deutlich, dass fiir eine taxonomische Analyse verschiedene Aspekte, wie
morphologische, phylogenetische und phytochemische Untersuchungen, gemeinsam
beriicksichtigt werden sollten.

Nachdem die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen phytochemischen Ergebnisse {iber E.
atrorubens bereits publiziert worden waren (DIETZ und BAUER, 2001), wurden von
BINNS (2001) auch phytochemische Untersuchungen der einzelnen Arten vorgestellt.
Dabei wurde unter anderem das hydrophile und lipophile Inhaltsstoffspektrum der neu
beschriebenen Art, E. atrorubens var. atrorubens, mittels HPLC untersucht. Das
resultierende HPLC-Chromatogramm des hydrophilen Extraktes aus E. atrorubens var.
atrorubens herba stimmte weitgehend, bis auf ein fehlendes Rutosidsignal, mit dem in
dieser Arbeit vorgestellten Chromatogramm aus E. atrorubens herba iiberein (siche
4.1.1; Seite 45). Wie in unserem Extrakt waren auch in dem von BINNS aufgenommenen
Fingerprintchromatogramm keine Peaks von Cichoriensdure, Echinacosid oder Cynarin
erkennbar. Nach Angaben von BINNS sollen Cichorienséure und Echinacosid jedoch in
Spuren enthalten sein.

Das HPLC-Chromatogramm der lipophilen Kraut- und Wurzelextrakte zeigte ebenfalls
als Hauptalkamide die Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraenséure-isobutylamide und weitere
geringer konzentrierte Alkamide. Wiahrend das Inhaltsstoffmuster des Krautextraktes
auch sonst weitgehend demjenigen des im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten
entsprach, unterschied sich das Alkamidmuster des Wurzelextraktes deutlich von dem
in Kapitel 4.1.1 aufgefiihrten. So ldsst sich vermuten, dass es sich bei der von BINNS
beschriebenen Art E. atrorubens var. atrorubens moglicherweise nicht um die
entsprechende Art nach MCGREGOR (1968) E. atrorubens handelt, die von uns
untersucht wurde. Moglicherweise stellen sie auch aufgrund der groflen Variabilitdt und
Kreuzungstendenzen zwei Varietiten innerhalb der Art dar. Detaillierte morphologische
und anatomische Vergleiche der beiden Pflanzenmaterialien wiren notwendig, um
ndhere Aussagen hieriiber machen zu konnen.

Aufgrund der Ahnlichkeit des Alkamidspektrums von E. atrorubens zu den beiden
medizinisch eingesetzten Echinacea-Arten, E. angustifolia und E. purpurea, sind
dhnliche pharmakologische Eigenschaften zu erwarten. Da sich das hydrophile Inhalts-
stoffspektrum von dem der anderen beiden Arten unterscheidet und bisher auch noch
keine Analyse der Polysaccharidfraktion durchgefiihrt wurde, muf3 trotzdem ange-
nommen werden, dass Unterschiede in der Wirksamkeit bestehen.

Welche Verbindungen fiir die Wirkung der unterschiedlichen Echinacea-Zubereitungen
verantwortlich sind, ist bis heute nicht eindeutig geklédrt. Zum einen stellten sich fiir die
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hydrophilen Inhaltsstoffe, wie Cichoriensdure und Echinacosid, antioxidative, wund-
heilende, entziindungshemmende und fiir Cichoriensédure dariiberhinaus phagozytose-
stimulierende Eigenschaften heraus (SLOLEY et al., 2001; SPERONI et al., 2002; MAFFEI
FACINO et al., 1993; REMIGER; 1988) zum anderen wurden fiir die in Echinacea-Arten
enthaltenen Polysaccharide und Glykoproteine phagozytose- und zytokinstimulierende
Wirkungen in vitro und in vivo nachgewiesen (BEUSCHER et al., 1995; STEINMULLER et
al., 1993; MELCHART et al., 1993).

Weiterhin werden die in den lipophilen Fraktionen enthaltenen Alkamide als potentielle
Wirkstoffe angesehen. So konnten fiir die Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-
isobutylamide sowohl COX-1 als auch 5-LOX-Hemmungen gezeigt werden (MULLER-
JAKIC et al., 1994). In neueren Untersuchungen wurden in einem Testsystem an iso-
liertem Enzym aus Schafsamenblasen fiir verschiedene Alkamide aus E. purpurea
relativ gute COX-1-Hemmungen (36-60 %) und schwichere Hemmraten fiir COX-2
(15-46 %, Konzentration jeweils 100 pg/ml) erzielt (CLIFFORD et al., 2002). Wéhrend
hierbei die Alkamide Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide A8/9 keine
Wirkung zeigten, wurde in einem anderen ELISA-Testsystem am isolierten Reinenzym
eine moderate Hemmrate von COX-1 (24 %) und COX-2 (35 %) fiir die Dodeca-
2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide (50 uM) beobachtet (REININGER, 2001).
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Alkamide aus Echinacea-Arten aufgrund
der moderaten COX-Inhibition, leichte entziindungshemmende Eigenschaften
aufweisen.

Weiterhin erhdhten alkamidreiche lipophile Fraktionen aus E. purpureae und E. angusti-
foliae radix die Phagozytoserate in vitro und in vivo (BAUER et al., 1988). Die ebenfalls
untersuchten hydrophilen Fraktionen der Echinacea-Extrakte zeigten eine wesentlich
geringere Wirkung.

In neueren Tierversuchen an Ratten fiihrte eine Alkamidfraktion aus Dodeca-
2E 4E,87Z,10Z/E-tetraenséure-isobutylamide aus E. purpurea zu einer signifikanten
Steigerung der phagozytotischen Aktivitit von Alveolarmakrophagen (GOEL et al.,
2002). Dartliberhinaus produzierten die Alveolarmakrophagen, die aus den mit
Alkamiden behandelten Ratten gewonnen wurden, nach einer Stimulierung mit LPS
signifikant mehr TNF-a und NO. Cichoriensdure und Polysaccharide aus dem Kraut
von E. purpurea zeigten in diesen Versuchen keine Wirkungen. Alle drei
Verbindungen, Cichoriensédure, Polysaccharide und Alkamide, riefen keinen zytokin-
oder phagozytosestimulierenden Effekt in Milzzellen hervor. So zeigten diese Versuche,
dass Alkamide eine groBere Wirkung auf Zellen der Lunge als auf die der Milz zu
haben scheinen, was eine Erklarung liefern konnte fiir die gute Wirkung von
alkamidhaltigen Echinacea-Zubereitungen bei Infekten des Respirationstraktes.

Um die immunstimulierende Wirkung der Alkamide néher zu untersuchen, wurden die
aus E. atrorubens radix isolierten Alkamide (siche Abbildung 8.1) auf ihre IL-6- und
TNF-a-induzierende Wirkung auf Peritonealmakrophagen untersucht. Die Freisetzung



142 7 Diskussion

beider Zytokine wurde durch eine Alkamidkonzentration von 4,3 pg/ml nur schwach
stimuliert. Die Alkamide A8/9 und A10 zeigten jedoch sowohl eine leichte IL-6- als
auch eine TNF-a-induzierende Wirkung. Schwache IL-6-stimulierende Effekte zeigten
weiterhin die Alkamide A5, A6, A16 und A19/20. Geringe TNF-o-freisetzende
Wirkungen wiesen die Alkamide A3, A16 und A19/20 auf, welche jedoch aufgrund der
relativ groen Standardabweichungen und fehlenden Konzentrationsabhingigkeit als
sehr gering einzustufen sind.

Weitere Untersuchungen, die eine potentielle stimulierende Wirkung der Alkamide auf
das unspezifische Immunsystem zum Ziel haben konnen, wie Induktion weiterer
Zytokine oder Steigerung der Proliferation und Aktivitdit von immunkompetenten
Zellen, wie Natiirliche Killerzellen, Monozyten und verschiedener Makrophagen, sind
notwendig, um die Wirkungsweise der Alkamide endgiiltig kldren zu konnen. Die oben
genannten Versuche belegen jedoch bereits, dass sie vor allem an der immun-
stimulierenden Wirkung von Echinacea-Zubereitungen durch eine Phagozytose-
stimulierung insbesondere der Alveolarmakrophagen in nicht unerheblichem Maf3e
beteiligt sein miissen.

Auffillig ist weiterhin die Ahnlichkeit der Alkamide aus Echinacea-Arten mit
Anandamid (N-Arachidonyl-ethanolamin), einem endogenen Liganden der ,,Canna-
binoidrezeptoren®.

— — — — N/\/OH
H

Abbildung 7.1: Anandamid (N-Arachidonyl-ethanolamin)

Die Stimulierung der CB;-Rezeptoren im ZNS und in den peripheren sensorischen
Neuronen durch den inhibitorischen Neurotransmitter Anandamid, fithrt wie der
Marihuana Wirkstoff, Tetrahydrocannabinol, unter anderem zu einer analgetischen
Wirkung (MARKS, 2000). AuBBerdem werden periphere CB;-Rezeptoren vermehrt in B-
und NK-Zellen exprimiert (PIOMELLI et al., 2000). Eine Aktivierung dieser Rezeptoren
durch Cannabinoide oder Anandamid konnte ebenfalls zu einer entziindungs-
hemmenden und immunmodulierenden Wirkung fithren. Aufgrund des Einsatzgebietes
von Echinacea-Zubereitungen und der strukturellen Ahnlichkeit der Alkamide mit
Anandamid, wére eine Wechselwirkung der Alkamide mit CB;- und CB;-Rezeptoren
denkbar. In Strukturwirkungsbeziechungen konnten fiir N-Arachidonyl-isobutylamid
sehr gute CB;- und CB;-Rezeptoraffinititen und eine erhohte Stabilitit gegeniiber
Amidasen festgestellt werden (LIN et al., 1998). Diese Untersuchungen unterstiitzen
eine mogliche ,,cannabinoide* Wirkung der Isobutylamide. Auf der anderen Seite kann
eine Verkiirzung der Arachidonyl-Kette zu einer Abnahme der Rezeptoraftinitét fiihren.
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Aus diesem Grund konnen erst detailierte Studien mit den Echinacea-Alkamiden
zeigen, welche Verbindungen gute Rezeptoraffinititen aufweisen.

Um eventuell toxische Effekte auf Zellen zu untersuchen, wurden verschiedene Alka-
mide, A10, A11, A12, A8/9 und ein Undeca-2Z-en-8,10-diinséure-isobutylamid aus F.
angustifolia, auf ihre Zytotoxizitit getestet. Dabei zeigten sie iiber einen
Konzentrationsbereich von 5-50 ppm (n=4) keine zytotoxischen Effekte auf KB
Krebszellen. Der 1Csp-Wert lag unter 25 ppm bzw. sogar unter 50 ppm (entsprechend
100-200uM), so dass eine toxische Wirkung der Alkamide auf Zellen ausgeschlossen
werden kann.

Die meisten der pharmakologischen Untersuchungen sind in in vitro-Testsystemen
durchgefiihrt worden, welche nichts iiber die Aktivititen der Extrakte oder Substanzen
in vivo aussagen, solange nicht die Bioverfiligbarkeit geklirt ist. Bioverfiigbarkeitsunter-
suchungen waren jedoch mit Echinacea-Zubereitungen noch nicht durchgefiihrt
worden.

In pharmakokinetischen Studien mit Schachtelhalmkraut konnte eine starke Metabo-
lisierung von Mono- und Dikaffeoylweinsdurederivaten, wie Cichoriensdure, beobachtet
werden (GRAEFE und VEIT, 1999).

In einer weiteren Studie wurde die Plasmakonzentration von Kaffeesdure nach der
Einnahme von Rotwein untersucht. Hierbei konnte eine Stunde nach der Einnahme der
hochste Kaffeesduregehalt im Blut festgestellt werden (SIMONETTI et al., 2001).

Resorptionsstudien zu Polysacchariden oder Glykoproteinen fehlen bisher ganz. Eine
Resorption dieser Makromolekiile {iber das Darmepithel ist sehr unwahrscheinlich,
jedoch ist eine Stimulierung von immunologisch aktiven Zellen in den Peyer’schen
Plaques oder anderem mukosaassoziiertem, lymphatischem Gewebe (MALT) denkbar.

Zu den Alkamiden existierten bisher ebenfalls keine Bioverfiigbarkeits- oder
Resorptionsstudien, so dass im Rahmen dieser Arbeit hierzu erste Versuche durch-
gefiihrt wurden.

Um die intestinale Resorption und Metabolisierung von Alkamiden studieren zu
konnen, wurden Resorptionsstudien mit den Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensédure-
isobutylamiden an menschlichen Adenocarcinomzellen iiber einen Zeitraum von 6
Stunden durchgefiihrt. Nach 30 Minuten waren bereits 15 % der Alkamide A8/9 resor-
biert und nach 4 Stunden konnte eine 80 prozentige Diffusion ohne eine signifikante
Metabolisierung der Alkamide beobachtet werden. Durch eine Erniedrigung der
Standardtemperatur von 37 ° auf 4 °C wurde nur eine wenig schwichere Diffusionrate
erzielt. Die gute Penetration der Alkamide auch bei niedrigen Temperaturen deutet auf
einen passiven Transport durch Biomembranen hin, da bei einem aktiven Transport ein
starkerer Penetrationsabfall beobachtet worden wire. Mit diesen Versuchen konnte eine
gute und vor allem schnelle intestinale Resorption der Alkamide belegt werden.
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AuBerdem weisen sie auf eine Bioverfligbarkeit der Alkamide nach oraler Applikation
von Echinacea-Praparaten hin.

Um eine Bioverfiigbarkeit der Alkamide endgiiltig beweisen zu konnen, wurde ein
Pilotversuch durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine analytische HPLC-Methode zur
Bestimmung der Alkamide im Humanblut entwickelt. Als Leitsubstanzen wurden die
Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide ~A8/9 stellvertretend fiir die
anderen Alkamide untersucht.

Mit dem entwickelten Verfahren war es mdoglich, die Alkamide A8/9 mit einer
Wiederfindungsrate von 95-115 % und einer mittleren Prédzision von 12 % in einem
Bereich von 10 ng/ml bis zu 150 ng/ml im Blut quantitativ nachweisen zu konnen.

In ersten Bioverfligbarkeitsstudien konnte eine Stunde nach der Einnahme von 65 ml
aufkonzentrierter Urtinktur, die 4,3 mg Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdureisobutyl-
amide enthielt, 44 ng/ml der Alkamide A8/9 im Blut nachgewiesen werden. Diese Pilot-
studie beweist eindeutig, dass Alkamide nach oraler Applikation resorbiert werden und
so an der in vivo-Wirkung von Echinacea-Priparaten beteiligt sein kdnnen.

In zukiinftigen Studien sollte eine Blutentnahme wenige Minuten nach der Einnahme
eines Echinacea-Praparates erfolgen, da aufgrund der Lipophilie eine schnelle
Resorption der Alkamide iiber die Mundschleimhaut wahrscheinlich ist und die Resor-
ptionsversuche an menschlichen Adenocarcinom-Colon-Zelllinien ebenfalls eine ziigige
Resorption der Alkamide gezeigt haben.

Um Hinweise auf das Eliminationsverhalten der Alkamide zu erhalten, wurde nach der
oralen Applikation von E. purpurea-Urtinktur, die einmal einer Menge von 2,4 mg und
einmal von 4,9 mg AS8/9 entsprach, der Probandenurin auf Alkamide untersucht.
Obwohl mittels Festphasenextraktion eine Anreicherung des Urins um den Faktor 900
moglich war, konnten keine Alkamide darin detektiert werden. Dies schlieft entweder
eine Elimination der Substanzen iiber den renalen Ausscheidungsweg aus oder deutet
darauthin, dass die Alkamide bereits vollstindig metabolisiert worden sind. Aufgrund
der lipophilen Struktur der Alkamide ist weiterhin eine Einlagerung ins Fettgewebe und
in Membranen denkbar.

Wie sich nach Verodffentlichung dieser Ergebnisse herausstellte, wurden #hnliche
Untersuchungen von OSOWSKI (1998) durchgefiihrt. Hierbei wurde eine pharmako-
kinetische Studie mit vier Probanden, denen eine E. purpurea-Urtinktur in unter-
schiedlichen Dosisstufen appliziert wurde, durchgefiihrt. Erste Alkamidkonzentrationen
wurden bereits nach 10 Minuten im Blut nachgewiesen, nach 20-30 Minuten wurde die
maximale Serumkonzentration erreicht. Die Halbwertszeit der Alkamide betrug etwa 1
Stunde. Insgesamt wurden nur 10 % der applizierten Alkamide im Plasma wieder-
gefunden.

AuBlerdem wurde von OSOWSKI (1998) die Cichoriensdurekonzentration im Blut der
Probanden nach der Einnahme eines Presssaftes aus dem Kraut von E. purpurea
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bestimmt. Nach Extraktion der Cichoriensdure aus dem Plasma konnte diese mittels
HPLC-UV-Analyse detektiert werden. Insgesamt wurde eine sehr niedrige
Konzentration an Cichoriensdure im Blut (1,3 %) und ebenfalls eine sehr viel lang-
samere Resorption und Elimination dieser Verbindung als die der Alkamide festgestellt.
Dies ist moglicherweise dadurch erklarbar, dass zum einen aufgrund der relativ hohen
Polaritdt eine geringere Resorption zu erwarten war und zum anderen eine starke
Metabolisierung zum Beispiel durch Esterasen anzunehmen war.

Weiterhin wurde von OSOWwSKI Cichoriensdure auch im Urin nachgewiesen (0,08-
0,32 %). Dies ist erstaunlich, da GRAEFE und Mitarbeiter (1999) eine starke Metaboli-
sierung von Mono- und Dikaffeesidurederivaten nach der Einnahme eines Extraktes aus
Schachtelhalmkraut festgestellt hatten. Neben Dihydrokaffeesdurederivaten wurde
dariiber hinaus ein hoher Gehalt an Glucuron- und Sulfatkonjugaten der Kaffee-
sdurederivate detektiert. Diese wurden in der Studie von OSOWSKI jedoch nicht néher
untersucht. Weitere Studien mit einer grofleren Probandenzahl miifiten durchgefiihrt
werden, um genauere Erkenntnisse iliber das Resorptions-, Metabolisierungs- und
Eliminationsverhalten der Cichoriensdure zu erhalten.

Da Cichoriensdure durch Esterasen und Phenoloxidasen in Echinacea-Zubereitungen,
vor allem in frischen Pressséften, sehr schnell abgebaut wird, ist deren Gehalt in den
Zubereitungen in der Regel nur sehr gering (NUSSLEIN et al., 2000). Die niedrige
Konzentration in den Echinacea-Préparaten und die niedrige Resorptionsrate sprechen
dafiir, dass Cichorienséure nach oraler Applikation nur in sehr geringen Konzentra-
tionen bioverfiigbar ist und so nur in geringem Umfang zu der in vivo-Wirkung von
Echinacea-Zubereitungen beizutragen scheint. Andererseits gibt es Priaparate, die bis zu
0,5 % Cichoriensdure enthalten, so dass hierbei auch relevante Plasmakonzentrationen
erreicht werden wiirden (BAUER, 1997).

Fiir Polysaccharide wurden zwar gute phagozytose- und zytokinstimulierende Wir-
kungen nachgewiesen, jedoch ist die Resorption dieser Verbindungen noch zweifelhaft.
Weitere in vivo-Versuche miissen noch zeigen, ob diese Substanzklasse bioverfiigbar ist
bzw. iliber lymphatisches Gewebe direkt zu einer immunmodulierenden Wirkung der
Echinacea-Priparate beitragt.

In verschiedenen pharmakologischen Untersuchungen konnten moderate entziindungs-
hemmende, TNF-o- und NO-induzierende und vor allem gute phagozytose-
stimulierende Wirkungen fiir Alkamide in vitro und in vivo belegt werden. Da aullerdem
die Bioverfiigbarkeit der Alkamide bewiesen ist, scheinen diese tatsdchlich an der in
vivo-Wirkung der Echinacea-Préparate beteiligt zu sein.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte zwar eine in vivo-Wirkung fiir Alkamide
plausibel gemacht werden, jedoch miissen weitere Untersuchungen den genauen
Wirkmechanismus dieser Inhaltsstoffklasse kldren.
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Als alleinige Inhaltsstoffklasse konnen sie sicherlich nicht die gesamten immunmodu-
lierenden Effekte der Echinacea-Zubereitungen erkldren, so dass bei der Gesamt-
extraktwirkung wahrscheinlich auch Kaffeesdurederivate und Polysaccharide beteiligt
sind. Es sollte weiterhin der gesamte Extrakt als Wirkstoff angesehen werden.
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8 Zusammenfassung

Zubereitungen aus Echinacea-Arten zédhlen zu den umsatzstirksten pflanzlichen Arznei-
mitteln. Hauptsidchlich werden als Stammpflanzen E. purpurea, E. angustifolia und E.
pallida verwendet. Die als Verfilschung oder Substitutionsdroge in Frage kommende
Art E. atrorubens war bisher phytochemisch und pharmakologisch nicht untersucht.

1. Aus chemotaxonomischen Griinden und zur Uberpriifung ihres mdglichen
Wirkpotentials wurde daher die Inhaltsstoftfithrung dieser Art analysiert.
Bei den lipophilen Inhaltsstoffen wurden Gemeinsamkeiten mit den lipophilen
Fraktionen von E. purpurea und E. angustifolia festgestellt. Wie im Kraut und den
Wurzeln von E. purpurea und E. angustifolia wurden auch in E. atrorubens
Alkamide, hauptsichlich Isobutylamide neben wenigen in geringer Konzentration
enthaltenen 2-Methylbutylamiden detektiert. Auch in E. atrorubens stellen die
Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide die Hauptalkamide dar,
wobei in den Wurzeln die hochste Konzentration dieser Verbindungen bestimmt
wurde. Zusitzlich sind in den Wurzeln von E. atrorubens vorwiegend 2.4-
Dienamide, wie sie in E. purpurea vorherrschen, enthalten. In geringen Mengen
konnten 2-Monoenamide, die hauptsédchlich in E. angustifoliae radix vorkommen,
nachgewiesen werden.

Das Kraut von E. atrorubens enthilt ein Alkamidspektrum an 2,4-Dienamiden wie
es auch in den anderen drei Arten vorkommt.

Das hydrophile Inhaltsstoffspektrum von E. atrorubens unterscheidet sich grund-
legend von dem der anderen drei medizinisch verwendeten Echinacea-Arten. So
konnten weder Cichorienséure noch Echinacosid oder Cynarin im Kraut oder der
Wurzel von E. atrorubens nachgewiesen werden. Wihrend in der Wurzel mittels
HPLC-UV nur Spuren von phenolischen Verbindungen detektierbar waren,
konnten im Kraut Chlorogensdure, Rutosid und das erstmals in der Gattung
Echinacea nachgewiesene Narcissin identifiziert werden.

Der HPLC- und diinnschichtchromatographische Vergleich von vier verschieden-
en E. atrorubens-Chargen lieferte ein einheitliches Bild, so dass phytochemisch
eine eindeutige Charakterisierung und Identifizierung von E. atrorubens gewéhr-
leistet werden kann und chromatographisch eine Unterscheidung der Arten
moglich ist.

2. Aus dem n-Hexanextrakt der Wurzeln von E. atrorubens wurden 20 Alkamide
isoliert und deren Struktur mittels UV, MS und ein- und zweidimensionaler NMR-
Techniken aufgeklirt. Abbildung 8.1 gibt eine Ubersicht der in E. atrorubens radix
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identifizierten Substanzen. Die Alkamide A2, A12, A14/15, A17, A18 und
A19/20 stellen neue Naturstoffe dar.
o o)
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o (0]
B X N/W/ _ — X N Y
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0 (0]
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Abbildung 8.1: Strukturformeln der aus E. atrorubens radix isolierten Alkamide.

3. Um die Wirkungsweise der immunmodulatorischen Aktivitit der Alkamide néher
zu untersuchen, wurden die isolierten Verbindungen auf ihren Einfluss auf die
TNF-o- und IL-6-Induktion getestet. Eine leichte Stimulierung der Zytokinaus-
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schiittung bewirkten insbesondere die Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensédure-iso-
butylamide A8/9 und das Dodeca-2E,4E,8Z-triensdure-isobutylamid A10 in einer
Konzentration von 4,3 pg/ml. Alle iibrigen Alkamide fiihrten nur zu einer sehr
geringen IL-6- und TNF-o-Freisetzung.

4.  Aus dem Presssaft des frischen Krautes von E. purpurea konnte ein bisher fiir die
Gattung Echinacea nicht bekanntes Flavonoid Robinetin isoliert und dessen
Struktur mittels UV, MS und NMR-Techniken aufgeklért werden.

5. Um die Bioverfiigbarkeit und damit die mdgliche in vivo-Wirkung der Alkamide
belegen zu konnen, sollten erste Resorptions- und Bioverfiigbarkeitsunter-
suchungen durchgefiihrt werden. Hierfliir wurde zuerst eine analytische HPLC-
Methode etabliert, die es ermoglicht, noch 10 ng Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraen-
sdure-isobutylamide pro ml Blut quantitativ zu bestimmen.

In den ersten Bioverfiigbarkeitsstudien konnten eine Stunde nach oraler Appli-
kation von E. purpurea-Urtinktur, die 4,3 mg Dodeca-2E,4F,872,10Z/E-tetraen-
sdure-isobutylamide A8/9 enthielt, 44 ng/ml der Alkamide A8/9 im Blut detektiert
werden. Somit sind die Alkamide nach oraler Applikation eindeutig bioverfiigbar.
AuBerdem wurde die Elimination im Urin untersucht. Es konnten allerdings keine
Alkamide im Urin nachgewiesen werden.

Weiterhin wurden Penetrationsstudien an menschlichen Adenocarcinomzellen
durchgefiihrt. Dabei wurde eine 80 prozentige Diffusionsrate der Alkamide
innerhalb von 4 Stunden festgestellt, wobei keine signifikante Metabolisierung der
Substanzen beobachtet wurde.

Beide Versuche weisen auf eine Bioverfiigbarkeit der Alkamide nach oraler
Applikation hin, so dass deren Beteiligung an in vivo-Wirkungen von Echinacea-
Zubereitungen sehr wahrscheinlich ist.
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9.1. Herkunft der Drogen und Vergleichssubstanzen

Das Drogenmaterial fiir die Isolierung aus E. atrorubens wurde uns von D.G. Richter
(Richter’s herbs & roots), Wyandotte, geliefert. 300 g wurden im Juni 1997 und weitere
1400 g wurden Ende Juli 1998 jeweils in Central Kansas gesammelt. Die Droge wurde
direkt am Sonnenlicht getrocknet und die Identitit vor Ort iiberpriift. Ein weiteres
Drogenmuster von E. atrorubens radix wurde 1998 in Arkansas von Clay Downing
gesammelt. Fiir analytische Vergleichsuntersuchungen wurde aullerdem E. atrorubens
radix Droge verwendet, die im Frithjahr 2000 vom Botanischen Garten in Diisseldorf im
Gewichshaus angepflanzt wurde, und im August 2001 geerntet werden konnte. Die E.
atrorubens Samen wurden uns freundlicherweise von Dr. Steven Moring, Kansas, USA,
zur Verfliigung gestellt. Riickstellmuster befinden sich am Institut fiir Pharmazeutische
Biologie der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf.

Der Presssaft, der zur Isolierung von Robinetin verwendet wurde, stammte von der
Firma Schonenberger.

Vergleichssubstanzen:

Cichoriensdure und 2-Caffeoylweinsdure wurden am Institut fiir Pharmazeutische
Biologie der Universidt Diisseldorf aus E. purpurea isoliert.

Rutin stammte von der Firma Merck, Darmstadt, Germany.

Die Vergleichssubstanz Isorhamnetin-3-O-rutinosid (Narcissin) wurde uns freundlicher-
weise von Prof. Wagner Institut fiir Pharmazeutische Biologie der Universitdt Miinchen
zur Verfiigung gestellt.

Referenzsubstanzen von B-Sitosterol, Stigmasterol und Campesterol und der Atherisch-
Ol-Komponenten Thymol, B-Caryophyllen, Caryophyllenoxid und Bornylacetat waren
am Institut fiir Pharmazeutische Biologie der Universitdt Diisseldorf vorhanden.

9.2. Chromatographische Verfahren

9.2.1. Diinnschichtchromatographie

Stationdre Phase: DC-Alufolien (20 x 20 cm) Kieselgel 60 Fjss, Schichtdicke
0,2 mm; Fa. Merck (Art.-Nr. 5554 bzw. 1.05554).
Mobile Phase: DC-T1: Hexan/Ethylacetat (2 :1) (Trennung der Alkamide)
DC-T2 : Hexan/Ethylacetat (9 :1) (Trennung des &therischen Ols)
DC-T3 : Ethylacetat/Wasser/Ameisensédure/Essigsdure
(100:27:11:11)
(Trennung der Kaffeesaurederivate und Flavonoide)
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Losungsmittel:

Durchfiihrung:

Detektion:

DC-T4: Ethylacetat/Methanol/Wasser/Essigsdure (60:15:10:15)
(Trennung der Zucker)

Alle Losungsmittel fiir die DC wurden in technischer Qualitét

bezogen und nach einmaliger Destillation eingesetzt.

Die Entwicklung erfolgte in einer DC-Kammer ohne Sattigung.

- Direktauswertung: - Fluoreszenzminderung bei UV 254 nm
- Eigenfluoreszenz bei UV 365 nm
- nach Bespriihen mit folgenden Detektionsreagenzien:

- Anisaldehyd-Schwefelsiure-Reagenz:

0,5 ml Anisaldehyd wurden mit 10 ml Eisessig, 85 ml Methanol
und 5 ml konzentrierter Schwefelsdure unter Eiskiihlung in der
angegebenen Reihenfolge gemischt. Nach kréftigem Bespriihen
der DC-Platte wurde diese etwa 5-10 min bei 100°C erhitzt. Die
Auswertung erfolgte bei Tageslicht.

Fiir den Nachweis lipophiler Verbindungen, wie zum Beispiel
Alkamide.

- Naturstoffreagenz A nach Neu:
Losung A: 1%ige Losung von Diphenylboryloxyethylamin in
Methanol.
Losung B: 5%ige Losung von Polyethylenglycol 400 in Ethanol
Die entwickelte DC-Platte wurde zuerst mit Losung A und nach
dem Trocknen des Reagenzes zur Fixierung mit Losung B
bespritht. Die Auswertung erfolgte nach 30 Minuten im
Tageslicht und im UV-Licht bei 365 nm.
Fiir die Detektion von hydrophilen Substanzen, wie zum Beispiel
Kaffeesdurederivate und Flavonoide.

- Thymol-Schwefelsdure-Reagenz:
0,5 g Thymol wurden in 95 ml Ethanol geldst. AnschlieBend
wurden 5 ml Schwefelsdure (95-97 %) vorsichtig unter Eis-
kiihlung hinzugegeben.
Das Reagenz muss vor Gebrauch frisch hergestellt werden. Die
DC-Platte wurde nach dem Bespriihen ca. 5 Minuten lang bis zur
Ausbildung maximaler Farbintensitét bei 120° C erhitzt.
Fiir den Nachweis von Zuckern.
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Prdiparative Diinnschichtchromatographie:

Rf-Werte:

Um Klebstoff- und Weichmacherreste auf den DC-Alufolien zu
entfernen, wurden diese mit Methanol vorentwickelt und
anschlieBend getrocknet. Danach wurden 500 pl des E. atro-
rubens Methanol-Extraktes strichformig iiber die gesamte Breite
der Startzone aufgetragen. Nach der Entwicklung der DC-
Chromatogramme wurden die Substanzbanden unter UV-Licht
(254 und 366 nm) markiert. Ein schmaler Streifen der entwick-
elten DC-Folie wurde zusitzlich mit Naturstoffreagenz bespriiht.
Nach Anlegen des Streifen an die Ursprungsfolie wurden die
entsprechenden Substanzbanden markiert und mit einem Spatel
ausgekratzt. AnschlieBend wurden die Verbindungen mit Metha-
nol auf einem Magnetriihrer erschopfend extrahiert. Um Kiesel-
gelreste zu entfernen, wurden die gewonnenen Losungen durch
Blauband-Papierfilter der Fa. Schleicher & Schuell filtriert.

Die Rf-Werte der Alkamide aus E. atrorubens sind in Tabelle
4.4, Seite 56 aufgefiihrt, diejenigen der hydrophilen Verbin-
dungen sind in Tabelle 4.5, Seite 58 wiedergegeben.

Hydrolyse der Flavonoidglykoside:

Das isolierte Flavonoidglykosid Narcissin FG1 wurde nach der
Methode von KARTNIG und WEGSCHAIDER (1971) und MERFORT
und WENDISCH (1987) auf Kieselgel 60 F,s4-Fertigplatten hydro-
lysiert:

Die zu untersuchenden Glykoside wurden bandformig auf die
Startlinie der Kieselgelfolie aufgetragen und diese 30 Minuten
lang in einer DC-Kammer bei 100°C den Déimpfen
konzentrierter HCl im Trockenschrank ausgesetzt. Nach Ent-
nahme der Platte wurde diese mindestens 1 Stunde lang an der
Luft und anschliefend 30 Minuten lang bei 60 °C im Trocken-
schrank getrocknet. Die Entwicklung des Chromatogrammes
erfolgte in dem DC-System DC-T4 (siehe Seite 151). Detektiert
wurde mit Thymol-H,SO4-Reagenz (siehe Seite 151). Tabelle 9.1
gibt die Rf-Werte der Zucker und deren Farbungen wieder.
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Tabelle 9.1:  Rf-Werte der Referenzzucker in dem DC-System DC-T4 und deren Firbung nach
Detektion mit Thymol-H,SO4Reagenz.

Zucker Farbung Rf-Werte
Galaktose lila-braun 0,32

Glucose blau 0,35
Mannose rosa 0,36
Rhamnose orange 0,55

9.2.2. Offene Siulenchromatographie

Fiir die Isolierung von Robinetin aus dem Presssaft von E. purpureae herba wurde eine
offene Sdulenchromatographie an Sephadex verwendet."

Sdulen:

Stationdre Phase:
Fiillung der Sdulen:

Probenaufgabe:

Es wurde eine Glassdule mit Glasfritte und feinregulierbarem
Auslasshahn  verwendet (Sédulenldnge: 1,5 m; S&iulendurch-
messer: 30 mm)

Sephadex LH-20 (Pharmacia)

Das Sorbens (Sephadex® LH-20) wurde mit dem verwendeten
FlieBmittel angeschlimmt und iiber Nacht zur Quellung
stehengelassen. Am néchsten Tag wurde diese Suspension erneut
gut durchmischt und kontinuierlich und luftblasenfrei bei
gedffnetem Hahn in die Sédule eingegossen. AnschlieBend wurde
so lange Eluens nachgefiillt bis die Packungshohe konstant blieb.

Die in wenig FlieBmittel geloste Probe wurde vorsichtig, ohne
Aufwirbeln von Sdulenmaterial bei gedffnetem Auslasshahn auf
die Oberflache des Sédulenbetts pipettiert. Nach dem Einsickern
wurde mit Eluens nachgespiilt und danach die stationdre Phase
mit dem Eluenten {iberschichtet, so dass mit der Elution
begonnen werden konnte.

9.2.3. Vakuumfliissigchromatographie

Bei der Vakuumfliissigchromatographie, einer Sonderform der
offenen Sadulenchromatographie, wird durch Anlegen von
Vakuum eine schnelle und gut reproduzierbare Grobtrennung von
Rohextrakten und Fraktionen erreicht (PELLETIER et al., 1986).

" Frau S. Borstel danke ich fiir die Isolierung des Robinetins.
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Durchfiihrung:

Verwendet wurde jeweils eine Glassdule (30 cm Liange und 5 cm
Durchmesser) mit Glasfritte (Porositit 3), einem darunter
liegenden Stutzen zum Anschluss einer Vakuumpumpe und
einem Schliffstutzen zum Anbringen eines Auffangkolbens.

Als erstes wurde etwas Glaswolle und eine etwa 1 cm dicke
Schicht Seesand (Fa. Roth) auf die Glasfritte gelegt. Als
stationdre Phase wurden etwa 180 g Kieselgel 60 (40-63 um,
Merck), trocken in die Saule gefillt. Die Probe wurde
anschlieend als Verreibung mit Kieselgel aufgegeben. Zum
Schlul wurde das Sdulenbett mit Glaswolle abgedeckt, um ein
Aufwirbeln des Kieselgelbettes wéahrend der FlieBmittelaufgabe
zu vermeiden. Als Elutionsmittel dienten konstante Mengen von
Hexan/Ethylacetat-Mischungen (250 ml), bei denen der Ethyl-
acetatanteil in 5%- bzw. 2,5 %-Schritten erhoht wurde. Das
FlieBmittel wurde nach Anlegen von Vakuum durch die Séule
gesaugt bis das Kieselgelbett weitgehend trocken war.

9.2.4. Mitteldruckfliissigchromatographie

Gerdit:

Sdulen:

Mobile Phasen:

Stationdre Phase:

Probenaufgabe:

Zwei HPLC-Pumpen 64 mit Gradientensteuerung liber Program-
mer 50, Mischkammer, UV-Detektor K-2000/A4060 und
Zweikanalschreiber (Fa. Knauer), automatischer Fraktionssamm-
ler (Pharmacia).

Die Sédulen wurden entweder vom Glasbldser der Universitit
Diisseldorf aus dickwandigem Borosilikatglas hergestellt und mit
eigens angefertigten Stempeln aus Messing mit Teflonkdpfen
ausgestattet oder direkt von der Firma Latek mit den
entsprechenden Stempeln geliefert.

MPLC-Séaule 1: Lange 50 cm, Dipnen 0,8 cm, Fiillhohe 40 cm.
MPLC-Séule 2: Léange 55 cm, Dinpen 1,1 cm, Fiillhohe 47 cm.
MPLC-Séule 3: Léange 109 cm, Dipnen 2,4 cm, Fiillhéhe 90 cm.
Acetonitril fiir die HPLC (J.T. Baker oder Fa. Merck)
/deionisiertes Wasser

Fir MPLC-Séule 1: 8 g LiChroprep RP-18, 15-25um (Fa.
Merck).

Fir MPLC-Séule 2: 23 g LiChroprep RP-18, 25-40 um (Fa.
Merck).

Fiir MPLC-Siule 3: 260 g Europrep 60-30 RP-18, 60 A, 20-
45 pum (Fa. Knauer).

Die Proben wurden in etwa 500 pl Ethanol (max. 1 ml) gelost,
wenn sie iiber die 1 ml Probeschleife aufgegeben wurden, und in
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Flussrate:
Detektion:

Fraktionierung:

Aufarbeitung:

etwa 2-3 ml fiir die Aufgabe iiber die 10 ml Probeschleife. Die
Schleifen waren jeweils mit dem Injektor (Altex) gekoppelt.

Je nach Trennung wurden Flussraten von 3 - 5 ml/min gewihlt.
Als Detektionswellenlinge wurde je nach zu trennenden
Alkamiden 210nm oder 254nm ausgewdhlt. Manche
Trennungen wurden direkt mittels Fraktionssammler ohne
Detektor durchgefiihrt.

Die Fraktionierung erfolgte entweder manuell-peakorientiert
mittels des angeschlossenen Detektors und Schreibers oder
zeitgesteuert mit Hilfe eines automatischen Fraktionssammlers
(Biichi 660 Fraction Collector, Fa. Biichi).

Um einer Zersetzung labiler Inhaltsstoffe vorzubeugen, wurden
wasserhaltige Fraktionen nach DC-Kontrolle sofort vereinigt,
mindestens sechs mal mit »n-Hexan ausgeschiittelt, iiber
wasserfreies Na,SOy filtriert und sofort bei —20 °C iiber n-Hexan
gelagert.

9.2.5. Hochleistungsfliissigchromatographie

Gerdt:

Detektoren:

Sdulen:

- Liquid Chromatograph HP 1050 mit quaterndrer Pumpe,

Autosampler 1050, beheizbarem Sdulenraum sowie Vakuum-

Entgaser und HP-Chemstation (Hewlett-Packard).

Dieses Gerdt wurde fiir alle Untersuchungen auBler fiir die

Konzentrationsbestimmungen von A8/9 im Akzeptormodell der

Resorptionsstudien mit Caco-2-Zellen verwendet.

- Liquid Chromatograph Hewlett-Packard HP 1090 Serie II

System gekoppelt mit einem Diodenarraydetektor.

Dieses Gerdt wurde fiir die Konzentrationsbestimmungen von

A8/9 im Akzeptormodell der Resorptionsstudien mit Caco-2-

Zellen verwendet.

Hewlett-Packard Diodenarraydetektor DAD 1050.

Die Aufzeichnung der Chromatogramme erfolgte routinemifig

fiir die lipophilen Fraktionen bei 254 nm und fiir die hydrophilen

Fraktionen bei 330 nm.

Die Dodeca-2E 4E,87,10Z/E-tetraensaure-isobutylamide wurden

im Rahmen der Bioverfiigbarkeits- und Resorptionsmodellunter-

suchungen bei 260 nm detektiert.

HPLC-Séule 1: - Standardséule fiir analytische Untersuchungen
LiChroCART® 125-4 mit LiChrospher® 100 RP-
18, 5 um und Vorsiule LiChroCART® 4-4 mit
demselben Fiillmaterial (beides von Fa. Merck).
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HPLC-S&ule 2: - Séule fiir semiprédparative Trennungen
Hibar® RT 250-10 mit LiChrosorb® RP-8, 7 um
(Fa. Merck).

HPLC-Séule 3: - Siaule fiir die Konzentrationsbestimmungen
von A8/9 im Akzeptormodell der Resorptions-
studien mit Caco-2-Zellen.

RP-18 Hypersii ODS 125x4mm, 5 pm
(Knauer) mit Vorsaule (KS 11/4 Nucleosil 100-5
(C-18, Macherey-Nagel).
Sdulentemperatur:  40° C
Flussrate: Analytische Untersuchungen: 1 ml/min
Semipréiparative Trennungen:  1-3 ml/min
Mobile Phase: A = Aqua ad injectabilia (Fa. Delta Pharma)

B = Acetonitril fiir die HPLC (Fa. J.T. Baker oder Fa. Merck)

C = Aqua ad injectabilia mit 0,1 % (V/V) ortho-Phosphorséure

puriss. p.a. (Fa. Fluka)

D = Acetonitril fiir die HPLC mit 0,1 % (V/V) ortho-Phosphor-

sdure puriss. p.a. (Fa. Fluka)
Trennmethoden: Echl: - Fiir lipophile Inhaltsstoffe aus Echinacea-Arten

Eluenten: A und B

Gradient: 40-80 % B linear in 30 min, nach jedem Lauf
10 min Aquilibrierungszeit mit Startkonzen-
tration 40% B

Detektion: 210 und 254 nm

Temperatur: 40 °C

Ech2: - Fiir hydrophile Inhaltsstoffe aus Echinacea-Arten
Eluenten: Cund D
Gradient: 10-30 % D linear in 20 min, nach jedem Lauf
10 min Aquilibrierungszeit mit Startkonzentra-
tion 10% D
Detektion: 330 nm
Temperatur: 40 °C

Tet: - Fiir den Nachweis von Dodeca-2FE,4E,8Z,10Z/E-tetraen-
sdureisobutylamide aus Blut oder Urin
Eluenten: A und B
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Flussrate:

Probenvorbereitung:

Semiprdp. HPLC:

Retentionszeiten:

Gradient: 40-80 % B linear in 30 min, nach jedem Lauf
10 min Aquilibrierungszeit mit Startkonzen-
tration 40% B
Detektion: 260 nm
Temperatur: 40 °C
Tetr: - Fiir den Nachweis von Dodeca-2FE,4E,87,10Z/E-tetraen-
sdure-isobutylamide in der Akzeptorphase des Resorpti-
onsmodells mit Caco-2-Zellen.
Eluenten: A: Acetonitril
B: 0,5 % Phosphorsdure
Gradient: 60-72 % A in 0-6 min, 72-60 % A in 6-7 min;
7-12 min isokratisch bei 60 % A.
Temperatur: 25 °C
Detektion: 260 nm
Injektionsvolumen: 200 pl
Retentionszeit der Dodeca-2E 4E,87,10Z/E-tetraensiure-
isobutylamide : 4,2 min
Die Flussrate betrug in allen HPLC-Methoden 1,0 ml/min.

Fiir Routine-Analysen (Trennsystem: Echl) wurden die vom n-
Hexan befreiten lipophilen Proben mit einer Konzentration von
1-10 mg/ml in Ethanol p.a. gelost. Die zur Trockne eingeengten
hydrophilen Extrakte oder Substanzen (Trennsystem: Ech2)
wurden problemabhingig auf eine bestimmte Konzentration mit
Methanol eingestellt. Die vom Dichlormethan befreiten Proben
fiir den Nachweis der Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensiure-iso-
butylamide aus Blut oder Urin wurden in einer 1:1 Mischung von
Acetonitril/Wasser — aufgenommen. Das Injektionsvolumen
variierte je nach Problemstellung und ist bei den einzelnen
Chromatogrammen jeweils vermerkt.

50-100 pul der Fraktion in moglichst konzentrierter Losung
wurden mehrmals injiziert und peakorientiert mit Hilfe des DAD-
UV-Detektors manuell fraktioniert.

In Tabelle 4.1, Seite 48 sind die HPLC-Retentionszeiten der aus
Echinacea atrorubens isolierten Verbindungen dargestellt.

9.2.6. LC-MS-Messungen

Gerdt:

Liquid Chromatograph: Agilent 1100 Series
Massenspektrometer: Finnigan LCQ Deca
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Electro Spray

lonisation (ESI): Spray Voltage: 5,0 kV
Capillary Voltage: -15,4 V
Capillary Temperature: 350 °C
Flussrate: 3,0 ul/min

Atmospheric

Pressure Chemical

Ionisation (APCI):  Spray Voltage: 4,2 kV
Vaporizer Temp: 450,5 °C
Capillary Voltage: 19,2 V
Capillary Temperature: 227,0 °C

Trennmethode: Gradienten: A: Acetonitril

B: Wasser + 0,1 % Ameisensidure

Zeit [min] A [Y%] B [%]
0 10 90
5 10 90
35 100 0
45 100 0
46 10 90
60 10 90

Flussrate: 0,2 ml/min fiir ESI-Messungen
0,4 ml/min fiir APCI-Messungen

9.2.7. Gaschromatographie

Gerdte: - GC-EI-MS-gekoppelte Untersuchungen
1. Gaschromatograph HP 5890 Series II PLUS mit Split-
einlasssystem, massenselektivem Detektor HP 5972 Series
(Ionisierungsenergie 70 eV) und HP Chemstation (alles von
Hewlett-Packard); Trigergas Helium 5,0; Sdulenvordruck 1,16
x 10° Pa; Trigergasstrom (total): 70 ml/min; Injektortempera-
tur: 280°C.

2. Gaschromatograph Typ 1700 (Varian) mit Spliteinlasssystem;
massenselektiver Detektor Finnigan 1020 (Ionisierungsenergie
70 eV) von der Firma Finnigan MAT, Bremen; Trdgergas
Helium 5,0
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Saulen: 1. Quarzkapillarsdule OPTIMA 1 DF (25 m x 0,25 mm,
Filmdicke 0,25 pm, Macherey & Nagel) fiir Gerit 1
und 2
2. HP-5MS (crosslinked 5 %PH Me Siloxan) special
performance Kapillarsdule (Jinpen = 0,25 mm x 30 m x
0,5 um) nur fiir Gerit 1
Temperaturgradienten:
GCl1: - Standardmethode
Starttemperatur: 120 °C fiir 3 min, Heizrate: 10 °C/min
bis 280 °C, 15 min isotherm bei 280 °C.
GC2: - Fiir Alkamide
Starttemperatur: 170 °C fiir 3 min, Heizrate: 3 °C/min bis
240 °C, 2 min isotherm bei 240 °C.
GC3: - Fiir itherisches Ol
Starttemperatur: 70 °C fiir 3 min, Heizrate: 4 °C/min bis
295 °C.
GC4: - Fiir Sterine und Flavonoide
Starttemperatur: 250 °C fiir 2 min, Heizrate: 10 °C/min
bis 280 °C, bis 35 min isotherm bei 280 °C.

9.3. Spektroskopische Verfahren

9.3.1. Optische Drehung

Fiir die Messung der spezifischen Drehung wurde eine Quarzkiivette der Schichtdicke
1 dm verwendet. Gemessen wurde an einem Polarimeter 241 MC (Perkin-Elmer) bei
20 °C und 589 nm in Ethanol p.a..

9.3.2. Ultraviolettspektroskopie

Die UV-Spektren aller Verbindungen wurden mit Hilfe des Photodiodenarray-Detektors
HP 1050 (Hewlett Packard, siche Kapitel 9.2.5) online wihrend der HPLC-Analysen in
einem Acetonitril/Wassergemisch bei Raumtemperatur aufgenommen. Das UV-
Spektrum von Robinetin F1 wurde zusétzlich an einem Spektralphotometer Typ DB-G
(Fa. Beckman) in Methanol bzw. zusétzlich mit Shiftreagenzien vermessen.
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9.3.3. Kernresonanzspektroskopie

Gerdt: Kernresonanzspektrometer DRX 500 (Fa. Bruker);
Messfrequenzen: 500 MHz (‘H-NMR), 125 MHz ("*C-NMR);
Probenkopf: TBI-Probenkopf (triple broadband inverse gradient
head) fir 'H-NMR- und Cosy-Messungen, QNP-Probenkopf
(quadro nuclear probe) fiir *C-NMR-Messungen.

Losungsmittel: Standardlésungsmittel: d-Chloroform (99,8%D, Aldrich)
Fiir Kaffeesaurederivate oder Flavonoide: DMSO-d¢ (Merck)

Probenvorbereitung: Da es sich bei den Alkamiden aus Echinacea atrorubens oder aus
anderen Echinacea-Arten um leicht zersetzbare Verbindungen
handelt, wurden sie erst direkt vor der NMR-Messung aus dem
Eisfach entnommen. Die Substanzen wurden am Rotations-
verdampfer schonend vom n-Hexan befreit und fiir etwa 30 min
unter Stickstoff oder im Exsiccator im Vakuum getrocknet.
Weniger zersetzbare Verbindungen wurden iiber Nacht im
Exsikkator getrocknet. Die Proben wurden anschlieBend im
entsprechenden Losungsmittel gelost und iiber Glaswolle in die
gut getrockneten NMR-Probenréhrchen tiberfiihrt.

Kalibrierung: Die Kalibrierung erfolgte auf das jeweilige Losungsmittelsignal,
welches in der Regel d-Chloroform war.

Einheiten: Die auf TMS bezogenen chemischen Verschiebungen [3-Werte]
sind in ppm angegeben und die Einheit der Kopplungskonstante
[J] ist Hz.

Auswertung: Die NMR-Spektren wurden mit spezieller Software der Firma
Bruker bearbeitet.

Simulation von ' H-NMR-Spektren:
Die Simulation von 'H-NMR-Spektren am Computer wurde mit
folgendem Programm durchgefiihrt:
ACD/HNMR DB, Advanced Chemistry Development Inc.,
V.2.5.1.

9.3.4. Massenspektrometrie

Gaschromatographie-Elektronenstofionisations-MS (GC-EI-MS):
Soweit nicht anders angegeben, wurden EI-Massenspektren unter
Kopplung eines Massenspektrometers mit einem Gaschro-
matographen (ndheres siche Kapitel 9.3.4) aufgenommen.
Direkteinlal3 mit Elektronenstof3ionisation (DEI-MS):
Das Massenspektrum von Verbindungen, die nicht GC-géngig
waren, wurde nach DirekteinlaBB mit einem Massenspektrometer
INCOS 50 (Finnigan MAT) aufgenommen.
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Direkteinlall mit chemischer Ionisation (DCI-MS):
DCI-Spektren wurden ebenfalls an einem Massenspektrometer
INCOS 50 (Finnigan MAT) vermessen.

Auswertung: Die Substanzen aus dem itherischen Ol von Echinacea atro-
rubens wurden durch Spektrenvergleich mit Massenspektren aus
der Datenbank (Software G1034C, Version C.03.00) identifiziert.

9.4. Extraktionsverfahren

Soxhlet-Extraktion fiir vergleichende Analytik:

5 g Droge wurden in einer Drogenmiihle (Typ A 10, Jank & Kunkel, IKA-Werk) fein
pulverisiert und direkt in eine Extraktionshiilse eingewogen. Anschlieend wurde die
Droge zundchst mit 80 ml n-Hexan fiir zwei Stunden im Soxhletverfahren extrahiert.
Nach Trocknen der Soxhlethiilse mit dem Drogenmaterial unter dem Abzug wurde eine
weitere Extraktion der Droge mit 80 ml Methanol fiir wiederum zwei Stunden
durchgefiihrt.

70% Methanol Ultraschallextraktion nach BERGERON et al., 2000:
Die pulverisierte Droge (5 g) wurde fiir drei mal finf Minuten mit jeweils 100 ml
70 prozentigem Methanol im Ultraschallbad extrahiert.

Soxhlet-Extraktion fiir die Isolierung der Inhaltsstoffe aus Echinaceae atrorubens radix:
Die Extraktion und Isolierung der Droge erfolgte in zwei Ansétzen. Als erstes wurden
256 g fein pulverisierte Wurzeldroge von E. atrorubens (Extrakt E1, Ernte 1997,
Herkunft siehe Kapitel 9.1) fiir 27 Stunden erschopfend mit n-Hexan in einer
Soxhletapparatur extrahiert. Nach Einengen des gewonnenen Extraktes verblieben 3,3 g
eines viskosen, braunen Rohextraktes (Ausbeute: 1,3 %).

Die zweite Soxhletextraktion wurde in mehreren Ansdtzen mit insgesamt 1293 g fein
pulverisierter Wurzeldroge (Extrakt E2, Ernte 1998, Herkunft siche 9.1) wiederholt mit
n-Hexan fiir jeweils circa 41 Stunden durchgefiihrt. Die Extrakte wurden vereinigt und
am Rotationsverdampfer schonend vom n-Hexan befreit. Es blieben 9 g eines
zahfliissigen braunen Extraktes iibrig (Ausbeute: 0,7%).

Wasserdampfdestillation:

43 g frisch pulverisierte Echinacea atrorubens Wurzeldroge und 49 g frisch
pulverisierte  Krautdroge wurden jeweils mit 450ml Wasser in einer
Karlsruherapparatur fiir 2 Stunden destilliert. Das étherische Ol wurde in Pentan als
Hilfsphase aufgefangen. Nach Beendigung der Destillation wurde das Ol-
Pentangemisch in einem tarierten Kolben aufgefangen und auf einer Heizplatte bei
70 °C erhitzt. AnschlieBend wurde die Ausbeute des #therischen Ols gravimetrisch
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bestimmt (Wurzel: 0,03 %; Kraut: 0,13%). Fiir weitere Untersuchungen wurde das Ol
wieder mit Pentan aufgenommen und kiihl gelagert.

9.5. Gehaltsbestimmung der Dodeca-2E,4E,82,10Z/E-tetraen-
saure-isobutylamide

Der Gehalt an Dodeca-2E,4F,87,10Z/E-tetraensdure-isobutylamiden in den Wurzeln
und dem Kraut von E. atrorubens wurde mittels HPLC und externer Standardkali-
brierung bestimmt.

Kalibriergerade

Als Eichlosung diente eine Stammlosung von 3,8 mg selbstisolierten Dodeca-
2E.4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamiden (Reinheit: 92 %) in 1,0 ml Ethanol p.a..
Daraus wurde zusdtzlich eine Verdiinnungslosung mit einer Konzentration von
380 pg/ml hergestellt. Um einen moglichst weiten Konzentrationsbereich an
Isobutylamiden abzudecken, wurden insgesamt 16 verschiedene Injektionsvolumina in
die HPLC eingespritzt. Im oberen Bereich schlug das Detektorsignal jedoch zu stark aus
und im unteren Bereich wurde die Standardabweichung der einzelnen Injektionen zu
grof3, so dass Linearitit der Kalibriergeraden nach Flichenintegration im Bereich von
27,968 ug bis 105ng durch 6 verschiedene Tetraenmassenwerte mit jeweils 3
Injektionen bewiesen werden konnte. Die Standardabweichung lag bei allen Werten
unter 3 % (sieche Abbildung 4.4, Seite 50). Die Kalibriergerade ergab einen Eichfaktor
von 3,0299 und einen Korrelationskoeffizienten von 0,9997.

Extrakte

Circa 5 g Droge (genau eingewogen) vier verschiedener, pulverisierter Wurzelchargen
(siche Tabelle 4.2) und einer Krautdroge wurden jeweils mit 50 ml Chloroform in einer
Soxhletapparatur fiir 2 Stunden extrahiert. Zusétzlich wurden einmal 5 g pulverisierte,
frische Wurzeldroge mit 50 ml n-Hexan in einer Soxhletapparatur fiir 2 Stunden und
weitere 5g zweimal fiir 2 Stunden mit jeweils 100 ml #n-Hexan auf dem Magnetriihrer
bei Raumtemperatur extrahiert. Die Extrakte wurden zur Trockne eingeengt und mit
Ethanol p.a. auf 10,0 ml aufgefiillt. Diese Losungen wurde jeweils dreimal in die HPLC
injiziert (Trennsystem: Echl, Spektren sieche Anhang). Mit Hilfe des oben genannten
Eichfaktors konnte der Gehalt in Prozent an Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensiure-iso-
butylamide bezogen auf die getrocknete Droge berechnet werden.

Trockenriickstand

Der Trockenriickstand wurde, wie es das DAB 2000 fiir verschiedene Wurzeldrogen
vorsieht, durch 2 stiindiges Erhitzen der Droge bei 100 °C bestimmt. Drei Bestim-
mungen frischer Wurzelstiicke ergaben einen mittleren Trocknungsverlust von 53,13 %.
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Die bereits getrocknete Wurzeldroge zeigte einen durchschnittlichen Trocknungsverlust
von 4,8 % (n = 3).

9.6. Isolierungen

9.6.1. Isolierungen der Alkamide aus E. atrorubens radix

Fraktionierung des n-Hexan Extraktes von Echinaceae atrorubens radix (Ernte 1997,
El)

Eine Grobfraktionierung des n-Hexan Extraktes von E. atrorubens radix (1,8 g) wurde
durch VSC (siehe 9.2.3) iiber 150 g Kieselgel erreicht. Als Elutionsmittel dienten
jeweils 200 ml entweder reines n-Hexan oder n-Hexan/Ethylacetatmischungen, bei
denen der Ethylacetatanteil in 5 % Schritten bis 50 % erhoht wurde (siehe Tabelle 9.2).
Zum SchluB wurde noch einmal mit reinem Ethylacetat bzw. mit reinem Methanol
eluiert. Die daraus resultierenden Fraktionen wurden diinnschichtchromatographisch
untersucht (DC-T1, siehe 9.2.1) und zu zwolf Grobfraktionen vereinigt. Alkamide
wurden aus den Fraktionen IX-XI isoliert.

Tabelle 9.2: Grobfraktionierung des n-Hexan Extraktes von E. atrorubens radix (Ernte 1997)
Fraktion | n-Hexan [%] Ethylacetat [%] | Methanol [%] Gewicht [mg]
I 100 0
II 95 5
I 90 10 347
v 85 15 172
\Y 80 20 40
VI 75 25 53
VII 70 30 52
VIII 65 35 148
IX 60 40 58
X 55 45 563
50 50
XI 0 100 186
XII - - 100 178

Die Triterpene Campesterol, B-Sitosterol und Stigmasterol wurden aus Fraktion VIII
identifiziert.

Um eine bessere Vortrennung der Alkamide zu erreichen, wurde Fraktion X mit einer
weiteren Vakuumsdule iiber 75 g Kieselgel mit 100 ml »n-Hexan bzw. mit n-
Hexan/Ethylacetatmischungen in 16 Fraktionen aufgetrennt. Eine anschlieBende
Fraktionierung der Unterfraktion X.7 (310 mg) mittels MPLC an RP-18-Material
(MPLC-Séule 2; FlieBmittel: Acetonitril/Wasser; Methode: 10-100% ACN in 2h;
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Flussrate: 5 ml/min) lieferte den Reinstoff A6 (25 mg) und das Isomerenpaar A8/9
(170 mg), welches durch Umkristallisierung noch weiter aufgereinigt werden konnte.
Fraktion IX wurde ebenfalls auf eine MPLC-Siule mit RP-18-Material gegeben
(MPLC- Saule 1; FlieBmittel: Acetonitril/Wasser; Methode: 40-80% ACN in 1h, 80-
99% in 15 min; Flussrate: 3 ml/min; Detektion: 254 nm) und fiithrte zu der Isolierung
von A10 (4 mg) und A11 (6 mg).

Fraktion XI wurde durch MPLC an RP-Material in drei Fraktionen getrennt (MPLC-
Saule 2; FlieBmittel: Acetonitril/Wasser; Methode: 10-50% ACN in 120min, 50-99%
ACN in 30min; Flussrate: 5 ml/min; Detektion: 254 nm), die noch Substanzgemische
darstellten und daher mittels semipréparativer HPLC (siche 9.2.5) weiter aufgereinigt
werden mussten. Fiir Fraktion XI.2 (47 mg) wahlten wir eine isokratische Methode mit
42% Acetonitril und 58% Wasser iiber 40 Minuten und einer Detektionswellenldnge
von 235 nm. Dadurch konnten wir Alkamid 1 (7 mg), welches sich mit der Zeit
teilweise zu dem Isomer A2 umwandelte, und A3 (34 mg) isolieren.

Unterfraktion XI.3 (30 mg) wurde ebenfalls isokratisch getrennt, jedoch mit einem
Acetonitrilanteil von 47% tiber 42 Minuten (Detektion: 235 nm; Flussrate: 3,0 ml/min),
wodurch die Alkamide A4 (4 mg), AS (8§ mg) und A7 (8 mg) in reiner Form isoliert
werden konnten. Abbildung 4.10, Seite 60, gibt eine Ubersicht iiber die Isolierung der
Alkamide aus dem n-Hexan Extrakt E1 der Echinacea atrorubens Wurzeldroge.

Fraktionierung des n-Hexan Extraktes von Echinaceae atrorubens radix (Ernte 1998,
E2)

Der n-Hexan Extrakt von Echinaceae atrorubens radix (8,3 g) wurde mittels einer
Vakuum-Fliissig-Chromatographie iiber 180 g Kieselgel vorfraktioniert (siche 9.2.3.).
Die Inhaltsstoffe wurden zuerst mit 250 ml »n-Hexan, anschlieBend mit #n-
Hexan/Ethylacetatmischungen und abschliefend mit reinem Ethylacetat und reinem
Methanol (siehe Tabelle 9.3) eluiert. Die erhaltenen Fraktionen wurden durch Diinn-
schichtchromatographie im Laufmittel DC-T1 untersucht und inhaltsgleiche Fraktionen
vereinigt. Um die Ausbeute der Fraktionen zu bestimmen, wurde das Losungsmittel
schonend am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand circa 30 Minuten unter
Stickstoff getrocknet. Direkt nach der Ausbeutebestimmung wurden die Fraktionen bei
—20 °C unter n-Hexan gelagert.



165

9.6 Isolierungen
Tabelle 9.3:  Grobfraktionierung des n-Hexanextrakts von Echinaceae atrorubens radix mit VLCI.
Fraktion | n-Hexan [%] | Ethylacetat [%] | Methanol [%] | Gewicht [g]
100 0
95 5
I 90 10 0,9
85 15
80 20
75 25
72,5 22,5
11 70 30 4.4
67,5 32,5
111 65 35 0,6
62,5 37,5
v 60 40 0,9
57,5 42,5
55 45
52,5 47,5
A% 50 50 0,3
45 55
40 60
VI 0 100 1,1
- - 100

Die Alkamide wurden aus den Fraktionen II, III und IV isoliert.

Auftrennung der Fraktion 11
Fraktion II (4,4 g) wurde einer weiteren VSC an Kieselgel (180 g, siehe 9.2.3)
unterzogen. Die Fraktionen wurden wiederum mit n-Hexan/Ethylacetatmischungen als
Eluens gewonnen, bei denen schrittweise der Ethylacetatanteil in 5, dann 2,5 und in 1 %
Schritten erhoht wurde. Nach DC-Kontrolle wurden inhaltsgleiche Fraktionen
wiederum vereinigt (siche Tabelle 9.4).
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Tabelle 9.4:  Trennung der Fraktion I mittels VSC.
Fraktion n-Hexan [%] Ethylacetat [ %] Methanol [%] Gewicht [mg]
1 100 0 - 6,1
95 5
90 10
85 15
82,5 17,5
2 80 20 458,5
79 21
78 22
3 77 23 1789,6
76 24
4 75 25 793,7
5 74 26 996,2
73 27
72 28
6 71 29 103,7
70 30
7 69 31 101,6
68 32
67 33
66 34
65 35
60 40
0 100
- - 100

Alkamide konnten aus den Fraktionen 2-6 isoliert werden (siche Abbildung 4.11, Seite
61).

Die Fraktion II1.2 (458 mg) wurde mittels MPLC an RP-18-Material weiter fraktioniert
(MPLC-Séaule 3, sieche 9.2.4., FlieBmittel: Acetonitril/Wasser, Gradient: 20-100 % ACN
in 7h, zeitgesteuerte Fraktionierung mittels Fraktionssammler). Die Teilfraktion mit
dem groBten Alkamidanteil I1.2.2 wurde durch semipriparative HPLC weiter
aufgetrennt (siche 9.2.5, FlieBmittel: Acetonitril/Wasser, Methode: 57% ACN iso-
kratisch iiber 20 min, in 40 min bis 45 min 75% ACN, in 50 min 99% ACN, Fluf}:
3,0 ml/min, Detektion 254 nm). Durch manuelle peakorientierte Fraktionierung konnten
sechs Alkamide gewonnen werden, A8/9, A19/20, A10, A18, Al1, A17.

Die Teilfraktion I1.3 wurde ebenfalls einer MPLC an RP-18-Material unterzogen
(MPLC-Séule 3; FlieBmittel: Acetonitril/Wasser, Gradient: 40-70 % ACN in 1,5h,




9.6 Isolierungen 167

70 % ACN isokratisch iiber 5 Std., 100% ACN in 30 Minuten, zeitgesteuerte Fraktio-
nierung mittels Fraktionssammler). Insgesamt wurden sechs unterschiedliche
Fraktionen gebildet, zwei davon enthielten die Reinstoffe A6 und A11. Drei Fraktionen
wurden weiter aufgetrennt.

Die Trennung der Unterfraktion I1.3.4 durch semipridparative HPLC (FlieBmittel:
Acetonitril/Wasser, Methode: 50% ACN isokratisch iiber 57 min, von 50-99 % ACN in
10 min, stoptime: 70 min, Flussrate: Zu Beginn 3,0 ml/min nach 25 min 1,0 ml/min bis
57 min, dann wieder Anstieg bis 3,0 ml/min) lieferte die Alkamide A12 und A8/9 in
reiner Form bzw als Isomerengemisch.

Teilfraktion I1.3.5 enthielt die isomeren Dodeca-2E 4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutyl-
amide in stark angereicherter Form. Durch eine MPLC an RP-18-Material (MPLC-
Saule 2, FlieBmittel: Acetonitril/Wasser, Methode: 40% ACN isokratisch iiber 3h,
Flussrate: 3,0 ml/min) konnte eine Aufreinigung von A8/9 erzielt werden, so dass am
Schluss  181,7mg  Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide  erhalten
wurden.

Die Fraktion I1.3.6 (253 mg) wurde ebenfalls mittels MPLC in die Reinstoffe A10 und
A1l aufgetrennt (RP-18-Material, MPLC-Séaule 2, FlieBmittel: Acetonitril/Wasser,
Methode: 45 % ACN isokratisch iiber 4h, Flussrate: 3,0 ml/min).

Aus Fraktion II.4 konnte in 2 Ansidtzen durch MPLC an RP-18 Material (MPLC-Saule
3, FlieBmittel Acetonitril/Wasser, Methode: 40% ACN in 3h 60% ACN, von 60% ACN
bis 71% ACN in weiteren 3h, isokratisch fiir 3h bei 71% ACN, bis 99% ACN in einer
Stunde, flow: 3,0 ml/min) A6 und A10 rein und A8/9 als Isomerengemisch isoliert und
eine Fraktion I1.4.2, die A12 in stark angereicherter Form enthielt, erhalten werden.
Diese Fraktion wurde durch eine semipreparative HPLC-Trennung aufgereinigt und
lieferte die Reinstoffe bzw. I[somerengemische A12 und A8/9.

Eine weitere MPLC wurde mit Fraktion I1.5 durchgefiihrt (MPLC-Saule 3; FlieBmittel:
Acetonitril/Wasser; Gradient: 30-40 % ACN in 1h, 40-50 % ACN in 2h, 50 % ACN
isokratisch iiber 2h, von 50-60 % ACN in 1lh, 60-99 % ACN in 2h; Fluss: 3 ml/min;
Zeitgesteuerte Fraktionierung). Auf diese Weise wurden drei Fraktionen, von denen
eine reine Dodeca-2E. 4E,8Z,10Z/E-tetraenséure-isobutylamide A8/9 (98 mg) und zwei
Fraktionen Substanzgemische darstellten, erhalten. Zur Isolierung von A6 und weiteren
Alkamiden wurde Unterfraktion 11.5.2 einer semipriparativen HPLC unterzogen Die
Trennung erfolgte isokratisch bei 51% ACN und 49% Wasser iiber 35 min (Fluss: 3,0
ml/min; Detektion: 254 nm, manuell-peakorientierte Fraktionierung). Hieraus resultier-
ten die Reinstoffe A6 und A13 und die Isomere A14/15.

Fraktion III wurde durch MPLC in 4 Reinstoffe, A1, A3, A4, A16 in ein Isomeren-
gemisch A8/9 und in ein Substanzgemisch (III.1) getrennt (MPLC-Séule 2; FlieBmittel:
Acetonitril/Wasser; Gradient: 5-60% ACN in 4h, 60-80% in 3h, 80-99% ACN in 1h;
FluB: 0,8 ml/min; zeitgesteuerte Fraktionierung). Eine weitere semipreparative HPLC
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war notig, um die Isomere A14/15 aus dem Substanzgemisch IIl.1 zu isolieren
(FlieBmittel: Acetonitril/Wasser; Methode: 48% ACN isokratisch iiber 47min; Fluss:
3,0 ml/min; Detektion: 230 nm; manuell peakorientierte Fraktionierung).

Fraktion IV wurde durch MPLC-Chromatographie in die nicht weiter zu trennenden
Alkamide A1/2 und in den Reinstoff A3 aufgetrennt (MPLC-Sdule 2; FlieBmittel:
Acetonitril/Wasser; Methode: 10-46% ACN in 4h, Fluss: 3 ml/min, zeitgesteuerte
Fraktionierung).

9.6.2. Isolierungen der Kaffeesiurederivate aus E. atrorubens herba

Das Flavonoidglykosid FG-1 wurde direkt aus dem Methanolextrakt von E. atrorubens
herba mittels praparativer DC (siche Kapitel 9.2.1, Seite 152) gewonnen. Insgesamt
wurden 40,4 mg Methanolextrakt auf vier DC-Folien aufgetragen, so dass FG-1 mit
einer Ausbeute von 2 mg isoliert werden konnte.

9.6.3. Isolierung von Robinetin aus dem Presssaft von E. purpureae herba

750 ml E. purpurea-Presssaft (Fa. Schonenberger; Charge: VD 47) wurden 8 mal mit
500 ml Ethylacetat ausgeschiittelt und die Ethylacetatphase zur Trockne eingeengt. Der
Riickstand (2 g) wurde mittels Sdulenchromatographie an Sephadex® LH 20 (siehe
Kapitel 9.2.2, Seite 153; 250 g Sephadex® LH 20; Hohe der stationdren Phase: 1,25 m;
mobile Phase: Methanol p.a.: Wasser 4:1; Fraktionsgrosse: 7-10 ml/25 min) aufgetrennt.
Die Fraktionen 731-819 enthielten insgesamt 9 mg DC-reines Robinetin F1.

9.7. Physikalische und Spektroskopische Daten

9.7.1. Daten der Inhaltsstoffe aus Echinaceae atrorubens radix

Al: Undeca-2E,4Z-dien-8,10-diinsaure-isobutylamid

Summenformel: C;sH;oNO

Aussehen: Weille Kristalle (als Isomeren-Gemisch mit A2)

UViax: Amax: 260 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 229 (3) [M], 228 (13) [M-H]", 214 (4) [M-Me]", 186

(3) [M-C3H7]", 172 (8) [M-C4Ho]", 157 (21) [M-C,H(N]", 144 (4),
128 (100) [M-CsH;NOJ", 115 (8), 94 (10), 77 (12), 66 (56), 57 (24)
[CaH,]", 41 (36).

'H-NMR: siche Tabelle 4.6, Seite 67

DC: siche Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 5,54 min (Methode: Echl)
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A2: Undeca-2E ,4E-dien-8,10-diinséure-isobutylamid

Summenformel: C;sH;oNO

Aussehen: Weille Kristalle (als Isomeren-Gemisch mit A1)

UV max: Amax: 260 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 229 (6) [M]', 228 (9) [M-HT', 214 (5) [M-Me]", 186
(3) [M-C3H5]", 166 (12) [CioHsNO]", 157 (100) [M-C,H(N]", 128
(87) [M-CsH;NOJ", 110 (16), 94 (14), 77 (14), 66 (79), 57 (42)
[C4Hol", 41 (54).

'H-NMR: siche Tabelle 4.6, Seite 67

DC: Rf~Wert und Detektionsverhalten, siehe Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 5,54 min (Methode: Echl)

A3: Undeca-2E-en-8,10-diinséure-isobutylamid

Summenformel: C;sH,NO

Aussehen: Farblose Kristalle

UV imax: Amax: 210 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 231 (2) [M]', 230 (3) [M-HT', 216 (2) [M-Me]", 202
9), 188 (7) [M-C3H7]", 174 (5) [M-C4Ho]",160 (9), 159 (5) [M-
C,HoNT', 146 (10), 131 (24) [M-CsH;(NO]", 116 (43), 103 (40), 91
(100) [C7H7]", 79 (19), 63 (45), 55 (45), 41 (59).

'H-NMR: siche Tabelle 4.7, Seite 69

DC: siehe Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 6,19 min (Methode: Echl)

A4: Dodeca-2E,4Z-dien-8,10-diinséiure-isobutylamid

Summenformel: C;cH,NO

Aussehen: Weille Kristalle

UVmax: kmaxi 260 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 243(5) [M]’, 242 (27) [M-H]", 228 (4) [M-Me]", 215
(4), 200 (4) [M-C3H]", 186 (17) [M-C4Ho]",171 (10) [M-C,H;(N]",
143 (19) [M-CsH;(NO]", 128 (100) [M-C¢H;3NO]J", 115 (31) [M-
C,oHs]", 94 (14), 77 (77), 66 (63) [C7H7]", 57 (49), 51 (69), 41 (57).

'H-NMR: siche Tabelle 4.7, Seite 69

DC: siehe Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 6,95 min (Methode: Echl)
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AS: Dodeca-2E-en-8,10-diinséiure-isobutylamid

Summenformel: C;cH»3NO

Aussehen: Farblose Kristalle

UV max: Amax: 210 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 245 (2) [M]+, 244 (6) [M-H]", 230 (3) [M- CH3]", 217
(13), 202 (9) [M-C3H7]", 188 (6) [M-C4Ho]", 173 (10) [M-C,H,(N]",
160 (14), 145 (36) [M-CsH (NO]", 130 (34), 117 (59), 105 (42)
[CsHol", 91 (56) [C7H7]", 77 (68) [CeHs]', 57 (50) [C4Hol', 51 (65),
41 (100).

'H-NMR: siche Tabelle 4.8, Seite 71

DC: siche Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 7,77 min (Methode: Echl)

A6: Dodeca-2E,4Z,10Z-trien-8-insiure-isobutylamid

Summenformel: C;¢H23sNO

Aussehen: Farbloses Ol

UV nax: Amax: 231 nm (sh), 260 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 245 (16) [M]+, 244 (43) [M-H]", 230 (11) [M- CH3]’,
202 (5) [M-C3H5]", 188 (9) [M-C4Ho]", 173 (9) [M-C,H (N]", 167
(7), 145 (60) [M-CsH,;(NO]", 131 (16),128 (36), 117 (38), 105 (14)
[CsHol", 91 (58) [C7H7]", 77 (72) [C¢Hs]', 66 (88), 56 (100).

'H-NMR: siche Tabelle 4.8, Seite 71

DC: siehe Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 8,03 min (Methode: Echl)

AT: Trideca-2E,7Z-dien-10,12-diinséure-isobutylamid

Summenformel: C;7Hx;3NO

Aussehen: Farbloses Ol

UV imax: Amax: 210 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 257 (1) [M]+, 256 (2) [M-H]", 242 (2) [M-CH3]", 228
(14), 214 (6) [M-C3H;]", 200 (4) [M-C4Ho]",185 (7) [M-C,H(N]",
172 (7), 157 (21) [M-CsH,;(NO]", 142 (35) [M-C¢H,3NO]", 129 (81),
115 (90) [M-C,,H;0]", 103 (26), 91 (66), 81 (61) [CsHo]", 77 (65), 57
(55) [C,Ho]", 55 (85), 41 (100).

'H-NMR: siehe Tabelle 4.9, Seite 78

DC: siche Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 9,69 min (Methode: Echl)
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A8/9: Dodeca-2E,4F,87,10Z/ E-tetraensaure-isobutylamide

Summenformel: C;cHsNO

Aussehen: Weille Nadeln

UV nax: Amax: 231 nm (sh), 260 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 247 (2) [M]+, 246 (1) [M-H]", 232 (2) [M-CH3]+, 218
(2), 204 (2) [M-C;H;]', 175 (1) [M-C4H10N]+, 167 (20)
[CioH7NOJ', 152 (5), 147 (2) [M-C5H10NO]+, 128 (6) [C;H4NOT,
115 (11) [M-C,,Hi2]", 94 (7), 81 (100) [CsHol", 66 (25), 57 (27)
[CsHo]', 41 (32).

'H-NMR: siehe Tabelle 4.10, Seite 82

DC: siche Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 10,35 min und 10,50 min (Methode: Echl)

A10: Dodeca-2E 4FE,8Z-triensaure-isobutylamid

Summenformel: C;¢H,7NO

Aussehen: Farbloses Ol

UV imax: Amax: 260 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 249 (4) [M]+, 234 (1) [M-CH3]", 220 (1), 206 (1) [M-
C3H7]", 192 (1) [M-C4Ho]",177 (18) [M-C,HoN]", 166 (15), 152
(10), 149 (1) [M-CsH;(NO]", 115 (3), 110 (10), 94 (16), 81 (16)
[CcHo]", 66 (45), 57 (50) [C,Ho]", 55 (73), 41 (100).

'H-NMR: siche Tabelle 4.11, Seite 85

DC: siehe Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 12,94 min (Methode: Echl)

All: Dodeca-2E 4E-diensiure-isobutylamid

Summenformel: C;cHy9NO

Aussehen: Weille Nadeln

UV imax: Amax: 260 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 251 (14) [M], 236 (7) [M-CH3]", 222 (1), 208 (3) [M-
C3H7]', 194 (2) [M-C4Ho]",179 (78) [M-C,HoN]", 152 (43) [M-
CHs]', 138 (5), 113 (21) [CEHiINOT', 110 (20), 96 (93)
[CsHGNO]", 81 (100) [CsHs0]", 67 (37), 66 (38), 57 (25) [C,Ho]", 55
(46), 41 (65).

'H-NMR: siehe Tabelle 4.11, Seite 85

DC: siche Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 16,44 min (Methode: Echl)
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Al2: Dodeca-2E,4Z,10Z-trien-8-inséiure-2-methylbutylamid

Summenformel: C;7H,5sNO

Aussehen: Farbloses Ol

UV max: Amax: 235 nm (sh), 260 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 259 (8) [M]', 258 (21) [M-H], 244 (6) [M-CH3]+, 230

(2) [M-C,Hs]", 202 (2) [M-C,H,]", 188 (10) [M-CsH,,]", 173 (10)
[M-CsH,,N]", 145 (57) [M-C4H,,NO]', 131 (30), 117 (40), 105 (24),
91 (54), 77 (100), 66 (71), 53 (31), 43 (61).

'H-NMR: siche Tabelle 4.12, Seite 92

BC-NMR: siche Tabelle 4.12, Seite 92

DC: siche Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 10,02 min (Methode: Echl)

Spezifische

Drehung: [a]p=-11° (c=0,1; Ethanol p.a.)

Al3: Dodeca-2E ,4Z-dien-8,10-diinséiure-2-methylbutylamid
Summenformel: C;7H,3NO

Aussehen: weille Kristalle

UViax: Amax: 260 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 257 (20) [M]', 256 (40) [M-H], 242 (6) [M-CHi] ',

228 (6) [M-C,Hs]", 200 (10) [M-C,Hs]", 186 (23) [M-CsH,,]", 171
(20) [M-CsH,,N]+, 158 (6), 143 (30) [M-C{H,,NO] ', 128 (47), 115
(21), 110 (13), 91 (8), 77 (32), 71 (33), 66 (22), 51 (27), 43 (76) 41

(100).
'H-NMR: siche Tabelle 4.13, Seite 95
PC-NMR: siehe Tabelle 4.13, Seite 95
DC: siehe Tabelle 4.4, Seite 56
HPLC: Rt: 8,79 min (Methode: Echl)
Spezifische
Drehung: [0]p=-5° (¢ =0,1; Ethanol p.a.)

A14/15: Dodeca-2E,10E/Z-dien-8-insiure-isobutylamide
Summenformel: C;cHysNO

Aussehen: weille Kristalle
UViax: Amax: 220 nm
GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 247 (22) [M]+, 246 (29) [M-H], 232 (20) [M-CH3]+,

218 (32), 204 (23) [M-C;H7]", 190 (11) [M-C,Hs]", 175 (36) [M-
C,HoN]', 147 (100) [M-CsH,(NOJ’, 133 (43), 119 (59), 105 (90)
[CsHol™, 91 (90) [C7HA]", 79 (74), 77 (62) [CeHs]', 67 (62), 57 (88)
[C4Ho]', 41 (100).
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'H-NMR: siche Tabelle 4.14, Seite 99

DC: siche Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 8,99 min (Methode: Echl)

Al6: Pentadeca-2E,9Z-dien-12,14-diinsdure-isobutylamid

Summenformel: C;oH,7NO

Aussehen: Farbloses Ol

UV max: Amax: 199 nm, 211 (sh) nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 285 (2) [M]+, 284 (4) [M-H]", 270 (3) [M-CH;]", 242

(14) [M-C3H-]", 228 (11) [M-C4Ho]",213 (3) [M-C,H;(N]", 202 (14),
185 (10) [M-CsH,(NOJ", 154 (16), 143 (23), 129 (40), 115 (37), 103
(27) [CsH7]", 91 (55), 81 (43) [C4Hol", 77 (53), 57 (40) [C,Ho]", 55
(100), 41 (72).

'H-NMR: siehe Tabelle 4.15, Seite 103

PC-NMR: siehe Tabelle 4.15, Seite 103

DC: siche Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 12,31 min (Methode: Echl)

Al7: Dodeca-2E 4E-diensiure-2-methylbutylamid

Summenformel: C;7H3NO

Aussehen: weille Kristalle

UVmax: kmaxi 260 nm

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 265 (10) [M]+, 250 (2) [M-CH3]+, 236 (5) [M-C2H5]+,

208 (3) [M-C,Ho]', 194 (3), 179 (71) [M-CsH,N]", 166 (25) [M-
C.Hisl', 152 (5), 127 (7), 110 (33), 96 (81) [CsHGNOT, 81 (92)
[CsHsO]', 66 (41), 55 (58), 41 (100).

'H-NMR: siche Tabelle 4.16, Seite 105

DC: siehe Tabelle 4.4, Seite 56

HPLC: Rt: 18,66 min (Methode: Echl)

Spezifische

Drehung: [0]p= -4 ° (¢ =0,1; Ethanol p.a.)

Al8: Dodeca-2E 4FE,8Z-triensiure-2-methylbutylamid
Summenformel: C;7Hy9NO

Aussehen: Farbloses Ol

UVmax: kmaxi 260 nm
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GC-EI-MS:

'H-NMR:
DC:

HPLC:
Spezifische
Drehung:

A19/20:
Summenformel:
Aussehen:
UVinax:
GC-EI-MS:

'H-NMR:
DC:
HPLC:
Spezifische
Drehung:

Stigmasterol
Summenformel:
GC-EI-MS:

DC:
GC:

B-Sitosterol
Summenformel:
GC-EI-MS:

m/z (rel. Int.): 263 (3) [M]', 248 (1) [M-CH3]", 234 (2) [M-C2H5]+,
206 (1) [M-C4H9]+, 177 (21) [M-CSHIZN]+, 166 (6), 150 (2), 149 (2)
[M-C6H12N0]+, 110 (15), 94 (17), 81 (17) [C¢Ho]", 66 (47), 55 (76)
41 (100).

siehe Tabelle 4.16, Seite 105

siehe Tabelle 4.4, Seite 56

Rt: 15,56 min (Methode: Echl)

[0]p=-13 ° (¢ = 0,1; Ethanol p.a.)

Dodeca-2E,4F,87,10Z/ E-tetraensaure-2-methylbutylamide

Ci7H27NO

weille Kristalle

Amax: 231 nm (sh), 260 nm

m/z (rel. Int.): 261 (1) [M]", 246 (1) [M-CHs]", 232 (1) [M-C,H,]’,
204 (1) [M-C,Hs]", 181 (20) [C1H1oNO]T', 166 (4), 142 (6), 129 (6)
[M-C,oHp2]", 110 (3), 94 (9), 81 (100) [C4Ho]', 66 (34), 57 (5)
[C.Ho]', 53 (24), 41 (51).

siehe Tabelle 4.17, Seite 109

siehe Tabelle 4.4, Seite 56

Rt: 12,64 min (Methode: Echl)

[0]p= -4 ° (¢ =0,1; Ethanol p.a.)

CaoHy4s0

m/z (rel. Int.): 412 [M]" (5), 351 (2), 314 (1), 301 (2), 300 (5), 281
(@), 273 (2), 271 (9), 255 (11), 231 (2), 229 (3), 213 (7), 207 (4), 159
(18), 145 (21), 133 (26), 105 (29), 83 (56), 55 (100), 41 (44)

Rf: 0,78 (DC-T1)

Rt: 11,9 min (Methode: GC4)

C29Hs00

m/z (rel. Tnt.): 414 [M]" (5), 399 [M - CHs]" (2), 396 [M - H,0]" (3),
381 [M - CH; - HL,0]' (3), 329 (6), 303 (7). 273 (5), 255 (7), 231 (6),
213 (13), 207 (18), 159 (17), 145 (26), 133 (21), 107 (34), 91 (36),
81 (40), 55 (60), 43 (100)
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DC: Rf: 0,78 (DC-T1)

GC: Rt: 13,1 min (Methode: GC4)

Campesterol

Summenformel: CygHss0

GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 400 [M]" (6), 382 [M - H,0O]" (3), 367 [M - CH; -

H,0]" (3), 315 (7), 289 (8), 273 (4), 255 (7), 231 (5), 213 (12), 207
(28), 199 (5), 159 (15), 145 (24), 119 (20), 105 (34), 91 (34), 81
(37), 55 (56), 43 (100)

DC: Rf: 0,78 (DC-T1)

GC: Rt: 11,2 min (Methode: GC4)

9.7.2. Daten der Inhaltsstoffe aus Echinaceae atrorubens herba

FG-1: Narcissin = 3,4",5,7-Tetrahydroxy-3 "-methoxyflavon-3-B-[6-O-o.-L-
rhamnopyranosyl-D-glucopyranose]

Summenformel: CysH3,016 MG: 624

Aussehen: Gelbes Pulver
UVinax: Amax: 254 nm, 268 nm (sh), 300 nm (sh), 354 nm
GC-EI-MS: m/z (rel. Int.): 647 [M+Na]" (44), 625 [M+H]" (2), 479 [MH-

Rhamnose]” (9), 317 [MH-Rhamnose-Glucose]" (100), 302
[AglykonH-CH3]" (11), 274 (2).

"H-NMR: siche Tabelle 4.18, Seite 113
DC: Rf: 0,45
HPLC: Rt: 11,17 min

9.7.3. Daten der Inhaltsstoffe aus Echinacea purpurea

F1: Robinetin = 3°,4",5",7-Tetrahydroxyflavonol
Summenformel: C;5H;,0~
Aussehen: gelbes Pulver

UVAmax (nm): MeOH: 251, 265sh, 317, 368
NaOMe: 240sh, 275sh, 3251, deg. (> 450)
AlCl;: 275, 283, 318, 445
AICI;/HCL: 269, 278sh, 318, 427
NaOAc: 255 sh, 310 sh, deg. 345
NaOAc/H3;BO;: 252,315, 385
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DCI-MS (NH3):  Positive Tonen: m/z (rel. Int.): 320 [M+NH,]" (35); 303 [M+H]"
(100); 180 (3)

Direkteinlass: m/z (rel. Int.): 302 [M]" (42); 285 [M-OH]" (5); 273 [M-COH]" (5);
153 [M-C70,4H;s]"(12); 137 [M-C;03Hs]" (30); 129; 117

DC: System T3: Rf: 0,96 UV (366 nm): gelbe Fluoreszenz; nach
Besprithen mit Naturstoff-Reagenz A im Tageslicht: Starke orange

Fluoreszenz
HPLC: System Ech2: Rt: 9,42 min.

9.8. Pharmakologische Untersuchungen’

9.8.1. IL-6- und TNF-a ELISA-Testsystem

Die verwendeten Makrophagen wurden aus dem Peritonealraum von 6-8 Wochen alten,
méannlichen BALB/c Maéusen gewonnen. AnschlieBend wurden die isolierten
Makrophagen mit den entsprechenden Verdiinnungen der Alkamidlosungen bzw. mit
den Kontrollen fiir 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand wurde mittels eines
ELISA-Testsystems auf die IL-6 und TNF-a-Konzentration untersucht. Die Ergebnisse
wurden als Prozentzahl der Positivkontrolle (Echinacea-Polysaccharidfraktion), deren
Hemmung gleich 100 % gesetzt wurde, angegeben.

Die in dem Testsystem eingesetzten Alkamide wurden aus E. atrorubens radix isoliert
(siche Kapitel 9.6.1, Seite 163). Bevor sie in den pharmakologischen Untersuchungen
eingesetzt werden konnten, wurden sie unter einem Stickstoffstrom vom Losungsmittel
(n-Hexan) befreit und in 95 %igem Ethanol mit einer Konzentration von 0,43 mg/ml
gelost. AnschlieBend wurden 1:100, 1:200, 1:400 und 1:800 Verdiinnungen der
Alkamidlosungen hergestellt. Mit diesen Verdiinnungen wurden die oben genannten
Analysen jeweils dreimal durchgefiihrt.

9.9. Pharmakokinetische Untersuchungen

9.9.1. Methodenentwicklung und -validierung

Die als Referenzsubstanz eingesetzten Dodeca-2F,4E,87,10Z/E-tetraensdure-isobutyl-
amide wurden aus den Wurzeln von E. atrorubens isoliert (siche Kapitel 9.6.1). Die
Reinheit, die Diinnschicht- und HPLC-chromatographisch iiberpriift wurde, betrug
94 %.

" Die IL-6- und TNF-0--Tests wurden von Prof. Tim Lee, Dahlhousie Universitit durchgefiihrt.



9.9 Pharmakokinetische Untersuchungen 177

Das fiir die Vorversuche verwendete Schweineplasma wurde aus dem ersten Blutstrahl
von frisch geschlachteten Schweinen aus dem Diisseldorfer Schlachthof bezogen. Das
Blut wurde mit einer frisch hergestellten Dextran- (NaCl 1,9 g, Dextran T-500 12,0 g,
H,0 ad 200,0 g) und einer Citratlosung (NaCl 1,9 g, Tri-Na-citrat 8,0 g, Heparin 20 pl,
H,O ad 200,0 g) versetzt und 1 Stunde zum Sedimentieren stehengelassen. Der
Uberstand wurde 10 Minuten bei 550 g/4 °C zentrifugiert. Das Plasma wurde
anschlieBend direkt oder hdchstens zwei Tage bei 4 °C gelagert und dann in den
Versuchen eingesetzt.

Fiir die ersten Plasmauntersuchungen wurde eine Plasmakonserve aus der Blutbank der
Universitétsklinik Diisseldorf verwendet. Direkt nach Auftauen des Plasmas wurden
jeweils 50 ml mit 4,5 mg Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamiden A8/9
versetzt. Diese wurden sofort wie in Kapitel 6.1.1, Seite 125 beschrieben, untersucht.
Das fiir die Methodenvalidierung verwendete Blut, wurde in der Arztpraxis von Dr.
Wienert entnommen und direkt mit Natriumcitrat versetzt.

Unmittelbar nach der Entnahme wurden dem Blut definierte Mengen an A8/9 aus der
Isobutylamid-Verdiinnung (siche Tabelle 9.5) zugesetzt (150, 30, 20, 10 ng pro ml
Blut) und zentrifugiert (30 Minuten, Geschwindigkeit: 1600 rpm, Bremse: 6, Beckman
Coulter, Model J6, Seriennummer: 648, Zentrifugenglasdurchmesser: 3 cm).
Anschlielend wurden 10,0 ml Plasma auf 20 ml mit dest. Wasser verdiinnt und mit
200 ul Benzanilid-Verdiinnung (siche Tabelle 9.5) versetzt. Die Losung wurde
quantitativ auf eine Extrelut®-20-Siule aufgetragen und nach 30 Minuten mit dreimal
40 ml Dichlormethan eluiert. Der am Rotationsverdampfer bei 32 °C schonend zur
Trockne eingeengte Dichlormethanriickstand wurde in 200 pl Acetonitril/Wasser (1:1)
aufgenommen und mittels HPLC untersucht (Trennsystem: Tet, siche Seite 156).
Injiziert wurden jeweils 100 pl der aufbereiteten Proben.

Die Wiederfindungsraten wurden bestimmt, indem die DAD-Signalfldche der A8/9 und
Benzanilid enthaltenen Blutproben mit den Peakflichen der nicht aufgearbeiteten
Isobutylamid- und Benzanilidstandardlosungen verglichen wurden. Die Kalibriergerade
wurde aus den Massen- und Signalflichenverhiltnissen der vier verschiedenen
Blutkonzentrationen an A8/9 erstellt. Alle Werte stellen Mittelwerte aus mindestens drei
Messungen dar.

Tabelle 9.5: Verwendete Losungen und Material fiir die pharmakokinetischen Studien.

- Extrelut®-20-Material weitporiges Kieselgur, Firma Merck, Darmstadt

- Glasséule fiir das Extrelut®-Material Durchmesser: oben: 27 mm, mit am Auslauf
eingebauter Glasfritte (Porengrofie 2)

- Urtinktur fiir die Vorversuche: selbsthergestellt aus dem frischen Kraut von E.
purpurea nach HAB
- Chloroform durch einmalige Destillation aus techn.

Chloroform gewonnen

- Dichlormethan durch einmalige Destillation aus techn.
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Dichlormethan gewonnen
- Benzanilid Merck-Schuchardt
- Urtinktur fiir die Resorptionsstudien nach dem HABI1 aus 2200 g frischem E. purpurea
Kraut selbst hergestellt
-Dodeca-2E 4E,87,10Z/E-tetraensiure- 15,6 mg 8/9 in 100,0 ml Ethanol p.a. 16sen
isobutylamid-StammlGsung
-Dodeca-2E 4E,87,10Z/E-tetraensiure- 20,0 ml 8/9-Stammldsung auf 100,0 ml mit
isobutylamid-Verdiinnung Ethanol p.a. verdiinnen
-Benzanilidstammldsungen 10,1 mg BA in 100,0 ml Ethnol p.a. 16sen
-Benzanilidverdiinnung 10,0 ml BA-Stammldsung auf 100,0 ml mit
Ethanol p.a. verdiinnen

9.9.2. Bioverfiigbarkeitsstudien nach der oralen Applikation von E.
purpurea-Urtinktur

Nachweis der Alkamide im Humanblut

- Erster Einnahmeversuch fiir den Nachweis der Alkamide im Humanblut

E. purpurea Urtinktur (Immudynal®) wurde fir die Bioverfiigbarkeitsstudien
verwendet. Die Tinktur stellt einen ethanolischen Extrakt dar, der nach dem Deutschen
Homeopathischen Arzneibuch HAB1 aus dem frischen blithenden Kraut von E.
purpurea hergestellt wurde.

In dem ersten Einnahmeversuch wurde einem gesunden Probanden zweimal 40 ml E.
purpurea Urtinktur, entsprechend 1,9 mg Dodeca-2F,4F,87,10Z/E-tetraenséure-iso-
butylamide, oral appliziert (Einnahme- und Blutabnahmeschema siehe Tabelle 9.6). Es
wurden jeweils 50 ml Blut entnommen, mit Natriumcitratlosung versetzt, direkt
zentrifugiert und 10,0 ml Plasma jeweils wie oben beschrieben auf den Dodeca-
2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensdure-isobutylamid-Gehalt analysiert.

Tabelle 9.6: Einnahmeschema der E. purpurea Urtinktur in dem ersten Einnahmeversuch

7:25 Uhr Abnahme der Blindprobe

7:30 Uhr Orale Applikation von 40 ml E. purpurea
Urtinktur

8:00 Uhr Friihstiick

8:30 Uhr Erste Blutabnahme

9:30 Uhr Zweite Blutabnahme

10:30 Uhr Dritte Blutabnahme

12:00 Uhr Mittagessen

13:30 Uhr Zweite Einnahme von 40 ml E. purpurea
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Urtinktur
14:30 Uhr Erste Blutabnahme
15:30 Uhr Zweite Blutabnahme
16:30 Uhr Dritte Blutabnahme

- Zweiter Einnahmeversuch fiir den Nachweis der Alkamide im Humanblut

Fir den zweiten Einnahmeversuch wurden 90 ml Urtinktur (Immudynal) bei Raum-
temperatur auf 65 ml eingeengt, um die Vertraglichkeit zu verbessern. Mittels HPLC
konnte bestitigt werden, dass die Alkamidzusammensetzung dadurch nicht verdndert
wurde.

Einem gesunden Probanden wurde die aufkonzentrierte Urtinktur, entsprechend 4,3 mg
A8/9, vor dem Friihstiick oral verabreicht. 100 ml Blut wurden eine Stunde nach der
Einnahme entnommen, mit 2 ml Natriumcitrat versetzt und sofort zentrifugiert. 10,0 ml
Plasma wurden jeweils nach der oben beschriebenen Methode (siehe Kapitel 9.9.1)
untersucht, so dass die Analysen dreimal durchgefiihrt werden konnten.

Nachweis der Alkamide im menschlichen Urin

- Erster Einnahmeversuch fiir den Nachweis der Alkamide im menschlichen Urin
Extrelut®-Verfahren

Einer gesunden Probandin wurde am Abend aufkonzentrierte E. purpurea Urtinktur
(siehe oben), entsprechend einer Menge von 2,4 mg Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraen-
sdure-isobutylamide, peroral verabreicht. Vor der Einnahme, am Morgen und alle
weiteren zwei Stunden wurden Urinproben gesammelt. Der unverdiinnte Urin wurde
direkt wie oben angefiihrt (siche Kapitel 9.9.1) nach dem Extrelut®-Verfahren
untersucht.

Untersuchung des Urins mittels Festphasenextraktion iiber C-18-Material
Fiir die Festphasenextraktion wurde folgende Kartusche benutzt:
Merck LiChrolut Rp-18endcapped (200 mg), Part# 19847, Lot# 989050

Sowohl die Referenz- als auch die Urinproben wurden nach folgendem Verfahren
bearbeitet:
Konditionieren der Sdule erst mit 3 ml Methanol, dann mit 3 ml Wasser (Die
Sdule darf nicht austrocknen).
Aufgabe der Probe ohne Vakuum.
Die Probe mit Vakuum durch die Siule saugen.
Mit gleicher Menge Wasser die Saule durchspiilen, um polare Stoffe abzu-
trennen.
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Dreimal jeweils 2 ml Acetonitril auf die Séule auftragen und unter Vakuuman-
schluss das Acetonitril durch die Sdule saugen.

Vereinigte Eluate am Rotationsverdampfer bei 32 °C schonend zur Trockne ein-
engen.

Riickstand in 200 ul Acetonitril/Wasser aufnehmen und mittels HPLC unter-
suchen (Methode: Tet).

Durch dieses Verfahren wurde fiir eine wéassrige Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensiure-
isobutylamid-Verdiinnung (50 ng/ml) eine Wiederfindungsrate an A8/9 von 90 %
ermittelt. Die Wiederfindungsrate wurden bestimmt, indem die DAD-Signalfldche der
behandelten Probe mit der Peakfliche der gleichen Menge an AS8/9 aus einer
Referenzldsung verglichen wurde.

- Zweiter Einnahmeversuch fiir den Nachweis der Alkamide im menschlichen Urin
Einer gesunde Probandin wurde wiederum am Abend aufkonzentrierte E. purpurea
Urtinktur, entsprechend 4,9 mg A8/9, oral appliziert. Am morgen und alle zwei Stunden
bis 24 Stunden nach der Einnahme wurden Urinproben entnommen. Diese wurden
sofort und unverdiinnt nach der oben beschriecbenen Methode auf den C-18-Sdulen
untersucht.

9.9.3. Epitheliale Transportstudien der Alkamide mit colorektalen
Adenocarcinomzellen”

Tabelle 9.7 gibt die Substanzen, Losungen und Materialien, die in den epithelialen
Transportstudien benutzt werden, wider.

Tabelle 9.7:  Substanzen, Losungen und Materialien, die in den epithelialen Transportstudien benutzt
wurden.
Substanzen Herkunft
Dodeca-2E.,4E,87,10Z/E-tetraensaure- Eigenisolate aus E. atrorubens radix
isobutylamide (siehe 9.6.1)

Lipopolysaccharide von Escherichia coli (Sero- | Fluka
type 055:B5) (LPS)

Phorbol-12-Myristat-13-acetat (PMA) ICN Biochemicals Inc.
'C-Mannitol NEN™
Caco-2-Zellen “American Type Culture Collection”

" durchgefiihrt von Dr. Heilmann, Department fiir angewandte Biowissenschaften, Institut fiir Pharmazie,
ETH Ziirich
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Substanzen Herkunft
(ATCC)

Glucose (4,5g/L) ,Dulbeccos Modified Eagle|GibcoBRL
Medium mit glutaMAX
Foetales Kalbserum (FCS) GibcoBRL
Nicht essentielle Aminosduren GibcoBRL
Penicillin GibcoBRL
Streptomycin GibcoBRL
Amphotericin B GibcoBRL
Methylthiazolyltetrazol chlorid (MTT) Fluka

LPS und PMA wurden auf eine Konzentration von 5 bis 2 pg/ml eingestellt.

Zellkulturen:

Transport
Experimente:

Caco-2 Zellen wurden in hochangereicherter Glucose (4,5 g/L),
mit 10 % foetalem Kélberserum, 1 % nicht essentiellen Amino-
sduren, 100 Einheiten/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und
0,5 pg/ml Amphotericin B bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

(modifiziert nach ARTURSSON et al. (1996)): Die Zellen wurden
in Transwell-COL Costar Einsdtze gelegt (Polycarbonatmem-
branen, 24 mm  Durchmesser, 04 um  Porengrofe,
500000 Zellen/Einsatz). Das Medium wurde jeden zweiten Tag
gewechselt.

Wenn der transepitheliale, elektrische Widerstand (TEER) im
Steady-state grofer als 300 Q cm® war (nach 19-24 Tagen)
konnten die Zellen fiir die Versuche benutzt werden. TEER-
Messungen wurden in einem Millicell®-ERS-Geriit (Endohm 24,
Millipore) durchgefiihrt. 12 Stunden bevor die Experimente
begannen, wurde die FCS-Konzentration auf 1 % herabgesetzt.
Die Versuche wurden eingeleitet, indem die Zellen zweimal mit
FCS freiem Medium gewaschen wurden. Die Transport-
Untersuchungen fanden mit FCS freiem Medium statt, da das
Serum durch Bildung von Prézipitaten zu Storungen bei der
HPLC-Analyse fiihren kann.
Dodeca-2E,4E,87,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide wurden mit
Medium auf eine Konzentration von 25 pg/ml eingestellt. 1,5 ml
wurden in die Donatorphase gegeben. Nach 15, 30, 60, 90, 120,
180, 300 und 360 Minuten wurde das Medium in der Akzeptor-
phase durch neues Medium ausgetauscht, um Sink-Bedingungen
herzustellen.
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HPLC:

Zytotoxizitdt:

Alle Ergebnisse stellen Mittelwerte + Standardabweichung aus
Zweifach-Bestimmungen dar und jedes Experiment wurde
zweimal durchgefiihrt. Die maximale Standardabweichung lag
bei 5 %. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Students
Zweistich-Proben T-Test mit einem Signifikanzniveau von
p <0,05.

Die Vollstindigkeit der Monolayers wurde gepriift durch den
Transport des radioaktiv markierten '*C-Mannitols von der Do-
nator- in die Akzeptorphase. Diese Versuche wurden in einem
flissigen Szintillationszdhler (Beckmann LS 6500 Counter)
durchgefiihrt.

Die Konzentration der Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetracnsaure-iso-
butylamide wurde mittels HPLC bestimmt (Trennsystem: Tetr,
siche Kapitel 9.2.5, Seite 155).

Die Zytotoxizitit der Dodeca-2E 4E,8Z,10Z/E-tetraenséure-iso-
butylamide wurde auf 96 Wellplatten (Falcon) mit Caco-2-
Zellen, der gleichen Charge wie sie fiir die Transportstudien
benutzt wurden, bestimmt. Der Test wurde jeweils mit 4000
Zellen tiiber einen Zeitraum von 72 Stunden durchgefiihrt. Um
den Test quantifizieren zu kénnen, wurden 15 pul einer wiassrigen
MTT-Losung (5 mg/ml in PBS) hinzugefiigt. Nach 4 Stunden
wurde das Medium abgenommen und das produzierte Formazan
in 150 pl einer 10 prozentigen wissrigen Natriumdodecasulfat-
Losung gelost. Nach 24 Stunden wurde die Absorption bei
540 nm mittels eines Mikroplatten-Reader (MRX, Dynex
Technologies) vermessen. Jeder Test wurde doppelt und alle
Experimente wurden zweimal durchgefiihrt. Die maximale
Standardabweichung lag bei 15 % (absolut). Die Positivkon-
trollen wurden mit Podophyllotoxin durchgefiihrt (ICsy 0,02 +
0,005 pg/ml).
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11  Anhang

1. HPLC-Chromatogramme der Chloroformextrakte aller untersuchten E.
atrorubens Chargen

(Probenvorbereitung: 5 g Droge wurden mit Chloroform in einer Soxhletapparatur fiir
2 h extrahiert und anschlieend schonend zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde
in 10,0 ml Ethanol aufgenommen (Methode Echl, Detektion: 254 nm, Injektionsvol. 10

ul).

4001 Radix 97
i Charge 1

| Radix 98
Charge 2

1 Radix Arkansas
] Charge 3
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1800
1600
1400 1 Radix frisch
1200 - Charge 4
1000-]
800
600
400
200
0
0 10 2
200
Herba
0
0 10 2

2. HPLC-Chromatogramm des n-Hexanextraktes aus der frischen E. atrorubens
radix Droge (Charge 4)

(Probenvorbereitung: 5 g Droge wurden mit n-Hexan in einer Soxhletapparatur fiir 2 h
extrahiert und anschlieend schonend zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde in
10,0 ml Ethanol aufgenommen (Methode Echl, Detektion: 254 nm, Injektionsvol. 10

ul).

1000 Radix frisch
800 - Soxhlet Hexanextrakt
600
400
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Abkurzungsverzeichnis

COSY
COX-1/-2
DAB
DC
DCI-MS
EtOH
GC
HMBC
HMQC
HPLC
MPLC
MS
Mult.

NMR
Rf

RP

Rt
Tetraen
uv
VIS
VLC

Correlated Spectroscopy (NMR-Methode)

Cyclooxygenase-1/ -2

Deutsches Arzneibuch

Diinnschichtchromatographie

Massenspektrometrie mit chemischer lonisation und Proben-Direkteinlal3

Ethanol

Gaschromatographie

Heteronuclear Multiple Bond Coherence (NMR-Methode)

Hetereonuclear Multiple Quantum Coherence (NMR-Methode)

Hochleistungsfliissigchromatographie

Mitteldruckfliissigchromatographie

Massenspektrometrie

Multiplizitit (s = Singulett, d = Dublett, t = triplett, q = quartett, m =
Multiplett, b = verhdltnisméaBig breites Signal, z.B.
bs = breites Singulett)

Kernresonanz (Nuclear Magnetic Resonance)

Retentions-Faktor (DC)

Reversed Phase (Umkehrphase)

Retentionszeit (HPLC, GC)

Dodeca-2E 4E,87,10Z/E-tetraensdure-isobutylamide

Ultraviolettes Licht

Sichtbares Licht

Vakuumfliissigchromatographie
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