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1  Einleitung

1.1 Allgemeine Einleitung

Naturstoffe werden schon seit Jahrtausenden als Arzneimittel verwendet, vor
allem Stoffe pflanzlichen und tierischen Ursprungs, aber auch Mineralien und
Stoffe anderer Herkunft, wie z. B. aus Algen und anderen Mikroorganismen.

Im Lauf der Zeit gelang es immer mehr, die wirksamen Komponenten dieser
Vielstoffgemische zu isolieren, identifizieren und den Wirkmechanismus zu er-
klaren. Immer wieder wurden isolierte Naturstoffe und halbsynthetische Deriva-

te als Arzneistoffe in die Therapie eingefihrt.

Man weil3 schon lange, dass die Strukturen von Naturstoffen eine hohe chemi-
sche Verschiedenheit, sehr spezifische biochemische Wirksamkeiten und ande-
re molekulare Eigenschaften haben, die sie als geeignete Leitstrukturen aus-
zeichnen. Es erscheint somit gerechtfertigt, ihnen eine spezielle
Aufmerksamkeit zuteil werden zu lassen. Naturstoffe konnen als Stoffklasse mit
privilegierten Strukturen gesehen werden, die durch den Druck der Evolution
selektioniert wurden. Es ist so ein weites Feld von Stoffen entstanden, die mit
vielen verschiedenen Proteinen interagieren kdonnen. So gibt es Arzneistoffe

natiirlichen Ursprungs fiir die meisten Indikationsgebiete.*

Vergleicht man Naturstoffe, die als Leitstrukturen verwendet werden, mit eben-
solchen synthetischen Stoffen, wird sichtbar, dass Naturstoffe eine héhere Zahl
an chiralen Zentren und stereochemisch komplexere Strukturen haben. Auch
haben synthetisch hergestellte Arzneistoffe und solche, die durch kombinatori-
sche Synthese entwickelt wurden, einen héheren Gehalt an Stickstoff, Schwefel
und Halogeniden, wahrend Naturstoffen eine grof3ere Zahl von Sauerstoffen
enthalten. Statistische Vergleiche haben gezeigt, dass Naturstoffe eine niedri-
gere Zahl von aromatischen Ringen im Verhéltnis zu ihrer Gesamtmasse haben;
die Zahl an funktionellen Gruppen die Wasserstoffbriicken bilden kénnen, ist

hoher und das alles bei groRerer Beweglichkeit der Molekiilstruktur.
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Flavonoide bilden eine grof3e Gruppe unter den Naturstoffen, genauer gesagt
unter den Pflanzeninhaltsstoffen. Sie kénnen in allen Pflanzenteilen vorkommen.
Zu den Flavonoiden gehdren: Flavanole, Flavanone, Flavone, Flavonole, Isofla-
vone, Anthocyane und Catechine. Sie unterscheiden sich am C-Ring, der ver-
schieden aufgebaut ist. Er kann gesattigt sein, eine Keto-Gruppe tragen und in
verschiedenen Positionen substituiert sein. Das gesamte Genin kann unter-
schiedlich hydroxyliert, acetyliert, methoxyliert sein und an verschiedenen Stel-
len unterschiedliche Zucker tragen. Flavonoide wurden in den letzen 20 Jahren
intensiv untersucht, da ihnen viele positive Effekte fir die Gesundheit des Men-
schen nachgesagt werden. Flavonoide sind in Nahrungsmitteln reichlich vor-
handen, teilweise bioverfigbar, und wirken méglicherweise vorbeugend gegen
Krebs, Herzkreislauferkrankungen und neurodegenerative Erkrankungen. Wie
auch immer diese Mechanismen genau ablaufen, sie haben mit zwei grundle-
genden Eigenschaften von Flavonoiden zu tun: ihrer Fahigkeit mit Proteinen zu
interagieren und als Antioxidans zu wirken. Es gibt mittlerweile einige Daten zu
Flavonoid-Rezeptor- und Flavonoid-Enzym-Interaktionen, aber genaue Unter-
suchungen, die die gesamte Kinetik im menschlichen Korper, den Metabolis-
mus und das Wirksamkeitsprinzip beschreiben, gibt es bis jetzt nicht.?

Es gibt Untersuchungen Uber die Wirksamkeit von Flavonoiden auf die Leber
von Ratten in denen sich Flavonoide aus grinem Tee als wirksam erwiesen
haben. Die in einer flavonoidreichen Fraktion enthaltenen Flavonoidglykosyle
und Flavonoidtrisaccharide konnten den durch D-Galaktosamin ausgel6sten
Anstieg von Alanin-Aminotransferase und Aspartat-Aminotransferase im Plas-
ma unterdriicken.® Auch bei einer Pflanze aus Nordafrika wurde ein Flavo-
noidtriglykosid identifiziert, dieses hemmt in vitro die porcine Leber-
Carboxylesterase. Diese Pflanze (Deverra scoparia, Apiaceae) wird in der ara-

bischen Medizin als verdauungsférderndes Mittel verwendet.*

So ist ersichtlich, dass Flavonoide sehr potente Naturstoffe sind, die auch in
den Metabolismus anderer Stoffe eingreifen kdnnen. Das kann wichtig sein, um
die Wirksamkeit und die Pharmakokinetik wirksamkeitsbestimmender Inhalts-
stoffe von pflanzlichen Vielstoffgemischen zu erklaren.
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1.2 Traditionelle mongolische Medizin

Die traditionelle mongolische Medizin ist ein System, das sich Uber lange Zeit
hinweg aus vielen verschiedenen Einflissen gebildet hat. Man kann die ge-
schichtliche Entwicklung in vier wichtige Abschnitte unterteilen.

Die erste Epoche war von der Steinzeit bis zum 12. Jahrhundert, sie war ge-
kennzeichnet durch eine sehr regionale Volksmedizin. Erfahrungen wurden ge-
sammelt und viele Therapien entstanden in dieser Zeitperiode. Auch Akupunk-

tur und Moxibustion sollen aus dieser Zeit stammen.®

Die zweite Epoche begann Anfang des 13. Jahrhunderts und dauerte bis ins 16.
Jahrhundert. In diese Zeit fallt die Hochblite der mongolischen Kultur. Es ent-
wickelten sich Politik, Handel und wichtige gesellschaftliche Strukturen. Das war
auch die Zeit, in der Dschingis Khan (1162-1227) das mongolische Reich verei-
nigte und ausdehnte wie nie zuvor. Das medizinische System festigte sich, viele

grundlegende Theorien und Anwendungen wurden geschaffen.®

Ab dem 16. Jahrhundert wurde die mongolische Medizin durch das Wissen der
buddhistischen Mdnche beeinflusst. Die Mongolei wurde durch tibetische La-
mas missioniert und die Tibetische Sprache wurde die medizinische und kultu-
relle Hochsprache. Jetzt wurden die Theorie der drei Kdrpersafte und die Theo-
rie von ,heiR* und kalt* aus dem Ayurveda und der traditionellen tibetischen
Medizin in die mongolische Medizin aufgenommen. Die mongolischen Traditio-
nen blieben erhalten, auch die mongolische Materia Medica. So entstand die
traditionelle mongolische Medizin (TMM). Verschiedenste Behandlungsmetho-
den wie Erndhrungsumstellung, Aderlass, Mineralbader, heiRer Sand,

Schlammtherapie etc. fanden Anwendung.”

In den 60er Jahren des vergangenen Jahrhunderts wurde die TMM nach stali-
nistischer Unterdriickung wieder entdeckt. Sie wird sowohl in der Mongolei als
auch in den mongolisch besiedelten Regionen der Volksrepublik China wieder

angewandt, gelehrt und beforscht.”
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Die TMM ist ein ganzheitliches medizinisches System, das den menschlichen
Kdrper und seine Umgebung als Einheit sieht. Die Theorie der drei KOrperséafte
beschreibt Gesundheit als das Gleichgewicht der drei Safte: Wind (Khi), Galle
(Shara) und Schleim (Badgan). Die Theorie der ,heil3en* und ,kalten* Erkran-
kungen ordnet bestimmten Krankheitssymptomen diese Eigenschaften zu.
Auch den Arzneien werden diese Eigenschaften und andere Qualitaten (wie z.
B. Geschmack) zugeordnet. Gewohnlich werden ,hei3e* Erkrankungen mit kal-
ten und kihlenden Arzneien behandelt und umgekehrt ,kalte* Erkrankungen mit
heil3en und warmenden Arzneien. Als Untersuchungsmethoden werden einge-

hende Befragung, Pulsdiagnose und Zungendiagnose verwendet.® ’

Das grundlegende Werk der TMM ist das rGyud bzi (mong. Durben Undusin,
wortlich: ,Die Vier Wurzeln®) das etwa zu Beginn des 14. Jahrhunderts aus dem
Tibetischen in die mongolische Sprache Ubersetzt wurde. Dieses Werk beinhal-
tet die dem medizinischen System zugrunde liegende Philosophie gleicherma-
Ben wie Pathologie und Pharmazie; durch Jahrhunderte wurde es von vielen

Gelehrten aus der Mongolei und aus Tibet kommentiert.?

In der TMM werden in Arzneimischungen Krauter, Mineralien und Stoffe tieri-
schen Ursprungs verwendet. Die Arzneien werden meistens als Pulver mit
Wasser aufgeriihrt und getrunken. In den grol3eren Zentren fir TMM in der
Mongolei werden auch Tabletten und Granulate hergestellt. Die dann auch
nach westlichen Kriterien (z. B. Zerfallsgeschwindigkeit) kontrolliert werden.” Da
die Ingredienzien fur die Arzneimischungen meist aus Wildsammlung kommen,
und die Rohstoffe auf diversen Markten gehandelt werden, ist es das Ziel der
staatlichen Regelungen, die Identitat, die Wirksamkeit und die Sicherheit der

gehandelten Stoffe zu gewéhrleisten.®

1.3 Dianthus versicolor FiscH.

Die niedrige krautige Pflanze Dianthus versicolor FIscH. gehort zur Familie der
Nelkengewéchse (Caryophyllaceae). Die Pflanze kommt fast in der gesamten
Mongolei vor. Die oberirdischen Teile werden in der TMM bei ,heiRen” und ,a-

kuten" Lebererkrankungen, die unter anderem durch Gbermafigen Alkoholge-
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nuss, reichhaltiges Essen und andere schadliche Stoffe ausgel6st werden kon-
nen und durch die Symptome auch in der westlichen Medizin als Lebererkran-
kungen zu sehen sind, in Arzneimischungen verwendet. Dianthus versicolor
wird der Geschmack ,bitter”, die Eigenschaft ,kihlend”, die Qualitat ,kuhl* und
die sekundaren Qualitaten ,rau“, ,schneidend”, und ,beweglich® zugeschrie-
ben.®? In der mongolischen Volksmedizin wird Dianthus versicolor auch bei
Frauenleiden, nach Geburten gegen Blutungen und als Uterus zusammenzie-
hendes Mittel verwendet. *°

Abbildung 1: Dianthus versicolor FiscH (Bild: Dr. Christa Kletter, Department fir Pharmakog nosie)

Extrakte von Dianthus versicolor wurden auf Cytotoxizitat getestet. Es liel3 sich
keine Cytotoxizitat feststellen. Es wurden auch verschiedene Extrakte, darunter
Dianthus versicolor, in einem Leberperfusionsmodell auf ihre Wirkung auf den
Gallenfluss getestet (s. Abb. 2, S.6). Es konnte festgestellt werden, dass sowohl
wassrige Extrakte, als auch eine Flavonoidfraktion von Dianthus versicolor den

Gallenfluss erhohen.*t 2 2
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Abbildung 2: Zunahme des Gallenflusses bei Testung der Wasserextrakte von Saussurea amara,

Lilium pumilum und Dianthus versicolor im Leberperfusionsmodell in drei verschiedenen Konz ent-
: 14
rationen

1.4 Fragestellung

In einer parallel laufenden Dissertation wurden Extrakte verschiedener Chargen
von Dianthus versicolor, die sich durch Erntejahr und Herkunft innerhalb der
Mongolei unterscheiden, untersucht und charakterisiert. Es haben sich Unter-
schiede im Inhaltsstoffmuster zwischen den verschiedenen Chargen gezeigt. **

1 Charge 02/05
2 Charge 52/04
3 Charge 53/04
4 Charge 06/03

5 Charge 05/03

Abbildung 3: OWEs (s. Kap. 2.1, S.7) der verschiedene n Chargen im Vergleich (DC-System 2 s. Tab.
3,S.11)

Die Aufgabe vorliegender Arbeit war, den Original Water Extract (OWE) der
Charge 02/05 (s. Abbildung 3, Bahn 1 und Kap. 2.1, S.7) von Dianthus versico-

lor zu untersuchen und die entaltenen Flavonoide zu charakterisieren.
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2 Material und Methoden

Das vorliegende Kapitel beschreibt die verwendeten Materialien und deren Her-

kunft und gibt Auskunft tGber die verwendeten Methoden.

2.1 Material

Die Pflanze wurde im August 2005 in der Mongolei im Aimag Khentii bei Bar
gesammelt und getrocknet. Herbarbelege liegen am Institute of Botany der
Mongolian Academy of Science, unter der Nr. 20050805 auf.

& Cipeslay
Crrare el wamy
DAREHAN (110
ORKAN
CAWHUNKER

Abbildung 4: Landkarte der Mongolei mit der Herkunf ~ tvon Dianthus versicolor 02/05 1

Der OWE 02/05 war in Vorarbeiten*! nach folgender Arbeitsvorschrift hergestellt

worden:

1T Droge wurde mit 25T Wasser pH2 (eingestellt mit Trifluoressigsaure) bei
40 1h lang unter Schutteln extrahiert. Anschlie3e nd wurde filtriert. Nach dem
Entfernen der Trifluoressigsédure im Rotationsverdampfer, wurde das Filtrat ly-

ophylisiert.
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Ein auf diese Weise hergestellter Extrakt, entspricht der in der traditionellen

mongolischen Medizin gebrauchlichsten Einnahmeform, dem Schlucken der

pulverisierten Droge und Nachtrinken von reichlich Wasser.®°

2.2 Verwendete Chemikalien

In Tabelle 1 sind die am haufigsten verwendeten Chemikalien aufgelistet, ein-

geteilt nach chromatographischen Trennmethoden.

DC

SC

HPLC

GC

Ethylacetat (EtOAc)
Cyclohexan

Ethylformiat

Methanol (MeOH)
Dichlormethan (CH,Cly)
Ameisensaure conc.
Essigsaure conc.
Kieselgelplatten
Naturstoffreagenz A (NSA) =
Diphenylborsaure-3-

aminoethylesterkomplex
Polyethylenglykol 400

Reinsubstanzen flr Vergleiche,
DC und HPLC
Ethylacetat

Methanol
Trifluoressigsaure
Kieselgel 60
Methanol
Acetonitril (ACN)
Kiliani-Reagenz

Helium

N-Methyl-N-
trimethylsilyltrifluoroacetamid

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

p. a. VWR min. 99,5%

p. a. Merck min. 99,5%
zur Synthese Merck 98%
p. a. VWR min 99,5%

p. a. VWR min 99,5%
Gatt-Koller OAB 98-100%
Gatt-Koller OAB 99%

Merck TLC Silicagel 60 F,s4, Korngr.
0,063-0,200 mm auf Aluminium-Folie
min 98%

Carl Roth GmbH+Co

p. a. Gatt-Koller

Carl Roth GmbH+Co HPLC-Qualitat
Institutseigenes Destillat, im Rotati-
onsverdampfer aus technischer Qua-

litat destilliert
Institutseigenes Destillat, s. oben

Riedel-de Haén 99%

Merck Korngr. 0,063-0,200 mm
VWR HiPerSolv Chromanorm 99,8%
VWR HiPerSolv Chromanorm 99,9%

3,5 ml Essigséaure conc.
1,0 ml HCI conc.
5,5 ml H,O

5.0

p. a. Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG
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2.3 Chromatographische Methoden

Chromatographische Methoden werden verwendet, um Substanzgemische zu
trennen. Die Trennung erfolgt immer durch Wechselwirkungen der zu trennen-
den Substanzen mit einer ruhenden (stationare) und einer flieRenden (mobilen)
Phase. Diese Wechselwirkungen konnen auf verschiedenen physikalischen
Prinzipien beruhen. So kann unter anderem zwischen Adsorptions- und Vertei-
lungschromatographie unterschieden werden. Adsorption ist eine Anlagerung
an Grenzflachen, die durch chemische und physikalische Wechselwirkungen
entsteht. Verteilungschromatographie arbeitet mit den verschiedenen Ld&slich-
keiten der Stoffe. Meistens kommen in einem chromatographischen System
beide Typen von Wechselwirkungen nebeneinander vor. Verschiedenste Para-
meter wie Ladnge der Trennstrecke, FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase,
Art des Losungsmittels das als mobile Phase verwendet wird, Beschaffenheit
der stationaren Phase (z. B. Teilchengréf3e) und Temperatur bestimmen mal3-
gebend die Trennleistung eines chromatographischen Systems. Mit speziellen
N&herungsformeln lasst sich die Trennleistung errechnen, meist wird zur Opti-

mierung eines Systems aber auch empirisch gearbeitet. *°
2.3.1 Dunnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie (DC) ist eine spezielle Methode. Es wird ein
inneres Chromatogramm erstellt, das heil3t, die Substanzen befinden sich zur
Zeit der Detektion auf der Trennstrecke, da die Entwicklung abgebrochen wird,
bevor sie die Trennstrecke verlassen. Als Kennwert werden R;-Wert und Ry -
Wert verwendet, welche die Laufstrecke der Substanz im Verhaltnis zur Fliel3-
mittelfront oder zum mitgelaufenen Standard angeben.

Entfernung der Substanz vom Start a
R: -Wert = = —
Entfernung der FlieBmittelfront vom Start c

Als stationdre Phase werden feste Materialien verwendet, die in einer dinnen
Schicht auf einer Glas- oder Aluminiumplatte aufgetragen werden. Als mobile

Phase finden verschiedenste Losungsmittel Einsatz, die nach den Eigenschaf-
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ten der zu trennenden Substanzen ausgewahlt werden. Es wird das Substanz-
gemisch am Start aufgetragen, die DC-Platte in den DC-Trog mit dem Flie3mit-
tel gestellt und gewartet, bis die FlieBmittelfront das Ende der Entwicklungsstre-
cke erreicht. Dann wird die Entwicklung abgebrochen, und die Substanzen
werden detektiert. Die Detektion kann mit Hilfe verschiedenster Reagenzien bei
Tageslicht, unter ultraviolettem Licht oder in Spezialsystemen erfolgen. *°

Abbildung 5: Entwicklung eines Dunnschichtchromatogr amms

Die verwendeten DC-Systeme sind schematisch in den Tabellen 2 und 3 zu-

sammengefasst.
Stationare Phase:  TLC Kieselgel 60 F254
Mobile Phase: Dichlormethan 30

Cyclohexan 35
Ameisensaure 5
Ethylformiat 30

Detektion: unter UV 365 nm nach Besprihen mit:
Naturstoffreagenz A 1% in MeOH
PEG 400 5% in MeOH

Tabelle 2: DC-System 1 fur Flavonoid-Genine

10
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Stationare Phase:  TLC Kieselgel 60 F254

Mobile Phase: Ethylacetat 100
Essigsaure 11
Ameisensaure 11
H.O 26

Detektion: unter UV 365 nm nach Besprihen mit:
Naturstoffreagenz A 1% in MeOH
PEG 400 5% in MeOH

Tabelle 3: DC-System 2 fur Flavonoidmono- und digly ~ koside

Es wurden je 3-8 ul Probenlésung in einer 0,7 cm beiten Zone als schmaler
Streifen am Start aufgetragen und trockenen gelassen. Dann wurde die DC-
Platte im jeweiligen FlieBmittel ohne Kammersattigung bei Raumtemperatur
entwickelt und danach getrocknet. Die getrocknete DC-Platte wurde mit Natur-
stoffreagenz A in 1% Ldsung in Methanol bespriht, wieder kurz trocknen gelas-
sen und mit PEG 400 5% in Methanol bespruht. Nach 10 Minuten wurde unter
UV-Licht bei 365 nm detektiert. Durch die im Naturstoffreagenz A enthaltene
Diphenylborséure bilden sich Komplexe, die in verschiedenen Farben bei 365

nm fluoreszieren. *’

Abbildung 6: Komplexe von Flavonoiden mit Diphenylb orsauremethylester

2.3.2 Saulenchromatographie

Die Saulenchromatographie (SC) ist eine wichtige Methode, um Substanzgemi-
sche zu trennen oder aufzureinigen. Als stationare und mobile Phase kommen

dieselben Stoffe zur Verwendung wie bei der DC. Fir spezielle Methoden wie

11
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z. B. lonenaustausch-Chromatographie oder Gel-Chromatographie werden an-
dere Systeme verwendet.

Die stationére Phase wird in ein Rohr, meistens aus Glas, geflillt, das vertikal
montiert ist. Die zu trennenden Substanzen werden entweder geldst in der mo-
bilen Phase, oder in einem eigenen LOosungsmittel sehr konzentriert auf die
Saule aufgetragen. Es wird so lange FlieBmittel nachgefullt, bis alle Substanzen
die Saule verlassen haben. Es entsteht ein &uReres Chromatogramm, die Sub-
stanzen werden detektiert, nachdem sie die Trennstrecke verlassen haben. Die
Detektion erfolgt entweder kontinuierlich mit speziellen Detektoren z. B.
UV/VIS-Durchflussphotometer oder diskontinuierlich. Bei der diskontinuierlichen
Detektion werden Fraktionen gesammelt und einzeln untersucht. Als Untersu-

chungsmethoden werden unter anderem Farbreaktionen und DC eingesetzt.*®

Bei der isokratischen Elution bleiben die Fliedmittelparameter gleich, bei der
Gradientenelution wird die Elutionskraft stetig erh6ht. Die Vorteile der Gradien-
tenelution sind Verklrzung der Analysenzeit, Verringerung des Lésungsmittel-
verbrauchs, Verbesserung des Trennergebnisses durch Zurlckdrangen des
»1ailling“, Verbesserung der Peakform (schmaéler, héher). Das ist wichtig bei
Peaks mit grof3er Retentionszeit. Als innere Gradienten bezeichnet man Polari-
tats-, pH-, Konzentrations-, und lonenstarke-Gradienten. AuRere Gradienten

sind Temperatur und Durchflussrate. *°

In der folgenden Tabelle sind die Bedingungen der in dieser Arbeit verwendeten
Saulenchromatographischen-Systeme dargestellt.

Saule 1 Saule 2
Durchmesser lcm 2,5¢cm
Stationare Phase Kieselgel 60

Fullhéhe 10 cm 21 cm
Fullmenge 43¢ 349

Mobile Phase Ethylacetat

Flussrate ca. 1 ml/min

Gradient Methanol und TFA (s. Kap. 0,

Tabelle 9, S.24 und Kap. 3.1.4, Tabelle 10, S.27)
Uberprifung der Fraktionen DC-System 2 (s.Tabelle 3, S.11)

Tabelle 4: Parameter fir die SC-Systeme ,Séule 1“ und Saule 2¢
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2.3.3 Hochleistungsflissigchromatographie

Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) ist eine Methode der Saulen-
chromatographie, die sich durch eine wesentlich bessere Auflosung auszeich-
net, auch fuhrt sie zu gut reproduzierbaren Chromatogrammen. Das wird er-
reicht durch eine Verkleinerung der Teilchengréf3e, was zu einer Erhdhung der
Oberflache der stationdren Phase fuhrt. Durch das Arbeiten mit kleinen Teil-
chen steigen die Arbeitsdriicke an, es kommt zu Driicken bis 300 bar. Die
Pumpen missen das Fliel3mittel in der gewiinschten Mischung gleichmalig zur
Verfigung stellen. Das wird z. B. durch gegenlaufige Doppelkolbenpumpen er-

reicht.

Die Saulenbetten sind meist aus Edelstahl und weisen fur analytische Zwecke
Durchmesser zwischen 2-5 mm auf. Die Lange der S&ule liegt in der Regel zwi-
schen 5 und 50 cm. Die stationdre Phase muss druckstabil sein. Kieselgel und
Aluminium erfillen diese Anforderung. Es werden sehr haufig ,reversed Pha-
se" (RP) Materialien verwendet. Das sind Kieselgele deren funktionelle Silanol
Gruppen alkyliert sind. In der Bezeichnung z. B. C18 wird die Anzahl der Koh-
lenstoffe im Alkylrest angegeben. Diese RP-Materialien erlauben den Einsatz
von FlieBmitteln mit hohem Wassergehalt und ergeben sehr gut reproduzierba-
re Chromatogramme. Es findet meist eine Gradientenelution statt mit Mischun-
gen von Wasser und/oder Acetonitril. Die polaren Substanzen werden zuerst
eluiert, durch die Erhdhung der Komponente mit der hoheren Elutionskraft im
Fliel3mittel werden die apolaren Substanzen eluiert. Die verwendete Aquasil
C18 Saule hat neben den Alkylresten noch eine bestimmte Anzahl an OH-
Gruppen, so kommt es auch zu Wechselwirkungen mit starker polaren Analyten,

und das Trennverhalten ist anders als bei einer reinen RP-C18 Séaule.

Als Kenngroél3e wird die Retentionszeit (Rt) verwendet. Die Retentionszeit setzt
sich zusammen aus der Zeit, die das FlieBmittel braucht, um die Trennstrecke
zu durchflieBen (Totzeit) und der Zeit, die die Substanz mit der stationaren

Phase interagiert (netto Retentionszeit).

Es werden Detektoren verwendet, die ein dul3eres Chromatogramm erstellen.

Je nach Detektor, meistens schon mit Zusatzinformationen tber die detektierten

13
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Substanzen. Als Detektoren werden UV-Detektoren, Fluoreszenzdetektoren,
Dioden-Array-Detektoren (DAD), IR-Spektrometer, Leitfahigkeitszellen und
Massenspektrometer eingesetzt. Sie arbeiten kontinuierlich und geben eine
graphische Darstellung mit den Retentionszeiten und anderen Daten. Durch die
Verwendung der HPLC werden kirzere Analysezeiten und Verringerung des
Lésungsmittel Verbrauchs verbunden mit besserer Trennleistung erreicht.*®
Uber die verwendeten HPLC-Methoden gibt die folgende Tabelle Auskunft.

Gerat Shimadzu Degasser DGU-20As
Pumpe LC-20AD
Auto sampler SIL-20AC HT
Interface CBM-20A
Saulenofen CTO-20AC

Saule d=4,6 mm Lange 250 mm
Stationare Phase Aquasil C18

Mobile Phase H,O pH 2,8, mit TFA

Flussrate 1 ml/min

Detektor DAD Shimadzu SPD-M20A

Gradientenelution:
HPLC-Methode Genine

Injektionsvolumen: 10 pl

Zeitpunkt: 0 min 60 min 65 min
ACN-Konzentration: 15% 45% 95%
Gradient: 0,5% /min  10% /min

HPLC-Methode Flavonoidglykoside

Injektionsvolumen: 10 pl

Zeitpunkt 0 min 35 min 60 min
ACN-Konzentration 15% 20,25% 29%
Gradient: 0,15% /min | 0,35% /min.

HPLC-Methode Semipraparativ
Injektionsvolumen: 10 bis 40 pl

Zeitpunkt: 0 min 17,67 min 25 min
ACN-Konzentration: 17% 19,65% 19,65%
Gradient: 0,15% /min isokratisch

Tabelle 5: Parameter fiir die HPLC
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2.3.4 Gaschromatographie

Die Gaschromatographie (GC) ist eine chromatographische Methode, die spe-
ziell fur leicht flichtige und temperaturunempfindliche Substanzen geeignet ist.
Die mobile Phase ist ein inertes Tragergas wie z. B. Helium oder Stickstoff. Die
stationére Phase ist in einer Kapillar-Saule als Schicht aufgebracht und kann
fest oder flussig sein. Als Beschichtung werden unter anderem Polydimethylsi-
loxan, Polyphenylmethylsiloxan, Polycyanopropylphenylsiloxan und Phenyl-
methylsiloxan mit unterschiedlicher Verteilung der endstandigen Gruppen ver-

wendet.*®

Die Probe wird in den beheizten Injektorblock eingebracht, dort verdampft und
mit dem Tragergas durch die Saule transportiert. Die Interaktionen zwischen
den zu trennenden Substanzen und der stationaren Phase finden an der
Grenzflache der stationaren Phase statt und sind durch die physikalisch-
chemischen Eigenschaften (z. B. Verteilungskoeffizient zwischen den beiden
Phasen) bestimmt. So kommt es zu einer unterschiedlichen Retention, und die
Substanzen verlassen hintereinander die Saule. Die Trennung kann bei kon-
stanter Temperatur durchgefiihrt werden oder mit einem Temperatur-
Gradienten. Die Substanzen werden nach dem Verlassen der Séule detektiert,

es entsteht ein auReres Chromatogramm.

Es kommen verschiedene Detektoren zum Einsatz. Ein Warmeleitfahigkeitde-
tektor misst mit beheizten Widerstanddréhten die Leitfahigkeit im Messkanal
und in einem Referenzkanal, der von reinem Tragergas durchstromt wird. Durch
die Differenz der Leitfahigkeit ist die Menge an Probe, die die Saule verlasst,
messbar. Flammenionisationsdetektoren werden flr organische Substanzen
allgemein verwendet und zerstoren die Substanzen. Direkt am S&aulenende be-
findet sich die Brennerdise. Je nach Tragergas (H2, He, N2) mischt man vor
dem Detektor Wasserstoff und synthetische Luft zu. In der Flamme bilden sich
lonen und freie Elektronen. Die geladenen Teilchen bewirken einen messbaren
Strom zwischen Diise (Kathode) und der zylinderformigen Anode. Es fliel3t ein
erhohter Strom im Vergleich zum Signal der reinen Tragergas/Brenngas-
Flamme. Diese Signaldifferenz gibt Auskunft Gber die Probenmenge, die pro

Zeiteinheit (mg/s) den Detektor passiert.
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In dieser Arbeit wurde ein Massenspektrometer (s. Kap. 2.5, S.17) als Detektor
verwendet. Die lonisierung erfolgt durch Elektronenstof3. Durch den Zusam-
menstold mit beschleunigten Elektronen, wird ein Elektron aus dem Molekdl ge-
schleudert, es entsteht ein geladenes, instabiles Radikal welches zerfallt. Durch
die Messung des Total-lonenstroms wird die Probenmenge, die den Detektor
durchstromt, bestimmt. Es finden weitere Detektoren Verwendung wie Elektro-

neneinfangdetektor, Atomemissionsdetektor und andere.

Sollen Substanzen in einem gaschromatographischen System getrennt werden
die nicht fliichtig oder thermolabil sind, gibt es die Mdglichkeit sie zu derivatisie-
ren. So werden z. B. Alkohole, Amine und Zucker soweit thermisch stabilisiert,
dass sie verdampfbar sind und Uber GC getrennt werden kdnnen. Fiur Zucker

bietet sich die Trimethylsilylierung mittels Spezialreagenzien an.

Gerat Shimadzu GC MS Serie QP2010

Saule Schichtdicke: 0,25 um  d=0,25 mm Lange: 60 m
Stationare Phase Phenomenex ZB-5 (mittel polar)

Tragergas Helium 5.0 Druck: 247,4 kPa

Flussrate: 25 ml/min = Saulenfluss: 2 ml/min | Geschwindigkeit: 37,2 cm / sec
Temperaturgradient: 37 min bis 56,7 Min. 270 fur 10 Minuten

Starttemperatur 100C

Einspritzmenge 1l

Einspritztemperatur 270C

Detektor Massenspektrometer  Shimadzu QP2010
lonisation Elektronenstol3 250C

Interface Temp. 270C

Messbereich 40-500 m/z

Tabelle 6: Parameter fur die GC-MS

2.4 UVIVIS-Spektroskopie

Diese Methode arbeitet mit den Wechselwirkungen von Strahlung und Materie.
Molekile nehmen aus dem Licht Energie in Form vom Photonen oder Licht-
quanten auf. Dabei wird ein Elektron des Molekuls von seinem Energieniveau in
ein hoéheres Energieniveau angehoben, dadurch wird eine bestimmte Menge

Energie (Licht) absorbiert und spater wieder abgegeben. Das geschieht durch
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Strahlung, die entweder im sichtbaren, ultravioletten oder auch im infraroten
Bereich liegt. Da fur ein bestimmtes Molekul nur eine bestimmte Anzahl solcher
Ubergange maglich ist und nur genau die Energie absorbiert wird, die fur einen
Ubergang notig ist, ist so ein Spektrum mit seinen Maxima und Minima fiir eine
Substanz charakteristisch. So kann ein Spektrum zur Strukturaufklarung, als
auch zum Vergleich mit anderen Spektren aus Datenbanken, um Substanzen
identifizieren zu kénnen, geeignet sein.'® ?° Ein Dioden-Array-Detektor (DAD)
misst, durch die Verwendung einer Deuterium und einer Wolfram Lampe, konti-
nuierlich Uber den weiten Wellenlangenbereich von 190-800 nm. Es wird die
Absorption im gesamten Bereich gemessen und graphisch dargestellt.

Zur Aufnahme der Spektren wurde ein DAD verwendet, der mit der HPLC ge-
koppelt war. So gibt es zu jedem Spektrum die Retentionszeit und die Angabe

der Acetonitril-Konzentration zu dem Zeitpunkt der Aufnahme.

2.5 Massenspektrometrie

Ein Massenspektrum (MS) eines Molekils kommt durch lonisierung des neutra-
len Moleklls und anschlieliende Fragmentierung zustande. Die Probe wird in
das Massenspektrometer eingebracht und dort ionisiert. Die lonen werden ge-
malf ihres Verhéaltnisses Masse-zu-Ladung in einem elektrischen Feld aufge-
trennt und detektiert. Die Intensitdt der einzelnen lonen wird gemessen und
entweder in einer Zahlentabelle oder in einem Spektrum wiedergegeben. Ver-
schiedene Arten der lonisierung geben unterschiedliche Molekulionenpeaks
und unterschiedliche Fragmentierungsmuster. Die Fragmentierung ist abhangig
von der chemischen Struktur des Molekuls und lasst dadurch Rickschlisse auf

diese zu.

Es wurde ein Massenspektrometer verwendet, in dem die lonenerzeugung mit-
tels ESI geschieht. ESI steht fiir Elektrospray lonisation, dabei wird eine Sub-
stanzlésung durch eine Kapillare in eine Kammer gespriuht. Diesem Sprihnebel
entgegengerichtet stromt ein Gas (N). Zwischen der Kapillare und der Kam-
merwand herrscht eine Spannung von einigen Kilovolt. Das Lésungsmittel ver-

dampft, es entstehen kleine geladene Tropfchen, die getrieben durch ein elekt-
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risches Feld, durch eine Glaskapillare in den Analysatorvorraum wandern. Das
Gerat arbeitet mit einem Dual-Octopol als Analysator. Durch die Ausrichtung
der elektrischen Felder kénnen immer nur lonen einer bestimmten Masse den
Analysator durchqueren. Durch mehrere elektrische Linsen kommen die lonen
in die lonenfalle. Die lonenfalle (lontrap, IT) besteht aus einer Ringelektrode,
durch diese kdnnen bestimmte lonen selektiv festgehalten oder durch gelassen
werden (MS?). In der lonenfalle werden diese lonen durch Zusammenstd3e mit
Helium-Kernen fragmentiert. Die Fragmente werden einzeln ausgelassen, so
dass man ein Massenspektrum der Fragmente erhalt (MS?). Es ist mdglich, ein
Fragment bestimmt durch m/z auszuwéhlen und weiter zu fragmentieren, um

wiederum ein Spektrum des Fragmentierungsmusters zu erhalten (MS3). 2* %

Da Flavonoidglykoside aufgrund ihres phenolischen Charakters leicht Protonen
abgeben, wurde im negativen Modus gemessen. Das bedeutet, die gemessene
Masse des Molekllionenpeaks ist um eine Masseeinheit weniger als die Mole-

kilmasse: [M—H]™ (= Quasimolekulion).

HPLC-Einheit Dionex UltiMate 3000 RSLC-series System
Methode siehe HPLC Tabelle 5, S.14

Detektion DAD

Massenspektrometer Bruker Daltonics ESI-IT-MS
lonisation Elektrospray

lonen Polaritat negativ
Trockungstemperatur 365°C

Vernebler 60 psi (N2)
Trockungsgasfluss 12 I/min (Ny)
Kapillarenspannung 4,0 kv

Messbereich MS 130 m/z-1500 m/z
Messbereich MS (n) 40 m/z-1000 m/z
Durchschnittliche Anzahl 5 Spektren

MS(n) Durchschnittliche Anzahl 5 Spektren

Tiefe AutoMS (>2) 3

Ausgangsionen AutoMS2 1

Ausgangsionen AutoMS (>2) 2

Kollisionsgas Helium 5.0
Fragmentierungsspannung 0,70V

Tabelle 7: Parameter fir die MS (Bruker lonenfalle) g  ekoppelt mit HPLC
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2.6 Kern-Magnet-Resonanz-Spektroskopie

Wie die Elektronen der Atomhille haben auch die einzelnen Kernbausteine ei-
nen Eigendrehimpuls (Spin) und verhalten sich wie kleine Magnete. Bei Kernen
mit gerader Nukleonenzahl kdnnen sich die magnetischen Momente der einzel-
nen Kernbausteine aufheben, bei ungerader Nukleonenzahl ist dies nicht der
Fall. So ein Kern besitzt einen resultierenden Gesamtspin und ein magneti-
sches Moment. Bringt man einen Kern, der ein magnetisches Moment besitzt,
in ein Magnetfeld, so kann sich sein Spin entweder parallel oder antiparallel
zum Feld einstellen. Die beiden Einstellungen stellen verschiedene Energieni-
veaus dar, die Energiedifferenz hangt von der Starke des Magnetfeldes und der
GroRe des magnetischen Moments, also von Spin und Masse des Kerns, ab.
Mit einem kurzen Radiowellenimpuls, dessen Frequenz der Energiedifferenz
entspricht, kann man den Kernspin aus dem energetisch niedrigeren in den e-
nergetisch hoéheren Zustand umklappen, dadurch entsteht ein zum aul3eren
Magnetfeld quer stehendes inneres Magnetfeld. Wenn die Kerne anschlieRend
in ihre energetisch gunstigere Orientierung zurtickklappen, verandert sich das
innere Magnetfeld, die longitudinale Magnetisierung steigt wieder bis zum

Gleichgewicht an.?*

Man misst den, nach dem Ende des einige us dauernden Hochfrequenz-
Impulses, auftretenden Abfall der Quermagnetisierung, genannt FID (free induc-
tion decay). Der FID wird durch ein komplexes Schwingungsmuster aus uberla-

gerten und gedampften Schwingungen dargestellt.

Durch eine mathematische Operation, die Fourier-Transformation, erhalt man
daraus ein Kernresonanz-Spektrum, aus dem man die Resonanzfrequenzen in
Form der chemischen Verschiebung ablesen kann. Die Resonanzfrequenz
hangt vom Magnetfeld am Ort des Kerns ab. Dieses wird einerseits durch das
externe Magnetfeld, andererseits durch die von den Elektronen der Umgebung
hervorgerufenen Magnetfelder bestimmt. Da in der Probe die analysiert werden
soll, nicht ein Kern alleine vorkommt, und die Kerne eine unterschiedliche che-
mische Umgebung haben, werden viele Signale ausgesandt tUber die Zeitspan-

ne verteilt, die es braucht, bis alle angeregten Kerne wieder in ihren Ausgangs-
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zustand zuriickgekehrt sind. Durch die Fourier-Transformation wird das Signal
aus der Zeitskala in eine Frequenzskala umgerechnet. % Die Eigenschaften der
Kernresonanzbanden wie Lage, Feinstruktur, Linienbreite und Intensitat, lassen
Ruckschliisse auf die Struktur der untersuchten Verbindung zu. ?® Zur Struktur-
aufklarung groR3erer Molekile werden mehrdimensionale Kernmagnetresonanz
(NMR) Methoden verwendet:

COSY (COrrelated SpectroscopY): Das ist eine zweidimensionale NMR-
Methode bei der die Interaktionen von Protonen die Uber zwei kovalente Bin-

dungen miteinander koppeln, in speziellen Abbildungen gezeigt werden.

HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy): Bei dieser
zweidimensionalen Methode werden die chemischen Verschiebungen von Koh-

lenstoffatomen und den an sie gebundenen Protonen dargestellt.

HBMC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation Spectroscopy): Diese Methode
gibt Auskunft Uber die Interaktionen zwischen Protonen und Kohlenstoffatomen
die Uber zwei bis vier kovalente Bindungen miteinander verbunden sind. In sol-

chen Spektren findet man auch quartare Kohlenstoffe. 2*

Die Aufnahme der in dieser Arbeit angefiihrten Spektren erfolgte an einem 400
MHz-Gerat (Varian-AM 400 WB), die Substanz wurde in deuteriertem Methanol

bei 25C vermessen, als interner Standard diente TM S.

2.7 Polarimetrie

Der Drehwert wurde mit einem Perkin Elmer 341 Polarimeter unter Verwendung
von Natrium-D-Licht (589,3 nm) bestimmt. Die Thermostatisierung auf 20T

erfolgte mit einem Haake Thermostat.

Gerat Perkin Elmer Polarimeter 341
Lichtquelle Na Gasentladungslampe (589,3 nm)
Detektor Photomultiplier 1P28A

Polarisator, Analysator Calcit Glan Prismen

Mel3zelle 1 ml, 200 mm Lange

Temperierung Haake Thermostat Temperierteil C1,

Badgefald K15

Tabelle 8: Parameter zur Polarimetrie
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3 Experimenteller Tell

Der experimentelle Teil gliedert sich in drei Kapitel, zuerst erfolgt die Darstel-
lung von Flavonoiden (Kap. 3.1). Diese, die Sammelfraktionen und der OWE
02/05 werden mittels analytischer Methoden charakterisiert (Kap. 3.2) und letzt-
lich werden die dargestellten Flavonoide mittels GC-MS und HPLC-MS identifi-
ziert (Kap. 3.3).

3.1 Praparative Isolierung

Dieser Teil behandelt die Darstellung von Reinsubstanzen ausgehend vom
OWE 02/05 (s. Kap. 2.1, S.7). Zunachst war es wichtig, mittels HPLC einen
Uberblick uiber die Flavonoidkomponenten des OWE zu erhalten. Im Zuge einer
parallel entstehenden Dissertation™® war der OWE 02/05 erstmalig mittels HPLC
untersucht worden, die vorhandene Methode war aber nicht geeignet, da die
vielen Peaks nicht ausreichend getrennt waren. Dies erforderte eine
Optimierung der HPLC-Methode.

3.1.1 Optimierung der HPLC-Methode

Als Grundlage fir die weitere Arbeit war eine HPLC-Methode gesucht, die den
Bereich, in dem Flavonoidmono-und diglykoside liegen, gut trennt. Ausgehend
von der vorhandenen Methode (Saule Aquasil-C18, Wasser pH 2,8, Gradient
Acetonitril)**> wurde in mehreren Schritten optimiert. Bei einem Acetonitril-
Gradienten von 0,5% pro Minute zeigen sich die Genine gut getrennt. Diese
Methode wird fur die Analyse der im OWE enthaltenen Genine beibehalten
(HPLC-Methode Genine, s. Tabelle 5, S.14 und Abbildung 24, S.45) und fur
diverse Sammelfraktionen (s. Kap. 3.3.1, S.46) verwendet. In der folgenden
Abbildung ist eine HPLC-Analyse des OWE 02/05 zu sehen, die gut getrennten
Genine und der andere zu untersuchende Bereich sind farbig gekennzeichnet.
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Abbildung 7: Analyse des OWE von Dianthus versicolor 02/05 (s. Abb. 3, S.6) mittels HPLC-
Methode Genine (Parameter s. Tabelle 5, S.14), Chroma togramm aufgenommen bei 340 nm

Da die Trennung im Bereich der Glykoside, bei einer Acetonitril-Konzentration
zwischen 20% und 30% nicht gut war, wurde weiter optimiert, in dem der Gra-
dient etwas flacher gewahlt wurde. Die beste Trennung wurde erzielt, indem
zuerst mit einem Gradienten von 0,15% / min fir 35 Minuten und anschlie3end
mit einer Steigerungsrate von 0,35% / min fur 25 Minuten gefahren wurde
(HPLC-Methode Flavonoidglykoside s.Tabelle 5, S.14). Diese Methode wurde
verwendet, um den OWE mittels HPLC zu charakterisieren (s. Kap. 3.2.1, S.33),
weiters fur die HPLC-MS-Analyse (s. Kap. 3.2.4, S.41) und fur die vergleichen-
den Analysen der Sammelfraktionen (s. Kap. 3.3.2, S.52) mit den entsprechen-
den Reinsubstanzen (s. Kap. 3.2.3, S.41).

Um Substanzen zur Identifizierung zu isolieren, sollte der Extrakt noch effizien-
ter aufgetrennt werden. Da die Isolierung mittels analytischer HPLC sehr auf-
wendig ist und nur eine geringe Ausbeute mdglich ist, wurde nach einer effekti-

veren Vorgangsweise gesucht.
3.1.2 Optimierung der Trennung mittels Sdulenchroma  tographie

Es wurde versucht, den OWE 02/05 (s. Abbildung 3, S.6) mittels Festphasenex-
traktion (SPE) zu fraktionieren. Zuerst wurden C-18 SPE Kartuschen verwendet.
Da diese Fraktionierung nicht zufrieden stellend war, wurden fir den nachsten

Versuch C-2 Kartuschen verwendet, auch mit diesen kam keine ausreichende
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Fraktionierung zustande. Da in der DC mit dem vorhandenen DC-System 2 (s.
Tabelle 3, S.11) eine gute Trennung sichtbar war (s. Abbildung 3, S.6), wurde
versucht, die Methode der Diinnschichtchromatographie auf eine Kieselgel Sau-

le zu adaptieren. Es wurde das FlieBmittel angepasst und optimiert.

Abbildung 8: Testung verschiedener mobiler Phasen fu r die SC-Trennung des OWE 02/05 mittels
DC, (Parameter s. Tabelle 3, S.11, mobile Phasen sieh e Legende)

1 2 3 4 5 6 7
EtOAc- EtOAc- MeOH MeOH- EtOAc- EtOAc-MeOH EtOAc-
MeOH MeOH TFA MeOH-TFA MeOH

1+1 50 + 50 + 100% [99,9+0,1|8999+10+ | 9+ 13-fach 8+2
0,1 0,01 Entwicklung

Es wurden 4 pl OWE 02/05 (ca. 5%ig in 40% Methanol gel6st) aufgetragen, in
den angegebenen FlieBmitteln entwickelt und nach Bespriihen mit NSA und
PEG 400 unter UV 365 nm detektiert. Da sich die Elutionskraft durch das Uber-
tragen von DC auf SC verstarkt, lasst sich durch eine dreifache Entwicklung das
Trennverhalten gut Abschétzen. Das heil3t die Banden sollten nach dreimaliger
Entwicklung bis zu einem Rf-Wert von 0,5 verteilt sein. Das ist in Versuch sechs
(in Abbildung 8 rot markiert) der Fall. Demnach wurde die SC-Trennung mit
dem Verhaltnis Ethylacetat-Methanol (9 + 1) begonnen, im Verlauf steigerten
wir den Anteil an Methanol (s. Tabelle 9, S.24 und, S.27).
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3.1.3 Saulenchromatographische Trennung: ,Saule 1*

Zu erst wurden auf eine kleinere Saule 100 mg OWE 02/05 (s. Abb. 3, S.6 und
Kap. 2.1, S.7) aufgetragen und nach folgendem Schema eluiert.

Sammelfraktion Fraktionen GroRe der einzel- EtOAc-MeOH- Volumina

nen Fraktionen TFA
SF1 1/1-4/1 2ml 9+1+0 200 ml
SF 2 5/1-8/1 2 ml 9+1+0
SF 3 9/1-12/1 2ml 9+1+0
SF 4 13/1-15/1 2ml 9+1+0
SF5 16/1-21/1 2 ml 9+1+0
SF 6 22/1-24/1 2ml 9+1+0
SF7 1/2-19/2 5ml 8+2+0 100 ml
SF 8 20/2-2/3 2ml 1+1+0 120 ml
SF9 3/3-18/3 2 ml 1+1+0
SF 10 19/3-23/3 5ml 50 +50 + 0,01 120 ml
SF 11 1/4 70 ml MeOH 100% 70 ml

Tabelle 9: Sdulenchromatographische Trennung von OWE 02/05 (s. Abb. 3, S.6), Parameter: ,Saule
1 (s. Tab. 4, S.12)

Es wurde mit 200 ml Ethylacetat-Methanol (9 + 1) begonnen, weiter eluiert mit
100 ml (8 + 2), 120 ml (1 + 1), 120 ml (50 + 50 + 0,01) und mit 70 ml reinem

Methanol abgeschlossen.

Es wurde ca. jede vierte Fraktion im Rotationsverdampfer eingedampft und in
100 pl 40% Methanol neuerlich gelost. 5 pl dieser Loésung wurden mit DC-
System 2 (s. Tab. 3, S.11) entwickelt und detektiert. Die Fraktionen wurden,

ausgewahlt nach den gleichen Banden, zu Sammelfraktionen zusammengefihrt.
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Abbildung 9: Analyse ausgewabhlter Fraktionen nach SC -Auftrennung (Parameter: ,Saule 1“ s. Tab.
9, S. 24) des OWE 02/05 (s. Abb. 3, S.6) mittels DC-S ystem 2 (s. Tab. 3, S.11)

5(3 2 8/3 12/ OB 6/1 20/ 2T = 5221 =73 /== \e

8 3 3 S G

Abbildung 10: Analyse weiterer ausgewahlter Fraktio nen nach SC-Auftrennung (Parameter: ,Saule
1“s. Tab. 9, S. 24) des OWE 02/05 (s. Abb. 3, S.6) mi ttels DC-System 2 (s. Tab. 3, S. 11)

In Abbildung 10 kann man sehen, dass viele Banden in den einzelnen Fraktio-
nen sichtbar sind, die in der Bahn des OWE ineinander tibergehen und nicht als
klar begrenzte Banden zu sehen sind.
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Es wurden mdglichst unterschiedliche Sammelfraktionen ausgewahlt und mit-
tels DC und HPLC verglichen, um zu sehen, in welchen Sammelfraktionen wel-

che Banden und welche Peaks vorkommen.

SF1 SF4 OWE SF8 SF9

Abbildung 11: Analyse ausgewéahlter Sammelfraktionen nach SC-Auftrennung (Parameter: ,Saule
1“s. Tab. 9, S. 24), des OWE 02/05 (s. Abb. 3, S.6), mittels DC-System 2 (s. Tab. 3, S.11)

In dem grin markierten Bereich in Abbildung 11 sind zwei verschieden fluores-
zierende Banden mit dem gleichen R; -Wert zu sehen, in der Bahn des OWE
liegen sie Ubereinander, in den Sammelfraktionen nach der SC liegen sie ge-
trennt vor. Somit war es durch die sdulenchromatographische Trennung gelun-
gen, die orange fluoreszierende Verbindung bei R;=0,6 in friheren Fraktionen
anzureichern und von der grtin fluoreszierenden Verbindung bei R;=0,6 (s. SF
8, Abb. 11) zu trennen. In Abbildung 12 ist dasselbe Phanomen zu erkennen,
Substanzen mit dhnlicher Retentionszeit, sind nach der SC in verschiedenen

Sammelfraktionen zu sehen.
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T T T T
55.0 60.0 65.0 min

SF4, SF9 und SF8 (s. Abb. 11, S.26) mittels HPLC, mit der Metho-

) Chromatogramm aufgenommen bei 340 nm

Es war zu sehen, dass mit der Kieselgelsaule lediglich eine Vorfraktionierung zu

erzielen war, zur Isolierung sind noch weitere Schritte notwendig. Da es aber

gelungen war, eine Anreicherung bestimmter Substanzen — vor allem die Sub-

stanz ZS1, mit einer Retentionszeit von 30 min (in Abb.12 mit einem Pfeil ge-

kennzeichnet) in SF 4 — in einzelnen Fraktionen zu erreichen, wurde das S&u-

lenchromatographie-System an einen grof3eren Mal3stab angepasst.

3.1.4 Saulenchromatographische Trennung: ,Saule 2°

Es wurden 625 mg OWE 02/05 (s. Abbildung 3, S.6) auf die Kieselgelsaule (s.
Tabelle 4, S.12) aufgetragen und die Fraktionen F1 bis F 1521 nach folgendem

Schema eluiert.

F1

F 25

F 216
F 529
F 721
F 1036
F 1180
F 1292
F 1346
F 1415
F 1446
F 1505
F 1521

EtOAc-MeOH-TFA

100 EtOAc
95+5
90 + 10
85 +15
80 + 20
75+ 25
70 + 30
65 + 35
60 + 40
60 + 40 + 0,01
50 +50 + 0,01
50 + 50 +0,1
100 MeOH

Tabelle 10: Sdulenchromatographische Trennung von OW

2 (s. Tab. 4, S.12)

bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis

F 24

F 215
F 528
F 720
F 1035
F 1179
F 1291
F 1345
F 1414
F 1445
F 1504
F 1520

Volumina
150 ml
1000 ml
2000 mi
1000 ml
1700 ml
800 ml
600 ml
500 ml
800 ml
400 ml
600 ml
200 ml
300 mi

E 02/05 (s. Abb. 3, S.6), Parameter: Saule
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Auf dem folgenden Bild ist die Kieselgelsdule mit dem Fraktionssammler zuse-
hen. Die braune Zone am Anfang der Saule ist das Kieselgel, auf dem der ge-
l6ste OWE zuerst aufgetragen wurde. Von dieser Zone ausgehend hat sich die
Gelbfarbung Gber das gesamte Kieselgel verteilt. In der ersten Zeit der Elution
waren verschiedene Zonen zu erkennen, die verschieden stark gelb gefarbt
waren. Mit der Zeit I6sten sich diese Zonen aber auf, und das Kieselgel war
einheitlich gelb. Die Fraktionen, die die Saule verlieRen, waren leicht gelb. Das
gesamte Kieselgel hat sich immer mehr nach braunlich verfarbt. Mit der Metha-

nolfraktion konnte der Grof3teil der noch verbleibenden braun gefarbten Stoffe

eluiert werden.

Abbildung 13: ,Saule 2“ (s. Tabelle 4, S.12 und Tabe lle 10, S.27)

Der Fraktionssammler war je nach Flussgeschwindigkeit auf 5 bis 15 Minuten
eingestellt. Die Volumina der Fraktionen betrugen bis zur Fraktion F1305 je 5 ml,
ab der Fraktion F 1306 10 ml. Es wurde jede funfte Fraktion im Rotationsver-
dampfer zur Trockne gebracht und in 0,5 ml 40%igem Methanol erneut gelost.
Von dieser Léosung wurden 5 pl auf die DC-Platte aufgetragen und in DC-
System 2 (s. Abbildung 15, S.31) entwickelt. Einige wenige Fraktionen, wiesen
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eine helle Bande an der FlieBmittelfront auf, diese wurden auch in DC-System 1
(s. Abbildung 14, S.29) entwickelt, da diese Bande auf Genine hinweist.

SE0-95 165 170 E 175 189 295

Abbildung 14: Analyse ausgewahlter Fraktionen (s. T  ab. 10, S.27) nach der sdulenchromatischen
Auftrennung (Parameter: ,Saule 2, s. Tabelle 4, S.1  2) des OWE 02/05 (s. Abb. 3, S.6) mittels DC-
System 1 (s. Tab. 2, S.10)

In Abbildung 14 ist zu erkennen, dass es sich um mindestens vier Genine han-
delt, wovon drei in der ersten Sammelfraktion angereichert sind. Die stark gelb
fluoreszierende Substanz hat einen kleineren R;-Wert, ist spater eluiert und in
spateren Fraktionen angereichert. In der Fraktion 295 sind keine Banden zu

sehen, die auf Flavonoidgenine hinweisen.

Es wurden DC Vergleiche mit Reinsubstanzen durchgefihrt, fur die in der Lite-
ratur ° ghnliche Fluoreszenzen und R;-Werte angegeben sind. Die Identifizie-
rung der Flavonoidgenine ist in Kapitel 3.3.1 S.46 beschrieben. Weiterfihrende
Vergleiche mittels DC sind in Abb. 19 (S.37) zu sehen.

Jede funfte Fraktion der aus ,Saule 2“ resultierenden Fraktionen wurde im DC-
System 2 Uberprift. Die Fraktionen mit ahnlichen Banden wurden vereint und
als Sammelfraktionen weiter untersucht (s. Abb. 15, S.31). Manche Sammel-
fraktionen hatten eine 6lige Konsistenz und wiesen einen eigenartigen Geruch

auf.

In Tabelle 11, S.30 sind die Sammelfraktionen aufgelistet, es ist angegeben

welche Fraktionen sie enthalten, die Masse und allfallige Besonderheiten.
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Tabelle 11: Sammelfraktionen nach saulenchromatische

Sammelfraktion

SF 0-95

SF 96-155

SF 156-194
SF 205-244
SF 246-280
SF 281-299
SF 300-400
SF 401-484
SF 486-533
SF 534-644
SF 646-724
SF 726-804
SF 806-854
SF 856-899
SF 901-914
SF 916-964
SF 966-977
SF 978-1030
SF 1031-1120
SF 1121-1295
SF 1296-1336
SF 1337-1349
SF 1350-1400
SF 1401-1419
SF 1420-1434
SF 1436-1449
SF 1451-1474
SF 1476-1499
SF 1501-1520
SF MeOH
Gesamt

Menge in g
0,00993
0,042
0,0526
0,0584
0,032

0,0185
0,01361
0,009
0,0159
0,01002
0,00853
0,00948
0,01109
0,00131
0,0098
0,00273
0,00681
0,00785
0,00476
0,01319
0,00554
0,02299
0,00519
0,08193
0,0112
0,09836
0,06105
0,0354
0,04883
0,707

Besonderheiten
Olige, Geruch ahnlich Isoamylacetat

0lig, Geruch ahnlich Isoamylacetat

0lig, Geruch ahnlich Isoamylacetat

ab F1305 Fraktionsgrof3e verdoppelt

0lig, Geruch ahnlich Isoamylacetat
0lig, Geruch ahnlich Isoamylacetat
0lig, Geruch ahnlich Isoamylacetat
0lig, Geruch ahnlich Isoamylacetat
etwas 6lig
etwas 6lig

r Auftrennung des OWE 02/05 (s. Abb. 3,

S.6), Parameter: ,Saule 2“ (s. Tabelle 4, S.12 und Ta belle 10, S.27)
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Abbildung 15: Analyse ausgewéahlter Sammelfraktionen (s. Tabelle 10) nach saulenchromatischer
Auftrennung (Parameter s. Tabelle 4, S.12) des OWE 02/ 05 mittels DC-System 2 (s. Tab. 3, S. 11)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

0- | 96- 205- 300- 486- 646- 806- 916- 1031- 1121- 1296- 1337- 1435- 1477- 1501- 1521
95 155 244 400 533 724 854 964 1120 1295 1336 1349 1450 1499 1520 MeOH

Tabelle 12: Bezeichnung der Bahnen in Abbildung 15 mit den aufgetragenen Sammelfraktionen (s.
Tab. 11)

Wenn man die Bahn des OWE 02/05 auf der DC in Abb. 15 betrachtet, sieht
man, dass bis R¢-Wert 0,71 die ganze Bahn fluoresziert, in unterschiedlichen
Farben und Intensitaten. Zwischen den ersten drei orangen Banden des OWE
(mit den R¢ -Werten: 0,71; 0,58; 0,44), dariber und darunter liegen jeweils gru-
ne Banden (mit den R -Werten: 0,77; 0,61; 0,47; 0,38 siehe die jeweiligen Pfei-
le in Abb. 15). Die mit dem roten Pfeil markierte Bande in SF 205-244 (Bahn 3)
zeigt wieder, dass in diesem Bereich im OWE 02/05 Banden Ubereinander lie-

gen.

Diese ausgewahlten Sammelfraktionen wurden auch mittels HPLC analysiert,
die Sammelfraktionen 0-95 und 96-155 mit der Methode fur Flavonoidgenine (s.
Tabelle 5, S.14), und alle anderen ausgewahlten Sammelfraktionen mit der Me-
thode fur Flavonoidglykoside (s. Tabelle 5, S.14). Mit Hilfe einiger dieser Analy-
sen gelang es, einzelne Flavonoide zu charakterisieren, sie werden in Kapitel
3.3.2 (S.52) besprochen.
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3.1.5 Isolierung mittels Semipraparativer HPLC

Es wurden Substanzen die in der HPLC Analyse des OWE s. Abb. 18, S.33
eine Retentionszeiten zwischen 29 und 39 Minuten aufwiesen, aus den Sam-
melfraktionen in denen sie angereichert waren (SF 300-400, SF 401-484, SF
486-533 und SF 534-644, s. Tabelle 11, S.30) isoliert. Fur diese Isolierung wur-
de die HPLC-Methode nochmals optimiert, um die Trennung zu verbessern und

die Dauer der HPLC zu verklrzen.

mAU
1340nm,4nm (1.00)
700

600" H ~-7S1

5007 RS

400 Fo
] ] 7s2 7S3

300 Fe

200° Fd FA--144 zs4 7S5

100 [ f;‘ \‘\

of

100

Abbildung 16: Analyse der SF 300-400 (s. Tab. 11, S.3 0) mittels HPLC-Methode Semipraparativ
(Parameter s. Tabelle 5, S.14)

Es wurden von ZS1 1,62 mg, ZS2 0,5 mg, ZS3 1,21 mg, ZS4 0,89 mg und ZS5
0,58 mg in 75 Laufen isoliert und mittels DC-System 2 (s. Abbildung 17, S.11)

analysiert.

ZS1 Rf:0,36
ZS2 Rf: 0,58
ZS3 Rf: 0,35
ZS4 Rf: 0,65

ZS5 Rf: 0,56

Abbildung 17: Analyse der isolierten Substanzen
ZS1-5 mittels DC-System 2 (s. Tab. 3, S. 11)

OWE 2S1 252 ZS3 254 2S5 OWE
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Auf der DC in Abb. 17 ist sichtbar, dass es sich bei der grinen Bande (mit Pfeil
markiert) im OWE (R;: 0,36) um zwei Substanzen handelt: ZS1 und ZS3, sie
wurden mittels NMR weiter analysiert. Die isolierten Verbindungen ZS2 und
ZS5 waren in der Menge nicht ausreichend fir NMR-Untersuchungen und nicht
rein genug. ZS4 und ZS2 konnten als bekannte Substanzen identifiziert werden,
und sind in Kap. 3.3.2 in Abbildung 35 (S.54) und Abbildung 36 (S.55) charak-
terisiert, die Strukturaufklarung von ZS1 ist in Kap. 3.3.3. (S.56) beschrieben.

3.2 Analytik

Zur ldentifizierung der Inhaltstoffe wurden laufend Vergleiche mittels HPLC und

DC mit am Institut vorhandenen Reinsubstanzen durchgefihrt.
3.2.1 Analyse des OWE 02/05 mittels HPLC

Um eine Ubersicht tiber die Flavonoid-Komponenten des OWE 02/05 (s. Abb. 3,
S.6, und Kap. 2.1, S.7) zu erhalten, wurde eine HPLC-Analyse durchgefihrt.
Die dabei on-line aufgenommenen UV/VIS-Spektren kdnnen mit den Spektren
von Reinsubstanzen verglichen werden, auch die Retentionszeiten lassen sich

mit denen der Reinsubstanzen vergleichen.

mAU
1340nm,4nm (1.00)

10 z(’s 1
1004

o |
80, 3+4
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30 \‘
’ |

“ M H‘ ‘
hzss |
‘” ‘ \\‘H /\ | \M\c"

\H \ \ ‘ “\ w\
ULAWVJ\JU UV\J wvw U

20

o

-10+

:‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\
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Abbildung 18: Analyse des OWE von Dianthus versicol or 02/05 (s. Kap. 2.1, S.7) mittels HPLC-
Methode Flavonoidglykoside (Parameter s. Tabelle 5, S.14)
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In der folgenden Tabelle (S.34-36) sind die, wahrend der HPLC-Analyse des
OWE 02/05 (s. Abb. 18) on-line aufgenommenen UV-Spektren der Substanzen

1-16 abgebildet.

ACN 19,45% Substanz ZS 1

ACN 19,72% Substanz ZS 2

mAU mAU
175729.71/1.00 131.4771.00
18« 1
< — 4
q 50+o
1501: 1S .,
125 401
1001 1
] 3% o o
4 [} (323
757 ™
] 2(%7 ~ <
50 ] N I
251 10
0| ]
] 0
I | | | [
‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ 200 250 300 350 400 nm
200 250 300 350 400 nm
ACN 19,79% Substanz 3+4 ACN 19,95% Substanz ZS 3
mAU mAU
125733.9471.00 I~
o —
1 100+ 33\18/ 1.00
100+
q
75+
7] ~
<
] 28 4
50 3
<t
| (2]
25+
] ©
07
‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T T ‘ 7\ ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘
200 250 300 350 400 nm 200 250 300 350 400 nm

Tabelle 13: UV-Spektren der Substanzen 1-16 aus der H
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Fortsetzung Tab. 13: UV-Spektren der Substanzen 1-16

400

nm
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aus der HPLC-Analyse des OWE 02/05 (s. Abb. 18)
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ACN 24,82% Substanz 12+13
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Fortsetzung Tabelle 13: UV-Spektren der Substanzen 1-

(s. Abb. 18, S.33)
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Es sind drei verschiedene Typen von Spektren zu sehen. Da der Kurvenverlauf

stark durch das Genin bestimmt ist, lasst sich daran erkennen, dass es sich um

Flavonoid Genine handelt, die diese drei Arten von Spektren erzeugen. So ge-

ben die UV-Spektren einen Hinweis auf den Grundkorper. Die Maxima und Mi-

nima der UV-Kurven wurden mit Daten der Literatur verglichen.?® Es diirfte sich

um Apigenin, Chrysoeriol und Luteolin handeln. Hinweise auf die Zucker sind

nur teilweise maglich, da sich deren Polaritat hauptsachlich auf die Retentions-

zeit auswirkt. Der typische Verlauf der UV-Kurve wird durch die Zucker nur we-

nig verandert.
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3.2.2 Vergleichsanalysen mittels DC

Anhand der Information aus den UV-Spektren wurden DCs der Genine Apige-

nin, Luteolin und Chrysin im DC-System 1 (s. Tab.2, S.10) angefertigt.

1 | Apigenin R ¢: nicht messbar

2 | SF 205-244 Ry: 0,33 (S. Tab. 11, S.30)
3 | SF 406-484 Ry: 0,33 (S. Tab. 11, S.30)
4 | Luteolin R : 0,33

5 OWE 02/05

6  Apigenin R 1. 0,44; 0,51

7 SF 0-95 Ry 0,44; 0,51 (S. Tab. 11, S.30)

8 Chrysin R¢: 0,54

Abbildung 19: Analyse ausgewdahlter Sammelfraktionen (s. Tab. 10, S.30) und ausgewahlter Rein-
substanzen mittels DC-System 1 (s. Tab. 2, S.10)

Auf dieser DC (Abb. 19) stimmt die Farbe der Fluoreszenz der Banden bei Rs:
0,33 in den Bahnen zwei und drei, mit der Bande des Vergleichs Luteolin in
Bahn vier Uberein. In Bahn 7 treten mit den gleichen R¢-Werten wie in den Bah-
nen des Apigenins (1 und 6) griine Banden auf. Die Identifizierung der Flavo-

noidgenine wird in Kapitel 3.3.1 (S.46) weitergefuhrt.

In DC-System 2 (s. Tab. 3, S.11) wurden Flavonoidglykoside mit Apigenin und
Luteolin Grundkdrpern dunnschichtchromatographisch mit dem OWE 02/05
verglichen (s. Abb. 20 und Abb. 21, S.38). Flavonoidglykoside mit Chrysoeriol

Grundkdrpern waren als Vergleichssubstanzen nicht vorhanden.
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1 Homoorientin R f: 0,57

2 Orientin R f: 0,67

3  Luteolin-4"-O-glucosid R f: 0,68

4 Luteolin-7-O-glucosid R f: 0,7

5 lIsovitexin R f: 0,63

6 Vitexin R f: 0,76

7 Apigenin-7-O-glucosid R f: 0,78

Abbildung 20: Vergleich ausgewéahler Monoglykoside mi t OWE 02/05 mittels DC-System 2 (s. Tab.
3,S.11)

In Abbildung 20 ist die Ubereinstimmung der Fluoreszenzfarben der Bande in
Bahn 4 mit der obersten orangen Bande des OWE gut zu sehen, auch die R; -
Werte stimmen Uberein (R 0,7). Wir vermuten Luteolin-7-O-glucosid in der
Probe. Die griine Bande des Isovitexins in Bahn 5 liegt zwischen den orangen
Banden. Wie in Abbildung 15 (S.31) gut zu sehen ist, tritt auch im OWE eine
grune Bande in diesem Bereich auf. Da die grinen Banden von Apigenin-7-O-
glucosid und Vitexin so nahe aneinander liegen, und im OWE eine griine Bande
in diesem Bereich auftritt, konnten beide Substanzen im OWE enthalten sein. In
diesem Fall gab die HPLC-Analyse genauere Auskunft (Kap. 3.2.3, S.39).

9SOV ES O S 24 T STROWE

Abbildung 21: Vergleich ausgewdhlter Diglykoside mit OWE 02/05 mittels DC-System 2 (s. Tab. 3,
S.11) Bezeichnung der Bahnen:
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5 Vitexin-4“-O-
rhamnosid R f: 0,412

1 ApiinRf: 0,2

2 Rhoifolin R : 0,2 6 Vitexin -4“-O-

rhamnosid R f: 0,412
3 Schaftosid 7 Vitexin -2“-O-
rhamnosid R f: 0,412
4 |soschaftosid 8 Vicenin-2 R f: 0,21
Rf: 0,26

13 Lucenin-2
Bande nicht
sichtbar

9 Saponarin R f: 0,23

10 Isovitexin-2“-O-glucosid R f:
0,3

11 Luteolin 6-
O-apiosylglucosid R f: 0,33

12 Luteolin 3-O-7-O-diglucosid
Rf: 0,3

Die Substanzen, die in R -Wert und Fluoreszenz annahernd mit Banden des

OWE Ubereinstimmten, wurden mittels HPLC weiter verglichen.
3.2.3 Vergleichsanalysen mittels HPLC

Die Vergleichsanalysen der Monosacharide wurden mit der HPLC-Methode
Flavonoidglykoside (s.Tabelle 5, S.14) durchgefuhrt. Es wurden Luteolin-7-O-
glucosid (Rt 33,51), Isovitexin (Rt 31,14), Apigenin-7-O-glucosid (Rt 44,83), Vi-
texin (Rt 26,63), Apiin (Rt 43,85), Rhoifolin (Rt 44,64), Vitexin-4“-O-rhamnosid
(Rt 25,51) und Vitexin-2“-O-rhamnosid (Rt 25,5) untersucht, um Retentionszeit

und UV-Spektrum mit denen der gesuchten Substanzen zu vergleichen.

Es folgen die Abbildungen der wahrend der HPLC-Analyse on-line aufgenom-
menen UV-Spektren der untersuchten Reinsubstanzen.

ACN 20,02% Luteolin-7-O-glucosid
mAU rpAU
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Tabelle 14: UV-Spektren ausgewdhlter Reinsubstanzen
Analyse (Parameter s. HPLC-Methode Flavonoidglykoside
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Tab. 5, S.14)
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Aufgrund des Vergleichs der UV-Spektren, der Retentionszeiten in der HPLC
(Methode s.Tabelle 5, S.14) und des Rf -Wertes auf der DC, reduziert sich die
Auswahl der in Frage kommenden Substanzen auf Luteolin-7-O-glucosid, Isovi-
texin, Apigenin-7-O-glucosid, Apiin und Rhoifolin. Da bei allen UV-Spektren mit
Apigenin Grundgerust ein eindeutiger Kurvenverlauf zu erkennen ist, aber sonst
keine Besonderheiten, sind die Spektren alleine nicht sehr aussagekréaftig, we-
sentlich ist hier die Retentionszeit. Vitexin-4“-O-rhamnosid und Vitexin-2“-O-
rhamnosid fallen aufgrund der Retentionszeit nicht unter die zu untersuchenden

Substanzen.
3.2.4 Analyse des OWE 02/05 mittels HPLC-MS

Nachdem uns eine geeignete HPLC-Methode zur Auftrennung des OWE 02/05
(s. Kap. 2.1, S.7) zur Verfugung stand (s. Abb. 18, S.33) koppelten wir das
HPLC-System an einen Massenspektrometer. Somit konnten den einzelnen
Verbindungen neben den UV-Daten auch bestimmte Massen zugeordnet wer-
den. Mit dem Massenspektrometer (Parameter s. Tabelle 7, S.18) wurden Mes-
sungen mit der Methode fir Flavonoidglykoside und mit der Methode fiir Genine
gemacht (s. Tabelle 5, S.14). In den Abbildungen 22, S.42 und 23, S.45, zeigt
der obere Graph das UV-Chromatogramm gemessen bei 340 nm. Der untere
Graph zeigt das Base Peak-Chromatogramm. Es ist jeweils nur der Zielbereich
ab 30 Minuten abgebildet.
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Inlen57. 1 Dianthus _OWE0205_090209__BA1_01_153.d
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Abbildung 22: UV-Chromatogramm (oberer Graph) und B  ase Peak-Chromatogramm (unterer
Graph) nach Analyse des OWE 02/05 (Abb. 3, S.6) mitt els LC-DAD-MS (HPLC-Methode Flavo-
noidglykoside, Parameter s. Tabelle 5, S.14, MS-Parame ter s. Tabelle 7, S.18)

Die Substanzen sind in der Reihenfolge ihrer Elution nummeriert (CNR: Com-
pound number = Substanznummer). Die folgende Tabelle gibt die Substanz-
nummer, die Retentionszeit, das Verhdaltnis m/z des Quasimolikilpeaks, die
Hauptfragmente und von diesen abgeleitet eine angenommene Struktur an.
Die angenommene Struktur gibt die Masse des Genins, z. B. A (270), den Ver-
knupfungsmodus zum Zucker (C = Glykosyl, O = Glykosid), die vorhandene
Information Uber die Zucker (Hex = Hexose, Desoxyhex = Desoxyhexose) und
eine Methylierung des Genins (-O-Me flav.) an.

Mit einer MS1-Messung kann man das Quasimolekilion bestimmen, fir eine
MS2-Messung wird ein bestimmtes Fragment in der lonenfalle weiter fragmen-
tier fur eine MS3-Messung wird wieder ein ausgewéhltes Fragment weiter frag-
mentiert. In diesem Fall ist das haufigste Fragment weiter fragmeniert worden.
Je nachdem, ob es sich um ein O-Glykosid oder um ein C-Glykosyl handelt,
fallen die Fragmente nach den MS1-3—Messungen verschieden aus. Bei nicht
methylierten Geninen, die O-glykosidisch mit einer Zuckerkomponente ver-
knupft sind, wird bei MS2 oder MS3 das Genin fragmentiert. Bei methylierten
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Geninen wird die Methylgruppe abgespaltet; C-Glykosyle haben ein eigenes

Fragmentierungsmuster.
CNR Rt [M-H]
ZS1 31 577,3
S 2 33 431,2

3 33 593,3
4 34 461,2
ZS 3 35 607,4
S 4 35 447,2
ZS5 37 461,2
8 43 577,4
9 45 445,2
10 46 431,2
11 46 607,4
12 48 475,2
13 49 607,3
14 49 461,3
15 52 461,2
16 62 591,3

Angenommene
Struktur

A(270)-C-Hex-O-
Desoxyhex

A(270)-C-Hex

A(286)-0-(Hex, Des-
oxyhex)

A(286)-O-Glucuronyl

A(300)-C-Hex-O-
Desoxyhex; O-Me
flav.

A(286)-0O-Hex

A(300)-C-Hex

A(270)-0O-(Hex, Des-
oxyhex)

A(270)-O-Glucuronyl

A(270)-O-Hex

A(300)-0O-(Hex, Des-
oxyhex); O-Me flav.
A(300)-0O-
Glucuronyl; O-Me
flav.
A(300)-0O-(Hex, Des-
oxyhex); O-Me flav.

A(300)-O-Hex;
O-Me flav.
A(300)-0O-Hex;
O-Me flav.
A(284)-0O-(Hex, Des-
oxyhex); O-Me flav.

Hauptfragmente (>10%)

MS2: 457.2, 413.2, 293.1;

MS3: 275.9, 265.0, 192.9,
174.9,172.9, 131.0

MS2: 341.1, 311.1, 283.1;

MS3: 283.0

MS2: 285.1;

MS3: 240.9, 199.9, 198.9, 196.8,
174.9

MS2: 285.0;

MS3: 243.0, 240.9, 216.9, 201.9,
200.7, 198.9, 197.9, 197.0, 174.9,
154.7, 132.9

MS2: 443.2, 323.1, 308.1,;
MS3: 308.0

MS2: 285.0;

MS3: 257.0, 242.9, 240.9, 238.9,
222.9, 216.9, 214.8, 212.9, 200.9,
198.9, 197.9, 175.9, 175.0, 168.7,
150.9, 132.9

MS2: 371.1, 341.2, 298.1;

MS3: 298.0

MS2: 269.0;

MS3: 226.8, 225.8, 224.9, 196.9,
196.1, 179.8, 169.0, 159.0, 155.0,
117.0

MS2: 269.0, 174.9;

MS3: 226.0, 224.8, 184.9, 168.9,
151.9

MS2: 268.1, 269.0;

MS3: 225.2, 223.9, 200.9

MS2: 299.1, 284.0;
MS3: 284.0

MS2: 299.1, 284.0;
MS3: 284.0

MS2: 299.1, 284.0;

MS3: 284.0

MS2: 446.2, 313.0, 299.1, 298.1,
284.0;

MS3: 284.0

MS2: 299.1

MS2: 283.0;
MS3: 268.0

Tabelle 14: Daten der HPLC-MS-Analyse des OWE 02/05 ( s. Abbildung 22, S.42) mit der HPLC-

Methode Flavonoidglykoside (Parameter s. Tabelle 5,

mer

S.14 und Tab. 7, S.18), CNR = Substanznum-
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Diesen Daten zeigen, dass in diesem Bereich - ab 30 Minuten - als Substituen-
ten Hexosen, Desoxyhexosen und Glucuronsaure vorkommen. Ein Verlust von
162 Masseeinheiten kennzeichnet den Verlust einer Hexose bei O-Glucosiden.
Der Verlust 120 und 90 Masseeinheiten ist charakteristisch fur C-Glykosyle wie
z. B. Isovitexin. Der Verlust von 176 ist zu erklaren mit der Abspaltung einer
Glucuronsaure. Ein Verlust von 180 wurde fir Isovitexin-2”-glucopyranosid be-

schrieben. 26 %7

(-180)

OH
HO

OH

Abbildung 23: Fragmentierungsschema fiir das [M-H-18  0-120] Fragment s

Das ist mdglicherweise wichtig, da es sich bei Substanz ZS 1 und Substanz ZS
3 um Substanzen mit einer ahnlichen Verknipfung der Zucker handeln kénnte.
Wie aus dieser Abbildung zu erkennen ist, wirde eine endstandige Desoxyhe-
xose eineVerringerung um 16 Masseneinheiten bedeuten. Demnach wirde ein
Fragment [M-H-164-120] auf eine Desoxyhexose sowie ein C-Glykosyl hinwei-

sen. Bei den Substanzen ZS 1 und ZS 3 sind solche Fragmente vorhanden.

Bei den Substanzen 11 und 13 (beide m/z: 607, s. Abbildung 22, S.42) handelt
es sich, wie aus der Masse des Genins und aus der UV-Kurve (s. Tabelle 13,
S.36) zu sehen ist, um Diosmetin bzw. um Chrysoeriol. Eine Unterscheidung
der beiden konnte erst nach HPLC-Analyse der in SF 0-95 (s. Tabelle 11, S.30)
angereicherten Genine erfolgen (s. Kap. 3.3.1, S.46). Beide Substanzen tragen
die gleiche Glykosylierung, die Abspaltung von 308 Masseeinheiten (amu) ist
typisch fur eine Hexose die O-glykosidisch mit einer Desoxyhexose verbunden

ist.?®
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Abbildung 24: UV-Chromatogramm (oberer Graph) und B  ase Peak-Chromatogramm (unterer
Graph) nach Analyse des OWE 02/05 (Abb. 3, S.6) mitte Is HPLC-DAD-MS (HPLC-Methode Flavo-
noidgenine, Parameter s. Tabelle 5, S.14, MS-Paramet er s. Tabelle 7, S.18),

CNR

16

17

18

19

20

21

22
23

Rt

35

38

39

39

48

50

50
65

[M-H]”

591,3

459,2

445,2

285,1

269,1

299,1

299,1
283,2

Angenommene
Struktur Hauptfragmente (>10%)
A(Sﬁﬁ)x'y?e(ffx’ MS2: 283.1, 267.9:
O-Me flav. MS3: 268.0
Gﬁgiﬁfg;‘aﬁ MS2: 283.0, 174.9:
OMe o MS3: 268.0
A(284)-O-Hex g/lss?)zo(_of [M+Ac]- at m/z 505.2): 445.1,
O-Me flav. MS3: 268.0
MS2: 268.0, 242.9, 241.0, 229.0, 216.9,
A(286) 198.9, 196.9, 181.8, 175.4, 174.9, 150.9,
107.0
MS2: 251.0, 226.0, 225.0, 224.1, 209.9,
A(270) 201.1, 200.9, 196.0, 183.1, 159.0, 151.0,
150.0, 149.0, 148.7, 117.1, 107.1, 97.0
. MS2: 284.0;
A(300); O-Me flav. 25 200"
MS2: 284.0;

A(300); O-Me flav. o3l 5eE'g) 901 1

A(284); O-Me flav. MS2: 268.0

Tabelle 15: Daten der HPLC-MS-Analyse des OWE 02/05 ( s. Abbildung 24, S.45) mit der HPLC-
Methode Genine (Parameter s. Tabelle 5, S.14 und Tabe lle 7, S.18), CNR=Substanznrummer
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In Abbildung 24 sind die Peaks der Genine (20-23) gut getrennt. Es kommen
Grundkdrper mit den Verhaltnissen m/z 286 (Peak 19) und 270 (Peak 20) vor,
methylierte Genine treten mit den Massen m/z 284 (Peak 23) und 300 (Peaks
21 und 22) auf.

3.3 Charakterisierung und Strukturaufklarung

Im folgenden Kapitel wird die Identifizierung der einzelnen Flavonoidkomponen-
ten behandelt. Im ersten Teil geht es um die Flavonoidgenine, im zweiten Teil

um die Flavonoidglykoside und zuletzt um die Strukturaufklarung von ZS 1.
3.3.1 Identifizierung der Flavonoidgenine

Es wurden mit den Informationen von HPLC, MS, DC und der UV-Spektren finf
Genine identifiziert: Acacetin, Luteolin, Diosmetin, Apigenin und Chrysoeriol. Da
die Genine in der Sammelfraktion 0-95 (s. Tabelle 11, S.30) gut angereichert

sind, wurde mit dieser weitergearbeitet.

1 Apigenin R f: 0,39
2 OWE 02/05 s. Abbildung 3, S.6

3 Chrysoeriol R f:0,412

4 Acacetin R f:0,46
5 SF 0-95 Tabelle 11, S.30 und
Abb. 19, S.38
Luteolin 6 Diosmetin R f:0,38

Abbildung 25: Vergleichende Analyse der SF 0-95 (s. T ab.11, S.30, Abbildung 14, S.29 und
Abbildung 19, S.37) mit den Reinsubstanzen der vermu teten Genine mittels DC-System 1 (s.
Tabelle 2, S.10)

In Abbildung 25 lasst sich erkennen, dass die Banden von Apigenin und Dios-
metin auf den Bahnen 1 und 6 in ihren Rf -Werten fast zusammen fallen. Wei-

ters ist sichtbar, dass im OWE noch eine weitere Bande im Bereich der Genine
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vorkommt, welche bei den Vergleichsubstanzen nicht dabei ist und eine stark
gelbe Fluoreszenz aufweist. Diese Bande ist schon auf Abbildung 19, S.37 zu

sehen und stimmt dort in Fluoreszenzfarbe und Rs-Wert mit Luteolin Gberein.

Die SF 0-95 wurde mittels HPLC mit den entsprechenden Reinsubstanzen ver-
glichen (s. Abbildung 26). Die Nummerierung der Peaks im Chromatogramm
korreliert mit jener der HPLC-MS-Analysen (s. Abbildung 24, S.45).

mAU
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1501
125
23
100+
751 21 22
50+ |
] |
|

1 \
25| H l ‘
] I \‘\M |
O: |y WU\J‘\,LA/L\_,__,RJ\MJ_,___J U : ‘g_ﬂ ‘L_,JJ
‘ [ [ [ ‘ [ [ [ [ ‘ [ [ [ [ ‘ [ [ [ [ ‘ [ [ [ [ ‘ [ [ [ [ ‘ [ [ [ [ ‘ [ T [ [ ‘
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Abbildung 26: Analyse der SF 0-95 (s. Abbildung 25, S.46 und Tabelle 11, S.30) mittels HPLC-Methode
Genine (Parameter s. Tab. 5, S.14)

Auf den Seiten 48 bis 51 werden die Daten zur ldentifizierung der Genine zu-

sammengefasst dargestellt.
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Abbildung 27: Referenzanalyse von Acacetin mitt
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els HPLC-Methode Genine (s.Tabelle 5, S.14)
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Substanz 22, Diosmetin ACN 39,72%, Rt: 49,21 min

ACN 39,72%

Rt: 49,44 min

MS: 299.1 A(300); O-Meflav
MS2: 284.0; MS3: 255.9, 221.1

MG: 300 OH ©
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Abbildung 28: Referenzanalyse von Diosmetin mitte  Is HPLC-Methode Genine (s.Tabelle 5, S.14)
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Abbildung 30: Referenzanalyse von Apigenin mittels
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HPLC-Methode Genine (s.Tabelle 5, S.14)

Das sind die vier Genine die in SF 0-95 angereichert wurden. In SF 96-155
wurde ein Genin angereichert, die Daten zur Identifizierung sind auf der folgen-

den Seite angefuhrt.
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Abbildung 31: Auschnitt aus der Analyse der SF
96-155 mittel HPLC-Methode Genine (s. Tab. 5,
S.14)

Substanz 19

Rt: 38,36 min

MS: 285,1

A(286)

MS2: 268.0, 242.9, 241.0, 229.0, 216.9, 198.9,
196.9, 181.8, 175.4, 174.9, 150.9, 107.0

Abbildung 32: Referenzanalyse von Luteolin mit-
tels HPLC-Methode Genine (s. Tab. 5, S.14)
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ACN 34,18%

ACN 34,25% Rt: 38,63 min

Es gelang der qualitative Nachweis der finf Genine Acacetin, Apigenin, Chry-

soeriol, Diosmetin und Luteolin im OWE 02/05.
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3.3.2 ldentifizierung einiger Flavonoidglykoside

Auch Luteolin-7-O-glucosid, Apigenin-7-O-glucosid und Isovitexin liel3en sich in
den Sammelfraktionen und im OWE durch Vergleiche identifizieren. In der fol-
genden Zusammenfassung zu diesen Flavonoidglykosiden, sind die Analysen
der Sammelfraktionen abgebildet, in denen diese Flavonoidglykoside angerei-
chert sind. Die Substanzen sind entsprechend der HPLC-Analyse des OWE
02/05 Kap. 3.2.1, S.33 nummeriert (s. Abbildung 18, S.33, Abbildung 22, S.42),

und es ist jeweils auf die Referenzanalysen (DC und HPLC) verwiesen.
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Abbildung 33: Analyse der SF 96-155 (s. Abbildung 15 , S.31, Abbildung 22, S.42 und Tab. 11, S.31)
mittels HPLC-Methode Flavonoidglykoside (Parameter s. Tab. 5, S.14)

mAU

800-44.55/1.00

7007 Substanz 10
6001 Rt: 44,55 min
50(%% MS: 431,2
400 5 8 Apigenin-7-O-glucosid
300~ R A(270)-O-Hex
200 TR MS2: 268.1, 269.0;
10(% ~ MS3: 225.2, 223.9, 200.9
Oé | HPLC: Apigenin 7-O-glucosid s. Kap. 3.2.3, S.39
72(‘)0 ‘ ‘ ‘ ‘ 360 ‘ ‘ ‘ ‘ 460 ‘ r:m

ACN 23,59%
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1 Apigenin-7-O-glucosid R +: 0,78
2 Luteolin-7-O-glucosid R +: 0,7

3 Homoorientin R ¢: 0,57

“ — Abbildung 34: Vergleich des OWE 02/05 mit Refe-
renzsubstanzen mittels DC-System 2 (s. Tab. 3,
G _ S.11)
1= OWE: 22 OWE ' 3
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Abbildung 35: Analyse der SF 205-244 (s. Abbildung 1 5, S.31, Abbildung 22, S.42 und Tab. 11, S.30,)
mittels HPLC-Methode Flavonoidglykoside (Parameter s. Tab.5, S.14)

mAU

34.19/1.00
Substanz ZS4

MS: 447,2
A(286)-O-Hex
Luteolin-7-O-glucosid
MS2: 285.0;

MS3: 257.0, 242.9, 240.9, 238.9, 222.9, 216.9,
214.8, 2129, 200.9, 198.9, 197.9, 175.9, 175.0,
168.7, 150.9, 132.9

s. DC in Abbildung 34, S.54, und HPLC in Kap.
3.2.3,S.39

200 300
ACN 20,11%
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Abbildung 36: Analyse der SF 300-400 (s. Abbildung1 5, S.31, Abbildung 22, S.42 und Tabelle 11,
S.30) mittels HPLC-Methode Flavonoidglykoside (Paramet  er s. Tabelle 5 S.14)

mAU
90
80
7(f Substanz ZS 2
60- Rt: 32,47 min
50 MS: 431,2
404 A(270)-C-Hex
307 Isovitexin
2(rf MS2: 341.1, 311.1, 283.1;
1(}f MS3: 283.0
] s. HPLC in Kap. 3.2.3, S.39 und DC in
% Kap. 3.2.2, S.37

200 250 300 350 400 nm

ACN 19,87%

Im Massenspektrum von Substanz 2 (m/z: 431,2) kommt es zu den typischen
Abspaltungen von 90 und 120 Masseeinheiten die C-Glykosyle kennzeichnen.?®
Die UV-Kurve und die Masse des Genins zeigen, dass es sich hier um einen
Apigeningrunkorper handelt. Uber die Vergleiche mittels HPLC (s. Kap. 3.2.3.
S.39) und mittels DC (s. Kapitel 3.2.2. S.37) konnte Substanz 2 als Isovitexin

identifiziert werden.

Es gelang die Identifizierung der Substanzen Isovitexin (ZS 2), Luteolin-7-O-
glucosid (ZS 4) und Apigenin-7-O-glucosid (Substanz 10) im OWE 02/05.
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3.3.3 Strukturaufklarung von Substanz ZS 1

Die Uber semipraparative HPLC gewonnene Substanz ZS 1 ist in Abbildung 18
(S.33) und in Tabelle 14, (S.43) als Substanz 1 gekennzeichnet. Um die Rein-
heit zu prifen, wurde die isolierte Substanz mit HPLC und HPLC-MS analysiert,
weiters wurde der Drehwert (ORD) bestimmt. Fur diese Messung wurden 0,7
mg in 500 pul MeOH gel6st und bei 20C mit einem Per kin ElImer 341 Polarime-
ter vermessen. Der ORD betragt -24,3°
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Abbildung 37: Analyse von ZS 1 (s. Abbildung 17, S.3  2) mittels HPLC-Methode Flavonoidglykoside
(s.Tabelle 5, S.14)

MS 577,3
A(270)-C-Hex-O-Desoxyhex
MS2: 457.2, 413.2, 293.1;

MS3: 275.9, 265.0, 192.9, 174.9,172.9,
131.0

Im Massenspektrum von Substanz ZS 1 (m/z: 578) kommt es zur Abspaltung
von 120, 164 und 284, das weist auf auf eine 1— 2 verknupfte Desoxyhexose
hin (s. Kap. 3.2.4., S.43). Das Spektrum in Abbildung 37 zeigt die typische Kur-
ve eines Apigenin Grundkorpers. Die Differenz der Masse von 270 des Apige-
nins auf m/z = 578 von Substanz ZS 1 betragt 308, das entspricht einer C-

gebundenen Hexose die O-glykosidisch mit einer Desoxyhexose verbunden ist.

Ein Teil der isolierten Substanz wurde hydrolysiert, um die Zucker Komponen-
ten zu bestimmen. Die Hydrolyse wurde mit Kiliani-Reagenz (s. Tabelle 1. S.8),

tiber zwei Sunden bei 100C im Trockenschrank durch gefiihrt.** Dann wurde
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mit Ethylacetat ausgeschuttelt. Die Ethylacetatphase wurde mittels HPLC weiter
analysiert (s. Abbildung 40, S.58). Die Wasserphase wurde mittels GC-MS (Pa-

rameter s. Tabelle 6, S.16) auf die Zuckerkomponenten untersucht.
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Abbildung 38: Analyse der Wasserphase von ZS1 (s. K ap.3.1.5, S.32) nach Hydrolyse mittels GC-MS
(GC-MS-Parameter: s. Tabelle 6, S.16)
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Glucose

0‘255
] Rhamnose
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Abbildung 39: Vergleichende GC-MS-Analyse der Wasser  phase nach Hydrolyse von ZS1 mit den
Reinsubstanzen Rhamnose und Glucose (Parameter s. Ta  belle 6, S. 16)

In Abbildung 39 (S.57) ist ersichtlich, dass die Retentionszeiten der Zucker-
komponenten mit denen von Rhamnose und Glucose Ubereinstimmen. Da es
sich bei Substanz 1 um ein C-Glykosyl mit einem weiteren Zucker handelt, ist
das Auftreten von zwei Zuckerkomponenten in diesen Verhéaltnissen durch Iso-

merisierung (s. S.60) und den Verlust kleiner Mengen Glucose zu erklaren.

57



Experimenteller Teil

Neben der Analyse der Wasserphase erfolgte auch die Untersuchung der E-

thylacetatphase, in der wir das Genin samt gebundenem C-Glykosyl erwarteten

(s. Abbildung 40, S.57).
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Abbildung 40: Analyse der Ethylacetatphase nach der
HPLC-Methode Flavonoidglykoside (Parametr: s.Tabelle
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In der Ethylacetatphase sind nach der Hydrolyse vier Peaks zu sehen, nach
weiteren Analysen mittels HPLC-MS und dem Vergleich mit Reinsubstanzen
kénnen diese Peaks wie folgt erklart werden: Peak 1 = Vitexin, Peak 2 = Isovi-
texin (HPLC-Analysen der Reinsubstanzen s. Kap. 3.2.3, S.39). Das kann durch
Isomerisierung (Wessely-Moser-Umlagerung) unter Saureeinwirkung, die bei C-
Glykosylen vorkommen kann, entstehen.?® *° Die zwei weiteren Peaks lieRen
sich mit den Daten der MS-Analyse erklaren, es dirfte sich um acetyliertes Vi-

texin und Isovitexin handeln.
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Abbildung 41: Massenspektrum Peak 1 (Abbildung 40, S  .58) der Ethylacetatphase nach der
Hydrolyse von ZS 1 (s. Kap.3.1.5, S.32), HPLC-MS-Para meter: s. Tabelle 7, S.18
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Abbildung 42: Massenspektrum Peak 2 (Abbildung 40, S  .58) der Ethylacetatphase nach der
Hydrolyse von ZS 1 (s. Kap.3.1.5, S.32), HPLC-MS-Para meter: s. Tabelle 7, S.18
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Abbildung 43: Massenspektrum Peak 3 (Abbildung 40, S  .58) der Ethylacetatphase nach der
Hydrolyse von ZS1 (s. Kap.3.1.5, S.32), HPLC-MS-Paramet er: s. Tabelle 7, S.18
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Abbildung 44: Massenspektrum Peak 4 (Abbildung 40, S  .58) der Ethylacetatphase nach der
Hydrolyse von ZS 1 (s. Kap.3.1.5, S.32), HPLC-MS-Para meter: s. Tabelle 7, S.18

Anhand den Daten der HPLC-MS-Analyse (s. Kap. 3.2.4, S.41) und den Ergeb-

nissen nach der Hydrolyse ist diese Struktur anzunehmen.

Abbildung 45: Vorgeschlagenen Struktur ZS1 — Isovitex in-2"-O-rhamnosid
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Eine Absicherung dieser Struktur wurde von den Ergebnissen der NMR-
Analyse erwartet.

Diese ist an der Universitat Graz am Institut fir Pharmakognosie von Univ.-Prof.

Dr. Armin Presser durchgefihrt worden.

Parameter el
1 Data File Name Hef NMR_Spekeren 751/ 1U_ZS51_1H.fid fid
2 Thie JU_Z51 In MeOD / / 1H
3 Origin nova
4 Solvent CD30D
5 Pulse Sequence 2pul
6 Acquistion Date 2009-02-20T16:15:49
7 Temperature 5.0
& Nurber of Stans 5
9 Spectrometer Frequency 399.95
10 Nucleus 1M

| | |
i | |
W‘“—‘u “U——"U U Mkdwj S

T
0.5 [T

Abbildung 46: 1H-NMR Spektrum von ZS1 gemessen in CD 30D bei 25T in 8 Scans (Parameter s.
Kap. 2.6, S.19)
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ol 1 Data File Name  D:f Armin/ Jurenisch/ 251/ JU_2S1_COSYfidy fid
o 8 2 Title JU_Z51_COSY
o | 3 Comment JU_ZS1 In MeQD { { COSY
4 S