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Zusammenfassung

Aus der Gattung Volutaria (Asteraceae) waren zu Beginn der vorliegenden Arbeit insgesamt nur vier
Arten phytochemisch bzw. pharmakologisch untersucht. Die meisten Arbeiten sind dabei zu V. lippi
erschienen, auch unter der alten Bezeichnung Amberboa lippi. Als typische Inhaltsstoffe wurden
Sesquiterpenlactone sowie einige Flavonoide und weitere Inhaltsstoffe isoliert. Vor Beginn dieser
Arbeit waren sechs Guaianolide bekannt, von denen vier eine fiir die Reaktivitit wichtige
Exomethylengruppe am vy-Lactonring besitzen. Vor dem Hintergrund der Bioaktivitidt dieser
Verbindungen wurde die bisher noch nicht untersuchte Volutaria boranensis (Cufod.) Wagenitz
untersucht. Nach Extraktion und Auftrennung interessanter Fraktionen wurden die Verbindungen mit
Hilfe chromatographischer Verfahren isoliert. Die Strukturaufklirung erfolgte durch NMR ('H, 1*C,
DEPT, COSY, NOESY, HMQC und HMBC). So konnten insgesamt fiinf Sesquiterpenlactone (1 - 5)
isoliert werden, eines davon (4a-Methylboranolacton (4)) war bisher noch nicht in der Literatur
beschrieben worden. Die Guaianolide Cynaropikrin (1), Isolipidiol (2) und Lipidiol (3) waren bereits
aus anderen Volutaria-Arten bekannt. Verbindung 5 (4B-Methylboranolacton) wurde ohne Aufklarung
der Stereochemie vermutlich bereits aus V. lippii isoliert. Daneben konnten vier Flavonoide (6 - 10),
ein Lignan (12), Chlorogensdure (11), zwei Triterpene (13, 14), zwei Phytosterole (15, 16) und ein
Alkaloid (17) isoliert werden. Eines der Flavonoide ist ein am C-8 mit einem Sesquiterpenlacton
substituiertes Flavonoid. Obwohl mit Sesquiterpenen substituierte Flavonoide bereits in der Natur
gefunden worden sind, ist eine Sesquiterpenlactonseitenkette bei Flavonoiden bisher nicht bekannt. Als
Name fiir diese neue Substanz wird Boranensisflavon (8) vorgeschlagen. Alle 17 Verbindungen wurden
zum ersten Mal aus V. boranensis isoliert. Die Flavanone 9 und 10 wurden in Volutaria bisher noch
nicht gefunden, es ist somit der erste Fund in dieser Gattung. Alle Substanzen, deren Strukturaufklérung
bei Durchfiihrung der Zytotoxizitétstest bereits abgeschlossen war, wurden auf ihre Wirkung gegeniiber
Ovarialkarzinomzellen der Zelllinie A2780 sens iiberpriift. Bis auf Verbindung 7 und 14 zeigten alle
Testsubstanzen eine gute Hemmwirkung bei einer Konzentration von 100 pM. Bei Verwendung von 10
uM erreichten nur noch 1, 4 und 5 eine Hemmung von ca. 90 % . Die ICso-Werte dieser Verbindungen
liegen im Bereich von 3uM.

Getestet wurden auch prenylierte Flavonoide aus Erythrina burtii (Fabaceae). Diese Verbindungen
waren weniger stark wirksam als die Sesquiterpenlactone aus V. boranensis, zeigten aber auch
zytotoxische Eigenschaften Am stiarksten wirksam war Abyssinone IV 4‘-O-methylether, das bei 10 uM

zu einer 64 %-igen Hemmung des Zellwachstums fiihrte.
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Einleitung und Problemstellung

Die Verwendung von Arzneipflanzen in der Volksmedizin unterschiedlicher Kulturen hat
weltweit eine grofle Bedeutung (Hofmann, 1954; Qedan, 1974 ) Auch bei uns in Europa und
insbesondere in Deutschland kennt man viele Arzneipflanzen, die auch heute noch in ganz

unterschiedlichen Indikationsgebieten eingesetzt werden (Blaschek, 2016).

Wihrend die naturwissenschaftlich gepriagte Medizin unserer Zeit viele synthetische
Arzneistoffe zur Behandlung von Krankheiten einsetzt, bleibt aber immer noch Raum fiir die
Pflanzenheilkunde in Form moderner pflanzlicher Arzneimittel, von denen viele in
randomisierten, doppelt verblindeten und placebokontrollierten Studien auch wissenschaftlich

hinsichtlich ihrer Wirksamkeit iiberpriift wurden (Ziindorf, I. & Fiirst, R. 2020).

Man vergisst allzu leicht, dass die traditionelle Anwendung von Arzneipflanzen, deren
Geschichte bis ins Altertum zuriickreicht, der Ausgangspunkt fiir die Entwicklung vieler heute
kaum mehr wegzudenkender Pharmaka war. Als prominente Beispiele lassen sich hier die
Alkaloide des aus dem Schlafmohn (Papaver somniferum) gewonnenen Opiums nennen,
insbesondere das Morphin und das Codein aber auch das Noscapin (siche Abb. 1.1, S.3), die in
der Therapie von Schmerz und Husten eine auBerordentlich groe Rolle spielen (Blaschek,
2016). Man kannte das aus dem Mohn gewonnene Opium schon seit Jahrtausenden und wusste
um seine schmerzstillende Wirkung, aber erst die Erforschung der Zusammensetzung, heute
wiirde man sagen die phytochemische Untersuchung der Inhaltsstoffe, lieferte die heute so

wichtigen Arzneistoffe.

Dem deutschen Apotheker Friedrich Wilhelm Sertiirner gelang es Anfang des 19. Jahrhunderts
(1803/04) eine kristalline Substanz, die er unter dem Namen ,,Morphium‘ beschrieb* aus dem
Opium zu isolieren (Klockgether-Radke, 2002). Etwa zeitgleich isolierte sein pharmazeutischer
Berufskollege Derosne das Noscapin (Derosne, 1804), wiahrend das Codein erst etwa 30 Jahre
spater vom franzosischen Chemiker Pierre-Jean Robiquet entdeckt wurde (Wachs, 1868). Am
Anfang der pharmazeutisch-biologischen Untersuchungen zu den Inhaltsstoffen waren es
insbesondere die alkaloidfiihrenden Pflanzen, die eine starke Wirkung auf das
Zentralnervensystem haben, die im Mittelpunkt der Forschung standen. Auch die Tollkirsche
(Atropa belladonna), das Bilsenkraut (Hyoscyamus niger) und der Stechapfel (Datura
stramonium) waren seit dem Altertum bekannte Arznei- bzw. Giftpflanzen, die sich im

Mittelalter auch als Zutaten in Hexensalben fanden (Miiller, 1998).



Die in ihnen enthaltenen parasympatholytischen Alkaloide Hyoscyamin und Scopolamin
wurden gemeinsam mit Ludwig Hesse 1834 vom deutschen Apotheker Philipp Lorenz Geiger
entdeckt, der ab 1816 Privatunterricht in Botanik, Pharmakognosie und pharmazeutischer
Chemie in der von ihm betriecbenen Heidelberger Universititsapotheke gab und spéter
auBBerordentlicher Professor fiir Chemie und Pharmazie an der Universitit Heidelberg wurde
(Thomas U., 1985). Die beiden entdeckten auch das Aconitin aus dem Eisenhut (4conitum
napellus) und das Colchicin aus der Herbstzeitlosen (Colchicum autumnale), ein heute immer
noch sporadisch eingesetzter Wirkstoff in der Akutbehandlung der Gicht (Mo & Melzig, 2021).
Geiger allein wird die Isolierung des Coniins zugesprochen. Dabei handelt es sich um das
Hauptalkaloid des gefleckten Schierlings (Conium maculatum), einer durch den Tod des
Socrates beriihmt gewordenen Giftpflanze (Amberger-Lahrmann et al, 2013). Etwas spéter
wurde das Cocain aus den Blittern des Coca-Strauches (Erythroxylum coca) isoliert. Die
Cocablitter kamen Mitte des 18. Jahrhunderts (ca. 1750) aus Stidamerika nach Europa, wo der
deutsche Botaniker und Forschungsreisende Eduard Friedrich Poeppig erstmals die bei Kauen
der Blitter auftretenden Phinomene beschrieb (Poeppig, 1836). Erstmals rein dargestellt wurde
das Cocain entweder 1860 vom Chemiker Albert Niemann, der auch seine betdubende
(lokalanaidsthetische) Wirkung auf der Zunge beschrieb (Niemann, 1860), oder bereits 5 Jahre
friiher vom Apotheker Friedrich Georg Carl Gaedcke, der moglicherweise eine identische

Substanz unter dem Namen Erythroxylin isoliert haben konnte (Yentis, 1999).

Dass die Isolierung der Alkaloide aus den genannten, stark wirksamen Pflanzen bereits ohne
die heute zur Verfiigung stehenden analytischen Methoden gelungen ist, lag sicher an der
Basizitit dieser Verbindungen, die eine Verteilung der Alkaloide als Base und als Salz, je nach
pH-Wert der wissrigen Phase, zwischen organischer und wéssriger Phase ermoglichten. Bereits
bei der Extraktion konnte z.B. durch Verwendung von Ammoniak und nachfolgende Extraktion
dafiir gesorgt werden, dass die Alkaloidbasen aus ihren Salzen freigesetzt wurden und so der
Extraktion mit lipophilen Losungsmitteln zugénglich gemacht wurden. Saure, an sich lipophile
Inhaltsstoffe wurden gleichzeitig in ihre Salze iiberfiihrt und verblieben dadurch gemeinsam
mit hydrophilen Stoffen im Pflanzenmaterial. Es wurden nur die Alkaloidbasen und lipophile
Neutralstoffe in die Losung extrahiert, aus der die Alkaloide durch Ausschiitteln mit saurem
Wasser sehr leicht in Form ihrer Salze in die Wasserphase ausgezogen werden konnten. Auf

diese Weise erhielt man relativ einfach eine Rohfraktion z.B. der Alkaloidhydrochloride.
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Abbildung 1.1: Wichtige Alkaloide aus Pflanzen, die bereits Ende des 19., Anfang des 20. Jahrhunderts isoliert wurden.



Durch Extraktion mit verdiinnter Sdure, nachfolgender Alkalisierung und Ausschiitteln mit
einem lipophilen Losungsmittel erhdlt man die entsprechenden Alkaloidbasen (Hénsel & Pertz,

2010).

Die Kenntnis zu den Inhaltsstoffen und deren Struktur ist nicht nur von akademischem
Interesse, sondern bereits bei den genannten Alkaloiden, wurden ausgehend von den
Naturstoffen, partialsynthetische Stoffe entwickelt, die in einigen Féllen zu einer Verbesserung
der Eigenschaften fiihrten. Beispielsweise wurde aus dem relativ toxischen Scopolamin, dessen
Dosierung genau eingehalten werden muss und dass aufgrund der starken zentralen Wirkung
verschreibungspflichtig  ist, das  Derivat  n-Butyl-Scopolamin  als  quartére
Ammoniumverbindung entwickelt, die wegen der fehlenden zentralen Wirkung auch ohne
arztliche Verschreibung als peripher spasmolytisch wirksames Parasympatholytikum

verwendet werden kann (Blaschek, 2016).

Andere Stoffe, wie beispielsweise das Cocain, dienten auch als Vorlage fiir die Entwicklung
anderer Substanzen. Cocain ist ein optimales Lokalandsthetikum, da es neben der
Hauptwirkung gefdBverengend wirkt und dadurch nach der Injektion lange am Wirkort
verbleibt. Wegen der euphorisierenden Wirkung und der sich daraus entwickelnden Sucht, fallt
Cocain unter die Vorschriften des Betdubungsmittelgesetztes, was die Verwendung der
Substanz auf Operationen am Kopf einschriankt. Da Verletzungen am Kopf stark bluten und so
die Sicht auf das Operationsfeld bei Eingriffen durch das Blut stark behindert wird, ist die
Verwendung des Cocains dort von besonderer Bedeutung. In allen anderen Bereichen, wo die
Blutungen nicht so stark sind, ist die Verwendung von Cocain nicht gestattet. Ausgehend vom
Cocain als Leitstruktur wurden andere, synthetische Lokalanésthetika synthetisiert und in die
Therapie eingefiihrt, wie z.B. das Procain, Benzocain oder Lidocain entwickelt. Die fehlenden
gefiBverengenden Eigenschaften werden in den Priparaten durch den Zusatz von

Vasokonstriktoren, wie z.B. Noradrenalin wiederhergestellt (Geisslinger et al 2020).

Neben den Alkaloiden wurden viele weitere Inhaltsstoffklassen aus Arzneipflanzen isoliert.
Hier sind insbesondere, die Terpene (Mono-, Sesqui-, Di- und Triterpene), die Phenylpropane,
die Flavonoide, die Anthranoide und Steroide zu erwéhnen (Sticher, Heilmann, & Ziindorf,
2015). Die Abbildungen 1.2 und 1.3 (siehe S. 7 und 8) zeigen einige wichtige Vertreter aus
diesen Stoffgruppen. Mono- und Sesquiterpene, wie das Thymol aus dem Thymian (7hymus

vulgaris, Lamiaceae) oder das Bisabolol aus der Kamille (Matricaria recutita, Asteraceae) sind



gemeinsam mit den Phenylpropanen (z.B. Anethol, Safrol) aus dem Anis (Pimpinella anisum,
Apiaceae) bzw. aus dem Kampferbaum (Cinnamomum camphora, Lauraceae) wichtige
Bestandteile des itherischen Ols dieser Arzneipflanzen. Wihrend das #therische Ol des
Thymians expectorierend und wegen der Phenole auch antibakteriell wirkt, hat das Kamillendl
hauptsichlich antiphlogistische Eigenschaften (Sticher, O., Heilmann, J., & Ziindorf, 1. 2015).
Hohermolekulare Terpene, wie die Sesquiterpenlactone , die Diterpene - wie z.B. das Paclitaxel
aus der Pazifischen Eibe (Taxus brevifolia, Taxaceae) — oder die Triterpene sind nicht
verdampfbar und kommen daher nicht als Bestandteile dtherischer Ole vor, obwohl sie, wenn
sie nicht wie das Glycyrrhizin aus der SiBholzwurzel (Glycyrrhiza glabra, Fabaceae)

glykosidiert vorliegen, hiufig im #therischen Ol abgelagert werden (s. Abb. 1.2).

Wihrend das Glycyrrhizin als Triterpensaponin indirekt expectorierend und aufgrund der
Hemmung des Abbaus von Corticosteroiden indirekt antientziindlich wirkt, ist das Paclitaxel
als Mitosehemmstoff zur Behandlung verschiedener bosartiger Tumore geeignet (Spencer &
Faulds, 1994). Weitere Phenylpropanoide, die nicht als Komponenten #therischer Ole
vorkommen, sind die Cumarine, z.B. das Umbelliferon aus dem Liebstockel (Levisticum
officinale, Apiaceae), die innere Ester der ortho-Cumarsdure, einer Hydroxyzimtsdure
darstellen (Spdth, 1937). Von den Zimtsduren, insbesondere der para-Cumarsiure leiten sich
gemischte Polyketide, wie das Resveratrol, das in vielen Pflanzen und deren Friichten gefunden
wurde (z.B. in der Weinbeere), und die grole Gruppe der Flavonoide ab. Die Verbindungen
besitzen einen Molekiilteil, der auf dem fiir die Biosynthese der Phenylpropane
verantwortlichen Shikimisdureweg gebildet wird und der zweite Teil des Molekiils wird durch
Reaktion mit Malonyl-CoA gebildet. Dieser Stoffwechselweg fiihrt ausgehend von Acetyl- und
Malonyl-CoA zu Polyketosduren, die nach Cyclisierung zu den Anthranoiden, zum Beispiel
zum Aloin oder Hypericin fiihren. Bei gemischten Polyketiden wird das an das Coenzym A
gebundene Acetat durch eine Zimtséure ersetzt (Sticher, Heilmann, & Ziindorf, 2015).Wéhrend
Flavonoide als natiirlicher UV-Schutz in allen landlebenden Pflanzen enthalten sind und
aufgrund der Anordnung ihrer phenolischen Hydroxylgruppen auch ganz allgemein gute
Antioxidantien darstellen, gibt es spezielle Flavonoide, wie das Vitexin aus dem Weilldorn (z.B.
Craetaegus monogyna, C. pentagyna und andere Arten, Rosaceae) oder das Silybin aus der
Mariendistel (Silybum marianum, Asteraceae) die ganz spezielle Wirkungen am Herzmuskel

(Vitexin) oder an der Leberzelle (Silybin) besitzen (Blaschek, 2016).
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Aufgrund der groflen Verbreitung im Pflanzenreich, sind Flavonoide gute chemotaxonomische
Marker, mit deren Hilfe die Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Arten, Gattung und
Familien gut untersucht werden kdnnen (Hegnauer, 1959). Sie spielen aber auch in der Analytik
eine bedeutende Rolle, da sie leicht detektiert und mengenmifig erfasst werden konnen (Sticher
et al, 2015). Bei einigen Arzneipflanzen, deren Wirkstoffe nicht bekannt sind, wird auf die
enthaltenen Flavonoide standardisiert, um eine gleichbleibende Wirksamkeit des Produktes zu
gewihrleisten (Tittel G., 1982). Eine Gruppe von Phenylpropanen, die in der letzten Zeit mehr
und mehr in den Mittelpunkt des Interesses gelangten, sind die Lignane. Bei diesen Stoffen
handelt es sich um dimere Phenylpropane, die iiber das mittlere Kohlenstoffatom der Propyl-
Seitenkette B,B-verkniipft sind. Ein Beispiel fiir diese Verbindungsklasse ist das
Podophyllotoxin aus dem Indischen FuBlblatt (Podophyllum peltatum, Berberidaceae), das als
Spindelgift zur Behandlung von Feigwarzen eingesetzt wird. Derivate des Podopyllotoxins
(Etoposid und Teniposid) werden als Zytostatika eingesetzt (Schmoll et al, 1982). Pflanzliche
Steroide, wie z.B. das B-Sitosterol, das Campesterol und Stigmasterol kommen ubiquitér als
Bestandteile der Membranen in Pflanzen vor (Haller et al, 2013). Es gibt aber auch Steroide,
die von pharmazeutischem Interesse sind, wie z.B. die herzwirksamen Glykoside des roten
Fingerhuts (Digitalis purpurea, Plantaginaceae). Bei diesen Verbindungen, die eine starke
Wirkung auf das Herz besitzen, in dem sie liber die Hemmung der membranstidndigen Natrium-
Kalium-ATPase, zu einer Erhohung der intrazelluldren Natriumkonzentration in der
Herzmuskelzelle fithren, wodurch sich auch der intrazelluldre Calciumspiegel erhoht. Dadurch
wird die Muskelkraft gesteigert (positiv inotrope Wirkung) und nachfolgend die
Schlagfrequenz gesenkt (negativ chronotrop). Zusétzlich wird die Erregbarkeit der
Muskelzellen erhoht (positiv bathmotrop) und die Erregungsweiterleitung verlangsamt (negativ
dromotrop) (Mutschler et al, 2001). Beim hier dargestellten Ditoxigenin handelt es sich um das
Aglykon des Digitoxins, dass an der Hydroxylgruppe an C-3 eine lineare Zuckerkette mit 3
Digitoxosen (2,6-Di-desoxy-glucose) trigt, die jeweils 1,4-B-glykosidisch verkniipft sind.
Bedingt durch die fehlenden Hydroxylgruppen der Desoxyzucker ist auch das Digitoxin ein
eher lipophiler Stoff. In den Bléttern des roten Fingerhuts werden diese Verbindungen mit einer
weiteren Glucose versehen und dann im wissrigen Zellsaft der Vakuole abgelagert. Die se
Verbindung nennt man dann Purpureaglykosid A. Herzglykoside besitzen eine starke Wirkung,
sie konnen aber bei Uberdosierung leicht zu toxischen Symptomen fiihren (Mutschler et al,
2001). Da die Unterschiede zwischen wirksamer und toxischer Dosis nicht sehr groB sind,

spricht man von einer geringen therapeutischen Breite (Mutschler et al, 2001).
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Heute spielen diese Verbindungen nur noch eine untergeordnete Rolle in der Therapie der
Herzinsuffizienz. Abgesehen von der Erforschung der Inhaltstoffe, traditioneller
Arzneipflanzen, hat sich das Hauptaugenmerk in den letzten Jahren auf die Isolierung und
Identifizierung neuer Pflanzeninhaltsstoffe mit moglichst neuartigen Strukturen, die zu
innovativen Arzneistoffen fithren konnten, gerichtet bzw. auf die Testung bekannter
Substanzen hinsichtlich einer bisher noch nicht bekannten pharmakologischen Aktivitét

(Kannan et al., 2022; Malik et al., 2022).

In unserer Arbeitsgruppe werden zu diesem Zweck unter anderem afrikanische Pflanzen
hinsichtlich Threr Inhaltstoffe untersucht. In Bezug auf die Wirkung sind dabei Inhaltsstoffe mit
cytotoxischen Eigenschaften besonders interessant, die dann in Kooperation mit anderen
Arbeitsgruppen auf ihre in vitro Aktivitit gegen verschiedene Tumorzelllinien gepriift werden
sollen. In der Vergangenheit spielten dabei in unserem Labor Sesquiterpenlactone aus
verschiedenen Asteraceen-Arten und die prenylierten Flavonoide aus der zur Familie der
Fabaceae gehdrenden Gattung Erythrina eine besondere Rolle (Passreiter & Isman, 1997,
Passreiter et al, 2015). Die Abbildung 1.4 ( siche S.10) zeigt einige wichtige
Sesquiterpenlactone und prenylierte Flavonoide mit cytotoxischer Wirkung, die in unserer
Arbeitsgruppe untersucht wurde (Passreiter et al, 2015) bzw. die in den Ubersichtarbeiten zur
Zytotoxizitdt von Sesquiterpenlactonen (Quintana und Estevez, 2018) und C-prenylierten
Flavonoiden (Smejkal, 2014) aufgefiihrt wurden. Sesquiterpenlactone sind hinsichtlich ihrer
Cytotoxizitdit und der daraus folgenden moglichen Anwendung gegen Krebs besonders
interessante Naturstoffe (Dominguez et al, 1976;Rdder etal, 1992). Sie kommen in der Natur
sowohl bei den Angiospermen als auch aullerhalb davon vor (Picman, 1986). Wenige
Sesquiterpenlactone wurden bisher in Pilzen (Magnusson, 1973; Vidari, 1976, Ranieri, 1978)
und neuerdings auch in endophytischen Pilzen (Wang et al., 2022), in Lebermoosen (Knoche
et al., 1969, Benesowa et al., 1975, Asakawa et al, 1976,1979,1981) sowie in Cupressaceen
(Seaman, 1982, Lee et al., 2015) gefunden. Bei den Angiospermen finden sich
Sesquiterpenlactone bei den Acanthaceae, Amaranthaceae, Apiaceae, Aristolochiaceae,
Burseraceae, Coriariaceae, Illiciaceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Lamiaceae, Lauraceae,
Polygonaceae, Winteraceae (Yoshioko et al., 1973, Seaman, 1982) und Bombacaceae (Sood et
al., 1982). Die meisten Sesquiterpenlactone sind aber in Asteraceen gefunden worden (Seaman,

1982, Herz, 1977).
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Abbildung 1.4: Cytotoxische Sesquiterpenlactone und prenylierte Flavonoide
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In Fortfiihrung der Untersuchungen zur Inhaltstofffithrung afrikanischer Pflanzen, sollten die
Inhaltsstoffe der zur Familie der Asteraceae gehorenden, bisher phytochemisch noch nicht
untersuchten Volutaria boranensis (Cufod.) Wagenitz untersucht werden. Das Pflanzenmaterial
wurde von Patrick Mutiso, dem Kurator des Herbariums der Universitit von Nairobi, in Kenia
gesammelt (siche Experimenteller Teil, Kapitel 5.4). Ziel der vorliegenden Arbeit war es,
daraus pflanzliche Sekundérstoffe zu isolieren und identifizieren sowie deren zytotoxische
Aktivitdt auf verschiedene Krebszelllinien zu iiberpriifen. Die Gattung Volutaria umfasst circa
18 bis 20 Arten, von denen die meisten Species vom Iran im Osten {iber Nordafrika bis auf die
Kanarischen Inseln verbreitet sind (Altinordu und Ferrer-Gallego, 2017). Nur wenige Vertreter
der Gattung kommen in Ostafrika vor. Calleja et al. (2016) teilt die Gattung Volutaria aufgrund
genetischer Merkmale in 14 phyllogenetische Kladen ein und gibt jeweils das
Verbreitungsgebiet mit an. In Tabelle 1.1 sind die von Calleja et al. aufgefiihrten Volutaria-
Arten nach ihrem Verbreitungsgebiet aufgelistet. Innerhalb der Asteraceae gehort die Gattung
Volutaria zur Unterfamilie Carduoideae, zu der auch die Kratzdisteln und die Flockenblumen

gehoren (Hellwig, 2004).

Von den bisher beschriebenen Arten wurden bisher nur Volutaria abyssinica, V. crupinoides,
V. lippii, V. muricata, V. tubiflora und V. tubuliflora phytochemisch untersucht (Mezache,
2010; Marzouk, 2015; Rafrafi, 2021; Zaabat et al. 2011; Gonzalez et al, 1970), wobei einige
der Arbeiten zu den Sekundirstoffen von V. lippii, V. muricata und V. tubuliflora zu einer Zeit
verdffentlicht wurden, als diese Arten noch zur Gattung Amberboa gehdrten (Gonzalez et al,
1970). Von Volutaria lippii gab es aulerdem noch zwei Unterarten V. lippii var. lippii und V.
lippii var. atlantica, die aber heute als Synonyme fir V. [lippii verwendet werden
(http://www.theplantlist.org). Eine Unterart von Amberboa lippii, heute Volutaria lippii,
Amberboa lippii var. subdiscolor wurde zu Volutaria tubuliflora (http://www.theplantlist.org).
Die Gattungen Amberboa, Centaurea und Volutaria dhneln sich relativ stark, so dass es nicht
weiter verwundert, dass einige der Spezies mal der einen und mal der anderen Gattung
zugeschlagen wurden (Susanna et al, 1995; ). Dies trifft auch fiir Volutaria boranensis zu, die
auch schon unter Bezeichnung Centaurea hochstetteri ssp, boranensis Cufod. gefithrt wurde

(http://www .theplantlist.org).
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Tab. 1.1: Verbreitungsgebiet der Volutaria-Arten nach Calleja et al. (2016)

V. canariensis

V. tubiflora

V. crupinoides

V. lippii ssp. lippii

V. lippii ssp. medians
V. marroccana

V. muricata

V. saharae

V. sinaica

V. tubiflora

V. tubuliflora

V. dhofarica
V. sinaica

V. tubiflora

V. boranensis
V. djiboutensis

V. somalensis

Spanien Kanarische Inseln Nordafrika Arabische Horn von Afrika Ostafrika Socotra
Halbinsel
V. tubiflora V. bollei V. belouini V. albicaulis V. abyssinica V. boranensis V. socotrensis
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Die in den untersuchten Arten hauptsidchlich gefundenen Sekundirstoffe gehdren zu den
Sesquiterpenlactonen und Flavonoiden (Mezache, 2010; Marzouk, 2015; Rafrafi, 2021; Zaabat
et al. 2011, Gonzalez et al, 1968,1970). In einer Untersuchung wéssriger und mit Ethylacetat
gewonnener Extrakte aus den oberirdischen Organen von V. lippii aus Tunesien, in der die
antioxidativen, antidiabetischen und antibakteriellen Eigenschaften getestet wurden, konnten
per LC-ESI-MS/MS auch einige Inhaltsstoffe aus anderen Gruppen identifiziert (Ben Salah,
2019). Es wurden verschiedene hiufig vorkommende Flavonoide sowie Pflanzensduren
gefunden, Sesquiterpenlactone konnten jedoch nicht nachgewiesen werden (Ben Salah et al,
2019). Auch in einer weiteren, erst vor zwei Jahren erschienen Arbeit wurden Untersuchungen
zur antibakteriellen Wirkung von Volutaria lippii durchgefiihrt (Scrano et al, 2020) und
Marzouk (2015) beschreibt V. abyssinica als eine mogliche Quelle fiir cytotoxische

Sesquiterpenoide.

Die hier untersuchte Volutaria boranensis hat ihr zentrales Vorkommen in Kenia, sie kommt
aber auch im Siiden von Athiopien und im Norden von Tansania vor (Calleja et al., 2016). Es
handelt sich um eine ein- bis mehrjéhrige, krautige Pflanze, die zwischen 30 — 90 cm hoch wird
und kommt héufig als Unkraut am Stralenrand und in der Graslandvegetation der Savanne
vorkommt (Calleja et al, 2016) Sie besitzt typische Bliitenkorbchen mit vielen darin
enthaltenen Rohrenbliiten, bei den Carduoideae gibt es keine Zungenbliiten. Die du3eren, etwas
langeren Rohrenbliiten sind steril, wihrend die inneren kiirzen Bliiten zwittrig sind. Die Farbe
der Kronblitter variiert von weiBlich, iiber rosa bis hin zu lila (Beentje et al, 2005). Neben der
Isolierung und Identifizierung von Sekundarstoffen aus Volutaria boranensis sollten die bereits
von Kolb und Passreiter isolierten, aber bisher nicht veroffentlichten Flavonoide der ebenfalls
in Kenia gesammelten Rinde von Erythrina burtii (Fabaceae) hinsichtlich ihrer cytotoxischen

Eigenschaften iiberpriift werden.

Weltweit gibt es mehr als 100 verschiedene Erythrina-Arten, bei denen es sich um, zur Familie
der Schmetterlingsbliitler (Fabaceae) gehorenden, Bdume und Straucher handelt, die auch als
Korallenbdume bezeichnet werden. Sie sind dornenbewehrt und kénnen bis zu 30 Meter hoch
werden (Neill, 1988). Die Gattung ist in fiinf Subgenera unterteilt, Erythrina, Micropteryx,
Chirocalyx, Erythraster und Tripterolobus, dem nur eine Art zugeordnet wurde (Neill, 1988;
Bruneau 1996). Die Gattung Erythrina wird bereits seit den Anfangen der Naturstoffforschung
untersucht, hauptsiachlich wegen der enthaltenen Alkaloide (Krukoff, Barneby, 1974).
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Auch aus dem Bereich der Flavonoide konnten mehr als 200 verschiedene Verbindungen
bereits isoliert werden, viele von ihnen liegen prenyliert vor, d.h. sie sind mit einem Hemiterpen
am aromatischen A- und/oder B-Ring substituiert (Moriyasu et al, 1998; Promsatha, Tempesta

1998; Veitch 2007)

In unserer Arbeitsgruppe wurden mit Erythrina addisoniae und E. melanacantha bisher je eine
Species aus dem Subgenus Chirocalyx und Erythraster untersucht (Passreiter et al,2015; Koch
et al, 2019). Die dort gefundenen, prenylierten Isoflavonoide und Pterocarpane zeigten in vitro
recht gute Aktivitdten in verschiedenen Testmodellen (Passreiter et al,2015; Koch et al, 2019).
Besonders hohe Zytotoxizititenwurden fiir die aus E. addisoniae isolierten Pterocarpane
Neorautenol und Phaseollin gefunden (Witjen et al.,, 2007). Aber auch die prenylierten
Flavonanone wiesen teilweise recht gute Aktivititen im unteren Mikromolaren Bereich auf

(Passreiter et al, 2015)

Mit E. burtii, die wie E. melanacantha zum Subgenus Erythraster gehort (Neill, 1988), wurde
die nunmehr dritte Species aus dieser Gattung in unserem Arbeitskreis untersucht. Anke
Suckow-Schnitker hat aufgrund der Ergebnisse der von ihr durchgefiihrten Toxizitétstest mit
den Flavonoiden von E. addisoniae gefolgert, dass die Prenylierung an bestimmten Positionen
des A- und B-Rings zu einer Verstiarkung der Zytotoxizitit gegeniiber H4IIE Hepatomzellen
fiihrt (Passreiter et al, 2015) Die hier aus E. burtii isolierten Verbindungen zeigen ganz
dhnlichen Substitutionsmuster, so dass hier auch iiberpriift werden kann, inwieweit die von
Suckow-Schnitker (2008) aufgestellten Struktur-Wirkungs-Beziehungen auch fiir andere

Substanzen und andere Tumorzelllinien Giiltigkeit besitzen.

14



2. Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

2.1. Extraktion und Fraktionierung

Die getrockneten und pulverisierten oberirdischen Pflanzenteile (917g) von Volutaria
boranensis (Cufod.) Wagenitz wurden mit Dichlormethan in einer Soxhletapparatur
erschopfend extrahiert. Die in den Extraktionshiilsen verbliebene und bereits trockene,
pulverisierte Droge wurde mit dem gleichen Verfahren mit Methanol ebenfalls erschépfend
extrahiert. Nach Trocknung wurden 82 g Methanolextrakt erhalten. Nach Abtrennung des sich
bildenden Niederschlags nach Aufldsung in Methanol, ergaben sich 30 g Extrakt. Alle
Folgefraktionen des Dichlormethanextraktes wurden mit dem Anfangsbuchstaben D und alle

entsprechenden Fraktionen des Methanolextraktes erhielten zur Abgrenzung ein M.

Fraktionierung des Dichlormethanextraktes

Da das Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf der Isolierung und Identifizierung der
Sesquiterpenlactone lag, wurde nicht der gesamte Extrakt, sondern nur der methanollosliche
Anteil verwendet. Der gesamte Dichlormethanextrakt (133,67 g) wurde daher mit Methanol
mithilfe der Soxhlet-Apparatur ausgezogen, wobei 33g Methanol-16slicher Anteil des
Dichlormethan-Extraktes erhalten wurden. Dieser Anteil des Dichlormethanextraktes wurde als
Ausgangsmaterial der nachfolgende Trennmethoden zur Isolierung der Einzelverbindungen
verwendet. 33 g des so erhaltenen Extraktteils wurden in 5 Portionen aufgetrennt (s. Exp. Teil,
Kap. 5). Die in Reagenzglisern aufgefangenen Fraktionen wurden aufgrund ihrer
chromatographischen Ahnlichkeiten weiter zusammengefasst. Durch Vergleich der so

gebildeten Fraktionen aus allen 5 Durchgidngen wurden anschlieBend 13 Fraktionen gebildet.

Fraktion 6 lieferte nach weiteren Reinigungsschritten zwei Sterine (Verbindungen 15 und 16)
Fraktion 8 lieferte nach mehreren Reinungungsschritten flinf Sesquiterpenlactone
(Verbindungen 1 , 2, 3, 4 und 5), ein Lignan ( Verbindung 12 ) sowie zwei Triterpene
(Verbindung 13 und 14). Des Weiteren lieferte Fraktion 10 nach weiteren Reinigungsschritten
eine neue Verbindung (Verbindung 8). Zwei Flavonoide lieferten die Fraktionen 12

(Verbindung 6 ) und 13 (Verbindung 7).
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Fraktionierung des Methanolextraktes

Der Methanolextrakt (30g) wurde ebenfalls sdulenchromatographisch aufgetrennt. (s. Exp.
Teil, Kap. 5) Und lieferte 7 Fraktionen (M.1 — M.7). Nur die Fraktionen M.6 und M.7 erlaubten
eine schnelle Isolierung von Substanzen, so dass diese beiden Fraktionen weiter aufgetrennt

wurden.

Fraktion 6 lieferte nach weiteren Reinigungsschritten zwei weitere Verbindungen ( Verbindung

11 und 17). Fraktion 7 lieferte schlieBlich zwei Flavonoidglykoside ( Verbindung 9 und 10 )
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2.2 Isolierung und Identifizierung von Verbindungen aus

Volutaria boranensis

2.2.1 Verbindung 1 (Cynaropikrin)

Verbindung 1 kristallisierte bei der Aufarbeitung von Fraktion V.b.D.8.16 des
Dichlormethanextraktes aus der Losung aus (s. Exp. Teil, Kap. 5.4.3) Nach weiterer Reinigung

der erhaltenen Kristalle konnten 135 mg einer weiflen, kristallinen Substanz gewonnen werden.

Im Diinnschichtchromatogramm (FlieBmittelsystem DCI, s. Exp. Teil, Kap. 5.2.1, Tab. 5.1)
zeigte die Substanz bei Rf 0.36 eine Loschung des Fluoreszenzindikators bei A=254 nm. Nach
Bespriihen mit Anisaldehyd/Schwefelsdure-Reagenz farbte sich die Substanz braun/violett. Bei
der anschlieBend durchgefiihrten HPLC (siehe Exp. Teil, Kap.5.2.4) wurde die Substanz bei
einer Retentionszeit von 25,99 Minuten registriert. Das bei der Detektion aufgenommene UV-

Spektrum wies ein Maximum bei 216 nm auf.

Die Lage des Maximums und das Aussehen des Spektrums lieB3 bereits vermuten, dass es sich
bei 1 um eine Substanz mit einer a,B-ungeséttigten Carbonylstruktur handeln sollte, welche
beispielsweise in den fiir Asteraceen typischen Sesquiterpenlactonen hédufig vorkommt
(Heywood et al, 1977). Das unter Elektronenimpakt-Bedingungen (EI) aufgenommene
Massenspektrum von 1 (siche Abb. 2.1, S.18 ) zeigte das Molekiilion (M") bei m/z = 346.
Aufgrund der Fragmente bei m/z = 262 (M" — 84) und des intensiven Fragmentes bei m/z = 85

(Basis-lon, 100%) in Verbindung mit dem Fragment bei m/z = 57 (85-CO) ldsst sich bei
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Verbindung 1 vermuten, dass es sich um einen Ester eines Alkohols mit einer geséttigten Cs-
oder einer ungesittigten hydroxylierten C4-Sdure handelt (Riicker et al, 1992). Das aus der
Abspaltung der Acylgruppe resultierende Fragment bei m/z = 262 ist begleitet von zwei jeweils
um 18 Masseneinheiten leichteren Fragmenten bei m/z = 244 (262 - H,O) und m/z = 226 (244
- H»0), so dass es sich bei 1 um einen acylierten Alkohol handeln sollte, der eine weitere
Hydroxylgruppe besitzt. Sowohl die im Massenspektrum detektierte Molmasse als auch die
Fragmentierung unterstiitzt die Annahme, dass es sich bei 1 um ein acyliertes
Sesquiterpenlacton handeln konnte. Ein zusétzlich aufgenommenes Elektrospray-MS mit
chemischer lonisation (HRESI-MS) unterdriickte die Fragmentierung der Substanz und die
Masse konnte auf vier Stellen hinter dem Komma genau bestimmt werden (s. Abb. 2.2, S.19).
Die genaue Masse von 4 wurde im Spektrum bei m/z = 347.1485 ([M+H]") registriert, woraus

sich die Summenformel C19H»>O¢ ableiten 1asst.
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Abbildung. 2.1: Massenspektrum von Verbindung 1 (EI-MS)
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Abbildung 2.2: Massenspektrum von Verbindung 1 (HR-ESI-MS)

Zur vollstindigen Aufklarung der Struktur von 1 wurden ein- und zweidimensionale NMR-
Spektren in deuteriertem Methanol aufgenommen (s. Abb. 2.3 bis 2.8, S.24-29). Die Abb. 2.4
zeigt das bei einer Messfrequenz von 150 MHz aufgenommene, breitbandentkoppelte '°C NMR
Spektrum von Verbindung 1, dass die Signale fiir neunzehn Kohlenstoffe zeigt (siche Abb 2.4,
S 25 und Tab. 2.1, S.20/21). Dreizehn dieser Signale konnten aufgrund der Auswertung des
zusdtzlich aufgenommenen DEPT-135 Spektrums (s. Abb. 2.5, S. 26) protonierten
Kohlenstoffen zugeordnet werden. Aufgrund der speziellen Aufnahmetechnik beim DEPT-135,
zeigen Methyl- und Methinkohlenstoffe ein positives, nach oben gerichtetes und
Methylenkohlenstoffe ein negatives, nach unten gerichtetes Signal. Quartire Kohlenstoffe
ergeben gar kein Signal, so dass sechs der im '*C-NMR registrierten Signale aufgrund des
Fehlens der entsprechenden Signale im DEPT-135 als quartire Kohlenstoffe erkannt wurden
(s. Abb. 2.5, S.26 und Tab. 2.1 ). Das DEPT-135 Spektrum von 1 zeigt sieben nach unten
gerichtete Signale, die je einem CH>-Kohlenstoff entsprechen, sowie sechs nach oben gerichtete
Signale fiir CH bzw. CH3; Kohlenstoffe. Da die Integrale der zugehorigen Protonensignale im
"H-NMR Spektrum (s. Abb. 2.3, S.24) , die iiber die im zweidimensionalen Heteronuclear
Single Quantum Coherence-Spektrum (HSQC) auftretenden ,,Cross-Peaks® identifiziert
wurden (s. Abb. 2.7, S.28), jeweils nur einem Proton entsprechen, handelte es sich bei diesen
sechs C-Atomen ausnahmslos um Methinkohlenstoffe. Fiir die weitere Strukturaufklarung
wurden neben den Korrelationen im HSQC-Spektrum (direkte C-H Korrelation) auch die
Signale der im HMBC (Heteronukleares Multiple Bond Korrelationsspektrum, s. Abb. 2.8,
S.29) ausgewertet, bei dem die Protonen und Kohlenstoffe neben der 'J-Kopplung auch so

genannte long-range Kopplungen iiber zwei bis drei Bindungen (*],’J) zeigen. Weiterhin
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wurden die Protonen-Spin-Systeme durch die Berechnung der Kopplungskonstanten (s. Tab.
2.1, S.20/21) und die Auswertung des 2D-COSY-Spekrums (s. Abb. 2.6, S.27), in dem die

Protonen-Protonen-Korrelationen sichtbar werden, erkannt.

Zwei der Kohlenstoffsignale bei 6 = 166.53 und 171.20 ppm, die iiber die fehlende Korrelation
mit einem Protonensignal als Signale fiir quartdre Kohlenstoffe erkannt wurden, lagen im
Shiftbereich der Carbonyle von Estern bzw. Lactonen, die mit einer Doppelbindung konjugiert
sind (Budesinsky und Saman, 1995). Es lag daher die Vermutung nahe, dass es sich bei 1 um
ein, fiir Asteraceen typisches Sequiterpenlacton mit exocylischer Doppelbindung am v-
Lactonring handeln konnte, welches zusétzlich mit einer ungesittigten Sdure verestert ist. Dies

bestitigte die nach Auswertung der UV- und MS-Daten getroffene Annahme.

Tabelle 2.1: 'H- und *C-NMR Daten von Verbindung 1 (8 in ppm, 600 bzw. 150 MHz in
CDs0OD und DMSO-d6)

H (J in Hz) 13C
CD;OD DMSO-ds CD;OD | Dept- | DMSO-
135 ds

1 |3.02ddd(11.8;8.8; |291m 46.16 | CH | 44.02

6.8)
2a | 1.75ddd (12.2;9.0; | 1.63ddd (12.7;8.8;6.8) | 40.01 | CH, | 38.68
2b | 9.0) 1.91 ddd (12.6; 8.8; 6.8)

2.09 ddd (12.2; 7.1;

7.1)
3 | 451ddd(9.0;7.2; 435t(8.8) 7414 | CH | 72.05

2.2)
4 |- ; 154.04 | C 153.68
5 |291dd(8.9;1.9) 2.88 m 5201 | CH | 49.65
6 | 4.35dd(10.8;8.9) 438dd (11.1; 8.7) 8028 | CH | 78.17
7 | 3.29dt(8.9,3.0) 321t (9.2; 8.7; 3.0) 4843 | CH | 4629
8 |5.15m 5.11ddd (9.2; 5.7; 3.5) 7562 | CH | 73.67
9a | 2.41dd(14.6,3.6) 2.25 dd (14.3; 3.6) 3765 | CH» | 3636
9b | 2.74 dd (14.6; 5.2) 2.65 dd (14.3; 5.7)
10 |- - 14403 | C 143.00
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T - 139.70 | C 138.37
12 |- - 17120 | C 168.84
13a | 5.65d(3.0) 5.51d (3.0 12239 | CH, | 120.84
13b | 6.13d(3.0) 6.05 d (3.4)

14a | 4.92s (br.) 483d(2.1) 118.15 | CH2 | 116.99
14b | 5.16's (br.) 5.09d (2.1)

15a | 5.34s (br.) 5.21d (2.0 11273 | CH» | 110.38
15b | 5.45s (br.) 5.24d(2.2)

|- - 166.53 | C 164.89
RE - 14190 | C 140.88
3 | 4325 417 s 61.62 | CH» | 59.59
4£a | 5.98d(1.61) 5.91d(1.89) 12596 | CH, | 12423
4b | 631d(1.61) 6.18 d (1.67)

Das Signal des Carbonylkohlenstoffs bei & = 166.53 ppm (C-1°) im HMBC-Spektrum zeigte
Kreuzsignale mit den Protonensignalen bei 6 = 6.31 (Dublett), 5.98 (Dublett), 4.32 (Singulett)
und 5.15 ppm (Multiplett). Bei dem Singulett bei 6 = 4.32 ppm handelte es sich um ein Signal
fiir zwei dquivalente Protonen (H-3°), die aufgrund der Lage, einer endstindigen CH,OH-
Gruppe zugeordnet werden konnte. Das Signal fiir den zugehorigen Kohlenstoff fand sich bei
§=61.62 (C-3*) im '3C-NMR im typischen Bereich fiir hydroxylierte Kohlenstoffe. Die beiden
Dubletts bei 6 =6.31 und 5.98 ppm (H-4’a und H-4‘b) zeigten beide eine Korrelation im HSQC
Spektrum mit dem Kohlenstoff bei & = 125.96 (C-4°), woraus eindeutig abgeleitet werden
konnte, dass es sich dabei um zwei endstindige Protonen an einer Doppelbindung handelte
(Budesinsky und Saman, 1995). Alle Protonensignale zeigten auBerdem eine 2J-Korrelation
zum Signal eines quartdren Kohlenstoffs bei 6 = 141.90 ppm, der dadurch dem C-2° zugeordnet
werden konnte. Bei Verbindung 1 handelte es sich demnach um den Ester der 2-Hydroxy-

methylacrylsdure (Budesinsky und Saman, 1995)

Der andere Carbonylkohlenstoff, dessen Signal bei bei 6 = 171.20 (C-12) gefunden wurde,
koppelte ebenfalls mit zwei olefinischen Protonen bei 6 = 6.13 und 5.65 ppm (H-13a und H-
13b) (s. Abb. 2.8, S.29). Dem in deuteriertem Methanol aufgenommen Spektrum fehlte
allerdings die Korrelation mit dem Protonensignal bei 6 = 3.29 ppm (H-7), wie spiter durch die

Auswertung des zusétzlich in deuteriertem Dimethysulfoxid aufgenommen Spektrums erkannt
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werden konnte (s. Abb. 2.13, S.34 und Tab. 2.1, S.20/21). Dieses Proton zeigte aber auch in
CDs0D eine Korrelation mit dem quartdren Kohlenstoff bei & = 139.70 (C-11), mit dem auch
die Protonensignale fiir H-13a eine schwache und H-13b eine starke Korrelation zeigten. Das
C-11 zeigte dariiber hinaus eine weitere long-range Korrelation im HMBC Spektrum mit dem
Proton bei 6 = 5.15 ppm. Aufgrund der Auswertung der Korrelationen im COSY Spektrum
konnte dieses Signal dem H-8 zugeordnet werden. Der zugehorige Kohlenstoff fand sich bei 6
=75.62 in einem Shiftbereich, der fiir einen acylierten, sekundédren Alkohol charakteristisch ist.
Wie oben bereits erwéhnt zeigte das C=0O (C-1°) der hydroxylierten Methyacrylsdure eine
Korrelation zum Protonensignal bei 6 = 5.15 ppm, woraus gefolgert werden konnte, dass die
Methyacrylsdure an C-8 gebunden sein musste. Weitere im COSY Spektrum auftretende
Korrelationen zwischen H-7 und dem Dublett von Dubletts bei & = 4.35 (H-6) sowie dessen
zugehoriges Kohlenstoffsignal bei o = 80.28 lieBen erkennen, dass es sich bei 1 um ein
Sesquiterpen handeln musste, dessen y-Lactonring mit exocyclischer Methylengruppe
zwischen C-12 und der OH Gruppe an C-6 geschlossen wurde. Die Grofle der Kopplung
zwischen H-7 und H-6 (J = 10.8 Hz) identifizierte 1 als 6,7-trans-Lacton mit exocyclischer
Methylengruppe an C-11, was durch die auftretende allylische Kopplung zwischen den
Methylenprotonen an C-13 und H-7 zusétzlich bewiesen wurde (Bohlmann et al, 1983). Die
relative Stereochemie der acylierten Hydroxylgruppe folgt abschlieBend aus der Grof3e der
Kopplung zwischen den Protonen an den Kohlenstoffen C-7 und C-8, die ebenfalls ,trans*
angeordnet sein miissen (s.Tab. 2.1), (Budesinsky & Saman, 1995). Weitere Kopplungen
zwischen H-6 und dem Dublett von Dubletts fiir ein Proton bei 6 =2.91 ppm (H-5, ] = 8.9 Hz)
und zwischen H-5 und dem Signal fiir ebenfalls ein Proton bei 6 = 3.02 (H-1, J = 1.9 Hz)
zeigten, dass es sich bei 1 um ein 1,5-cis Guaianolid handelte (Budesinsky & Saman, 1995)
Das Proton an C-1, dessen Kohlenstoffsignal sich bei 6 = 46.16 ppm findet, zeigt die
Korrelationen mit vier weiteren Protonen bei 6 = 1.75 (ddd), 2.09 (ddd), 4.92 (s (br.)) und 5.16
(s (br.)) ppm im H,H-COSY-Spektrum (s. Abb. 2.6, S.27). Bei diesen 4 Protonen handelt es
sich im Methylenprotonen, was durch die Korrelation der beiden Hochfeld-Protonen mit dem
Kohlenstoffsignal bei 6 = 40.01 ppm und der der beiden im Tieffeld gefundenen Protonen mit
dem Signal bei 6 = 118.15 gezeigt werden konnte (s. Abb. 2.7, S.28). Es handelte sich demnach
um die Protonen H-2a und H-2b am sp3-hybridisieren C-2 des Cyclopentanrings und um die
beiden Protonen H-14a und H-14b am sp2-hybridisierten Kohlenstoff der exocylischen
Methylengruppe an C-10 (s. Tab. 2.1). Das zugehérige quartire C-10 konnte iiber die *J-

Kopplung mit H-1 und die Korrelation mit den beiden Protonen an C-9 im HMBC-Spektrum
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identifiziert werden (s. Abb. 2.8, S. 29). Diese beiden Protonen zeigen neben der geminalen
auch eine vicinale Kopplung mit H-8 bei 6 = 5.15 ppm, wodurch die Kopplungen des
Cyloheptanrings des Guaianolids komplettiert wurden (s. Abb. 2.3, S.24 und 2.4, S.25). Die
beiden Protonen an C-2 besitzen neben der geminalen Kopplung und der vicinalen Kopplung
mit H-1 jeweils eine weitere vicinale Kopplung mit dem Signal bei 6 = 4.51 ppm (H-3). Die
Lage dieses Signals und des zugehorigen Kohlenstoffs (C-3) bei & = 74.14 sprachen fiir das
Vorliegen eines sekundédren Alkohols an dieser Position (s. Abb. 2.7, S. 28 u. Tab 2.1, S. 20/21))
(Budesinsky & Saman, 1995)H-3 hatte zwei weitere Kopplungspartner im H,H-COSY-
Spektrum, bei denen es sich um die zwei Protonen der ebenfalls exocyclischen Methylengruppe
an C-4 (H-15a und H-15b) handeln musste (s. Abb 2.6, S.27 u. Tab 2.1). Da alle bisher in der
Natur gefundenen Guaianolide ein a-stdndiges Proton an C-7 besitzen, sind die Protonen an C-
6 und C-8 aufgrund der Kopplungskonstanten Js 7 = 10.8 und J73= 9.3 Hz jeweils trans zum H-

7 angeordnet. Daraus folgt, dass die Estergruppen an C-8 a-stindig angeordnet sein muss.

Alle iibrigen Spektren und die daraus zu entnehmenden Korrelationen lieen keinen Zweifel
daran, dass es sich bei Verbindung 1 um das Perhydro-8-hydroxy-3,6,9-tri(methylidene)-
2oxo0azuleno[4,5b]furan-4-yl 2-(Hydroxymethyl)prop-2-enoat handelte. Zur Absicherung der
Struktur und zur Vermeidung von Uberlagerungen wurde ein zweiter Satz NMR-Spektren von
Verbindung 1 im DMSO-d¢ aufgenommen (s. Abb. 2.9-2.13, S.30-34). Die Zuordnung der
Signale ist in den Abbildungen dargestellt und findet sich auch in Tabelle 2.1. Dieses
Sesquiterpenlacton vom Guaianolid-Typ, dass auch unter den Namen Cynaropikrin bekannt ist,
wurde bereits in vielen Asteraceen gefunden (Bhattacharyya et al, 1995; Budesinsky & Saman,
1995) Die hier ermittelten analytischen und NMR-Daten befinden sich insgesamt in guter
Ubereinstimmung zu den in der Literatur gefundenen Daten in anderen Lésungsmitteln oder
Losungsmittelgemischen (Budesinsky and Saman, 1995). Cynaropikrin wurde hier erstmals in
Volutaria boranensis gefunden. Diese Verbindung wurde aber schon 1977 aus von den
kanarischen Inseln stammenden Pflanzenmaterial von Amberboa lippii isoliert. Diese Species,
die zuvor Centaurea lippi hiel (Dittrich, 1968), wurde dann spiter unter den Namen Volutaria

lippii der Gattung Volutaria zugeordnet (Calleja et al, 2016).
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Abbildung 2.3: '"H NMR Spektrum von Verbindung 1 ( 600 MHZ in CD;0D)
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Abbildung 2.13: 2-D-Heteronukleares Multiple Bond Korrelationsspektrum (HMBC) von

Verbindung 1 (DMSO-ds)
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2.2.2 Verbindung 2 (Isolipidiol) und 3 (Lipidiol)

14

HO e OH

13

Die Verbindungen 2 und 3 wurden im Gemisch bei der Aufreinigung von Fraktion V.b.D.8.19
des Dichlormethanextraktes erhalten (s. Exp. Teil, Kap. 5.4.3). 69,25 mg dieser Fraktion
wurden an einer Kieselgelsdule in sechs Fraktionen (A bis F) mit einem Gemisch aus
Dichlormethan/Hexan/Methanol (FlieBmittelsystem SC 1, s. Exp. Teil, Kap. 5.2.3, Tab. 5.3)
aufgetrennt. Im anschliefend erstellten Diinnschichtchromatogramm fiel in Fraktion E eine
Substanzzone auf, die eine Loschung des Fluoreszenzindikators bei A=254 nm zeigte und sich
nach dem Besprithen mit Anisaldehyd/Schwefelsdure-Reagenz braun/violett farbte (s. Exp.
Teil, Kapitel 5.2.1, Tab. 5.1).

Bei der anschlieBend durchgefiihrten HPLC (s. Exp. Teil, Kap. 5.2.4, Tab. 5.4) wurden die

Substanzen 2 und 3 bei einer Retentionszeit von 37,94 Minuten registriert.

Trotz weiterer Reinigungsversuche konnten nur 2,38 mg eines weil3-gelb, kristallinen

Substanzgemisches gewonnen werden.

Die bei der Detektion der Peaks im HPLC mit Hilfe des Diodenarray-Detektors aufgenommen
UV-Spektren von 2 und 3 (s. Abb. 2.14, S.36 ) wiesen fiir beide Substanzen zwei Maxima bei
A =216 und 283 nm auf, wobei die Intensitéit der ldngerwelligen Bande wesentlich geringer
ausfiel. Die Lage der Maxima und das Aussehen der Spektren lieBen bereits vermuten, dass es

sich bei 2 und 3 ebenfalls um Sesquiterpenlactone handeln sollte (Heywood et al, 1977)
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Abbildung 2.14: UV-Spektren von Verbindung 2 und 3 (in Methanol p.a.)

Das unter Elektronenimpakt-Bedingungen (EI) aufgenommene Massenspektrum des
Gemisches von 2 und 3 (s. Abb. 2.16, S.38) zeigte das geringintensive Molekiilion [M]" bei
m/z = 266, begleitet von zwei Fragmenten bei m/z 248 [M-18]" und 230 [M-2x18 oder 248-
18]", was auf die Abspaltung von 2 Mol Wasser und damit auf das Vorhandensein zweier
Hydroxylgruppen im Molekiil hindeutet (Gross, 2013). Weitere intensive Fragmente treten bei
m/z = 168 und 193 (Basispeak, 100%) auf. Im Gegensatz zu Cynaropikrin (1), fehlt das
intensive Fragment bei m/z 85, welches charakteristisch fiir geséttigte Cs-Sduren oder, wie im
Fall von Cynaropikrin, fiir eine ungeséttigte, hydroxylierte Cs-Saure ist. Auch andere intensive
Fragmente, die bei den hdufig vorkommenden Estern von Sesquiterpenlactonen auftreten, z.B.
m/z = 71 fiir einen Ester der Isobuttersdure oder m/z = 43, das Acylfragment von Essigestern,
sind im Spektrum nur in geringer Intensitdt enthalten. Falls es sich bei diesen Fragmenten um
Acylfragmente der genannten Sduren handeln wiirde, miissten jedoch auch Fragmente
detektiert werden, die aus der Abspaltung der Séuren resultieren (M-Acyl), was aber hier nicht
der Fall ist. Die Molmasse von 262, die im Bereich der Masse anderer

Sesquiterpenlactonalkohole, wie z.B. der des Helenalins liegt, spricht ebenfalls fiir das
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Vorliegen eines unveresterten Verbindung (Willhuhn et al, 1984). Fiir Sesquiterpenlactone ist
es aullerdem typisch, dass zusétzlich zur Abspaltung der im Molekiil vorhandenen
Hydroxylgruppen, auch der Lactonring gedffnet wird und die resultierende OH-Gruppe
wiederum verloren geht, wobei gleichzeitig auch die entstandene Carbonsdure decarboxyliert
und als CO; abgespalten wird (Heywood et al, 1977). Dieses Verhalten erkldrt das Fragment
bei m/z = 168, das demzufolge aus der Abspaltung von je einem Mol Wasser (18) und
Kohlendioxid (44) aus dem Folgefragment bei m/z 230 gebildet werden konnte. (Heywood et
al, 1977). Manche Sesquiterpenlactone, die so genannten Proazulene, fiihren bereits unter den
Bedingungen einer Wasserdampfdestillation zur Abspaltung von Estern, Wasser und CO». Es
bilden sich blaugefirbte, aromatische Verbindungen, die man Azulene nennt. Ein Beispiel dafiir
zeigt die Abbildung 2.15 (siehe S. 37), in der exemplarisch die Bildung des blau gefiarbten
Chamazulens aus dem Hauptsesquiterpenlacton der Schafgarbe (Achillea millefolium,
Asteraceae), dem Proazulen Achillicin, dargestellt ist. Das Molekulargewicht des Chamazulens

unterscheidet sich nur um 2 Atomeinheiten von dem Fragment bei m/z 168 (Motl et al, 1983).

e

v

- CH;CO

- 3H0O
Achillicin - CO Chamazulen
M =306 M =166

Abbildung 2.15: Azulenbildung aus Sesquiterpenlactonen

Betrachtet man den Lactonring des Achillicins (Abb. 2.15), bei dieser Verbindung handelt es
sich um ein 11B,13-Dihydrosesquiterpenlacton von Guaianolidtyp, dass im Gegensatz zum
Cynaropikrin (1) keine exocyclische Methylengruppe am y-Lactonring besitzt, so liee sich das
Fragment bei m/z = 193 formal als durch die Offnung des Lactonrings und der Abspaltung der

entstandenen Propionséure-Seitenkette [M — HOOC-CH-CH3; (M - 73)]" erkléren.
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Durch die zwei nicht iiberlappenden Peaks im HPLC-Chromatogramm war bekannt, dass es
sich um ein Gemisch zweier Verbindungen im Verhiltnis von 3:2 handeln sollte, die sowohl
chromatographisch als auch im UV-Verhalten relativ dhnlich sein mussten. Da das
Massenspektrum nicht erkennen lésst, dass es sich um ein Gemisch zweier unterschiedlich
schwerer Verbindungen handelt, musste davon ausgegangen werden, dass es sich bei 2 und 3
um massengleiche, isomere Verbindungen handeln sollte. Die detektierte Molmasse und die
Fragmentierung unterstiitzen die Annahme, dass es sich bei dem hier isolierten Gemisch um

zwei Sesquiterpenlactone handeln konnte.
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Abbildung 2.16: Massenspektrum von Verbindung 2 und 3

Durch das zusétzlich aufgenommen Elektrospray-MS mit chemischer lonisation (HRESI-MS)
konnte die Masse auf vier Stellen hinter dem Komma genau bestimmt werden (s. Abb. 2.17,
S.39). Die genaue Masse von 2 und 3 wurde im Spektrum bei m/z = 267,1595 ([M+H]")

registriert, woraus sich die Summenformel C15sH2204 ableiten ldsst.
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Abbildung. 2.17: HRESI-Massenspektrum von Verbindung 2 und 3

Zur vollstindigen Aufkldrung der Strukturen von 2 und 3 wurden ein- und zweidimensionale
NMR Spektren in CDCI3 aufgenommen (s. Abb. 2.20 - 234, S. 52-66). Das
breitbandentkoppelte '*C NMR Spektrum des Substanzgemisches von 2 und 3 zeigt
erwartungsgemafl die Signale fiir jeweils 15 Kohlenstoffe, die aufgrund der unterschiedlichen
Anteile am Substanzgemisch gut zu unterscheiden sind. Da es sich um isomere Verbindungen
handelt, ist die Nummerierung der C-Atome identisch. Zur besseren Abgrenzung wurden die
Kohlenstoffe der Nebenkomponente 3 in Abbildung 2.21 mit einem ,,** gekennzeichnet. In den
Abbildungen 2.21 und 2.22 ist die Zuordnung der Signale zu den jeweiligen Verbindungen zur
iibersichtlicheren Betrachtung nochmal separat dargestellt. Im '"H NMR Spektrum (s. Abb.2.20)
2 und 3 fillt sofort auf, dass das Spektrum, im Gegensatz zum Protonenspektrum von 1, im
Shiftbereich zwischen 1.0 und 1.5 ppm mehrere intensive Signale zeigt. Nach Integration und
Spreizung konnten die Signale bei 6 = 1.39 und 1.27 ppm jeweils als Dublett fiir drei Protonen
der Haupt- und Nebenkomponente erkannt werden (s. Abb, 2.23 und Tab. 2.2, S.41). Das dritte
Signal bei einen Shiftwert von ca. 1.2 ppm, wurde rechnerisch durch insgesamt etwa 4,5
Protonen verursacht, die jeweils drei Protonen einer zum Dublett aufspaltenden Methylgruppe
der beiden im Verhiltnis 2:1 vorliegenden Substanzen verursacht wurde. Mit Hilfe des HSQC
Spektrums wurden die zugehorigen Kohlenstoffe bei & = 18.3 und 16.1 ppm bzw. 18.6 und
11.01 ppm im Bereich aliphatisch gebundener Methylgruppen registriert. Ebenso wie bei den
Protonensignalen treten die korrespondierenden Kohlenstoffsignale entweder dicht

nebeneinander- oder weiter auseinanderliegend auf.
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Abbildung 2.18: Grundgeriist der Germacranolide (I), Eudesmanolide (II), Guaianolide (III)
und Pseudoguaianolide (IV)
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Tabelle 2.2: NMR Daten von 2 und 3 (600 bzw. 150 MHz in CDCls; 6 in ppm (J in Hz))

2 3

H BC H 13C
1 2.80 m 422 2.80 m 42.1
2a 170 m 384 1.70 m 382
2b 2.10 m 2.10 m
3 3.70m 783 3.70m 782
4 1.82 m 472 1.85 m 474
5 1.92m 51.2 1.85m 50.8
6 3.93t(10.1) 81.4 4.04 1 (10.5) 81.5
7 1.87 m 583 | 224dt(7.9u.10.3) 55.1
8 3.65m 75.9 3.67m 70.7
9a 2.08 m 473 2.06 m 46.6
9b 2.72.dd (4.4 u. 12.0) 2.74 dd (4.1 u. 11.0)
10 - 143.4 - 143.1
11 2.52dq (11.1 u. 7.0) 42.4 2.841(7.73) 38.6
12 - 179.0 - 179.6
13 1.39.d (7.0) 16.1 1.27 (7.6) 11.0
14a 4.99s 115.2 497 114.9
14b 5.01s 499 s
15 1.18 d (6.6) 18.3 1.19 d (6.6) 18.6

Im ebenfalls aufgenommenen HMBC-Spektrum (s. Abb. 2.29, S. 61) finden sich neben den

direkten H,C-Korrelationen iiber eine Bindung ('J) auch Kopplungen iiber zwei und drei

Bindungen (%J,’]). Das zur Hauptkomponente 2 gehdrende Dublett fiir eine Methylgruppe bei

0 = 1.39 ppm zeigt dabei ein Kreuzsignal mit dem fiir Sesquiterpenlactone typischen Carbonyl
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eines cyclischen Esters (C-12) bei & = 179.0 ppm, weshalb sich diese Methylgruppe am v-
Lactonring befinden muss. Es handelt sich daher um die C-13 Methylgruppe, die durch
Hydrierung der Doppelbindung zwischen C-12 und C-13 eines a,-ungesittigten Lactons mit
exocyclischer Doppelbindung entsteht. Auch fiir das Signal der Nebenkomponente bei 6 = 1.27
ppm findet sich eine entsprechende Korrelation mit dem Kohlenstoffsignal bei 6 = 179.6 ppm,
so dass es sich auch bei 3 um ein Sesquiterpenlacton mit einer am C-12 des Lactonrings
gebundenen Methylgruppe handeln muss. Weitere Korrelationen der beiden Protonensignale
fiir H-13 von 2 und 3 fiihren zur Zuordnung der Signale fiir die Kohlenstoffe bei & = 38.6 (3)
und 42.4 ppm (2) sowie 55.1 (3) und 58.3 ppm (2), bei denen es sich um die Signale der beiden
Methinkohlenstoffe C-11 und C-7 der jeweiligen Verbindungen 2 bzw. 3 handeln muss. Uber
die Korrelation mit den zugehorigen Protonen, konnten die im hoheren Feld auftretenden
Signale C-11 zugeordnet werden, weil die beiden zugehdrigen Protonensignale, das Dublett
von Quartett bei 6 = 2.52 ppm (2) bzw. das Triplett bei 6 = 2.84 ppm (3), als Kopplungspartner
der jeweiligen Methyldubletts (H-13) iiber das H,H-COSY Spektrum eindeutig zugeordnet
werden konnten. Die Protonensignale fiir H-11 weisen dabei einen weiteren Kopplungspartner
bei & = 1.87 ppm fiir Verbindung 2 und é = 2.24 ppm fiir Verbindung 3 auf. Bei diesen Signalen
handelt es sich um die Protonen am C-7, deren Kohlenstoffsignale bei 6 = 55.1 und 58.3 ppm
bereits als Kopplungspartner der Protonen an C-13 im HMBC gefunden wurden. Die
Kopplungskonstante (J) der Kopplung zwischen H-13 und H-11 betrdgt fiir beide
Verbindungen 7.0 Hz, die Kopplungkonstanten zwischen H-11 und H-7 unterscheiden sich
jedoch. Bei Verbindung 2 findet man bei Auswertung der '"H NMR Signale eine J711-Kopplung
von 11.1 Hz, wéihrend bei 3 eine Kopplung von 7.73 Hz ermittelt werden konnte (s. Abb. 2.20,
S. 52 und Tab. 2.2, S. 41). Daraus ist zu folgern, dass die Protonen H-7 und H-11 zueinander
trans- (2) und cis-stindig (3) angeordnet sein miissen. Die beiden isomeren Sequiterpenlactone
unterscheiden sich demnach durch die Stellung der Methylgruppe am y-Lactonring, die unter
bzw. liber der Ringebene angeordnet sein muss. Die Signale der Protonen an C-7 von 2 und 3
weisen jeweils zwei weitere Kopplungspartner H-6 und H-8 auf, deren Signale im
Resonanzbereich fiir Protonen an oxygenierten Sauerstoffen auftreten. Zwei dieser Signale bei
0 =3.93 (2) und 4.04 ppm (3) besitzen neben H-7 nur noch einen weiteren Kopplungspartner
(H-5) und spalten als Dublett von Dubletts mit Tripletthabitus auf. Dabei handelt es sich
demnach um die Protonen H-6 von 2 und 3. Es findet sich in beiden Fillen nur eine
Kopplungskonstante von 10.1 bzw. 10.5 Hz (s. Tab. 2.2). Das bedeutet, dass die Protonen H-5,

H-6 und H-7 bei beiden Verbindungen jeweils trans-stindig zueinander angeordnet sein
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missen. Ausgehend von der Tatsache, dass bei allen bisher in der Natur gefundenen
Guaianoliden das Proton an C-7 a-stdndig ist (Hou et al, 2003), folgt daraus, dass H-6 B-stindig
und H-5 nachfolgend a-stindig sein muss. Daraus folgt, dass es sich bei beiden Verbindungen
um ein 6,7-trans-Lacton handelt, das durch Veresterung der Carbonsdure (C-12 ) mit der -
stindigen Hydroxylgruppe an C-6 gebildet wurde. Aufgrund der Aufspaltung des Signals von
H-7 bei 3 als Dublett von Tripletts mit den Kopplungskonstanten 7.79 und 10.3 Hz (s. Tab.
2.2), kann abgeleitet werden, dass H-7 sowohl zu H-6 als auch H-8 trans-stindig ist. Daraus
folgt, dass der Kohlenstoff C-8 ein B-stindiges Proton und eine a-stindige Hydroxylgruppe
trigt. Bei Verbindung 2 kann dies wegen der Uberlagerung von H-7 mit den Signalen von H-5
beider Verbindungen, nicht aus dem Spektrum abgeleitet werden. Da sich die Signale der
Protonen an C-8 ebenfalls liberlagern, muss davon ausgegangen werden, dass die Konfiguration
an C-8 bei beiden Substanzen gleich ist. Aufgrund der a-Position des Protons an C-7, muss das
Proton an C-11 in Verbindung 2 aufgrund der Kopplung von 11.1 Hz zwischen H-7 und H-11
B-standig sein, die Methylgruppe befindet sich demnach in der a-Position unter der Ringebene.

Bei Verbindung 3 ist die Methylgruppe an C-11 entsprechend B-positioniert.

Bei Sesquiterpenlactonen, die aus drei Molekiilen aktivem Isopren bestehen, konnen bei den
hiufig in Asteraceen vorkommenden Germacranoliden, Eudesmanoliden, Guaianoliden und
Pseudoguaianoliden drei Methylgruppen am Ringsystem auftreten (s. Abb. 2.19, S.49). Diese
mit 13, 14 und 15 gekennzeichneten Methylkohlenstoffen, konnen auch oxidiert vorliegen und

Sauerstoffe tragen, oder, wie bei 1 als exocyclische Methylengruppe auftreten.

Die Verbindungen 2 und 3 besitzen jeweils zwei Methylgruppen, woraus folgt, dass das der
dritte potenzielle Kohlenstoff oxidiert vorliegen muss. Wie bei 1 finden sich dementsprechend
zwei Singuletts bei 6 =4.99 und 5.01 ppm fiir die Hauptkomponente 2 und 4.97 und 4.99 ppm
fiir die Nebenkomponente 3. Die zugehdrigen sp2-hybridisierten Methylenkohlenstoffe finden
sich bei 0 = 115.2 (2) und 114.9 ppm (3) iiber die direkte Protonen-Kohlenstoff-Korrelation im
HSQC-Spektrum (s. Abb 2.28, S.60). Auch in diesem Bereich dhneln sich die beiden isomeren
Verbindungen. Im HMBC zeigen die Methylensignale von 2 und 3 intensive Kreuzsignale mit
den Signalen der quartdren Kohlenstoffe bei & = 143.4 und 143.1 ppm (s. Abb. 2.29. S. 61 und
Tab. 2.2), sowie den Signalen bei 6 = 42.2 und 42.1 ppm und 47.3 und 46.6 ppm. Bei den bei
ca. 42 ppm zur Resonanz kommenden Kohlenstoffen handelt es sich um Methinkohlenstoffe,
deren zugehdrige Protonen sich als Multiplett fiir je 1 Proton gemeinsam bei 2.80 ppm bzw. die

Kohlenstoffe bei 6 = 47.3 und 46.6 ppm koppeln im HSQC Spektrum mit jeweils zwei
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Protonen, woraus folgt, dass es sich um Methylenkohlenstoffe handelt. Bei Verbindung 2 treten
diese beiden Signale bei 6 = 2.08 (Multiplett) und 2.72 ppm (Dublett vom Dublett) auf (s. Abb.
2.28 und Tab 2.2). Im COSY-Spektrum zeigt sich, dass diese beiden Protonen mit den bereits
oben erwidhnten Protonen an C-8 koppeln, so dass es sich um die Protonen an C-9 handeln
muss. Damit ist bewiesen, dass die im Molekiil vorhandene exocyclische Methylengruppe (C-
14) an C-10 gebunden ist. Die zuvor beschrieben Korrelationen der Methylenprotonen bestehen
daher zu den Kohlenstoffen C-9 (47,3 und 46,6 ppm) und C-1 (6 =42.2 und 42.1 ppm). Dariiber
hinaus findet sich eine schwichere Korrelation zwischen H-14 mit den Kohlenstoffsignalen bei
8 =75.9 und 70.7 ppm (s. Abb. 2.29, S. 61 und Tab. 2.2). Es handelt sich dabei um eine *J-
Kopplung zu den Kohlenstoffen in Position 8.

Da es sich bei den beiden Verbindungen um Guaianolide handelt, findet sich im COSY
Spektrum auch die Kopplung zwischen den Protonen H-1 und H-5 (s. Tab. 2.2, S.41), die
ihrerseits jeweils eine weitere Kopplung zu den Protonen des an den Cycloheptanring
annelierten Cyclopentanrings aufweisen. Wahrend die Protonen an C-1 beider Verbindungen
mit den sich iiberlagernden Methylenprotonen an C-2 bei & = 1.70 und 2.10 ppm koppeln, findet
sich das Signal von H-4 bei beiden Verbindungen als Multiplett bei 6 = 1.82 ppm (2) und
1.85ppm (3) (s. Abb.2.23, S.56). Diese drei Multipletts (H-2a, H-2b und H-4) besitzen im
COSY jeweils ein Kreuzsignal mit dem Multiplett bei & = 3.70 ppm. Aufgrund der Lage dieses
Protonensignals, dessen zugehoriges Kohlenstoffsignal bei 6 = 78.3 ppm detektiert wurde, ist

einem sekundiren Alkohol an C-3 zuzuordnen.

Die relative Stereochemie von 2 und 3 ist identisch. Bei beiden Verbindungen handelt es sich
um ein 3,8-Dihydroxy-guaia-10(14)-en-11,12-dihydro-12,6-0lid. ~Aufgrund der sich
iiberlagernden Protonen am Cyclopentanring (H-1 bis H-5) konnten nicht alle
Kopplungskonstanten ermittelt werden. Die Stereochemie bleibt daher an vielen Stereozentren
unklar. Aufgrund der sehr dhnlichen chemischen Verschiebungen sollte die Stereochemie in

diesem Bereich bei 2 und 3 gleich sein.

Eine Literaturrecherche hat ergeben, dass bisher sieben stereoisomere Verbindungen isoliert
wurden, deren Strukturformel ohne Beriicksichtigung der Stereochemie an den acht
Stereozentren zur Struktur von 2 und 3 passt (s. Abb. 2.19, S.49). Um die Stereochemie an den
Kohlenstoffen C-1, C-3 und C-4 zu kldren wurden die NMR Daten dieser Verbindungen mit
den hier fiir 2 und 3 ermittelten Daten verglichen. Da bei beiden hier isolierten Verbindungen

H-5 zu H-6, H-6 zu H-7 und H-7 zu H-8 jeweils trans zueinander angeordnet sind, ergibt sich
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durch die Tatsache, dass bei allen bisher in der Natur gefundenen Guaianoliden das Proton an
C-7 a-stiandig ist, die Position der OH-Gruppe an C-8 a-stindig sein muss. Dies ist nur bei vier
der in Abb. 2.19 dargestellten Verbindungen der Fall (A, B, D und G). Die Methylgruppe an
C-4 ist bei drei dieser Verbindungen o-stindig, Verbindung G besitzt eine [-stdndige
Methylgruppe an C-4. Leider finden sich in der Literatur keine brauchbaren '*C NMR Daten
fiir Lipidiol (A). Obwohl die absolute Konfiguration durch eine Rontgenstrukturanalyse
bestimmt wurde, wurden die Daten von Hao et al. (2013) nicht angegeben, auch nicht im
,»Supplementary Material“, das nur die Spektren des ebenfalls isolierten 4-Epi-Isolipidiols (G)
enthalt.

In den in dieser Arbeit gezeigten Spektren, wurden die beiden Signale fiir das C-4 von
Verbindung 2 bei 6 = 47.2 ppm und das von Verbindung 3 bei 6 = 47.4 ppm detektiert. Diese
Signale liegen somit bei sehr dhnlichen Shiftwerten wie die von Isolipidiol (B), 6 = 47.7 (in
pyridin-ds) bzw. 48.22 ppm (in CD30D), und Cynaroscolide (D), 6 =45.6 ppm (in CDCIl3). Die
Kohlenstoffsignale der zugehdrigen Methylgruppen wurden bei Isolipidiol bei 18.6 (in pyridin-
ds) und 18.84 ppm (in CD30D) gefunden. Fiir Cynaroscolide wurde 6 = 15.8 ppm fiir C-15
angegeben (s. Tab. 2.3, S.50). Wir konnten 18.3 ppm fiir das C-15 von 2 und 18.6 ppm fiir das
C-15 von 3 ermitteln. Die hier gefundenen Werte von 18.3 ppm fiir 2 und 18.6 ppm fiir 3
stimmen daher ebenfalls gut mit den fiir Isolipidiol publizierten Werten iiberein. Zusétzliche
Unterstiitzung fiir das Vorliegen einer 4a-Methylgruppe ergibt sich durch den Vergleich der
Kohlenstoffresonanzen mit den C-15 Werten von Verbindung F und G (Abb. 2.19, S.49). Bei
diesen Lactonen findet sich das Signal fiir C-15 hochfeldverschoben bei 6 = 8.7 bzw. 9.2 ppm
(in Pyridin-ds). In einer Arbeit zu den NMR Studien der isomeren Dehydrocostuslactone und
der Revision der Struktur der Dentatine A-C (Kisiel, 2011), in der es unter anderem auch um
die 3-O-B-Glucopyranoside von 8-Epi-Isolipidiol (C), Dentalacton (E) und 4,8-Di-Epi-
Isolipidiol (F) ging, wird darauf aufmerksam gemacht, dass die '"H und !*C NMR Shiftwerte in
Pyridin-ds von o-stdndigen Methylgruppen am C-4 entschirmt bei ca. 1.4 ppm (du) und 18.6
ppm (d¢) auftreten. Bei B-stdndiger Methylgruppe finden sich die Signale bei ca. 1.2 ppm (6n)
und ca. 8.3 ppm (d¢c). Demnach sollten 2 und 3 eine a-stdndige Methylgruppe am C-4 besitzen.

Um zu kléren, welche Konfiguration an C-3 bei 2 und 3 vorliegt, kann der Vergleich von 8-
Epi-Isolipidiol (C) und Cynaroscolide (D), die sich durch die Position der Hydroxylgruppe an
C-3 und C-8 unterscheiden, herangezogen werden. Fiir beide Verbindungen liegen NMR in

Daten in deuteriertem Chloroform vor (s. Tab 2.3, S.50). Das Signal des 3B-hydroxylierten C-
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3 im Cynaroscolide liegt bei & = 74.5 ppm, wéhrend der 3a-hydroxylierte Kohlenstoff im 8-
Epi-Isolipidiol bei & = 78.08 gefunden wurde (s. Tab 2.3, S.50). Die Kohlenstoffe von 2 und 3
finden sich bei nahezu identischen Shiftwerten bei 6 = 78.2 (3) und 78.3 (2). Bei beiden
Verbindungen sollte es sich daher um 3B-Hydroxy-4a-methyl-guaianolide handeln, deren
Cyclopentanring an allen C-Atomen die gleiche Konfiguration wie das Isolipidiol besitzt. Der
Vergleich der '*C NMR Daten von 8-Epi-Isolipidiol (s. Tab. 2.3) zeigt, dass die Shiftwerte in
Chloroform bei ganz dhnlichen Resonanzfrequenzen auftreten, bis auf wenige Signale sind sie
nur etwas hochfeldverschoben. Die Lage der Signale der zugehorigen Protonen unterstiitzt die
getroffenen Zuordnungen (s. Tab. 2.2, S.41 und Tab. 2.4, S.51). Da sich 2 und 3 sich nur in der
Position der Methylgruppe an C-11 voneinander unterscheiden, muss es sich bei einer der
beiden Verbindungen um Isolipidiol (B) handeln, wéihrend die andere Verbindung Lipidiol (A)
sein konnte. Im Isolipidiol (s. Tab. 2.3, S.51) findet man die Signale fiir 11 bei 42.6 ppm (dc)
und 2.58 ppm (0u) und fiir 13 bei 16.7 ppm (d¢c) und 1.33 ppm (0n). In den Spektren des
Gemisches von Verbindung 2 und 3 wurden Signale der Hauptkomponente 2 bei 6 = 42.4 ppm
(6c) und 2.52 ppm (8n) fiir 11 und 6 = 16.1 (6c) und 1.39 ppm (dn) fiir 13 gefunden, so dass es
sich bei 2 um das Isolipidiol handeln muss. Die a-Orientierung der Methylgruppe an C-11 wird
zusdtzlich durch Kopplungskonstante zwischen H-7 und H-11 bewiesen. Nach Herz et al.
(1970) liegt die Kopplungskonstante bei trans-stindigen Protonen an C-7 und C-11 des v-
Lactonrings bei ca. 12 Hz, wéhrend sie bei cis-stindigen Protonen nur ca. 7.5 Hz betrégt. Leider
ist das Signal von H-7 wegen der Uberlagerung nicht auszuwerten, aber das H-11, dass als
Dublett vom Quartett bei d = 2.52 ppm auftritt (s. Abb, 2.30), besitzt zwei Kopplungskonstanten
J11,13= 7.0 Hz und J7,11 = 11.1 Hz. Leider wurde bei den Protonendaten fiir Isolipidiol (s. Tab
2.4, S.51) das H-11 nur als Multiplett beschrieben. Ein Vergleich zu den ebenfalls 7,11-trans-
konfigurierten Verbindungen C, D. F und G (s. Abb 2.19, S.49 und Tab. 2.4, S.51) zeigt, dass
die Kopplungskonstante dort immer groBBer als 10 Hz war. Die Unterschiede innerhalb dieser
vier Verbindungen sind vermutlich auf die noch vorhandene Flexibilitit des y-Lactonrings
zuriickzufiihren, der an einen relativ beweglichen 7-gliedrigen Ring gebunden ist. Die Struktur
der Hauptkomponente 2 des hier isolierten Gemisches konnte damit eindeutig als 3[3,8[-

Dihydroxy-guaia-10(14)-en-10,48,50,6B,7a,11BH-12,6a-o0lid (Isolipidiol) ermittelt werden.

Da sich Verbindung 3 nur durch die Position der Protonen- Kohlenstoffsignale der Protonen
des y-Lactonrings unterschied, sollte es sich bei 3 um das C-11 Epimer von 2, das Lipidiol,

handeln. Entsprechend findet sich fiir 3 eine Kopplungskonstante J7,11 von 7.79 Hz, wodurch
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diese beiden Protonen als cis-stindig ausgewiesen werden. Nach Herz (1970) besteht eine
zweite Moglichkeit der Beweisfiihrung zur Stereochemie an C-11. Auch die *J-Kopplungen
von H-13 und H-11 sind bei den Epimeren unterschiedlich. Im Falle von trans-stdndigen
Protonen an C-7 und C-11 fillt die*J- Kopplung zwischen H-11 und H-13 kleiner aus als im
Falle einer cis-Stellung von H-7 zu H-11. Die Hauptkomponente 2 (Isolipidiol) weist eine Ji1,13
Kopplung in Hohe von 7.0 Hz fiir das Dublett von H-13 aus, wihrend diese Kopplung bei 3
Ji1,13= 7.6 Hz etwas groBer ausfillt und daher die cis-Position der Protonen H-7 und H-11 und
die B-Orientierung der Methylgruppe an C-11 bestétigt. Auch die Lage des Methylkohlenstoffs
C-13 bei 11.0 ppm spricht dafiir, dass es sich um ein 11a,13-Dihyro-Sesquiterpenlacton
handeln sollte, Nach Kisiel (2011) sind die Kohlenstoffsignale der 11B-Methylgruppe
gegeniiber den jeweiligen Epimeren hochfeldverschoben. Bei Verbindung 3 handelt es sich

somit um das 3f3,83-Dihydroxy-guaia-10(14)-en-10,4f,50,6B,7a,11aH-12,60-0lid (Lipidiol).

Um die Uberlegungen zur Stereochemie zu bestitigen, wurde abschlieBend ein NOESY-
Spektrum des Gemisches von 2 und 3 aufgenommen (s. Abb. 2.31 bis Abb. 2.34, S.63 bis 66).
Durch das ,,Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy“-Experiment, kann die Kopplung
von Protonen durch den Raum nachgewiesen werden. Obwohl die Auswertung der NOE-
Kontakte durch die Uberlagerung der Signale beider Substanzen nicht immer eindeutig
zuzuordnen war, konnte die Konfiguration an den Stereozentren bestétigt werden, die zuvor nur
aufgrund der vorstehenden Uberlegungen abgeleitet worden war. Das Dublett der drei
dquivalenten Methylprotonen H-13 von Verbindung 3 zeigt einen NOE-Kontakt zu den B-
stdndigen Protonen an C-6 und C-8, woraus folgt, dass die Methylgruppe an C-11 ebenfalls
oberhalb der Ringebene angeordnet sein muss. Bei Verbindung 2 gibt es keinen Kontakt
zwischen diesen Protonen, dafiir findet sich Kontakte zu den a-stindigen Protonen an C-1 und
C-9. Zusitzlich findet man bei 2 einen NOE Kontakt zwischen dem B-orientierten Proton an C-
11 und dem ebenfalls B-standigen H-8. Dadurch ist die Stellung der Methylgruppe an C-13 als
Unterschied zwischen 2 und 3 bewiesen. Kontakte zwischen H-15 von 2 und 3 und den
Protonen an C-3, C-1 und C-9a bestitigen die Positionen der -stdndigen Hydroxylgruppe an
C-3 und die a-stindige Methylgruppe an C-4. Letztlich beweisen die Kontakte zwischen H-11
(B) in 2 und H-13 (B) in 3 die a-Position der OH-Gruppe an C-8 in beiden Verbindungen.

Beide Verbindungen konnten hier erstmals aus Volutaria boranensis isoliert werden. Wie
Verbindung 1, wurden auch Isolipidiol (2) und Lipidiol (3) in Amberboa lippii gefunden,

allerdings waren die damals in CCls verdftentlichten Daten eher spérlich.
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Gonzales et al. (1970) verdffentlichten damals fiir Isolipidiol nur die Daten fiir die Protonen der
Methylgruppe an C-4 (6=1.19 d (6)) und C-11 (6=1.41 d (7)), fiir Lipidiol veroffentlichten sie
0=1.19 d (6) fiir H-15 und 1.41 ppm fiir H-13. Weitere Shiftwerte fiir Lipidiol wurden bei
0=3.83 m (H-3), 4.22 t (H-6), 3.83 m (H-8) und 5.00 (H-14) angegeben. Die Daten fiir die
Protonen an C-1, C-2, C-4, C-5, C-9 und C-11 fehlen bei Lipidiol, bei Isolipidiol sind sogar nur
die Shiftwerte der Protonen angegeben wurden. Auch wenn durch chemische Reaktionen
versucht wurde die Stereochemie zu kléren, bleibt fraglich, ob es sich tatsdchlich um diese

beiden Isomere handelte, oder ob es vielleicht doch andere Isomere waren.

Abschlieend bleibt noch zu erwihnen, dass der Vergleich der NMR Daten der Isomere A — G
und der oben ausgefiihrten Unterschiede in den Kohlenstoffshifts des Methylkohlenstoffs C-
14, die Struktur des Dentalactons (£ 4,8-Epi-Lipidiol) revidiert werden sollten. Wie Kisiel
(2011) in Threr Arbeit verdffentlichte tritt der a-stdndige Methylkohlenstoff bei etwa 18 ppm
auf, wihrend a-positionierte Methylgruppen ca. bei dc 9 ppm auftreten. Fiir Dentalacton wird
ein Kohlenstoffshift von 18.4 ppm angegeben, was auf das a-stdndige Methyl hindeutet. Bei
dem von Chung et. al. (1993) veroffentlichten Dentalacton sollte es sich daher um das 8-Epi-

Lipidiol handeln, dass bisher noch nicht gefunden wurde.
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Abbildung. 2.19: Bisher gefundene, isomere Guaianolide und die zugehdrigen CAS-Nummern
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Tabelle 2.3: °*C NMR Daten der bisher gefundenen Guaianolide B - G

B C D E F G
Isolipidiol 8-Epi-Isolipidiol Cynaroscolide | Dentalactone

m[bl]  p[b2] § c[cl] p [c2] ¢ [d] p [e] 7 [f] p [g]
1 43.56 43.0 42.04 43.02 45.5 42.8 41.5 41.9
2 35.53 39.4 38.22 39.76 39.8 39.8 35.0 35.7
3 79.10 78.0 78.08 78.13 74.5 78.0 73.4 73.5
4 48.22 47.7 46.98 47.67 45.6 47.6 41.2 42.0
5 52.27 51.6 50.78 52.14 50.8 52.0 48.1 48.5
6 83.87 82.2 79.57 80.96 82.2 81.0 77.1 79.1
7 60.03 58.9 57.77 56.75 59.5 56.4 55.6 57.9
8 77.10 76.1 62.67 63.68 76.2 63.8 63.6 75.9
9 48.91 48.7 43.90 45.53 49.0 45.6 47.4 51.2
10 § 146.31 145.8 142.75 144.54 146.2 144.9 143.7 145.5
11§ 43.51 42.6 36.85 37.08 42.6 37.0 37.1 42.6
12 § 181.87 179.0 178.81 179.13 179.2 179.0 179.6 179.7
13§ 16.77 16.7 12.74 13.30 16.7 12.5 13.2 17.4
14 § 115.08 113.9 116.30 115.33 113.2 114.6 114.2 113.5
151 18.84 18.6 18.19 18.51 15.8 18.4 8.7 9.2

p: Pyridin-ds; m: CDs;OD; ¢: CDCl;
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Tabelle 2.4: '"H NMR Daten der bisher gefundenen Guaianolide B - G

B C D E F G
m [bl] p [b2] ¢[c] C p[e] 7 [f] p gl
Isolipidiol 8-epi-isolipidiol Dentalactone

1 2.82m 2.78 ddd (br.) (11.5, 10, 6) 3.49dd (10.7,7) 2.82 dt (br.) (8.8,7.8,2.4) | 2.67 ddd (10.4, 10.2, 10) 2.75m
2 1.68 m 1.75 ddd (12.8, 6, 6) 1.94 dd (br.) (13.1, 10.7) 2.11 ddd (7.9 2.10 m 2.14m

2.05m 2.17 ddd (12.8,11.5,9) 2.11 dd (br.) (13.1,7) 2.37 ddd (13, 8) 2.27 ddd (104, 10.4, 10.4) 2.27 overlap
3 3.60 m 3.71 ddd (9, 9, 6) 4.33 s (br.) 3.96 dt (7) 4.44 ddd (10.4, 6, 6) 4.48 ddd (16, 6.4, 3.2)
4 1.73 m 1.85 m 2.13m 2.23dq (8.1,7) 2.43 ddq (7.2, 6, 6) 251 m
5 1.93 m 1.85m 2.38 m 1.89 dq (10) 2.11 m 2.28 overlap
6 3.94 dd (10.2,10.2) 4.01 dd (10, 10) 3.88 dd (10.4,10.1) 4.64 t (10) 4.85 dd (10.4,10.4) 4.24 dd (10.9,9.8)
7 1.90 m 1.80 ddd (12.2, 10.1, 2.5) 2.22 dd (br.) (10.4,9.8) 2.06 ddd (7,2.2) 2.02 ddd (10.4,10.4,2.2) 2.21 q (br.) (10.4)
8 3.56 m 3.95 m (br.) 3.85d (br.) (9.8) 4.20 dt (4.9) 4.16 ddd 4, 3.5,2.2) 3.89 ddd (14.9,9.9, 4.9)
9 2.08 m 2.28 dd (13.4,2.1) 2.41d 2.1 2.32dd 2.16 dd (12.8, 3.5) 2.28 overlap

2.71 dd (12.3,4.25) 2.71 dd (13.4,5.2) 3.02dd (12.1,4.1) 2.88 dd (13.2) 2.90 dd (12.8, 4) 3.08 dd (12, 4.8)
10 - - - -
11 2.58 m 2.85dq (12.2,7) 2.80dq (11.3,7) 3.24dq (7) 3.22 (10.4,72) 2.92 dq (10.7,7.1)
12 - - - - -
13 1.33d (7 1.69d (7) 1.23d (™) 1.70d 7 1.29d 1.26d (7.2) 1.73d 7.1)
14 498d(22) 5.01s 4.98 s (br.) 4.97 s 5.18 s (br.) 5.16s 5.10s
5.00d (5.3) 5.09s 5.14 s (br.) 5.00s 5.27 s (br.) 520s 520s

15 1.17 d (6.5) 1.45d (6) 1.19d (6.3) 1.50d (6.7) 1.47d 1.18d (7.2) 1.27d (7.3)

p: Pyridin-ds; m: CDs;OD; ¢: CDCl;
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Abbildung. 2.21: 'H-NMR Spektrum des Gemisches von 2 und 3 (600 MHz in CDCls)
(Beschriftet wurden die Signale von Verbindung 2)
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Abbildung. 2.22: 'H-NMR Spektrum des Gemisches von 2 und 3 (600 MHz in CDCl3)
(Beschriftet wurden die Signale von Verbindung 3 (durch * gekennzeichnet)
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(Beschriftet wurden die Signale von Verbindung 3 (durch * gekennzeichnet)

58



(wdd) 1y

F5.0

<
o
1

3.5
4.0
4.5

iR

14 14%

14*

14

15
15*
13

Abbildung 2.27: 2D-COSY Spektrum des Gemisches von 2 und 3 (600 MHz in CDCl3)
(Beschriftet wurden die Signale von Verbindung 2 und 3 (durch * gekennzeichnet)

59

1.0

15

2.0

2.5

3.0

2 (ppm)



(tudd) 14

10
20
30
100
110
120

-40
50

=3
$

70
80
90

®
1.0

1.6

2
1

@
0

2

2.4

36 34 32 3.0
f2 (ppm)

=
.‘I =

3.8

4.2

4.6

*
4.8

14
i
‘I
H
1l
T
5.0

5.2

5.4

14*

6*

Abbildung 2.28: 2D-HSQC Spektrum des Gemisches von 2 und 3 (600 MHz in CDCl3)
(Beschriftet wurden die Signale von Verbindung 2 und 3 (durch * gekennzeichnet)

60



(wdd) 14

90

~100
110
+120
130
140
150
~160
+170
180

8-
T
2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2

2.6

T
3.8 3.6 3.4 3.2 3.0
f2 (ppm)

4.0

4.2

4.6

14*
@
4.8

14
]
@
0F
T
5.0

5.2

12 =

14*% 14
10 —

Abbildung 2.29: 2D-HMBC Spektrum des Gemisches von 2 und 3 (600 MHz in CDCl3)
(Beschriftet wurden die Signale von Verbindung 2 und 3 (durch * gekennzeichnet)

61



(wdd) 14

35
40
45
50
55
60
65
70
75
80

© A e o s

1.5

2.0

=
e, w
i = e
=" = - B

b
3.0

f- -2
v
_ - e
= o =
5-116;1::-:@ @—j@ q-_f&‘
- ——]
= |
= = |7
=
= = -3
* * -x-] -zt-r Y v
™~ % )] N * '5&)
— * I~
— o
~NT e ﬂ‘q‘ o ~ of, °
[#)} ™ ':-D

Abbildung 2.30: Ausschnitt aus dem 2D-HMBC Spektrum des Gemisches von 2 und 3
(600 MHz in CDCl).

62

f2 (ppm)



(wdd) 1)

[

S

0t

STE

074

52+

(e

514

01+

S0

S0

§¢

(wdd) 24
0'€

S'€

o'

0704

ST
*ST

2D-NOESY Spektrum des Gemisches von 2 und 3 (600 MHz in CDCl3).
63

.
.

Abbildung. 2.31



(wdd) 14

32
33
3.4
35
36
3.7
3.8

—
4]
|

3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4
f2 (ppm)

3.4

3.5

3*
3 8 8*
3.6

3.7

3.8

9*b 9b
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2.2.3. Verbindung 4 (4-a-Methylboranolacton)

Verbindung 4 konnte bei der chromatographischen Reinigung von Fraktion V.b.D.8.14.2.2 des
Dichlormethanextraktes in einer Ausbeute von 2,32 mg gewonnen werden (s. Exp. Teil, Kap.

5.4.3).

Im Diinnschichtchromatogramm (FlieBmittelsystem DC1, s. Exp. Teil, Kap. 5.2.1, Tab. 5.1).
zeigte die Substanz bei Rf 0,41 eine fluoreszenzmindernde Substanzzone, die sich nach
Besprithen der DC-Platte mit Anisaldehyd/Schwefelsdure-Reagenz gelb farbte. Thre
Retentionszeit im HPLC (s. Exp. Teil, Kap. 5.2.4). betrug 21,05 Minuten, kiirzer als
Verbindung 1, woraus eine geringere Lipophilie abgeleitet werden konnte. Das UV-Spektrum
wies ein Maximum bei A =213 nm auf. Aufgrund der Ahnlichkeiten zur Verbindung 1, konnte
es sich bei 4 ebenfalls um eine Verbindung aus der Stoffgruppe der Sesquiterpenlactone

handeln (Heywood et al, 1977)

Durch das Elektrospray-MS mit chemischer lonisation (HRESI-MS) wurde die Fragmentierung
der Substanz unterdriickt und die Masse konnte auf vier Stellen hinter dem Komma genau
bestimmt werden (s. Abb.2.35, S.68) Die genaue Masse von 4 wurde im Spektrum bei m/z =
347.1486 ([M+H]") registriert, woraus sich die Summenformel C19H220¢ ableiten ldsst. Die

Verbindung besitzt daher, genauso wie Verbindung 1, neun Doppelbindungsédquivalente.
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Abbildung 2.35: Massenspektrum von Verbindung 4 (HRESI-MS)

Zur Aufkldrung der Struktur von 4 wurden ebenfalls ein- und zweidimensionale NMR Spektren
in CD;0D aufgenommen (s. Abb. 2.36 — 2.43, S.72 bis 79). Das *C NMR Spektrum von
Verbindung 4 (s. Abb. 2.38) zeigt achtzehn Kohlenstoffsignale, von denen 12 nach Auswertung
DEPT-135 Spektrums (s. Abb. 2.39) protonierten Kohlenstoffen zugeordnet werden kdnnen.
Fiinf dieser Signale reprédsentieren zweifach protonierte Kohlenstoffe, die iibrigen Signale
stehen fiir 7 Methyl- bzw. Methinkohlenstoffe mit einem bzw. drei gebundenen Protonen und
6 quartiire Kohlenstoffe, die nur in *C NMR nicht aber im DEPT ein Signal zeigten. Aufgrund
der genauen Massenmessung und der daraus abgeleiteten Summenformel sollte Verbindung 4
aber 19 Kohlenstoffe besitzen, woraus gefolgert werden konnte, dass das noch fehlende Signal
entweder von einem der beiden Losungsmittelsignale {iberdeckt wurde oder eines der im
Spektrum gefundenen Signale muss zwei Kohlenstoffe reprasentieren. Im Vergleich zu 1 fillt
der quartire Kohlenstoff bei 6 = 221.54 ppm auf, bei dem es sich um das Signal des
Carbonylkohlenstoffs eines Ketons handeln sollte. Ausgehend von der Massengleichheit und
der gleichen Anzahl an Sauerstoffatomen, kann dies nur bedeuten, dass der sekundére Alkohol
in 1 durch ein Keton in 2 ersetzt wurde und in Gegenzug eine der in 1 vorhandenen
exocyclischen Doppelbindungen nunmehr hydriert vorliegt. Die 2,3-Doppelbindung in der, an
die alkoholische Gruppe an C-8 esterartig gebundenen Sidure, sollte nach Auswertung des
Massenspektrums noch vorhanden sein, so dass sich die, nach der Hydrierung entstandene
Methylgruppe an C-4, C-10 oder C-11 befinden sollte. Tatsdchlich findet sich ein
Kohlenstoffsignal im Resonanzbereich aliphatischer Methylgruppen bei 6 = 15.25 ppm, das im
ebenfalls aufgenommenen HSQC-Spektrum (s. Abb. 2.41) mit einem Dublett fiir drei Protonen
bei 6 = 1.23 ppm koppelt. Wie bei 1 finden sich jeweils die Dubletts fiir die beiden Protonen an
der exocyclischen Methylengruppe am y-Lactonring (H-13 a,b) bei 5.83 und 6.21 ppm, bei ganz
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dhnlichen Shiftwerten. Gleiches gilt fiir die beiden Signale von H-14 bei 4.91 und 5.11, die wie
bei 1 als Singuletts vorliegen. Uber die im HSQC-Spektrum auftreten Kreuzsignale lassen sich
die zugehorigen Kohlenstoffe bei & = 124.43 (C-13) und 116.93 ppm (C-14) bei im Vergleich
zu 1 ganz dhnlichen Shiftwerten identifizieren (122.39 und 118.15 in 1).
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Tabelle 2.5: NMR Daten von 4 (600 MHz in CD30D und DMSO-de; & in ppm, (J in Hz))

TH NMR 3C NMR DEPT
CD;OD DMSO-ds CD;0D DMSO-ds
1 3.33m 3.29dd (82 u. 5.7) 4147 40.06 CH
2a 247m 2.34m 43.07 4235 CH,
2b 2.49m
3 - - 221.54 218.63
4 240 m 226m 48.00 46.03 CH
5 241 m 238m 52.29 50.24 CH
6 428 dd (9.8 u. 8.8) 432d (104 u. 8.6 83.59 81.07 CH
7 3.55ddt (104 u.8.7 3.50 ddt (10.3 u. 8.6 u. 4752 4548 CH
w3.1) 3.1)
8 5.14m 5.06 ddd (104 u. 74 u. 75.95 73.94 CH
5.8)
9a 2.36m 229m 43.07 40.93 CH,
9b | 2.96dd(132u.5.8) 2.83dd (13.3u.5.8)
10 - - 144.49 142.97
11 - - 138.45 137.25
12 - - 171.25 168.90
13a 5.83d(3.3) 5.67d (2.9) 124.43 122.69 CH,
13b 6.21d (3.3) 6.08d (2.9)
14a 491s 4.86's 116.93 116.22 CH,
14b 5.11s 5.02s
15 1.23 (6.8) 1.11d (7.3) 15.25 14.73 CH;
1 - - 166.31 164.65
2¢ - - 141.75 140.67
3’a 6.00d (1.3) 5.94d (1.6) 126.23 124.60 CH,
3b 6.34d(1.3) 6.22d (1.6)
4 432s 418's 61.64 59.59 CH,
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Da die Signale des Esters der a,-ungesittigten 2-(Hydroxymethyl)-2-propenséure (s. Tab. 2.5,
S. 70 und Abb. 2.36 bis 2.39) auch in den Spektren von 4 vorhanden waren, musste die 4,15-
Doppelbindung bei 4 im Vergleich zu 1 hydriert vorliegen. Dementsprechend konnten die oben
angesprochen Methylsignale dem C-15 zugeordnet werden. Das Signal fiir das H-4 fand sich
nach Auswertung des H,H-COSY Spektrums (s. Abb. 2.40) als Multiplett bei 6 = 2.40 ppm.
Der zugehorige Methinkohlenstoff fand sich im '*C NMR und im DEPT Spektrum bei 48.00
ppm. Ausgehend von den Protonen an der Exomethylengruppe am y-Lactonring (H-13a,b), die
eine charakteristische allylische Kopplung mit dem Protonensignal bei 6 = 3.55 ppm in Hohe
von 3.3 Hz zeigen (s.Abb. 2.40), konnte dieses Signal dem Briickenkopt H-7 zugeordnet
werden (0c =47.52). Dieses Proton koppelt mit H-6 und H-8, deren Signale bei 6H = 5.14 (H-
8) und 4.28 ppm (H-6) als Multiplett bzw. Triplett gefunden wurden. Die GroBe der Kopplung
konnte aufgrund der Aufspaltung des Signals von H-7 (ddt) ermittelt werten. Bei Auswertung
dieses Signals konnten neben der allylischen Kopplung (3.3 Hz) zwei weitere
Kopplungskonstanten in Hohe von 8.7 und 10.8 Hz ermittelt werden. Die kleinere der beiden
findet sich im Triplettsignal des H-6 wieder, so dass hier, wie bei den Verbindungen 1 — 3 ein
6,7-trans-konfiguriertes y-Lacton handelt. Die andere Kopplungskonstante in Héhe von 10.8
Hz, gehort demnach zur Kopplung mit H-8. Da das Proton an C-7 bei allen bisher in der Natur
gefundenen Guaianoliden a-positioniert ist, muss das H-8 aufgrund der Gro8e der Kopplung f3-
stdndig sein, wodurch sich der an dieser Position angekniipfte Ester der 2-(Hydroxymethyl)-2-
propensdure wie bei 1 in der a-Position befindet. Die Shiftwerte von H-8 bei 6 = 5.14 und das
zugehorige Kohlenstoffsignal bei § = 75.95 im 'H- und '*C-NMR Spektrum von 4 bestitigen
das Vorliegen des sekunddren Alkohols an dieser Stelle im Molekiil. Durch den Crosspeak
zwischen dem Signal von C-1¢ bei 6 = 166.31 ppm und den H-8 wird die Position des Esters
endgiiltig verifiziert (s. Abb 2.43, S.79). Die zweite aus dem Signal von H-6 (s. Tab. 2.5 und
Abb. 2.37) entnehmbar Kopplungskonstante (J = 9.8) gehort zu Kopplung mit dem Proton an
C-5 (8 = 2.41 ppm) und weist dieses Proton ebenfalls als trans zum B-staindigen H-6 aus. Wie
bei 1 - 3 ist das H-5 a-stindig. Die Bisher noch nicht erwidhnten Methylengruppen C> und Co
lassen sich aufgrund der Kopplungen mit H-1 und H-8 im COSY Spektrum lokalisieren. H-2
tritt als Multiplett bei & = 2.47 ppm auf, wihrend die beiden Protonen am C-9 des
Cycloheptanrings als Dublett vom Dublett bei 6 = 2.96 ppm (H-9b) und als Multiplett bei 2.36
ppm (H-9a) auftreten. Die zughorigen Kohlenstoffe C-9 und C-2 konnten iiber ihre Cross-Peaks
im HSQC Spektrum ermittelt werden. Hierbei zeigte sich, dass die Kohlenstoffshifts identisch

waren und sich diese beiden Kohlenstoffe daher das Signal bei 6 = 43.07 teilen.
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Die Zuordnung aller Signale in den in CD30D aufgenommenen Spektren (s. Tab. 2.5), konnte
durch die Auswertung des 2D-HMBC-Spektrums bestétigt werden. Bei Substanz 4 handelt es
sich daher um ein 3-Oxo0-8f3-hydroxy-guaia-10(14)-en-5a,60,7a,11aH-12,6a-olid.

Da es sich bei dem Signal von H-5 im 'H-NMR um ein Multiplett handelt, dass mit Signal des
H-4 iiberlagert ist, konnte die Stereochemie an diesem C-Atom mit Hilfe der in deuteriertem
Methanol aufgenommenen Spektren nicht geklart werden. Gleiches gilt fiir die Verkniipfung
der beiden Ringe an dieser Position. Da auch das Signal fiir das Proton an C-1 bei & =3.33 ppm
keine Ermittlung der Kopplungskonstanten ermdglicht, bleibt die Verkniipfung der beiden
Ringe an dieser Stelle zundchst unklar. Zur Verbesserung der Situation wurde ein Spektrensatz
von Verbindung 4 in deuteriertem Dimethylsulfoxid (DMSO-ds) aufgenommen (s. Tab. 2.5,
S.70 und Abb. 2.44-2.53, S.82-91). Dabei =zeigte sich, dass alle Signale leicht
hochfeldverschoben vorlagen. Im Protonenspektrum (s. Abb. 2.44 und 2.45) wurde das Signal
von H-8, das in CD30D von H-14b iiberlagert war, jetzt bei 6 = 5.06 als Dublett vom Dublett
vom Dublett erkennbar. Es lieBen sich drei Kopplungskonstanten erkennen, wodurch die bereits
zuvor, nach Auswertung des Signals von H-7 im CDs;OD-Spektrum, ermittelte trans-
Anordnung zwischen H-7 und H-8 bestitigt werden konnte. Die Kopplungskonstante J7g
betrdgt 10.4 Hz. Leider sind die Signale von H-1, H-4 und H-5 immer noch nicht zweifelsfrei
auswertbar, so dass auch nach Auswertung der in DMSO-ds aufgenommen Spektren die
Stereochemie in diesen drei Positionen unklar bleibt. Eine Auffilligkeit ergibt sich bei
Betrachtung des '3C- und '*C-DEPT-Spektrums (s. Abb. 2.46 und 2.47). Bei Verwendung von
DMSO-ds als Losungsmittel fallen die Signale von C-2 und C-9 nicht mehr zusammen. In
DMSO-ds treten sie getrennt bei 6 = 42.35 (C-2) und 40.93 (C-9) auf, wihrend Sie in CD30D
als ein ungetrenntes Signal bei & = 43.07 registriert wurden (s. Abb. 2.39).

Um die Stereochemie abschlieend zu klaren wurde, wie bei 2 und 3, ein NOESY-Spektrum
aufgenommen (s. Abb. 2.53). Aufgrund der im Spektrum auftretenden Kreuzsignale zwischen
den drei dquivalenten Protonen der Methylgruppe an C-4 (H-15) mit den Protonen an C-5 und
C-1 und dem gleichzeitigen Nuclear-Overhauser-Effekt zwischen dem B-stdndigen H-6 und H-
4, kann unzweifelhaft abgeleitet werden, dass die Methylgruppe an C-15, genauso wie H-5 und
H-1 a-stindig sind. Es handelt sich somit bei Verbindung 5 um das 3-Oxo-8f3-hydroxy-guaia-
10(14)-en-10,40,50,6B,70,6a-olid.
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Wenn man die die Stereochemie an C-4 unbeachtet lidsst, findet man bei der Struktursuche in
den Chemical Abstracts unter www.scifinder.cas.org zwei Verbindungen mit unterschiedlichen

CAS-Nummern (s. Tab. 2.6, S.92).
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Abbildung. 2.44: 'TH-NMR Spektrum von Verbindung 4 (600 MHz in DMSO-ds)
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Abbildung 2.45: 'TH-NMR Spektrum (gespreizt) von Verbindung 4 (600 MHz in DMSO-ds)

83



I~ M~ M~ M~ I~ M~ I~ w0 (=]
o o (=] o o o (=] o o
1 4 + + 1 + + + +
w w w w w w w w [¥¥]
(=] I.n o ] O [Tal (=] O o
T m m i i - - uh ?
€2°0T~ o
€LV R
ST'9T~
90°0%
99'0171{
6 0t~ e
SEr— D o
8t ST o —
€097 srzreziigs S38ssszsgzgy B8 o -
¥2°05” ggééggﬁgagigégg” 1
65°65— s =
be'EL— = 3 © ‘
018 .. © —
27911~ 3 s —=
69'22T~, 3 o
09'¥ZT— - e E——
SZLE-[W¥ EO'Ob— _E : _ﬁ-
£9°0¥T ~ N
L6°TrT7 S =
S9'Y9T— —
06'89T— S
cn'oTI o [

Abbildung 2.46: *C-NMR Spektrum von Verbindung 4 (150 MHz in DMSO-dy)
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Abbildung 2.47: *C-NMR DEPT Spektrum von 4 (150 MHz in DMSO-de)
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Abbildung 2.48: 2D-COSY-Spektrum von 4 (600 MHz in DMSO-ds)
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Abbildung 2.49: 2D-HSQC-Spektrum von 4 (600 MHz in DMSO-ds)
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Abbildung 2.50: 2D-HMBC-Spektrum von 4 (600 MHz in DMSO-de)
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Abbildung 2.51: Ausschnitt aus dem 2D-HMBC-Spektrum von 4 (600 MHz in DMSO-de)
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Abbildung 2.52: Ausschnitt aus dem 2D-HMBC-Spektrum von 4 (600 MHz in DMSO-de)

90



(wdd) 14

(wdd) 24
0’1 S'T 0'¢ S'¢ 0'€ S'E

1 1 1 L 1 n 1 n 1 n 1

0t Sy 0°'s

Abbildung 2.53: 2D-NOESY -Spektrum von Verbindung 4 (600 MHz in DMSO-ds)

91



Tab 2.6: In den Chemicals Abstracts ausgewiesene Strukturen mit gleicher
Esterkonfiguration an C-8 nach Suche bei www.scifinder.cas.org

CAS-Nummer 1482499-27-3 1212401-38-1
Struktur

Summenformel C19H2206 Ci9H2206
Bezeichnung 2-Propenoic acid, 2-(hydroxy-methyl)- | 2-Propenoic acid, 2-(hydroxymethyl)-,

(3aR,4S,6aR,9R,9aR ,9bR)-
dodecahydro-9-methyl-3,6-
bis(methylene)-2,8-dioxoazuleno[4,5-
b]furan-4-yl ester

(3aR,4S,6aR,9R,9aR,9bR)-
dodecahydro-9-methyl-3,6-
bis(methylene)-2,8-dioxoazuleno[4,5-
b]furan-4-yl ester, rel-

Hartwell et al (2013)

Kato et al. (2011)
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http://www.scifinder.cas.org/
https://scifinder-n.cas.org/navigate/?appId=a3674753-f952-40b0-bdd0-452352a92405&clearSearch=false&isFromAllResults=false&ordinal=0&previousInitiatingActionId=8c183026-18c5-4512-8d84-6740ca4b3dd4&resultType=substance&resultView=DETAIL&state=searchDetail.substance&suppressNavigation=true&uiContext=365&uiSubContext=677&uriForDetails=substance%2Fpt%2F1212401381&uriList=substance%2Fpt%2F1212401381

Bei beiden in die Chemical Abstracts aufgenommen Verbindungen, die im Gegensatz zu 4 eine
4B-standige Methylgruppe besitzen, handelt es sich vermutlich um die identische Substanz. Zu
jeder Verbindung wird nur eine Quelle in der Literatur angegeben (s. Tab 2.6, S.92). Der
Unterschied zwischen den beiden Verbindungen besteht lediglich darin, dass die Substanz im
japanischen Patent (Kato et. al.) beziiglich der Stereochemie als relativ angegeben wird,
wiéhrend sie in der Arbeit von Hartwell et al (2013) mit ihrer absoluten Konfiguration
angegeben wird. In beiden Publikationen findet sich keine direkte natiirliche Quelle. Hartwell
et al. verwendeten die Substanz bei ihren Screening-Untersuchungen zur Inhibition von
Leukédmie-Stammzellen. In der Verdffentlichung wurden mehr als 150 Substanzen ganz
unterschiedlicher Struktur hinsichtlich ihrer Wirkung im angegeben Testsystem iiberpriift. In
der Veroffentlichung selbst findet sich das Stichwort ,sesquiterpene lactone® nur im
Zusammenhang mit Parthenolid, einem aktiven Sesquiterpenlacton aus Tanacetum parthenium,
dem in den USA hiufig verwendeten ,feverfew, und dem Verweis auf eine Tabelle im
Supplementary Material. Dort findet man das Isomer der von uns isolierten Verbindung 4 als
Nummer 122 unter der Bezeichnung BRD6717. Als Quelle fiir die Verbindung wird
,»Analyticon* angegeben, ohne weitere Information zur Bedeutung dieser Bezeichnung. In den
Vereinigten Staaten von Amerika gibt es unter dem Namen eine Firma Analyticon Discoveries
LLC in Rockville, MD 20855. Auf der Webseite gibt es grundsitzliche Informationen zu
synthetischen und natiirlichen Produkten, so dass nicht gekliart werden kann, um was es sich
handelte. Kato et al verwendeten eine Verbindung von der Firma Aurora Fine Chemicals LLC
aus San Diego, CA 92126, USA. Auf dieser Webseite gibt es eine Suchfunktion iiber die
Struktur oder iiber das Molekulargewicht. Die Substanz ist dort zu einem Preis von 1290,- US
$ fiir eine Substanzmenge von 5 mg kauflich zu erwerben, eine natiirliche Quelle ist jedoch
nicht angegeben. Da es in den Chemical Abstracts keine weiteren Publikationen gibt, die die
hier isolierte Verbindung 4 aus natiirlicher Quelle beschreiben, handelt es sich bei 4 vermutlich
um einen neuen Naturstoff.

Der dem Ester zugrunde liegende Sesquiterpenlactonalkohol wurde unter der Bezeichnung
Grossheimin bereits im Jahre 1964 von Rybalko et al. aus Grossheimia macrocephala isoliert.
Vier Jahre spiter wurde diese Verbindung auch in Amberboa lippii gefunden (Breton et al.,
1968). 1972 taucht dann erstmals der Name Grosheimin in der Literatur auf (Corbella et. al.,
1972), moglicherweise durch einen Schreibfehler, danach findet sich auch noch die
Bezeichnung Grossheimin (Naidenova et al., 1977). Neben vielen synthetischen Esterderivaten,

die zum Teil zur Strukturaufkldrung genutzt wurden, aber wegen der vielféltigen Bioaktivitdten
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von Sesquiterpenlactonen (Gonzales et al, 1978; Passreiter et al, 1997) auch zur
pharmakologischen Testung synthetisiert wurden, gibt es unterschiedliche, natiirlich

vorkommende Esterderivate, von denen einige in Abb. 2.54 (S. 94) dargestellt sind.

Literatur

Navarro et al. (1990)

Pfeil et al. (1986)

Ganzer und

Jakupovic (1990)

Zdero et al. (1991)

Abbildung. 2.54: Natiirlich vorkommende Derivate von Verbindung 4.

Leider wurden nicht bei allen Substanzen komplette NMR Daten publiziert. In vielen Féllen
wurden nur 'H Daten verdffentlicht. Bei Navarro et. al (1990) finden sich die '*C Daten zum
dort gefundenen 2,3-Dihydoxy-isobuttersdure Ester in deuteriertem Benzol (C¢Dg). Die dort

verdffentlichten Shiftwerte passen insgesamt sehr gut zu den hier ermittelten Daten.
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Kurz nachdem wunsere Strukturaufkldrung abgeschlossen war, veroffentlichte eine
Arbeitsgruppe aus Tunesien und Griechenland eine Arbeit zur Isolierung und Identifizierung
von Inhaltsstoffen aus in Tunesien gesammeltem Pflanzenmaterial von Volutaria lippii (Rafrafi
et al, 2021). Neben Cynaropikrin, das schon aus Amberboa lippii, eine fur Volutaria lippii
synonyme Bezeichnung (Mezache et al, 2010) bekannt war, und das auch hier isoliert werden
konnte (Verbindung 1), wurde auch ein Sesquiterpenlacton mit der Konfiguration von
Verbindung 4 isoliert. Die Autoren konnten jedoch nicht kldren, ob die Methylgruppe an C-4
a- oder B-stiandig ist, so dass zundchst unklar bleibt, ob es sich um die identische Verbindung
oder das C-4-Epimer von 4 handelt. Bei Durchsicht der von Rafrafi et. al (2021)
verdffentlichten Daten und der im beigefiigten ,,Supplementary Material® verdffentlichten
Spektren, fielen zusétzliche Ungereimtheiten auf. Tabelle 2.7 zeigt die von Rafrafi
verdffentlichten, in CD3;0OD gemessenen NMR Daten im Vergleich zu den von uns ermittelten
Shiftwerten. Es fillt sofort auf, dass nicht alle '*C Daten mit unseren iibereinstimmen.
Abweichungen gibt es insbesondere bei den Werten fiir die Kohlenstoffe 2 und 9, die bei uns
nur ein gemeinsames Signal bei § = 43.07 ppm im C NMR zeigen, wihrend Rafrafi et al.
(2021) die Signale der beiden Kohlenstoffe bei & = 43.6 (C-2) und 42.9 (C-9) ppm registriert
haben. Da die Protonenwerte von H-9 véllig identisch und die Werte von H-2 nur geringfligig
unterschiedlich waren (s. Tab. 2.5, S.70), glaubten wir zundchst an einen Fehler bei der
Aufnahme unseres °C NMR Spektrum, weshalb wir die Substanz erneut gemessen haben. Das
Ergebnis war jedoch gleich und die Kohlenstoffe C-2 und C-9 fielen erneut zusammen.
AnschlieBend haben wir uns die im Supplementary Material zur Verfiigung gestellten Spektren

ndher angeschaut (s. Abb. 2.55-2.58, S.97-100).

95



Tabelle 2.7: Vergleich der NMR-Daten von 4 mit den Werten von Rafrafi et al. (2021)
(600 bzw. 125 MHz in CD30D; 6 in ppm, (J in Hz))

'"H NMR 3C NMR

4 Rafrafi 4 Rafrafi Adc
1 333m 335m 41.47 41.3 0.17
2a 247 m 2.55dd (18.7 u. 8.8) 43.07 43.6 -0.53
2b 2.51dd (18.7u.5.3)
3 - 221.54 220.9 0.64
4 2.40m 242 m 48.00 47.8 0.20
5 241 m 243 m 52.29 52.0 0.29
6 4.28 dd (9.8 u. 8.8) 4.28 dd (9.6 u. 8.8) 83.59 83.4 0.19
7 3.55ddt (104 u. 8.7 u. 3.54dd (9.3 u. 8.8) 47.52 47.4 0.12

3.1)

8 5.14m 514m 75.95 75.7 0.25
9a 236m 2.36dd (13.2 u. 8.0) 43.07 42.9 0.17
9b 2.96dd (13.2u.5.8) 2.96 dd (13.2 u. 5.8)
10 - - 144.49 144.2 0.29
11 - - 138.45 138.3 0.15
12 - - 171.25 170.8 0.45
13a 5.83d(3.3) 5.83(3.2) 124.43 124.3 0.13
13b 6.21d (3.3) 6.20d (3.2)
14a 491s 493 s 116.93 116.8 0.13
14b 511s 513s
15 1.23 (6.8) 1.25d (7.0) 15.25 14.9 0.35
1¢ - - 166.31 166.0 0.31
2¢ - - 141.75 141.7 0.05
3’a 6.00d (1.3) 6.02d (1.3) 126.23 126.0 0.23
3’b 6.34d (1.3) 6.36d (1.3)
4¢ 4325 434s 61.64 61.4 0.04
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Abbildung 2.55: 'H und '*C-NMR Spektren zu den NMR-Daten aus dem Supplementary
Material von Rafrafi et al. (2021)
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Wenn man sich die Spektren (‘H- und '3*C-NMR) in Abb. 2.55 ansieht, die von Rafrafi et al.
(2021) zusammen mit der Publikation verdffentlich wurden, fillt als erstes auf, dass die beiden
Spektren nicht im gleichen Losungsmittel aufgenommen wurden. Wihrend die
Losungsmittelsignale im "H-NMR Spektrum bei ca. 3.35 und 4.9 ppm auftreten, findet sich das
Losungsmittelsignal im 3C-NMR Spektrum bei knapp unter 40 ppm. Normalerweise treten die
Losungsmittelsignale bei CD30OD im Protonenspektrum bei 3.30 und 4.98 ppm und im
Kohlenstoffspektrum bei 49.0 ppm auf (Hoffmann, 2006 und www.ia.uni-
bremen.de/nmr/d_Ism.html). Das Protonenspektrum wurde passend zu den verdffentlichten
Daten in CD3OD aufgenommen, wihrend das '*C-NMR Spektrum ein Losungsmittelsignal
enthélt, das dem des Dimethylsulfoxids bei 6 = 39.5 entspricht (s. Abb. 2.46, S.86). Offenbar
wurde dieser Umstand von den Referees von Biochemical Systematics and Ecology iibersehen.
Es wire natiirlich denkbar, dass dieses Spektrum aus Versehen in die beigefligte
Datensammlung geriet und die Shiftwerte aus einem nicht beigefiigten Spektrum in Methanol-
ds verdffentlicht, oder man hat die '*C-Daten aus dem HMQC und HMBC-Spektrum ermittelt.
Diese beiden Spektren sind in Abbildung 2.56 und 2.57 (S. 99 u.100) dargestellt. Im HSQC
kann man erkennen, dass die Kreuzsignale von C-2 und C-9 zu zwei unmittelbar nebeneinander
liegenden Kohlenstoffsignale gehoren. Leider wurde auf das Spektrum nur das 'H-NMR
Spektrum auf projiziert, so dass auch dieses 2D-Spektrum nicht erkennen lisst, ob die *C-
Daten mit Hilfe eines separaten Spektrums ermittelt wurden. Beim HMBC Spektrum kann man
allerdings sehen, dass das '"H-NMR in CD3OD mit dem '*C-NMR in DMSO-ds kombiniert
wurde, weshalb viele Cross-Peaks, je nach Shiftdifferenz, etwas neben den '*C NMR Signalen
lagen. Es ist nur schwer vorstellbar, dass diese Problematik nicht aufgefallen ist, wobei ein
Blick auf das ebenfalls als Nachweis fiir die Richtigkeit der Struktur 2D-COSY (s. Abb. 2.58,
S.100) zeigt, dass insgesamt nicht sehr genau gearbeitet wurde, denn der 2D-Plot wurde nicht
richtig kalibriert, was an den Losungsmittelsignalen gut zu erkennen ist.

Aufgrund der beschriebenen Unterschiede sollte es sich bei dem von Rafrafi et al. (2021)
isolierten Guaianolid nicht um die hier als Verbindung 4 beschriebene Substanz, sondern
vielmehr sollte es sich um ein Isomer handeln. Da die Stereochemie von Rafrafi et al. an C-4
leider nicht geklart werden konnte, kdnnte es sich moglicherweise um das C-4 Epimer von 4

mit einer B-stdndigen Methylgruppe am Cyclopentanonring handeln.
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Abbildung 2.56: 2D-HSQC Spektren zu den NMR Daten aus dem Supplementary Material

von Rafrafi et al. (2021)
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Abbildung 2.57: 2D-HMBC Spektren zu den NMR Daten aus dem Supplementary Material
von Rafrafi et al. (2021)
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Abb. 2.58: 2D-COSY-Spektrum aus dem Supplementary Material von Rafrafi et al. (2021)
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2.2.5 Verbindung 5 (4-p-Methylboranolacton)

14

Bei der chromatographischen Aufarbeitung der Fraktion in der Verbindung 4 enthalten war,
konnte Verbindung 5 neben Verbindung 4 in einer Ausbeute von 1,91 mg gewonnen werden

(s. Exp. Teil, Kap. 5.4.3).

Im Diinnschichtchromatogramm (FlieBmittelsystem DC 1, s. Exp.Teil, Kap. 5.2.1) zeigte 5 eine
Loschung des Fluoreszenzindikators bei einem Rf-Wert von 0,41. Nach Bespriithen der DC-
Platte mit Anisaldehyd/Schwefelsdure-Reagenz firbte sich 5 ebenso wie 4 gelb. Thre
Retentionszeit im HPLC (s. Exp. Teil, Kap. 5.2.4) betrug 21,08 Minuten, kiirzer als Verbindung
1, woraus eine geringere Lipophilie abgeleitet werden konnte. Das UV-Spektrum lie3, wie
beiden zuvor beschrieben Verbindungen 1 und 4 aufgrund der Maxima bei A =21 nm vermuten,

dass es sich auch bei 5 um ein Sesquiterpenlacton handelt (Heywood et al, 1977).

Bei der massenspektrometrischen Analyse waren die Verbindungen 4 und 5 nicht zu
unterscheiden. Da 4 und 5 bei der priaparativen HPLC durch fraktioniertes Auffangen des
Substanzpeaks in drei aufeinanderfolgende Eluate gewonnen wurden, dachte man zunéchst an
identische Verbindungen. Im HRESIMS (s. Abb. 2.59. S.102) mit hochauflosender
Massenmessung zeigte 5 das Quasimolekiilion [M+H]" bei m /z = 347.1489 registriert, woraus
sich genauso wie bei 4 die Summenformel Ci9H20O¢ ableiten ldsst. Auch 5 besitzt daher,

genauso wie Verbindung 1 und 4, neun Doppelbindungséquivalente.
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Abbildung. 2.59: Massenspektrum von Verbindung 5 (HRESI-MS)

Nach der Aufnahme der 'H- und 3C-NMR Spektren in CD;OD (s. Abb. 2.60 und 2.65, S.108
bis 113) fiel auf, dass sich die Spektren von 4 und 5 sehr stark &hneln, wobei das
Protonenspektrum von 5 deutlich besser aufgeldst war als das Spektrum von 4. Insgesamt
gesehen waren auch die Signale von H-4, H-5 und H-9a weniger stark iiberlagert als im 'H-
Spektrum von 4, wodurch die Interpretation der relativen Stereochemie moglich wird. Die
Shiftwerte der Protonen sind so gering, dass man nach der Auswertung des Protonenspektrums
(s. Abb. 2.60 und Tab. 2.8, S.105) davon ausgehen miisste, dass es sich bei 4 und 5 'H-
identische Verbindungen handeln miisste. Im '*C-NMR Spektrum fanden sich die Signale fiir
19 Kohlenstoffe (s. Abb 2.65), wie dies nach Auswertung des hochauflésenden
Massenspektrums zu erwarten war. Bei Verbindung 4 fehlte eines dieser Signale im Spektrum
(in CD30D), weil die Signale von C-2 und C-9 zu einem Signal bei 6 = 43.07 ppm
zusammenfielen (s. Abb. 2.46, S.86). Im Shiftbereich zwischen 40 und 50 ppm fanden sich bei
Verbindung 4, vier Signale fiir C-1 bei 6 = 41.47, C-2 und C-9 gemeinsam bei & = 43.07, C-7
bei 6 =47.52 und C-4 bei 48.00 ppm. Nur das Signal bei 6 = 43.07 wurde als CH>-Kohlenstoff
erkannt, so dass im DEPT-Spektrum von 4 nur ein nach unten weisendes Signal in diesem
Bereich des Spektrum zu erkennen war. Bei Verbindung 5 finden sich insgesamt fiinf Signale
in diesem Shiftbereich (s. Abb. 2.65 und Tab. 2.8, S.107), von denen zwei Signale, bei d =43.13
und 43.86 ppm von CHz-Kohlenstoffen verursacht wurden (s. Abb. 2.66, S.114 und Tab. 2.8,
S.105), was iiber das ebenfalls aufgenommene '*C-DEPT-Spektrum nachgewiesen werden
konnte (s. Abb. 2.66). Um die Struktur von 5 endgiiltig aufzukléren, wurden wie bei 1-4 auch
die homo- und heteronuklearen Korrelationsspektren (COSY, HSQC und HMBC) in CD30D
aufgenommen (s. Abb. 2.67 —270, S. 115-118). Mit Hilfe der in den Korrelationsspektren
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auftretenden Signale gelang die Zuordnung simtlicher in den 'H-und '*C-NMR-Spektren
auftretenden Signale. Bei Verbindung 5 handelt es sich ebenso wie bei 1 und 4 um den Ester
der 2-Hydroxy-methylacrylsdure (Budesinsky and Saman, 1995), deren Signale bei 6c = 166.28
(1%), 141.82 (2°), 126.15 (3°) und 61.65 ppm (4°), sowie du = 6.00 und 6.34 ppm (3°) und 4.32
(4°) auftraten. Die iibrigen 15 Kohlenstoffsignale waren dem Sesquiterpenlacton zuzuordnen.
Wie bei 4 finden sich im Spektrum von 5§ die typischen Signale fiir eine exocyclische
Methylengruppe am y-Lactonring (8¢ = 124.38, du = 6.2 und 6.0 ppm). Ausgehend von diesem
Signal (C-13,H-13a,b) lassen sich die zugehorigen Kohlenstoffe C-7 (6c 47.51), C-11 (oc
138.48)und C-12 (oc 171.20 )leicht iiber das HMBC (s. Abb.2.70, S.120) zuordnen. Wahrend
die beiden zuletzt genatten Kohlenstoffe als quartire C-Atome keinen Kopplungspartner in
HSQC-Spektrum (s. Abb. 2.69) besitzen, findet man das Methinproton des C-7 bei ou = 3.55
ppm. Ausgehend von H-7, das wegen seiner allylischen Kopplung mit H-13 und den Protonen
an C-6 und C-8 als Dublett vom Dublett vom Triplett in Erscheinung tritt, lassen sich C-8 (dc
75.94) und C-6 (6c 83.60) im fiir veresterte, sauerstoffsubstituierte Kohlenstoffe leicht
zuordnen. Aufgrund der *J- Korrelation zwischen C-1¢ und H-8 bestitigt sich, genauso wie bei
4, die Position des 2-Hydroxy-methylacrylesters an dieser Position. Weitere Kopplungspartner
von H-8 im COSY sind die beiden Protonen an C-9 (on = 2.37 (9a) und 2.96 (9a)). Der
zugehorige Kohlenstoff findet sich bei 6c = 43.13 ppm. Damit ist eines der oben genannten
CH:-Signale im Shiftbereich von 40 bis 50 ppm zugeordnet. Wenn man die Spektren von 4 und
5 miteinander vergleicht, findet man nur eine sehr geringe Shiftdifferenz zwischen den beiden
Kohlenstoffen, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die beiden Sesquiterpenlactone
sich in diesem Bereich strukturell kaum unterscheiden. Wie bei 4 zeigen die beiden Protonen
an C-9 im HMBC-Spektrum eine Korrelation mit dem Kohlenstoffsignal der an C-10
gebundenen, exocxylischen Methylengruppe (dc = 116.87), deren Protonen als Singulett bei ou
=4.91 und 5.11 ppm auftreten. Die weiteren Signale lassen sich iiber die COSY-, HSQC- und
HMBC-Spektren zuordnen. So findet sich das Signal von H-5 bei 6u = 2.42 ppm {lber die
Korrelation mit H-6. H-5 zeigt wiederum Korrelationen mit H-1 (6n 3.34) und H-4 (6u 2.40)
Die zugehorigen Kohlenstoffe findet man bei 6c = 41.55 (C-1), 48.00 (C-4) und 52.32 (C-5).
Wie bei 4 koppelt das H-4 mit den Protonen einer am zugehdrigen Kohlenstoff gebundenen
Methylgruppe (C-15), deren Signale sich bei du = 1.23 ppm bzw. dc = 15.26 ppm in den
Spektren finden. Die restlichen Signale des '*C-NMR-Spektrums bei 221.34 und 43.86 ppm
konnten dem Carbonylkohlenstoff C-3 und dem benachbarten C-2 zugeordnet werden. Das

Signal des C-2 wird daher neben dem C-9 als zweites Signal eines Methylenkohlenstoffs im
103



Shiftbereich von 40 bis 50 ppm registriert. Im Gegensatz zum in Methanol gemessenen
Kohlenstoffspektrum von Verbindung 4 fallen die beiden Signale im Spektrum von S nicht
zusammen. Die am C-2 von 5 gebundenen Protonen finden sich bei dou = 2.52 (H-2a) und 2.55
(H-2b). Die Zuordnung dieser Signale wird durch die entsprechenden Korrelationen im HSQC
und HMBC bestitigt (s. Abb. 2.68 und 2.70, S.116 u. 118). Leider wurde das HMBC in Bezug
auf die Resonanzfrequenzen nicht weit genug aufgenommen, so dass keine Korrelationen zum
Signal des quartiren Carbonylkohlenstoff C-3, der im Spektrum nicht zu sehen ist, auftritt.
Aufgrund der zwischen den anderen Kohlenstoffen und Protonen auftretenden Kreuzsignalen
in diesem und in den anderen zweidimensionalen Spektren und dem Vergleich zu Verbindung

4, besteht an der Position des Ketons an C-3 kein Zweifel.
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Tabelle 2.8: NMR Daten von 5 (600 MHz in CD30D und DMSO-de; & in ppm, (J in Hz))

'H NMR 13C NMR
CD;0D DMSO-ds (J in Hz) CD;OD | DMSO | DEPT
_d6
1 | 3.34ddd (830 u. 6.40 u. 3.29.dd (8.2 u. 5.7) 41.55 40.06 | CH
3.96)
2a | 2.52dd(17.39 u. 5.03) 2.34m 4386 | 4235 | CH,
2b | 2.55dd (17.39 u. 8.75) 2.49 m
3 - - 22134 | 218.63
4 2.40 dd (7.63 u. 2.24) 226 m 4800 | 46.03 | CH
5 2.42m 2.38m 52.32 5023 | CH
6 4.28 dd (9.78 u. 8.72) 4.33dd (104 u. 8.5) 83.60 81.10 | CH
7 | 3.55ddt(10.35u.8.70u. | 3.51 ddt (10.6 u. 8.6 u. 47.51 4545 | CH
3.17) 3.1)
8 | 5.14ddd(10.83u.834u. | 5.06ddd (10.6u.7.6u. | 7594 | 73.93 | CH
6.12) 5.9)
9a | 2.37dd(13.23 u. 8.00) 2.29m 43.13 40.92 | CH,
9b | 2.96dd (13.16 u. 5.80) 2.83dd (13.1 u. 5.8)
10 - - 144.55 | 142.98
11 - - 138.48 | 137.25
12 - - 17120 | 168.91
13a 5.82 d (2.90) 5.67d (2.8) 12438 | 122.71 | CH,
13b 6.20 d (3.36) 6.08 d (3.3)
14a 491 s 4.86's 116.87 | 11622 | CH,
14b 5.11s 5.02s
15 1.23 d (6.9) 1.11d(7.2) 15.26 1473 | CHs
1¢ - - 166.28 | 164.65
2¢ - - 141.82 | 140.67
3’a 6.00 d (1.53) 5.944d(1.9) 126.15 | 124.60 | CH,
3D 634 d (1.25) 6.22d(1.7)
4¢ 4.18's 61.65 59.58 | CH,
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Die relative Stereochemie ergibt sich aus der Interpretation der Aufspaltungsmuster der
Protonensignale (s- Abb 2.60-2.61, S.108-109). Das Signal des Protons an C-7 bei ou = 3.55
ppm zeigt drei Kopplungskontanten (J) in Héhe von 10.35, 8.7 und 3.17 Hz (s. Tab. 2.8 und
Abb. 2.63, S.111) und spaltet zum Dublett vom Dublett vom Triplett auf. Im 2D-COSY-
Spektrum zeigt H-7 Kreuzsignale zu den Signalen bei ou = 4.28 (H-6), 5.14 (H-8), 5.82 (H-
13a)und 6.20 ppm (H-13b). Wie bei 4 ist die Kopplung in Hohe von etwa 3 Hz auf die allylische
Kopplung mit den beiden Protonen an C-13 zuriickzufithren (Morrison et al, 1978).

Aufgrund der Hohe der Kopplungen mit H-7 sind die Protonen an C-6 (J=8.7) und C-8 (J =
10.8 Hz), wie bei den Verbindungen 1 und 3, trans-angeordnet. Ausgehend vom, fiir natiirlich
vorkommende 6,7-trans-Guaianolide typischen, alphastindigen H-7 sind H-6 und H-8 -
standig. Die Orientierung von H-5 ergibt sich aus der zweiten Kopplung, die aus dem Signal
von H-6 bei 6u = 4.28 ppm in Hohe von 8.72 Hz. Diese beiden Protonen sind damit auch bei §
trans zueinander angeordnet, sodass H-5 als a-stindig erkannt werden kann. Da sich die
Protonen H-4, H-5 und H-9a im Spektrum von 5 weniger stark {iberlagern, das Signal von H-1
besser aufgelost ist und auch die beiden dicht nebeneinander liegenden Signale der beiden
Protonen an C-2 ihre Aufspaltung erkennen lassen, kann die Position der Protonen an C-4 und

C-1 aufgrund der Kopplungen im "H-NMR-Spektrum von 5 erkannt werden.

Das Protonensignal von H-1 (s. Abb. 2.63) spaltet aufgrund der drei Kopplungspartner (H-2a,
H-2b und H-5) zum Dublett vom Dublett vom Dublett auf. Die drei ermittelten
Kopplungskonstanten betragen 8.30, 6.40 und 3.96 Hz. Zwei Kopplungen in dieser Hohe
fanden sich in den Signalen von H-2a und H-2b wieder. Das Aufspaltungsmuster des Signals
von H-5 konnte auch im Spektrum von 5 nicht eindeutig erkannt werden, aber die, wie bei den
zuvor beschriebenen Verbindungen 1-4, vorliegende cis-Verkniipfung des Cycloheptan- und
Cyclopentanrings wird dadurch bestétigt, dass im Signal von 1 keine der vicinalen
Kopplungskonstante auf eine trans-Verkniipfung der Ringe hindeutet. Neben den Kopplungen
mit H-1 und H-6 koppelt das Proton an C-5 auch mit H-4, das seinerseits mit der an C-4
gebundenen Methylgruppe (H-15) koppelt. Das Signal von H-4 spaltet zum Dublett von Dublett
mit Kopplungskonstanten in Hoéhe von 7.6 u. 2.2 Hz auf, wobei die gro3ere
Kopplungskonstante zur Wechselwirkung mit den drei dquivalenten Methylprotonen an C-15

gehort. Die andere Kopplung mit H-5 féllt mit 2.2 Hz wesentlich geringer aus.
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Der mit Hilfe der Karplus-Gleichung bestimmte Torsionswinkel zwischen den Protonen an C-
4 und C-5 betriagt nur etwa 2°, was fiir das Vorliegen zweier zueinander cis-konfigurierter
Protonen spricht. Im Gegensatz zu Verbindung 4 ist das H-4 in 5§ a-stdndig, die Methylgruppe
an C-4 befindet sich demnach in der B-Position. Verbindung 5 stellt sich daher als C-4 Epimer

des Guaianolids 4 heraus.
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Abbildung. 2.66: *C-NMR DEPT Spektrum von Verbindung 5 (150 MHz in CD;0D)
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Abbildung 2.71: 2D-NOESY-Spektrum von Verbindung 5 (600 MHz in CD;0D)

119

2.0 1.5 1.0

2.5

3.0

3.5

f2 (ppm)

4.0

4.5

6.0 5.5 5.0

6.5



(wdd) 14

(wdd) z4
o€ T

x4 ¥ 5'Z 92 Fard a4 6¢ € [3 £'E vE S 9¢€ L'E 8¢

8¢
AT 7
9'€- r A _7
72N
§'E \ f S E'or e}
. )| A\
e \ 4 __iN\H

[ __
/v \.mmj.mm.u _ :
| | iy _H
e / _/,y,mm.m.oy?ﬂ_jmm.m.mm.u
. _ V)

N.MI __ N 7 1/ |
/Jr
1€ V|
]
) / I ._
0's-q6/e6 : _

\. I\ _.
| _
.W.J.\m__m_.,m.n.m,L f _u

\

1/
v

120

Ausschnitt aus dem 2D-NOESY-Spektrum von Verbindung 5 (600 MHz in
CD30D)

Abb. 2.72



Zusatzlich  bestitigt wird die Stereochemie durch das ebenfalls aufgenommene
zweidimensionale NOESY-Spektrum (s.Abb. 2.71, S.119). Die Crosspeaks zwischen den [3-
orientierten  Protonen H-6 und H-8  bestitigen die a-Position des  2-
Hydroxymethylacrylsdureesters an C-8. (Abb.2.72, S.120) zeigt einen Ausschnitt aus dem
NOESY-Spektrum, in dem die Cross-Peaks zwischen H-4 (6u = 2.40 ppm) und H-1 (éu = 3.34
ppm) sowie H-4 und H-7 (du = 3.55 ppm) die a-Position des Protons an C-4 bestétigen. Bei
Verbindung 4 handelt es sich demnach um das 3-Oxo0-8-(2-Hydroxymethyl-methacryloyl-oxy)-
guaia-10(14)-en-12,6-o0lid handeln. Diese Substanz findet sich, wie bereits bei Verbindung 4
beschrieben, als re/-(3aR,4S,6aR,9R,9aR,9bR)-Dodecahydro-9-methyl-3,6-bis(methylene)-2,8-
dioxoazuleno[4,5-b]furan-4-yl 2-(hydroxymethyl)-2-propenoate unter der Cas-Registry-
Number 1212401-38-1, ohne Angabe einer natiirlichen Resource. Wie bei 4 sollte es sich daher

um einen neuen Naturstoff handeln.

Vergleicht man die von Rafrafi veroffentlichten Daten, dann ist festzustellen, dass die hier fiir
5 ermittelten Daten besser passen. Das gilt insbesondere fiir die Shiftwerte von H-2 und C-2,
die relativ gut iibereinstimmen. Wie bereits bei der Strukturaufkldrung von 4 besprochen, haben
Rafrafi et al. (2021) in der verdffentlichten NMR-Tabelle Daten angegeben, die dem im
Supplementary Material beigefiigten Spektrum nicht entsprechen. Es bleibt daher unklar, ob
die Substanzen wirklich identisch sind, weil das '*C-Spektrum in Methanol fehlt. Um zu kliren,
ob das im Supplementary Material der Rafrafi Publikation verdffentlichte, offensichtlich in
DMSO-ds aufgenommene Spektrum der hier isolierten Verbindung 5 &hnelt, wurde ein Satz
Spektren in DMSO-ds aufgenommen (s. Abb. 2.73 — 2.78, S.122-127). Nach Auswertung der
Daten (s. Tabelle 2.8, S.105) zeigte sich, dass die beiden Verbindungen 4 und 5 nahezu
identische Spektren ergeben. Der Unterschied besteht hauptsédchlich darin, dass das C-2 in
CD;OD im '*C-NMR-Spektrum von 5 im Vergleich zu 4 um ca. 0.8 ppm hochfeldverschoben
ist. Die zugehorigen Protonen zeigen ein anderes Aufspaltungsmuster bei sehr geringer
Verschiebung der Signale. Vergleicht man das 'H-NMR Spektrum aus der Publikation von
Rafrafi et. al (2021) mit unseren Spektren, so sieht das Spektrum, insbesondere im

Resonanzbereich der Protonen an C-2, dem Spektrum von S sehr dhnlich.
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Abbildung 2.77: 2D-HSQC-Spektrum von 5 (600 MHz in DMSO-de)
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Um sicher zu gehen, dass es sich bei den beiden, hier isolierten Verbindungen 4 und 5 wirklich
um zwei Substanzen handelt, wurde abschlieBend ein '>C-DEPT-Spektrum einer bei der
Isolierung und Trennung der beiden Isomere erhaltenen Zwischenfraktion in CD3;OD
aufgenommen. Abbildung 2.79 zeigt den wesentlichen Ausschnitt aus diesem Spektrum. Wie
man sehen kann, finden sich die Signale der Kohlenstoffe C-2 und C-9 von S bei den
entsprechenden Shiftwerten von 6 = 43.86 und 41.13 ppm im Spektrum wieder. Neben dem
Signal fiir C-9 findet sich bei & = 43.07 das gemeinsame Signal der Kohlenstoffe C-2 und C-9
von 4, die hier die Nebenkomponente in diesem Gemisch darstellt. Damit ist eindeutig gezeigt,

dass es sich bei den beiden Guaianoliden 4 und 5 tatsdchlich um zwei Verbindungen handelt.
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Abbildung 2.79: Ausschnitt aus den '*C-DEPT-Spektrum eines Gemisches von 4 und 5
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Uber die Frage, warum sich die Spektren der beiden Substanzen in DMSO kaum und in
Methanol nur wenig voneinander unterscheiden, kann nur spekuliert werden. Verbindung 4 und
5 unterscheiden sich nur in der Position der Methylgruppe an C-4 voneinander, die chemische
Umgebung ist an allen Positionen gleich. Da der Cycloheptanring in den bisher gefundenen
Guaianoliden sehr flexibel ist, kann dieses Ringsystem verschiedene Konformationen
annehmen und dadurch die Position sich gegenseitig storender Substituenten, wie z.B.
Methylen- und Methylsubstituenten an den Positionen C-10 und C-4 energetisch verbessern

(Faszylova und Turdybekov, 2000).

Die epimeren Verbindungen 4 und 5 stellen beide einen 2-Methylenhydroxy-
methacrylsiureester des Grosshemins dar (Scheichenko & Rybalko, 1972), der an der a-
stindigen Hydroxylgruppe an C-8 gebunden ist. Auf der Webseite des “Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC)” (www.ccdc.cam.ac.uk) finden sich die Modelle der
Kristallstrukturen von Grosshemin und seinem an der a-stdndigen Hydroxylgruppe an C-8 mit
Essigsdure gebildeten Esterderivat (s. Abb. 2.80 und 2.81, S. 130 u.131). In der Kristallstruktur
liegen die beiden Verbindungen in unterschiedlichen Konformationen vor. Wahrend beim
Grossheimin (Bild I in der Abbildung 2.80) zu erkennen ist, dass die exocyclische
Methylengruppe an C-10 nach oben gerichtet, iiber dem Cyloheptanring steht, der relativ
relaxiert in einer Art Sesselkonformation vorliegt, ist sie in der Kristallstruktur des
Grossheiminacetats unter dem Ring angeordnet (s. Abb. 2.81). Der Unterschied konnte auf die
freie Hydroxylgruppe des Grossheimins zuriickzufiihren sein, wodurch intermolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen ~ vorhanden sein  sollten, die in Kiristallen des

Grossheiminacetates nicht gebildet werden kdnnen.

Welche der Konformationen in Losung vorliegt, kann aus der Kristallstruktur nicht abgeleitet
werden. Um den Versuch zu starten den Grund fiir die Unterschiede in den Spektren der beiden
Cs-Epimere 4 und 5 zu erkléren ist es dennoch hilfreich die beiden Kristallstrukturen genauer
anzuschauen. Im Grossheimin, und selbstverstindlich auch in seinem Acetat, liegt die
Methylgruppe an C-4 in der a-Position vor. Wie man jeweils auf dem Bild II der Kristallstruktur
der Grossheimine (s. Abb. 2.80 und 2.81) erkennen kann, liegt der Cyclopentanonring in der
Halbsesselkonformation vor, bei der alle fiinf Kohlenstoffe mehr oder weniger in einer Ebene

angeordnet sind.
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|||IIII-OH

Grossheimin

Abbildung. 2.80: 3D-Strukur von Grossheimin (CCDC 605933, nach Macias et al., 2006)
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Grossheiminacetat

I
Abb. 2.81: 3D-Strukur von Grossheiminacetat (CCDC 1441214, nach Fazylova et al., 2006)

Wenn die Methylgruppe den Platz mit den H-4 tauscht, dann besteht im Falle der Konformation
des Grossheimins (Abb. 2.80), die Moglichkeit, dass der Fiinfring seine Konformation dndert,
weil die nun B-stdndige Methylgruppe an C-4 nach oben gerichtet ist und von der ebenfalls nach
oben gerichteten Methylengruppe an C-12 abgestoBen wird. Diese Anderung der Konformation
hétte dann aber nur relativ geringe Konsequenzen fiir die anderen Atome. Bei der im Abbildung
2.81 dargestellten Konformation des Grossheiminacetat ist diese Erklarung nicht moglich, weil
die beiden C-Atome in beiden Fillen zu weit voneinander entfernt sind. Uber die Flexibilitit
des Cycloheptanrings verbunden mit dem leichten Ubergang des Cyclopentanrings von der
Halbsesselform (twisted chair) in die Briefumschlagform (envelope) wird deutlich, dass sich

die chemischen Verschiebungen beider Verbindungen kaum unterscheiden miissen.
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Der von uns bemerkte Unterschied besteht ja nicht generell, sondern nur bei der Aufnahme der
Spektren in Methanol-d4. Methanol besitzt im Gegensatz zu DMSO eine alkoholische
Hydroxylgruppe, die Wasserstoftbriicken mit den Carbonylgruppen von 4 und 5 bilden kann.
Moglicherweise kommt es nur im Falle von Verbindung S5 zur Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke (CD3-OD-----O=C3-R), was dann zur Anderung der Konformation des
Cyclopentanonrings und zur Tieffeldverschiebung des C-2 fiihrt. Leider konnten wir nicht
geniligend Substanz isolieren, um weitergehende Untersuchungen durchzufiihren. Es wére
wiinschenswert, die beiden Verbindungen in gréferer Konzentration zu isolieren und die

Konformationen von 4 und 5 iiber eine Rontgenstrukturanalyse miteinander zu vergleichen.

Bei einer der beiden Verbindungen 4 und 5, die beide erstmals aus Volutaria boranensis isoliert
worden sind, handelt es sich um einen neuen Naturstoff. Wie bereits ausgefiihrt ist es
wahrscheinlicher, dass 5 zeitgleich mit den hier isolierten und identifizierten Verbindungen von
Rafrafi et al. (2021) aus V. lippi isoliert wurde, so dass Verbindung 4 einen neuen Naturstoff

darstellen sollte.
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2.2.5. Verbindung 6 (Hispidulin)

Fraktion V.b.D.8.12 fiel nach Versetzung mit Losungsmittel (s. Exp. Teil, Kap. 5.4.3) als gelbe
kristalline Substanz aus (10,21mg). Die ausgefallene Substanz sah bereits bei Tageslicht auf
der DC-Platte (DC1, s. Exp. Teil, Kap. 5.2.1) gelb aus und lie} deshalb vermuten, dass es sich
um ein Flavonoid handeln koénnte. Nach Besprithen der Diinnschichtplatte mit dem fiir
Flavonoide iiblicherweise verwendeten Naturstoffreagenz A (s. Exp. Teil, Kap. 5.2.1), zeigte
die Verbindung 6 eine orangefarbene Fluoreszenz. Im HPLC (s. Exp. Teil, Kap. 5.2.4) besitzt
6 eine Retentionszeit von 25,18 Minuten. Das mit Hilfe des Diodenarray-Detektors gleichzeitig
aufgenommen UV-Spektrum zeigt zwei Maxima bei A =270 nm und 346 nm, was aufgrund der
Lage der Maxima im Bereich von A = 300 — 380 nm und A = 240 — 280 nm vermuten lassen,
dass es sich bei Verbindung 6 um ein Flavon handelt (Mabry et al, 1975).

Im HRESI-MS mit hochauflosender Massenmessung (s. Abb. 2.82, S.134) zeigte 6 das
Quasimolekiilion [M+H]" bei m /z = 301.0709, woraus sich die Summenformel CicH1206

ableiten lasst.
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Bei Flavonoiden, die, aufgrund ihrer absorbierenden Eigenschaften im kurz- und langwelligen

UV-Bereich in allen héheren Pflanzen vorkommen und so einen wichtigen Beitrag zu einem

wirksamen UV-Schutz der oberirdischen Pflanzenorgane leisten, handelt es sich um sehr haufig

in der Natur gefundene Verbindungen (Mabry et al, 1975).Wegen Ihrer gelben oder orangenen

Farbe besitzen sie auch grofle Bedeutung bei der Farbung von Bliiten (Blaschek, 2016) Ihr

chemisches Grundgeriist besteht in der Regel aus drei Ringen (A, B und C), wobei die meisten

Substanzen zur Gruppe der Flavanone. Flavanonole, Flavone und Flavonole gehoren (s. Abb.

2.83, S 135).
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Flavanon OH

HO O
OH
OH O
Flavanonol Flavonol

Abbildung 2.83: Vier hiaufige Grundstrukturen natiirlich vorkommender Flavonoide.

Zur eindeutigen Aufkldrung der Struktur von 6 wurden zunéchst ein- und zweidimensionale
Spektren in deuteriertem Methanol aufgenommen. Abbildung 2.84 (siehe S. 138) zeigt das 'H
NMR Spektrum von 6, in dem insgesamt flinf Signale gefunden wurden, deren Integrale zeigen,
dass diese insgesamt neun Protonen repréisentieren. Im tiefen Feld bei & = 7.48 und 6.93 ppm
finden sich zwei Dubletts fiir jeweils zwei Protonen, deren Koppelung im zweidimensionalen
H,H-COSY-Spektrum nachgewiesen werden konnte. (s. Abb. 2.86, S.140). Da in diesem
Spektrum keine weiteren Protonen-Protonen Interaktionen nachgewiesen werden konnten,
handelt es sich bei den tibrigen drei Signalen um Singuletts. Da keine Signale von aliphatischen,
an sp3-hybridisierten Kohlenstoffen gebundenen Protonensignale (H-2 und H-3 in Flavanonen

und Flavanonolen) vorhanden sind, handelt es sich bei 6 um eine Flavon oder Flavonol.

Wie in der Abbildung 2.83 (siehe S. 135) dargestellt, besitzen die meisten Flavonoide eine
Hydroxylgruppe am C-4° des B-Rings. Diese phenolische OH-Gruppe kann jedoch auch von

einer oder zwei ortho-stindigen Hydroxylgruppen an C-3° und C-5° begleitet sein. Flavonoide
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mit einer 3°,4¢,5°-Trihydroxysubstitution sind allerdings sehr oxidationsempfindlich. Das hier
gefundene Spinsystem mit zwei Dubletts fiir jeweils zwei Protonen spricht fiir ein AA‘BB*-
System, bei dem von vier relativ dhnlichen Protonen jeweils zwei chemisch, aber nicht
magnetisch dquivalent sind. Am B-Ring eines 4‘-monohydroxylierten Flavonoids (Abb. 2.83)
befinden sich vier Protonen in den Positionen 2¢, 3¢, 5° und 6°. Jeweils zwei dieser Protonen
sind wegen der freien Drehbarkeit um die Bindung zwischen C-2 und C-1¢ chemisch dquivalent.
Typischerweise finden sich dann zwei Dublett fiir die Protonen an C-2° und C-6°
beziehungsweise C-3° und C-5° im Bereich aromatischer Protonen bei 6 = 7.48 und 6.93 ppm.
Das im tieferen Feld auftretende Signal gehort dabei zu den Protonen H-2¢ und H-6°, wéahrend
das im hoheren Feld bei 6 = 6.93 ppm auftretende Signal den beiden Protonen an C-3° und C-
5¢ zuzuordnen ist (Mabry et al, 1975). Die Kopplungskonstante in Héhe von ca. 8 Hz liegt im
typischen Bereich fiir eine ortho-Kopplung am Aromaten. Bei den drei Singuletts bei & = 3.88,
6.56 und 6.59 ppm handelt es sich bei den im tiefen Feld auftretenden Resonanzen um zwei
Signale fiir jeweils ein Proton, wahrend das Signal bei 6 = 3.88 ppm drei dquivalente Protonen
einer Methylgruppe représentiert. Aufgrund der chemischen Verschiebung sollte es sich hierbei
um einen Methylether handeln (Dominik et al., 2013). Methoxysubstituenten finden sich in
Flavonoiden sehr hdufig, wobei ihre Position am Flavonoidringsystem sehr variabel ist. Bei
Flavonen ist eine Methoxysubstitution der Kohlenstoffe im A- oder B-Ring mdglich, bei
Flavonolen kann auch eine Methylierung der Hydroxylgruppe an C-3 zu einer solchen
Gruppierung fiihren. Bei 4°,5, 7-Trihydroxy-Flavonoiden mit einem AA‘BB‘-Spinsystem im
B-Ring wiren die beiden Protonen an C-6 und C-8 vorhanden, wenn sich die Methoxygruppe
am C-3 eines Flavonols bzw. am C-5, C-7 oder C-4° eines Flavonols oder Flavons befinde. In
all diesen Fillen wiirden die Protonen H-6 und H-8 jeweils mit einer fiir meta-sténdige Protonen
typischen Kopplungskonstanten (J) in Hohe von ca. 2-3 Hz aufspalten. Da hier jedoch zwei
Singuletts fiir je ein Proton im aromatischen bzw. olefinischen Bereich auftreten, muss es sich
bei 6 um ein an C-6 oder C-8 methoxyliertes Flavon handeln, bei dem ein Singulett vom Proton
an C-3 und das andere von H-6 oder H-8 verursacht wurde. Die meisten der zu den jeweiligen
Protonen gehorigen Kohlenstoffe lassen sich iiber das HSQC-Spektrum zuordnen (s. Abb. 2.86,
S.140 und Tab 2.9, S.137). Wie zu erwarten war, besitzen auch die Kohlenstoffe C-2° und C-
6° (0 =129.5 ppm) sowie C-3° und C-5° (6 = 117.0) ppm jeweils ein gemeinsames Signal im
3C-NMR-Spektrum.
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Tabelle 2.9: NMR Daten der Verbindung 6 (600 MHz in CD3;OD; & in ppm, (J in Hz))

lH 13C
2 - 166.4
3 6.59 s 103.4
4 - 184.3
3 ; 154.7
6 - 132.9
7 - 158.8
8 6.56 s 95.3
9 ; 154.0
10 - 105.8
1° - 1233
2 7.84 d (J=8.2 Hz) 129.5
3¢ 6.93 d (J=8.5 Hz) 117.0
e . 162.8
5¢ 6.93 d (J=8.5 Hz) 117.0
6° 7.84 d (J=8.2 Hz) 129.5
OCH3 an C- 3.88's 60.9
6

Der Kohlenstoff der aromatisch gebundenen Methoxygruppe findet sich im typischen
Resonanzbereich bei & = 60.9 ppm. Die Zuordnung der dicht nebeneinander liegenden Protonen
Singuletts bei o = 6.56 und 6c = 95.3 ppm bzw. du = 6.59 und 6c = 103.4 ppm bedarf einer
genaueren Erklarung. Wéhrend die Protonen bei ganz dhnlichen Shiftwerten registriert werden,
kommt einer der beiden Kohlenstoffe bei tieferem Feld zur Resonanz (103.4 ppm). Bei diesem
C-Atom sollte es sich um das C-3 handeln, das sich direkt neben der Ketogruppe (C-4) des C-
Rings befindet. Dies wird durch ein Kreuzsignal des H-3 (6.59 ppm) mit dem fiir Flavone
typischen quartdren Kohlenstoff bei 6c = 184.3 ppm im HMBC (s. Abb. 2.88,S. 142) bestétigt.
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Mit Hilfe des HMBC-Spektrums konnten auch die anderen quartiren Kohlenstoffe zugeordnet
werden. So zeigten die Crosspeaks fiir die *J-Kopplungen zwischen H-3 und H-3¢/H-5° mit dem
Kohlenstoff bei & = 123.3 ppm, dass es sich dabei um das C-1° handeln musste. C-4° fand sich
durch seine Korrelation mit H-2°/H-6° im Bereich sauerstoffsubstituierter, aromatischer
Kohlenstoffe bei 6 = 162.8 ppm. AbschlieBend blieb noch die Zuordnung der Kohlenstoffe und
Protonen im A-Ring zu kldren. Aufgrund der *J-Kopplung der Methoxyprotonen mit dem
Kohlenstoff bei 6 = 132.9 ppm, konnte dieses aromatische C-Atom als der die Methoxygruppe
tragende Kohlenstoff des A-Rings erkannt werden. Dieser Kohlenstoff besitzt mit dem Proton
bei 6 = 6.56 ppm einen weiteren Kopplungspartner, bei dem es sich um das H-6 oder H-8
handeln musste. Somit musste sich die Methoxygruppe, wie bereits vermutet, entweder an C-6
oder C-8 befinden. Obwohl das fragliche Proton weitere long-range Kopplungen mit noch nicht
zugeordneten quartdren Kohlenstoffen besitzt, war eine endgiiltige Zuordnung der Signale nicht
zweifelsfrei moglich. Aus diesem Grund wurden weitere Spektren in DMSO-d¢ aufgenommen
(s. Abb. 2.89 bis 2.92, S.146 bis 149). Da es sich bei Dimethylsulfoxid nicht um ein protisches
Losungsmittel handelt, kommt es nicht zum Austausch von aciden Protonen mit Deuterium.
Wenn eine Substanz, so wie in hier vorliegenden Fall zuerst in CD;0D gemessen wurde, muss
die Probe vor dem Eintrag in DMSO-ds allerdings zunichst eine Weile in nicht-deuteriertem
Methanol gelost werden, damit ein Riicktausch des Deuteriums gegen Wasserstoff an den
Hydroxylgruppen erfolgen kann. Im anschlieBend aufgenommen Protonenspektrum (s. Abb
2.89, S.146) fillt sofort das Protonensignal bei & = 13.07 ppm auf, welches keine !J-Korrelation
zu einem Kohlenstoff im HSQC-Spektrum (s. Abb. 2.91) besitzt. Es handelt sich dabei um das
Hydroxylproton der phenolischen OH-Gruppe an C-5, das wegen einer Wasserstoffbriicke mit
dem Keton des C-Rings sehr weit tieffeldverschoben auftritt. Uber die Kreuzsignale dieses OH-
Protons mit den Kohlenstoffsignalen bei 6 = 152.7 (C-5), 131.4 (C-6) und 103.8 ppm (C-10),
konnte jetzt auch eine Zuordnung der Position der Methoxygruppe nachgewiesen werden.

Es handelt sich demnach bei Verbindung 6 um das 6-Methyoxyderivat des Apigenins, das unter
dem Namen Hispidulin bekannt ist. Diese Verbindung wurde bereits sehr hdufig gefunden,
unter anderem auch im Volutaria lippi (Rafrafi et al, 2021). Die Chemical Abstracts
verzeichnen 1.127 Literaturstellen zu dieser Substanz. Erstmals erwéhnt wurde die Verbindung
von Rangaswami und Rao (1961) als Inhaltsstoff von Digitalis lanata, einer auch bei uns
bekannten wichtigen Arzneipflanze, Die von uns ermittelten NMR Daten in DMSO-ds stimmen

sehr gut mit den Daten von Xia et. al (2007) {iberein.
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Da die Verbindung bereits vor so langer Zeit isoliert wurde, existieren keine vollstdndigen
NMR-Daten in Methanol, die wir hier erstmals ermittelt haben.

Fir Volutaria boranensis ist es das erste als Inhaltsstoff beschriebene Flavonoid.

144



Tabelle 2.10: 'H- und 3C-NMR Daten von Verbindung 6 (§ in ppm, 600 bzw. 150 MHz in

DMSO-d6)
TH NMR Hispidulin 13C NMR Hispidulin
(Xia et. al, 2007) (Xia et. al, 2007)
2 - - 163.7 163.9
3 6.77 6.78 s 102.3 102.5
4 - - 182.1 182.2
5 - - 152.7 152.9
6 - - 131.4 131.5
7 - - 157.5 157.5
8 6.58 s 6.60 s 94.3 94.4
9 - - 152.2 152.5
10 - - 103.8 104.1
1¢ - - 121.2 121.3
2¢ 7.92d (J=8.9 7.92 d (J=8.2 Hz) 128.4 128.6
Hz)
3¢ 6.92 d (J=8.9 6.92 d (J=8.5 Hz) 116.0 116.1
Hz)
4¢ - - 161.2 161.3
5¢ 6.92 d (J=8.9 6.92 d (J=8.5 Hz) 116.0 116.1
Hz)
6° 7.92d (J=8.9 7.92 d (J=8.2 Hz) 128.4 128.6
Hz)
OCHs an C-6 3.75s 3.75s 60.0 60.0
OH an C-5 13.07 s 13.08 s - -
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2.2.6. Verbindung 7 (Eupafolin)

Neben dem Hispidulin (6) konnte ein weiteres Flavonoid aus Fraktion V.b.D.8.13 isoliert
werden. Im Diinnschichtchromatogramm (DC1, s. Exp. Teil, Kap.5.2.1) trat Verbindung 7 bei
Rf=0,36 in Erscheinung. Die detektierte Substanzzone zeigte wie 6 bereits bei Tageslicht einen
gelben Fleck auf der DC-Platte. Nach Bespriihen der Diinnschichtplatte mit Naturstoffreagenz
A (s. Exp. Teil, Kap. 5.2.1), zeigte die Verbindung 7 eine orangefarbene Fluoreszenz. Es
wurden 2,07 mg einer gelben, amorphen Substanz erhalten (s. Exp. Teil, Kap. 5.4.3). Die
Retentionszeit von 7 im HPLC (s. Exp. Teil, Kap. 5.2.4) betrdgt 23,27 Minuten. Das mit Hilfe
des Diodenarray-Detektors gleichzeitig aufgenommen UV-Spektrum zeigt wie bei 6 zwei
Maxima bei A = 241nm und 348nm. Wie bei Verbindung 7 sollte es sich daher um ein Flavon

handeln (Mabry et al, 1975).

Das unter Elektronenimpakt-Bedingungen (EI) aufgenommene Massenspektrum von 7 (s. Abb.
2.93, S. 151) zeigte das Molekiilion (M") bei m/z = 316. Aufgrund der Fragmente bei m/z 298
[M-H,0]", m/z = 273 [M-CO-CH3]"und des intensiven Fragmentes bei m/z = 155 (Basis-Ion,
100%), Die im Massenspektrum detektierte Molmasse ergibt genau ein Sauerstoffatom mehr
als Verbindung 6 und auch die typische Fragmentierung (Lang, 2001) unterstiitzt die
Annahme, dass es sich bei 7 um eine dhnliche Verbindung wie 6 handeln muss und sich die

Summenformel CisH1207 ergibt.
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Abbildung 2.93: Massenspektrum von Verbindung 7
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Die Strukturaufkldrung von 7 gelang mit Hilfe der ein- und zweidimensionalen Spektren, die
wie bei 6 in deuteriertem Methanol aufgenommen wurden. Das Protonenspektrum von 7 (s.
Abb. 2.95, S.155) zeigt im Gegensatz zum Spektrum von 6 ein Signal mehr. Der Grund dafiir
ist, dass die beiden im Spektrum von 6 gefundenen Dubletts fiir je zwei dquivalente Protonen
eines AA’BB* Systems im Spektrum von 7 durch drei Signale fiir jeweils 1 Proton ersetzt sind.
Das bedeutet, dass der B-Ring in 7 anders substituiert, vorliegen muss als bei 6. Die drei Signale
treten als Dublett bei 6 = 6.90 ppm, als Dublett vom Dublett bei 6 = 7.39 ppm und als
verbreitertes Singulett bei 6 = 7.38 ppm auf, wobei sich die beiden letztgenannten Signale
iiberlagern. Aufgrund der Kopplungskonstanten in Hohe von J = 8 und 2.3 Hz, kann dieses
Spinsystem als ein ABX-System dreier Protonen am Aromaten erkannt werden, bei dem zwei
Protonen den A,B-Teil bilden und ein weiteres Proton als X-Teil fungiert. Solche Spinsysteme
sind bei 5,7-Hydroxyflavonoiden typisch flir Substanzen deren B-Ring 3°4‘- oder 2°,4°-
disubstituiert ist (Bezuidenhoudt et al, 1987). Bei seltener vorkommenden Flavonoiden, bei
denen die, aufgrund der Biosynthese auf dem gemischten Polyketidweg, normalerweise
vorhandene Hydroxylgruppe an C-5 (Sticher et al, 2015) nachtriglich entfernt wurde, kann ein
solches ABX-System im '"H-NMR auch durch die Protonen an C-5, C-6 und C-8 gebildet
werden (s. Abb. 2.95, S. 155)

Abbildung 2.94: Flavonoide mit ABX-Spinsystemen
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Neben diesen drei Signalen finden sich drei weitere Signale als Singuletts bei 6 = 6.53, 6.53
und 3.88 ppm. Das Integral des Singuletts bei & = 3.88 ppm entspricht 3 Protonen und liegt
beim gleichen Shiftwert, wie das Signal der an C-6 des A-Rings in Verbindung 6 gebundenen
Methoxygruppe. Die anderen beiden Singuletts sollten, wie bei 6 den Protonen an C-3 und C-
8 zugeordnet werden. Wenn man von der Masse von m/z = 316.17 g/mol ausgeht, dann muss

es sich bei 7 um das an C-3° zusitzlich hydroxylierte Derivat des Hispidulins (Verbindung 6)

handeln. Dieses Flavonoid ist unter dem Namen Eupafolin bekannt.

Tabelle 2.11: NMR Daten der Verbindung 7 (600 MHz in CD30D; 6 in ppm, (J in Hz))

H Eupafolin 13C Eupafolin

(Wei et al, 2004) (Wei et al, 2004)
2 - - 166.0 166.4
3 6.54 s 6.54 s 103.3 103.4
4 - - 184.1 184.2
5 - - n.d. 154.6
6 - - 132.9 132.8
7 - - 155.0 154.0
8 6.53 s 6.54 s 95.7 95.2
9 - - 159.3 158.7
10 - - 105.3 105.7
1¢ - - 123.6 123.7
2¢ 7.38 s (br.) 7.36s 114.1 114.1
3¢ - - 147.1 147.0
4¢ - - 151.1 151.0
5¢ 6.90 d (J=8.0 Hz) 6.89 d (J=8.4 Hz) 116.8 116.8
6¢ 739dd J=8.0uw.23Hz) | 737d(J=84Hz) | 1202 120.3
OCH;3 3.88s 3.87 60.8 60.9
an C-6

Ein Vergleich der Protonendaten der hier isolierten Verbindung 7 mit den Daten von Wei et al,
2004) veroffentlichten ebenfalls in CD3OD ermittelten NMR-Daten fiir Eupafolin zeigen, dass

es sich um diese Verbindung handeln sollte. Leider war das von uns aufgenommene '*C-NMR
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(s. Abb. 2.96, S.156) nicht gut aufgelost, so dass nicht alle Kohlenstoffsignale zu erkennen
waren. Wiahrend die protonierten Kohlenstoffe zu erkennen waren und so tiber das HSQC gut
zugeordnet werden konnten, sind einige der meist geringer intensive, quartiren Kohlenstoffe
leider nicht zu erkennen. Die meisten Signale (s. Tab. 2.11, S.153) konnten jedoch iiber die
Korrelationen im HMBC-Spektrum zugeordnet werden (s. Abb. 2.99, S. 159). So ldsst sich der
Carbonylkohlenstoff des Cyclopentenonrings (C-4) iiber seine 2J-Korrelation bei 184.1 ppm bei
einem im Vergleich zu den Literaturdaten (Wei et al, 2004) identischen Shiftwert lokalisieren.
Die iibrigen C6Atome des C-Rings (C-2, C-9 und C-10) findet man iiber die *J-Korrelationen
zwischen H-2¢ und H-5¢ und C-2 sowie H-3 und C-10 und die 2J-Korrelation zwischen H-8 und
C-9 (s. Abb. 2.99 und Tab. 2.11). Die beiden meta-stindigen Protonen des B-Rings (H-2‘ und
H-6°) zeigen noch eine weitere *J-Kopplung mit dem quartiren Kohlenstoff bei § = 151.1 ppm,
der dem hydroxylierten C-4° zugeordnet werden kann (s. Abb. 2.99). Das H-5° bei 6 = 6.90
ppm besitzt zwei *J Kopplungen zu den quartiren Kohlenstoffen bei & = 123.6 und 147.1 ppm.
Das im hoheren Feld zur Resonanz kommende C-Atom koppelt auch mit dem Proton bei 6 =
6.54 s ppm. Es muss sich daher um das C-1° handeln, was auch die richtige Zuordnung des
Protonensignals von H-3 bestdtigt, wodurch dieses Signal des H3 als Proton an C-3 bestétigt.
Bei dem anderen Kohlenstoff handelt es sich demnach um das C-3°¢, dass ebenso wie das bei
einem dhnlichen Shift gefundene C-4° hydroxyliert sein muss. Die noch fehlenden drei C-
Atome lassen sich leider nicht alle im Spektrum lokalisieren. Die Kohlenstoffe C-6 (6¢c = 132.9
ppm) und C-7 (8¢ = 155.0 ppm) zeigen jeweils eine *J- bzw. *J-Korrelation mit dem Proton an
C-8 (0 =6.53ppm). Dabei kann C-6 (8¢ = 132.9 ppm) iiber die zusitzliche Korrelation mit den
drei dquivalenten Protonen der Methoxygruppe (6u = 3.88 ppm) eindeutig zugeordnet werden,
der andere Crosspak muss daher durch die 2J Kopplung zu C-7 verursacht sein (¢ = 155.0
ppm). Im Molekiil gibt es kein Proton, das iiber zwei oder drei Bindungen mit C-5 koppeln
konnte, weshalb dieser Kohlenstoff nicht zweifelsfrei tiber das HMBC Spektrum lokalisiert
werden konnte. Ebenfalls mogliche Korrelationen iiber vier Bindungen (*J) mit den Protonen
an C-3 bzw. C-8 sind moglich, lassen sich aber nicht von den anderen Korrelationen
differenzieren. Insgesamt stimmen auch die hier gefundenen '3C-Daten mit den von Wei et al.
(2004) veroffentlichten Daten gut {iberein. Dem dort isolierten Eupafolin wurde ein Shiftwert

von oc = 154.6 ppm zugeordnet.
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Abbildung 2.95: '"H-NMR Spektrum von Verbindung 7 (600 MHz in CD;0D)
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Abbildung 2.97: 2D-COSY-Spektrum von 7 (600 MHz in CD30D)
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Abbildung 2.98: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 7 (600 MHz in CD30D)
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Abbildung 2.99: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 7 (600 MHz in CD3;0D)
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Auch das Eupafolin gehort zu den hiufiger in der Natur gefundenen Flavonoiden. Es ist jedoch
nicht so stark verbreitet, wie das Hispidulin (Verbindung 6), aber die Chemical Abstracts

(www.scifinder.cas.org) listen immer noch 539 Literaturstellelen zum Stichwort Eupafolin. Die

dlteste Veroffentlichung stammt von Naokata Morita (1960), der diese Verbindung als
Inhaltsstoff der Sesamblétter beschreibt.

In der Art Volutaria boranensis (Cufod.) Wagenitz wurde diese Verbindung noch nicht
gefunden. Eine Literaturrecherche ergab, dass Eupafolin weder in der Gattung Volutaria noch
in der Gattung Amberboa gefunden wurde. In der Gattung Centaurea, zu der einige Volutaria

Arten frither gehorten (Gadeschi et al, 1989) wurde dieses Flavonoid bereits hdufiger gefunden.
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2.2.7. Verbindung 8 (Boranensisflavon)

14"

OH
4!"

2!"
ll"

3"7

13"

Im Diinnschichtchromatogramm der Fraktion V.b.D.10.F.10 (s. Exp. Teil S., Kap. 5.2.1) fiel
Verbindung 8 durch ein bisher nicht beobachtetes Verhalten auf. Nach Entwicklung des DCs
(FlieBmittelsystem DC1, s. Exp. Teil, Kap. 5.2.1) zeigte 8 nach dem Bespriihen der DC-Platte
mit Anisaldehyd dunkelgelbe Farbe bei Rf = 0,34. dhnlich den Substanzen 4 und 5, die als
Sesquiterpenlactone identifiziert wurden. Nach dem Bespriihen mit Naturstoffreagenz zeigte 8
eine gelbe Farbung und beim Betrachten im UV-Licht (366 nm) eine gelbe Fluoreszenz. Dabei
zeigte 8 Ahnlichkeiten zu den Flavonoiden 6 und 7. Die nachfolgenden Reinigungsschritte, die
zur Isolierung von 2,55 mg der Verbindung 8 fiihrten, konnten an dieser Tatsache jedoch nichts
dndern. Auch im HPLC wurde nur ein Substanzpeak bei einer Retentionszeit von 27,79 min.
detektiert. Das gleichzeitig aufgenommene UV-Spektrum zeigte Maxima bei 278 und 336 nm,
was fiir das Vorliegen eines Flavonoids sprach.

Im HRESI-MS mit hochauflosender Massenmessung zeigte 8 das Quasimolekiilion [M+H]" bei
m /z = 645.1964, woraus sich die Summenformel C3sH3,012 ableiten lasst (Abb.2.102, S.164).

Da die Molekulargewichte der hier isolierten Flavonoide 6 und 7 bei 300 bzw. 316 lagen, war
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das Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse sehr iiberraschend. Sowohl 6 als auch 7
besitzen ein 15 Kohlenstoffe umfassendes Grundgeriist mit einer zusétzlichen Methoxygruppe
in Position 6. Bei einem so genannten Biflavonoid, einer Gruppe von in Asteraceen seltenen
vorkommenden Flavonoiden (Bohm und Stuessy, 2001), die hauptséchlich in Gymnospermen
und in Ginkgo biloba gefunden wurden (Menezes und Diederich, 2021), kdme man in die Néhe
eines solchen Molekulargewichtes. In Abb. 2.103 (S.166) ist das aus der Asteraceae
Eupatorium suhastatum isolierte 4',4"-Dimethylcuppressuflavanone abgebildet und zwei davon
ausgehend theoretisch mogliche Strukturen auf Grundlage der Struktur von Hispidulin (6) oder
Eupafolin (7). Wenn man sich die Summenformel des theoretisch mdglichen Biflavonoids aus
Hispidulin (s. 2.103, S.167) anschaut, dann stimmt die Anzahl der Sauerstoffe mit der
Summenformel von 8 iiberein, es fehlen aber 3 Kohlenstoffe und 10 Wasserstoffe. Bei der
Einflihrung von drei Methoxygruppen hétte man auch hinsichtlich der Kohlenstoffe die gleiche
Anzahl erreicht, aber es wiirden 4 Wasserstoffe fehlen, so dass es sich nicht um ein Biflavonoid

handeln konnte.

Intens. +MS, 3.4-3.9min #206-232
x104]
1 645.1964
o
2-
646.1997
4
‘4
647.2066
¢ 648.2119
L N W S T
643 644 645 646 647 648 649 650 651 mz

Abbildung 2.102: HRESI-Massenspektrum von Verbindung 8

Zur vollstandigen Aufklarung der Struktur von 8 wurden zunichst ein- und zweidimensionale
Spektren in CD30D aufgenommen (s. Abb. 2.104 bis 2.110, S. 172 bis 182 und Tab. 2.12,
S.169). Das Protonenspektrum (s. Abb. 2.104, S.172) von 8 zeigt insgesamt 19 Signale, von
denen eines bei & = 5.5 ppm durch eine Verunreinigung mit Dichlormethan verursacht wurde

(Wengzel, T. J.,1987).
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Die restlichen 17 Signale repréisentieren 28 Protonen, die aufgrund der im heteronuklearen 2D-
HSQC-Spektrum (s. Abb. 2.108, S.176) erkannten Korrelationen an elf Methin-, sieben
Methylen und einem Methylkohlenstoff gebunden sind. Letzter wurde aufgrund der
chemischen Verschiebung (du = 3.88, dc = 61.63 ppm) als Methylether erkannt. Daraus folgt,
dass Verbindung 8 neben 19 protonierte, 16 quartire Kohlenstoffe enthalten muss. Im
Tieffeldbereich des 'H-NMR fallen zwei Signale bei 6= 7.91 und 6.96 ppm auf, die jeweils mit
einer Kopplungskonstanten J = 8.4 Hz zum Dublett aufspalten und deren Integral erkennen
lasst, dass sie je zwei Protonen reprisentieren (s. Abb. 2.104). Aufgrund der Lage im Spektrum
und den vorher beschriebenen Verdacht, dass es sich um ein Flavonoid handeln sollte, wurden
diese Signale dem B-Ring eines eines Flavonoides mit monohydroxyliertem B-Ring
zugeordnet. Das zugrundeliegende Spinsystem (AA’BB‘-System) wurde zuvor bei Hispidulin
(6) beschrieben. Dariiber hinaus fielen bei 6 = 5.61 und 6.06 zwei breite Singuletts einer
Methylengruppe auf, die aufgrund der Lage der Signale vermuten lieBen, dass es sich dabei um
die exocyclischen Methylenprotonen eines Sesquiterpenlactons handeln koénnte. Der
zugehorige Kohlenstoff fand sich bei & = 122.8 im '3C-NMR-Spektrum bei einem fiir a,f-
ungesittigte Cabonylverbindungen typischen Shiftwert (Heywood et al, 1977).
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4'4"-Dimethylcuppressuflavanone

(C32H26010), m/z =570

(C32H22012) m/z = 598

(C32H22014) m/z = 630

Abbildung. 2.103: 4',4"-Dimethylcuppressuflavanone aus Eupatorium subhastatum und

mogliche Biflavonoide ausgehend von Hispidulin und Eupafolin
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Dieses C-Atom war von einem zweiten Signal begleitet (6 = 126.1 ppm), dessen
Methylenprotonen ihre Signale bei & = 5.96 und 6.29 ppm zeigten. Durch das ebenfalls
vorhandene Singulettsignal fiir zwei Protonen bei § = 4.29 im '"H-NMR-Spektrum und die
Kohlenstoffsignale bei & = 166.4, 141.8 und 61.63 konnte ein 2-Methylenhydroxy-
methacrylsdureester erkannt werden. Die im Spektrum von 8 gefundenen Shiftwerte stimmen
dabei genau mit den bei Verbindung S ermittelten Daten {iberein (s. Tab. 2.9, S.137). Zusammen
mit den Exomethylenprotonen eines Sesquiterpenlactons und den B-Ring Protonen eines
Flavonoids konnte daher vermutet werden, dass es sich bei Verbindung 8 und eine Substanz
handelt, die eine Kombination aus einem Sesquiterpenlacton und einem Flavonoid darstellt. Da
es sich bei 8 demnach um eine Hybridsubstanz aus zwei wichtigen Naturstoffklassen handelt,
stellt sich die Frage, welche Grundstruktur man fiir die Bezeichnung der Protonen und
Kohlenstoffe als Grundmolekiil ansehen sollte. Da prenylierte Flavonoide, mit einem an
verschiedenen Kohlenstoffen des Grundgeriistes angekniipften Cs-Rest (Hemiterpen), bereits
hdufiger gefunden worden sind (Chen, 2014.) und es auch einige Funde von Flavonoiden gibt,
die mit Sesquiterpenen verkniipft sind (Porzel et al, 2000) haben wir und dazu entschlossen,
Verbindung 8 als ein substituiertes Flavonoid aufzufassen. Die Nummerierung ist daher analog

zur Bezifferung der Kohlenstoffe von Flavonoiden durchgefiihrt worden (Tab 2.9).

Die Zuordnung aller Signale im 'H- und '*C-NMR Spektrum gelang iiber die in den
zweidimensionalen COSY, HSQC und HMBC-Spektren registrierten Kreuzsignale.
Ausgehend von den beiden Dubletts fiir je zwei Protonen (H-2/6° und H-3°/H-5°) des AA’BB*-
Systems der B-Ring-Protonen des zugrundeliegenden Flavonoids, konnten zunidchst die
zugehdorigen Kohlenstoffsignale bei 6 = 129.6 (C-2°/6°) und 117.2 (C-3°/5°) zugeordnet werden.
Diese beiden Signale reprisentieren jeweils zwei Kohlenstoffe und sind die dominierenden
Peaks im 13C-NMR-Spektrum (s. Abb. S: 2.106, S. 174). Ausgehend von den Protonensignalen
von H-3°/H-5 und H-2°/6° findet man im long-range HMBC-Spektrum (s. Abb. 2.109, S. 177)
eine *J-Korrelationen zu den quartiren Kohlenstoffen C-1°¢ bei § = 123.5 ppm bzw. C-4° bei &
= 162.8 ppm. Das C-1° des B-Rings koppelt zusitzlich iiber drei Bindungen mit einem
Methinproton bei 6 = 6.61 ppm, das aufgrund der Lage im Spektrum als das H-3 eines Flavons
erkannt wurde (s. Abb. 2.109). Das Signal des zugehorigen Kohlenstoffs findet sich im 13C-
NMR bei einem Shiftwert von bei 6 = 103.4 ppm, wie bei Verbindung 4. Die meta-standigen
B-Ring-Protonen an C-2¢ und C-6° zeigen neben der Kopplung mit C-4° eine weitere *J-

Kopplung zum Kohlenstoffsignal bei 6 = 166.1, welches zum C-2 des a,p-ungeséttigten Pyran-
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4-on Rings (C-Ring) gehdrt. Diese Zuordnung wird durch die ebenfalls vorhandene 2J-
Korrelation mit dem H-3 bei 6 = 6.61 ppm bestétigt. Das an C-3 gebundene Proton zeigt
insgesamt 4 Kopplungen zu Kohlenstoffsignalen. Neben den Kopplungen zu C-1° und C-2,
treten zwei weitere Kopplungen zu den Kohlenstoffsignalen bei 6 = 105.4 und 184.5 ppm, bei
denen es sich um das C-10 und das C-4 eines Flavons handeln muss. Wie ein Vergleich zu den
NMR-Daten von Verbindung 6 zeigt, treten alle bisher zugeordneten 'H- und '*C-NMR Signale
von 8 bei identischen bzw. sehr dhnlichen Shiftwerten auf. Wie bei Verbindung 6 finden sich
auch in den Spektren von 8 die Signale fiir eine aromatisch gebundene Methoxygruppe bei dc
= 61.6 ppm und 5u = 3.88 ppm als Singulett fiir drei Aquivalente Protonen. Uber den Crosspeak
zum Kohlenstoffsignal bei 6 =132.9 ppm findet man im HMBC den zugehorigen Kohlenstoff
des Aromaten, an dem die Methoxygruppe gebunden ist. Da in '"H-NMR Spektrum von 8 das
Signal von H-3, nicht wie in den Spektren von 6 und 7 von eine zweiten aromatischen
Protonensignal begleitet ist (H-8 in 6 und 7), kann die Methoxygruppe an C-6 oder C-8
gebunden sein. Da das mit den Methoxyprotonen koppelnde Kohlenstoffsignal beim exakt
gleichen Shiftwert wie das entsprechende Signal im Spektrum von 7 auftritt (s. Tab. 2.11,
S.153), sollte man davon ausgehen, dass der Flavonoidteil in Verbindung 8 ebenfalls ein 4°-
Hydroxy-6-Methoxyflavon darstellt. Die librigen quartdren Kohlenstoffe des Flavonoidteils

lassen sich aufgrund fehlender Korrelationen zunichst nicht zuordnen.

Beim Sesquiterpenteil gelingt die Zuordnung der Signale ausgehend von den beiden Protonen
der Exomethylengruppe am y-Lactonring. Da es sich hier um den Sesquiterpensubstituenten am
Flavon handelt, erhdlt der Kohlenstoff die Bezeichnung C-13°“. Die Signale von H-13“‘a bei oy
= 5.61 ppm und H-13°“b bei du = 6.06 ppm zeigen im HSQC jeweils einen Crosspeak bei d¢ =
122.8 ppm, was diesen Kohlenstoff als Methylenkohlenstoff ausweist. Beide Protonensignale,
insbesondere aber das H-13‘b, zeigen zwei Kreuzsignale zu Kohlenstoffen bei oc = 48.6 und
170.3 ppm, bei letzterem handelt es sich, aufgrund der typischen Lage im Spektrum, um den
Carbonylkohlenstoff des y-Lactonrings (C-12°¢). Der zweite iiber drei Bindungen koppelnde
Kohlenstoff ist das C-7°“. Das Signal dieses Kohlenstoffs liegt hier allerdings nicht sichtbar
unter dem Losungsmittelsignal des Methanols. Die Ermittlung der chemischen Verschiebung
war daher nur iiber den Crosspeak moglich. Zur Position dieses Kohlenstoffs gibt es auch im
HSQC eine Kopplung. Das an diesen C-Atom gebundene Proton findet sich im Signal bei on =
3.19 ppm. Das Aufspaltungsmuster von H-7° ist leider nicht eindeutig zu erkennen, da es von

zwei weiteren Protonen einer Methylengruppe tiberlagert ist (H-15°¢).

168



Tabelle 2.12: NMR Daten der Verbindung 8 (600 MHz in CD30D; 6 in ppm, (J in Hz))

'H NMR 13C NMR
8 Verb. 7 8 Verb. 7
2 - 166.1 166.4
3 6.61s 6.59 s 103.4 103.4
4 - - 184.5 184.3
5 - - 152.5% 154.7
6 - - 132.9 132.9
7 - - 156.7 158.8
8 - 6.56 s 105.6 95.3
9 - - 152.3%* 154.0
10 - - 105.4 105.8
1 - - 123.5 123.3
2¢ 7.91d(8.4) 7.84d(8.2) 129.6 129.5
3¢ 6.96 d (8.4) 6.93 d (8.5) 117.2 117.0
4° - - 162.8 162.8
5¢ 6.96 d (8.4) 6.93d (8.5) 117.2 117.0
6° 7.91d (8.4) 7.84d(8.2) 129.6 129.5
OCH; 3.88s 3.88s 61.6 60.9
Verb. 5 Verb. 5
1“ 3.54m 3.34 ddd (8.3 u. 6.4 u. 4.0) 44.0 41.6
2 2.52m 2.52dd (17.4u. 5.0) 42.8 43.9
2.55dd (17.4 u. 8.8)
3« - - n.d 221.3
4" 2.85m 2.40dd (7.6 u.2.2) 439 48.0
5 2.55m 242 m 52.5 52.3
6" 4.25t(10.3u.9.9) 428 dd (9.8 u. 8.7) 79.8 83.6
7" 3.19m 3.55ddt (10.4 u. 8.7u.3.2) 48.6 47.5
8 5.10m 5.14 ddd (10.8 u. 8.3 u. 6.1) 75.5 75.9
9“ 2.38 d (14.6) 2.37dd (13.2 u. 8.0) 37.7 43.1
2.77dd (14.1u.4.4) 2.96 dd (13.2 u. 5.8)
10“ - - 143.0 144.5
11“ - - 139.6 138.5
12“ - - 170.3 171.2
13“a 5.61 s (br.) 5.82d(2.9) 122.8 124.4
13D 6.06 s (br.) 6.20d (3.4)
14a/14'b 495s/5.035s 491s/5.11s 118.8 116.9
15“a/15b 323m/3.15m 1.23d (6.9) 25.6 15.3
1 - - 166.4 166.3
21 - - 141.8 141.8
3“a 5.96 s (br.) 6.00d (1.5) 126.1 126.2
3D 6.29 s (br.) 6.34d (1.3)
4 429 s 432s 61.6 61.7

n.d.: nicht detektiert *Zuordnung vertauschbar

169




Im Protonen-Protonen-Korrelationsspektrum (COSY, s. Abb. 2.107, S. 175) findet man
ausgehend von H-7°‘ die Kreuzsignale fiir die allylische Kopplung mit den beiden
Exomethylenprotonen an C-13°‘ und die Kopplungen zu den Protonen bei du = 4.25 ppm (H-
6°“)und 5.10 ppm (H-8°°). Die zugehorigen Kohlenstoffe finden sich bei 6¢c = 75.5 (C-8°) und
79.8 ppm (C-6°°). H-6 spaltet zum Dublett von Dublett mit Tripletthabitus auf. Aus dem Signal
lassen sich zwei Kopplungskonstanten in Héhe von 10.3 und 9.9 Hz entnehmen, woraus folgt,
dass die Protonen H-5°, H-6‘° und H-7°° zueinander trans-konfiguriert vorliegen und
Verbindung 8, wie die Sesquiterpenlactone 1-5 ein trans-Lacton darstellt. Der zweite
Kopplungspartner von H-6°¢ ldsst sich {iber den zweiten Crosspeak dieses Signals im COSY-
Spektrum lokalisieren. Das Proton an C-6°¢ koppelt dabei mit dem linken Teil (6u = 2.55) ppm
eines Multipletts fiir insgesamt 3 Protonen. Der zugehdrige Kohlenstoff findet sich bei 6c =
52.5 ppm. ES handelt sich dabei um das C-5°¢, das bei Verbindung 5 bei einem fast identischen
Shiftwert gefunden wurde. Der rechte Teil des Shiftbereiches in dem H-5°¢ gefunden wurde,
gehort zu zwei Protonen (H-2¢¢), die zu einer Methylengruppe gehoren (8¢ =42.8 ppm), und
gemeinsam mit H-5°° eine Kopplung zum Protonensignal bei 3.54 ppm (H-1°°) zeigen. Eine
weitere, schwichere Kopplung fithrt zum Multiplett des Protons an C-4°* bei d = 2.85 und dem
zugehorigen dc bei 43.9 ppm. Wie bei den Verbindungen 1-5 gibt es auch in den Spektren von
8 eine Kopplung zwischen dem H-8 und den Methylenprotonen H-9¢“a (6 = 2.38 ppm) und H-
9¢b (du = 2.77 ppm). Diese beiden Protonen zeigen keinen weiteren Kopplungspartner im
COSY-Spektrum, so dass der auf das C-9°° (6c = 37.7) folgende Kohlenstoff des
Cycloheptanrings (C-10°¢) ein quartdres C-Atom sein muss. Dieser Kohlenstoff trdgt, wie bei
1-5 eine exocyclische Methylengruppe (C-14¢¢), deren Signale bei 6c = 118.8 und 6u = 4.95
und 5.03 ppm gefunden wurden. Die Protonensignale zeigen im HMBC Korrelationen zu den
Kohlenstoffsignale von C-1°‘ und C-9°‘, was die Position von C-14°¢ bestitigt. Im Gegensatz
zu den Spektren von 4 und 5 besitzt Verbindung 8 keine Methylgruppe am Cyclopentanring.
Die Signale bei on = 1.23 und dc = 15.26 fehlen. Stattdessen findet sich ein Signal bei 6c = 25.7
ppm in BC-NMR, das mit den Protonensignalen bei du = 3.15 und 3.23 ppm korreliert ist.
Leider sind die beiden Signale von H-7 iiberlagert, so dass sich keine eindeutigen
Kopplungskonstanten ermitteln lassen. Leider fehlt im Spektrum der Nachweis der Ketogruppe
C-3¢“, da das Spektrum ungliicklicherweise nur bis 200 ppm aufgenommen wurde. Da alle
Positionen bis auf C-3 eindeutig zugeordnet werden konnten, sollte die Verbindung zwischen
dem Sesquiterpenlacton- und den Flavonoidteil von 8 zwischen C-15°‘ und dem C-8 bestehen.

Leider konnten keine Korrelationen zwischen H-4¢¢ bzw. H-14°° und den Kohlenstoffen C-7,
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C-8 und C-9 im HMBC-Spektrum gefunden werden, wodurch der beweis gefiihrt werden
konnte. Wegen des Fehlens des Signals von C-3 und der Problematik der Zuordnung der
quartidren Kohlenstoffe des A-Rings des Flavonoidteils, wurde ein weiterer Satz Spektren in

DMSO-ds aufgenommen (s. Abb. 2.111 bis 2.119, S.182 bis 190).
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Tabelle 2.12 zeigt die Zuordnung aller 'H- und '*C-NMR Signale aus den Spektren in Abb.
2.104 und 2.106. Alle bereits bei den CD3OD-Spektren beschriebenen Konnektivitdten finden
sich auch in diesem Losungsmittel wieder. Im 13C-NMR tritt bei 6 = 217.0 ppm das Signal
eines quartiren Carbonylkohlenstoffs auf, der den C-3 des Sesquiterpenlactons zugeordnet
werden konnte. Aufgrund der Shiftwerte der Nachbaratome konnte diese ja auch bei der
Auswertung des CD3OD-Spektrums vermutet werden, das Signal fehlte jedoch im Spektrum.
In DMSO-d6, in dem Hydroxylprotonen nicht durch Deuterium ausgetauscht werden kénnen,
findet sich im '"H-NMR-Spektrum nun zusitzlich das Singulettsignal der Hydroxylgruppe an
C-5 des im Molekiil vorhandenen Hispidulinteils (s. Abb. 2.116, S.187) erwartungsgemal} bei
8 = 13.15 ppm. Durch die %J- und *J-Kopplungen zum Signal dieser phenolischen OH-Gruppe
im HMBC-Spektrum kénnen die Kohlenstoffe bei 6 = 131.5 (C-6), 150.5 (C-5) und 103.7 (C-
10) gut zugeordnet werden. Wéhrend das C-5 keine weitere Korrelation zu anderen Protonen
zeigt, kann die Zuordnung des Signals von C-10 iiber eine Korrelation mit dem H-3 des C-
Rings zusitzlich bestitigt werden (s. Abb. 2.117, S.188). Das Signal von C-6 zeigt eine
zusitzliche Korrelation mit den Methylprotonen der Methoxygruppe, wodurch deren bereits
vermutete Bindung am C-6 des B-Rings eindeutig nachgewiesen werden konnte. Im COSY-
Spektrum (s. Abb. 2.115, S.186 ) ist die Korrelation zwischen H-4°¢ be 6 = 2.75 ppm mit dem
Signal fiir die Methylenprotonen an C-15°“ (6 = 3.07) deutlich zu erkennen. Der zugehorige
Kohlenstoff (C-15°‘) findet sich iiber den Crosspeak im HSQC-Spektrum (s. Abb. 2.115, S.186)
bei & = 24.2 ppm im 3C-NMR (s. Abb. 2.112, S.189). Durch das zusitzlich aufgenommene
BC-DEPT-Spektrum wird bestitigt, dass es sich bei C-15 um einen der insgesamt sieben im
Molekiil vorhandenen Methylenkohlenstoffe handelt (s. Abb. 2.114, S.185). Das Signal von H-
15¢“, dass leider auch in DMSO-d¢ von H-7°‘ iiberlagert ist, zeigt im in DMSO-d6
aufgenommenen HMBC-Spektrum wichtige Korrelationen, mit deren Hilfe die Verbindung des
Sequitepnelactons mit dem Flavonoid belegt werden konnte. Abbildung 2.117 und 2.118 (siche
S.188 u.189) zeigen AusschnittsvergroBerungen aus dem HMBC-Spektrum von Verbindung 8.
Das Signal von H-15°¢ besitzt Kreuzsignale mit dem Kohlenstoff C-5°¢ bei 6 = 50.7 ppm und
dem C-3* bei 217.0 ppm, das auch eine 2J-Kopplung mit H-4*¢ zeigt. H-15°° zeigt dariiber
hinaus Konnektivititen zu den Kohlenstoffen C-8 bei 6 = 103.9 ppm sowie C-7 und C-9 des
Hispidulinteils, die ein gemeinsames Signal bei 6 = 150.9 ppm besitzen. Das Sesquiterpenlacton

ist somit iiber das C-15 am C-8 des Flavonoids gebunden.

179



Beim Flavonoid handelt es sich um das Flavon Hispidulin (5), dessen Isolierung aus den hier
untersuchten Extrakten bereits beschrieben wurde. Da es sich bei Flavonen um planare
Molekiile handelt, spielt die Stereochemie bei diesem Teil von 8 keine Rolle, anders sieht es

beim Sesquiterpenteil aus.
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Tabelle 2.13: NMR-Daten der Verbindung 8 (600 MHz in DMSO-de; & in ppm, (J in Hz))

'H 13C NMR
8 Verb. 7 8 DEPT Verb. 7
2 - - 163.6 163.7
3 6.81s 6.77s 102.3 CH 102.3
4 - - 182.6 182.1
5 - - 150.5 152.7
6 - - 131.5 131.4
7 - - 150.9 157.5
8 - 6.58 s 103.9 94.3
9 - - 150.9 152.2
10 - - 103.7 103.8
1¢ - - 121.2 121.2
2¢ 7.98 d (J=8.5 Hz) 7.92d (8.9) 128.5 CH 128.4
3 6.95 d(J=8.8 Hz) 6.92d (8.9) 116.1 CH 116.0
4¢ - - 161.2 161.2
5¢ 6.95 d (J=8.8 Hz) 6.92d (8.9) 116.1 CH 116.0
6° 7.98 d (J=8.5 Hz) 7.92d(8.9) 128.5 CH 128.4
OCHj; 3.75s 60.2 CH; 60.0
OH an C-5 13.15s 13.07 s
Verb. 5 Verb. 5

1< 3.58 m 3.29dd (8.2u.5.7) 42.4 CH 40.1
2¢ 2.37m 2.34m 41.1 CH 42.4

249 m 2.49 m
3¢ - - 217.0 218.6
4¢ 2.75m 2.26 m 50.4 CH 46.0
5¢ 244 m 2.38 m 50.7 CH 50.2
6 4.37t(10.1) 4.33dd (104 u. 8.5) 77.3 CH 81.1
7 3.11m 3.51ddt (10.6 u. 8.6 u. 3.1) 46.3 CH 455
8 5.04 m 5.06 ddd (10.6 u. 7.6 u. 5.9) 73.5 CH 73.9
9¢¢ 2.23d (14.6) 2.29m 353 CH 40.9

2.74 dd (149 u.5.5) 2.83dd (13.1u. 5.8)

10 - - 142.2 143.0
11¢ - - 138.4 137.3
12¢¢ - - 168.3 168.9
13‘“a 5.46 d (J=3.0 Hz) 5.67d(2.8) 121.4 CH» 122.7
13“b 5.95d (J=3.4Hz) 6.08d (3.3)
14“a 4.85s 4.86s 118.0 CH; 116.2
14b 4.96 s 5.02s
15al5““b 3.07m 1.11d(7.2) 24.2 CH 14.7
1< 164.9 164.7
2¢¢e 140.8 140.8
3“‘a 5.89d (J=2.1 Hz) 124.4 CH 124.6
3“b 6.15d (J=1.7 Hz)
4 4.15s 59.6 CH; 59.6

181




00+30°04

90+30°5+

£0+30° T

£0+35°T+

2043072+

£0+35°2+

S'6
I

00T S0T OTT S'TIT 0¢I S¢T O0€T
I | I I 1 I I

L " L L L L "

q,¢

m.:N

‘.-.q

Q-.._m

-ﬁh
.:mH

9-) Ue *HI0

9/t

&

S-J UEHO

"H-NMR Spektrum von 8 (600 MHz in DMSO-ds)

Abbildung 2.111

182



o o P-4 - vy n gcunooo 0w wn MY w
aa an @ - aad0® s < SSa @ H2.5e+07
M~ fr-Rt=] o 0o mmms{\m I.Inm o <
W/ VA VoS V Voo
2.0E+07
r1.5e+07
1.0E+07
5.0E+06
0.0E+00
on B oo ox T
L - I i) ) A
O B e T B B I B I e SR
4838281807978 77767574737271706.96.886.7 S.GF?.(S E.‘)l 6.3 6.2 6.1 6.0 59 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6
ppm
e o e ComohE T vmnnnensadamenen nmnny
CEETE: g g 233358 NgoE5g rRrsseesvfanzasngay
e e b e ISR INIVIININY PP A
N W A RN RN PN
2.5E+07
2.0E+07
r1.5E+07
1.0E+07
-5.0E+06
~0.0E+00

Abbildung 2.112 : "TH-NMR Spektrum (gespreizt) von Verbindung 8 (600 MHz in DMSO-ds)

183



2000000

1500000

1000000

500000

ozve”

06'82—
TL0E—
ZEGE~

15”

9“

UV
LETP
EE°9P~—
9E 05~

0L05—

25765~
21709~

Z9EL
T1€4L—

57°70T~_
E2°€0T~
€6°€0T~

TT°STI
0T°9T1 3;
867 L1 —
P12~
PP 12T
65 vZ1
St'8TT—
SR0ET—F
ZSTET
swstf
£V BET
64 00T~
A4 a1

64°0ST~,
§8°0ST~

ST'T9T —
95°£9T—

06'+9T~
SZE9T—

SS°¢8T—

69T —
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Abbildung 2.114: *C-NMR DEPT Spektrum von 8 (150 MHz in DMSO-ds)
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Abbildung. 2.119: Ausschnitt aus dem 2D-HMBC-Spektrum von 8 (600 MHz in DMSO-dg)

Beim an das Hispidulin gebunden Sesquiterpenlacton handelt es sich vermutlich um
Verbindung 4 oder 5. Aufgrund der sich iiberlagernden Signale, bleibt die Stereochemie in
einigen Bereichen auch nach Auswertung der DMSO-d¢ Spektren unklar. Aufgrund der
Kopplungskonstanten in Hohe von 10.1 Hz, die man aus den Dublett von Dublett mit
Tripletthabitus des H-6°‘ entnehmen kann, ist H-6°°, ausgehend von der, wie bei allen
Guaianoliden vorhandenen, a-Stellung des H-7¢, B-orientiert. Dementsprechend muss H-5°¢ a-
stindig angeordnet sein. Aufgrund einer schwachen Kopplung zwischen C-1¢“‘ des 2-
Hydroxymethylacrylsdureesters und dem H-8, muss dieser wie bei den Sesquiterpenlactonen
zuvor an der sekunddren Hydroxylgruppe an C-8 gebunden sein. Da sowohl H-7‘¢ als auch H-
8“‘ nur als Multiplett auftreten, kann die relative Stereochemie an C-8°¢ leider nicht eindeutig
geklart werden. Da sowohl H-9a als auch H-7 und die zugehorigen Kohlenstoffe etwas
verschoben auftreten, kann auch der Shiftwert von C-8, der bei 75.5 ppm im Spektrum von 8
und 75.9 ppm im Spektrum von 5 bei nahezu identischem Wert gefunden wurde, nicht zur
Kldrung der Position der Hydroxylgruppe an C-8 herangezogen werden. Es ist zwar
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anzunehmen, dass die Flexibilitit des Cyclopentanrings, der aufgrund der Substitution an C-
4‘¢ in eine andere Position gezwungen wird, der Grund fiir die Verschiebung von C-9 und C-7
ist und sich der Ester an C-8, wie bei den anderen Verbindungen in der a-Position befindet, mit
Sicherheit sagen, ldsst sich das jedoch nicht. Ebenso problematisch ist die Stellung des
Flavonoidteils an C-4‘‘. Auch dort kann die Position wegen des Multiplettcharakters der
Protonensignale H-4‘° und H-15°, bzw. der Uberlagerung durch H-7°“ und H-9*‘b, nicht
geklart werden. Ausgehend von der Tatsache, dass 8, wie Verbindung 5, getrennte Signale fiir
C-2 und C-9 im in Methanol-d4 aufgenommenen *C-NMR Spektrum besitzt (s. Tab. 2.13,
S.181), kann angenommen werden, dass das H-4‘‘ a-stindig und die CH>-Gruppe (C-15) B-
orientiert ist. Wegen des gro3en Substituenten ist es aber auch moglich, dass die Substitution
von C-15 in 4 zu einem solchen Effekt fiihrt, so dass offen bleiben muss, welches der beiden

Epimere an C-4 hier Teil des Molekiils ist.

Wihrend einfache mit einem Cs-Rest substituierte Prenylflavonoide héaufig sind
(Barron&lIbrahim, 1994 ; Chen et al, 2004), wurden mit Sesqui- oder Diterpenen verbundene
Flavonoide bisher nur sehr selten in der Natur gefunden. Beispiele fiir solche Verbindungen
(Abb. 2.120) sind die Fissistigmatine A-D zu nennen, die aus der vietnamesischen
Arzneipflanze Fissistigma bracteolatum (Annonaceae) isoliert wurden (Porzel et. al, 2000)

oder das Denticulaflavonol aus "der Euphorbiaceae Macaranga denticulata (Sutthivaiyakit et

al., 2002).

OH

Fissistigmatin B : Denticulaflavonol

Abbildung 2.120.: Sesqui- und Diterpenoide Flavonoide
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Mit einem Sesquiterpenlacton verkniipfte Flavonoide sind bisher noch nicht in der Natur
gefunden worden. Bei Verbindung 8 handelt es sich demnach um einen neuen Naturstoff,
dessen Stereochemie hier aufgrund der geringen Menge leider nicht eindeutig gekléart werden

konnte.
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2.2.8 Verbindung 9 und 10 (2(S)- und 2(R )-Eriodictyol 7-O-glucuronid)

\\\\\““ 1
2

Die Verbindungen 9 und 10 fielen bei der Aufarbeitung von Fraktion V.b.M.7.1.sp3 des
Methanolextraktes als Gemisch an (s. Exp. Teil, Kap. 5.4.4). Zu diesem Zeitpunkt wurde die
Substanz aufgrund ihres einheitlichen Verhaltens fiir eine einzelne Verbindung gehalten. Im
Diinnschichtchromatogramm zeigte sie das typische Verhalten von Flavonoiden. Nach dem
Besprithen mit Naturstoffreagenz farbte sich ihre Substanzzone bei Rf = 0,61 (DC3, s. Exp.
Teil, Kap. 5.2.1) gelb. Im HPLC fand sich ein Peak bei R¢= 16,74 min, so dass auch nach dieser
Untersuchung zunéchst von einer Verbindung ausgegangen wurde. Das UV- Spektrum zeigte
Maxima bei A 284 und 328nm, so dass es sich um ein Flavonoid handeln sollte, wobei es,
aufgrund des chromatographischen Verhaltens, ein Flavonoidglykosid sein sollte.

Das mit Hilfe der Elektrosprayionisation im Negativ-Modus aufgenommene Massenspektrum
(s. Abb. 2.121, S.194) zeigt das Quasimolekiilion [M-H]" bei m/z = 463.3, ein Massenbereich,
der fiir Flavonoidglykoside spricht.
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Die anschlieend durchgefiihrte hochauflésende Massenspektrometrie (HRESI, s. Abb. 2.122,
S.194) ergab eine genaue Masse von m/z = 465.1020 aus sich die Summenformel C>1H20012

ableiten lasst.
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Abbildung 2.121: Massenspektrum des Gemisches von 9 und 10 (ESI)
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Abbildung 2.122: HRESI-Massenspektrum des Gemisches von 9 und 10
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Zur vollstindigen Aufklédrung der Struktur wurden ein- und zweidimensionale Spektren in
CDs0OD aufgenommen (s. Abb. 2.123 bis 2.134, S.200 bis 213 und Tab. 2.14, S.196). Auf den
ersten Blick wirken die Spektren so, als ob sie zu einer einheitlichen Verbindung gehoéren
wiirden. Insbesondere das '*C NMR Spektrum (s. Abb. 2.127, S. 207), lisst bei oberflichlicher

Betrachtung diesen Schluss zu.

Im Kohlenstoffspektrum finden sich erwartungsgemal die Signale fiir 21 Kohlenstoffe, von
denen insgesamt elf aufgrund der C-H-Korrelation im HSQC als Signale von
Methinkohlenstoffen erkannt wurden. Nur ein Signal bei 6c = 44.22 ppm représentiert einen
Methylenkohlenstoff, dessen zugehorige Protonen bei o = 2.76 und 3.13 ppm in
Protonenspektrum (s. Abb. 2.123) auftreten. Beide Protonen zeigen neben der geminalen
Kopplung eine vicinale Kopplung mit dem Proton bei ou = 5.4 ppm, das am nichsten
Kohlenstoff gebunden ist (5c = 80.71 ppm). Aufgrund der Lage der Signale im 'H- und "*C-
NMR Spektrum sollte es sich um die beiden protonierten Kohlenstoffe C-2 und C-3 des C-
Rings eines Flavan-4-ons handeln (Esatbeyoglu etal, 2017).

Der zugehorige Ketonkohlenstoff tritt bei dc = 198.56 ppm im 13C-NMR auf und zeigt eine
starke 2J-Kopplung zu den Methylenprotonen an C-3 im heteronuklearen multiple-bond
Korrelationsspektrum (HMBC, s. Abb. 2.132-134). Die Integration der Protonensignale lief3e
dabei den Schluss zu, dass es sich bei den Signalen von H-2, H-3A und H-3B jeweils um ein
Protonensignal handeln kann. Anhand des Aufspaltungsmusters ist jedoch leicht zu erkennen,
dass sich im Shiftbereich des H-2 bei ca. 5.3 ppm, zwei nebeneinander liegende Dubletts vom
Dublett bei 6 = 5.34 und 5.33 ppm befinden (s. Abb. 2.124). Dies trifft auch fiir das H-3A zu.
Auch dort befinden sich zwei Dubletts vom Dublett bei 6u = 2.76 und 2.75 ppm dicht
nebeneinander. Bei der Integration dieser einzelnen Protonensignale stellt man fest, dass sich
die Konzentration der beiden Verbindungen nur zu etwa 10 Prozent voneinander unterscheidet.
Beim zweiten Signal der Protonen an C-2 unterscheiden sich die beiden Verbindungen nicht so
stark, die Signale treten hier etwas liberlagert auf, sind aber dennoch gut zu unterscheiden. Das
Signal zeigt insgesamt sieben Peaks, die von den beiden sich iiberlagernden Dubletts vom
Dublett der H-3B der beiden Verbindungen stammen. Nach Analyse der Kopplungskonstanten
konnte das Aufspaltungsmuster in diesem Bereich aufgeklirt werden (s. Abb. 2.123).
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Tabelle 2.14: NMR Daten der Verbindung 9 und 10 (a und b) (600 MHz in CD3;0OD; 6 in
ppm, (J in Hz)

'TH NMR Literatur 3C NMR Literatur
(Esatbeyoglu et al, (Esatbeyogl
2017) u et al,
2017)
a b a b
2 5.34(12.6u.3.2) |5.33dd (12.8 u.3.0)[5.36dd (12.8 u.2.9)| 80.71 80.65 80.7
3A [276dd(17.1u.3.1) 2.75dd (17.2u.3.0){2.79dd (17.2u. 3.0)| 44.22 44.18 44.2
3B [3.13dd(17.1u. 12.8)| 3.12dd (17.1u. (3.16dd (17.2 u. 12.8)
12.7)

4 - - - 198.56 198.53 198.6
5 - - - 164.60 164.57 164.9
6 6.18d (2.1) 6.18d(2.1) 6.23s 96.97 96.94 97.0

7 - - - 166.90 166.84 167.0
8 6.22d(2.2) 6.22 (2.2) 6.27s 98.00 97.99 98.1

9 - - - 164.94 164.90 164.6
10 - - - 105.02 105.01 105.0
1¢ - - - 131.57 131.55 131.6
2¢ 6.93 s (br.) 6.93 s (br.) 6.97 s (br.) 114.76 114.71 114.8
3¢ - - - 146.53 146.53 147.0
4¢ - - - 146.97 146.94 146.5
5¢ 6.788 m 6.788 m 6.83 s (br.) 116.25 116.25 1193
6° 6.793 dd (5.8 u. 1.9) [6.793 dd (5.8 u. 1.9) 6.86 s (br.) 119.30 119.26 116.3
1¢ 5.04 d (6.8) 5.03 (6.8) 5.05d (6.7) 101.11 101.07 101.1
2¢¢ 3.49m 3.49m 3.52m 74.40 74.40 74.4
3¢ 3.50m 3.50m 3.52m 77.40 77.40 77.5
4¢¢ 3.56 d (8.8) 3.56t(8.8) 3.84m 73.19 73.19 73.4
5¢¢ 3.90d (9.6) 3.90d (9.6) n.d. 76.65 76.65 77.5
6¢ - - - 170.67 170.67 n.d
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In den anderen Bereichen des Spektrums sind derartig getrennte Signale nicht zu erkennen,
weshalb man davon ausgehen kann, dass es sich bei 9 und 10 um C-2-epimere Flavanone
handelt, deren B-Ring an C-2 a- bzw. B-stiindig ist. Wenn man jedes einzelne Signal des '*C-
NMR spreizt, dann erhélt man fiir 13 der 21 Kohlenstoffsignale dicht nebeneinanderliegende
Pérchen, was das Vorhandensein zweier isomerer Verbindungen bestdtigt (s. Abb. 2.128 und
2.129, S. 208 u. 209 und Tabelle 2.14, S.196). Die Signale sind entsprechend den Positionen

durchnummeriert und jeweils mir ,,a“ und ,,b* gekennzeichnet.

Ausgehend von den Protonen- und Kohlenstoffsignalen von C-2 und C-3 des C-Rings gelang
die Zuordnung der Protonen und Kohlenstoffe des B-Rings {iber das HMBC-, HSQC- und das
COSY-Spektrum (s. Abb. 2.130 — 2.134, S.210 — S. 213). Das C-2 (&¢ = 80.71 (a) bzw. 80.65
(b)) zeigt eine Korrelation zu den Protonensignalen bei ca. du = 6.9 und 6.8 ppm. Die Integrale
dieser Signale zeigen, dass das Signal bei ou = 6.93 zwei und das Signal bei 6.8 ppm vier
Protonen représentiert. Aufgrund der Lage im Spektrum muss es sich hierbei um die sechs B-
Ring-Protonen der beiden Verbindungen handeln. Wie bereits zuvor bei den Flavonoiden
Hispidulin und Eupafolin ausgefiihrt, treten bei Flavonoiden mit drei Protonen am B-Ring
charakteristische ABX-Systeme auf, deren Protonen zu einem Dublett mit grofler, ortho-
Kopplung, einem Dublett mit kleiner, meta-Kopplung und einem Dublett vom Dublett
aufspalten. Bei einem 3°,4-hydroxylierten B-Ring, wie bei Verbindung 7, sind das die Protonen
H-2‘(Dublett, kleine Kopplung), H-5° (Dublett, groe Kopplung) und H-6° (Dublett vom
Dublett). Aufgrund der Tatsache, dass hier ein Gemisch von zwei isomeren Verbindungen 9
und 10 vorliegt, sind die Signale teilweise liberlagert. Wie bei Verbindung 7 liegt auch hier das
Signal von H-2‘am weitesten im tiefen Feld (du = 6.93 ppm) und tritt nur als verbreitertes
Singulett auf. Das Dublett vom Dublett bei du = 6.793 ist von den Signalen der beiden Protonen
an C-5° von 9 und 10 iiberlagert. Trotzdem konnten die Kopplungskonstanten in Héhe von 5.8
und 1.9 Hz ermittelt werden. Die Signale der zugehdrigen Kohlenstoffe befinden sich nach
Auswertung des HSQC-Spektrums bei dc = 114.76 und 114.71 ppm (C-2° a+b), 116.25 ppm
(C-5° atb) und 119.30 und 119.26 ppm (C-6° a+b). Die Shiftwerte der iibrigen drei quartiren
Kohlenstoffe des B-Ring konnten iiber das HMBC-Spektrum. Das C-1°¢ bei oc = 131.57 ppm
zeigt long-range Korrelationen zu H-5° und H-6° und zu H-3B, die Kohlenstoffe C-3¢ und C-4°
wurden tber die Konnektivititen zu H-2°, H-5° und H-6° lokalisiert, wobei das C-4°

Korrelationen zu allen drei B-Ring Protonen zeigt (s. Abb. 2.133).
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Bei o = 6.18 und 6.22 ppm finden sich die Signale fiir je zwei weitere aromatische Protonen,
bei denen es sich aufgrund der Lage im Spektrum und im Vergleich zu anderen Flavonoiden
(Mabry,1975) und die Protonen an C-6 und C-8 des A-Rings handelt. Auch wenn es sich um
verbreiterte Singuletts handelt, ist die Kopplung zwischen diesen Protonen im COSY-Spektrum
zu erkennen. Die zugehorigen Kohlenstoffe befinden sich bei 6c = 97.97 und 96.94 (C-6 a+b)
sowie 98.00 und 97.99 ppm (C-8 atb). Beide Protonensignale zeigen im HMBC einen
Crosspeak der 3J-Kopplung mit dem jeweils anderen Kohlenstoff (H-6 => C-8; H-8 => C-6).
Aufgrund der long-range Korrelationen im HMBC-Spektrum lassen sich die iibrigen
Kohlenstoffsignale des A-Rings ausgehend von diesen Protonen ebenfalls lokalisieren (s. Abb.
2.132). Sowohl H-6 als auch H-8 zeigen eine Kopplung zu den Kohlenstoffpaaren bei 6c =
105.0 und 166.9 ppm. Letztere Signale liegen im Bereich aromatischer Kohlenstoffe mit einem
Sauerstoffsubstituenten. Bei reguldr substituierten Flavonoiden sind das beim A-Ring die
Kohlenstoffe C-5, C-7 und C-9, die in diesem Frequenzbereich zur Resonanz kommen. Von
diesen drei Moglichkeiten befindet sich nur das C-7 (6c =166.9 ppm) im long-range
Kopplungsbereich beider Protonen (2J-Kopplung). Das andere Signalpaar (8¢ = 105.02 und
105.01 ppm) ist daher dem C-10 zuzuordnen. Die beiden iibrigen Kohlenstoffe, C-5 und C-9
lassen sich iiber die 2J-Kopplungen mit H-6 bzw. H-8 lokalisieren. Auch diese Beiden Signale
treten paarweise auf. Das C-5 findet sich bei 0c =164.60 und 164.57 ppm und das C-9 bei dc
=164.94 und 164.90 ppm. Da es keine Methoxysignale im Spektrum gibt, handelt es sich bei
den hier isolierten Verbindungen 9 und 10 um die Derivate des 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2,3-
dihydro-5,7-dihydroxy-4H-chromen-4-ons, ein Flavanon, das unter dem Trivialnamen
Eriodictyol bekannt ist. Im Gegensatz zu den Flavonen Hispidulin (6) und Eupafolin (7),

besitzen Flavanone ein asymmetrisches C-Atom, sie sind also optisch aktiv.

Eriodictyol kommt daher in der 2(S)- und der 2(R)-Konfiguration vor. Die hier isolierten
Verbindungen sind allerdings mit einem Zuckerderivat verbunden, dessen Protonensignale im
Shiftbereich von 3.49 bis 5.04 ppm auftreten. Es handelt sich dabei um insgesamt 4 Signale,
die bezogen auf beide Verbindungen (9 und 10) insgesamt 10 Protonen entsprechen. In
besonders exponierter Lage befindet sich ein Signal mit Tripletthabitus, das den zwei Dubletts
fiir die anomeren Protonen (H-1°°) eines jeweils iiber den Aldehyd des Zuckermolekiils
gebildeten Vollacetals zugeordnet werden kann (Bonner et al, 1975; Sadozai et al 1996). Das
zugehorige Kohlenstoffpaar (C-1°) befindet sich im typischen Shiftbereich solcher Acetale bei
dc =101.11 und 101.07 ppm.
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Im COSY findet man ein Kreuzsignal zwischen diesen Protonen und einem Protonensignal bei
ca. 3.5 ppm, das dem H-2‘‘ zuzuordnen ist. Das Integral dieses Signals représentiert insgesamt
4 Protonen und zeigt im HSQC die Crosspeaks zu zwei Kohlenstoffsignalen bei ¢ = 74.40 und
77.40 ppm. Uber die Zentren dieser Kreuzsignale lisst sich erkennen, dass es sich um zwei sich
iiberlagernde Protonensignale handelt (6u =3.49 und 3.50 ppm), wobei ou 3.49 zu dc¢ 74.40 und
Ou 3.50 zu oc 77.40 ppm gehort.
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Abbildung 2.123: 'H-NMR Spektrum von Verbindung 9 und 10 (600 MHz in CD;0D)
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Abbildung 2.124: 'TH-NMR Spektrum von Verbindung 9 und 10 (600 MHz in CD;0D) mit

Kennzeichnung der Signale fiir die Diastereomeren (a bzw. b)
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Abbildung 2.125: Ausschnitt aus dem 1H-NMR Spektrum von 9 und 10
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Abbildung 2.126: '"H NMR-Signale von H-3 (3B von 9 oben, 3B von 10 unten)
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Im HMBC (s. Abb. 2.132-2.134, S. 212-213) kann man aufgrund der Korrelationen zu den
Kohlenstoffsignalen bei dc = 101.11 (C-1°°) und 79.65 ppm (C-5°¢) erkennen, dass es sich bei
den Signalen bei ou 3.49 und d¢ 74.40 um das H-2*“ bzw. C-2°¢ handelt und sich das Signal des
H-3“ direkt daneben bei du 3.50 ppm im '"H-NMR Spektrum befindet (8¢ 77.40). Ausgehend
von H-3*¢ findet sich dann die Kopplung zu H-4°¢ (6u 3.56; 6c 73.19), das wiederum mit dem
H-5°“ bei ou = 3.90 koppelt (Ci5sH1206).

Aufgrund der genauen Massenmessung, bei der eine Masse von m/z = 465.1020 und die
Summenformel C>1H20012 ermittelt wurde, 14sst sich sagen, dass 9 und 10 jeweils eine Hexose
gebunden haben miissen. Da es sich beim Aglykon um das Eriodictyol mit der Summenformel
Ci5H1206 handelt, sollte der Zucker die Summenformel CeHi9oO7 besitzen. Diese beiden
Molekiile reagieren dann unter Wasserabspaltung zu den hier gefundenen
Eriodictyolglykosiden. Somit sind fiinf der sechs Kohlenstoffe des Glykosidteils der
Verbindungen 9 und 10 nachgewiesen. Zum sechsten, noch fehlenden Kohlenstoffsignal findet
sich leider keine Korrelation in den zweidimensionalen Spektren. Da bereits alle
Protonensignale zugeordnet sind, muss es sich beim sechsten Kohlenstoff um ein quartires C-

Atom handeln.

Bei den bisher in der Natur gefundenen, an Flavonoide gebundenen Hexosen handelt es sich
entweder um Zucker der D-Reihe, wobei besonders hédufig Glucose und Galactose mit der
Summenformel C¢Hi2O¢ gefunden wurden. Da der hier gebundene Zucker einen Sauerstoff
mehr und 2 Protonen weniger als die Glucose oder Galactose besitzt, muss es sich um eine
Zuckersaure handeln, deren an C-5 gebundene CH2OH-Gruppe zur Carboxylgruppe aufoxidiert
ist. Es muss sich daher entweder um die Glucuronséure oder die Galacturonsdure handeln. Die
beiden Zuckersduren unterscheiden sich nur durch die OH-Gruppe am C-4, die bei der Glucose
equatorial und bei der Galactose axial angeordnet ist. Der Vergleich mit anderen
Galacturoniden und Glucuroniden, ergab, dass es sich bei 9 und 10 um Derivate der
Glucuronsédure handelt (Kamiya, 2001). Dies steht im Einklang mit dem Aufspaltungsmuster
der Signale von H-4°‘ und H-5°¢ die nicht iiberlagert sind. H-4° spaltet zum Triplett auf und
zeigt dabei zu den Protonen an C-3°° und C-5°° jeweils eine Kopplung in Hohe von 8.8 Hz.
Dies bedeutet, dass H-4‘‘zu H-3°“ und H-5°¢ trans-angeordnet sein sollte, was die equatoriale
Anordnung der OH-Gruppe an C-4‘‘ belegt. H-5°° besitzt mit H-4°“ nur einen
Kopplungspartner. Das noch fehlende Kohlenstoffsignal (C-6°¢) der Carboxylgruppe an C-
5¢“findet sich bei dc = 170.67 ppm.
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Tab. 2.15: NMR Daten von 2(S)- und 2(R)-Eriodictyol in CD3OD (§ in ppm, (J in Hz)

'H NMR 13C NMR
2-(S) 2-(R) 2-(S) 2-(R)
2 5.29.dd (12.9 u. 3.0) 5.17.dd (12.5 u. 3.0) 79.5 80.4
3ax 3.08dd (17.1 u. 12.9) 2.96 dd (17.0 u. 12.5) 43.1 44.0
3eq 2.71dd (17.1 u. 3.0) 2.61dd (17.0 u. 3.0)
4 - - 196.8 197.7
5 _ ] 164.4 165.4
6 5.89d(2.1) 5.79d(2) 95.1 97.0
7 - 167.3 168.3
8 591d(2.1) 5.80d (2) 96.1 96.2
9 - 163.8 164.8
10 - 102.3 103.3
1¢ - 130.8 131.7
2 6.93s 6.83 s (br.) 113.7 114.7
3¢ - 145.9 146.4
4 i 145.5 146.8
5¢ 6.80d (1.2) 6.68-6.71 m 115.2 116.2
6° 6.80d (1.2) 6.68-6.71 m 118.2 119.2

(Zhang et al, 2006; Junior et al, 2008)

Abschliefiend bleibt noch zu kldaren, an welcher der vier im Molekiill vorhandenen
Hydroxylgruppen die Glucuronsiure gebunden ist. Aufschluss dariiber gibt die *J-Kopplung
des anomeren Protons H-1°‘, das iiber den Sauerstoff mit dem die OH-Gruppe tragenden

Kohlenstoff im HMBC-Spektrum koppelt.
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Das Signal von H-1°° bei ou = 5.03 bzw. 5.04 zeigt dabei ein Kreuzsignal mit dem
Kohlenstoffpaar bei 6c = 166.84 bzw. 166.90 ppm (s. Abb. 2.132 - 2.134). Diese beiden
Kohlenstoffsignalen gehdren zu den Kohlenstoffen C-7 von 9 und 10, bei denen es sich
demnach um die 7-O-glucuronide des 2(S)- und 2(R)- Eriodictyols handelt. Bei 2(S)- und 2(R)-
Eriodictyol handelt es sich um Enantiomere mit einem asymmetrischen C-Atom C-2. Diese
beiden Verbindungen sind bereits aus mehreren Pflanzen isoliert worden. In Tab 2.15 (siehe S.
206) sind die in CD30D aufgenommenen NMR-Daten der in zwei neueren Publikationen
verdffentlichten Daten aufgefiihrt. Die Messfrequenzen und auch die Gerdte waren dabei
unterschiedlich (Zhang et al, 2006; Junior et al, 2008, S. Tab. 2.15, S. 205). Grundsétzlich
diirften sich Enantiomere im NMR nicht unterscheiden, die Daten weichen dennoch ein klein
wenig voneinander ab, moglicherweise bedingt durch die unterschiedlichen Bedingungen. Bei
den beiden Eridictyol 7-O-glucuroniden handelt es sich nicht um Enantiomere, sondern um
Diastereomere, die sich in Bezug auf die asymmetrischen C-Atome C-2, C-1¢¢, C-2*¢, C-3*¢, C-
4 und C-5°° nur an der Position C-2 unterscheiden. Die Konfiguration am Zucker ist bei beiden
Verbindungen jeweils gleich, weshalb auch die NMR-Daten der Protonen und Kohlenstoffe bis
auf C-1°“/H-1°“in diesem Bereich gleich sind. Die iibrigen NMR-Daten unterscheiden sich
demnach. Ein solches Diastereomerengemisch wurde auch aus dem Farn Davallia mariesii
isoliert (Cui et al, 1990). Die Autoren beschreiben, dass sie die viele Protonen und Kohlenstoffe
als Doppellinien gefunden haben, so wie auch bei uns in den Abbildungen zu sehen. Auch
damals war die Trennung der beiden Diastereomeren nicht erfolgreich. Auch in der
Arbeitsgruppe von Brigitte Kopp in Wien (Ringl et al., 2007) wurde ein untrennbares
Diastereomerengemisch des 2(S)- und 2(R )-Eriodictyol 7-O-glucuronid isoliert. Aufgrund der
geringen Unterschiede zwischen den Kohlenstoff- und Protonensignalen, lie sich dort,
genauso wie bei uns, keine Zuordnung der Signale zu dem einen oder anderen Diastereomer
treffen. Eryodictyol 7-glucuronid wurde erstmals von Bohm und Gottlieb aus der Gattung

Stephanomeria (Asteraceae) beschrieben, die ersten NMR-Daten stammen von Cui et. al

(1990).

In den Gattungen Volutaria und Amberboa wurden 9 und 10 bisher noch gefunden, es ist der
erste Fund eines Flavanons in Volutaria boranensis. Innerhalb der Gattung Centaurea gibt es

einen Fund in Centaurea urvillei (Guelcemal et al., 2010).
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Abbildung 2.127: *C-NMR Spektrum von Verbindung 9 und 10 (150 MHz in CD;0D)
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Abbildung 2.128: Signale des '*C-NMR Spektrum von Verbindung 9 und 10
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Abbildung 2.130: 2D-COSY-Spektrum von 9 und 10 (600 MHz in CD;0D)
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Abbildung 2.131: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 9 und 10 (600 MHz in CD;0D)
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Abbildung 2.134: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von 9 und 10 (600 MHz in CD30D)
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2.2.9. Verbindung 11 (Chlorogensaure)

Verbindung 11 fiel bei der diinnschichtchromatographischen Untersuchung verschiedener
Fraktionen aufgrund ihrer hellblauen Fluoreszenz auf. Bereits im Studium wurde eine solch
auffillige Substanzzone in vielen Pflanzenextrakten beobachtet. Sehr wahrscheinlich sollte es
sich demnach auch in den Extrakten von Volutaria lippii um die relativ ubiquitdr vorkommende,
so genannte Chlorogensdure oder eine sehr dhnliche Verbindung handeln. Die Reindarstellung
gelang mit Hilfe der semipréparativen HPLC (s. Experimenteller Teil, Kap.5.2.5) aus Fraktion
6 des Methanolextraktes in einer Ausbeute von 5,27 mg (s. Exp. Teil, Kap. 5.4.4).

Im UV zeigte 11 Maxima bei A =239 und 325nm, ihr HRESI-Massenspektrum weist einen
Molekiilpeak bei m/z = 355,1020 auf (s. Abb. 2.135)

In;e1noss._ +MS, 3.4-3,5min #202-209

1.25

377.0840

1.00
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Abbildung 2.135: HRESI-Massenspektrum von 11
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Tabelle 2.16: 'H-NMR Daten der Verbindung 11 (600 MHz in CD30D; & in ppm, (J in Hz)) im Vergleich zu den vier moglichen

R

Caffeoylchinasdureestern

0
~
Z

H

11 1-OR @ 3-OR ° 4-OR P 5-0R P
1 ; ; - - -
2a 2.04m 1.96 dd (13.3;9.9) 2.04m 2.04m 2.04m
2b 2.17m 2.45 d (br.) (13) 2.17m 2.17m 2.17m

4.17 s (br.) 417 dd (4.23.3) 5331d (10.0:4.8) | 429q(br)(3.8) | 4.09d(10;4.8)
3.72dd (9.3;3.0) 3.52 (8.2,3.1) 3.80dd (9.9:3.2) | 4.89dd (8.4;3.0) | 3.75dd (9.93.2)
5.35 s (br.) 4.09ddd (10;8:42) | 421q(br)(3.1) | 421q(br)3.1) | 5331td(10:4.8)

6a 2.04m 2.20 dd (14.8;3.0) 2.04m 2.04m 2.04m
6b 217 m 2,57 dd (br.) (14.8;3.1) 2.17m 2.17m 2.17m
7 - - - - -
1¢ i - i i _
2¢ | 7.04d (br) 2.1) 7.05d (1.7) 7.15d 2.1) 7.17d (2.0) 7.14 d (2.0)
3¢ ; ; - , ;
4¢ i i - - i
5¢ 6.77d (8.1) 6.79d (8.1) 6.87 d (8.4) 6.87 d (8.4) 6.89 d (8.4)
6 | 6.95dd(83:2.1) 6.96 dd (8.1;1.7) 7.05dd (8.4,2.0) | 7.08dd (8.4;2.0) | 7.05 ddd (8.4;2.0)
7¢ | 7.56d(15.9) 7.56 d (15.9) 7.60 d (15.9) 7.66 d (15.9) 7.60 d (15.9)
8 | 627d(15.9) 6.28 d (15.9) 6.36 d (15.9) 6.4 d (15.9) 6.41d (15.9)
9¢ ; ; - , ;

2 Sefkow et al (2001), ® Choi et al (2006)
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Zur endgiiltigen Aufklarung der Struktur wurden ein- und zweidimensionale NMR-Spektren in
deuteriertem Methanol aufgenommen (s. Abb. 2.136 —2.141, S. 218-223)). Das '"H NMR zeigt
die Signale fiir insgesamt zwolf Protonen, von denen fiinf im Bereich aromatischer Protonen,
bzw. olefinischer Protonen zur Resonanz kommen. Uber die Auswertung der Kreuzsignale im
H,H-COSY-Spektrum, kénnen die drei Signale bei 6 = 7.04 (Dublett, ] = 2.1 Hz), 6.95 (Dublett
vom Dublett, ] = 8.3 und 2.1 Hz) und 6.77 (Dublett, J= 8.1 Hz) als typisches ABX-System eines
1,3,4-trisubstituierten Aromaten erkannt werden (Morrison et al, 1978). Die beiden anderen
Tieffeldsignale treten bei 6 =7.56 und 6.27 als Dubletts mit einer Kopplungskonstanten in Hohe
von 15.9 Hz auf und sollten zu Protonen an einer trans-konfigurierten Doppelbindung
zugeordnet werden. Aufgrund der Lage der Protonen- und Kohlenstoffsignale, die iiber das
HSQC-Spektrum zugeordnet werden konnten (s. Abb. 2.139 und 2.140, S.221-222 und Tab.
2.16, S. 215), der GroBe der Kopplungen und der im HMBC-Spektrum auftretenden Cross-
Peaks zwischen den Doppelbindungsprotonen und dem C-1° des aromatischen Ringsytems und
dem Quartidren Carbonylkohlenstoff bei oc = 168.85 ppm (C-9°), konnten alle Protonen und
Kohlenstoffe in diesem Bereich einem Zimtsiureester zugeordnet werden. Uber die Korrelation
der aromatischen Protonen H-2¢, H-6° und H-5° (6u = 7.04, 6.95 und 6.77 ppm) lieBen sich die
beiden, die ortho-Dihydroxygruppen tragenden C-Atome C-3° und C-4° bei 6c = 146.80 und
149.56 ppm erkennen. Es handelt sich demnach erwartungsgeméf um eine Kaffeesaure, die bei
der vermuteten Struktur der Chlorogenséure an die Chinasdure gebunden sein muss. Bei der
Chinasdure, die erstmals aus der Chinarinde isoliert worden ist, handelt es sich um die
la,30,40,5B-Tetrahydroxycyclohexancarbonsdure. Der substituierte Cyclohexanring wird von
einem quartdren Kohlenstoff (C-1), der die Carboxylgruppe (C-7) und eine Hydroxylgruppe
tragt, zwei Methylen- (C-2 und C-6) und drei hydroxylierten Methinkohlenstoffen (C-3, C-4
und C-5) gebildet. Die Signale der Protonen der sekundédren Alkohole finden sich im
entsprechenden Shiftbereich bei 6u=5.35,4.17 und 3.72 ppm. Die beiden Tieffeldsignale treten
beide als breite Singuletts auf, sie zeigen aber beide Kopplungen zum Protonensignal bei oc =
3.72 ppm, das als Dublett vom Dublett mit den Kopplungskonstanten J = 9.3 und 3.0 Hz auftritt.
Bei diesem Proton muss es sich um das hydroxylierte H-4 der Chinasdure handeln, das mit H-
3 und H-5 koppelt. Sowohl H-3 als auch H-5 zeigen Kopplungen zu zwei Multiplettsignalen im
hohen Feld bei 6 = 2.04 und 2.17, die je von einem der Protonen an C-2 und C-6 gebildet

werden.
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Die zugehorigen Kohlenstoffe wurden iiber die Korrelationen im HSQC und HMBC
zugeordnet. Der Kohlenstoff der Carboxylgruppe findet sich bei 8¢ = 178.48 ppm im '*C NMR-
Spektrum. Problematisch ist die Zuordnung des Kohlenstoff C-1, zu dem es leider keine

Korrelation gibt.
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Abbildung 2.136: 'H-NMR Spektrum von Verbindung 11 (600 MHz in CD3;0D)
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Abbildung 2.138: 2D-COSY-Spektrum von 11 (600 MHz in CD30D)
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Abbildung 2.139: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 11 (600 MHz in CD;0D)
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Abbildung 2.140: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 11 (600 MHz in CD30D)
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Der Vergleich mit Literaturdaten, fand sich im im Shiftbereich zwischen 75 und 80 ppm bei dc

=76.9 ppm ein gering intensives Signal, das dem C-1 zugeordnet werden kann.

Damit ist eindeutig belegt, dass Verbindung 11 einen Ester der Chinasdure mit der Kaffeeséure
darstellt. AbschlieBend ist die Frage zu kldren, an welcher der Hydroxylgruppen der Chinaséure
die Kaffeesdure tatsdchlich gebunden ist. Leider findet sich im HMBC-Spektrum kein
Kreuzsignal zwischen dem H-5 der Chinaséure und dem C-9° des Kaffesdurerestes, mit dessen
Hilfe die Position des Kaffeesdureesters am C-5 der Chinasdure und damit die Identitdt der
Substanz als Chlorogensdure eindeutig belegt wiare. Wir haben daraufhin einen Vergleich mit
den Literaturdaten der moglichen Ester zwischen China- und Kaffeesdure durchgefiihrt. Leider
ist es oftmals schwierig Literaturdaten fiir relativ ubiquitére Verbindungen, die schon sehr lange
bekannt sind zu finden. Die Chemical Abstracts listen bei der online-Suche unter

www.scifinder.cas.org 31.000 Literaturstellen zum Stichwort ,,chlorogenic acid*, bei der Suche

nach experimentellen Spektren findet man nur 20 Quellen. Zusétzlich erschwert wird die Suche
nach geeigneten Vergleichsdaten durch die unterschiedlichen zur Messung verwendeten
Losungsmittel, die in manchen Publikationen iiberraschenderweise sogar bei Protonen- und
Kohlenstoffspektren unterschiedlich sind. In Tabelle 2.17 (siehe S. 225) sind die 'H-NMR-
Daten der verschiedenen Caffeoyl-chinasduren (1-OR bis 5-OR) aus unterschiedlichen
Publikationen aufgefiihrt. Bei den NMR-Daten der 1-Caffeoylchinaséure handelt es sich um die
Daten nach Synthese der Verbindung, die Protonen wurden dabei nicht von den Autoren
zugeordnet. Wenn man die Shiftwerte der Protonen H-3, H-4 und H-5 der vier moglichen
Verbindungen mit den Daten von Verbindung 11 vergleicht, ist festzustellen, dass die 3-O- und
die 5-O-Caffeoylchinasdure sowie Verbindung 11 jeweils drei Protonensignale 6n bei etwa 5.3,
4.2 und 3.7 aufweisen. Die 1-O- und 4-O-Caffeoylchinaséduren scheiden demnach aus. Da die
Signale der Protonen C-3 und C-5 in unseren Spektren nur als breite Singuletts auftreten, 14sst
sich aufgrund der Kopplungskonstanten keine eindeutige Zuordnung durchfiihren, so dass
zundchst unklar bleibt, ob es sich bei 11 um die 3-O- oder 5-O-Caffeoylchinasdure handelt. Ein
Vergleich der 3C NMR Daten (s. Tab. 2.17) lisst jedoch eine Differenzierung zu. Im HSQC
von 11 findet man die Kohlenstoff / Wasserstoff-Signalpaare 6c 71.95/0u 4.17, dc 74.04/ on
3.72 und oc 72.17/ ou 5.35, wobei letzteres Péarchen, aufgrund der Lage des entsprechenden
Protons im Spektrum, entweder dem C-3/H-3 der 3-O-Caffeoylchinasdure oder dem C-3/H-3
der 5-O-Caffeoylchinasidure zugeordnet werden muss. Hillebrand (2004) gibt flir den

Kohlenstoff des veresterten, sekunddren Alkohols (C-3) der 3-O-Caffeoylchinasdure einen
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Shiftwert von d¢ = 68.3 ppm an, ein Shiftwert, der zu keinem der oxigenierten Kohlenstoffe bei
11 passen kann. Fiir die 5-O-Caffeoylchinasiure finden sich fiir den veresterten Kohlenstoff C-
5 jedoch bei Hillebrand (2004) und Esatbeyoglu et al. (2017) jedoch iibereinstimmend Werte
iiber 72 ppm, in letztgenannter Verdffentlichung wurde mit 72.1 ppm ein fast identischer Wert

fiir C-5 gefunden.

Tabelle 2.17: 3C NMR Daten der Verbindung 11 (600 MHz in CDs0D; § in ppm, (J in Hz))
im Vergleich zu den vier moglichen Caffeoylchinasdureestern

R

11 3.0-2 |5.0-2 |5.0-°
1 7690 | 754 | 762 | 763
2 3845 | 368 | 383 | 383
3 7195 | 683 | 714 | 715
4 7404 | 748 | 720 | 737
5
6
7

72.17 73.1 73.6 72.1
39.49 41.6 38.9 39.0
178.48 177.0 177.0 177.2
1¢ 127.81 128.1 127.9 127.9
2¢ 115.37 115.8 115.4 115.4
3¢ 146.80 146.8 146.8 146.9
4¢ 149.56 149.4 149.5 149.6
5¢ 116.48 116.5 116.5 116.6
6° 122.95 122.9 123.0 123.0
7¢ 147.00 n.r. 147.1 147.1
8 115.16 115.3 1153 115.3
9¢ 168.85 168.7 168.7 168.8

@ Hillebrand, 2004; ® Esatbeyoglu, T. et al. (s. Eriodictyol)
n.r.: not reported

Somit handelt es sich bei Verbindung 11, wie eingangs bereits vermutet, um die
Chlorogenséaure, die bereits von Gorter (1907) erwidhnt wurde. Weder in der Gattung Volutaria
noch in der Gattung Amberboa wurde das Vorkommen der Chlorogensaure beschrieben. In der
Gattung Centaurea, die wesentlich mehr Species umfasst und besser untersucht ist, wurde die

Chlorogenséaure bereits haufig gefunden.

225



2.2.10 Verbindung 12 (Arctiin)

Verbindung 12 wurde bei der chromatographischen Aufarbeitung der Fraktion 8.24 mit Hilfe
der Sdulenchromatographie (s. Exp. Teil, Kapitel 5.2.3) und in einer Ausbeute von 14,50 mg
(s. Exp. Teil , Kap. 5.4.3) isoliert. Bei der durchgefiihrten HPLC (s. Exp. Teil Kap. 5.2.4) wurde
die Substanz bei einer Retentionszeit von 14,94 Minuten registriert. Das bei der Detektion
aufgenommene UV-Spektrum zeigte Maxima bei A = 235nm und 275nm. Im hochauflésenden
HRESI-Massenspektrum wurde ein Quasimolekiilion bei m/z = 552.2437 gefunden. Aus dieser
Masse lisst sich die Summenformel C27H34011 [M+NH4]" errechnen (Abb. 2.142). Verbindung

12 besitzt demnach die Summenformel Cy7H34011.

Intens. +MS, 2.1-2.1min #124-126
x106
| 552:2437

1.0+
0.8+
0.6

D 553.2466

0.2
F JL 554.2486
0. A

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

551.0 551.5 552.0 5525 553.0 553.5 554.0 554.5 555.0 5555 miz

Abbildung 2.142: HRESI-Massenspektrum von 12
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Tabelle 2.18: NMR Daten der Verbindung 12 (600 MHz in CDClIs; 6 in ppm, (J in Hz))

'H NMR DEPT Tokar & Klimek (2004) Rahman et al.
in ppm in CDCI5/CD;0D (1990)
in DMSO/D:0

1 - 130.48 - 130.30 -
2 6.50 d (2.0) 112.10 | CH 6.57 d (1.7) 111.88 6.66 s (br.)
3 - 149.16 - 149.22 -
4 - 148.02 - 147.80 -
5 6.76 (8.2) 11159 | CH 6.74 d (8.2) 111.37 6.83 d (8.1)
6 6.56dd (8.2;2.0) | 12082 | CH 6.48 d (1.6) 120.61 | 6.60dd (8.2, 1.8)
7a 2.55m 38.12 | CH, 2.84s 37.94 v,
b 2.66 dd (13.9; 6.4)
8 247m 4126 | CH 2.47d(6.4) 41.06 v.
9a 3.84m 7138 | CH, | 4.11dd(8.7,7.8) 71.15 4.10dd (8.8, 7.1)
9b 4.12t(9.1) 3.87 dd (8.3, 8.4)
1 - 133.29 - 132.92
2 6.65 d (1.9) 11341 | CH 6.62 d (1.8) 113.18 6.78 d (1.6)
3¢ - 149.40 - 148.97 -
4 - 145.16 - 145.01 -
5¢ 6.94 d (8.3) 11725 | CH 6.90 d (8.1) 116.84 6.99 d (8.3)
6 6.60 dd (8.3;1.8) | 122.07 | CH 6.55dd(8.3,1.6) | 121.79 | 6.67dd(8.5,1.7)
7 2.85m 3447 | CH, 2.84s 3431 ca.2.8m
8¢ 2.55m 46.57 CH 2.54d(8.2) 46.37 v.
9¢ - 178.92 - 178.66 -
OCH; an C-3 3.79s 56.04 | CH; 3.69s* 55.86 3.72 %
OCHj3 an C-4 3.82s 56.07 | CH; 3.78s* 55.86 3.71 %
OCH;3 an C- 3.72s 56.12 | CH; 3.81s* 55.86 3.71 %
3¢
1 4.81d(7.1) 102.07 | CH 4.80d(7.4) 101.74 4.84d(7.2)
2¢ 3.67m 7339 | CH 73.11
3¢ 3.66 m 76.23 CH 3.50 - 75.86
4¢ 3.69 m 69.55 CH 375 (4H) 69.25
5 342m 76.04 | CH 76.05
6 3.85m 61.61 | CH, 61.36

*) Signale nicht zugeordnet

v.) Signale verdeckt durch Losungsmittel
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Die endgiiltige Aufkldrung der Struktur von 12 gelang mit Hilfe der 1D- und 2D-NMR
Spektroskopie (s. Abb. 2.143 — 2.153, S. 232-244 und Tab. 2.18, S.227). Das '*C-NMR-
Spektrum (s. Abb. 2.145, S. 235) zeigt die Signale fiir 27 Kohlenstoffe, von denen vier von
Methylen- und sechszehn von Methin- und Methylkohlenstoffen verursacht wurden, wie die
Auswertung des '*C-DEPT-Spektrums (s. Abb. 2.146) ergab. Die restlichen sieben, im DEPT
nicht reprdsentierten Signale mussten quartiren Kohlenstoffen zugeordnet werden (s. Tab.
2.18). Das Protonenspektrum zeigt im tiefen Feld zwischen 6 = 6.4 bis 7.0 ppm die Signale von
sechs aromatischen Protonen, die aufgrund des typischen Aufspaltungsmusters und der im 2D-
COSY (s. Abb. 2.147 bis 2.149) gefundenen Korrelationen zu zwei ABX-Systemen gehoren.
Die Protonen H-2, H-5 und H-6 eines 1,3,4-trisubstituierten Aromaten finden sich als Dublett
bei 6 = 6.50 (J =2.0 Hz), 6.76 (J = 8.2 Hz) und als Dublett vom Dublett bei 6 = 6.56 (J = 8.2;
2.0 Hz), begleitet von der zweiten Gruppe H2¢, H-5° und H-6° bei 6 = 6.65 , 6.94 und 6.60 ppm,
mit anndhern identischen Kopplungskonstanten, die zu einem zweiten ebenfalls 1,3,4-
trisubstuierten Phenylring gehdren. Uber das HSQC (s. Abb 2.150) wurden die zugehdrigen
Kohlenstoffe eindeutig zugeordnet (s. Tab. 2.18). Die jeweils drei quartiren Kohlenstoffe der
beiden trisubstituierten Aromaten findet man durch die Kreuzsignale der aromatischen
Protonen im HMBC Spektrum (s. Abb. 2.152) bei 6 = 130.48 und 133.29 (C-1, C-1°), 149.16
und 149.40 (C-3, C-3) sowie 148.02 und 145.16 (C-4, C-4°).Die Zuordnung der Kohlenstoffe
zu den jeweiligen Positionen gelingt durch die unterschiedliche Korrelation zu den Protonen
H-2, H-5 und H-6 bzw. H-2¢, H-5° und H-6° des jeweiligen Aromaten. In Tabelle 2.19 sind die
Kreuzsignale in HMBC aufgelistet. Die Kohlenstoffe C-3, C-4 und C-3° besitzen einen
zusétzlichen Crosspeak zu je einem drei Protonen-Singulett bei & = 3.79, 3.82 und 3.79 ppm,
bei denen es sich aufgrund der Lage im Protonenspektrum und der zugehdrigen Kohlenstoffe
(s. Abb. 2.152 und Tab. 2.19, S. 230) um die Signale dreier Methylether handeln muss. Das C-
4¢ hingegen zeigt ein Kreuzsignal mit einem Dublett bei 6 = 4.81 ppm. Der zugehorige
Kohlenstoff liegt bei & = 102.07 ppm, was ihn als Acetal-Kohlenstoff ausweist. Es sollte sich
bei den beiden Signalen daher um das anomere Proton H-1°‘ und das zugehorige C-1¢¢ eines
Zuckers handeln. Das Signal von H-1¢ spaltet durch die Kopplung mit dem Proton an C-2°
zum Dublett auf (J = 7.1 Hz). Das Protonensignal von H-2‘¢ findet sich als iiberlagertes
Multiplett bei 6 = 3.76 ppm. In diesem Bereich liegen auch zwei weitere Protonen des
Zuckermolekiils (H-3‘“ und H-4°“), was durch die Kopplungen zueinander im 2D-COSY und
durch die zugehorigen Kohlenstoffe C-2¢, C-3°“ und C-4*‘ (8¢ = 73.39, 76.23 und 69.55 ppm)

gezeigt werden kann. H-4° koppelt dann mit H-5°¢ bei 6 = 3.43 ppm und dieses wiederum mit
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dem Signal von H-6°“ bei 6 = 3.85 ppm. Wihrend das iiber das HSQC-Spektrum zugeordnete
C-5°, genauso wie C-1°°, C-2°“, C-3* und C-4‘° im '3C-DEPT-Spektrum als
Methinkohlenstoff erkannt wurde, handelt es sich beim C-6°° (8¢ = 61.61) um einen
hydroxylierten Methylenkohlenstoff. Das Multiplettsignal des H-6°¢ bei 3.85 ppm représentiert
allerdings drei Protonen, so dass bei dieser Frequenz ein weiteres Proton des Molekiils zur
Resonanz kommt. Ein Vergleich mit den Literaturdaten verschiedener Glykoside in CDCl;3
zeigt eindeutig, dass es sich bei dem an C-4° von 12 gebundenen Zucker um eine B-D-Glucose
handelt. Verbindung 12 besitzt daher zwei substituierte 3,4-Hydroxyphenylgruppen, die
dimethyliert bzw. monomethyliert und glykosidiert vorliegen.

Ausgehend von den aromatischen Protonen H-2 und H-6 sowie H-2¢ und H-6° findet man die
Signale eines an C-1 bzw. C-1° gebundenen Kohlenstoffs einer Seitenkette (C-7 und C-7°). Bei
beiden Kohlenstoffen, deren Signale bei & = 38.12 (C-7) und 34.47 ppm (C-7°) auftreten,
handelt es sich um Methylenkohlenstoffe .Die Protonensignale non H-7a und H-7b finden sich
bei & = 2.55 und 2.66 ppm, H-7’a und H-7’b kommen bei 2.83 und 2.87 ppm zur Resonanz.
Wihrend das Signal von H-7a durch andere Protonensignale iiberlagert ist, kann man bei den
anderen drei Signalen, die jeweils zum Dublett von Dubletts aufspalten, sehen, dass Sie neben
der geminalen Kopplung in Hohe von ca. 14 Hz eine weitere vicinale Kopplung zu einem
Proton am néchsten Kohlenstoff zeigen. Diese Protonen am C-8 und C-8¢ (6c =41.26 und 46.57
ppm) finden sich bei 6 = 2.47 und 2.55 ppm. Wihrend das Signal von 8° mit H-7a
zusammenfillt und daher kein Aufpaltungsmuster zu erkennen ist, tritt H-8 als Dublett vom
Triplett mit Kopplungskonstanten in Hohe von 15.6 und 7.8 Hz auf. Abgesehen von den
Kopplungen von H-8 und H-8° mit den jeweiligen Protonen an C-7 und C-7¢, koppeln die
beiden Protonen auch miteinander, so dass die Kohlenstoffe C-8 und C-8° miteinander
verbunden sein miissen. Dieser Befund legt im Zusammenhang mit den beiden trisubstituierten
Phenylringen die Vermutung nahe, dass es sich bei Verbindung 12 um ein Lignan, ein dimeres
Phenylpropan, handeln konnte (Liidemann & Nimz, 1974). Die beiden noch fehlenden,
endstdndigen Kohlenstoffe der Cs-Seitenkette der Phenylpropanteile finden sich aufgrund der
Korrelationen im COSY - und HMQC-Spektrum. H-8 koppelt dabei mit den zwei Protonen bei
0 =3.84und 4.12 ppm, die am Methylenkohlenstoff C-9 gebunden sind, H-8° besitzt neben den
Protonen am C-7 keinen weiteren Kopplungspartner, so dass das C-9° ein quartdrer Kohlenstoff
sein sollte. Im HMBC findet sich Kreuzsignale zwischen H-7° (°J) und H-8° (*J) mit dem
Kohlenstoffsignal bei 6 = 178.92 ppm, bei dem es sich aufgrund der Lage im Spektrum um den
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Carbonylkohlenstoff eines Esters oder Lactons handeln sollte (Budesinsky & Saman, 1995). Zu
diesem Kohlenstoff gibt es auch eine *J-Korelation zu dem Proton an C-8 und zum H-9b, sowie
eine schwichere Korrelation zu H-9a. Diese beiden Protonen gehoren zu einem hydroxylierten
Kohlenstoff, der mit der Carbonsdure an C-8° verestert ist, wodurch ein pentacyclischer
Lactonring ensteht. Die Protonen an C-9 zeigen daher ein 3J Korrelation {iber den

Ringsauerstoff des Lactons zum Carbonylkohlenstoff C-9°.

Tabelle 2.19: Wichtige H,C-HMBC (*J-Kopplungen) von Verbindung 12

H-2 => C-4; C-6; C-7 H-2’=>C-4’; C-6’; C-7*

und C-1 (3)) und C-1°¢ (%))
H-5=>C-1;C-3 H-5>=>C-1’; C-3’
und C-4 (%)) und C-4’ (3])

H-6=> C-2; C-4; C-7 H-6"=>C-2’; C-4’; C-7¢

H-7a,b => C-2; C-6; C-9; C-8’
und C-1 (3); C-8 (4).

H-7" => C-2’; C-6°; C-9°; C-8
und C-1 (3); C-8° (3)).

H-8 => C-1; C-7; C-9°
und C-7 (3J); C-9 (2); C-8* ()

H-8’ => C-1’; C-7; C-9
und C-7¢ (3J); C-9¢ (2J) ; C-8 ()

H-9a,b => C-7; C-8’; C-9¢
OCH; an C-3 =>C-3
OCH; an C-4 =>C+4

OCH; an C-3° => C-3’

H-1¢ => C-4%;

Lignane von Dibenzylbutyrolactontyp sind bereits mehrfach in der Natur gefunden worden.
Eine Substanz mit dieser Struktur ist unter dem Namen Arctiin bekannt. Diese Verbindung ist
am C-8 und C-8° jeweils (R)-konfiguriert. Das H-8 ist daher - und das H-8° a-stdndig, wodurch

diese beiden Protonen zueinander trans-stindig sind.

Grundsétzlich gibt es bei Phenylbutyrolignanen vier mogliche Stereoisomere am C-8 und C8°,
die Enantiomerenpaare 8(R),8‘(R)- und 8(S),8¢(S)- sowie 8(R),8°(S)- und 8(S),8‘(R)-, Wenn,
wie bei 12 eine Glucose gebunden ist, die bei Naturstoffen immer als D-Glucose vorkommt,
gibt es keine 8,8°-Enantiomeren mehr, sondern nur noch Diastereomere. In einer 1982
verdffentlichten Arbeit von Harmatha et. al. (1982) wird bereits beschrieben, dass die trans-

konfigurierten Benzylbutyrolactonderivate relativ schlecht aufgeloste NMR-Spektren zeigen,
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bei denen die Protonen H-8 und H-8° mit dem Methylenprotonen H-7a und H-7b als 4
Protonenmultiplett im Bereich von 6 = 2.5 — 2.6 ppm auftreten und auch die beiden Protonen
an C-7° ein gemeinsames Multiplett bei 6 = 2.9 ppm zeigen. Die ringstindigen
Methylenprotonen (H-9a und H-9b) zeigen bei den am Furan-2-on-Ring trans-konfigurierten

Phenylbutyrolignanen allerdings Signale bei unterschiedlichen Shiftwerte bei 6 = 3.9 und 4.2
ppm.

231



CH,Cl,
2{1
3'!‘

3
lf
iy M

33333

9a
6“

Sh
II|
1

1
\[1
1

T T T T
670 6.65 6.60 655

1 ippm)

T
675

ErAS 6.80
2.‘
6
6
T A
1111 1

T
690

rl\
1

T
695

—

Abbildung 2.143: 'H-NMR Spektrum von Verbindung 12 (600 MHz in CDCl3)
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Bei cis-konfigurierten Butyrolignanen sind die Protonensignale von H-8 und H-8’sowie H-7a,b
und H-7’a,b in einem relativ breiten Shiftbereich von 2.3 — 3.3 ppm gut aufgeldst. Die beiden
Protonen am C-9 kommen bei einer cis-konfigurierten Substanz gemeinsam bei 6 =4.0-4.1 ppm

zur Resonanz. Diese Beziehungen wurden von Li et al. (2003) bestétigt.

Da sich die Signale der Protonen H-9a und H-9b im 'H-NMR Spektrum von 12 deutlich
getrennt bei 0 = 3.84 und 4.12 ppm, und damit genau im von Harmatha et al. (1982)
angegebenen Shiftbereich, zuordnen lassen und die Signale H-7’a und H-7’b als Multiplett bei
2.85 ppm auftreten, sollte es sich bei 12 um ein trans-konfiguriertes Phenylbutyrolacton
handeln. Die Signale der vier anderen Protonen H-7a und H-7b sowie H-8 und H-8° treten hier
zwar nicht als ein Multiplett fiir 4 Protonen auf, sondern als ein Dublett vom Dublett bei 6 =
2.66 ppm fiir H-7b, ein Multiplett bei & = 2.55 ppm fiir H-7a und H-8‘ und ein Multiplett bei &
= 2.47 fiir H-8, die Signale liegen aber immer noch eng zusammen in Bereich von 2.4 — 2.85

ppm und nicht wie von Harmatha et al (1982) beschrieben breit gestreut zwischen 2.3 und 3.3

89,8°S (Styraxlignolide F) 8R,8°R (Arctiin)

Abbildung 2.144: Mogliche trans-konfigurierte Isomere von Verbindung 12

Die im zweidimensionalen NOESY -Spektrum (s. Abb. 2.153 und 2.154) gefundenen Kontakte
zwischen den Signalen der Methoxyprotonen bei & = 3.79 (OCH3 an C-3) mit dem Dublett bei
0=6.50 (H-2),6=3.82 (OCHj3 an C-4) mit dem Dublett bei 6 =6.76 (H-5) und 6 = 3.72 (OCH3
an C-3°) mit dem Dublett bei 6 = 6.76 (H-2°) bestétigen die Position der Methoxygruppen an

den beiden Aromaten.
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Das Signal des anomeren Protons der Glucose zeigt erwartungsgemal einen starken Crosspeak
mit dem H-5° und einen schwécheren mit den weiter entfernten H-6°‘ .Ausgehend von H-1°¢
findet man noch ein weiteres Kreuzsignal im Spektrum, das leider auch nicht zur
Differenzierung der beiden diastereomeren Struktren in Abb. 2.144 (S. 233) herangezogen
werden kann, aber die trans-Konfiguration der Protonen an C-8 und C-8° bestitigt. Das Proton
am C-1 der Glucose (H-1°¢) koppelt mit dem H-8 des Butyrolactonrings, was nur dann méglich

ist, wenn das Proton an C-8 und der glykosidierte Benzylrest zueinander cis-angeordnet sind.

Harmatha et al. (1982) untersuchten in Threr Arbeit auch die optische Drehung bekannter und
stereoselektiv synthetisierter Lignane. Dabei stellten Sie fest, dass linksdrehende Derivate
8R,8’R-konfiguriert sind, wihrend rechtsdrehende Verbindungen eine 85,8’ S-Konfiguration
aufweisen. Da Verbindung 12 linksdrehend ist, ihr Drehwert betrédgt - 3.75°, kann die absolute
Konfiguration als 8R,8’R zugeordnet werden. Es handelt sich bei Verbindung 12 demnach um
(3R,4R)-3-[(3,4-Dimethoxyphenyl)methyl]-4-[[4-(B-D-glucopyranosyloxy)-3-
methoxyphenyl|methyl]dihydro-2(3 H)-furanone.

Diese Verbindung ist unter dem Trivialnamen Arctiin bereits hdufiger beschrieben worden.
Verbindung 12 ist allerdings das erste Lignan, dass in der Gattung Volutaria gefunden wurde.

Arctiin ist aus verschiedenen Centaurea-Arten bereits isoliert worden.

234



F2.5E+07

r2.0E+07

r1.5E+07
~1.0E+07

~5.0E+06

~0.0E+00

STHT—

L1722 —

L1
Ly FE-"
¢I'8eE—
9T~

L8579t~
$6°05
95°€5-\
#0958\
20795~
2195~

19'19—

SS9,
8ETL
6E €L~
¥0°92 .

OCH; an C-

OCH,

4

an
c-3
C-4

c-3

3

55.95

56.05

‘

1 (ppm)

56.15

5625
7

el d

20°20T—

65 TTT~.
0T 21T,
TP e
STLIT
72021 —
20221~

8¥ 0ET—
6T EET—

9T'SHT~_
2081~
9T'6bT~:
0 61

6841 —

Abbildung 2.145:

235

BC-NMR Spektrum von Verbindung 12 (150 MHz in CDCls)
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2.2.11 Verbindung 13 (Taraxasterol)
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Verbindung 13 wurde aus der Fraktion V.b.8 durch Auskristallisation mit einer Ausbeute von
22,5 mg (s. Exp. Teil Kap. 5.4.3) gewonnen. Im DC (s. Exp. Teil, Kap. 5.2.1) zeigte
Verbindung 13 keine Loschung des Fluoreszenzindikator, so dass es sich nicht um eine
Verbindung mit vielen n-Elektronen, wie z.B. aromatischen Strukturelementen oder o.[3-
ungesittigten Carbonylstrukturen in den Verbindungen 1-12, handeln sollte. Die Retentionszeit
von 13 im HPLC betrug 36,80 Min. im HPLC (s. Exp. Teil, Kap. 5.2.4 ), im dabei
aufgenommenen UV-Spektrum zeigte 13 nur ein Maximum bei A = 202nm. Das im
Direkteinlass unter Elektronenimpact aufgenommene Massenspektrum (s. Abb. 2.155, S. 246)
lie} das Molekiilion bei m/z =426 erkennen. In Verbindung mit den intensiven Fragmenten bei
m/z = 207 und 189 war anzunehmen, dass es sich bei 13 um ein Triterpen handeln sollte

(Ayatollahi et al., 2011).
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Abbildung 2.155: EI-Massenspektrum von 13

Zur Strukturaufkldrung von 13 wurden 1D- und 2D-NMR-Spektren in Chloroform-d4
aufgenommen (s. Abb. 2.157 — 2.173, S. 252— 268 und Tab. 2.20, S 249). Das 3C-NMR-
Spektrum (s. Abb. 2.160, S. 255) zeigt 29 Kohlenstoffsignale. Wie sich spéter herausstellte,
fielen die Signale der Kohlenstoffe C-4 und C-22 auf den ersten Blick zusammen. Bei der
Spreizung des Signals konnte man dann erkennen, dass es sich um zwei ganz dicht
nebeneinander liegende Signale bei 6 =39.02 und 39.03 handelte (s. Abb. 2.161 und Tab. 2.20).
Somit konnten die Signale fiir 30 Kohlenstoffe gefunden werden, was die Annahme, dass es
sich bei 13 um ein Triterpen handelt, bestitigen konnte. Uber die Kreuzsignale im HSQC-
Spektrum konnten 24 dieser 30 Kohlenstoffsignale als Signale von protonierten Kohlenstoffen
erkannt werden (s. Abb. 2.165 — 2.168). Die sechs restlichen Signale stammen von quartiren

Kohlenstoffen.

Bei hidufig gefundenen, pflanzlichen Triterpenen unterscheidet man tetracyclische und
pentacyclische Verbindungen, von denen letztere hiufiger gefunden wurden. In Abbildung
2.156 (sieche S. 247) sind die vier wichtigsten Grundgeriiste dargestellt. Alle diese
Verbindungen besitzen eine Hydroxylgruppe am C-3 des Grundgeriistes und ohne Einfiihrung

von weiteren Sauerstoffsubstituenten oder Doppelbindungen besitzen sie flinf quartire
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Kohlenstoffe. Da bei Verbindung 13 ein zusétzlicher quartérer Kohlenstoff registriert wurden,
muss eine Substitution oder eine Doppelbindung vorliegen. Das 'H-NMR (s. Abb. 2.157 ) zeigt
die Signale der Protonen von 13, die sich wie bei allen Triterpenen in vielen Bereichen stark
iiberlagern. Das am weitesten ins tiefe Feld verschoben finden sich zwei dicht nebeneinander
liegende Tripletts fiir je ein Proton bei 6 = 4.60 und 4.62 ppm. Aufgrund der im HSQC-
Spektrum (s. Abb. 2.165) auftretenden Korrelation mit nur einem Kohlenstoffsignal bei ¢ =
107.28, handelt es sich hier um die Protonen an einer Doppelbindung, die entweder endstandig
in der Seitenkette oder exocyclisch lokalisiert sein muss. Aufgrund dieses Befunds kann kein
Triterpen vom Oleanan-Typ vorliegen, weil die Anordnung der Methylgruppen eine solche

Struktur nicht ermdéglichen kann (s. Abb. 2.156).
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Abbildung 2.156: Grundgeriiste hdufig vorkommender Triterpene
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Ein weiteres Signal bei & = 3.20 ppm tritt als Dublett vom Dublett in Erscheinung und korreliert
mit dem Kohlenstoffsignal bei 6 = 79.18. ppm. Hierbei handelt es sich um das Methinproton
des hydroxylierten Kohlenstoffs C-3 (Khalilov et al, 2003). Da keine weiteren Signale von
ungesittigten bzw. oxygenierten Strukturelementen auftreten, kann auch kein tetracyclisches

Triterpen vorliegen.

Sowohl beim Lupan- als auch beim Ursan-Typ besteht die Moglichkeit, dass einer
Methylgruppe gemeinsam mit dem bindenden Methinkohlenstoff ein Wasserstoffaquivalent
entzogen wurde. Bei Triterpenen vom Ursan-Typ kann die Doppelbindung zwischen C-19 und
C-29 bzw. zwischen C-20 und C-30 angeordnet sein, bei Lupanen ist dies nur in der
Isopropylseitenkette zwischen C-20 und C-29 bzw. C-30 mdglich. Bei Lupanen fiihrt das dazu,
dass alle im Molekiil vorhandenen Methylgruppen an quartdren Kohlenstoffen gebunden sind,
wodurch ihre Protonensignale als Singuletts flir drei Protonen auftreten miissen. Bei den
Ursanen hingegen bleibt bei Einflihrung einer Doppelbindung eine der Methylgruppen an C-19
oder C-20 zusammen mit einem Wasserstoff am Ringkohlenstoff gebunden, wodurch sie zum

Dublett aufspalten muss.
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Tabelle 2.20: NMR Daten der Verbindung 13 (600 MHz in CDCls; 6 in ppm, (J in Hz))

'H NMR 13C NMR Taraxasterol Taraxasterol
(Choi, 2004) (Ma, 2008)

1 0.94 m 38.92 38.8 38.82
1.72m

2 1.59m 27.55 27.4 26.90
1.62m

3 3.20 dd (11.5:4.8) 79.18 | 3.21d (br) (10.5] 79.0 | 3.21dd (11.2:44) | 79.20

4 - 39.03 38.9 38.88

5 0.70 dd (11.0;1.8) 55.51 554 55.51

6 1.37m 18.45 18.3 17.98
1.52m

138m 3422 34.1 33.78

- 41.05 41.0 39.92

130m 50.64 50.5 50.10

10 ] 37.29 372 37.18

1 127m 21.60 215 21.42
1.54 m

12 1.10 m 26.34 25.6 26.78
1.68 m

13 1.59m 39.33 38.9 38.76

14 - 42.19 42.1 42.22

15 0.94 m 26.81 26.7 26.89
0.97 m

16 1.15m 38.46 39.2 38.70
1.23m

17 - 34.69 34.5 33.22

18 0.96 m 48.81 48.7 48.64

19 2.09 m 39.53 38.3 39.45

20 - 154.81 154.6 154.55

21 (2.19ddd (15.4;10.4;5.1) 25.77 25.5 35.42
244 m

22 1.35m 39.02 394 38.76
141 m

23 0.970 s 28.13 0.98 s 28.0 27.95

24 0.767 s 15.53 0.78 s 154 15.59

25 0.850s 16.43 0.86 s 15.9 16.81

26 1.019s 16.04 1.03 s 16.3 16.08

27 0.930s 14.91 0.94 s 14.8 14.63

28 0.854 s 19.63 0.86 s 26.2 19.26

29 1.017d (6.7) 25.65 103d(6.5 | 195 25.42

30 4.60t(2.4) 107.28 4.62 s (br.) 107.1 4.54 107.12

4.62t(2.4) 4.60's (br.) 4.66
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Tabelle 2.21: Wichtige H,C-HMBC (*J-Kopplungen) von Verbindung 13

H-1=>C-3u. C-2 () u. C-5u. C-9 u. C-10 (3T) u. C-25

H-2 =>C-3 () u. C-10

H-3=>C-1u. C-2 (J)u. C-5u. C-23 u. C-24

H-5=>C-6 (*]J) u. C-7 u. C-9 u. C-23 u. C-24 u-C-25

H-6 =>C-5u. C-8 u. C-10

H-7=>C-6 (3J) u. C-26

H-9=>C-1u. C-5u. C-7u. C-8 (J) u. C-11 3T) u. C-12 u. C-14 u. C-25u. C-26

H-11=>C-8 u. C-13

H-12=>C-9 u. C-11 (J) u. C-13 (J) u. C-14

H-13=>C-8 u. C-11 u. C-15u. C-27

H-15=>C-13 u. C-17 u. C-27

H-16 => C-14 u. C-22 u. C-28

H-18 =>C-12 u. C-14 u. C-22 u. C-28 u. C-29

H-19 => C-13 u.C-18 (*J) u. C-20 (*J) u. C-21 u. C-30

H-21 => C-17 u. C-19 u. C-30 u. C-20 (3))

H-22 => C-20 u. C-21 (3J) u. C-28

H-23 =>C-3 u. C-4 (3J) u. C-5u. C-24

H-24 => C-3u. C-4 (3J) u. C-5 u. C-23

H-25=>C-1 u. C-5u. C-9 u. C-10 (*))

H-26 => C-7u. C-8 (3J) u. C-9 u. C-14

H-27 => C-8 u. C-13 u. C-14 (3J) u. C-15

H-28 => C-22

H-29 => C-19 (3J) u. C-20 u. C-30 (4))

H-30 => C-19 u. C-21

Im Protonenspektrum von 13 finden sich im Hochfeldbereich die Signale fiir sieben

Methylgruppen. Trotz teilweiser Uberlagerung der Signale durch andere Protonen, lassen sich

sechs Signale bei 5 = 0.767 (H-24), 0.850 (H-25), 0,854 (H-28), 0.970 (H-23) und 1.019 (H-

26) als Singulett fiir drei Protonen an einer Methylgruppe erkennen. Die zugehdrigen

Kohlenstoffe lieBen sich aufgrund der Korrelationen im HSQC eindeutig zuordnen (s. Abb.

2.165). Das Protonensignal der siebten Methylgruppe tritt als Dublett bei 1.017 ppm auf, die

Kopplungskonstante betrdgt 6.7 Hz. Bei Verbindung 13 muss es sich daher um ein Triterpen

vom Ursan-Typ handeln. Die Positionen der exocylischen Methylengruppe bzw. der

Methylgruppe an C-19 oder C-20 kann aus den Kreuzsignalen im COSY- und HMBC-
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Spektrum (s. Abb. 2.157 und 2.169) abgeleitet werden. Wenn die exocyclische Methylengruppe
an C-19 gebunden wire, miisste man °J-Kopplungen im HMBC-Spektrum zu den
Methinkohlenstoffen C-18 und C-20 finden, an letzterem wére dann die Methylgruppe
gebunden. Im Spektrum von 13 findet man ausgehend von den Methylenprotonen zwei
Crosspeaks zu den Kohlenstoffen bei & = 25.77 und 39.53 ppm. Das erste der beiden Signale
koppelt im HSQC mit zwei Protonen bei 6 = 2.19 und 2.44 ppm, es handelt sich demnach um
eine Methylengruppe, zu der die exocyclischen Methylenprotonen iiber drei Bindungen
koppeln. Damit kann diese nicht an C-19 gebunden sein, sie befindet sich daher am C-20,
wodurch klar wird, dass die zum Dublett aufspaltenden Methylprotonen (H-29, 6u = 1.017; dc
= 25.65) mit dem H-19 koppeln (6n = 2.09; 6c = 39.53). Ausgehend vom Protonensignal von
H-3 (6u = 3.20) lassen sich die Methylkohlenstoffe C-23 (6u = 0.97; 6c = 28.13) und C-24 (dn
=0.767; dc = 14.91) sowie C-1 (6u = 0.94; 6c = 38.92) lokalisieren. Tatséchlich ist es moglich
auf diese Art und Weise alle Protonen- und Kohlenstoffsignale von Verbindung 13 zuzuordnen

(s. Tab. 2.21 und Abb. 2.157 — 2.173).

Bei Verbindung 13 handelt es sich um das Taraxasterol, das bereits hdufig in der Natur
gefunden wurde. Die Verbindung wurde zum ersten Mal im Jahre 1912 von Power und
Browning als Inhaltsstoff der Lowenzahnwurzel von Taraxacum officinale, Asteraceae
beschrieben. Auch vom Taraxasterol ist es nicht leicht, geeignete NMR Daten zum Vergleich
zu finden. In Tabelle 2.20 sind die Daten von Choi et al. (2004) und Ma et al. (2008) gelistet.
Beide haben nur wenige Protonendaten angegeben und die Zuordnung der Kohlenstoffsignale
ist unterschiedlich. Wie man im Vergleich zu unserer, durch die Korrelationen abgesicherten
Zuordnung der Kohlenstoff- und Protonensignale sehen kann, stimmen die Daten insgesamt

sehr gut iiberein. Wir konnen daher erstmals die korrekt zugeordneten Daten angeben.

Taraxasterol ist bisher weder in der Gattung Volutaria noch in der Gattung Amberboa gefunden
worden. Als Inhaltsstoff von Centauraea-Arten ist die Substanz hiufiger beschrieben worden

(Gonzalez et al, 1983).
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Abbildung 2.157: 'TH-NMR Spektrum von Verbindung 13 (600 MHz in CDCl3)
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Abbildung 2.158: Ausschnitt aus dem 'H-NMR Spektrum von Verbindung 13

(600 MHz in CDCls)
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Abbildung 2.159: Ausschnitt aus dem 'H-NMR Spektrum von Verbindung 13

(600 MHz in CDCls)
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Abbildung 2.160: *C-NMR Spektrum von Verbindung 13 (150 MHz in CDCls)
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Abbildung 2.165: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 13 (600 MHz in CDCl3)
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2.2.12 Verbindung 14 (Pseudotaraxasterol-30-aldehyd)

28
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Verbindung 14 fiel in Fraktion V.b.8.9.K wegen der Ahnlichkeiten im Detektionsverhalten im
Vergleich zu Verbindung 13 auf. Durch Auskristallisation konnten 7,4 mg (s. Exp. Teil, Kap.
5.4.3) gewonnen werden. Im HPLC betrug Die Retentionszeit von 14 37,96 min. (s. Exp. Teil
Kap. 5.2.4). Das bei der HPLC aufgenommene UV-Spektrum zeigte ein Maximum bei A = 209.
Abbildung 2.174 (S. 270) zeigt das EI- Massenspektrum von 14 mit dem Molekiilion bei m/z
= 440 erkennen. In Analogie zum Massenspektrum von 13 kann aufgrund der intensiven
Fragmente bei m/z = 207 und 189 angenommen werden, dass es sich auch bei 14 um ein
Triterpen handelt. Das Molekulargewicht von Verbindung 14 ist um vierzehn Masseneinheiten
hoher als das von Taraxasterol (13). Eine solche Massendifferenz wiirde beispielsweise bei der
Methylierung der OH-Gruppe an C-3 entstehen, oder durch oxidative Einfilhrung eines
weiteren Sauerstoffatoms unter Entfernung eines Wasserstoffaquivalents (16-2). Da
Methylether von Oleananen oder Ursanen bisher noch nicht gefunden wurden, ist die Oxidation

eines Triterpens ausgehend von der Masse von Taraxasterol eher wahrscheinlich.
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Abbildung 2.174: EI-Massenspektrum von 14

Auch von 14 wurden 1D- und 2D-NMR-Spektren in Chloroform-ds aufgenommen (s. Abb.
2.175-2.189, S. 275 - 289). Im '*C-NMR-Spektrum (s. Abb. 2.178 ) fillt ein sehr weit ins tiefe
Feld verschobenes Signal bei & = 194.44 ppm auf, dessen Kopplung mit dem Proton bei & =
9.37 ppm man im HSQC-Spektrum sehen kann (s. Abb. 2.184). Aufgrund der Lage der Signale
lasst sich vermuten, dass diese von einem Aldehyd verursacht wurden, was die zuvor bei
Auswertung des Massenspektrums gemachten Uberlegungen unterstiitzt. Das hier zusétzlich
aufgenommene '*C-DEPT-Spektrum zeigt die Signale fiir neun Methylen- und vierzehn
Methin- bzw. Methylkohlenstoffe. Da sich keine Signale im Bereich von Methylethern in den
Spektren finden und die Aldehydsignale auf die Oxidation einer Methylgruppe hindeuten, sollte
14 ebenfalls 30 Kohlenstoffe besitzen, so dass in dieser Verbindung sieben quartdre C-Atomen
enthalten sein miissen. Im Vergleich zum Taraxasterol (13) besitzt Verbindung 14 einen
quartiren Kohlenstoff mehr und zwei Methylengruppen weniger. Ein Vergleich der *C-NMR
Spektren von 13 und 14 zeigt, dass es keine exocyclische Methylengruppe an C-20 gibt, weil
im Spektrum von 14 keine Signale bei 6c = 107.28 und o = 4.6 ppm vorhanden sind.
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Tabelle 2.22: NMR Daten der Verbindung 14 (600 MHz in CDCl3; & in ppm, (J in Hz))

'H BC DEP Literaturwert Literaturwert

T (Triana et al., 2011) (Reynolds,W.F. et al 1986)

1 0.94 m 3890 | CH» 0.88-092 m 38.7 0.95 t 38.77
1.72 m 1.70-1.74 m 1.73d

2 1.59 m 27.43 CH; 1.60-1.68 27.4 1.58 q 27.41
1.65 m 1.64d

3(320dd(11.6:47) | 79.16 | CH | 3.22dd(11.1;5.4) | 79.0 3.19 dd 78.98

4 - 3901 | C 38.8 - 39.86

5 0.69 m 5546 | CH 0.70-0-75 55.3 0.70 d 5531

6 138 m 1843 | CH» 1.35-1.39 18.2 1354 18.31
1.53 m 1.51-1.61 1.52d

7 1.39m 3435 | CH, 1.40-1.42 342 1.37m 34.25
141 m

8 - 41.18 C 40.9 - 41.08

9 1.29 m 50.45 CH 1.28-1.30 50.3 1.30d 50.43

10 - 3726 | C 37.1 - 37.10

11 1.26 m 2158 | CH, 1.28-1.32 214 126 q 21.56
1.55m 1.58d

12 125m 27.55 | CH, 1.28-1.32 272 123 ¢ 27.64
1.62 m 1.73-1.77 1.62d

13 1.65 m 39.17 CH 1.73-1.77 39.0 1.61t 39.23

14 - 42.41 C 42.3 - 42.34

15 0.95 m 27.03 CH» 1.07-1.11 26.8 1.01d 27.04
1.78 dd (13.7:4.6) 1.66-1.69 178 ¢

16 1.32m 36.63 | CHa 2.04d(6.1) 293 121t 36.71
1.40 m 1.31d

17 - 34.95 C 34.8 - 34.39

18 | 1.13dd (11.0;8.1) | 48.36 CH 1.15dd (10.6;8.1) 48.2 1.04 t 48.72

19 2.26t(7.1) 29.52 CH 2.25-2.31 29.7 1.57 m 36.32

20 - 148.58 C - 148.5 - 139.81

21 | 6.71dd (7.0;2.6) 149.36 CH 6.73 dd 149.3 5.25d 118.89

(6.0;3.2)

22 2.02 m 43.17 CH; 1.35s 43.0 1.56d 42.18
1.72d

23 0.974 s 28.14 CHs 0.79 s 28.0 098 s 28.00

24 0.77 s 15.53 CH3 0.87s 16.3 0.78 s 15.40

25 0.85s 16.42 CH3 0.99s 16.0 0.86 s 16.30

26 1.03 s 16.13 CHs 1.05s 15.4 1.04 s 16.06

27 0.969 s 14.87 CH3 0.99s 14.7 095s 14.75

28 0.67 s 17.66 CH3 0.69 s 17.5 0.73 s 17.71

29 1.02 d (6.4) 23.32 CHs 1.04d (7.3) 23.1 0.99d 22.54

30 9.37s 194.44 9.39s 194.1 1.64s 21.66
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Tabelle 2.23: Wichtige H,C-HMBC (*J-Kopplungen) von Verbindung 14

H-1=>C-2 (J)u. C-3 u. C-5u. C-9u. C-25

H-2=>C-1 (J)u. C-3 (J)u. C-4

H-3=>C-1u. C-2 (3J)u. C-4 (3J)u. C-23 u. C-24

H-5=>C-1u. C-4 () u. C-6 (3J) u. C-7 u. C-9 u. C-10 u. C-23 u. C-24 u. C-25

H-6 => C-4u. C-5 (3J) u. C-7 (3J) u. C-8 u. C-10

H-7=>C-5u. C-6 (*J) u. C-8 (*3J) u. C-9 u. C-26

H-9 => C-7 u. C-8 (J) u. C-10 (3J) w.C-11 () u. C-12 u. C-14 u. C-25 u. C-26

H-11=>C-8 u. C-10 u. u. C-12 (}J) u. C-13

H-12=>C-11 3J) u. C-18

H-13 => C-12 3J) u. C-15 u. C-18 ()

H-15=>C-8 u. C-13 u. C-14 (3J) u. C-16 () u. C-27

H-16 => C-14 u. C-15 () u. C-17 () u. C-18 u. C-22 u. C-28

H-18 => C-12 u. C-13 (3J) u. C-14 u. C-17 (3J) u. C-19 (3J) C-20 u. C-22 u. C-28 u. C-29

H-19 => C-13 u.C-18 (*3J) u. C-20 (*J) u. C-21

H-21=>C-17u. C-19 u. C-30

H-22 => C-16 u. C-18 u. C-17 (3J) u. C-20 u. C-21 (3J) u. C-28

H-23 => C-3 u. C-4 (J) u. C-5u. C-24

H-24 => C-3u. C-4 (3J) u. C-5 u. C-23

H-25=>C-1 u. C-5u. C-9 u. C-10 (*))

H-26 => C-7u. C-9 u. C-14

H-27=>C-8 u. C-13 u. C-15

H-28 => C-16 u. C-17 (*J) C-18 u. C-22

H-29 => C-18 u. C-19 (3J) u. C-20

H-30 => C-19 u. C-21 u. C-20 (¥))

Stattdessen findet sich ein verbreitertes Dublett vom Dublett fiir ein Proton bei ou = 6.71 ppm,

bei dem es sich um ein Proton an einer Doppelbindung handeln muss (Khalilov, 2003). Der
zugehorige Kohlenstoff findet sich bei ¢ = 149.36 ppm im *C-NMR-Spektrum. Im HMBC
(Abb. 2.187) zeigt dieses Proton eine 3J-Korrelation mit dem Carbonylkohlenstoff bei 8¢ =

194.44, so dass die Aldehydgruppe an einer Doppelbindung im Ring angeordnet sein muss. Da

nur bei Triterpenen vom Ursantyp die Methylgruppen am E-Ring nicht an quartéren

Briickenkopfatomen gebunden sind, muss die Aldehydgruppe entweder an C-19 oder C-20 des

E-Rings gebunden sein. Im Falle der Oxidation von C-29 zum Aldehyd, konnte die ringstandige

Doppelbindung nur zwischen C-19 und C-20 oder C-18 und C-19 angeordnet sein. In diesem
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Fall wéren bei sp2-hybridisierte Kohlenstoffe der Doppelbindung quartdr und wiirden kein
Proton gebunden haben. Bei einem an C-20 gebundenen, durch Oxidation von C-30
entstandenen Aldehyd, konnte die Doppelbindung auch zwischen C-20 und C-21 liegen. Bei
dem Proton bei oy = 6.71 ppm (6c = 149.36 ppm, CH) handelt es sich demnach um das H-21
und die Substanz stellt einen C30-Aldehyd dar. Zwei weitere Korrelationen von H-21 im
HMBC-Spektrum zu den Kohlenstoffsignalen bei 6c = 29.52 (C-19) und 34.95 (C-17)
bestitigen die Struktur. Wéhrend das C-17 ein quartirer Kohlenstoff ist, an dem eine
Methylgruppe (C-28, 6c 17.66, du 0.67) gebunden ist, handelt es sich bei C-19 um einen
Methinhohlenstoff. Das zugehorige Proton (H-19) findet sich bei 6u = 2.26 ppm. Dieses Proton
koppelt wie bei 13 mit der Methylgruppe C-29, deren Protonsignal als einziges Signal der
Methylgruppen zum Dublett aufspaltet. Die tlibrigen sechs Methylgruppen treten als Singulett
auf. Ein Vergleich der Protonen- und Kohlenstoffshifts der Methylgruppen von 14 mit den
praktisch identischen Werten von Taraxasterol (13) zeigt, dass die Struktur der beiden
Triterpene, abgesehen von der Aldehydgruppe und der Doppelbindung im E-Ring, weitgehend
gleich ist. Wie bei 13 finden sich auch in den Spektren von 14 die Signale fiir einen sekundéren
Alkohol in A-Ring (C-3). Ausgehend vom H-3 (6u = 3.20 ppm) bzw. C-3 (dc = 79.16) lassen
sich iiber die Korrelationen im COSY- und HMBC-Spektrum die Signale beiden
Methylgruppen am C-4 (C-23 und C-24) die Protonen an C-2 lokalisieren (s. Abb. 2.181 und
2.187 und Tab. 2.23, S.272). Durch die Auswertung samtlicher Korrelationen in den Spektren
von 14 lassen sich die restlichen Protonen und Kohlenstoffe eindeutig zuordnen (s. Abb. 2.175
—2.189und Tab. 2.22, S. 271). Die Signale wurden bereits von Triana et. al. (2011) zugeordnet,
allerdings wurde damals kein HMBC Spektrum aufgenommen. Aus diesem Grund ist die
damals vorgenommene Zuordnung teilweise falsch, die Daten stimmen aber insgesamt ganz

gut liberein.

Das Taraxasterol (13) besitzt eine exocyclische A2*°-Doppelbindung. Unter der Bezeichnung
Pseudotaraxasterol wurde sein Isomer mit ringstindiger A?**'-Doppelbindung in die Literatur
eingefiihrt. Bei Verbindung 14 handelt es sich somit um den Pseudotaraxasterol-30-aldehyd.
Diese Verbindung, die auch in den Chemical Abstracts (www.scifinder.cas.org) unter den
Namen (3f3,18a,19a)-3-Hydroxyurs-20-en-30-al, 3B-Hydroxy-20-taraxasten-30-al und y-
Taraxasterol 30-aldehyde gefiihrt wird, wurde bisher nur selten in der Natur gefunden, in den
Chemical Abstracts finden sich nur sechs Zitate. Erstmals gefunden wurde das Triterpen in der

Asteraceae Launaea spinosa, die genauso wie Taraxacum officinale zur Unterfamilie
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Cichorioideae gehort (Sarg et al, 1987.). Weitere Funde wurden in der ebenfalls zu dieser
Unterfamilie gehdrenden Gattung Ixeris (Shiojima et al, 1996) der zur Unterfamilie Asteroideae
gehorenden Gattung Pulicaria (Triana et al., 2011) und der Carduoideae gehdrenden Gattung
Saussurea (Huang et al., 2011) gemacht. Dariiber hinaus wurde die Substanz auch aus

Euphorbiaceen (Wolfsmilchgewidchsen) isoliert (Duarte et al., 2009).

In der Gattung Volutaria wurde Pseudotaraxasterol-30-aldehyd bisher noch nicht gefunden.
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Abbildung 2.175: 'TH-NMR Spektrum von Verbindung 14 (600 MHz in CDCl3)
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Abbildung 2.178: *C-NMR Spektrum von Verbindung 14 (150 MHz in CDCl5)
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Abbildung 2.181: 2D-COSY-Spektrum von 14 (600 MHz in CDCl3)
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Abbildung 2.184: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 14 (600 MHz in CDCl3)
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2.2.13 Verbindung 15 (Stigmasterol)

21

Die Verbindung 15 wurde durch spontanes Auskristallisieren aus Fraktion V.b.6 in einer
Ausbeute von 39,5 mg (s. Exp. Teil, Kap. 5.4.3) gewonnen. Ihre analytischen Daten (s. Exp.
Teil, Kap. 5.5), insbesondere das Massenspektrum deuteten bereits darauf hin, dass es sich um
ein Phytosterol, ein pflanzliches Sterin, handeln konnte. Das EI-Massenspektrum zeigt das
Molekiilion bei m/z = 412 und die charakteristischen Folgefragmente fiir ein Sterin mit
zusitzlicher Doppelbindung in der Seitenkette (s. Abb. 2.190) wie dies beispielsweise beim
hiufig gefundenen Stigmasterol der Fall ist.
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Abbildung 2.190: EI-Massenspektrum von 15
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Abbildung 2.191 (' S. 292) zeigt das Fragmentierungsmuster von Verbindung 15 in Anlehnung
an die in der Literatur beschriebenen Spaltprodukte von Stigmastrol und &hnlichen
Verbindungen (Afzal, 2012, Jiang, 2019 und Lukitaingsih, 2012) . Auffallig sind die intensiven
Fragmente bei m/z 271 und 255 die aus der Abspaltung der Seitenkette (CioHio = 139) aus den
Fragmenten bei m/z 410 [M-H2]" und m/z 394 [M-H,O]" resultieren (s. Abb, 2.190).

Zur endgiiltigen Absicherung der Struktur von 15 wurden 1D- und 2D-NMR Spektren in
Chloroform aufgenommen (s. Abb. 2.192 — 2.203, , S. 295 — 305 und Tab. 2.24, S.293). Das
BC-NMR zeigt erwartungsgemif die Signale fiir 29 Kohlenstoffe. Aufgrund der Korrelationen
mit den zugehdrigen Protonensignalen im HSQC-Spektrum (s. Abb. 2.198, S.301) konnten
sechs der Signale als Methylkohlenstoffe erkannt werden, neun Signale stammten von
Methylenkohlenstoffe und elf Signale wurden von Methinkohlenstoffen verursacht. Vier
weitere Signale zeigten keine Korrelation zu einem Protonensignal, so dass es sich um quartére
Kohlenstoffe handeln musste. Die Zuordnung dieser Signale gelang iiber die 2J- und 3J-
Korrelationen im HMBC-Spektrum (s. Abb. 2.200, S.302). Aufgrund der Spaltprodukte im EI-
Massenspektrum (s. Abb. 2.190), besitzt Verbindung 15 eine Doppelbindung in der Seitenkette,
deren Position je nach Verbindung unterschiedlich ist. Wihrend Stigmasterol ein A??>?3-Sterin
darstellt, gibt es auch Verbindungen mit einer Doppelbindung zwischen Czs und Cos
(Stigmastadienol) und zwischen Cz4 und Cag (Fucosterol). Auch die Doppelbindung in zugrunde
liegenden, tetracyclischen Androstan-Grundgeriist kann in unterschiedlichen Positionen
vorkommen, meist findet man eine A>%- oder A”8-Doppelbindung. In den Spektren von 15
finden sich die Signale fiir vier sp2-hybridisierte Kohlenstoffe bei 6 = 140.90, 138.47, 129.43
und 121.87 ppm. Wéhrend das am weitesten tieffeldverschobene Kohlenstoffsignal keine
Korrelation zu einem Proton im HSQC-Spektrum (s. Abb. 2.198) zeigt, finden sich die Signale
der an den anderen Kohlenstoffen gebundenen Protonen bei 6 = 5.15 und 5.02 ppm als Dublett
vom Dublett und bei & = 5.35 ppm als verbreitertes Dublett im fiir Protonen an ungeséttigten
Kohlenstoffen typischen Shiftbereich. Die Auswertung der Crosspeaks der beiden Dublett vom
Dublett Signale im COSY-Spektrum ergab, dass es sich dabei um die beiden miteinander
koppelnden Protonen an der Doppelbindung der Seitenkette handelt, die aufgrund der
Kopplungskonstante von ca. 15 Hz trans-konfiguriert sein muss. Jedes dieser
Doppelbindungsprotonen besitzt einen weiteren Kopplungspartner, so dass nur es sich bei 15
um ein A*>?3-Sterin handeln musste. Die Zuordnung simtlicher Signale der Seitenkette gelang

iiber die Korrelationen im COSY-, HSQC und HMBC-Spektrum (s. Abb. 2.195 —2.203).
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Tabelle 2.24: NMR Daten der Verbindung 15 (600 MHz in CDCls; 6 in ppm, (J in Hz))

'H BC Literaturdaten
Huang & Yang Lukitaningsih (2012) Kamal et al
2004 (2016)
la 1.08 m 37.41 1.30 m 37.4 37.1
1b 1.85m 1.84m
2 1.84 m 31.81 1.50 m 28.4 31.6
3 3.52m 71.97 3.52m 3.50 m 71.9 71.8
4a 224m 42.45 227m 425 415
4b | 2.30dd (5.12.2)
5 - 140.90 - 140.9 140.3
6 535d(53) | 12187 | 535d(4.8) 534dd | 121.9 121.7
7 1.53m 31.62 1.98 m 32.0 31.7
8 1.26 m 32.08 1.70 m 32.1 32.0
1.99 m
9 0.94 m 50.31 0.92m 50.3 50.1
10 - 36.66 - 36.7 36.7
11 1.50 m 21.24 1.50 m 20.0 20.8
12 2.00 m 39.83 2.0l m 39.4 39.6
13 - 42.37 - 46.0 42.3
14 1.02 m 57.02 1.10 m 56.9 56.7
15 1.06 m 24.52 1.09 m 23.2 24.3
1.55m 1.70 m

16 1.70 m 29.07 1.70 m 26.3 28.6
17 1.15m 56.10 1.20 m 56.2 55.9
18 0.70 s 12.20 0.68 s 0.68 s 12.0 11.6
19 1.01s 19.55 1.01s 1.01s 19.2 19.2
20 2.04m 40.65 1.28 m 40.6 40.1
21 1.03 d (6.7) 21.37 0.92d(6.2) 092s 19.6 20.5
22 |5.15dd (15.2;8.7)| 138.47 |5.16dd (15.3; 8.0) 5.01dd 138.5 138.0
23 |5.02dd (15.1; 8.7)| 129.43 |5.01 dd (15.3; 8.0) 5.16 dd 129.4 129.2
24 1.53m 51.39 1.50 m 514 51.1
25 1.46 m 32.05 1.90 m 29.3 32.0
26 0.80d (6.1) 19.13 0.79d (6.2) 0.83d 18.9 19.0
27 0.85d (6.2) 21.24 0.81d(6.2) 0.83d 21.2 21.2
28a 1.17m 25.56 1.20 m 24.5 25.4
28b 1.42m
29 0.80t(7.5) 12.40 0.86t(6.7) 0.83d 12.3 12.0
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Bei den anderen beiden Signalen (6 = 140.90 und 121.87) sollte es sich vermutlich um eine
Doppelbindung zwischen Cs und C¢ bzw. C7 und Cs handeln. Durch die *J-Korrelation zwischen
dem Signal des quartdiren sp’-hybridisierten Kohlenstoffs (8¢ 140.90) mit dem
Protonensingulett fiir eine Methylgruppe bei & = 1.01 ppm, konnte die Position der
Doppelbindung im B-Ring des Androstan-Grundgeriistes eindeutig bewiesen werden. Somit
sollte es sich bei 15, wie bereits vermutet, um das Stigmasterol handeln. Die Zuordnung aller
weiter Protonen und Kohlenstoffresonanzen gelang {ber die zweidimensionalen
Korrelationsspektren und ein Vergleich mit der Literatur zeigte groBe Ubereinstimmung (s.
Tab. 2.24). Leider finden sich nicht in allen Arbeiten NMR-Daten der Protonen- und
Kohlenstoffe, vielfach wurden aufgrund starker Uberlagerung der Signale nur wenige
Protonensignale zugeordnet (Huang & Yang 2004). Ein weiteres Problem ergibt sich aus der
Tatsache, dass das Stigmasterol in vielen Féllen im 1:1. Gemisch mit Sitosterol vorlag, so dass

es in einigen Féllen auch zu einer falschen Zuordnung gekommen sein kann.

Auch Verbindung 15 ist mit Sitosterol (s. Verbindung 16) verunreinigt, aber, wie man an der
Intensitét der kleineren Signale in den Spektren erkennen kann, betrigt die Verunreinigung hier

nur wenige Prozent, so dass die Zuordnung der Signale hier eindeutig ist.

Bei Stigmasterol (15) handelt es sich um eine ubiqitire Verbindung, es finden sich ca. 15.000
Literaturstellen in den Chemical Abstracts. Dennoch ist diese Verbindung in der Gattung
Volutaria bisher noch nicht gefunden worden. In der Gattung Amberboa wurde Stigmasterol
zusammen mit B-Sitosterol und Campesterol bisher nur in einer Species, A. divaricata,

beschrieben (Jagatap, 1976).
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Abbildung 2.192: 'H-NMR Spektrum von Verbindung 15 (600 MHz in CDCl3)
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Abbildung 2.198: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 15 (600 MHz in CDCl5)
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Abbildung 2.200: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 15 (600 MHz in CDCl3)
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2.2.14. Verbindung 16 (B-Sitosterol)

21

Verbindung 16 wurde als Nebenkomponente bei der Strukturaufkldrung von 15 gefunden (s.
Exp. Teil, Kap. 5.4.3). Bereits bei Auswertung des EI-MS fiel auf, dass neben dem dominanten
Molekiilion von 15 bei m/z = 412 ein weiterer, kleinerer Molpeak bei m/z = 414 detektiert
werden konnte. AuBlerdem fillt auf, dass gerade im Bereich der leichteren Fragmente, die
Signale paarweise auftreten m/z = 187/185, 175/173, 161/159; 147/145, 123/121, 109/107 und
83/81, was auf die um zwei Masseneinheiten schwerere Seitenkette bei Verbindung 16

zuriickgefiihrt werden konnte (s. Abb. 2.190, S.290 bei Verbindung 15).

Bei dieser Verbindung musste es sich demnach um das 22,23-Dihydroderivat des Stigmasterols,
das p-Sitosterol handeln. Durch Vergleich der bei der Strukturaufkldrung von 15
aufgenommenen NMR Spektren mit den in der Literatur gefundenen Daten des -Sitosterols
(Morales et al, 2003), konnte diese Verbindung trotz der Uberlagerung der Signale in weiten

Bereichen, eindeutig identifiziert werden.
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2.2.15 Verbindung 17 (Serotobenine)

Verbindung 17 fiel in der Methanolfraktion 6.1.7 an. Im DC besal} die Verbindung einen Rf-
Wert von 0,56 (s. Exp.Teil, Kap. 5.2.1). Die Substanzzone féarbt sich nach Bespriihen
Naturstoffsreagenz A bei Tageslicht gelb (s. Exp. Teil, Kap. 5.2.1., Tab. 5.2). Nach
semipréparativer Reinigung im HPLC (s. Exp. Teil, Kap. 5.2.5) wurden 6,4mg isoliert (s. Exp.
Teil, Kap. 5.4.4). Im HPLC betrug Die Retentionszeit von 17 21,53 Min: Das bei der HPLC
aufgenommene UV-Spektrum zeigte ein Maximum bei A = 231 und 285 nm. Abbildung 2.203
zeigt das HRESI-Massenspektrum von 17 mit dem Quasimolekiilion bei m/z = 351,3142
[M+H]". Daraus ldsst sich die Summenformel C20H3N2O4 ableiten. Damit muss es sich um das
erste stickstofthaltige Verbindung handeln, die aus einer Volutaria Art isoliert worden ist. Bei

einer Literaturrecherche zur Summenformel Cy0H1sN2O4 bei www.scifinder.cas.org fanden sich

7919 Strukturen in 3019 Literaturstellen.

Intens. .
x105 +MS, 3.0-3.3min #182-198
1.01 351.1342
0.8+
0.6

0.4

1 3731159
0.21
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Abbildung 2.204: HR-ESI Massenspektrum von 17
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Bei Kombination dieser Suche mit den Stichwortern Volutaria, Amberboa und Centaurea
erhielt man nur nach Eingabe von Centaurea zwei Publikationen von Sarker et. al. (1997) und
Kumarasamy et al. (2002) aus der Arbeitsgruppe von Sarker, inzwischen in Aberdeen
(Schottland), zu den Indolalkaloiden von Centaurea moschata. Zur endgiiltigen Aufklérung
der Struktur wurden das 1H-und 13C-NMR Spektrum von 17 aufgenommen (s. Abb. 2.205 und
2.206, S. 313-314). Die Zuordnung der Signale wurde {iber die 2d-COSY, HSQC und HMBC
Spektren abgesichert (s. Abb 2.207 —2.209, S. 315 - 317 und Tab. 2.25, S.310). Zum besseren
Vergleich wurde die Nummerierung aus der Verdffentlichung von Sarker et al. (1997)
iibernommen. Das '*C-NMR Spektrum zeigt erwartungsgemif die Signale fiir 20 Kohlenstoffe,
von denen eins zu einer aromatisch gebundenen Methoxygruppe gehort (6¢ 56.39). Das
korrespondierende Protonensignal findet sich iiber das HSQC Spektrum (s. Abb.2.208) als
Singulett fiir drei dquivalente Methoxyprotonen bei on = 3.85 ppm. Diese Methoxygruppe ist
aufgrund der *J-Korrelation im HMBC-Spektrum (s. Abb. 2.209) am aromatischen Kohlenstoff
bei 6c = 149.15 (C-3°%) gebunden. Dieser Kohlenstoff gehort zu den sechs Kohlenstoffen eines
1,3,4-disubstituerten Phenylrings der, wie bereits bei den Flavonoiden 6 und 7 und dem Lignan
12 gefunden, mit dem C-1°“ am restlichen Molekiil gebunden ist. Die drei Protonensignale der
aromatischen C-H Kohlenstoffe treten als typisches ABX-System bei on= 7.05 (d, H-2°°) 6.92
(dd, H-6°°) und 6.81 (d, H-5°°) auf. Die korrespondieren Kohlenstoffe liegen bei dc = 110.76
(C-2%9), 120.01 (C-6**) und 116.23 (C-5°). Uber die Kopplungen der Protonen des Phenylrings
im HMBC-Spektrum, kann einerseits das quartdre, hydroxylierte C-4 (Kopplungen mit H-2*
und H-6°“) bei dc = 147.52 identifiziert werden, andererseits findet sich eine Korrelation
zwischen H-2 und einem Kohlenstoffsignal bei oc = 85.71 ppm. Bei diesem handelt es sich
um das C-2 eines 2,3- disubstituierten Dihydrobenzofurans. Das zugehorige H-2¢ bei o= 6.25
ppm koppelt mit dem benachbarten Proton des Furanrings (hier H-1) bei 6u = 4.74 ppm. Beide
Signale spalten mit einen Kopplungskontanten J = 9.4 bzw. 9.5 Hz zum Dublett auf, wodurch
gefolgert werden kann, dass sie keine weiteren Kopplungspartner besitzen und trans-angeordnet
sind. Ausgehend von H-1 finden sich mit den Signalen des Carbonylkohlenstoffs bei dc =
174.39 (C-2) und des des quartédren, aromatischen Kohlenstofs bei 6c = 114.6 ppm zwei weitere
Kopplungspartner (2J-Kopplungen) iiber deren weitere Korrelationen die iibrigen
Strukturelemente identifiziert werden konnten. Das Kohlenstoffsignal C-10a zeigt eine °J-
Kopplung mit dem H-9 des Benzofurans bei on = 6.70 ppm, das eine ortho-Kopplung (J = 8.6
Hz) mit dem Proton bei ou= 7.22 ppm (H-8) besitzt.
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Tabelle 2.25: NMR Daten der Verbindung 17 (600 MHz in CD30D; 6 in ppm, (J in Hz))

17 Moschamindole
(Sarker et. al, 1997)

1H 13C lH 13C

1°“ NH 9.98 s (br.) -

3-NH 8.00 s (br.) -
1 4.74d (9.5) 5595 | 474d(94) 54.9
2 - 17439 | - 170.0
4 4.11 ddd (14.4, 12.1, 1.8) 42.13 | 4.10t(br.) 40.7

3.53 ddd (15.1, 4.3, 2.7) 348 m
5 3.17m 30.72 | 3.13m 28.0
3.07 dddd (16.65, 12.27, 2,74, 1.36)
6 - 112.15 | - 111.0
6a - 123.81 | - 122.3
7 - 134.54" | - 133.0
7.22 dd (8.6, 1.1) 112.73 | 7.22dd (8.6, 1.0) 111.3
9 6.70 d (8.6) 105.50 | 6.70 d (8.6) 104.1
10 - 153.87 | - 152.0
10a - 114.66 | - 113.5
2° 6.25d (9.4) 85.71 6.25d (9.4) 84.3
1 - 134.66" | - 133.0
2¢ 7.05d (2.07) 110.76 | 7.05d(1.9) 109.4
3¢ - 149.15 | - 147.8
4¢¢ - 147.52 | - 146.5
5¢ 6.81d(8.1) 116.23 | 6.81d(8.1) 114.8
6 6.92 dd (8.2, 2.0) 120.01 | 6.92dd (8.1, 1.9) 118.6
2" 7.08d (1.3) 126.01 | 7.08 d (1.0) 124.6
OCH3 an 3.85s 56.39 | 3.88s 55.0
C-3¢

* Zuordnung vertauschbar

Dartiber hinaus finden sich zwei Methylenkohlenstoffe bei dc = 42.13 und 30.72 ppm, die
zusammen mit dem tetrasubstituierten Aromaten und dem C-2°“‘ eines Indols ein substituiertes
Serotoninderivat bilden. In der Publikation von Sarker et al (1997) wurde dieser Kohlenstoff

als C-5°“¢ bezeichnet.

310



In den hier gemessenen Spektren spalten die Signale fiir die beiden Methylenprotonen an C-4
bei oy =4.11 und 3.53 ppm jeweils zum Dublett vom Dublett von Dubletts (ddd) auf (s. Tab.
2.25). In der Publikation von Sarker (1997) fand sich nur ein breites Triplett bei 4.10 und ein
Multiplett bei 3.13 ppm. Die beiden Protonen des direkt an das Indol gebundenen
Methylenkohlenstoffs C-5 wurden von Sarker als ein Multiplett fiir 2 Protonen bei éu= 3.13
beschrieben. In unseren Spektren finden sich zwei getrennte Signale fiir jeweils 1 Proton bei on
=3.17 und 3.07 ppm. Wihrend das Signal bei 3.17 ppm keine eindeutige Aufspaltung zeigt und
daher auch hier als Multiplett bezeichnet werden muss, spaltet das Proton bei du = 3.07 ppm
zum Dublett vom Dublett vom Dublett von Dubletts (dddd) auf. Neben der geminalen
Kopplung der beiden Methylenprotonen an C-5 und den beiden vicinalen Kopplungen mit den
Protonen an C-4, findet sich in diesem Signal noch eine weitere Kopplung, allylische Kopplung

mit dem Proton an C-2°“‘, was die Struktur weiter bestétigt.

Verbindung 17 ist auch unter dem Trivialnamen Moschamindole bekannt (Sarker et al., 1997).
In der urspriinglichen Publikation beschrieb Sarker et al. (1997) die beiden benachbarten
Protonen an C-1 und C-2° aufgrund von NOE-Effekten als cis-konfiguriert. Die dabei
gefundenen Effekte lieBen dies aber eigentlich nicht eindeutig erkennen. Vier Jahre spéter
verdffentlichte die gleiche Arbeitsgruppe (Cox et al., 2001) eine Rontgenstruktur von
Moschamindole. Auch wenn die absolute Stereochemie nicht gekliart werden konnte, wurde
erkannt, dass die beiden Stereozentren C-1 und C-2° gleich angeordnet sind, und entweder R,R-
oder S,S-konfiguriert vorliegen. Im abgebildeten ORTEP-Plot ist dabei gut zu erkennen, dass

die beiden Protonen an C-1 und C-2°¢ trans-konfiguriert vorliegen (Cox et al., 2001)

Insgesamt gesehen stimmen die hier ermittelten NMR Daten sehr gut mit den von Saker et al.
(1997) fiir das aus den Samen von Centaurea moschata isolierten {2-(3-methoxy-4-
hydroxyphenyl)}-dihydrofuro[k/]-1 H-pyrrolo[fg]-2-0x0-1,2,3,4,5,6-hexahydro-benzazocine

iiberein. Die von uns gemessenen 'C NMR Daten liegen geringfiigig hdher, was
moglicherweise an der unterschiedlichen Kalibrierung liegen konnte. Leider finden sich bei
Sarker et al. (1997) keine Informationen dariiber, ob TMS zur Kalibrierung der Spektren
verwendet wurde. Bei der Aufnahme unserer Spektren wurde kein TMS zugesetzt, die

Kalibrierung erfolgte auf das Losungsmittelsignal des Methanols bei 6c = 49.000 ppm.

Substanz 17 findet sich auch unter der Bezeichnung Serotobenine in der Literatur. Diese
Bezeichnung wurde erstmals 1985 von Sato et al. fiir ein phenolisches Amid aus den Samen

der Farberdistel, Carthamus tinctorius (Asteraceae), in die Literatur eingefiihrt. Die dort
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verdffentlichten NMR-Daten lassen sich nur bedingt mit den hier ermittelten Daten vergleichen,
da Sato et al, (1985) nur die NMR Daten nach Acetylierung der phenolischen OH-Gruppe an
C-4°* verdffentlicht hat. AuBerdem wurde das 'H- in Aceton-d6 und das '*C-NMR Spektrum
in DMSO-d6 aufgenommen. Sato et al. verdffentlichten aber bereits damals die Daten einer mit
Serotobenine durchgefiihrten Rontgenstrukturanalyse, bei der sie zu dem Schluss kamen, dass
es sich bei der aus Carthamus tinctorius isolierten Verbindung um ein Racemat des R,R- und
S,S-Serotobenine handelt (Sato, et al, 1985). Die Protonen an den beiden chiralen Zentren
waren dementsprechend trans angeordnet. Es bleibt unklar, warum Sarker et al. (1997) die

bereits 12 Jahre zuvor veroffentlichte Arbeit nicht erwahnten haben.

Bei Verbindung 17 handelt es sich demnach um das Serotobenine. Diese Verbindung ist von
grolem pharmazeutischem Interesse. Zhang et al. (2002) konnten zeigen, dass die strukturell
sehr dhnlich Substanz Decursivine aus der Araceae Rhaphidophora decursiva, die sich von
Serotobenine nur durch eine Methylendioxygruppe anstelle der OH- und Methoxygruppe am
Phenylring unterscheidet, eine, wenn auch geringe Aktivitit gegen Plasmodium falciparum,
dem Erreger der Malaria tropica, zeigt. Dies konnte auch durch Nyemeck et al. (2018) gezeigt
werden, die zeigen konnten, dass auch Serotobenine aus Campylospermum Arten eine gewisse
Aktivitdt gegen P. falciparum zeigt. Zeitgleich wurde die Verbindung erneut unter dem Namen
Moschamindole vom Kumarasamy et al. (2002) erfolgreich gegen verschiedene
Bakterienstimme getestet. In einer erst kiirzlich veréffentlichten Arbeit von Huang et a. (2021)
verdffentlichten Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese Verbindung, die als Konstituent von
Phragmites communis (Poaceae) beschrieben wird, in der Lage ist zytotoxische Effekte

gegeniiber Glioblastomzellen auszuiiben.

Serotobenine ist das erste Alkaloid, das in der Gattung Volutaria gefunden wurde.
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Abbildung 2.205: 'H-NMR Spektrum von Verbindung 17 (600 MHz in CD3;0D)
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Abbildung 2.206: *C-NMR Spektrum von Verbindung 17 (150 MHz in CD;0D)
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Abbildung 2.207: 2D-COSY-Spektrum von 17 (600 MHz in CD30D)
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Abbildung 2.208: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 17 (600 MHz in CDCl3)
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Abbildung 2.209: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 17 (600 MHz in CDCl5)
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3. Ergebnisse der pharmakologischen Untersuchungen

Untersuchung zur Zytotoxizitat

Im Arbeitskreis von Prof. Dr. Kassack, Institut fiir pharmazeutische Chemie der Heinrich-
Heine-Universitit Diisseldorf, wurden die zytotoxischen Eigenschaften der aus Volutaria
boranensis isolierten Verbindungen 1 —4, 6 - 8 und 12 - 15-gegeniiber Ovarialkarzinomzellen
der Zelllinie A2780 sens untersucht (s. Exp. Teil, Kapitel 5.6). Die Verbindung 5, bei der es
sich um das C-4 Epimer von 4 handelt, konnte ebenso wenig getestet werden wie das Gemisch
der beiden Eriodictyolglucuronide 9 und 10 und der Chlorogenséiure (11), da die Struktur dieser
Verbindungen erst zu spit aufgekldrt wurde. Neben den Substanzen, die aus Volutaria
boranensis isoliert werden konnten, wurden auch einige zuvor von Ingo Kolb in unserem
Arbeitskreis isolierten, prenylierten Flavonoide aus Erythrina burtii untersucht. Es handelt sich
dabei um drei Isoflavonoide, vier Pterocarpane und sechs Flavanone (s. Abb. 3.1 und 3.2)
(Passreiter et al, 2015). Tab. 3.1 listet alle aus Volutaria boranensis und Erythrina burtii

getesteten Verbindungen und deren Bezeichnungen in den pharmakologischen Tests.

Tabelle 3.1: Untersuchte Verbindungen aus Volutaria boranensis und Erythrina burtii

V. boranensis E. burtii

Isolipidiol/Lipidiol (2,3) AKC-01 4°-O-Methylabyssinone V (I11I) IKC-12
Cynaropikrin (1) AKC-02 | Abyssinone IV 4-O-methylether (IV) IKC-13
4a-Methylboranoflavon (4) | AKC-03 | Abbyssinone IV (V) IKC-14
Hispidulin (6) AKC-04 | Bidwillon A (VIII) IKC-15
Eupafolin (7) AKC-05 | Abyssinoflavanone VII 4‘-methylether (II) | IKC-16
Arctiin (12) AKC-06 | Addisoniaflavanon II (T) IKC-17
Taraxasterol (13) AKC-08 | Neorautenol (X) / Phaseolin (XI) IKC-18
Stigmasterol (15) AKC-10 | Wighteone 4'-methylether (VII) IKC-19
Boranensisflavon (8) AKC-11 Desmethyl-erysubin C (XIII) IKC-20

Glabridin (XII) IKC-21

Abyssinone II (VI) IKC-22

Glyasperin B (IX) IKC-23
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Flavanone

Abbildung 3.1: Aus Erythrina burtii isolierte und getestete Flavanone
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Abbildung 3.2: Aus Erythrina burtii isolierte und getestete Isoflavonoide und Pterocarpane
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Zur Bestimmung der Zytotoxizitdt gegeniiber den genannten Zellen wurden die isolierten
Verbindungen zunichst in jeweils nur zwei Konzentrationen (10 und 100 uM) untersucht. In
den Balkendiagrammen in Abbildung 3.3 und 3.4 (S. 323-324 ) und Tabelle 3.2 (Seite 322)
sind die Ergebnisse der MTT-Assays dargestellt (s. Exp. Teil., Kap. 5.6.2), im Vergleich zu
Cisplatin (cDDP, 100 uM), das als Positivkontrolle diente. Als Referenzwert wurden DMSO-
Losungen in zwei Konzentrationen (0,1% und 1%) mitgetestet, um Losungsmitteleffekte auf

die Toxizitdt der Verbindungen auszuschlieBen (s. Exp. Teil, Kapitel 5, 6.2).

Die meisten der getesteten Substanzen zeigten nur in einer Konzentration von 100 uM deutliche
Effekte. Nur drei der aus Volutaria boranensis isolierten Verbindungen zeigten bei dieser
Testkonzentration eine geringere Hemmung auf das Zellwachstum als Cisplatin (87,97 %). Das
Lignan Arctiin (12) war nur um etwa 10 % weniger stark wirksam, die Verbindungen 7
(Eupafolin) und 15 (Stigmasterol) blieben mit Werten von 54,8 und 43,1 %- Hemmung weit
dahinter zurtick (s. Tab. 3.2). Von den 12 Testsubstanzen aus Erythrina burtii erreichten nur
die Verbindung I (Addisoniaflavanon 1) und VII (Wighteone 4 -methylether) mit 72,5 bzw. 51,3
% keine Hemmwirkung in Bereich des Cisplatins von etwa 90 %, die anderen Substanzen

zeigten vielversprechende Werte (s. Tab. 3.2).
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Tabelle 3.2: Inhibition des Tumorzellwachstums in Prozent.

V. boranensis E. burtii
Verbindung 100 pM 10 uM Verbindung 100 pM 10 uM
1 (AKC-02) 87,2 87,7 I (IKC17) 72,5 3,02
2/3 (AKC-01) 88,1 0 IT (IKC-16) 90,4 14,9
4 (AKC-03) 87,9 88,6 I (IKC-12) 90.9 24,4
6 (AKC-04) 69,7 0 IV (IKC-13) 88,5 64,1
7 (AKC-05) 54,8 23,8 V (IKC14) 90,4 18,5
8 (AKC-11) 89,3 88,4 VI (IKC-22) 90,7 35,7
12 (AKC-06) 71,20 63,60 VII (IKC19) 51,3 6,13
13 (AKC-08) 83,9 0 VIII (IKC-15) 88,8 7,11
15 (AKC-09) 43,1 1,5 IX (IKC-23) 88,9 7,5
X/XI (IKC-18) 91,6 23,1
XII (IKC-21) 90,8 8,82
Cisplatin 87,97 n.t. XII (IKC-20) 92,2 2,65
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Eine starke Cytotoxizitit 1dsst sich aber nur bei Einsatz niedriger Konzentrationen erkennen, da
Cisplatin auch bei einer Testkonzentration von 10 uM noch eine hemmende Wirkung in dieser
GroBenordnung besitzt. Wird die Konzentration der Testsubstanz auf 10 uM abgesenkt, zeigten
viele Substanzen keine bzw. annidhernd keine Wirkung mehr (s. Abb. 3.3 und 3.4, und Tab.
3.2), Bei den Volutaria-Substanzen zeigte vier Verbindungen gar keine Wirkung mehr. Das
Gemisch aus Isolipidiol (2) und Lipidiol (3) zeigte genauso, wie das Flavon 6 (Hispidulin) und
das Triterpen 13 (Taraxasterol) keine Wirkung mehr. Das zweite aus V. boranensis getestete
Triterpen 15 war ja bereits bei einer Konzentration von 100 uM nur sehr schwach wirksam und
zeigte mit 1,5 % Hemmung praktisch gar keine Aktivitit mehr (s. Tab. 3.2). Das zweite
Flavonoid Eupafolin (7) hingegen behielt eine schwache Restaktivitdt auch bei 10 uM. Auch
das Lignan Arctiin (12) verlor bei Absenken der Testkonzentration auf 10 pM weiter an
Aktivitdt, allerdings erreichte die Substanz auch in der niedrigen Konzentration immer noch
eine Hemmung des Zellwachstums von 63,6 %. Die Sesquiterpenlactone Cynaropikrin (1), 4a-
Methylboranoflavon (4) und das Sesquiterpenlacton-Flavon-Dimer (Boranensisflavon, 8)
zeigten mit Werten von 87,7 — 88,6 %-Hemmung (s. Tab. 3.2) eine ausgesprochen starke
Aktivitit, so dass diese Verbindungen in weiteren Konzentrationen (s. Exp. Teil, Kap., S. 5.6)
getestet wurden, wodurch die ICso-Werte mit Zuhilfenahme des PrismPad Programms (s. Exp.
Teil, Kap. S. 5.6.3) fiir diese drei stdrksten Substanzen ermittelt werden konnten (s. Abb. 3.5
S.326 und Tab. 3.3, S.325). Alle drei Verbindung zeigen ICso-Werte im Bereich von 3 puM,

signifikante Unterschiede waren nicht zu erkennen.

Tabelle 3.3: ICso-Werte der Verbindungen 1, 4 und 8 aus Volutaria boranensis
nach Messung von 5 Substanzkonzentrationen (10>M bis 107"M)

Verbindung ICso (uM)
1 3,07
4 2,94
8 2,99
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und 8 [AKC-11] aus Volutaria boranensis
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In Gegensatz zu den einfachen Flavonoiden aus V. boranensis, zeigten einige der Flavonoide
aus Erythrina burtii auch bei einer Konzentration von 10 uM noch eine gewisse Aktivitit.
Verbindung IV (Abyssinone IV 4°‘-O-methylether), ein am B-Ring zweifach prenyliertes
Flavanon (s. Abb 3.1), zeigte hier mit einer Hemmung des Zellwachstums in Hohe von 64,1 %
eine mit dem Lignan Arctiin aus V. boranensis vergleichbare Wirkstirke. Weitere schwach
wirksame Verbindungen waren das Abyssinone II (VI), der 4‘-Methylabyssinone V (III), das
Gemisch aus Neorautenol (X) und Phaseolin (XI), der Abyssinone IV (V) und
Abyssinoflavanone VII 4‘-methylether (IT) mit 35,7 %, 24,4 %, 23,1 %, 18,5 % und 14,9 %-

Hemmung (s. Tab. 3.2). Alle anderen gemessenen %-hemmungen lagen unter 10 %.
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4. Diskussion der Ergebnisse

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte kenianische Asteraceae Volutaria boranensis
(Cufod.) Wagenitz gehort zur Gattung Volutaria, die je nach Meinung der Autoren 18 -20
verschiedene Arten umfasst (Calleja et al, 2016). Die Pflanzen sind im iranisch-turanischen und
mediterranen Raum weit verbreitet und kommen in semiariden bis trockenen Gebieten vor.
Viele heute zur Gattung Volutaria gerechnete Arten, waren auch schon in die verwandten
Genera Amberboa und Centaurea eingeordnet. Dies trifft auch fiir Volutaria boranensis zu, die
von dem Osterreichisch-italienischen Botaniker Georg Cufodontis (1943) als Subspecies
boranensis von Centaurea hochstetteri bezeichnet wurde. Spéter wurde die Pflanze dann von

Wagenitz (1991) in Volutaria boranensis umbenannt.

Aus der Gattung Volutaria waren zu Beginn der vorliegenden Arbeit insgesamt nur vier Arten,
namentlich V. crupinoides, V. lippi, V. muricata und V. abyssinica, phytochemisch bzw.
pharmakologisch untersucht (( Bohlmann et al, 1967; Marzouk, 2015 ;Rafrafi et al, 2021;Zaabat
et al, 2011). Die meisten Arbeiten finden sich dabei zu den drei erstgenannten, in Nordafrika
vorkommenden Arten, wobei die meisten Arbeiten zu Volutaria lippi erschienen sind, auch
unter der alten Bezeichnung Amberboa lippi (Gonzalez, 1970). Diese Species mit Herkunft
Tunesien wurde parallel zu unserer Arbeit erneut untersucht, die Ergebnisse wurden erst im
letzten Jahr von Rafrafi et al (2021) verdffentlicht. Als typische Inhaltsstoffe wurden
Sesquiterpenlactone identifiziert, die in Abb. 4.1 und dargestellt sind. Dariiber hinaus wurden
einige Flavonoide und weitere, eher ubiquitére Inhaltsstoffe isoliert, teilweise aber auch nur mit
Hilfe analytischer Methoden, wie der LC/MS identifiziert (Ben Salah et al, 2019). Bei den
Sesquiterpenlactonen handelt es sich ausnahmslos um Guaianolide. Insgesamt waren, vor
Beginn dieser Arbeit, sechs verschiedene Verbindungen isoliert worden, von denen vier
(Grosshemin, Cynaropikrin und sein Desacylderivat sowie Muricatin), eine fiir die Reaktivitit
und damit auch die biologische Aktivitdt wichtige exocyclische Exomethylengruppe am vy-
Lactonring besitzen (Ren, 2016; Drogosz und Janecka, 2019). Solche Verbindungen reagieren
relativ leicht im Sinne einer Michael-Addition mit schwefelhaltigen Gruppen in Proteinen
(Drogosz, 2019). Fiir viele Sesquiterpenlactone konnte gezeigt werden, dass gerade dieses
Strukturelement fiir die Wirkung verantwortlich ist (Lindenmeyer,2004; Flemming, 2014). So
weill man heute beispielsweise, dass die Sesquiterpenlactone bei vielen Pflanzenextrakten, die
fiir die entziindungshemmenden Eigenschaften und auch fiir die Toxizitdt verantwortlichen

Verbindungen sind (Merfort, 2011). Beispielsweise hemmen viele Sesquiterpenlactone intra-
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zelluldr die Freisetzung des wichtigen Transkriptionsfaktors NF-kB, in dem sie das im
inaktiven Zustand mit dem Transskriptionsfaktor verbundene inhibitorische Protein (IxB)
alkylieren (Lyss, 1997). Sind weitere a.,f3- ungesittige Strukturelemente im Molekiil vorhanden,
wird diese Wirkung zusitzlich verstdrkt. Sesquiterpenlactone besitzen aber nicht nur
antiinflammatorische Effekte, sondern viele Verbindungen besitzen auch zytotoxische

Eigenschaften, die sie interessant fiir die Tumorforschung machen
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Merfort (2011) zeigt in einer Ubersichtsarbeit die Perspektiven von Sesquiterpenlactonen als
potenzielle Wirkstoffe gegen Entziindungen und Krebs auf. In vielen Studien konnte gezeigt
werden, dass Sesquiterpenlactone zytotoxisch sind, was aber noch nicht bedeutet, dass von
diesen Stoffen eine antitumorale Wirkung ausgeht und damit eine Moglichkeit zur Anwendung
dieser Substanzen gegen Krebs tatsdchlich gegeben ist (Merfort, 2011). Einige
Sesquiterpenlactone sind aufgrund ihrer auffallend starken Bioaktivitit besonders gut erforscht.
Eine dieser Verbindungen ist das Helenalin (s. Abb. 4.3) aus der in Deutschland gebrauchlichen
Arzneipflanze Arnica montana, von der die offizinellen Arnikabliiten (Arnicae flos) gewonnen
werden (Ph.Eur, 2020.). Die Erforschung der Inhaltstoffe der Arnikabliiten wurde von der
Griindung des Institutes fiir Pharmazeutische Biologie bis zur Jahrtausendwende von Prof.
Willuhn, dem ersten Direktor des Institutes intensiv betrieben (Willhuhn at al. 1983; Willhuhn
at al. 1984). In einer Ubersichtsarbeit zur multidirektionalen Aktivitit des Helenalins werden
die Wirkungen und deren mechanistische Grundlagen iibersichtlich dargestellt (Drogosz und
Janecka, 2019). Sesquiterpenlactone leiten sich vom Terpenstoffwechsel ab und werden aus
drei Einheiten aktivem Isopren gebildet (Steinegger & Hénsel, 1992). Das Ausgangsmolekiil
ist ein bicyclisches Germacrangrundgeriist, vermutlich ein Epoxid, von dem sich die anderen
Sesquiterpengrunderiiste ableiten (Steinegger & Hénsel, 1992). Sesquiterpenlactone lassen sich
aufgrund der Grundgertiste in neun Untergruppen unterteilen (s. Abb. 4.2). Neben den bereits
angesprochenen Guaianoliden gibt es die Pseudoguaianolide, die Germacranolide,
Eudesmanolide, Elemanolide, Eremophilanolide, Xanthanolide, seco-Pseudoguaianolide und
Cadinanolide (Fischer, 1990). Das Helenalin gehort zur Gruppe der Pseudoguaianolide und
besitzt neben der Exomethylengruppe am y-Lactonring im Cyclopentenonring eine zweite a,f3-
ungesittige Stelle im Molekiil. Dadurch kann das Helenalin gleichzeitig mit zwei nucleophilen
Stellen von Biomolekiilen, insbesondere mit Thiolgruppen, im Sinne einer Michael-Addition
reagieren (Drogosz und Janecka, 2019). Die besonders starke Wirkung des Helenalins (s. Abb.
4.3) erklart sich aber nicht allein durch diese Tatsache, sondern auch dadurch, dass der y-
Lactonring 7,8-cis verkniipft ist, wodurch die exocyclische Methylengruppe frei iiber das
restliche Molekiil herausragt und so fiir chemische Reaktionen noch leichter zuginglich ist. Das
Strukturisomer Mexicanin I, dass sich von Helenalin nur durch die ¢rans-Verkniipfung des
Lactonrings mit dem Cyloheptanring unterscheidet, ist wesentlich weniger cytotoxisch und
auch weniger aktiv gegen Protozoen (Drogosz und Janecka, 2019).Der Wirkungsmechanismus
des Helenalins ist mittlerweile auch durch viele in vitro und in vivo Experimente ndher

untersucht (Drogosz und Janecka, 2019).
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Abbildung. 4.2: Grundgeriiste der Sesquiterpenlactone nach Fischer (1990)
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Neben der bereits angesprochenen Hemmung von NF-kB, hemmt Helenalin die fiir die
Zellteilung wichtige Telomerase, indem es an das Cystein-445 bindet und mit einem Lysin eine
Wasserstoffbriicke bildet (Zhang et al. 2014). AuBlerdem fiihrt es die Zelle in die Apoptose
durch Beeinflussung der Caspase-Aktivitit (Drogosz und Janecka, 2019). Helenalin ist nicht
das einzige cytotoxische Sesquiterpenlacton. Fiir viele andere Verbindungen aus dieser
Stoffklasse wurden solche Bioaktivitdten ebenfalls beschrieben (Zhang et al., 2005; Janecka et.
al., 2012; Quintana und Estevez, 2018). Quintana und Estevez beschreiben in ihrem 2018
erschienenen Ubersichtsartikel zur  Cytotoxizitit von Sesquiterpenlactonen, dass die
Guaianolide neben den Pseudoguaianoliden die groffte Aktivitit besitzen, wenn sie eine
exocyclische a-Methylengruppe am y-Lactonring besitzen (Quintana und Estevez, 2018).
AuBlerdem verstirkt eine ebenfalls exocyclische Methylengruppe an C-10 des
Cycloheptanrings oder eine Doppelbindung an C-3 des Cyclopentanrings die Wirkungsstérke
von Guaianoliden und Pseudoguaianoliden (Quintana und Estevez, 2018). Einige Guaianolide,
wie z.B. das Repin aus Centaurea Arten (Bruno et al., 2005) oder das Cynaropicrin, das
urspriinglich aus der Artischocke (Cynara scolymus) isoliert wurde, inzwischen aber in vielen
Asteraceen gefunden wurde, weisen ebenfalls gute Bioaktivitidten auf (Abb. 4.3). Cynaropikrin

wurde auch schon als Inhaltsstoff von verschiedenen Volutaria-Arten identifiziert (Abb. 4.4).

Vor dem Hintergrund der Bioaktivitdt der Sesquiterpenlactone wurde die bisher phytochemisch
noch nicht bearbeitete Asteraceae Volutaria boranensis phytochemisch untersucht. Da es sich
bei Sesquiterpenlactonen um amphiphile Verbindungen handelt, die sowohl lipophil als auch
wiassrig-methanolisch 16slich sind, wurde der mit Dichlormethan als Losungsmittel gewonnene
Extrakt aus den oberirdischen Teilen portionsweise in Methanol geldst (s. Exp. Teil., Kap. 5).
Mit dieser Methode konnten die eventuell in der Pflanze vorkommenden Sesquiterpenlactone
von anderen lipophilen Begleitstoffen getrennt werden. Nach Auftrennung chromatographisch
interessanter Fraktionen konnten insgesamt sechs Sesquiterpenlactone isoliert werden. Drei der
isolierten Verbindungen konnten als die Guaianolide Cynaropikrin (1), Isolipidiol (2) und
Lipidiol (3), die bereits aus anderen Volutaria-Arten bekannt waren, identifiziert werden (s.
Abb. 4.4). Leider konnten die beiden Verbindungen aufgrund der geringen isolierten Menge
nicht voneinander getrennt werden. Als Hauptkomponente konnte das Isolipidiol erkannt
werden. Da die beiden Verbindungen bereits 1970 (Gonzales et al) erstmals beschrieben
wurden, war die Datenlage in Bezug auf die NMR-Spektren, relativ gering. Zur Aufkldarung der
Stereochemie an den beiden hydroxylierten Kohlenstoffen C-3 und C-8 sowie den

Methylgruppen tragenden Kohlenstoffen C-4 und C-11, wurden daher die NMR-Daten vieler
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verschiedener Epimere an diesen Positionen miteinander verglichen. Dabei fiel auf, dass die in
der Literatur publizierte Struktur des Dentalactons, bei dem es sich um das 4,8-Epi-Lipidiol
handelt vermutlich falsch ist und revidiert werden sollte. Fiir Dentalacton wird ein
Kohlenstoffshift von 18.4 ppm angegeben, was auf eine a-stindige Methylgruppe hindeutet.
Bei dem von Chung et. al. (1993) veroffentlichten Dentalacton sollte es sich daher vielmehr um

das 8-Epi-Lipidiol handeln, dass bisher noch nicht in der Natur gefunden wurde.

Auch bei den beiden Sesquiterpenlactonen 4 und 5 handelt es sich um zwei stellungsisomere
Guaianolide, die sich nur in der Position der Methylgruppe am C-4 des Cyclopentanrings

unterscheiden (s. Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4: Sesquiterpenlactone aus Volutaria boranensis
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Nach Auswertung der analytischen Daten, war festzustellen, dass es sich bei diesen
Verbindungen um bisher noch nicht publizierte Sesquiterpenlactone handelte. Bei Verbindung
4 war allerdings nur das Esterderivat noch nicht publiziert, denn beim zugrundeliegenden
Sesquiterpenlactonalkohol handelt es sich um das Guaianolid Grosheimin (s. Abb. 4.1), das
bereits in Volutaria lippii gefunden wurde (Breton Funes, J.L, 1968). Bei Verbindung 5 sollte
es sich um einen neuen Naturstoff handeln. Im letzten Jahr veroffentlichte eine Arbeitsgruppe
aus tunesischen und griechischen Wissenschaftlern eine Arbeit zu Sesquiterpenlactonen aus in
Tunesien gesammeltem Pflanzenmaterial von Volutaria lippii (Rafrafi, et al., 2021). Insgesamt
wurden sieben Verbindungen publiziert. Neben den beiden Flavonoiden Luteolin und
Hispidulin und dem Methylester des Apigenin 7-glucoronids, bei dem es sich vermutlich um
ein, durch Verwendung von Methanol aus dem Apigenin 7-glucuronid gebildetes, Artefakt
handelt, wurden insgesamt vier Sesquiterpenlactone beschrieben. Neben den beiden aus V.
lippii bereits bekannten Verbindungen Isolipidiol und Cynaropikrin wurden zwei Esterderivate
beschrieben, bei denen es sich um das bereits bekannte 4-O-Acetylderivat des Cynaropikrins
handelt und um ein Esterderivat des Grosheimins oder 4-Epi-Grosheimins. Rafrafi et al. (2021)
konnten die Position der Methylgruppe an C-4 aufgrund ihrer Daten nicht kldren. Um zu priifen,
welches der beiden hier aus V. boranensis isolierten Derivate mit der von Rafrafi et al, (2021)
beschrieben Verbindungen identisch ist, haben wir uns die im ,,Supplementary Material*
hinterlegten Spektren genauer angesehen. Dabei fiel auf, dass die Spektren nicht in allen Féllen
mit den in der Tabelle aufgelisteten Werten der Kohlenstoffe iibereinstimmten. In der Tabelle
finden sich die Daten in Methanol-d4, das abgebildete Spektrum wurde in DMSO-d6
aufgenommen. Auch bei den 2D-Spektren sind Zweifel angebracht, da die Korrelationen nicht
immer zu erkennen sind bzw. die Spektren nicht aufprojeziert wurden, so dass nicht beurteilt
werden kann, ob die abgebildeten Kreuzsignale tatsdchlich zu den zugehdrigen Protonen- und
Kohlenstoffsignalen gehoren. Trotzdem scheint es so zu sein, dass die Verbindung, die Rafrafi
isoliert und unter dem Namen Lippiin publiziert hat, moglicherweise mit der hier isolierten
Verbindung 5 identisch ist. Bei Verbindung 4 handelt es sich daher um ein erstmals aus
Volutaria boranensis isoliertes Sesquiterpenlacton, genauer gesagt um das Grosheimin, das mit
der a,B-ungesittigten 2-(Hydroxymethyl)-2-propensdure verestert ist. Fiir diese Verbindung
wird der Trivialname 4a-Methylboranolacton vorgeschlagen. Da es sich bei Verbindung 5 um
das 4-Epimer dieser Verbindung handelt, wire die Bezeichnung 4p-Methylboranolacton

angemessen.
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Verbindung 8 ist eine Verbindung, die bisher noch nicht in der Natur gefunden wurde. Es
handelt sich um eine Substanz, die aus zwei Molekiilteilen, einem Sesquiterpenlacton- und
einem Flavonoidteil besteht. Mit einem Flavonoid substituierte Sesquiterpenlactone wurden
bisher noch nicht beschrieben, es gibt aber viele Flavonoide, die mit terpenenoiden
Verbindungen substituiert sind. Wahrend einfache, mit einem Cs-Rest substituierte
Prenylflavonoide relativ haufig sind (Barron & Ibrahim, 1996, Passreiter et al, 2015), wurden
mit Sesqui- oder Diterpenen verbundene Flavonoide bisher nur sehr selten in der Natur
gefunden. Beispiele fiir solche Verbindungen (s. Abb. 4.5) sind die Fissistigmatine A-D, die

aus der vietnamesischen Arzneipflanze Fissistigma bracteolatum (Annonaceae) isoliert wurden

(Porzel et. al, 2000) oder das Denticulaflavonol aus der Euphorbiaceae Macaranga denticulata

(Sutthivaiyakit et al., 2002).

Fissistigmatin B Denticulaflavonol

Abbildung 4.5: Sesqui- und Diterpenoide Flavonoide

Bei Verbindung 8 handelt es sich demnach um einen neuen Naturstoff, dessen Stereochemie
hier aufgrund der geringen Menge leider nicht eindeutig geklart werden konnte. Es wire daher
wiinschenswert, dass eine groflere Menge des Pflanzenmaterials von Volutaria boranensis zur
Nachisolierung von Verbindung 8 eingesetzt wird, um die Stereochemie abschliefend zu

klaren.
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In Analogie zu Denticulaflavon aus Macaranga denticulata, bei dem es sich um ein
substituiertes Flavonol handelt, wird der Trivialname Boranensisflavon fiir Verbindung 8

vorgeschlagen.

Neben den Sesquiterpenlactonen konnten noch weitere Sekundérstoffe aus anderen
Stoffgruppen aus dem Dichlormethanextrakt von V. boranensis isoliert und identifiziert
werden. Neben den weit verbreiteten Phytosterolen Stigmasterol (15) und Sitoterol (16), die als
Bestandteile pflanzlicher Zellmembranen ubiquitér verbreitet sind, aber als Bestandteile von
,funktional food* wegen ihres Einflusses auf die Zusammensetzung der Blutfette in den letzten
Jahren durchaus groBe Beachtung finden (Papierska und Ignatowicz, 2019), wurden mit

Taraxasterol (13) und dem Pseudotaraxasterol-30-aldehyd (14) auch zwei Triterpene gefunden.

339



QUi Res)

12

30

28

N LLTERTERD

~

N

-2

HO'
HO

[
z
23

24 %
13 24 23 14

21

Abbildung 4.6 : Weitere Inhaltsstoffe aus dem Dichlormethanextrakt von Volutaria boranensis
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Taraxasterol wurde bereits 1912 als Bestandteil der Wurzel des Lowenzahns (Taraxacum
officinale) erkannt (Power und Browning, 1912). Seitdem wurden ca. 650 Verdffentlichungen

publiziert, die sich mit dem Vorkommen oder den Eigenschaften dieser Substanz beschéftigen

(www.scifinder.org). In der Gattung Volutaria wurde dieses Triterpen bisher noch nicht
gefunden, es wird daher hier erstmals als Inhaltsstoff von Volutaria boranensis in dieser
Pflanzengruppe beschrieben. Aus Pflanzen der verwandten Gattung Centaurea wurde es schon
mehrfach isoliert und auch in Bezug auf seine Toxizitédt getestet (Gonzales et al., 1983; Sekeler
et al., 2020). Im Gegensatz dazu ist der Pseudotaraxasterol 30-aldehyd eine eher selten
gefundene Verbindung. Diese Substanz wurde bisher nur in den Asteraceen Saussurea
deltoidea (Huang et al, 2011), Launea spinosa (Sokkar et al, 1993), Ixeris chinensis (Shiojima
et al., 1996) und in zwei Species aus der Gattung Pulicaria (Triana et al., 2011) gefunden und

in Euphorbiaceen gefunden (Duarte et al, 2009).

Bei Verbindung 12 handelt es sich um das Arctiin. Es ist das erste Lignan, das in der Gattung
Volutaria gefunden wurde. Innerhalb der Stoffgruppe der Lignane gibt es viele biologisch
aktive Verbindungen, die insbesondere auch cytotoxische und antitumorale Wirkungen haben,
wie beispielsweise das Podophyllotoxin aus den Indischen FufBlblatt, Podophyllum peltatum
(Ardalani et al., 2017). In Pflanzen der Gattung Centaurea wurde Arctiin bereits mehrfach
gefunden und auch auf seine Cytotoxizitit getestet (Harraz et al., 1988). Aus Centaurea
valachorum, einer in Albanien vorkommen Species dieser Gattung, wurde das Arctiin (12)
ebenfalls isoliert (Hodaj et al., 2017). Neben diesem Lignan wurde mit Matairesinol noch eine

zweite Substanz aus dieser Stoffgruppe gefunden.

Dartiber hinaus wurden zwei Derivate des Serotonins, die Indolalkaloide N-(p-coumaroyl)-
serotonin and Moschamine, isoliert und identifiziert (Hodaj et al., 2017). Auch in der hier
untersuchten Volutaria boranensis konnte erstmals aus dieser Gattung ein Indolalkaloid
gefunden werden. Diese aus einer Fraktion des Methanolextraktes isolierte Substanz (s. Abb.
4.6) konnte als Serotobenine (17) identifiziert werden. Serotobenine wurde erstmals von Sato
et al. (1985) aus der Férberdistel, Carthamus tinctorius, isoliert und die Struktur mit Hilfe der
Rontgenstrukturanalyse aufgeklirt. Es handelte sich demnach um ein Racemat des R,R- und
S,S-Serotobenins (Sato, et al, 1985). Die Substanz, die von einigen Autoren auch als
Moschamindole bezeichnet wird (Sarker et al., 1997), ist von groBem pharmazeutischem
Interesse. Nyemeck et al. (2018) konnten zeigen, Serotobenine aus Campylospermum Arten

eine gewisse Aktivitit gegen P. falciparum zeigt.
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11 17

Abbildung 4.7: Weitere Inhaltsstoffe von Volutaria boranensis
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Zeitgleich wurde die Verbindung unter dem Namen Moschamindole von Kumarasamy et al.
(2002) erfolgreich gegen verschiedene Bakterienstimme getestet. In einer erst kiirzlich
verdffentlichten Arbeit von Huang et al. (202 1veroffentlichten Arbeit konnte gezeigt werden,

dass diese Verbindung zytotoxische Effekte gegeniiber Glioblastomzellen besitzt.

AulBlerdem konnten vier Flavonoide (6, 7, 9 und 10) und die in Asteraceen weit verbreitete
Chlorogensdure (11) isoliert und identifiziert werden. Die Flavonaglyka Hispidulin (6) und
Eupafolin (7) wurden aus dem Dichlormethanextrakt isoliert, wéhrend die isomeren
Flavanonglykoside (9 und 10) in einer Fraktion des Methanolextraktes gefunden wurden. Beide
Aglyka (6 und 7) sind relativ weit verbreitet (Mabry et al, 1975), ihr Vorkommen in Volutaria
boranensis wird hier jedoch erstmals beschrieben. Der erste Bericht {iber das Vorkommen von
Flavonoiden in Volutaria stammt von einer Arbeitsgruppe aus Algerien die ihre Ergebnisse
leider unter der veralteten Bezeichnung ,,Centaurea lippii* im Titel veroffentlicht haben. Dort
wurden das sehr weit verbreitete Flavonolglykosid Isoquercitrin (Quercetin 3-O-glucosid), das
Nicotiflorin (Kémpferol 3-O-rutinosid) und die Glykosylflavon Isovitexin (6-Glykosyl-
Apigenin) gefunden (Mezache et.al, 2010). 2019 veroffentlichten Ben Salah et al (2019) eine
LC-ESI-MS/MS Analyse mit deren Hilfe sie mehrere Pflanzensduren, unter anderem auch die
hier isolierte Chlorogensdure (11), sowie die Flavonoidaglyka Kdmpferol, Apigenin, Acacetin
und Cirslineol und die Flavonoidglykoside Rutin, Luteolin 7-O-glucosid, Quercetin und
Apigenin 7-O-Glucosid nachgewiesen haben (Ben Salah et al., 2019). Bei allen Substanzen
handelt es sich um Flavone und Flavonole. Wihrend Hispidulin zusammen mit dem Apigenin
7-glucuronidmethylester, bereits in Volutaria lippii gefunden wurde (Rafrafi et al., 2021), ist
iiber das Vorkommen von Eupafolin in Volutaria Arten bisher noch nicht berichtet worden. Ein
weiteres in Volutaria-Arten gefundenes Flavon ist das Luteolin aus Volutaria crupinoides
(Zaabat, 2011). Bei den Flavonoiden 9 und 10 handelt es sich nicht wie bei 6 und 7 um Flavone,
sondern um Flavanone, denen die Doppelbindung zwischen den C.2 und C-3 fehlt. Dadurch
entsteht ein Asymmetrisches C-Atom (C-2), das (R)- oder (S)-konfiguriert vorliegen kann. Die
beiden Verbindungen fielen als untrennbares Diastereomerengemisch an, da sie beide eine
chirale D-Glucuronsédure gebunden haben und daher nur am C-2 unterschiedlich konfiguriert
sind. Ein solches Diastereomerengemisch wurde auch aus dem Farn Davallia mariesii und
Crataegus x macrocarpa isoliert (Cui et al, 1990; Ringl et al., 2007). Auch dort war die
Trennung der beiden Diastereomeren nicht mdglich. Eryodictyol 7-glucuronid wurde erstmals
von Bohm und Gottlieb (1989) aus der Gattung Stephanomeria (Asteraceae) beschrieben. In

den Gattungen Volutaria und Amberboa wurden 9 und 10 bisher noch gefunden, es ist der erste
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Fund eines Flavanons in Volutaria boranensis. Innerhalb der Gattung Centaurea wurde iiber
das Vorkommen in Centaurea urvillei berichtet (Guelcemal et al., 2010). Da Flavonoide in
Pflanzen weit verbreitet sind und daher wichtige taxonomische Marker darstellen (Mabry et al,
1975), wiére es interessant die Gattung Volutaria systematisch auf das Vorkommen von
Flavonoiden zu untersuchen, insbesondere um mdgliche Unterschiede zwischen den
nordafrikanischen Arten und den durch die Sahara geographisch davon getrennten, am Horn
von Afrika und in Ostafrika vorkommenden Arten zu erkennen. Mdglicherweise ist das
Vorkommen von Flavanonen, die bisher nur in Volutaria boranensis gefunden wurden, dabei

von Bedeutung.

Die meisten der hier isolierten Verbindungen wurden anschlieBend auf ihre Zytotoxizitét
gegeniiber Ovarialkarzinomzellen der Zelllinie A2780 sens getestet (s. Kap. 3). Einige
Verbindungen (5, 9, 10, 11, 17) wurden hier nicht getestet, weil die Isolierung bzw.
Strukturaufkldrung dieser Verbindungen bei Durchfiihrung der Zytotoxizitétstest noch nicht

abgeschlossen war.

Bis auf die Verbindungen 7 (Eupafolin) und 14 (Pseudotraxasterol-30-aldehyd) zeigten alle
Testsubstanzen eine gute Hemmwirkung auf das Zellwachstum bei Einsatz einer Konzentration
von 100 uM. Reduziert man die Konzentration auf ein Zehntel dieser Konzentration (10uM),
so erreichten nur noch die die Verbindungen 1, 4 und 8 eine Hemmwirkung von etwa 90 % (s.
Kap 3, Tab. 3.2). Das Arctiin (12) war mit einer Hemmung in Hohe von ca. 60 % mittelstark
aktiv. Fiir die stark wirksamen Verbindungen 1, 4 und 8 wurden durch Verwendung weiterer,
niedrigerer Konzentrationen (10~*M bis 10”7M), die ICso-Werte bestimmt. Alle drei Substanzen
zeigte dabei eine 50%-Hemmung des Zellwachstums bei Verwendung einer Konzentration von

ca. 3uM.

Bei allen vier Verbindungen handelt es sich um Lactone. Wihrend 1, 4 und 8
Sesquiterpenlactone darstellen, handelt es sich bei 12 um ein Lignan (s. Abb. 4.5 und 4.6). Zur
biologischen Aktivitdt des bereits hdufig gefundenen Arctiins (12) gibt es viele Publikationen

(www.scifinder.cas.org), in denen auch iiber die cytotoxischen Eigenschaften von Arctiin und

sein Aglykon Arctigenin berichtet wurde (Iranshahy et al., 2016; Cai et al., 2018; Chen et al.,
2013; Gui Rong et al., 2012). Iranshahy et al. (2016) testeten Arctiin und Arctigenin auf ihre
Cytotoxizitit gegeniiber verschiedenen Krebszelllinien (MCF-7, human breast
adenocarcinoma; MCF-7/MX, mitoxantrone-resistant human breast adenocarcinoma; PC3,

human prostate cancer; HL-60, human promyelocytic leukemia cells; Jurkat, human T cell
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lymphoblast-like cell line; HEK, human embryonic kidney). Wiahrend Arctigenin keine
Zytotoxizitit gegen diese Zellen zeigte, war Arctiin in einer Konzentration von 10 pg/mL nur
gegen die HEK-Zelllinie aktiv (Iranshahy et al., 2016). Arctiin und ein weiteres, ebenfalls
glykosidiertes Lignan vom Butyrolactontyp, das Matairesinosid, das sich von Arctiin nur durch
das Fehlen einer Methylierung am nicht glykosidierten Aromaten unterscheidet, wurden von
Shoeb et al. (2007) aus in der Tiirkei endemischen Centaurea Arten isoliert und gegen
Darmkrebszellen (Zelllinie CaCo-2). Die ermittelten 1Cso-Werte lagen fiir das phenolische
Matairesinol und sein Derivat Arctiin bei 220 bzw. 280 uM. Das gleichzeitig mitgetestete stark
zytotoxische Podophyllotoxin zeigte in der Untersuchung einen ICso-Wert von 0,06 uM (Shoeb
et al., 2007). Moritani et al. (1996) untersuchten die Inhaltsstoffe von Bardanae radix, der
Klettenwurzel. Die dort isolierten Verbindungen Arctiin, Arctigenin und Chlorogensiure
wurden auch auf die Zytotoxitdt gegen Hep G2 und Chang liver cells getestet (Moritani et al.,
1996). Wihrend die Chlorgensdure in keinem Test cytotoxisch war, wurden fiir Arctiin und
Arctigenin ICso-Werte von 2,6 bzw. 1,3 pg/ml ermittelt (Moritani et al., 1996). Unsere
Ergebnisse bestdtigen insgesamt gesehen die grundsétzlichen cytotoxischen Eigenschaften des
Arctiins. Die Aktivitdit gegeniiber den in unseren Untersuchungen verwendeten
Ovarialkarzinomzellen ist allerdings nur als moderat einzustufen. Das bestdtigt die Arbeiten
von Iranshaby (2016) in dessen Untersuchungen das Arctiin gegeniiber vielen getesteten

Krebszelllinien inaktiv war (Iranshaby, 2016).

Bei zwei der drei aktiven Sesquiterpenlactone handelt es sich um neue Naturstoffe, die deshalb
hier zum ersten Mal hinsichtlich ihrer Cytotoxizitdt getestet werden konnten. Fiir das ebenfalls
aktive Cynaropikrin (1) liegen bereits Cytotoxizitdtsdaten vor, weil es sich bei Cynaropikrin
um einen der Haupt-Bitterstoffe der Artischocke (Cynara scolymus bzw. C. carduncuulus)
handelt. Dort ist die Frage der Cytotoxizitdt besonders wichtig, um einerseits mogliche Risiken
andererseits aber auch mogliche Vorteile in der Krebsprivention durch pflanzliche Kost
abschitzen zu konnen (Ben Salem et al., 2015; Villarini et al, 2021). Turak und Aisa (2018)
berichteten iliber die Isolierung von fiinf Elemanoliden, einem Germacranolid und einem

Guaianolid aus Vernonia anthelmintica (Turak und Aisa, 2018). Bei dem Guaianolid handelte

es sich um das Cynaropikrin (1). Nur diese Verbindung zeigte einen extrem starken Effekt
gegen die Zelllinien HCT-15 and PC-3 mit ICso-Werten von 0.56 and 0.69 uM. Die ICso-Werte
der anderen Sesquiterpenlactone lagen zwischen 9 und 28 uM (Turak und Aisa, 2018). Choi et
al. untersuchten die Zytotoxizitit der Sesquiterpenlactone von Saussurea calcicola (Choi et al.,

2005). Neben Cynaropikrin (1) fanden sie weitere Guaianolide, die sich von Cynaropikrin nur
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durch die am C-8 des Cycloheptanrings gebundene Sdure unterschieden. Zusétzlich enthielt die
Pflanze auch das 8a-Hydroxy-11 a,13-dihydrozaluzanin C, bei dem es sich um das 11,13-
Dihydroderivat des deacylierten Cynaropikrins handelt (Choi et al., 2005). Die Aktivitit der
Verbindungen wurden an insgesamt fiinf kultivierten menschlichen Krebszelllinien getestet,
Das Cynaropikrin und das Aguerin B, das mit der Methacrylsdure verestert ist und das von
Rafrafi et al. (2021) kiirzlich auch in Volutaria lippi gefunden wurde, besaBlen die stéirkste
Zytotoxizitit mit EDso-Werten im Bereich von 0.23 bis 1.72 pg/mL (Choi et al., 2005). Auch
Cho et al. konnte die Zytotoxizitit des Cynaropikrins nachweisen (Cho et al. 2004). Thre
Ergebnisse zeigten, dass Cynaropikrin dosisabhingig die Uberlebensrate von U937, Eol-1 und
Jurkat T Zellen mit einer IC50 von 3.11, 10.9 bzw. 2.36 uM nach 48 h Inkubationszeit reduziert
(Cho et al. 2004). Dariiber hinaus konnte die Autoren zeigen, dass Cynaropikrin die Zellen in
die Apoptose flihrt, in dem es zur Spaltung der Proteinkinase (PKCo) kommt (Cho et al. 2004).

Wie bereits eingangs erwihnt, gehoren die Guaianolide zusammen mit den Pseudoguaianoliden
zu den am stirksten cytotoxisch wirkenden Sesquiterpenlactonen. Insbesondere Verbindungen
mit exocyclischer Methylengruppe am y-Lactonring besitzen, durch ihre Fahigkeit leicht mit
Proteinen zu reagieren cytotoxische Eigenschaften (Ren, 2016; Drogosz und Janecka, 2019;
Quintana und Estevez, 2018). Unsere Ergebnisse bestitigen diesen Befund, da alle drei stark
wirksamen Guaianolide aus Volutaria boranensis dieses Strukturelement besitzen und die
11,13-Dihydrolactone Lipidiol (3) und Isolipidiol (2) keine Cytotoxizitdt bei 10 uM aufweisen
(s. Kapitel 3). Aufgrund der Tatsache, dass alle drei Verbindungen etwa gleich stark
wachstumshemmend auf die Ovarialkarzinomzellen sind, lassen sich keine weiteren Struktur-

Wirkungsbeziehungen aufstellen.

Die von Kolb und Passreiter aus Erythrina burtii isolierten, prenylierten Flavonoide (pers.
Mitteilung), zeigen weniger starke toxische Eigenschaften in dem hier verwendeten Zellmodell
als die Sesquiterpenlactone aus V. boranensis (s. Kap. 3, Abb. 3.3 u. 3.4, Tab. 3.2). Die am
stirksten wirksame Substanz war Abyssinone IV 4°‘-O-methylether (IV), ein am B-Ring
zweifach prenyliertes Flavanon (s. Kap. 3, Abb. 3.2), das in einer Konzentration von 10 uM
das Zellwachstums um 64,1 % reduzierte (s. Kapitel 3) Die Wirkung lag damit in etwa auf dem
Niveau des Arctiins (12). Der in unseren Untersuchungen nicht bestimmte ICso-Wert muss

somit unterhalb von 10uM liegen (s. Kap. 3).
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Verbindung III (4°-O-Methylabyssinone V) wurde bereits von Witjen et. al (2008) aus
Erythrina addisoniae isoliert und identifiziert. Bei den gleichzeitig durchgefiihrten
Cytotoxizititstests gegeniiber H4IIE Hepatomzellen zeigte diese Verbindung einen ICso-Wert
von 15 uM (Witjen et al., 2008). In dem hier durchgefiihrten Experiment ist Verbindung 111
etwas schwiécher wirksam. Bei einer Konzentration in Héhe von 10uM war nur noch eine

Hemmung von 24,4 % festzustellen.

Die iibrigen Verbindungen waren viel schwécher wirksam. Unter diesen Verbindungen war das
Abyssinone II (VI), das von Passreiter et. al. (2015) bereits aus Erythrina addisoniae isoliert
wurde, die Substanz mit der hochsten %-Hemmung (35,7 %). Diese Verbindung, die eine
2°°.3”’-Dihydroxyprenylgruppe besitzt (s. Kap. 3, Abb. 3.1) zeigte bei den Toxizitétstests in der
Arbeitsgruppe von Witjen einen ECso Wert von ca. 8,5 uM gegeniiber H41IE Hepatomzellen
(Passreiter, 2015). Fiir diese Verbindung wurde kein IC50- Wert bestimmt, man kann aber
erkennen, dass die Aktivitét gegeniiber den hier verwendeten Ovarialkarzinomzellen bei 10 uM
etwas geringer ist. Die anderen Flavonoide aus E. addisoniae hatten ECso-Werte im Bereich

von 15— 100 uM (Passreiter, 2015).

In den vorangegangenen Untersuchungen zur Cytotoxizitit von Flavonoiden der Gattung
Erythrina (Witjen et al., 2007; Witjen et. al, 2008; Passreiter et al., 2015; Koch et al, 2019)
wurden 3°,5‘-prenylierte Flavonoide als besonders wirksam gefunden. So wurde das
Abyssinoflavanon VII als stark wirksame Substanz mit einem IC50-Wert von 3,5 uM gefunden
(Witjen, 2008). Die Substanz, deren Wirkstirke damit im Bereich der Aktivititen der hier aus
V. boranensis isolierten Sesquiterpenlactone liegt, wurde als sehr aktive Verbindung weiter
untersucht. Sie induzierte die Apoptose und wurde als Stoff fiir weitere Untersuchungen in der
Tumortherapie vorgeschlagen (Witjen, 2008). In E. burtii war die Verbindung leider nicht
enthalten, so dass sie hier nicht getestet werden konnte. Aus E. burtii wurde aber ihr 4°-
Methylether (Abyssinoflavanone VII 4‘-methylether) isoliert (s. Kap. 3). Diese Substanz (II)
zeigte jedoch keine gute Aktivitét (s. Kap.3) Es muss daher davon ausgegangen werden, dass
die frei phenolische Hydroxylgruppe zwischen den beiden Prenylresten essenziell flir die

Wirkung ist.

Etwas tberraschend ist das schlechte Abschneiden des Gemisches der Pterocarpane
Neorautenol (X) und Phaseollin (XI) in unserem Testsystem. In der Publikation von Witjen et.
al (2007) zeigten die beiden Verbindungen ICso-Werte von 1.0 bzw. 1.5 pM (Witjen et al.,

2007). Gegeniiber den hier eingesetzten Ovarialkarzinomzellen war die Aktivitdt sehr viel
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geringer. Die eingesetzten 10 uM fiihrten lediglich zu einer Hemmung des Wachstums in Hohe
von 23 %. Moglicherweise ist das auf das Gemisch der beiden Substanzen zuriickzufiihren,
obwohl die Mischung der Substanzen bei anndhernd gleicher Wirkstirke nicht zu einem so

starken Riickgang der Aktivitit fithren sollte.

Es wire wiinschenswert, wenn die hier isolierten, aktiven Substanzen an weiteren
Krebszelllinien getestet wiirden, idealerweise sollten im Falle der prenylierten Flavonoide von
Erythrina, auch die zuvor aus E. addisoniae und E. melanacantha isolierten Verbindungen auch
gegen Ovarialkarzinomzellen getestet werden, um die Ergebnisse besser vergleichen zu
konnen. Mit den stark wirksamen Sesquiterpenlactonen sollten weitere Untersuchungen zum

genauen Wirkungsmechanismus durchgefiihrt werden.
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5. Experimenteller Teil

5.1. Allgemeines

Alle verwendeten Extrakte und isolierte Reinsubstanzen wurden entweder im Vakuum-

Exsiccator oder nach Stickstoffbegasung bei 2 bis 8 °C im Kiihlschrank gelagert.

Die verwendeten Losungsmittel zur Extraktion waren technischer Art, welche nach Bezug aus

dem Chemikalienlager, zweimal destilliert wurden.

Fiir UV-Detektion, Hochleistungs- Fliissigchromatographie und Massenspektrometrie wurden

hochreine Losungsmittel verwendet (Methanol Hypersolv , Chloroform).

Fiir die NMR-Spektroskopie wurden deuterierte Losungsmittel verwendet: Dimethylsulfoxid,
Methanol, Aceton, Chloroform.
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5.2. Chromatographische Verfahren

5.2.1 Diinnschichtchromatographie (DC)

Die Zusammensetzung sdulenchromatographisch gewonnener Fraktionen wurde mittels
Diinnschichtchromatographie iiberpriift. Durch FlieBmitteloptimierung wurden Substanzen
aufgetrennt. Aullerdem wurden Reinsubstanzen auf ihre Reinheit hin {iberpriift. Als stationidre
Phase wurden DC-Kieselgelplatten 60 r2s4 von der Firma Merck verwendet.

Zur Auftrennung von Substanzgemischen wurden als mobile Phase verschiedene
Losungsmittelgemische, je nach Lipophilie der in den Fraktionen enthaltenen Substanzen,

eingesetzt.

Tabelle 5.1: Losungsmittelzusammensetzung fiir Diinnschichtchromatographie

DC-System- Losungsmittelzusammensetzung Mischungsverhéltnis
Nr.
1 Dichlormethan / n-Hexan / Methanol 70:40:10
2 Dichlormethan / n-Hexan / Methanol 60:40:20
3 Ethylacetat / Eisessig / Ameisensdure / Wasser 100:11:11:26
4 n-Hexan / Ethylacetat 60:40
5 Toluol / Ethylacetat 30:70

Nach der Befiillung der DC-Kammer mit dem entsprechenden Losungsmittelgemisch wurde
die Kammer gesittigt. Die zu untersuchenden Fraktionen/ Reinsubstanzen wurden
Bandenformig (1cm) aufgetragen. Die Laufstrecke betrug in der Regel 8 cm. Nach Entwicklung
der DC in der Kammer, wurde die Platte luftgetrocknet und die aufgetrennten Substanzen
anschliefend ausgewertet. Die Auswertung der DC*s erfolgte zunédchst unter UV-Licht. Dabei
wurde zundchst die Fluoreszenzloschung bei einer Wellenlinge von A = 254 nm und
anschlieBend die Eigenfluoreszenz bei einer Wellenldinge von A = 365 nm ermittelt.
AnschlieBend wurden die Platten zur besseren optischen Auswertung der Trennergebnisse mit

einem der nachfolgend aufgefiihrten Spriihreagenzien bespriiht.
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Anisaldehyd-Spriihreagenz:

0,5 ml Anisaldehyd mit 10 ml Eisessig, 85 ml Methanol und 5 ml Schwefelsdure 96% wurden

in der hier angegebenen Reihenfolge unter Eiskiihlung vorsichtig gemischt.

Die DC-Platten wurden anschlieBend so lange mit dem Reagenz bespriiht, bis der in der Platte
enthaltene Fluoreszenzindikator unter UV-Licht bei A = 254 nicht mehr zu erkennen war und
die zuvor griin fluoreszierende Platte nur noch dunkelviolett erschien. Danach wurde die

bespriihte Platte vorsichtig bis zur vollstindigen Farbentwicklung der Substanzzonen erhitzt.

Naturstoffreagenz A — Spriithreagenz:

Losung 1
1% Losung von Diphenylboryloxyethylamin in Methanol

Losung 2:
5%ige Losung von Polyethylenglykol 400 in Ethanol

Das Naturstoffreagenz A dient in erster Linie zur Identifizierung von Flavonoiden, andere
Stoffe regieren aber teilweise auch. Zunichst bespritht man die bereits entwickelte und
getrocknete DC-Platte mit Losung 1 so lange bis die Entwicklung der im sichtbaren bzw. UV-
Licht (365 nm) entstehenden Farben bei Raumtemperatur abgeschlossen ist. Anschlie3end wird

die detektierte Platte mit Losung 2 fixiert.

Rf-Werte

Nach erfolgter Trennung und Detektion wurden die Laufstrecken der einzelnen Verbindungen
bzw. Substanzzonen im DC mit der maximalen Laufstrecke der FlieBmittelfront ins Verhiltnis
gesetzt. Die so in den FlieBmittelgemischen DC-1 und DC-7 ermittelten Rf -Werte fiir die in
dieser Arbeit isolierten Verbindungen sind in Tabelle 5.2.2 festgehalten. Je nach Substanz

wurde entweder mit Anisaldehyd-Spriihreagenz bzw. mit Naturstoffreagenz A bespriiht.
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Tabelle 5.2: Rf-Werte der isolierten Verbindungen 1 — 17

Verb. | ReWert | R Re-Wert [Farbe nach Detektion mit | Farbe nach Detektion mit
DC-1 Wert DC-3 | Anisaldehyd-Reagenz Naturstoffreagenz A
DC-2
Tageslicht | UV 365 nm
1 0,36 - Braunviolett -
2 0,73 0,42 - Braunviolett -
3 0,73 0,42 - Braunviolett -
4 0,41 - - Gelb -
5 0,41 - - Gelb
6 0,39 - Gelb Gelb Orange
7 0,36 - Gelb Gelb Orange
8 0,34 - Dunkelgelb Gelb Gelb
9 - - 0,61 - Gelb -
10 - - 0,61 - Gelb -
11 0,5 - - - Hellblau
12 - 0,44 - Braun - R
13 0,70 - - Dunkelbraun - -
14 0,71 - - Dunkelbraun - -
15 0,61 - - Dunkelbraun - -
16 0,61 - - Dunkelbraun - -
17 0,56 Gelb Gelb
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5.2.2 Praparative Diinnschichtchromatographie

Diese Form der DC wurde zur Gewinnung einzelner Substanzzonen nach erfolgter Trennung
verwendet. Dazu wurde die zu trennende Fraktion in Form einer konzentrierten Losung
bandenformig auf die gesamte Breite der DC-Platte aufgetragen, wobei jeweils ein
Sicherheitsabstand von 1 cm zum Rand eingehalten wurde. AnschlieBend wurde das
Chromatogramm in der geeigneten mobilen Phase entwickelt.

Die aufgetrennten Banden wurden unter UV-Licht detektiert und markiert und anschliefend
vorsichtig mit einem geeigneten Spatel ausgekratzt. Das so gewonnene, die Substanzen
enthaltene Kieselgelpulver wurde mithilfe eines geeigneten Losungsmittels unter stindigem
Rithren (Magnetriihrer) erschopfend eluiert. Zur Entfernung von eventuell mitgeldstem
Kieselgel wurde durch Blauband-Papierfilter (Whatman, Fa. Schleicher&Schuell) filtriert.

Das so gewonnene Eluat wurde danach entsprechend weiterbehandelt.

5.2.3. Sdulenchromatographie (SC)

Zur Auftrennung des, nach der Soxhletextraktion erhaltenen, Rohextraktes und zur weiteren
Auftrennung der dabei erhaltenen Fraktionen, wurde die Sdulenchromatographie verwendet.
Dazu wurden Glassdulen mit Fritte und feinregulierbarem Auslauthahn, in einer der Menge an
stationdrer Phase entsprechenden Grofle, verwendet. Als stationdre Phasen wurden Kieselgel
und Sephadex LH-20 genutzt.

Das zu trennende Substanzgemisch des Rohextraktes bzw. der Folgefraktionen wurde bei
Verwendung von Sephadex LH-20 hauptsichlich nach der Molekiilgroe aufgetrennt, bei
Verwendung von Kieselgel war die Hydrophylie bzw. Lipophilie der Substanzen im

Wesentlichen fiir die Trennung verantwortlich.

Sephadex LH-20 der Fa. Sigma Aldrich:

Das pulverférmge Sephadex LH-20 wurde zur Verwendung als stationdre Phase zunéchst
auBerhalb des Glasrohrs in Methanol aufgeschlemmt, anschliefend in die Glasséule tiberfiihrt
und 48 h zur Aquilibrierung stehengelassen. Das Verhiltnis aus Sephadex LH-20 zur Menge

der aufzutrennenden Substanz betrug 100:1.

Nach der Aquilibrerung wurde die im geeigneten Ldsungsmittel geldste, aufzutrennende

Substanz, in moglichst diinner Schicht auf die stationire Phase pipettiert.
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AnschlieBend wurde mit Methanol als mobile Phase eluiert. Die Tropfgeschwindigkeit betrug
20 Tropfen pro Minute.

Kieselgel 60 (Firma Merck; KorngréBe: 0,2-0,5mm):

Die Menge des verwendeten Kieselgels richtete sich wie beim Sephadex LH-20 nach der
Menge der zu trennenden Substanz. Es wurde ebenfalls die Hundertfache Menge verwendet.
Auch das Kieselgel wurde im, zu Anfang der Chromatographie, verwendeten FlieBmittel
vorgequollen und nach ausreichender Ruhephase in ein geeignetes Glasrohr mit Fritte
iiberfiihrt. Die Substanz wurde im geeigneten Losungsmittel geldst und mit einer kleinen
Menge Kieselgel vermischt. Diese Mischung wurde zum Trocknen 24 h stehen gelassen und

die trockene Mischung auf die vorbereitete Kieselgelsdule aufgestreut.

Mit geeigneter mobiler Phase (Tabelle 5.3) wurde hier ebenfalls bei gleicher
Tropfgeschwindigkeit eluiert.

Tabelle 5.3: Mobile Phasen: Losungsmittelzusammensetzungen fiir Kieselgelsdulen

SC System-Nr. FlieBmittelzusammensetzung Mischungsverhéltnis
SC1 Dichlormethan / Hexan / Methanol 70:40:10
SC2 Dichlormethan / Hexan / Methanol 60:40:20
SC3 Dichlormethan / Hexan / Methanol 50:30:40
SC4 Dichlormethan / Hexan / Methanol 50:50:10
SC5 Dichlormethan / Methanol 80:20
SCé6 Dichlormethan / Methanol 50:50
SC7 Hexan / Dichlormethan / Methanol 70:40:10
SC8 Hexan / Dichlormethan / Methanol 60:30:20
SC9 Hexan / Methanol 80:20
SC10 Hexan / Methanol 70:30
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Die in Tabelle 5.3 aufgefiihrten FlieBmittelsysteme wurden sowohl einzeln als auch als

FlieBmittelgradienten verwendet, wobei die Mischung zum Ende immer polarer wird.

FlieBmittelgradient 1 (FM-G1): SC1(12 Stunden), danach SC2 (12 Stunden) und abschlieBend
SC3 (8 Stunden).

FlieBmittelgradient 2 (FM-G2): SC5 (12 Stunden ), danach SC6 fiir weitere 12 Stunden

FlieBmittelgradient 3 (FM-G3): SC9, nach 24 Stunden Wechsel zu SC10 fiir weitere 12 Stunden

Bei allen sdulenchromatographischen Trennungen wurden die Eluate mit automatischen
Fraktionssammlern aufgefangen. Dabei erfolgte der Vorschub der Reagenzgliser alle 30
Minuten bzw. bei kleineren Sdulen alle 15 Minuten. In diesen Féllen wurde auch die

Tropfgeschwindigkeit halbiert.

Per Diinnschichtchromatographie wurde jedes dritte Reagenzglas tiberpriift und die Glaser, die
gleiche Substanzzonen erkennen lieBen, wurden zu einer Fraktion zusammengefasst und mit

Hilfe eines Rotationsverdampfers im Vakuum zur Trockene einrotiert.

5.2.4. Hochleistungs-Fliissigchromatographie (HPLC)

Das Prinzip der Hochleistungs-Fliissigchromatographie ist eine technisch optimierte
Sdulenchromatographie, mit einer mobilen Phase in Form eines Eluenten bzw.
Eluentengemisches und einer Sdule, meist ,,reversed phase“RP-Séule als stationdre Phase. Das
Sadulenmaterial bestand bei den hier verwendeten Sdulen aus unpolaren, monomeren CI18
Molekiilen (Eurospher 100-C18, Fa Knauer und befindet sich in einem Metallrohr von 4mm
Durchmesser (analytische HPLC) Das Elutionsmittel wird mit Hilfe einer Pumpe durch die
Saule gepresst, wodurch die Substanzen wie bei jeder Sdulenchromatographie entsprechend
ihrer Polaritdt mehr oder weniger stark an die stationdre Phase absorbiert und wieder eluiert
werden. Am Ende der Sdule befindet sich zur Detektion der Substanzen, die nach der
entsprechenden Retentionszeit die Sdule verlassen ein Detektor. Meist ist das ein Dioden Array
Detektor, der in der Lage ist, ein ganzes Spektrum verschiedener Frequenzen im sichtbaren und
ultravioletten Licht zur Detektion der Substanzen zu verwenden. Auf diese Weise kann man
gleichzeitig das UV-Spektrum der Substanz gewinnen, da die Absorption der eingestrahlten

Frequenzen kontinuierlich gemessen wird. Man erhélt auf diese Weise neben der Retentionszeit
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(Rt), die unter gleichen Bedingungen besser vergleichbar ist als der Rf-Wert im
Diinnschichtchromatogramm. Die HPLC diente aufgrund der besseren Trenneigenschaften

auch zur Uberpriifung der Reinheit von bereits rein isolierten Substanzen.

Fiir die analytische HPLC wurde das Dionex P580-System verwendet mit einer PS80 Pumpe
welches an ein Dioden-Array-Detektor UVD 340 S (Fa. Dionex Softron) gekoppelt ist. Als
Probengeber diente dabei das ASI-100 (Fa. Dionex) und als Saule eine Reversed Phase HPLC-
Saule der Marke Eurosphere 10 Cis (125 x 4mm) (Fa.Knauer).

Durchfuhrung einer Reinheitsprifung und Ermittlung der Retentionszeiten:

10 pul der in Methanol p.a. gelosten Probe wurden in die Sdule eingespritzt. Als FlieBmittel
wurde eine Mischung aus Methanol (HPLC grade, Fa. Hypersolv) und Wasser (NANOpur

d™ Fa. Barnstead) verwendet. Zur Elution wurden die beiden Losungsmittel in Form

Diamon
eines Gradienten (s. Tab. 5.4), bei einer Flussrate von 1ml/min eluiert (Standardprogramm)

Die so ermittelten Retentionszeiten der isolierten Substanzen sind in Tabelle 5.5 aufgefiihrt.

Tabelle 5.4: HPLC-Gradient zur Ermittlung der Retentionszeiten und Uberpriifung der

Reinheit (Standardprogramm)

Zeit (min) Methanol (%) Wasser (%)
0 10 90
5 10 90
35 100 0
45 100 0
46 10 90
60 10 90
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Tabelle 5.5: Retentionszeiten der aus V. boranensis isolierten Verbindungen;

Isolierte Verbindung Retentionszeit (min)
1 25,99
2 37,94
3 37,94
4 21,05
5 21,08
6 25,18
7 23,27
8 27,79
9 16,74
10 16,74
11 13,76
12 14,94
13 36,80
14 37,96
15 38,25
16 38,25
17 21,53
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5.2.5. Semipraparative HPLC
Die HPLC wurde auch zur Trennung von Fraktionen verwendet.

Fiir die semipriaparative HPLC wurde mit einem Lachrom-Merck Hitachi-System (Pumpe
L7100, UV-Detektor L7400, Eurosphere 100 C18-Sédule, 300 x 8 mm, Fa. Knauer)
durchgefiihrt.

Hierzu wurde die aufzutrennende Fraktion als konzentrierte LOsung mit geeignetem

Losungsmittel Methanol, Methanol-Wassermischung oder Acetonitril gelost und die Sdule pro

HPLC-Lauf mit jeweils 80 ul beladen.

Programm 1:
0-2 min. Methanol: Wasser + 0,1% Ameisensaure 10:90
2-20 min. Methanol : Wasser + 0,1% Ameisensaure 35:65

21-40 min. Methanol : Wasser + 0,1% Ameisensdure 50:50
40-45 min. Methanol : Wasser + 0,1% Ameisensdure 100:0

Programm 2:

0-10 min. Acetonitril : Wasser 90:10
10-15min. Acetonitril : Wasser 100:0
15-20 min. Acetonitril : Wasser 100:0

Die Eluate wurden jeweils anhand der auftretenden Peaks, in verschiedenen Kolben
aufgefangen. Die so erhaltenen Fraktionen wurden anschlieBend zur weiteren Verarbeitung

eingeengt und getrocknet.
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5.3. Spektroskopische Verfahren
5.3.1. UV-Vis-Spektroskopie

Zur weiteren Charakterisierung und Identifizierung einer Substanz kann man die UV-Spektren
und die darin enthaltenen Absorptionsmaxima als charakteristische Merkmale hinzuziehen.
Alle UV-Spektren wurden wéihrend der HPLC mit einem Photodiodenarray-Detektor (HP

1050, Hewlett Packard) bei einem Wellenldngenbereich von 210 bis 595nm aufgenommen.

5.3.2. Kernresonanz-Spektroskopie (NMR)

Zur endgiiltigen Identifizierung wurden NMR-Spektren der isolierten Substanzen
aufgenommen. Als Gerit zur Messung diente ein Kernresonanz-Spektrometer Ascend™ 600
der Firma Bruker. Es verfiigte {iber einen TBI-Probenkopf (triple broadband inverse gradient
head) fiir 'H-NMR sowie fiir die auf dem Protonenkanal aufgenommenen Korrelationsspektren
und einen QNP-Probenkopf (quadro nuclear probe) fiir 'H-NMR-, 3C-NMR-, 3C-DEPT- und
ROESY-NOESY-Messungen. Die Messungen wurden je nach Gerdt bei 500 bzw. 600 MHz
auf dem Protonenkanal bzw, 125 und 150 MHz auf dem Kohlenstoffkanal durchgefiihrt. Die
Messungen wurden in Abhdngigkeit von der Loslichkeit der Verbindungen in deuteriertem
Methanol (CD3;OD), Chloroform (CDCl3) oder Dimethylsulfoxid (DMSO-d¢) als

Losungsmittel vorgenommen.

5.3.3. Massenspektrometrie (MS)

Bei der Massenspektromerie werden die nach chemischer lonisation der Substanz mittels
Elektrospray (ESI) entstehenden lonen im Hochvakuum gemessen (Ho et al, 2003) oder in
Direkteinlassverfahren nach Elektronenbeschuss (EI) detektiert. Wéhrend es sich bei der ESI-
Ionisation um ein weiches, schonendes Verfahren handelt, bei dem meist nur das Molekiilion
(M+H oder M-H) entsteht, treten im drastischeren ,,Electron Impact“-Verfahren auch sehr viele
Folgefragmente auf. Je nach Stabilitdt des Molekiilions, ist dieses bei EI-Spektren manchmal
nicht mehr zu erkennen. Das so erhaltene Massenspektrum gibt dann aber nicht nur Auskunft
iiber das Molekulargewicht der Untersuchungssubstanz, sondern die Folgefragmente geben
auch wichtige Hinweise iiber die funktionellen Gruppen und Strukturelemente der Verbindung.
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EI-Spektren wurden mit dem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer TSQ 7000 der Firma
Finnigan MAT aufgenommen. HR-ESI-Spektren wurden mit dem UHR-QTOF maXis 4G von

der Firma Bruker Daltonics aufgenommen.

5.3.4. Optische Drehung

Die Messung der spezifischen Drehung erfolgte unter Verwendung einer Quarzkiivette der in
einer Schichtdicke von 1 dm in Methanol Uvasol, Fa Merck oder Chloroform (Uvasol, Fa
Merck) an einem Polarimeter 341 LC der Firma Perkin-Elmer. Als monochromatisches Licht
wurde die Natrium-D-Linie verwendet und die Messung bei 589 nm und einer Temperatur von
20°C vorgenommen. Als Vergleichsstandard wurde eine 1%ige Prolin-Losung (MeOH) oder

1%ige Griseofulvin-Losung (CHCls)verwendet.

5.4. Isolierung der Inhaltsstoffe aus dem Drogenmaterial von Volutaria

boranensis

5.4.1. Herkunft des Drogenmaterials

Volutaria boranensis (Cufod.) Wagenitz wurde am 05.08.2008 in Athi River (Machakos
County), Kenya gesammelt und an der Luft getrocknet. Das getrocknete Pflanzenmaterial
wurde von Patrick Mutiso, dem Kurator des Botanischen Gartens der Nairobi Universitét,

identifiziert, wo ein Belegexemplar mit der Signatur PBC2008/26 befindet .

5.4.2. Extraktion des Drogenmaterials

917 g der getrockneten und pulverisierten oberirdischen Pflanzenteile von Volutaria boranensis
wurden in 4 Portionen aufgeteilt und mit Dichlormethan in einer Soxhletapparatur iiber 36
Stunden erschopfend extrahiert. Die 4 entstandenen Extrakte wurden vereinigt und im Vakuum
am Rotationsverdampfer schonend vom Dichlormethan befreit. Daraus ergaben sich 133,67 g

eines zdhen, griin-schwarzen Dichlormethan-Extraktes.
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Die in den Extraktionshiilsen verbliebene und bereits trockene, pulverisierte Droge wurde mit
dem gleichen Verfahren mit Methanol ebenfalls erschopfend extrahiert. Nach Trocknung
wurden 82g Methanolextrakt erhalten. Nach Abtrennung des sich bildenden Niederschlags
nach Auflésung in Methanol, ergaben sich 30 g Extrakt. Alle Folgefraktionen des
Dichlormethanextraktes wurden mit dem Anfangsbuchstaben D und alle entsprechenden

Fraktionen des Methanolextraktes erhielten zur Abgrenzung ein M.

5.4.3. Fraktionierung des Dichlormethanextraktes

Da das Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf der Isolierung und Identifizierung der
Sesquiterpenlactone lag, wurde nicht der gesamte Extrakt, sondern nur der methanollésliche
Anteil verwendet. Sesquiterpenlactone sind amphiphile Verbindungen, die sowohl in
Dichlormethan als auch in wassrigem Methanol 16slich sind. (Sticher, 2007). Auf diese Art und
Weise, wurden lipophile Verunreinigungen entfernt. Der gesamte Dichlormethanextrakt
(133,67g) wurde daher mit Methanol mithilfe der Soxhlet-Apparatur ausgezogen (PaBreiter,
1990; Skibinski 1990), wobei 33g Methanol-16slicher Anteil des Dichlormethan-Extraktes
erhalten wurden. Dieser Anteil des Dichlormethanextraktes wurde als Ausgangsmaterial der

nachfolgende Trennmethoden zur Isolierung der Einzelverbindungen verwendet.

Insgesamt 33 g des so erhaltenen Extraktteils wurden in 5 Portionen sdulenchromatographisch
an Sephadex LH.20 mit Methanol als mobile Phase aufgetrennt. Die Eluate der jeweiligen
Portionen wurden mehrmals diinnschichtchromatographisch im FlieBmittelsystem DCI
aufgetrennt und die Chromatogramme anschlieend entweder mit Anisaldehyd- oder mit
Naturstoffreagenz A bespriiht. Nach Auswertung der im DC*s und bei Betrachten im UV-Licht
vor und nach Bespriihen und nach der durch Umsetzung mit den Spriihreagentien detektierten
Substanzzonen, wurden die in Reagenzgldsern aufgefangenen Fraktionen aufgrund ihrer
chromatographischen Ahnlichkeiten weiter zusammengefasst. Durch Vergleich der so
gebildeten Fraktionen aus allen 5 Durchgéngen wurden anschlieend 13 Fraktionen gebildet (s.

Tab. 5.6).
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Tabelle 5.6: Ergebnis der Auftrennung des methanolloslichen Anteils des

Dichlormethanextraktes mit Sephadex LH-20 und daraus isolierte Substanzen

Fraktion Ausbeute (g) Isolierte Verbindungen
V.b.D.1-V.b.D.5 10,50 -
V.b.D.6 2,90 15,16
V.b.D.7 6,80 -
V.b.D.8 3,93 1-5,12,13,14
V.b.D.9 3,67 -
V.b.D.10 1,15 8
V.b.D.11 5,34 -
V.b.D.12 1,05 6
V.b.D.13 0,88 7

Fiir die in Tab. 5.6 aufgefiihrten Fraktionen wurde eine Ubersichts-DC angefertigt.

AnschlieBend wurden ausgewihlte Fraktionen weiterbearbeitet.

Fraktion V.b.D.6

Fraktion V.b.D.6 wurde mit Methanol versetzt, wobei sich eine weille Ausfillung zeigte. Nach
Abtrennung des Niederschlags und Trocknung resultieren 39,5 mg einer weillen, kristallinen
Substanz. Diese zeigte im DC-FlieBmittelsystem-1 (Tab.5.1) drei Flecke, wobei zwei davon
sehr schwach ausfielen und ein dunkelbrauner Fleck bei Rf=0,61 schr intensiv ausfiel.

Um diesen Fleck zu isolieren, wurde eine Kieselgelsdule verwendet mit dem FlieBmittelsystem
SC-1 (Tab.5.3) Daraus ergaben sich 3 Fraktionen, wobei Fraktion 1 und 2 umkristallisiert, und
zur Strukturautklarung verwendet wurde (Verbindung 15 und 16 ). (s. Kapitel 2.2.13 u. 2.2.14)
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Tabelle. 5.7: Fraktion 6 nach Auftrennung iiber Kieselgel

Fraktion Ausbeute (mg) | Isolierte Verbindungen
V.b.D.6.1. 39,5 15,16
V.b.D.6.2 2,7 15,16
V.b.D.6.3 21,0 -

Fraktion V.b.D.8

Nach Zugabe von Methanol fiel auch aus Fraktion V.b.D.8 eine weile, kristalline Substanz,
welche im DC (FlieBmittelsystem DC 1, s. Tab. 5.1 ) einen intensiven dunkelblauen Fleck bei
0,70 aufwies. und direkt der Strukturaufklarung zugefiihrt. Es wurden auf diese Weise 22,5mg
von Verbindung 13 erhalten (s. Kapitel 2.2.11).

Die iiberstehende Losung wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel 60 (400g) weiter
aufgereinigt. Als mobile Phase wurde das FlieBmittelgradient FM-G3 (Kap. 5.2.3) verwendet.
Nach DC-Kontrolle konnten die aufgefangenen Eluate zu 27 Fraktionen V.b.D.8.1 bis
V.b.D.8.27 vereinigt werden. Tabelle 5.8 listet die aufgetrennten Fraktionen und die daraus

1solierten Substanzen.

Tabelle 5.8: Fraktionierung von V.b.D.8

Fraktion Ausbeute (mg) Isolierte Verbindungen
V.b.D.8.1 3,5
V.b.D.8.2 40,3
V.b.D.8.3 3,5
V.b.D.8.4 12,2
V.b.D.8.5 195,2
V.b.D.8.6 12,8
V.b.D.8.7 21,0
V.b.D.8.8 30,0
V.b.D.8.9 29,0 14
V.b.D.8.10 13,0
V.b.D.8.11 14,6
V.b.D.8.12 33,3
V.b.D.8.13 20,7
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V.b.D.8.14 5284 4,5
V.b.D.8.15 40,5

V.b.D.8.16 296,1 1
V.b.D.8.17 500,1

V.b.D.8.18 251,1

V.b.D.8.19 95,7 2,3
V.b.D.8.20 46,9

V.b.D.8.21 67,4

V.b.D.8.22 36,2

V.b.D.8.23 28,5

V.b.D.8.24 135,4 12
V.b.D.8.25 213,7

V.b.D.8.26 156,8

V.b.D.8.27 73,1

Fraktion V.b.D.8.9:

Auch in den Folgefraktionen von V.b.D.8 fiel eine Verbindung bereits kristallin in Fraktion
V.b.D.8.9DK1 mit einer Menge von 7,4 mg an. Die Kristalle wurden ebenfalls gewaschen und
getrocknet und zeigten im DC (FlieBmittelsystem DC 1, s. Tab. 5.1, S.350) einen intensiven
dunkelbraunen Fleck bei Rf 0,71 sowie weitere sehr schwache Flecken und wurde durch
praparative DC (FlieBmittelsystem DC 1) isoliert. Dabei wurden 2,26 mg Substanz erhalten,
welche nach der Strukturaufklarung Verbindung 14 ergab (s. Kapitel 2.2.12)

Fraktion V.b.D.8.14:

498 mg dieser Fraktion wurden anschliefend erneut iiber Kieselgel (100g) aufgetrennt. Als
Elutionsmittel wurde das FlieBmittelsystem S1 (s. Tab. 5.3) verwendet. Nach DC-Kontrolle im
FlieBmittelsystem DC 1 (s. Tab. 5.1) wurden die Eluate zu 7 Fraktionen zusammengefasst, von
denen Fraktion 2 am vielversprechendsten zu sein schien. V.b.D.8.14.2 wurde daher im HPLC
ndher untersucht und anschlieBend mit dieser Methode préiparativ behandelt. Das Ziel der
semipréiparativen HPLC war es einen gelben Fleck mit dem Rf-Wert 0,41 im FlieBmittelsystem

DC 1 zu isolieren. Die Fraktion wurde mit Programm 2 zur semipriparativen HPLC (s. Kap.
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5.2.4, S.358 ) getrennt. Es ergaben sich vier Fraktionen (0,1,2,3), die nach Trocknung erneut
mit dem HPLC untersucht wurden. Die Fraktionen V.b.D.8.14.2.2 und V.b.D.8.14.2.3 zeigten
jeweils nur einen Peak im analytischen HPLC (Tab. 5.4) und wurden daher getrennt der

Strukturaufklarung zugefiihrt (Verbindung 4 und §, (s. Kapitel 2.2.3 und 2.2.4)

Tabelle 5.9: Fraktion 8.14 nach Auftrennung iiber Kieselgel

Fraktion Ausbeute (mg) | Isolierte Verbindungen
V.b.D.8.14.1 57,22 -
V.b.D.8.14.2 28,7 4,5
V.b.D.8.14.3 36,5 -
V.b.D.8.14.4 22,9
V.b.D.8.14.5 54,2
V.b.D.8.14.6 111,3
V.b.D.8.14.7 120,4

Tabelle 5.10: Fraktion 8.14.2 nach semiprédparativer Auftrennung

Fraktion Ausbeute (mg) | Isolierte Verbindungen
V.b.D.8.14.2.0 12,35 -
V.b.D.8.14.2.1 8,19
V.b.D.8.14.2.2 2,32 4
V.b.D.8.14.2.3 1,91 5
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Fraktion V.b.D.8.16:
In Fraktion V.b.D.8.16 zeigte sich im Ubersichts-DC (FlieBsystem DC 1, Tab.5.1) ein

deutlicher, braun-violetter Fleck mit einem Rf-Wert von 0,36. Nach Zugabe von Dichlormethan
und n-Hexan fiel eine weil-kristalline Substanz aus. Nach vollstindiger Abtrennung des
Niederschlags durch Stehenlassen im Kiihlschrank (24 h, 4 °C), wurde die iiberstehende Losung
vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und der Niederschlag gewaschen. Die ausgefallene
Substanz (135mg) wurde anschlieBend der Strukturauflosung zugefiihrt (Verbindung 1, s.
Kapitel 2.2.1)

Fraktion V.b.D.8.19:

Fraktion V.b.D.8.19 enthielt eine Substanz, deren dunkelbraune Zone im Diinnschicht-
chromatogramm bei Rf 0,42 im FlieBmittelsystem DC 2 ( Tab. 5.1) auffiel. Zur Reinigung
wurde die Fraktion (69,25 mg) erneut an einer Kieselgelsdule (30 g) mit dem FlieBmittelsystem
SC1 (Tab. 5.3) aufgetrennt. Die Eluate wurden wie iiblich im DC kontrolliert und nach
Ahnlichkeit weiter zusammengefasst (FlieBmittelsystem DC2; Tab. 5.1) Es wurden 5
Fraktionen V.b.D.8.19.A bis V.b.D.8.19.F gebildet. In der Fraktion V.b.D.8.19.E fand sich die
gesuchte Substanz, die im HPLC eine Retentionszeit von 37,94 min. aufwies. Auch diese
Substanz wurde der Strukturaufkldrung zugefiihrte (Verbindung 2 und 3, s. Kapitel 2.2.2 ).
Nach Auswertung der NMR Spektren fiel auf, dass es sich um ein Gemisch zweier isomerer

Substanzen handelte. Alle Versuche die beiden Verbindungen zu trennen, schlugen jedoch fehl.

Tabelle 5.11: Fraktion V.b.8.19 nach Auftrennung

Fraktion Ausbeute (mg) | Isolierte Verbindungen
V.b.D.8.19.A 3,93 -
V.b.D.8.19.B 22,69
V.b.D.8.19.C 4,80
V.b.D.8.19.D 2,92
V.b.D.B.19E 2,38 2,3
V.b.D.8.19.F 8,15
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Fraktion V.b.D.8.24

Auch Fraktion V.b.8.24 (135,40 mg) wurde erneut sdulenchromatographisch an Kieselgel (20g)
aufgetrennt. Als Elutionsmittel wurde das FlieBmittelgradient FM-G2 verwendet (s. Kapitel
5.2.3). Die aufgefangenen Fraktionen wurden im DC kontrolliert FlieBmittelsystem DC2 (s.
Tab. 5.1) entwickelt und anschlieBend mit Anisaldehyd bespriiht und bis zur vollstdndigen
Farbentwicklung erhitzt. Es resultierten 7 Fraktionen, wobei nur Fraktion V.b.8.24.2 (14,50mg)
eine saubere Substanz enthielt, die direkt zur Strukturaufkldrung verwendet werden konnte

(Verbindung 12, s. Kapitel 2.2.10)

Fraktion V.b.D.10

500 mg der Faktion V.b.D.10 wurden mit iiber eine Kieselgelsdule (100 g) als stationdre Phase
weiter aufgetrennt. Als FlieBmittelmischung wurde FlieBmittelsystem SC4 (s. Tab. 5.3.)
verwendet. Es resultierten 12 Fraktionen V.b.D.10.1 - V.b.D.10.12 (s. Tab 5.11). Wéhrend die
meisten Fraktionen im DC (DC 1, Tab. 5.1) erkennen lieBen, dass eine weitere Aufarbeitung
nicht sinnvoll ist, zeigte Fraktion V.b.D.10.10 eine einheitlich dunkelgelbe geférbte
Substanzzone im DC nach Bespriihen mit Anisaldehyd bei Rf 0,34. Diese Verbindung wurde
anschlieBend der Strukturaufkldrung zugefiihrt (Verbindung 8, s. Kapitel 2.2.7).

Tabelle 5.12: Fraktionierung von V.b.D.10

Fraktion Ausbeute (mg) Isolierte Verbindungen

V.b.D.10.1 249,00
V.b.D.10.2 302,86
V.b.D.10.3 78,50
V.b.D.10.4 140,88
V.b.D.10.5 21,90
V.b.D.10.6 30,78
V.b.D.10.7 1,22
V.b.D.10.8 42,90
V.b.D.10.9 2,80
V.b.D.10.10 2,55 8
V.b.D.10.11 1,90
V.b.D.10.12 7,96
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Fraktion V.b.D.12

Fraktion 8.12 (95,4mg) wurde mit Dichlormethan und n-Hexan versetzt. Dabei fiel eine
gelbe-kristalline Substanz aus. Nach vollstidndiger Abtrennung des Niederschlags durch
Stehenlassen im Kiihlschrank (24 h, 4 °C), wurde die iiberstehende Losung vorsichtig mit
einer Pipette abgenommen und der Niederschlag gewaschen. Die ausgefallene Substanz
zeigte im DC ( DC 1) eine sehr intensiv gelbe Substanzone bei Rf 0,39 und enthielt die
Reinsubstanz Hispidulin mit einer Ausbeute von 10,21mg (Verbindung 6, Kapitel 2.2.5).

Fraktion V.b.D.13

Bei der Aufarbeitung von Fraktion V.b.D.13 fiel nach Zusatz von Dichlormethan und n-Hexan
ebenfalls eine gelbe kristalline Substanz aus, welche im FlieBmittelsystem DCI1 zwei
Substanzzonen bei den Rf-Werten 0,39 und 0,36 aufwies, die durch praparative DC gewonnen
werden konnten. Nach Auskratzen der Zonen und Filtration konnten zwei reine Verbindungen
gewonnen werden, die der Strukturaufkldrung zugefiihrt wurden. Verbindung 6 (10,5mg) und

Verbindung 7 (2,07mg) (Verbindung 6 und 7, s. Kapitel 2.2.5 und 2.2.6)

5.4.4 Fraktionierung des Methanolextrakts

Wie im Kap. 5.4.3 fiir den Dichlormethanextrakt bereits beschrieben, wurde auch der
Methanolextrakt viermal an Sephadex LH 20 aufgetrennt. Dabei wurden 7 Fraktionen erhalten
(M.1 — M.7). Nur die Fraktionen M.6 und M.7 erlaubten eine schnelle Isolierung von

Substanzen, so dass diese beiden Fraktionen weiter aufgetrennt wurden.

Tabelle 5.13 : Fraktionen 1-7 nach Auftrennung an Sephadex LH-20

Fraktion Ausbeute (g) Isolierte Verbindungen
V.b.M.1-5 4,51 -

V.b.M.6 1,26 11,17

V.b.M.7 0,32 9,10
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Fraktion V.b.M.6

Diese Fraktion wurde per Kieselgel aufgetrennt und ergab 4 weitere Fraktionen, wobei
Fraktion 6.1 einen vielversprechenden Fleck bei Rf 0,56 in einer Ubersichts DC mit dem
FlieBmittel-System DC 1 (Tab. 5.1) ergab, welcher im HPCL allerdings mehrere Peaks zeigte.
Somit wurde diese Fraktion per semipraparative HPLC aufgetrennt.

Dabei wurden 50 mg in 8 ml Methanol gelost und mit Programm 1 fiir semipréparative HPLC
aufgereinigt (s. Kap. 5.2.5).

Diese Auftrennung ergab 8 weitere Fraktionen und Fraktion 6.1.4. ergab anschlieend einen
sauberen Peak im HPLC bei 13,76min. (s. Kapitel 5.2.4) und wurde nach Aufnahme von NMR-
und Massenspektren als Chlorogensédure (Verbindung 11, s. Kap. 2.2.9) identifiziert.
AuBlerdem ergab die Fraktion V.b. M. 6.1.7 ebenfalls einen Peak im HPLC bei einer
Retentionszeit von 21,53 min. Diese Substanz mit einer Ausbeute von (6,4mg) wurde ebenfalls

der Strukturaufkldrung zugefiihrt und ergab die Verbindung 17 (s. Kap. 2.2.15.)

Tabelle 5.14: Fraktion 6 nach Auftrennung per Kieselgel

Substanz Ausbeute (mg) Isolierte Verbindungen
V.b.M.6.1. 72,25 11,17
V.b.M.6.2 181,61 -
V.b.M.6.3 45,41 -
V.b.M.6.4 120

Tabelle 5.15: Fraktion 6.1 nach Auftrennung per semipraparative HPLC

Substanz Ausbeute (mg) Isolierte Verbindungen
V.b.M.6.1.1 1,26
V.b.M.6.1.2 1,40
V.b.M.6.1.3 1,50
V.b.M.6.1.4 5,27 11
V.b.M.6.1.5 3,04
V.b.M.6.1.6 5,0
V.b.M.6.1.7 6,4 17
V.b.M.6.1.8 11,5
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Fraktion V.b.M.7

Fraktion 7 mit einer Ausbeute von 320mg zeigte im HPLC (Standardprogramm) mehrere
Peaks und wurde per semipréiparativer HPLC aufgetrennt. Dabei wurden mehrere Portionen
mit je 40 mg in 8 ml Methanol geldst und mit Programm 1 fiir semipraparative HPLC
aufgereinigt (Kapitel 5.2.5)

Diese Auftrennung ergab 5 weitere Fraktionen und Fraktion 7.1sp3 ergab anschlieend einen
isolierten Peak im HPLC bei einer Retentionszeit von 16,74 min. und wurde nach Aufnahme
von NMR- und Massenspektren als 2(R )- und 2 (S)-Eriodictyol 7-glucuronid (Verbindung
9+10 , Kapitel 2.2.8) identifiziert.

Tabelle 5.16: Fraktion 7 nach Auftrennung per semipréaparative HPLC

Substanz Ausbeute (mg) Verbindung
V.b.M.7.1spl 95,8mg -

V.b.M.7.1sp2 21,61mg -

V.b.M.7.1sp3 5,41mg Verbindung 9+10
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5.5 Analytische Daten der isolierten Verbindungen

5.5.1. Cynaropikrin

Ursprungsfraktion: V.b.D.8.16

Summenformel: Ci9H2,0¢

Molare Masse: 346.38 g/mol

CAS-Nr. 35730-78

Optische Drehung: [a]20" + 59,48 ° (¢ 0,4 %; MeOH)

HPLC: 25,99min.

UV: Amax= 216 nm

EI-MS: m/z (rel.Int): 346 [M]";262 [M" - 84] (19) ; 244 [262 - H>O]" (33),
226 [244 - H,0]" (22), 148 (32), 85 (Basis-Ion, 100%);
57 [85-CO]"(20)

MS: HR-ESI: m/z= 347,1485 [+H'!, m/z= 364,1752 [NH4'], m/z=369,1304 [Na']

NMR: siche Tabelle 2.1, S.20/21

DC: siche Tabelle 5.2, S.352

5.5.2. Isolipidiol und Lipidiol

Ursprungsfraktion: V.b.D.8.19

Summenformel: C;sH2204

Molare Masse: 266.33 g/mol

CAS-Nr. 30825-68-4

HPLC: 37,94 min.

UV: Amax= 216 und 283 nm

EI-MS: m/z (rel.Int): 266 [M]"; 248 [M-18]"(7) , 230 [M-2x18]" (3),
193 [M - HOOC-CH-CH3; (M - 73)]" (Basispeak, 100%), 168 (95)

HR-ESI-MS: m/z: 267,1595 [+H"]

NMR: siche Tabelle 2.2, S. 42

DC: siche Tabelle 5.2, S.352
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5.5.3. 4-a-Methylboranoflavon

Ursprungsfraktion: V.b.D.8.14
Summenformel: Ci19H220s6

Molare Masse: 346.38 g/mol

Optische Drehung: [0]20° + 59° (¢ 0,4 %; MeOH)

HPLC: 21,05 min.

UV: Amax=213 nm

HR-ESI-MS: m/z = 347,1489 [+H']; m/z=364,1756 [+NH4"]; m/z=369,1309 [+Na']
NMR: siche Tabelle 2.5, S.70

DC: siche Tabelle 5.2, S.352

5.5.4. 4 -p -Methylboranoflavon

Ursprungsfraktion: V.b.D.8.14

Summenformel: Ci9H220¢

Molare Masse: 346.38 g/m8l

Optische Drehung: [a]20" + 56,71° (c 0,4 %; MeOH)

HPLC: 21,08 min.

UV: Amax= 214 nm

HR-ESI-MS: m/z = 347,1489 [+H']; m/z=364,1756 [+NH4"]; m/z=369,1309 [+Na"]
NMR: siche Tabelle 2.8, S. 105

DC: siche Tabelle 5.2, S.352
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5.5.5. Hispidulin

Ursprungsfraktion: V.b.D.8.12
Summenformel: CisH1206

Molare Masse: 300.26 g/mol
CAS-Nr. 1447-88-7

HPLC: 25,18 min.

UV: Amax= 270nm und 346 nm
HR-ESI-MS: m/z = 301,0709 [+H"]
NMR: siche Tabelle 2.9, S. 137
DC: siche Tabelle 5.2, S.352

5.5.6. Eupafolin

Urspungsfraktion: V.b.D.8.13

Summenformel: CicH1207

Molare Masse: 316.17 g/mol

CAS-Nr. 518-11-6

HPLC: 23,27 min.

UV: Amax= 241 und 348 nm

EI-MS: m/z (rel. Int.): 316 [M]" (60); 298 [M-H,0]" (32), 273 [M-CO-CH3]"(34),
155 (Basispeak 100%), 69 (55), 43 (52)

NMR: siche Tabelle 2.11, S. 153

DC: siche Tabelle 5.2, S.352
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5.5.7. Boranensisflavon

Ursprungsfraktion: V.b.D.10.10

Summenformel: C35H3,012

Molare Masse: 644 g/mol

Optische Drehung: [a]20" +21,47 © (c 0,4 %; MeOH)
HPLC: 27,79 min.

UV: Amax= 278 und 336 nm

HR-ESI-MS: m/z = 645,1964 [+H"]

NMR: siche Tabelle 2.12, S.169 und Tab. 2.13, S. 181
DC: siche Tabelle 5.2, S.352

5.5.8. 2(R )- und 2 (S)-Eriodictyol 7-glucuronid

Ursprungsfraktion: V.b.M.7.1.

Summenformel: C21H20012

Molare Masse: 464.40g/mol

CAS-Nr. 35730-78

HPLC: 16,74 min.

UV: Amax= 284 und 328nm

ESI-MS: m/z= 463,3 Quasimolekiilion [M-H]" m/z=927,1 [2x M-H]*
HRESI-MS: m/z = 465,3465 [+H']; m/z=488,3938 [+Na']

NMR: siche Tabelle 2.14, S. 196

DC: siche Tabelle 5.2, S.352
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5.5.9. Chlorogensaure

Ursprungsfraktion: V.b.M.6.1.4
Summenformel: Ci¢H1309
Molare Masse: 354.31g/mol
CAS-Nr. 327-97-9

HPLC: 13,76 min.

UV: Amax= 239 und 325nm
HR-ES-MS: m/z = 355,1020 [+H']
NMR: siche Tabelle 2.16, S. 215
DC: siche Tabelle 5.2, S.352

5.5.10. Arctiin

Ursprungsfraktion: V.b.D.8.24

Summenformel: C27H3401;

Molare Masse: 534.55 g/mol

CAS-Nr. 20362-31-6

Optische Drehung: [a]20” - 3,45° (¢ 0,1 %; MeOH)
HPLC: 14,94min.

UV: Amax= 235 und 275 nm

HR-ESI-MS: m/z = 552.2437 [+NH4"]

NMR: siche Tabelle 2.18, S. 227

DC: siche Tabelle 5.2, S.352
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5.5.11. Taraxasterol

Ursprungsfraktion: V.b.§DK

Summenformel: C30Hs0O

Molare Masse: 426.72 g/mol

CAS-Nr. 1059-14-9

HPLC: 36,80 min.

UV: Amax= 202 nm

EI-MS: (rel. int. %): m/z 426 [M"] (20), 357 [M-69 |" (10), 207 [M-219 1" (60),
189 (Basispeak 100%), 135 (50), 121 (48), 109 (51)

NMR: siche Tabelle 2.20, S.249

DC: siehe Tabelle 5.2, S.352

5.5.12. Pseudotaraxasterol-30-aldehyd

Ursprungsfraktion: V.b.8.9DK1

Summenformel: C30Hs102

Molare Masse: 440,3 g/mol

CAS-Nr. 464-98-2

HPLC: 37,96 min.

UV: Amax= 209 nm

EI-MS: (rel. int. %): m/z 440 [M*] (5), 422 [M-H,0O 1" (25), 379 [M-61 " (18),
207 (40); 189 (Basispeak 100%), 135 (65), 121 (51)

NMR: siche Tabelle 2.22, S.271

DC: siehe Tabelle 5.2, S.352
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5.5.13. Stigmasterol

Ursprungsfraktion: V.b.D.6

Summenformel: C9H430

Molare Masse: 412.69g/mol

CAS-Nr. 83-48-7

HPLC: 38,25 min.

UV: Amax= 237 nm

EI-MS: rel. int. [%): m/z 412 [M]", 379 [M-H,O-CH3 ]* (18) , 351[M-H,0-(CH3).CH]" (27),
271 [M-H2-CioHi9 ] (83), 255 [M-H20-CioH1o ] (85), 213 (53), 159 (90),
145 (82), 107 (66), 81(86), 55 (100)

NMR: siehe Tabelle 2.24, S. 293

DC: siehe Tabelle 5.2, S.352

5.5.14. B3-Sitosterol

Ursprungsfraktion: V.b.D6K1

Summenformel: C29Hs500

Molare Masse: 414 g/mol

CAS-Nr. 559-7-06

HPLC: 38,25 min.

UV: Amax=237nm

EI-MS: (rel. int. [%): m/z 414 [M]", 381 [M-H,O-CH3 ]" (8), 273 [M-H2-CioHi9 ] (28),
257 [M-H20-C1oHi9 " (20), 215 (20), 161 (50), 147 (72), 109 (65),
83 (99), 57 (35)

DC: siche Tabelle 5.2, S.352
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5.5.15. Serotobenine

Ursprungsfraktion: 6.1.7
Summenformel: C20HsN204
Molare Masse: 350,37g/mol
CAS-Nr. 99615-94-8

HPLC: 21,53 min.

UV: Amax= 231 und 285nm
HR-ESI-MS: m/z = 351,1342 [+H"]
NMR: siche Tabelle 2.25, S. 310
DC: siehe Tabelle 5.2, S.352
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5.6 Pharmakologische Arbeitsmethoden

Die folgenden zytotoxischen Untersuchungen wurden im Rahmen einer Zusammenarbeit mit
dem Institut fiir Pharmazeutische Chemie bei Herrn Prof. Dr. Kassack von Frau Dr. Parichat

Sureechatchaiyan durchgefiihrt.

5.6.1. Zelllinie: Ovarialkarzinomzelllinie

Die verwendete Zelllinie A2780 sens ist eine Cisplatin-sensitive Ovarialkarzinomzelllinie, die
beim European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC, Salisbury, Gro3britannien)
bezogen wurde. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im entsprechenden Néahrmedium (RPMI
1640 + 120 pg/ml Streptomycin, 120 U/ml Penicillin und 10% hitzeinaktiviertes FKS der Firma
PAN Biotech, Aidenbach) im Inkubator bei 37°C, einer relativen Luftfeuchte von 96% und 5%
CO»-Gehalt.

5.6.2. Bestimmung der Viabilitit (MTT-Assay)

Zur Bestimmung der Zellviabilitdt wurde der MTT-Assay analog zu Marek et al. (2013) und
Engelke et al. (2016) verwendet. Dazu wurden die Zellen in 96-well Platten ausgesit und fiir
24 Stunden kultiviert. Nach 24 Stunden wurde das Ndahrmedium ausgetauscht und die Zellen
mit den zu testenden Substanzen versetzt. Nach 72 Stunden wurde zur Bestimmung der
Zellviabilitit 25 ul MTT-Losung in jedes Well gegeben. Intakte Zellen mit funktionierendem
Stoffwechsel sind in der Lage, das wasserlosliche MTT durch die mitochondriale
Dehydrogenase unter NADH-Verbrauch zu violettem, wasserunloslichem Formazan
umzusetzen. Dafiir wurden die Zellen 10-20 Minuten, je nach Zelllinie, im Inkubator bei 37°C
und 5% CO> inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Uberstand abgesaugt und
die Zellen mit dem enthaltenen Formazan in 75 pl DMSO lysiert. Die Absorption wurde bei A
= 544 nm im FLUOstar Mikroplatten-Reader vermessen. Um die Hintergrundabsorption durch
Zelltrimmer zu beriicksichtigen, wurde die 96-well Platte zusdtzlich bei 690 nm ausgewertet.
Die erhaltenen Absorptionswerte bei 690 nm wurden von denen von 544 nm subtrahiert.

Die untersuchten Verbindungen wurden in DMSO gelost. Durch die im Grobscreening
verwendeten Konzentrationen ergibt sich in den Losungen ein DMSO-Gehalt von 1% und
0,1%. Diese DMSO Konzentrationen wurden als Kontrollen inkludiert, um sicherzustellen,
dass von dem enthaltenen DMSO kein zytotoxischer Effekt ausgeht.

Als Positivkontrolle dient Cisplatin, also die Verbindung, die in jedem Fall die Zellen abtotet

und somit einen Vergleich mit den untersuchten Verbindungen erlaubt. NaCl ist das
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Losungsmittel fiir Cisplatin und dient somit als Kontrolle, dass das Losungsmittel selbst keinen
Einfluss auf das Zellwachstum hat. Das DMSO ist das Losungsmittel fiir die Substanzen und
wird ebenfalls als Negativkotrolle verwendet, da es selbst ebenfalls keinen Einfluss auf das

Zellwachstum hat.

5.6.3 Berechnung der 1Cso— Werte

Nach Bereinigung der Absorptionswerte, wie im vorigen Abschnitt beschrieben, wurde die
Inhibition des Zellwachstums aller getesteter Substanzen in Prozent berechnet.

Aufgrund der Ergebnisse der %-Inhibitionen (s. Tabelle 3.3, Kapitel 3) wurde fiir die
Testsubstanzen AKC02, AKC03 und AKCI1 jeweils eine Verdiinnungsreihe aus fiinf
Konzentrationen (10M bis 107M) angefertigt und die Absorption vermessen.

Mit dem Programm GraphPad Prism wurde, mit Hilfe der nicht-linearen Regression unter
Verwendung der 4-Parameter-Hill-analogen Gleichung, eine Konzentrations-Effekt-Kurve
erstellt.

Dabei wurde die gemessene Absorption gegen den dekadischen Logarithmus der molaren
Substanzkonzentration aufgetragen. Der Wendepunkt der sich ergebenden sigmoidalen Kurven

ergab dann den IC50-Wert. (s. Tab.3.4, Kapitel 3)
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7. Anhang

7.1 Eidesstattliche Erklirung

Hiermit erkldre ich ehrenwdortlich, dass ich die vorliegende Dissertation mit dem Titel
,»Isolierung und Identifizierung von Inhaltsstoffen aus Volutaria boranensis (Cufod.)
Wagenitz sowie Untersuchungen zur Zytotoxizitdt ausgewéhlter pflanzlicher Sekundérstoffe “
selbst angefertigt habe.

AuBler den angegebenen Quellen und Hilfsmitteln wurden keine weiteren verwendet. Diese
Dissertation wurde weder in gleicher noch in abgewandelter Form in einem anderen

Priifungsverfahren vorgelegt.

Diisseldorf, den 14.6.2022

Arta Kuci
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