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Verzeichnis der Abklirzungen

Verzeichnis der Abkurzungen

AAR Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagens
Abb. Abbildung

ACN Acetonitril

ATR Abgeschwachte Totalreflexion

CHCl; Chloroform

CHCl, Dichlormethan

CHy Methan-Radikal

CH3;COOH Essigsaure

DC Dunnschichtchromatographie

%] Durchmesser

EP2C Euphorbia pallasii 2. Column Chromatography
etc. Et cetera

Extr. Extrakt

H.O Wasser

HPLC High performance liquid chromatography
IR Infrarotspektroskopie

Kap. Kapitel

MeOH Methanol

Me,CO Aceton

MS Massenspektrometrie

n.d. Nicht definiert

NMR Nuclear magnetic resonance

ppm Part per million

R¢ Retentionsfaktor (in der DC)

RP Reversed Phase (in der HPLC)

Rt Retention time

S. Siehe (Verweise auf andere Kapitel etc.)
S. Seite

SC Saulenchromatographie

SPE Solid phase extraction

Tab. Tabelle

TMM Traditionelle Mongolische Medizin
UV-Licht Ultraviolettes Licht
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1 ALLGEMEINER TEIL

1.1 Einleitung

In den letzten Jahrzehnten erfuhren traditionelle Heilmethoden, vornehmlich aus
Asien stammende, einen starken Aufschwung in Europa. Sie konnen in
Situationen, in denen die westliche Medizin keinen Ausweg mehr bietet, wie
zum Beispiel bei chronischen Erkrankungen, eine weitere Alternative darstellen.
Viele Praktiken der Traditionellen Chinesischen Medizin, der Tibetischen
Medizin und Ayurveda sind in Europa bereits weit verbreitet und finden im Zuge

der steigenden Popularitat alternativer Heilmethoden viele Anhanger. '

Noch relativ unbekannt ist allerdings das Feld der Traditionellen Mongolischen
Medizin (TMM). Sie ist aufgrund der historischen Entwicklung des Landes stark
mit der Tibetischen Medizin verknlpft. Die Grundziige der TMM folgen dadurch
im Wesentlichen dem Gedankengut des Buddhismus, demzufolge der
Gesundheitszustand eines Menschen durch das Gleichgewicht dreier
Safte/Prinzipien determiniert ist, die mit Wind (hii), Galle (Sar) und Phlegma
(badgan) Ubersetzt werden koénnen. Ein Entgleiten dieser Balance fuhrt zu

Krankheit, die zu kurieren und vorzubeugen der TMM oberstes Ziel darstellt. 2

Um dieses Ziel zu erreichen, muss der Patient erst seine Lebensgewohnheiten,
die auch die Erndhrung beinhalten, umstellen. Auerdem werden neben der
Anwendung diverser Heilpraktiken, wie Massagen, Aderlass, Dampfbader und
Akupunktur, traditionelle (zumeist pflanzliche) Rezepturen verschrieben. Diese
Rezepturen bestehen aus einer komplexen Mischung vieler verschiedener
Pflanzen, wobei eine Pflanze die Hauptwirkung ausubt, die durch die anderen

Bestandteile unterstutzt wird.

Jeder Pflanze sind die Eigenschaften Geschmack, Natur, Primarqualitat und
Sekundarqualitat zugeordnet, die ihren Einsatz bei bestimmten Erkrankungen

rechtfertigen. Friher sammelte der traditionelle Arzt selbst die Pflanzen und
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bereitete die Medizin laut medizinischen Texten oder mundlichen
Uberlieferungen fiir jeden Patienten individuell zu. Heutzutage werden
traditionelle Rezepturen mit modernen Methoden hergestellt. Es werden auch
Maflnahmen hinsichtlich Pflanzenidentifikation, Kontrolle des Drogenmaterials,

Uberpriifung der Wirkung und Unbedenklichkeit getroffen.

In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche Bemihungen unternommen, die
Wirkung der in der TMM eingesetzten Pflanzen wissenschaftlich zu belegen.
Das Department fur Pharmakognosie an der Universitat Wien steht seit 1998 in
engem Kontakt mit der Mongolei und leistet durch verschiedene Projekte ihren
Beitrag zur Erforschung mongolischer Arzneipflanzen.

Eines dieser Projekte startete 2001 und beschaftigt sich mit der Untersuchung
von Pflanzen, die von jeher bei Lebererkrankungen eingesetzt werden.
Erkrankungen der Leber treten in der Mongolei besonders haufig auf. Das ist
auf den hohen Fleisch- und Alkoholkonsum der mongolischen Bevdlkerung

zurtickzufuhren.”

1.2 Leberperfusionstest

Im Rahmen des Projektes wurden sieben Pflanzen ausgewahlt, die bei
Erkrankungen der Leber eingesetzt werden. Aufgrund ihrer jahrelangen
Verwendung ist davon auszugehen, dass diese Pflanzen pharmakologisch

aktive Inhaltsstoffe aufweisen.

lhre choleretische Wirkung wurde mit Hilfe eines Leberperfusionstests
untersucht. In diesem Testsystem wurde der Gallenfluss einer isolierten
Rattenleber erst bei physiologischen Bedingungen und anschliefend unter
Einsatz verschiedener Pflanzenextrakte bei unterschiedlichen Konzentrationen
gemessen. Abbildung 1 zeigt die unterschiedlich stark choleretische Wirkung
von sieben ausgewahlten Pflanzen (Gentiana algida, Euphorbia pallasii., Lilium
pumilium, Gentiana barbata, Myricaria longifolia, Saussurea amara und

Dianthus versicolor) auf die isolierte Rattenleber.
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Abbildung 1: Einfluss verschiedener Pflanzenextrakte zweier Konzentrationen auf den
Gallenfluss einer isolierten Rattenleber

Auffallig ist die Verminderung des Gallenflusses unter der Einwirkung des
Extraktes von Euphorbia pallasii und Mpyricaria longifolia. Weitere
Untersuchungen in Toxizitatstest an HepG,-Hepatom-Zellen ergaben eine

zytotoxische Wirkung flr diese beiden Pflanzenextrakte.?

1.3 Zielsetzung

Aufgrund der positiv-zytotoxischen Effekte der mongolischen Arzneipflanze
Euphorbia pallasii Turcz. ist es von Interesse, das Inhaltsstoffmuster zu
charakterisieren, insbesondere da die Pflanze schon seit vielen Jahren in der

TMM eingesetzt wird.

Ziel dieser Arbeit war es, einen Dichlormethan-Extrakt der unterirdischen Teile
von Euphorbia pallasii aufzutrennen und zu analysieren, Inhaltsstoffe zu
isolieren und zu charakterisieren, um einen Beitrag zur Gesamtaufklarung des

Inhaltsstoffspektrums zu liefern.
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1.4 Euphorbia pallasii Turcz.

Euphorbia pallasii Turcz. ist eine Gattung der Familie der Euphorbiaceae. Diese
Familie, die zu deutsch Wolfsmilchgewachse heildt, ist eine sehr heterogene,

biodiverse Gruppe.

Bei Euphorbia pallasii handelt es sich um eine 20 bis 50cm hohe perennierende
und  krautige Pflanze. Die
Sprossachse ist fest und dick, mit
langs seitiger Furche. Die Stan-
gelblatter sind ungestielt, stehen
unten zu dritt, weiter oben zu funft
wirtelig angeordnet. Im unteren
Bereich ist die Blattspreite oval,
bei den Blattern im oberen

Bereich ist sie eher herzférmig

Quelle: Boldsaikhan B.: Encyclopedia of mongolian ausgebildet. Die Blatter sind hart
medicinal plants
und ungefahr ein bis zwei

Zentimeter dick.*

Den Blutenstand bildet ein Cyathium. Diese spezielle Form eines
Pseudanthiums ist typisch fur die Gattung Euphorbia und besteht aus kleinen,
miteinander verwachsenen Hoch-
blattern, die eine becherformige
Blitenhtlle (Involukrum griechisch:
Umhillung) bilden. Auf dem Grund
des Involukrums steht zentral eine

weibliche Blite, die nur aus einem

Abbildung 3: Bliite n Euphorbia pallasii

Griffel besteht, umrandet von den queje: Boldsaikhan B.:Encyclopedia of
mongolian medicinal plants

kurz gestielten Fruchtknoten mit

mannlichen Bluten, die aus einem
einzelnen, gestielten Staubfaden bestehen. Weibliche und mannliche Bluten
sind durch einen drei bis funf Millimeter langen Stiel leicht aus dem Hullkelch

ausgefahren. Sowohl die vierzahligen Bliten, als auch die Blatter des

7
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Involukrums sind weil3-flaumig behaart. Die Cyathien stehen in Trugdolden. Die

Wurzel ist dick und bildet Knollen, an denen sie sich verzweigt. ° °©

Das Verbreitungsgebiet von Euphorbia pallasii liegt in Khyangan und Dornod-
Mongol. Sie gedeiht in Schluchten, in der Steppe und auf Stein- und
Schotterbdden. Es wird der unterirdische Teil der Pflanze verwendet. Die
Hauptinhaltsstoffe sind im Genauen noch nicht bekannt, es handelt sich aber
vorwiegend um &therisches Ol, Saccharose, Sterole, Diterpene, Fette,
Fettsduren (Palmitin-, Stearin-, Linolensaure), Phenole und in kleinen Mengen
Alkaloide.

Die unterirdischen Teile von Euphorbia pallasii finden als Bestandteil von 112
mongolischen und tibetischen Rezepturen Anwendung.* In der mongolischen
Medizin steht sie an Stelle 17 der am meisten verwendeten Arzneipflanzen. lhre
Qualitaten, die in Tabelle 1 zusammengefasst sind, rechtfertigen ihre

Anwendung als Leber wirksames Mittel.

Geschmack Heild, scharf
Natur Neutral
Primarqualitat Stumpf
Sekundarqualitat Stumpf, roh, grob

Tabelle 1: Eigenschaften von Euphorbia pallasii in der TMM ¢

Tibetanische Arzte verwenden Euphorbia adenochlora, mongolische Arzte

Euphorbia fischeriana Stenp., das ist ein Syonym fur Euphorbia pallasii.

In der TMM wird der unterirdische Teil von Euphorbia pallasii hauptsachlich als
Wirkstoff in antibakteriellen Salben gegen Kratze und Flechten eingesetzt.

AulRerdem wird sie auch in der Landwirtschaft als Pestizid verwendet.

Pharmakologische In-vitro Untersuchungen haben die antibakterielle Wirkung
von Euphorbia pallasii bestatigt. Ein 10%-iger Extrakt kann sogar

Tuberkuloseerreger am Wachstum hindern.*
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenmaterial

Das in dieser Arbeit verwendete Drogenmaterial stammte aus Numrug sum,
Provinz Dornod, im aufRersten Osten der Mongolei, in der Nahe des Flusses
Khalkh gol. Es wurde im August 2005 dort gesammelt, von Dr. G. Suran,
Faculty of Biology, Mongolian National University, und von Prof. Sanchir
identifiziert. Ein Herbarbeleg mit der Nummer 464-870626 befindet sich im

Herbarium des Institute of Botany, Mongolian National University, Ulaanbaatar.
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Mongolia

— nternational boundary

Abblldung 4: Das rot umrandete Geb/et auf der Landkarte der Mongole/ kennzelchnet den
Sammelort des verwendeten Drogenmaterials

Eine Exkursion in diesen entlegenen Teil der Mongolei war durch die geringe
Strallenanbindung sehr aufwandig. Die Pflanze stand zum Erntezeitpunkt in
voller Blute, wachst allerdings eher sparlich, weshalb nicht mehr als 250g der

unterirdischen Teile gesammelt werden konnten.
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2.1.2 Extraktherstellung

Fir die Extraktherstellung  wurden
ausschlieRlich die unterirdischen Anteile
von Euphorbia pallasii verwendet. Das
gesammelte Material wurde drei Wochen
unter Abschirmung direkten Sonnenlichts
an der Luft getrocknet und anschlieRend
pulverisiert. 250g dieses Pulvers wurde
drei mal 24 Stunden mit Methanol bei

Raumtemperatur extrahiert. Nach

Evaporation des Extraktionsmittels bei Euphorbia pallasii
] ) Quelle: E. Ganbold '
einer Maximaltemperatur von 40°C

blieben 25g eines stark zahflissigen Extraktes dunkelbrauner Farbe.’

All diese Vorgange fanden noch in der Mongolei statt. Die weitere Aufarbeitung
des methanolischen Extraktes und alle im Folgenden beschriebenen
Untersuchungen wurden im Rahmen der Dissertation von Amarsanaa Badgaa
und vorliegender Diplomarbeit, in Wien, am Department fir Pharmakognosie
durchgefihrt.

2.1.3 Fraktionierung mittels Ausschiittelung

Die in diesem Kapitel beschriebenen Schritte wurden in Rahmen der

Dissertation von Amarsanaa Badgaa durchgeflhrt.

Nachdem das Drogenmaterial weder Chlorophyll noch Wachse enthielt,
konnten aufwendige Reinigungsschritte, die man bendtigen wirde, um diese

Stoffe zu entfernen, entfallen.

20g des zur Trockene gebrachten methanolischen Extraktes wurden in einer
Methanol-Wasser-Mischung mit einem Anteil von 80% Methanol wieder geldst

und aufgearbeitet. Erst wurde das Extrakt zu gleichen Teilen mit Petrolether

i Ich habe mich bemliht, sédmtliche Inhaber der Bildrechte ausfindig zu machen und ihre Zustimmung zur
Verwendung der Bilder in dieser Arbeit eingeholt. Sollte dennoch eine Urheberrechtsverletzung
bekannt werden, ersuche ich um Meldung bei mir.
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versetzt, ausgeschuttelt und die unterschiedlich polaren Phasen wieder von
einander getrennt. Dadurch wurde erreicht, dass sich die apolarsten
Komponenten des Methanolextraktes in der Petroletherphase |dsten. Die
erhaltenen Extrakte wurden mittels Rotationsverdampfer zur Trockene

gebracht.

Ebenso wurde mit den Losungsmitteln Dichlormethan, Ethylacetat, n-Butanol
und Wasser verfahren und somit eine Auftrennung der Komponenten gemafn

ihrer Polaritat erzielt.

Abbildung 6 stellt diese Vorgange schematisch dar. Die Polaritat der

Losungsmittel steigt von Fraktion | bis Fraktion V an.

Euphorbia pallasii
Turcz
Methanolextrakt
[20g]
| | | |

Fraktion | Fraktion Il Fraktion Il Fraktion IV Fraktion V
Petrolether C HZC|2 EtOAC n-Butanol Wasser

Extrakt Extrakt Extrakt Extrakt Extrakt

[50] [7g] [0.84] [1.7d] [40]

Kapitel 3.1

Abbildung 6: Schema der Auftrennung mittels Ausschiittelung des MeOH- Extraktes der unterirdischen Teile von
Euphorbia pallasii

Die Fraktion Il (Dichlormethanextrakt) war mit sieben Gramm Ausbeute jene, in
der sich der Grofdteil der Inhaltsstoffe des Ursprungextraktes geldést haben
muss. Nach einem Vergleich dieses Extraktes mit dem Methanolextrakt mittels
DC und HPLC (siehe Kapitel 3) wurde entschieden, sich dieser Fraktion weiter
zu zuwenden. Alle weiteren Auftrennungsschritte, die ab Kapitel 3.1 in dieser

Arbeit beschrieben sind, gehen von dieser CH,Cl,-Fraktion aus.

11
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Fraktion 1, lll, IV und V wurden in dieser Arbeit nicht behandelt. Eine Verteilung
der Ausbeuten der verschiedenen Fraktionen ist in Abbildung 7 dargestellt, um

die Signifikanz des Dichlormethanextraktes nochmals zu verdeutlichen.

Ausbeute [g]
o - N w B (¢)]
™~

Abbildung 7: Ausbeuten der verschiedenen Fraktionen des MeOH-
Extraktes (s. Abb. 6, S. 11)

12
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2.2 Methoden

Im Rahmen der analytischen und semi-praparativen Arbeiten kamen folgende

chromatographische und spektroskopische Methoden zum Einsatz:
¢ Saulenchromatographie (SC) zur Auftrennung der CH,Cl.-Fraktion

¢ Ddudnnschichtchromatographie (DC) wurde fur Vergleiche und orien-

tierende Zwischenanalysen verwendet

¢ High performance liquid chromatography (HPLC) fir Reinheitskontrollen,

Vergleiche und in Form semi-praparativer HPLC auch zur Isolierung
¢ Solid Phase Extraction (SPE) zur weiteren Fraktionierung
¢ Massenspektrometrie (MS) fur die Charakterisierung der Inhaltsstoffe

¢ Kernresonanzspektroskopie (NMR) fir die Charakterisierung der

Inhaltsstoffe

¢ Infrarotspektroskopie (IR) fur die Charakterisierung der isolierten
Substanz AB2

In den folgenden Kapiteln werden Gerate und Parameter genauer beschrieben.

2.2.1 Saulenchromatographie (SC)

Bei der SC handelt es sich um eine Adsorptionschromatographie, weshalb sie
sich zur Auftrennung eines organischen Stoffgemisches in Grammmalistab gut
eignet. Das Saulenmaterial muss so beschaffen sein, dass es die zu
trennenden Substanzen — je nach ihrer Polaritat — unterschiedlich lang

adsorbiert.

Das zu trennende Material wird in stark konzentrierter Form auf das
Tragermaterial aufgebracht und mit geeigneten Elutionsmitteln von der
stationaren Phase wieder gelost. Die getrennten Substanzen konnen

nacheinander am  Saulenende wieder aufgefangen und weiteren
13
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Untersuchungen unterzogen werden.

In unserem Fall kam die SC zur Trennung des Dichlormethanextraktes (s. Abb.
6, S. 11) zum Einsatz. Sie wurde als ,Kieselgelsaule EP2C" bezeichnet. Es
wurde eine Glassaule mit einem Vorratsreservoir verwendet. Die genauen

Parameter sind in Tabelle 2 angefuhrt.

Name der Saule EP2C

Lange der Saule 125 cm

Saulen o 3.5cm

Probe CH2Cl>-Extrakt

Stationare Phase Silica Gel 60 (Partikelgrofie

0.063-0.2mm)

Mobile Phase ¢ CHCI;

(Details s. Tab. 3, S. 16) ¢ CHCl,-Aceton-
Mischungen

¢ CH.CI;-Methanol-

Mischungen

Tabelle 2: Allgemeine Parameter der sdulenchromatographischen Auftrennung von
Fraktion Il (s. Abb. 6, S. 11)

Das Packen der Saule und Auftragen der Probe wurde noch von Amarsanaa
Badgaa vorgenommen, wahrend im Rahmen vorliegender Arbeit mit dem

Eluieren der Saule begonnen wurde.

Das Losungsmittel der Fraktion Il (s. Abb. 6, S. 11) war Dichlormethan, welches
relativ apolar war. Daher wurde als stationdre Phase das polare Kieselgel
gewahlt und mit apolarem Fliel3mittel eluiert. Es wurden 2.5g des zur Trockene
gebrachten CH.Cl-Extraktes aufgetragen und die ersten sechs Fraktionen mit
Chloroform eluiert. Danach wurde das Losungsmittel auf Dichlormethan-
Aceton-Mischungen geandert, wobei der Acetonanteil stetig gesteigert wurde.
Um auch noch die sehr polaren Bestandteile zu eluieren, wurde das Fliel3mittel
noch einmal geandert — und zwar auf Dichlormethan-Methanol-Mischungen,

wobei wiederum der Methanolgehalt von Fraktion zu Fraktion erhdht wurde. Die

14
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verwendeten Volumina und das genaue Mischungsverhaltnis der verschiedenen
Elutionsmittel sind aus Tabelle 3 (S. 16) ersichtlich.

Die Tropfgeschwindigkeit der Saule betrug 40-60 Tropfen pro Minute.
Insgesamt wurden 27 Fraktionen erhalten. Diese wurden mit dem Rotations-
verdampfer unter vermindertem Druck bei einer Wasserbadtemperatur von

40°C zur Trockene gebracht und anschlieRend gewogen.

Die auf diese Weise erhaltenen Fraktionen wurden, je nach Polaritat, in einem
geeigneten Losungsmittel gelost und als 10%-ige Probelésungen auf eine
Dunnschichtplatte aufgetragen, um die vorangegangene Trennung zu

Uberprifen.

15
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Name der Elutionsfolge Volumina
Fraktion
EP2C 1 CHCls; 11
EP2C 2 CHCIs 11
EP2C 3 CHCls; 11
EP2C 4 CHCls; 11
EP2C 5 CHCIs 11
EP2C 6 CHCls; 11
EP2C 7 CH:Cl,-Me,CO (995+5) 1.3l
EP2C 8 CHCl>-Me,CO (900+100) 11
EP2C 9 CHCl,-Me,CO (900+100) 11
EP2C 10 CHCl,-Me,CO (700+300) 11
EP2C 11 CHCl,-Me,CO (700+300) 1.5l
EP2C 12 CH.Cl,-Me,CO (850+150) 11
EP2C 13 CHCl>-Me,CO (700+300) 0.5l
EP2C 14 CH.CI>-Me,CO (500+500) 11
EP2C 15/1 CH.CI,-MeOH (900+100) 0.6l
EP2C 15/2 0.4l
EP2C 16/1 CH.Cl,-MeOH (800+200) 0.6l
EP2C 16/2 0.6l
EP2C 17/1 CH.Cl,-MeOH (700+300) 0.6l
EP2C 17/2 0.5l
EP2C 18/1 CH:Cl,-MeOH (600+400) 1.3l
EP2C 19/1 CH.CI,-MeOH (500+500) 0.6l
EP2C 19/2 0.5l
EP2C 20/1 CH.Cl,-MeOH (400+600) 0.5
EP2C 20/2 0.5l
EP2C 21/1 CH.Cl,-MeOH (300+700) 0.4
EP2C 21/2 0.6l
EP2C 22/1 CH:Cl,-MeOH (200+800) 0.5l
EP2C 22/2 0.5l
EP2C 23/1 CH:Cl,-MeOH (100+900) 0.5
EP2C 23/2 0.5l
EP2C 24 MeOH 11

Tabelle 3: Elutionsschema der sdulenchromatographischen Auftrennung von Fraktion I/
(s. Abb.6, S.11). Aligemeine Parameter s. Tab. 2, S.14
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2.2.2 Diinnschichtchromatographie (DC)

In der Duinnschichtchromatographie (DC) werden Substanzgemische durch
unterschiedliche Verteilung der Komponenten zwischen einer mobilen und einer
stationdren Phase getrennt, wobei der Trennvorgang im Gegensatz zur
Saulenchromatographie in einem offenem System — der planaren Trennschicht
— ablauft. Am unteren Plattenrand wird eine Lésung der zu trennenden Probe
mit einer Mikropipette aufgetragen. Als Laufmittel werden in der Normalphasen-
DC in der Regel Mischungen aus unpolaren organischen Lésungsmittel und

etwas starker polaren Losungsmitteln verwendet.

Nach Abdampfen des Lésungsmittels wird die planare Diinnschichtplatte in eine
Trennkammer gestellt, an deren Boden sich die mobile Phase befindet. Durch
Kapillarkrafte steigt die mobile Phase von der Eintauchzone Uber den Startfleck
nach oben auf und nimmt dabei die Substanzen mit, die durch unterschiedliche

Wechselwirkungen mit der stationdren Phase retentiert werden.®

Die Dunnschichtchromatographie kam wahrend der Arbeit laufend zum Einsatz.
Da sie in der Durchfihrung wenig Zeit beanspruchte, wurde sie flr
vergleichende Analysen, Reinheitsprifungen und zum Teil auch fir
|dentifizierungen angewendet. Zudem lieRen sich die Ergebnisse sehr gut

dokumentieren.

Als stationare Phase dienten immer mit Kieselgel 60 beschichtete
Aluminiumplatten der Firma Merck. Das FlieBmittel bestand aus einer Mischung
aus Chloroform, Aceton und Essigsaure. Die zusammengefassten Parameter

sind aus Tabelle 4 (S.18) zu enthehmen.

Fir die Auswertung der DC wurde die Platte nach Abtrocknen des FlieBmittels
bei zwei verschiedenen Wellenlangen unter UV-Licht betrachtet — bei 254nm
und bei 366nm. Fur die Dokumentation wurde jede entwickelte

Dunnschichtplatte fotografiert.
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DC-System
Stationare Phase TLC Silica Gel 60 F2s4
Mobile Phase CHCl;-Me,CO-CH;COOH
(95+5+1)

Spruhreagens Anisaldehydreagens (AAR)
Detektion

+ Vor Bespruhen ¢ 254nm, 366nm

+ Nach Besprihen + Tageslicht, 366nm
Auftragsmenge S5ul

Tabelle 4: Parameter der Diinnschichtchromatographie

Bei 254nm konnten Substanzen sichtbar gemacht werden, die die Fluoreszenz
bei dieser Wellenlange verminderten (I6schten). Dieses Phanomen wurde als
dunkle Zone auf der grin-fluoreszierenden DC-Platte sichtbar. Allfallige
Fluoreszenzen, die bei der Betrachtung bei 366nm sichtbar wurden, stammten

allerdings von den Substanzen selbst.

Zur fotografischen Detektion der DC- Platte bei 366nm wurde ein Roffilter vor

die Kamera montiert.

Sehr viele Verbindungen zeichneten sich nicht durch Eigenfarbe, starke
Absorption oder Fluoreszenz aus. Deswegen wurden Derivatisierungs-
reaktionen durch Bespriuhen der Platte angewendet. Somit konnten Substanzen
sichtbar gemacht werden, die auf UV-Strahlung nicht ansprachen oder deren

Nachweisempfindlichkeit nicht ausreichte.’

Beim eingesetzten Sprihreagens handelte es sich um Anisaldehyd-

Schwefelsaure-Reagens (AAR).
Das Spruhreagens wurde nach folgender Vorschrift bereitet:
+ Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagens (AAR)

0.5ml Anisaldehyd werden mit 10ml Eisessig, 85ml Methanol, und 5ml
konzentrierter Schwefelsaure in angegebener Reihenfolge gemischt.®
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Nach kraftigem Bespruhen der DC-Platte (ca. 10ml) wurde sie im
Trockenschrank ungefahr funf Minuten lang bei 120°C erhitzt, sodann bei

Tageslicht und unter UV-Licht 366nm betrachtet und fotografiert.

Mit diesem Spriihreagens lieRen sich atherische Ole, Scharfstoffe, Bitterstoffe,
Saponine u.a. sichtbar machen. Diese Unselektivitat des AAR war in unserem
Fall vorteilhaft, da noch wenig Kenntnis uber die Inhaltsstoffe von Euphorbia

pallasii vorlag.

2.2.3 High performance liquid chromatography (HPLC)

Die HPLC ist eine etablierte Prazisionsmethode zur qualitativen und
quantitativen Analyse ldslicher Stoffe durch Chromatographie. Sie lasst sich
auch zur praparativen Trennung einsetzen. Das mit der HPLC zu trennende
Stoffgemisch muss sich in der Analyseflussigkeit 16sen. Im Gegensatz zur
konventionellen Saulenchromatographie, bei der die Probe mittels Schwerkraft
durch die stationare Phase wandert, wird bei der HPLC die mobile Phase unter
hohem Druck durch die Saule mit der stationaren Phase gepumpt. Abhangig
von der Starke der Wechselwirkungen der Probe mit der stationaren Phase,
erscheinen die getrennten Substanzen bei verschiedenen Retentionszeiten am

Ende der Saule, wo sie detektiert werden konnen.

Abhangig von der verwendeten stationaren Phase unterscheidet man Normal-
Phasen-Chromatographie und Umkehrphasenchromatographie (Reversed-
phase-Chromatography [RP]). Wie der Name schon sagt, arbeitet man bei RP-
Saulen mit den umgekehrten Bedingungen als bei herkdbmmlichen Flissig-
chromatographien: die stationare Phase ist unpolar und besteht zumeist aus mit
verschieden langen Kohlenwasserstoffketten alkyliertem Kieselgel; die mobile
Phase ist polar — es werden Wasser und polare organische Losungsmittel
(Methanol, Acetonitril) verwendet oder Mischungen aus diesen. Die Reversed-
Phase Saulen sind fur einen breiteren Anwendungsbereich geeignet als eine
Normalphasensaule, da sich die Uberwiegende Anzahl von Substanzen in

Wasser oder wasserhaltigen Losungsmitteln 16sen.’
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Auch in vorliegender Arbeit kam die HPLC ausschlief3lich auf einer RP-Saule
zum Einsatz. Die HPLC wurde sowohl zur Analyse der qualitativen
Zusammensetzung und Reinheitsprifung verschiedener Fraktionen eingesetzt,
als auch zur lIsolierung von Substanzen mittels semi-praparativer HPLC. Die

Parameter des verwendeten Gerates sind aus Tabelle 5 ersichtlich.

Detektiert wurde mit einem Diode-Array-Detector. Das Chromatogramm wurde
gleichzeitig bei vielen Wellenlangen beobachtet. Neben der Mehrwellen-
langendetektion wurde auch der ganze Spektralbereich simultan abgetastet.

Diese erhaltene Information wurde in Form dreidimensionaler Graphiken

dargestellt.
Analytische HPLC Semi-praparative
HPLC

Gerate Merck HITACHI Pump L-7100

Merck HITACHI Diode Array Detector L-7450

Merck HITACHI Interface D-7000
Software D-7000 HSM
Stationare Phase RP-18e
Saule @ 4.0mm x 250.0mm
Mobile Phase ACN-Wasser- MeOH-Wasser-
(Details s. Tab. 6, S. 22) |Mischungen Mischungen
Fluss 1ml/min
Detektion 250nm & 290nm 250nm & 290nm
Einspritzvolumen Sul 10ul

Tabelle 5: Allgemeine Parameter des verwendeten HPLC-Gerétes

Die semi-praparative HPLC unterscheidet sich von ihrem analytischen
Gegenpart insbesondere durch die Zielsetzung: Das Ziel der semi-praparativen
HPLC ist das Sammeln von Fraktionen, um reine Produkte zu isolieren. Bei der
Ubertragung einer analytisch erfolgreichen Trennung auf den préparativen
Malstab soll sich die stationare Phase mdglichst wenig andern. Die mobile
Phase muss mdglichst einfach vom Eluat abzutrennen sein, wofur ein

Rotationsverdampfer eingesetzt wurde.
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FUr die analytische und semi-praparative Arbeit wurden zwei verschiedene
Losungsmittelgemische verwendet. Die analytischen Trennungen wurden mit
ACN-Wasser-Gemischen durchgefihrt. Der Vorteil des ACN gegentuber MeOH
lag darin, dass ACN eine starkere Elutionskraft besa® und somit bessere

Trennungen zu Stande kamen.

Die semi-praparative Arbeit mit ACN wiurde sich aufgrund des hohes
Siedepunktes und der Tatsache, dass ACN mit Wasser ein azeotropes Gemisch
bildet, erschwerlich gestalten, weshalb fir solche Zwecke MeOH-Wasser-
Gemische verwendet wurden. Die genauen HPLC-Systeme sind in Tabelle 6
dargestellt, wobei die allgemeinen Parameter aus Tabelle 5 flr alle diese

Systeme gelten.

Nach jedem HPLC-Lauf wurde die Saule mit 100%iger organischer Phase 15
Minuten lange gespult, um restliche Verunreinigungen auf der Saule zu
entfernen. Danach wurde zehn Minuten mit der Anfangskonzentration der
nachsten HPLC-Methode equilibriert, bevor die neue Probenldsung injiziert

wurde.
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HPLC- Mobile Phase Gradient
Methode
A Steigerungsrate 1%/min.
N Zeit [min] | FMA[%] | FM B [%]
A 1 0 10 90
) ) 90 100 0
L FlieBmittel A =
Y ACN
-:- Zeit [min] | FMA[%] | FM B [%]
S ) 0 25 75
C FlieRmittel B = 13 25 [
H H.O 18 30 70
Anschlie3end isokratisch
Steigerungsrate 1%/min.
Zeit[min] | FMA[%] | FM B [%]
3 0 10 90
2 90 100 0
M ) .
I Steigerungsrate 1%/min.
i Zeit[min] | FMA[%] | FM B [%]
P ) FlieRmittel A ° % %
ieBmittel A =
B MeOH 65 100 0
A
P Isokratisch 40%
A Zeit[min] | FMA[%] | FM B [%]
R 5 Flleﬁmltéel B= 0 40 60
‘_?_‘ 2 90 40 60
|
Vv Isokratisch 60%
Zeit[min] | FMA[%] | FM B [%]
6 0 60 40
90 60 40
Isokratisch 65%
Zeit[min] | FMA[%] | FM B [%]
7 0 65 35
90 65 35

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten analytischen und semi-préparativen HPLC-Systeme
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2.2.4 Festphasenextraktion (SPE)

Die Festphasenextraktion (engl. solid phase extraction, kurz SPE) ist eine
Probenvorbereitungsmethode in Bezug auf eine mogliche Anreicherung,
Aufkonzentration oder Isolation eines Analyten. Das Entfernen stdérender
Probenmatrix oder das Konzentrieren von Spurenkomponenten ist oft
notwendig, um entweder eine Peakliberlagerung in der HPLC oder eine zu

geringe Konzentration einer Spurenkomponente zu vermeiden.

Es handelt sich dabei um einen physikalischen Extraktionsprozess, der
zwischen einer flissigen und einer festen Phase stattfindet, ahnlich wie bei der
Saulenchromatographie.’® Die ,Saulen”, die wahrend der Arbeit in Verwendung
kamen, sind wesentlich kleiner, als jene der Saulenchromatographie und
werden in der SPE als Kartuschen bezeichnet. Zudem bestehen sie nicht aus
Glas, sondern aus Kunststoff und sind bereits mit dem Sorbensmaterial gefilit.
Die Elution des Probenmaterials wird durch Anlegen eines Vakuums

beschleunigt.

In vorliegendem Fall kam die SPE zwei Mal zur weiteren Auftrennung und
Reinigung von Fraktionen zum Einsatz. Die aufzutragende Probe wurde
entweder in CH.Cl, oder in MeOH gel6st. Die Kartusche wurde erst mit 100%-
igem MeOH gespult und danach mit der Anfangskonzentration der Elutionsfolge
equilibriert. Dann wurde mit MeOH-Wassermischungen eluiert, wobei der Anteil
an MeOH stetig erhoht wurde. Die Elutionsschemata sind in Tabelle 7 (S. 24)

dargestellt.

Bei System 1 wurden von jeder Polaritatsstufe jeweils sechs Fraktionen zu 20ml

gesammelt, sodass sich eine Gesamtzahl von 24 Fraktionen ergab.

Die Tropfgeschwindigkeit betrug 40-60 Tropfen pro Minute. Die gesammelten
Fraktionen wurden mit dem Rotationsverdampfer eingeengt und die
Auftrennung durch die SPE mittels DC Uberpruft.
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System 1 System 2

Kartusche Mega Bond Elute-C 18, 5cm?®,20ml
Probe 100mg EP2C 1 in 500ul |20mg EP2C 2 in 50pl

CH:Cl,(s.Tab. 3, S. 16) |MeOH (s.Tab. 3, S. 16)
Stationiare Phase RP 18e
Anzahl der Fraktionen [24 6
Fraktionsvolumen 20ml 60ml
Elutionsfolge 10% MeOH

40% MeOH 20% MeOH

60% MeOH 40% MeOH

80% MeOH 60% MeOH

100% MeOH 80% MeOH

100% MeOH

Tabelle 7: Allgemeine Parameter der verwendeten Festphasenextraktionen

2.2.5 Massenspektrometrie (MS)

Die bisher besprochenen Methoden waren allesamt chromatographische
Methoden, das heildt, sie dienten zur Trennung von Fraktionen bzw. zur

Isolierung einzelner Substanzen.

Die Massenspektrometrie ist eine Methode, die zur Strukturaufklarung und
|dentifizierung von Substanzen dient. Dabei wird das Masse-zu-Ladungs-
Verhaltnis (m/z) gemessen. Die zu untersuchende Substanz wird in der
lonenquelle in die Gasphase uberflihrt und positiv bzw. negativ ionisiert. Die
entstandenen lonen werden im Analysator mittels elektrischer oder
magnetischer Felder nach ihrem m/z-Verhaltnis aufgetrennt und detektiert. Im
resultierenden Massenspektrum sind die m/z-Werte der lonen gegen ihre

relative Intensitat dargestellt.™

Bei komplexen Proben ist es sinnvoll, diese vor der Massenspektrometrie durch
ein geeignetes Trennverfahren zu trennen, da es sonst zu PeaklUberlagerungen
kommen kann, die ein Auswerten des Spektrums schwierig gestalten wirden. In
unserem Fall wurde dazu die HPLC verwendet. Diese Methode wird als LC/MS
(Liquid Chromatography/Mass Spectrometry) bezeichnet. Die verwendete

Apparatur bestand aus einer UHPLC, an die ein Massenspektrometer gekoppelt
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war. Die allgemeinen Parameter sind in Tabelle 8 dargestellt. Der pH-Wert des

Wassers in der mobilen Phase wurde mit Ammonacetat eingestellt.

LC/MS- 1 2 3
Methode
Stationare LiChrospher®100 RP-18e
Phase
Zeit |FMA |FMB | Zeit |FMA FMB | Zeit | FMA | FMB
Mobile Phase | [min] |[%] |[%] [min] | [%] | [%] | [min] | [%] | [%]
A= MeOH 0 40 |60 0 |40 |60 0 65 |35
B=H0pH7.5 |4, 100 |0 40 |40 |60 60 65 35
HPLC
Saule @4.0mm x 250.0mm
Saulentem- 25°C
peratur
Probenkonzen- 1mg/ml
tration
Einspritzvol- 10ul
umen
Fluss 1.0ml/min (fur MS gesplittet auf 200ul/min)
Kollisionsgas Helium
Fragmentier- 1.0V in MS? und MS?
ungsamplitude
Kapillarspan- 4.0kV
nung
MS Spray 30psi (N2)
(nebulizer)
Trockengas- 71/min (N)
fluss
Trockengas- 350°C
temperatur

Tabelle 8: Parameter der verwendeten LC/MS-Systeme

Die Analyse wurde an einem UltiMate 3000 RSLC-series System (Dionex,

Germering,

Deutschland),

gekoppelt an ein Elektrospray-lonisations-3D-

lonenfalle-Massenspektrometer (ESI-IT-MS) (HCT, Bruker Daltonics, Bremen,
Deutschland) durchgefihrt.

Die LC/MS-Messungen erfolgten im DDA (data-dependent acquisition) Modus.
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Dabei wurden von der Software automatisch die intensivsten Vorlauferionen
selektiert und mittels CID (collition induced dissociation) fragmentiert. Aufgrund
des Fragmentierungsverhaltens konnten Rulckschlisse auf Strukturmerkmale

gezogen werden.

Jedem MS-scan (m/z 150-750, Mittelwert von funf scans) folgten MS/MS-scans
der intensivsten Vorlauferionen (m/z 40-750, Mittelwert von funf scans) und
jeweils ein MS*-scan des intensivsten Fragmentions (m/z 40-750, Mittelwert von

funf scans).
Die Darstellungen der Spektren in vorliegender Arbeit bestehen aus drei Teilen:

+ Die oberste Spur (rot) stellt das Base peak-Chromatogramm im positiven

lonenmodus,

+ die mittlere Spur (blau) das Base peak-Chromatogramm im negativen

lonenmodus und

+ die unterste Spur (grin) das UV-Chromatogramm bei 190-400nm dar.

2.2.6 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektroskopie wurde zur Strukturaufklarung von AB2 verwendet. Die
Aufnahme der Spektren erfolgte an einem 400MHz-Gerat der Firma Varian am
Institut fir pharmazeutische Wissenschaften der Universitat Graz. Die Substanz

wurde in Pyridin geldst und bei 40°C vermessen.

2.2.7 Infrarotspektroskopie (IR)

Die IR-Spektroskopie ist ein Analyseverfahren, dass mit infrarotem Licht (800—
500.000nm) arbeitet. Molekulschwingungen und -rotationen werden durch
Absorption von Strahlung im infraroten Bereich des elektromagnetischen
Spektrums angeregt. Die Absorption wird als reziproker Wert der Wellenlange,
in der Wellenzahl ¥ (gemessen in cm™) angegeben. Der normale Bereich eines

11

IR-Spektrums liegt zwischen den Wellenzahlen 4000 und 400cm.
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Viele funktionelle Gruppen zeigen charakteristische Schwingungen, denen
Absorptionsbanden in definierten Bereichen des IR-Spektrums entsprechen.
Dadurch kdonnen funktionelle Gruppen durch ihre Absorptionsbande identifiziert

werden.

Bei uns kam die IR-Spektroskopie als ATR (abgeschwachte Totalreflexion) im
Rahmen der Strukturaufklarung der Substanz AB2 zum Einsatz. Bei ATR-
Spektroskopie wird die Strahlung durch einen Lichtwellenleiter totalreflektiert.
Hinter der Grenzflache des Lichtwellenleiters bilden sich durch die Totalreflexion

evaneszente Wellen aus, deren Reichweite ungefahr eine Wellenlange betragt.

Die zu vermessende Probe wird so nahe an den Lichtwellenleiter platziert, dass
sie mit dem evaneszenten Feld wechselwirken kann. Dabei treten die
evaneszenten Wellen in die Probe ein und kdnnen von ihr absorbiert werden.
Die Intensitat des entstandenen IR-Spektrums steht im Zusammenhang mit der

Eindringtiefe der evaneszenten Welle in die Probe."

Allgemeine Parameter zur Infrarotspekiroskopie sind in Tabelle 9

zusammengefasst.

Gerat Bruker Tensor
Messeinheit Pike MIRacle™
Messbereich 4000-600cm”
Auflésung 4cm’”
Messzeit der Probe 16 scans

Tabelle 9: Allgemeine Parameter der Infrarotspektroskopie

Die Probenplatte des Gerates verflugte uber ein Messfenster aus Diamant, auf
das die Probe aufgebracht wurde. Der Durchmesser dieses Fensters betrug
1.8mm und erlaubte somit die Vermessung von sehr geringen Mengen an
Probe.
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3 EXPERIMENTELLER TEIL

In diesem Teil vorliegender Arbeit werden die praktischen Arbeitsschritte, die
wahrend funf Monaten bewerkstelligt wurden, geschildert.

Ausgangspunkt des praktischen Teils der Diplomarbeit war ein Vergleich der
HPLC-Chromatogramme des methanolischen Extraktes und des CH:Cl.-
Extraktes (s. Abb. 6, S. 11). In beiden zeigte sich im eher apolaren Bereich vier
pragnante Peaks (in Abb. 8, S. 29 mit vier roten Pfeilen gekennzeichnet), die
auf ein mengenmafig grofles Vorkommen der zugrunde liegenden Substanzen
schlielen lieBen. Ziel war es, die Substanzen, die diesen vier Peaks
entsprachen, zu isolieren und Rulckschlisse auf deren Strukturen ziehen zu

konnen.

Zur Erreichung dieser Zielsetzung kamen sowohl praparative als auch
analytische Methoden zum Einsatz. Praparative Techniken dienten der
Auftrennung und Reinigung von Substanzgemischen, sowie der Isolierung von
Reinsubstanzen. Die verwendeten Substanzen blieben erhalten, wahrend sie

bei analytischen Methoden in Folge der Messung verloren gehen.

Die Trennungs- und Isolierungsschritte wurden mit verschiedenen Geraten und
Methoden durchgefihrt. Es kamen SC, SPE und semi-praparative HPLC zum

Einsatz. Die verwendeten Methoden sind in Kapitel 2 genau beschrieben.
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Abbildung 8: Analyse des MeOH-Extraktes (s. Abb. 6, S. 11, oberes Chromatogramm) und des CHCl.-
Extraktes (s. Abb. 6, S. 11, unteres Chromatogramm) nach HPLC-System 1 (s.Tab. 6, S. 22). Mit roten
Pfeilen markiert: vier ausgewéhlte Peaks

Die verwendeten Pflanzenextrakte waren nach Arbeiten von Amarsanaa
Badgaa bereits vorhanden (s. Kapitel 2.1.2 & 2.1.3). Der CH-Cl.-Extrakt musste
zur Isolierung der erwahnten Substanzen erst weiter aufgetrennt werden, um
Uberlagerungen diverser Peaks im apolaren Bereich einzuschréanken und die
Fraktion von unerwinschten Verunreinigungen zu saubern. Die polaren

Bestandteile wurden mit einer SPE abgetrennt.

Zur Ubersicht ist ein Schema aller durchgefihrten Schritte auf Seite 30
dargestellt. Jene Substanzen, die in ausreichendem Malstab isoliert werden

konnten, sind grin markiert.
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Euphorbia pallasii
Methanolextrakt

Aufarbeitung mittels
Ausschiittelung
Kapitel 2.1.3

CH,CI,-Extrakt

Kieselgelsaule
EP2C
Kapitel 2.2.1 & 3.1

27 Fraktionen

EP2C 2
SPE 2
EP2C 1 Kapitel 3.3
6
SPE 1 Fraktionen
Kapitel 3.2 Kapitel
3.1.1
24
Fraktionen
EP2C 1 EP2C 1 EP2C 1
40/3 60/5 80/2
Kapitel 3.2.1 Kapitel 3.2.2 Kapitel 3.2.3
AS 3 AS 4 AS 6a AS 7 AB 2
AS 1

[1.74mg] | | [2.83mg] [1.32mq] [2.2mQ] [3.11mg]

Abbildung 9: Schema der Aufarbeitungsschritte des methanolischen Extraktes (s. Kapitel 2.1.2) von

Euphorbia pallasii
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3.1 Auftrennung des Dichlormethanextraktes

Zur Reinigung der CH:Cl.-Fraktion (s. Abb. 6, S. 11) wurde die Saulen-
chromatographie, wie sie in Kapitel 2.2.1 beschrieben ist, verwendet. Aus der
Trennung gingen 27 Fraktionen hervor, deren Massenverteilung in Abbildung 10

dargestellt ist.

Saule EP2C

800
700
600
@ 500
£
o 400
®
g 300
2 200
100

3 8 14 16 19 21 23
1 6 10 15 17 20 22

Fraktion

Abbildung 10: Massenverteilung der Fraktionen der Séule
EP2C (s. Tab. 3, S. 16)

Da die Volumina der gesammelten Fraktionen zwischen 400 und 1300ml
betrugen (s. Tab. 3, S. 16), waren die Ausbeuten dementsprechend hoch und
die Trennung eher grob. Die anteilsmafig hochste Masse lag mit 736mg in der
ersten Fraktion — EP2C 1.

Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels DC und zum Teil auch mit HPLC
Uberpruft:
+ Fur die DC wurden die trockenen Fraktionen in MeOH gelést und nach

dem in Kapitel 2.2.2 beschriebenen System entwickelt und detektiert.

+ FUr die HPLC-Analyse wurden die LOsungen, wie sie fur die DC
verwendet wurden, nochmals 1:10 verdinnt und nach HPLC-System 1
(s. Tab. 6, S. 22) verfahren.
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3.1.1 Isolierung von AB2

Fir die DC-und HPLC-Analysen mussten die trockenen Fraktionen, wie bereits
erwahnt, in MeOH gelost werden. Wahrend der Lagerung der geldsten
Fraktionen bei 4°C flockten in den ersten neun Fraktionen weild-kristalline
Niederschlage aus. Aus Fraktion eins (EP2C 1) und aus Fraktion drei (EP2C 3)
konnte dieser Niederschlag im Malistab von einigen Milligramm gewonnen
werden: Es wurde das Uberstehende Losungsmittel abgenommen, der
Niederschlag drei mal mit kaltem MeOH gewaschen und das verbleibende

Lésungsmittel durch Uberblasen mit Druckluft entfernt.

Die Niederschlage wurden HPLC-Untersuchungen unterzogen, wobei sich die
Loslichkeit als problematisch erwies: Erst unter Einwirkung von Ultraschall und
Warme l6sten sich die Niederschlage in einer 1:1-Mischung von CH:Cl. und
MeOH.

Bei Vergleichen der HPLC-Chromatogramme und vor allem der UV-Spektren
mit jenen der Arbeiten von Amarsanaa Badgaa stellte sich heraus, dass es sich
bei dem Niederschlag von Fraktion drei (EP2C 3) hauptsachlich um AB2 aus
Amarsanaa Badgaas Ausflihrungen handelte. Er gewann diese Substanz
mittels semi-praparativer HPLC aus Fraktionen einer vorhergegangenen SPE.
Jedoch konnte er nicht genlgend isolieren, um die Substanz einer NMR zu

unterziehen.

Die Identifizierung als AB2 erfolgte mittels UV-Spektrenvergleich. Die Kurve

wies drei charakteristische Maxima auf und ist in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: UV-Kurve von AB 2, aufgenommen on-line (36% ACN) wéhrend einer HPLC-Analyse
nach HPLC-System 1 (s. Tab. 6, S. 22)

Im Niederschlag von EP2C 3 stellte AB2 die Hauptkomponente dar, andere
Substanzen waren in kaum nennenswerten Mengen enthalten. Die Kristalle aus
EP2C 1 zeigten hingegen in der HPLC-Analyse neben dem Peak von AB2 noch
einige andere Peaks. Ein Vergleich der Chromatogramme der beiden
Niederschlage in Abbildung 12 (S. 34) machte den Unterschied deutlich.

Die Retentionszeiten waren trotz Verwendung des gleichen HPLC-Systems
(HPLC-Methode 1, [s. Tab. 6, S. 22]) unterschiedlich. Der Grund dafur konnte in
einer zu kurzen vorangegangenen Equilibrierungszeit oder an einem unsteten
pH-Wert des FlieBmittels gelegen haben. Die Identifizierung als AB2 konnte
jedoch in beiden Fallen durch die UV-Kurve (in der Abbildung schwarz

gezeichnet) zweifelsfrei festgestellt werden.

Die folgenden Bilder der Abbildung 12 seien kurz erklart:

Der obere Teil der Darstellung ist das HPLC-Chromatogramm. Auf der Abszisse
ist die Zeit aufgetragen, wodurch die Retentionszeiten jeder Substanz

abgelesen werden kénnen; die Ordinate stellt ein Mal® fur die Intensitat des
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Peaks dar. Der untere Teil ist eine 3D-Ansicht des UV-Spektrums und besitzt
die selbe Zeitskala, wie das Chromatogramm. Auf der y-Achse des 3D-UV-

Spektrums ist der Wellenlangenbereich aufgetragen, bei dem detektiert wurde.
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Abbildung 12: Analyse der Niederschldge aus EP2C 1 (oberes Chromatogramm) und EP2C 3 (unteres
Chromatogramm, s. Tab. 3, S. 16) nach HPLC-System 1 (s.Tab. 6, S. 22).

Die Peaks des Chromatogramms, sowie die 3D-Darstellung des UV-Spektrums
sind durch ein buntes Dreieck unterhalb des Chromatogramms gekennzeichnet.
Die UV-Kurve auf der linken Seite der Darstellung zeigt sich in der gleichen

Farbe wie das Dreieck, das dem entsprechenden Peak zugeordnet ist.
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Die horizontal-verlaufenden Linien durch das 3D-UV-Spektrum zeigen die
unterschiedlichen Wellenlangen, bei denen das Chromatogramm dargestellt ist.
Das bunte Dreieck zur rechten Seite des 3D-UV-Spektrums korreliert hier
wiederum mit der Farbe, in der das Chromatogramm angezeigt wird. Die Peaks
sind bei jener Wellenlange am hdochsten, bei der sie ein Absorptionsmaximum

haben.

Es musste geklart werden, ob es sich bei AB2 um eine Reinsubstanz handelte,
oder ob sich gerade in diesem Bereich des Chromatogramms zwei Peaks

uberlagerten und somit eine Reinsubstanz nur vorgetauscht wurde.

Zur Klarung dieser Frage wurde ein geeignetes HPLC-System entwickelt, das in
dem Bereich, in dem AB2 retentiert wurde, einen flacheren Gradienten besal3.
Die resultierende Methode war HPLC-Methode 2 (s. Tab. 6, S. 22), mit der
gezeigt werden konnte, dass der Peak von AB2 noch weiter aufgetrennt werden
konnte. Somit war klar, dass es sich bei AB2 um ein Substanzgemisch

handelte. Das entsprechende Chromatogramm ist in Abbildung 13 zu sehen.
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Abbildung 13: Analyse von AB 2 mittels HPLC-System 2 (s.Tab. 6, S. 22).

Die Peaks waren zwar nicht basisliniengetrennt, die Tendenz einer Trennung

war aber deutlich zu sehen. Eine bessere Trennung konnte nicht mehr erreicht
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werden. Die zwei Peaks hatten jedoch genau den gleichen UV-Kurven-Verlauf,
sodass der Verdacht nahe lag, dass es sich bei den Substanzen um Isomere

handelte.

Eine Abbildung von AB2 auf einer Dinnschichtplatte war nicht mdglich. Es
wurden verschiedene DC-Systeme und auch unterschiedliche Sprahreagenzien
(Anisaldehydreagens, Naturstoffreagens, Echtblausalz B, Gibbs Reagens)
verwendet, jedoch konnte die aufgetragene Probe weder im sichtbaren Licht,

noch unter UV-Licht detektiert werden.

Es konnten 3.11mg der Substanz AB2 isoliert werden, die zur Aufklarung der
Struktur verschiedenen Methoden unterzogen wurde. Die Ergebnisse sind Im

Rahmen der Diskussion in Kapitel 4 erortert.

3.1.2 Aufarbeitung der Fraktionen

Die Fraktionen der Saule EP2C (s. Tab. 3, S. 16) wurden in MeOH geldst und
auf eine Dunnschichtplatte aufgetragen, die nach dem DC-System entwickelt
wurde, wie es in Kapitel 2.2.2 beschrieben ist (Tab. 4, S. 18).

In Abbildung 14 ist eine DC der ersten elf Fraktionen unter UV-Licht 366nm und

nach Bespruhen mit Anisaldehydreagens im Tageslicht zu sehen.

Alle weiteren Fraktionen der Saule (ab EP2C 12) zeigten auf der DC-Platte
keine bedeutenden Banden, sodass sie fur diese Arbeit vernachlassigt werden
konnten. Ein HPLC-Screening dieser Fraktionen wurde auch aus diesem Grund
nicht durchgeflhrt.
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Bahn Probe
(s. Abb. 9, S. 30)

MeOH Extr.
CH.CI; Extr.
EP2C 1
EP2C 2
EP2C 3
EP2C 4
EP2C 6
EP2C 7
EP2C 8
10 EP2C 9
11 EP2C 10

UV 366nm

O O N |~ WIN|I~

Tageslicht,
AAR

12 EP2C 11

Abbildung 14: Analyse mittels DC (s. Tab. 4, S. 18) der
ersten elf Fraktionen der Sdule EP2C (s. Tab.3, S. 16)

Anm. Die Fraktion EP2C 5 konnte nicht analysiert werden, da sie im Zuge der Aufrdumarbeiten von

Amarsanaa Badgaa verloren ging. Deshalb fehlt sie auch in diesem Chromatogramm.

Der Vergleich auf der DC zwischen dem ursprunglichen methanolischen Extrakt
(Bahn 1), dem CH.Cl-Extrakt (Bahn 2) und der ersten Fraktion der EP2C-Saule
(Bahn 3) bewog uns, aus folgenden Grunden mit der Fraktion EP2C 1 weiter zu

arbeiten:

+ Die stérenden polaren Stoffe konnten durch die Saulenchromatographie
gut abgetrennt werden. Das war durch das Fehlen der dunklen Banden
auf der DC-Platte nach Bespruhen mit Anisaldehydreagens am Start der
EP2C 1-Fraktion zu erkennen. Sowohl bei dem MeOH- als auch bei dem

CHCl,-Extrakt waren jene schwarzen Zonen schon noch vorhanden.
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+ Durch die steigende Polaritdt des Elutionsmittels waren eben diese
polaren Stoffe ab der dritten Fraktion in grolem Ausmal} sehr wohl zu

finden, was sie fur unsere Zwecke uninteressant machte.

+ Viele pragnante Banden des MeOH- und CH,Cl,-Extraktes im apolaren
Bereich (ab einem RtWert von 0.46) waren am deutlichsten in der ersten

Fraktion wieder zu finden.

+ Die erste Fraktion EP2C 1 war jene, die die groldte Ausbeute
hervorbrachte. Dieser Umstand lie3 darauf schliefen, dass hier die

grofte Substanzmenge enthalten war.

Um die Ergebnisse dieser DC zu erharten, wurde ein HPLC-Screening der
ersten elf Fraktionen durchgefihrt. Ein durchgehende Analyse der weiteren
Fraktionen der Saule wurde aufgrund der DC-Bilder in der obigen Ausfuhrung

unterlassen.

Gesucht wurde nach einem ahnlichen HPLC-Chromatogramm im apolaren
Bereich, wie es bei den MeOH- und CH:Cl-Extrakten der Fall war (s. Abb. 8, S.
29). Das Screening der Fraktionen war vor allem in den ersten paar Fraktionen
interessant. Die gewlnschten vier Peaks fanden sich in grof3tem Ausmald in der

ersten Fraktion — EP2C 1 — wieder.

Abbildung 15 zeigt das HPLC-Chromatogramm, das UV-Spektrum und ein 3D-
UV-Spektrum der Fraktion EP2C 1.

Durch die HPLC konnten die bereits durch die DC erhaltenen Ergebnisse

verifiziert werden:

+ Das HPLC-Chromatogramm von EP2C 1 zeigte sich dem des MeOH-
Extraktes und des CH:Cl.-Extraktes im apolaren Bereich ident (s. Abb. 8,
S. 29). Die gesuchten vier Peaks waren hier bei den gleichen
Retentionszeiten zu sehen. Sie sind in der Abbildung mit roten Pfeilen

markiert.

+ Die Maxima des UV-Spektrums dieser vier Peaks stimmten mit jenen des
MeOH- und CH:Cl.-Extraktes Uberein.
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Aufgrund der Ergebnisse dieser HPLC-Serie, wurden die Substanzen, die die
grollten Peaks erzeugten, aus der Fraktion EP2C 1 mittels semi-praparativer
HPLC isoliert.

3.1.3 Semi-préparative Isolierungen aus EP2C 1

Fur die semi-praparativen Arbeiten mittels HPLC musste erst das bisher
verwendete ACN-System auf ein MeOH-System umgestellt werden, da es sehr
schwierig ist, mit ACN nach einer semi-praparativen Isolierung weiter zu
arbeiten. Es wurde ACN durch MeOH ersetzt, das Gradientensystem und auch

die sonstigen Aufarbeitungsschritte wurden aber beibehalten.

Bei der Anderung des FlieBmittels auf MeOH-Wasser-Gemische zeigte sich,
dass die Retentionszeiten des Analyten im Vergleich zu dem ACN-Wasser-

System um ungefahr 15 Minuten nach hinten verschoben waren.

Es musste festgestellt werden, ob es im Zuge der Systemanderungen zu einer
Anderung in der Retentionsfolge der einzelnen Substanzen gekommen war. Zu

diesem Zweck wurden die sieben grofdten Peaks im MeOH-System nummeriert.
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Bei der Umstellung der apolaren Phase des FlieRmittels von ACN zu MeOH
zeigten sich zwei Anderungen im Retentionsverhalten der eingespritzten
Fraktion EP2C 1:

+ Die ausgesuchten Peaks wurden im MeOH-System um ungefahr 15
Minuten spater retentiert, als im ACN-System. Das lag an der geringeren
Elutionskraft des MeOH.

+ Die Substanzen eluierten im MeOH-System in einer anderen
Reihenfolge, als im ACN-System. Dieser Sachverhalt lasst sich am
besten durch eine Gegenuberstellung der beiden Chromatogramme in

Abbildung 16 zeigen.
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Abbildung 16: Analyse von EP2C 1 (s. Tab. 3, S. 16) mittels HPLC-System 1 (oberes Chromatogramm)
und HPLC- System 3 (unteres Chromatogramm) s. Tab. 6, S. 22
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Im ACN-System wurde Peak 4 erst nach Peak 5 und Peak 6 retentiert. Das ist
in Abb. 16 durch eine Rotmarkierung der entsprechenden Peak-Beschriftung
verdeutlicht. Die Zuordnung und Identifizierung der Peaks konnte anhand der
UV-Spektren erfolgen. Eine Auflistung aller on-line aufgenommenen UV-Kurven
zu den entsprechenden Peaks findet sich in Abb. 17 (S. 41-43).
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Abbildung 17: UV-Kurve von Peak 1 (oben) und Peak 2 (unten) aufgenommen on-
line (43% MeOH und 49% MeOH) wéhrend einer HPLC-Analyse von EP2C 1 nach
HPLC-System 4 (s. Tab. 6, S. 22)
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Fortsetzung Abb. 17: UV-Kurve von Peak 3 (oben), Peak 4 (Mitte) und Peak 5
(unten), aufgenommen on-line (60% MeOH, 64% MeOH und 67% MeOH) wéhrend
einer HPLC-Analyse von EP2C 1 nach HPLC-System 4 (s. Tab. 6, S. 22)
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Fortsetzung Abb. 17: UV-Kurve von Peak 6 (oben) und Peak 7 (unten)
aufgenommen on-line (70% MeOH und 73% MeOH) wéhrend einer HPLC-Analyse
von EP2C 1 nach HPLC-System 4 (s. Tab. 6, S. 22)

Auffallig war, dass Peak 3 und 4 das gleiche UV-Maximum, Peak 5 und 7

ahnliche UV-Maxima hatten.

Um den nunmehr Uber 70 Minuten dauernden Lauf zu verkirzen, wurde mit
einer hoheren Methanolprozentigkeit begonnen, sodass eine Anfangs-
konzentration von 35% Methanol (HPLC-System 4, s. Tab. 6, S. 22) resultierte.
Die Steigerungsrate blieb sonst gleich, wodurch das MeOH-System insgesamt
um 25 Minuten verkirzt werden konnte, ohne an der Trennungsqualitat

EinbuRRen zu erleiden.
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Zur Isolierung wurden die in Abbildung 16 (S. 40) nummerierten Peaks im

MeOH-System ausgewahlt, wahrend elf Laufen gesammelt und deren Reinheit

im Vergleich zur Gesamtfraktion EP2C 1, zu dem methanolischen Extrakt und

dem Dichlormethanextrakt mittels DC Uberpruft.

Die angefertigte DC ist in Abbildung 18 zu sehen.

UV 366nm

Tageslicht, AAR

Abbildung 18: Analyse mittels DC (s. Tab. 4, S. 18)

von Peak 1-7 (s. Abb. 16, S. 40) nach semi-préparativen Isolierungen aus EP2C 1 (s. Tab. 3, S. 16)

Bahn Probe

(Details s. Abb. 16, S. 40)

Peak 1
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EP2C 1 (s. Tab. 3, S. 16)
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Bespruhen mit Anisaldehydreagens
auftrat. Die Zone ist in Abbildung 18
rot umrandet. Diese Fluoreszenz war

vor dem Bespruhen mit Anisaldehyd
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Reagens unter UV-Licht 366nm nicht zu sehen. Unter Tageslicht zeigte diese

Bande nach Bespruhen eine leichte Orangefarbung.

Ein ahnliches Verhalten wies die Bande auf Bahn eins auf: Zwar fluoreszierte
hier die Bande sowohl bei 366nm, als auch bei 254nm (bei dieser Wellenlange
ist die Fluoreszenz in Abb. 18 nicht zu sehen, da sie nur schwach ausgepragt
war) bei einem R~Wert von 0.37 auch schon vor dem Bespruhen mit

Anisaldehyd, sie zeigte aber die gleiche Orangefarbung unter Tageslicht.

Das ahnliche Farbverhalten und auch die Nahe der Retentionsfaktoren der
oben diskutierten Banden lieRen bei fruheren Betrachtungen des Dunnschicht-
chromatogramms der Gesamtfraktion EP2C 1 (Bahn 8 in Abb. 18) den Eindruck
entstehen, dass es sich um nur eine Substanz handelte. Durch die semi-
praparativen Isolierungen und anschlieBenden DC-Analysen konnte dieser

Verdacht zerstreut werden.

Aufgrund der Ahnlichkeiten der Banden auf Bahn eins und sieben war eine
strukturelle Verwandtschaft der Substanzen, die diese verursachten, nicht

auszuschlieflen.

Es zeigte sich, dass die Isolierungen zwar hinsichtlich der gewonnen Ausbeuten
erfolgreich waren, jedoch war die Reinheit der gesammelten Substanzen nicht
hinreichend genug. Anhand der DC-Platte war gut zu erkennen, dass auf einer
Laufbahn mehrere Banden, nach Besprihen mit Anisaldehyd sogar teilweise
unterschiedlich gefarbte, vorhanden waren. Einzig der Isolierungsrickstand des
ersten Peaks (Bahn 1) schien rein zu sein, da hier nur eine, bereits oben

angesprochenen Bande, bei einem R~Wert von 0.37 zu sehen war.

Um den Reinheitsgrad der zu isolierenden Substanzen zu steigern, gleichzeitig
deren Anreicherung zu erzielen und eine bessere Trennung zu erreichen, wurde

mit Fraktion EP2C 1 eine Festphasenextraktion durchgefuhrt.
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3.2 Festphasenextraktion von EP2C 1

Bei der Festphasenextraktion wurde nach System 1 (s. Tab. 7, S. 24) gear-
beitet. Als stationare Phase verwendeten wir, aquivalent zur HPLC, RP 18-
Material. Die Anfangskonzentration der Methanol-Wassermischungen wurde mit
40%-Methanolanteil gewahlt, da die ins Auge gefassten Substanzen in der
HPLC erst bei einer Methanolkonzentration von ca. 50% retentiert wurden. Die
Methanolprozentigkeit wurde in 20%-Einheiten gesteigert, um eine
Anreicherung verschiedener Substanzen in diversen Fraktionen zu erzielen. Ein

Schema der Elutionsfolge ist in Abbildung 19 dargestellt.

40%
-40/1
-40/2
-40/3
-40/4
-40/5
-40/6

60%
-60/1
-60/2
-60/3
-60/4
-60/5
-60/6

80%
-80/1
- 80/2
-80/3
-80/4
-80/5
- 80/6

100%
-100/M1
-100/2
-100/3
- 100/4
- 100/5
- 100/6

Abbildung 19: Schema der SPE (s. Tab. 7, S. 24) von EP2C 1 (s. Tab 3, S. 16)

Mit jeder Methanolprozentigkeit wurden sechs Raumvolumina eluiert, die

getrennt von einander gesammelt wurden. Das Resultat dieser SPE waren 24
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Fraktionen, von denen jeweils sechs in eine Methanolstufe fielen.

Die Fraktionen waren unterschiedlich gefarbt, wobei die am starksten polaren
Fraktionen am schwachsten gefarbt waren. Die intensivste Farbe trat bei den
100% Methanolfraktionen auf und bewegte sich von stark orange-braun in der
ersten Fraktion — 100/1 — bis hin zu gelblich in der letzten Fraktion — 100/6. Ein
Ausbeutendiagramm ist in Abbildung 20 zu sehen, wobei die Ausbeuten aller
jeweiligen sechs Unterfraktionen einer Methanolprozentigkeitsstufe in einem

Balken addiert sind.

40
35
30
>
225
20
>
315
(2]
2 4
5
. — /

40% 60% 80% 100%

Methanol%

Abbildung 20: Ausbeuten nach Fraktionierung von
EP2C 1 (s. Abb. 9, S. 30) mittels SPE (s. Abb. 19, S. 46)

Die grofdte Anteil an Masse fand sich mit 40mg Trockengewicht in den 80%

Methanol-Fraktionen.

Die Fraktionen wurden erst einem HPLC-Screening unterzogen, bei dem immer
das selbe HPLC-System verwendet wurde, namlich HPLC-System 4 (s. Tab 6,
S. 22). Somit konnten die Fraktionen gut untereinander verglichen werden. Zur
semi-praparativen Isolierung wurde aber fur jede Polaritatsstufe eigene HPLC-

Methoden entwickelt, um eine optimale Trennung zu erreichen.

In den folgenden drei Unterkapiteln wird auf die jeweiligen Fraktionen genau
eingegangen. Die 100%Methanol-Fraktionen werden nicht genauer diskutiert,

da die HPLC-Chromatogramme keine relevanten Peaks zeigten.

47



3 Experimenteller Teil

3.2.1 Analyse der 40%MeOH-Fraktionen

In den 40%MeOH-Fraktionen waren die am starksten polaren Substanzen

enthalten, da hier der Wasseranteil am grofdten war.

Auf dem Dunnschichtchromatogramm fand sich in allen sechs Fraktionen die
stark blau fluoreszierende Bande bei einem R~Wert von 0.37 wieder (vgl. DC in
Abb. 18, S. 44), die im Zuge der frGheren semi-praparativen Arbeiten (s. Kapitel
3.2) bereits rein isoliert und Peak 1 im HPLC-Chromatogramm (s. Abb. 16, S.

40) mit einem charakteristischen UV-Spektrum zugeordnet werden konnte.

In Abbildung 21 ist ein Dunnschichtchromatogramm der sechs 40%-Methanol-

fraktionen im Vergleich zur Gesamtfraktion EP2C 1 zu erkennen.

UV 366nm
UV 254nm

Probe (Details s. Abb.
19, S. 46)

EP2C 1 40/1
EP2C 1 40/2
EP2C 1 40/3
EP2C 1 40/4
EP2C 1 40/5
EP2C 1 40/6
EP2C 1 (s. Tab. 3, S. 16)

Tageslicht, AAR

N O abhwIN| -

Abbildung 21: Analyse mittels DC (s. Tab. 4, S. 18) der 40%MeOH-Fraktionen nach SPE (s.
Abb. 19, S. 46 und Tab. 7, S. 24) von EP2C 1 (s. Tab. 3, S. 16) Kennzeichnung
charakteristischer Banden durch gelbe und rote Umrandungen

48



3 Experimenteller Teil

Besonders an Bahn zwei und drei war deutlich zu sehen, dass es neben der
bereits bekannten blau fluoreszierenden Zone bei einem R~Wert von 0.37 (in
Abbildung 21 rot umrandet), noch eine zweite blau-fluoreszierende Bande bei
einem R~Wert von 0.51 (in Abbildung 21 gelb umrandet) gab. Die blaue
Fluoreszenz zeigte sich unter UV-Licht sowohl bei 366nm, als auch bei 254nm.
Nach Bespruhen mit Anisaldehydreagens farbten sich die Banden leicht orange.
Beim Vergleich mit der Gesamtfraktion EP2C 1 (Bahn 7) wurde deutlich, dass
diese beiden fluoreszierenden Substanzen durch die SPE gut angereichert
werden konnten, da sie in den Fraktionen 40/2 und 40/3 intensiver in

Erscheinung traten, als in 40/1 und in der Gesamtfraktion.

Die intensive Fluoreszenz gleicher Farbe der beiden Banden lie® vermuten,

dass es sich um ahnliche Verbindungen, eventuell Isomere handeln kdnnte.

Diese Annahme wurde durch die UV-Spektren der Substanzen verstarkt: Wie
man an dem HPLC-Chromatogramm (Abbildung 22) aus der dritten Fraktion —
EP2C1 40/3 — erkennen konnte, hatten zwei Peaks — bei Minute 14 und bei
Minute 22 — idente UV-Spektren. Der erste Peak konnte als Peak 1 identifiziert
werden, der bereits aus Kaptitel 3.2 bekannt war (s. Abb. 16, S. 40). Der zweite

Peak (bei Minute 22) war noch nicht bekannt und wurde als Peak 8 bezeichnet.

Die UV-Maxima der Peaks waren sehr charakteristisch und verliefen annahernd
parallel. Das urspringlich verwendete HPLC-System 3 wurde so verandert,
dass diese zwei Peaks besser getrennt werden konnten, was in HPLC-Methode
5 (s. Tab. 6, S. 22) resultierte.

]
oroead
EP2C 1 40/3 e

0,000 -~ 1 8

o 2 4 6 8 10 1z 14 e nlilmeZ(ElmlnJ 2 26 28 30 3z dJ4
Abbildung 22: Analyse von EP2C 1 40/3 (s. Abb. 19, S. 46) mittels HPLC-System 5 (s. Tab. 6, S.
22)
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Zur weiteren Aufklarung dieser zwei Substanzen wurde versucht, sie mittels
semi-praparativer HPLC zu isolieren. Die Substanzmengen in den einzelnen
Fraktionen waren jedoch sehr gering, sodass nicht genugend Ausbeute erzielt
werden konnte, um sie einer NMR (s. S. 27) zu unterziehen. Es war aber noch
genugend Fraktion EP2C 1 40/3 vorhanden, um eine LC/MS-Analyse

durchzufuhren.

3.2.1.1 LC/MS-Analyse
Die Messung erfolgte nach LC/MS-Methode 2 (s. Tab. 8, S. 25). Der
verbliebene Rest der Fraktion EP2C 1 40/3 wurde daftr in MeOH geldst. Die

entstandenen Spektren sind in Abbildung 23 zu sehen.
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Abbildung 23: LC-DAD-MS" Analyse von EP2C 1 40/3 (s. Abb. 19, S. 46) mittels LC/MS-System 2
(s. Tab 8, S. 25)

Die in Abbildung 23 gekennzeichnete Substanz 1 wurde sowohl im positiven,

als auch im negativen lonenmodus weiter fragmentiert. Die ESI-MS"-Spektren
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sind in Abbildung 24 zu sehen.
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Abbildung 24: Analyse der Substanz 1 (s. Abb. 23) mittels ESI-MS" (n=1-2) im positiven (oben)
und negativen (unten) lonenmodus (s.Tab. 8, S. 25)
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Die Messungen ergaben, dass das Molekulargewicht von Substanz 1 192
betrug. Des weiteren konnte festgestellt werden, dass es bei -MS? zu einer

CHg-Abspaltung und im +MS? zu einer Abspaltung von CO gekommen ist.

Auch Substanz 8 (s. Abb. 23, S. 50) wurde weiter fragmentiert. Die Spektren
sind in Abbildung 25 zu sehen.
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Abbildung 25: Analyse der Substanz 8 (s. Abb. 23) mittels ESI-MS" (n=1-2) im positiven lonenmodus

Der Molekulionenpeak der Substanz 8 stimmte im positiven und negativen
lonenmodus nicht Uberein. Somit ist die zuvor geaulierte Vermutung, bei

Substanz 1 und 8 handle es sich Isomere, widerlegt worden.

Bei Substanz 1 konnte es sich um ein Cumarin handeln. Dieser Umstand
beruhte allerdings auf Spekulationen und konnte nicht sicher nachgewiesen

werden.

Weitere MS-Ergebnisse dieser Fraktion, die fur diese Arbeit nicht relevant
waren, befinden sich im Anhang. Fur weitere Untersuchungen konnten sie von

Interesse sein.
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3.2.2 Analyse der 60%MeOH-Fraktionen

Das Bandenspektrum der 60%-Methanolfraktionen auf der Dunnschichtplatte
zeigte sich um einiges vielfaltiger, als jenes der 40%-Methanolfraktionen.
Wegen der vielen Banden des Dunnschichtchromatogramms konnte keine
Zuordnung zu den bereits sieben definierten Peaks im HPLC-Chromatogramm
(s. Abb. 16, S. 40) getroffen werden.

UV 366nm
UV 254nm

Probe (Details s. Abb. 19, S.
46)

EP2C 1 60/1
EP2C 1 60/2
EP2C 1 60/3
EP2C 1 60/4
EP2C 1 60/5
EP2C 1 60/6

Tageslicht, AAR

N[O O~ WOIN -

EP2C 1 (s. Tab. 3, S. 16)

Abbildung 26: Analyse mittels DC (s. Tab. 4, S. 18) der 60%MeQOH-Fraktionen nach SPE (s. Abb.
19, S. 44 und Tab. 7, S. 24) von EP2C 1 (s. Tab. 3, S. 16)

Nach einem HPLC-Screening stellte sich anhand der UV-Kurven heraus, dass
in den ersten drei 60%Methanol-Fraktionen noch Spuren der Substanz des
Peak 1 (s. Abb. 16, S. 40 und Kap. 3.2.3) enthalten waren, jedoch wiederum zu

wenig, um sie im rentablen Mal3stab semi-praparativ zu isolieren.
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Peak 2, 3 und 4 konnten in verschiedenen Fraktionen gut durch die SPE (s.
Abb. 19, S. 46) angereichert werden. Das wurde durch die erhdhte Intensitat
der Peaks erkennbar. Es wurde ein HPLC-System entwickelt, mit dem diese
drei Peaks von den ihnen Umgebenden gut getrennt werden konnten, was ja
durch vorangegangene semi-praparativen Isolierungen aus der Gesamtfraktion
EP2C 1 (s. Abb. 18, S. 44 und Kapitel 3.2.2) nicht erreicht worden war.

Die verwendete Methode war schlie3lich HPLC-System 6 (s. Tab. 6, S. 22). Aus
Fraktion 60/5 (s. Abb. 19, S. 46) konnten die Substanzen des Peaks 3 und 4 (s.
Abb. 16, S. 40) mit diesem System gut getrennt und semi-praparativ isoliert
werden. Die Identifizierung als Peak 3 und Peak 4 erfolgte aufgrund der UV-
Spektren. Ein HPLC-Chromatogramm inklusive UV-Spektren ist in Abbildung 27

zu sehen.
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Abbildung 27: Analyse von EP2C 1 60/5 (s. Abb. 19, S. 46) mittels HPLC-System 6
(s. Tab. 6, S. 22)

Im Vergleich zu den ersten semi-praparativen Isolierungen aus der
Gesamtfraktion EP2C 1 (s. Abb. 16, S. 40) konnten Peak 3 und 4 viel besser
getrennt werden und somit reiner isoliert werden. Letztendlich konnten 1.74mg
von Peak 3 und 2.83mg von Peak 4 mittels semi-praparativer HPLC gewonnen
werden. Die Reinsubsubstanzen wurden nach Graz zur NMR-Vermessung

geschickt. Die Ergebnisse waren noch ausstandig.
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3.2.3 Analyse der 80%MeOH-Fraktionen

Die 80%MeOH Fraktionen waren in ihrer Gesamtheit jene mit der groften
Ausbeute. Hier fanden sich auch die meisten interessanten Substanzen. Um den
Vergleich mit den Fraktionen der anderen MeOH-Prozentigkeiten zu
verdeutlichen, ist in Abbildung 28 eine DC der 80%MeOH-Fraktionen im
Vergleich zur Gesamtfraktion EP2C 1 dargestellt.

Interessant war, dass es in Fraktion 80/2 (Bahn 2) eine Substanz gab, die erst
nach Bespruhen mit Anisaldehydreagens eine blau-violette Fluoreszenz unter
UV-Licht 366nm ausbildet. In Abbildung 28 ist die Zone rot umrandet. Diese
Bande lag bei einem R~Wert von 0.35 und war vor dem Besprihen mit
Anisaldehydreagens unter UV-Licht 366nm nicht zu sehen gewesen. Unter
Tageslicht hatte diese Bande nach Besprihen ein leichte Orangefarbung, die
jedoch wegen ihrer geringen Intensitat auf Abbildung 28 nicht erkennbar war

und nur auf der Originalplatte zu sehen war.

Dieses Phanomen war bereits einmal im Zuge der semi-praparativen
Isolierungen aus EP2C 1 aufgetreten (siehe Kapitel 3.2). Dort war dieses
Charakteristikum bei der Substanz von Peak 7 (s. Abb. 16, S. 40) zu

beobachten gewesen.

Dass hier nun das gleiche Farbverhalten wieder auftrat, lie® darauf schliel3en,
dass sich die Substanz von Peak 7 besonders in Fraktion 80/2 angereichert hat.
Diese Vermutung konnte durch das HPLC-Chromatogramm (Abbildung 29, S.
57) bestatigt werden.

55



UV 366nm

Tageslicht, AAR

Abbildung 28: Analyse mittels DC (s. Tab. 4, S. 18) der 80%MeOH-Fraktionen nach SPE
(s. Abb. 19, S. 46 und Tab. 7, S. 24) von EP2C 1 (s. Tab. 3, S. 16)

3 Experimenteller Teil

Bahn | Probe (Details s. Abb.19, S.
46)

EP2C 1

80/1

EP2C 1

80/2

EP2C 1

80/3

EP2C 1

80/4

EP2C 1

80/5

EP2C 1

80/6

N o a b wIN| -~

EP2C 1 (s. Tab. 3, S. 16)

UV 254nm

UV 366nm, AAR

In diesem HPLC-Chromatogramm, das nach HPLC-System 7 (s. Tab. 6, S. 22)

entwickelt wurde, stellte Peak 7 den hochsten dar. Dieser Peak war in keiner

anderen der 80%MeOH-Fraktionen derartig stark angereichert. Im HPLC-

Chromtogramm der Fraktion 80/3 war er kaum noch zu sehen.

56



3 Experimenteller Teil

0,200

0,230
EP2C 1 80/2 g A
0,040 S — Mk ’/\\/\J - ‘.'W"f\\_p\_,_h
1 § 6 6a

0,000

Wavelength (nm)

ALhsorbance [LT7)

a 5 10 15 z0 25 30 35 4an 45 50 55 a0

Eetention Time (min)

Abbildung 29: Analyse mittels HPLC von EP2C 1 80/2 (s. Abb. 19, S. 46) nach HPLC-
System 7 (s. Tab. 6, S. 22)

In dem Chromatogramm war aul’erdem zu sehen, dass Peak 6, der in
vorhergehenden semi-praparativen Isolierungen (s. Kapitel 3.2) als ein
einzelner, reiner Peak angenommen wurde, durch den flacheren Gradienten der
verwendete HPLC-Methode 7 von den ihn umgebenden Peaks noch weiter
getrennt werden konnte. Somit stand fest, dass es sich bei der Substanz von
Peak 6 nicht um eine Reinsubstanz handelte. Von diesen umgebenden Peaks

konnte noch eine weitere Substanz semi-praparativ isoliert werden: 6a

Aus der Fraktion EP2C 1 80/2 konnten 1.32mg AS6a und 2.2mg AS7 isoliert
werden. Sie wurden zur Vermessung einer NMR nach Graz geschickt.

Des weiteren wurde mit dem Rest dieser Fraktion eine LC/MS-Messung
durchgefuhrt.

3.2.3.1 LC/MS-Analyse

Zur Strukturcharakterisierung oben nummerierter Substanzen wurde eine
UHPLC durchgefluhrt, die on-line an ein Massenspektrometer gekoppelt war. Es
wurde LC/MS-System 3 verwendet (s. Tab. 8, S. 25). Die von den semi-

praparativen lIsolierungen zurlickbehaltene Fraktion wurde in MeOH gel6st,

57



3 Experimenteller Teil

mittels UHPLC getrennt und in dem Massenspektrometer analysiert. Die
entstandenen Spektren sind Abbildung 30 zu sehen. Die Nummerierung der
folgenden Spektren entspricht jener, die bereits oben verwendet wurde (s. Abb.
29, S. 57).
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Abbildung 30: LC-DAD-MS" Analyse von EP2C 1 80/2 (s. Abb. 19, S. 46) mittels LC/MS-System 3
(s. Tab 8, S. 25)

Die Ergebnisse der Ms"-Analysen sind in Tabelle 10, S. 60 aufgelistet. Die
dazugehdarigen Spektren befinden sich im Anhang.

Nach Literaturrecherche fand sich das Fragmentierungsmuster von Substanz 5
in einer Studie zur ldentifizierung der chinesischen Droge Langdu, die auch
Euphorbia fischeriana enthielt, wieder.”® Die Spektren des positiven und des

negativen Modus finden sich in Abbildung 31.
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Abbildung 31: Analyse von Substanz 5 (s. Abb. 30,S. 58) mittels ESI-MS" (n=1-3) im positiven (oben)
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und negativen (unten) lonenmodus
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In benannter Studie wurde diese Substanz als Fischeriana A bezeichnet. Es
handelte sich dabei um ein Diterpenoid. Die Struktur ist in Abbildung 32 zu
sehen. Das Molekulargewicht betrug 330.

Abbildung 32: Struktur von Fischeriana A

Somit konnte gezeigt werden, dass es sich bei Substanz 5 mit groler

Wahrscheinlichkeit um das Diterpenoid Fischeriana A ™ handelte.

Nr.| Rt |[M+H]| [M-H] | Struktur | Kommentare und Informationen
[min.] *

+ fortlaufende Abspaltung von zwei

3 |14.4 |3471 |345.2 |unbekannt COzin -MS" (n=2-3)

+ fortlaufende Abspaltung von H,O
und CO in +Ms" (n=2-3)

+ fortlaufende Abspaltung von CO

4 1229 |331.1 |n.d. unbekannt und H.O

+ pragnante Fragmentionen bei m/
z 165 und m/z 137 in +MS?

5 1284 3311 |329.2 |ent-Abietan |Anndhernd gleiches Fragmentierungs-
muster, wie Fischeriana A (s. Text)

ent-Abietan « fortlaufende Abspaltung von H,O

6 [40.7 |317.1 |315.3 und CO

+ Bildung von Fragmention bei m/z
175 in +MS?

6a |45.2 301.1 |n.d. unbekannt

ent-Abietan « fortlaufende Abspaltung von H,O

7 |56.6 |315.1 |n.d. und CO in +MS" (n=2-3)

+ Bildung von Fragmention bei m/z
175 in +MS?

Tabelle 10: Zusammenfassung der Analyse mittels ESI-MS" (n=1-3) von EP2C 1 80/2 (s. Abb. 19, S. 46)
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3.3 Festphasenextraktion von EP2C 2

Da nicht von allen gekennzeichneten Peaks (s. Abb. 16, S. 40) aus Fraktion
EP2C 1 genitigend Substanz isoliert werden konnte, um sie einer NMR- Analyse
zu unterziehen, wurden eben diese Substanzen auch noch in EP2C 2 (s. Tab.
3, S. 16) gesucht. Das HPLC-Chromatogramm von EP2C 2 zeigte manche
dieser Substanzen auf. Die Zuordnung der Peaks des in Abbildung 33
abgebildeten Chromatogramms erfolgte durch Vergleiche mit EP2C 1. (s. Abb.
16, S. 40)
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Abbildung 33: Analyse mittels HPLC von EP2C 2 (S. Tab. 3, S. 16) nach HPLC-System 1 (s. Tab.
6, S.22)

Es wurden Retentionszeiten und UV-Kurven zur ldentifizierung herangezogen.
Bei diesen Vergleichen stellte sich heraus, dass die Substanzen 2, 3, 4 und 5 in
EP2C 2 enthalten waren. Des weiteren waren auch andere Substanzen
enthalten, die bis jetzt noch nicht vorgekommen sind und in Folge dessen nicht

zugeordnet werden konnten.

Zur lIsolierung dieser Substanzen wurde eine Festphasenextraktion nach
System 2 (s. Tab. 7, S. 24) durchgefuhrt. Dadurch sollte eine weitere Auf-

reinigung stattfinden.

Das System flr diese SPE wurde im Gegensatz zur Kartuschenfraktionierung
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von EP2C 1 in weniger Fraktionen unterteilt, da von EP2C 2 weniger
Ausgangssubstanz vorhanden war. 20mg EP2C 2 wurden in 50yl MeOH geldst

und auf die Kartusche aufgetragen.

Der Gehalt an MeOH des Elutionsmittels wurde in finf Schritten von 10% bis
100% gesteigert. Pro Polaritatsstufe wurden drei Raumvolumina eluiert und in
einem Behaltnis gesammelt. Ein Schema der Fraktionierung von EP2C 2 ist in
Abbildung 34 zu sehen.
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Abbildung 34: Schema der SPE (s. Tab. 7, S. 24) von EP2C 2 (s. Tab. 3,
S.16)

Es resultierten sechs Fraktionen zu jeweils 60ml, die mit C2-1 bis C2-6

bezeichnet wurden.

Die erhaltenen Fraktionen wurden mit EP2C 2 und dem methanolischen
Gesamtextrakt dinnschichtchromatographisch (s. Tab 4, S. 18) verglichen. Die

Dunnschichtplatte ist in Abbildung 35 zu sehen.
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Bahn | Probe (Details s. Abb. 34)
1 EP2C 21
EP2C 2-2
EP2C 2-3
EP2C 2-4
EP2C 2-5
EP2C 2-6

EP2C 2 (s. Tab. 3, S. 16)

UV 366nm

O N o~ WN

MeOH-Extr.

Tageslicht, AAR

Abbildung 35: Analyse mittels DC (s. Tab. 4, S. 18) der Fraktionen
C2-1 bis C2-6 nach SPE (s.Tab. 7, S. 24) von EP2C 2 (s. Tab. 3, S. 16)

Gut zu erkennen war, dass in den verschiedenen Fraktionen diverse
Anreicherungen stattgefunden haben: So war zum Beispiel die stark orange-
gefarbte Bande der unteren Platte auf Bahn vier bei einem R~Wert von 0.35 in

der Gesamtfraktion EP2C 2 kaum zu sehen.

Zwischen den DC-Platten der Fraktionen aus EP2C1 (s. Kapitel 3.2) und dieser
DC waren keine sichtbaren Gemeinsamkeiten zu finden, da sich hier viele
Banden zum Teil stark Uberlagerten. Ein HPLC-Screening der Fraktionen aus
EP2C 2 sollte Aufschluss Uber die enthaltenen Substanzen geben und zeigen,

ob die gewunschte Reinigung statt gefunden hat.

Die HPLC-Chromatgramme zeigten zwar in den Fraktionen EP2C 2-4 und
EP2C 2-5 einige Peaks gut getrennt, jedoch konnte aufgrund der geringen

Intensitat der Peaks keine aussagekraftige UV-Kurve gezeigt werden. Die
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Eigenabsorption der mobile Phase storte zu stark, eine Identifizierung konnte
nicht erfolgen. Demnach konnten auch keine semi-praparativen Isolierungen

vorgenommen werden.
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4 DISKUSSION ZUR STRUKTUR VON AB2

In Kapitel 3.1.1 wurde beschrieben, wie AB2 isoliert wurde. Es kam in
Niederschlagen von Fraktion EP2C 1 und Fraktion EP2C 3 (s. Tab. 3, S. 16)
vor. Es konnten 3.11mg dieser Substanz gewonnen werden. Um naheren
Aufschluss uber die Struktur zu erhalten, wurden eine MS, ein NMR und ein IR
vermessen. Die Parameter der jeweiligen Methoden sind Kapitel 2.2 zu

entnehmen.

Die entsprechenden Spektren und Ergebnisse sind in den folgenden Kapiteln

dargelegt.

4.1 Analyse mittels MS

FUr die massenspektrometischen Untersuchungen von AB2 wurde der
Niederschlag der Fraktion EP2C 1 in einer 1:1-Mischung von MeOH und CH.CI,
unter Einwirkung von Warme und Ultraschall gelést und in das UHPLC-Gerat
eingespritzt, das on-line an ein Massenspektrum gekoppelt war (s. Kap. 2.2.5).
Es wurde LC/MS-Methode 1 (s. Tab 8, S. 25) verwendet.

In Abbildung 36 sind die LC-DAD-MS" (n=1-3) Spektren von AB2 dargestellt.
Neben AB2 waren noch andere, bereits in vorigen Kapiteln (s. Kap. 3.2.3)
erwahnte Substanzen enthalten, die in dieser Abbildung auch beschriftet
wurden, jedoch nicht naher diskutiert, da dies schon zu einem friheren

Zeitpunkt geschehen ist.

65



4 Diskussion zur Struktur von AB2

e BPC 0.0-2000.0 +All MS
E.E i
s 4
E
2]
13 3
] AB2 5 M Wity b,
IntenE.: = J'll .
x1|:|?: BPC 0.0-2000.0 -All MS
3
21
3
13
1 AB2
: A n i
intenZ. 3 T
[maL] ] 4 UV-Chromatogramm,
=104 190-400nm
4
5 3
3 5 7
23 AB2
;
|:|E . e T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T - T
0 10 20 a0 40 £0 Time [mir]

Abbildung 36: LC-DAD-MS" Analyse des Niederschlags von EP2C 1 (s. Tab 3, S. 16) mittels
LC/MS-System 1 (s. Tab 8, S. 25)

Zur Charakterisierung von AB2 wurden die MS? und MS3-Spektren im positiven

und negativen Modus herangezogen, die in Abbildung 37 zu sehen sind.

Durch die Molekulionenpeaks im positiven und negativen Modus konnte das

Molekulargewicht von AB2 ermittelt werden, das 344 betrug.

Des weiteren konnten einige abgespaltenen Fragmente festgestellt werden. In
Abbildung 37 sind diese Abspaltung eingetragen. Es kam der Verdacht auf, es

konnte sich bei dieser Verbindung um ein trimethoxyliertes Flavonoid handeln.

Nach intensiver Literaturrecherche konnte das auf diesem Wege nicht bestatigt

werden. Weitere Nachforschungen dazu sind noch vonnéten.
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4 Diskussion zur Struktur von AB2

4.2Analyse mittels NMR

Die NMR wurde in Graz, am Institut flir Pharmazeutische Chemie, durchgefuhrt.

Die entstandenen Spektren sind in Abbildung 38 dargestellt.
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Fortsetzung Abb. 38: H,H-COSY-NMR-Spektrum von AB2 (allgemeine Parameter s. S. 27)

Die groRen Peaks des 'H-NMR-Spektrums bei 9.0ppm, 8.25ppm, 7.75ppm und
7.5ppm stammen von dem Lésungsmittel Pyridin und wurden in die Auswertung
nicht miteinbezogen. Ebenso verhielt es sich mit dem Peak, der sich von

4.75ppm bis 5.5ppm erstreckte und Wasser zugeordnet wurde.
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4 Diskussion zur Struktur von AB2

Anhand des COSY-Spektrums konnte das Kopplungsverhalten der Peaks im
"H-NMR-Spektrum ermittelt werden. Eine Auflistung der Kopplungen findet sich
in Tabelle 11.

Peak bei Kopplung mit Peak
bei

8.23ppm 7.85ppm

8.00ppm 2.00ppm

6.43ppm 3.87ppm

4.71ppm 2.18ppm

4.69ppm 1.94ppm

3.92ppm 1.66ppm

3.81ppm 1.51ppm

3.54ppm 2.00ppm

3.42ppm 2.75ppm, 2.14ppm

2.87ppm 1.96ppm, 1.53ppm

2.75ppm 1.43ppm

2.76ppm 2.18ppm

2.60ppm 2.27ppm

2.61ppm 1.83ppm, 1.36ppm

2.2ppm 1.5ppm, 1.36ppm

2.14ppm 1.19ppm

1.97ppm 1.58ppm

1.88ppm 1.52ppm

1.72ppm 1.34ppm

1.63ppm 1.85ppm

1.55ppm 1.13ppm

Tabelle 11: Chemische Verschiebungen der miteinander koppelnden Wasserstoffe

Da das Spektrum von 1.0 bis 5.0ppm relativ stark Uberlagert war, konnte in
diesem Bereich des Spektrums keine eindeutige Zuweisung der Peaks
erfolgen. Im Abschnitt Uber 6.0ppm war dies leichter moglich, da hier weniger

Uberlagerungen statt gefunden hatten.
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4 Diskussion zur Struktur von AB2

4.3 Analyse mittels IR

Da das Messfenster der IR mittels ATR relativ klein war (s. Kap. 2.2.7, S. 27)

wurde nur sehr wenig der Substanz zur Vermessung gebraucht.

Erst wurde eine Hintergrundmessung durchgefuhrt, um die Eigenabsorptionen
des Materials des Messfensters aus der Messung auszuschliel3en. Ein Kristall
der Substanz AB2 wurde in fester Form auf das Messfenster aufgebracht, durch
eine Vorrichtung in der Messeinheit auf das Diamantfenster gepresst und

vermessen.

Das entstandene Spektrum ist in Abbildung 39 zu sehen.
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Abbildung 39: Analyse von AB2 mittels IR (s. Tab. 9, S. 27)

Von 4000 bis 1500cm™ lag jener Bereich, der fiir die Auswertung des
Spektrums relevant war und Valenzschwingungen funktioneller Gruppen

erkennen lieR. Ab der Wellenzahl 1500cm™" abwarts lag der Fingerprint-Bereich.
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4 Diskussion zur Struktur von AB2

Dieser ist fur jede Substanz spezifisch, jedoch nicht interpretierbar.

Die Banden zwischen 1603 und 1723cm™ mit relativ starker Absorption (in
Abbildung 39 rot markiert) lieRen auf das Vorhandensein von C=0O-
Doppelbindungen schliel3en. Die Anwesenheit eines Heteroatoms z.B. in Form
eines Saurechlorids, war eher unwahrscheinlich, da in diesem Fall die Banden

bei etwas hoheren Wellenzahlen liegen mussten.

Es war aber durchaus moglich, dass eine der C=0-Doppelbindungen z.B. als
Aryl-Keton oder a,B-ungesattigtes Keton vorgelegen ist. Auch die Ausbildung

von Wasserstoffbricken war durchaus moglich.

Die Banden bei 2300cm™ koénnten von einer Nitril-oder Alkin-Gruppierung
stammen. Die Absorption war jedoch relativ gering und die Banden

unregelmaRig, sodass dies nicht hinreichend belegt werden konnte.

Die leichte Absorptionsbande bei 3168cm™ war vermutlich auf eine C-H-

Valenzschwingung zuruckzufuhren.
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5 Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel vorliegender Arbeit war es, Inhaltsstoffe eines CH,Cl,-Extraktes der
mongolischen Arzneipflanze Euphorbia pallasii zu isolieren und einen Beitrag
zur Aufklarung der Struktur von enthaltenen Wirkstoffen zu leisten. Das war vor
allem deswegen von Interesse, da sich Extrakte dieser Pflanze in friheren

Untersuchungen als zytotoxisch erwiesen hatten.

Zur lIsolierung von ausgesuchten Inhaltsstoffen wurden eine Reihe von
Fraktionierungen vorgenommen, die zumeist in semi-praparativen Arbeiten
mittels HPLC muindeten und den Grolteil der praktischen Arbeiten ausmachten.
Insgesamt konnten fiinf verschiedene Komponenten gewonnen werden. Dabei
handelte es sich um AB2 (3.11mg), AS3 (1.74mg), AS4 (2.83mg), AS6a
(1.32mg) und AS7 (2.2mg).

Auf AB2 wurde hinsichtlich Strukturaufklarung besonderes Augenmerk gelegt,
da die Isolierung hier mittels Fallung erfolgen konnte und somit die grofte
Menge an Material vorhanden war. Die Untersuchungen resultierten in der
Vermutung, es konnte sich um ein Dihydroxy-Trimethoxy-Flavonoid handeln,
die allerdings nicht bestatigt werden konnte, da noch weitere Messungen

ausstandig waren.

Von zwei weiteren Komponenten konnte zwar nicht gentigend Material isoliert
werden, um eine NMR durchzuflhren, es konnte aber mittels der erhaltenen
ESI-MS" (n=1-3) Spektren einige Aussagen getroffen werden: Durch
vergleichende Literaturrecherche konnte Substanz AS5 identifiziert werden. Es

handelte sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um das Diterpenoid Fischerina A.

Bei einer weiteren Substanz — AS1 — konnte es sich eventuell um ein Cumarin
gehandelt haben. Dieser Verdacht beruhte wiederum auf den ESI-MS" (n=1-3)

Daten und wurde jedoch noch nicht bestatigt.

Des weiteren wurden im Laufe diverser Messungen und Analysen zahlreiche

Informationen betreffend Molekulargewicht, Ldslichkeitsverhalten, Retentions-
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5 Zusammenfassung

verhalten, Verlauf von UV-Spektren, Farbverhalten bei Derivatisierungs-

reaktionen und Fluoreszenzverhalten auf der DC erhalten.

Die meisten der isolierten Substanzen konnten den bendtigten Analysen nicht
mehr vollstandig unterzogen werden, sodass ein maoglicher Ansatzpunkt zur
Weiterfuhrung der Arbeiten an dieser Pflanze in der Strukturaufklarung von

eben diesen Komponenten liegen konnte.
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LC-DAD-MSr analysis of fraction A1 from Euphorbia spp
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Anhang

LC-DAD-MSr analysis of fraction A2 from Euphorbia spp
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LC-DAD-MSr analysis of fraction A3 from Euphorbia spp
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Positive ion mode ESI-MSr (n=1-3) spectra of compound A3

'““-;"EE_'L +MS, 22 .3-23, Omin #1 74841720, 100%=1179183
1087
] [M+ HT
1.5 el
1.0
0.5
] 391.2
1 3870
. L L
x?t&-;t HIS2(346.0), 22.3-23 Omin #1747-21 721, 100%:=137688
i - CH.0OH
] 312.9
1.57] "
; *  _CH;
] —
1.0 3799
0.5
] 284.8 3123914
4 1 b 4 L L
x?tﬁ‘_t +MS3(345 0-=313.0), 22.3-23 1 min #1748-#1782, 100%.=7285
1.0 -CO
J Pt
0.2 284 2
0.6
0.4
4 2288
027 200.9 249.8
1 129.1145.0 i i " 391.1
0.0 e ekl ] ILI.I T —
100 150 200 250 300 350 mz

84



Anhang

Negative ion mode ESI-MS" (h=1-3) spectra of compound
A3
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Positive ion mode ESI-MSr (n=1-2) spectra of compound B1
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Negative ion mode ESI-MS" (n=1-2) spectra of compound
B1
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Positive ion mode ESI-MSr (n=1-2) spectra of compound B2
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Negative ion mode ESI-MS" (h=1-2) spectra of compound
B3
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Negative ion mode ESI-MS" (n=1-3) spectra of compound
C1
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Positive ion mode ESI-MS (n=1-3) spectra of compound C2
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Negative ion mode ESI-MS" (n=1-3) spectra of compound
C2
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Negative ion mode ESI-MS" (n=1-2) spectra of compound
C3
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Positive ion mode ESI-MSr (n=1-3) spectra of compound C4
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Positive ion mode ESI-MS" (n=1-3) spectra of compound C7
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Negative ion mode ESI-MS" (n=1-3) spectra of compound
C7
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Negative ion mode ESI-MS" (n=1-2) spectra of compound
C12
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Negative ion mode ESI-MS" (h=1-3) spectra of compound

C13
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Positive ion mode ESI-MS" (n=1-3) spectra of compound
C14

Intens.3qa, +MS, 35,841, 1min #2211 #2828, 100%=1817713
w1081
257 [M + H}*
] ;T
20
1.5
1.0
0.5 012 339,
L L.
x? tlgi_' 18. HMIS2(37.1), 39841, 1min #282242255, 100%=8568173
il _HO -CO -HO0
A —
0.2 298.0
] -COo %
0.6 *
0.4 CRC
] PR RN, I71.0
0.2 1749 2630 <
1 gz 1871 i 2150 [ e
i R, I e i I A
T e, ST 12992}, 39.5-41.Imin #2224 #0851, 100%=35735
47 771.0
2] 263.0
281.0
Lt |‘|' LT T T
75 100 125 150 175 200 235 250 F5E 3N P25 mz

99



Anhang

Negative ion mode ESI-MS" (n=1-3) spectra of compound
C15
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Positive ion mode ESI-MS" (h=1-3) spectra of compound
C16
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Positive ion mode ESI-MS" (n=1-3) spectra of compound
C17
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Negative ion mode ESI-MS" (n=1-2) spectra of compound

C18
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Positive ion mode ESI-MS" (n=1-3) spectra of compound
C22
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Negative ion mode ESI-MS" (n=1-2) spectra of compound
€23
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Positive ion mode ESI-MS" (n=1-3) spectra of compound
C24
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Negative ion mode ESI-MS" (n=1-2) spectra of compound
C25
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