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1. Einleitung und Problemstellung

Die Myricaria longifolia ist eine Arzneipflanze, die in der traditionellen
mongolischen Medizin zur Behandlung von Lebererkrankungen

eingesetzt wird.

1.1. Traditionelle Mongolische Medizin

Die Traditionelle Mongolische Medizin (TMM) erfahrt wie viele andere
dstliche Heilmethoden durch steigenden Tourismus und die Verbreitung
im Internet einen Aufschwung in der westlichen Welt. Sie wird wie die
Traditionelle Chinesische Medizin, die Tibetische Medizin oder
Ayurveda dort eingesetzt, wo die westliche Schulmedizin an ihre

Grenzen st6(3t, wie zum Beispiel bei chronischen Krankheitsverlaufen.

Die Medizin des mongolischen Volkes vermischte sich im Laufe der Zeit
mit den Lehren der Tibetischen Medizin und bildete so die Grundlage
der heute bekannten TMM. Sie zeigt aufgrund ihrer
Entstehungsgeschichte viele Ahnlichkeiten mit der Tibetischen Medizin.
Wahrend der kommunistischen Ara war es verboten, TMM
anzuwenden. Monche, die in Kldstern in der Ausbildung zu Arzten, so
genannten ,emchi“, standen, wurden verfolgt. Doch im Untergrund lebte
das Wissen uber die Arzneipflanzen und ihre Anwendung weiter. Nach
dem Fall des kommunistischen Regimes besann man sich wieder auf
den Arzneimittelschatz der T™M.? Das mongolische
Gesundheitsministerium férdert den Einsatz von TMM besonders unter
der landlichen Bevdlkerung vor allem zur Vorbeugung von Krankheiten.
Heute werden an mongolischen Universitaten sowohl die TMM als auch

die westliche Schulmedizin unterrichtet.?

Als holistische Methode betrachtet die TMM nicht nur einzelne
Symptome, sondern den ganzen Menschen mit seiner Lebensweise
und seinen Gefiihlen wie etwa Hass oder Trauer. Deshalb ist es auch
sehr schwierig, mongolische Krankheitsbilder mit westlichen zu
vergleichen. Die TMM versteht Krankheit als das Ungleichgewicht der

drei Grundprinzipien Wind (hii), Galle (sar) und Schleim (badgan). Nur



wenn diese im Einklang sind, ist der Mensch gesund. Der Diagnose
dienen Methoden wie Pulsmessung, der eine besondere Bedeutung
zukommt, Betrachtungen der Zunge und des Urins und die intensive

Befragung des Patienten.?

Die Arzneipflanzen werden meist als Pulver geschluckt, dazu wird
reichlich Wasser nachgetrunken. Die Anwendung einzelner Drogen ist

undblich, man bedient sich Mischungen verschiedener Pflanzen.

Die Health Sciences University of Mongolia in Ulaanbaatar ist bemiht in
Kooperation mit westlichen Hochschulen an einigen Arzneipflanzen der
TMM zu arbeiten. Einer dieser wissenschaftlichen Partner ist das
Department fir Pharmakognosie der Universitdt Wien. Im Jahr 2001
startete ein Projekt, das sich auf Pflanzen bezog, die in der TMM bei
Lebererkrankungen eingesetzt werden. Lebererkrankungen treten in
der Mongolei sehr haufig auf. Dies konnte auf einen hohen
Alkoholkonsum und den (UbermaRigen Verzehr von Fleisch
zuriickzufiihren sein.! Eine Pflanze, die im Zuge dieses Projekts an der
Universitdt Wien untersucht wird, ist die Myricaria longifolia, deren

Extrakt im Zelltest einen zytotoxischen Effekt auf Leberzellen aufzeigt.”

1.2. Myricaria longifolia EHRENB.

Myricaria longifolia gehort zu der Familie der Tamaricaceae
(Tamariskengewéchse). Die Familie umfasst drei gro3e Gattungen
(Myricaria, Reamurea und Tamarix) und ca. 110 Arten, die Uber Afrika,
Asien und Europa weit verbreitet sind.”> Die Vertreter der Familie
wachsen als Straucher, Halbstraucher und Baume. Sie tragen kleine,
oft schuppenformige, in der Regel unbestielte Blatter.® Auf ihrer
Oberflache finden sich haufig Salzdrisen, welche Sulfate und Chloride
sezernieren.” Die Bliiten stehen fiir gewohnlich in Trauben oder Rispen,
selten alleine. Kelch und Krone sind vier- bis funf-zahlig, ebenso die
Staubblatter, die aber auch zahlreich vorkommen kénnen. Sie stehen
meist frei, sind in der Gattung Myricaria aber oft zu einem Drittel oder
zur Halfte miteinander verwachsen. Der Stempel besteht aus zwei bis

funf Fruchtblattern. Die zahlreichen Samen in den Kapseln sind immer



behaart.® Die Tamariskengewachse sind in den Steppen Eurasiens
beheimatet.

Myricaria longifolia wachst als Strauch und erreicht eine Hohe von zwei
bis drei Meter. lhre Rinde ist leicht gelblich gefarbt. Die kleinen,
nadelformigen Blatter sind 0,8-1,5cm lang und 1-1,5mm breit. Die
Bluten der Pflanze sind traubig angeordnet. In der TMM werden junge

Zweige inklusive Blatter und Bliiten angewendet.®

Abbildung 1: Myricaria longifolia*

Aus drei Myricaria-Arten wurden bereits einige Inhaltsstoffe isoliert und
charakterisiert. Der Arbeitsgruppe um Li, Chen und Yu gelang es, aus
Myricaria paniculata im Jahr 2005 Myricanol, 28-Hydroxy-14-taraxeren-
3-on, Epi-Friedelanol, B-Sitosterol, 4-Methyl-stigmast-7-en-3-ol, 12-
Hentriaconatol und 1-Triacontanol® und im Jahr 2008 die



Flavonoidderivate Rhamnazin, 7-Methoxy-kéampferol, Rhamnetin und
Quercetin, die Ellagsaurederivate 3,4,3’-Trimethoxy-ellagsaure, 3,3'-
Dimethoxy-ellagsaure, 3’-Methoxy-ellagsaure-4-rhamnosid und 3,3’-

1'% zu isolieren.

Dimethoxy-ellagsaure-4-glucosid sowie Daucostero
Weitere Flavon- und Gallussaurederivate konnten Zhou, Wang und Du
2006 aus Myricaria bracteata gewinnen. Hierbei handelte es sich um
Rhamnetin, 3,5,4’-Trihydroxy-7,3’-dimethoxy-flavon, 3,5,4’-Trihydroxy-
7-methoxy-flavon,  Quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranosid, Kampferol,
Quercetin, Chrysoeriol, Gallussaure, Gallussaureethylester. Zusatzlich
konnten B-Sitosterol und Daucosterol isoliert werden.** Aus Myricaria
alopecurodies gelang der Arbeitsgruppe um Li, Xue, Li und Xie im Jahr
2010 die Isolierung von Ellagsaure-3,3’,4’-trimethylether, Ellagséure-
3,3’-trimethylether, Isorhamnetin, Kampferol, 3,5-Dihydroxy-4-methoxy-
benzoesaure, Daucosterol, 6,7,10-Trihydroxy-8-octadecensaure,
Quercetin, Gallussaure, Palmitinsaure und Hexadecansaure-2,3-

dihydroxy-propyl-ester.*?

1.3. Flavonoide

Bei Flavonoiden handelt es sich um Derivate des 2-Phenyl-
benzopyrans. Man unterscheidet aufgrund verschiedener
Oxidationsstufen Flavanole, Flavanone, Flavononole, Flavonole und
Flavone. Die Verbindungen koénnen weitere Substituenten, wie
Hydroxy- oder Methoxygruppen, an den Ringen A und/oder B tragen.

Die bevorzugten Positionen sind 3, 5, 7, 3’ und 4’.

Abbildung 2: 2-Phenyl-benzopyran



Flavonoide liegen nicht nur frei vor, sondern auch an Zucker gebunden.
Glykosidische Bindungen treten meist an den Positionen 3, 7, und 4’

auf. C-glykosidische Bindungen findet man gewohnlich an C6 und C8.

In Tabelle 1 (siehe Seite 5) sind Quercetin und zwei methylierte

Derivate davon, Rhamnetin und Isorhamnetin, aufgelistet.

Bezeichnung Strukturformel

Quercetin

Rhamnetin

Isorhamnetin

Tabelle 1: Strukturformeln von Quercetin , Rhamnetin und Isorhamnetin



1.4. Problemstellung

Bei Untersuchungen, die 2005 im Zuge einer Diplomarbeit” an Myricaria
longifolia durchgefuhrt wurden, gab es Hinweise auf das Vorliegen von
sulfatierten  Verbindungen. Nach der Hydrolyse substituierter
Flavonoide mit Trifluoressigsaure (TFA) erfolgte ein nasschemischer
Versuch mit BaCl,, der einen positiven Sulfatnachweis brachte. Dieses
Ergebnis wurde durch eine massenspektrometrische Analyse bestatigt.
Sie zeigte eine fiir Sulfat typische Abspaltung von 80 Masseneinheiten.’

In einer weiteren Diplomarbeit'® wurden in einer Fraktion des wassrigen
Extraktes von Myricaria longifolia Verbindungen gefunden, von denen
man vermutete, dass sie als Sulfate vorlagen. An dieser Stelle setzten
die Arbeiten vorliegender Diplomarbeit ein, mit dem Ziel, verschiedene
sulfatierte Substanzen zu isolieren und ihre Struktur aufzuklaren. Die
Substitutions-Positionen der Sulfatgruppen sollten mittels verschiedener

Methoden ermittelt werden.

2. Material und Methoden

2.1. Material

Im folgenden Kapitel wird ein Uberblick tber das im Zuge dieser
Diplomarbeit verwendete Pflanzenmaterial und der daraus gewonnenen

Fraktionen gegeben.

2.2. Pflanzenmaterial

Das Pflanzenmaterial stammt aus gemeinsamen Sammlungen der
Universitdt Wien und der Health Sciences University of Mongolia in
Ulaanbaatar, die im Zuge von Exkursionen im Sommer 2004 in der
Region Arkhangai durchgefiihrt wurden.** Herbarbelege befinden sich

am Department fur Pharmakognosie in Wien.
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Abbildung 3: Sammelgebiet von Myricaria longifolia 48/04 in der
Mongolei'® (rot markiert: Provinz Akrhangai)

Bei diesen Exkursionen wurde das gesammelte Pflanzenmaterial mit
einer fortlaufenden Nummer und dem Jahr der Sammlung
gekennzeichnet.? Die in dieser Arbeit verwendete Droge tragt die
Bezeichnung 48/04. Ebenso wurden die beiden daraus gewonnen
Extrakte benannt: Es wurde ein ,Originales Wasserextrakt 48/04“ (siehe
Kapitel 2.2.1, Seite 7) aus allen oberirdischen Organen der Pflanze
bereitet (siehe Abbildung 4, Seite 10). Fur den ,Blatterextrakt 48/04"
(siehe Kapitel 2.2.2, Seite 8) wurden ausschlief3lich die grinen Blatter
verwendet (siehe Abbildung 4, Seite 10).

2.2.1. Originales Wasserextrakt 48/04 und Fraktion S5

Das ,Originale Wasserextrakt 48/04“ (OWE 48/04) diente bereits bei
vorangegangenen Untersuchungen an Myricaria longifolia als wichtige

Grundlage.

Traditionell wird die Droge gepulvert geschluckt und mit gentgend
Wasser eingenommen. Bei der Herstellung des OWE 48/04 wurde
darauf geachtet, den natlirlichen Einnahmebedingungen zu
entsprechen. Es wurden 2g frische, gepulverte Droge mit 50ml Wasser
versetzt. Um den sauren pH-Wert des Magens zu simulieren, wurde

das Wasser zuvor mit 0,1N TFA auf einen pH-Wert von 2 eingestellt.



Nach einer Stunde am Wasserbad bei 40°C und unter haufigem
Schitteln wurde abfiltriert und mittels Lyophilisation getrocknet.”

Das so gewonnene OWE wurde mittels Saulenchromatographie
getrennt. Als stationare Phase wurde Sephadex LH-20 verwendet und
als mobile Phase diente ein Gradient aus Methanol-Wasser (siehe
Tabelle 2, Seite 8).1°

Bezeichnung | Elutionsmittel: Methanol-Wasser
der Fraktion | Volumen: 200ml/Fraktion
C1 0-100

C2 0-100

S2 20-80

S3 20-80

S4 40-60

S5 40-60

S6 60-40

S7 60-40

S8 80-20

S9 8020

S10 100-0

S11 100-0

Tabelle 2: Sdulenchromatographische Fraktionierung des OWE 48/04 an
Sephadex LH 20 (rot markiert: verwendetet Fraktion S5)*°

Die gewonnenen Fraktionen waren an primaren Rattenhepatocyten
getestet worden. Die Fraktionen S5-S11 hatten eine deutliche Wirkung

gezeigt.*

Daher wurde mit Fraktion S5 gearbeitet, die mit einem Gradienten von
40% Methanol eluiert worden war. Es standen rund 150mg der Fraktion

zu Verfugung.

2.2.2. Blatterextrakt 48/04 und Fraktion llic

Im Gegensatz zum OWE 48/04, das aus allen oberirdischen Teilen der
Pflanze bereitet wurde, bestand das Blatterextrakt 48/04 (BE 48/04)

ausschlie3lich aus grinen Blattern. Die Gewinnung des BE 48/04



erfolgte analog zur Gewinnung des OWE 48/04. Ansatzverhéltnis und
Extraktionsbedingungen waren ident (siehe Kapitel 2.2.1, Seite 7). Im
Zuge einer vorangegangenen Diplomarbeit'® war dieser Extrakt bereitet

und mit einem Gradienten aus Methanol-Wasser fraktioniert worden.

Bezeichnuna der Eraktion Elutionsmittel: Methanol-Wasser
g Volumen: 200ml/Fraktion

la, Ib, Ic 0-100

lla, llb,llc 20-80

lla, lb,llic 40-60

IVa, IVDb, IVc, IVd 60-40

Va, Vb 80-20

Via, VIb, Vic, VId, Vie, VIf, Vig, VIh | 100-0

Tabelle 3: Fraktionierung des BE 48/04 mittels SC an Sephadex LH20 (rot

markiert: verwendete Fraktion llic)*®

In der folgenden Abbildung wird eine Ubersicht (ber das
Ausgangsmaterial, der daraus gewonnenen Extrakte und deren

Fraktionen sowie der isolierten Substanzen gegeben.
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Myricaria
longifolia
48/04

Oberirdische
Teile

Extraktion

OWE 48/04

Séaulen-
chromatographische
Fraktionierung
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Festphasen-
extraktion
und
Préaparative DC

Griine Blatter

Extraktion

BE 48/04

Séaulen-
chromatographische
Fraktionierung

Fraktion lllc

Semipraparative

HPLC

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Ausgangsmaterial und der

daraus gewonnen Extrakte und Fraktionen sowie der im Zuge dieser

Arbeit isolierten Substanzen



2.3. Methoden

In diesem Kapitel werden die verwendeten Methoden kurz beschrieben

und die Parameter erlautert.

2.3.1. Dunnschichtchromatographie

Als chromatographisches Trennverfahren wird die
Dunnschichtchromatographie (DC) zur Auftrennung von
Substanzgemischen verwendet. Zwischen einer festen stationaren
Phase, meist Kieselgel, die bei der DC plan auf einer geeigneten
Unterlage, wie Glas oder Aluminium, aufgebracht ist, und einer
flissigen mobilen Phase, werden die Substanzen nach ihren
unterschiedlichen Wechselwirkungen zu den beiden Phasen

aufgetrennt.*’

Wenige ul der gelésten Substanzmischung werden am unteren Ende
der Dunnschichtplatte bandenférmig aufgetragen. Nach dem Trocknen
wird die Platte in einen DC-Trog von geeigneter GroRe gestellt, in dem
sich das FlieBmittel befindet. Dieses wandert aufgrund des
Kapillareffekts an der DC-Platte hinauf und trennt das Substanzgemisch
auf. Die Trennung wird abgebrochen, bevor die Substanzen die DC-
Platte verlassen haben. Es entsteht ein sogenanntes inneres
Chromatogramm. Mithilfe der Rf-Werte wird die Platte ausgewertet.
Detektiert werden die Substanzen unter sichtbarem Licht und unter UV
254nm und UV 366nm.*®
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Im Zuge dieser Arbeit wurde die DC sowohl analytisch als auch

praparativ genutzt. Die verwendeten Parameter sind in Tabelle 4

aufgelistet.
DC-SYSTEME
System 1 System 2
Analytisch Praparativ
Stationare Phase DC KG Fs4 HPTLC KG Fys4
Mobile Phase Ethylac_etaf[_-Amelsensaureconc_-
Essigsaureconc -Wasser
100-11-11-26
Aufgetragene
Menge Sul, 10pl 250ul
Laufstrecke 7-8cm
Naturstoffreagens A

(NSTRA)
1%ige LOsung von
Diphenylborsaure-2-
aminoethylester

in Methanol Kein Spruhreagens

Sprihreagenzien

5%iges
Polyethylenglykol in
Ethanol (PEG 400)

Tageslicht
Detektion 254nm
366nm

Tabelle 4: Parameter der verwendeten DC-Systeme

Fur die praparative Isolierung wurden HPTLC-Platten (High
Performance Thin Layer Chromatography) verwendet, die sich durch
eine kleinere PartikelgroRe und gleichméaRigere Korngrdl3enverteilung
auszeichnen und somit ein besseres Trennergebnis liefern.’® Der
mobilen Phase wurden konzentrierte Sauren zugesetzt, um ein Tailing
der phenolischen Inhaltsstoffe gering zu halten.” Polyethylenglykol
(PEG) wird im Anschluss an das Besprihen mit Naturstoffreagens A

(NSTR-A) zur Fixierung aufgesprinht.

2.3.2. Festphasenextraktion

Auch die Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE) ist ein
chromatographisches Trennverfahren, bei dem die stationare Phase



allerdings nicht wie bei der DC auf einer planen Unterlage aufgebracht
ist, sondern in Kartuschen aus Kunststoff gefillt ist. Das zu trennende
Substanzgemisch wird auf die Saule aufgetragen und mit einem
geeigneten Losungsmittel eluiert. Es kénnen auch
Losungsmittelgemische unterschiedlicher Konzentrationen eingesetzt
werden, um somit einen Gradienten zu erzeugen. An die Kartuschen
wird ein Vakuum angelegt, um die Elution zu beschleunigen und ein

besseres Trennergebnis zu erzielen

Abbildung 5: Vakuumkammer mit SPE-Kartuschen

Fur die Trennung der Fraktion S5 (siehe Tabelle 1, Seite 8) wurden
Varian Mega Bond Elut C18 Kartuschen mit einem Durchmesser von
1,3cm verwendet, die 1,2cm hoch mit stationdrer Phase gefillt sind. Es
handelt sich hierbei um RP18-Material. Das Volumen des Reservoirs

betragt 6ml.

Abbildung 6: SPE-Kartusche
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Eluiert wurde mit einem Gradienten aus Methanol und Wasser. Die
erhaltenen Fraktionen, eingesetzten Reservoirvolumina und Gradienten

sind in Tabelle 5 aufgezeigt.

Fraktion | Reservoirvolumina | Gradient: Methanol-Wasser
la 1 0-100
Ib 2 0-100
I 3 20-80
11 3 40-60
v 3 60-40
\% 3 80-20
\ 3 100-0

Tabelle 5: Fraktionierung von Fraktion S5 (siehe Tabelle 2, Seite 8)
mittels SPE an RP18

2.3.3. High Performance Liquid Chromatography

Bei der High Performance Liquid Chromatographie (HPLC) handelt es
sich um eine Weiterentwicklung der klassischen
Saulenchromatographie, bei der die stationdre Phase in eine Saule aus
Glas gefillt ist und das Elutionsmittel entlang der Schwerkraft durch die
Saule wandert.”® Die stationare Phase der HPLC befindet sich in einer
Saule aus Edelstahl. Bedingt durch die feinen Partikel der stationaren
Phase, deren Durchmesser nur 2-5um betragen, steigen die Driicke in
der Saule exponentiell an. *” Sie kénnen bis zu 300bar betragen. Das
Losungsmittel oder das Ldsungsmittelgemisch wird durch die Saule
gepumpt.’®* Der Druck in der Saule ist abhangig von der
Packungsdichte der stationaren Phase, der Lange der Saule sowie der

Viskositat des FlieRmittels.

Die Saule befindet sich meist in einem Saulenofen. Die Méglichkeit der
Temperaturregulierung dient zum Einen der Reproduzierbarkeit, zum
Anderen kann man durch Verdnderung der Temperatur auch die
Trennleistung beeinflussen. Diese Mdglichkeit wird auch in dieser Arbeit
genutzt um ein besseres Ergebnis zu erzielen. Das zu trennende
Substanzgemisch wird entweder per Hand oder mittels Autosampler in
die Saule injiziert. Die Volumina betragen in der Regel nur wenige pl.

Bei der HPLC wird meist mit Gradient eluiert. Die Pumpen mischen die



Losungsmittel in der bestimmten Konzentration, und die Substanzen
werden nach ihren Affinitaten zu stationarer und mobiler Phase
getrennt.® Abhangig von ihren Wechselwirkungen zu den Phasen
verlassen die Substanzen die Séaule bei unterschiedlichen
Retentionszeiten. Detektiert werden sie nach Verlassen der Saule
mittels ~ UV-Detektoren oder Lichtstreudetektoren. Auch die
Massenspektrometrie (Kapitel 2.3.6, Seite 20) kann daflr zum Einsatz

kommen.*’

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde die HPLC sowohl analytisch als

auch préaparativ verwendet.

Als stationdre Phase wurden RP-Saulen verwendet. Bei der
semipraparativen Isolierung der Substanzen BK2, BK3 und BM wurde
sogenanntes Aquasil®-Material eingesetzt, in deren RP-Phase
zusatzliche polare Gruppen eingearbeitet sind. Die mobile Phase
bildete immer ein Gradient aus Acetonitrii und Wasser das mit

konzentrierter Ameisenséaure auf pH 2,8 angesauert wurde.

Fur die HPLC-Analysen von S5 (siehe Tabelle 2, Seite 8) und den
daraus gewonnen Fraktionen mittels SPE wurde Methode 1 (Tabelle 6,
Seite 16) auf RP-18 verwendet. Der semipraparativen Isolierung der
Substanzen BK2, BK3 und BM diente Methode 4 (Tabelle 14, Seite 44)
mit Aquasil®-Material als stationare Phase.

15
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Methode 1
Shimadzu DGU-20As Prominence Degaser
Shimadzu LC-20AD Prominence Liquid Chromatogrpah
Gerat Shimadzu SIL-20AC HT Prominence Auto Sampler
Shimadzu CTO-20AC Prominence Column Oven
Shimadzu SPD-M20A Prominence Diod Array Detektor
Shimadzu CMB-20A Prominence Communications Bus Module
Acclaim®
RP-18e
Saulenparameter Durchmesser: 2,1cm
Lange: 15cm
PartikelgréRe: 3um
Min. Konzentration
Methode in Acetonitril [%]
00.00 — 13.00 5 -»15
13.00 — 19.00 isokratisch 15
19.00 — 30.00 15— 35
30.00 — 38.00 35 - 55
38.00 — 39.00 55 — 100
39.00 — 44.00 Isokratisch
Saulentemperatur 25°C
Flussrate 0,4ml/min
Einspritzvolumen 3,5ul
D . Diode Array Detektor, Lichtstreudetektor (ELSD)
etektion ,
Massenspektrometrie

Tabelle 6: HPLC-Methode 1

2.3.4. Gaschromatographie

Die Gaschromatographie (GC) stellt ein chromatographisches
Trennverfahren fir fliichtige und verdampfbare Stoffe dar.!” Wenige pl
des Substanzgemisches werden mit einer Injektionsspritze in den
Injektor eingebracht. Dort wird es vom Tréagergasstrom, meist Stickstoff
oder Helium, erfasst und durch die Saule transportiert. Diese befindet
sich in einem Saulenofen, der auf 350°C geheizt werden kann. Es gibt
zwei verscheide Arten von Saulen: gepackte Saulen, die mit festem
Tragermaterial gefullt sind und Kapillarsaulen, deren Innenwande mit
einer duinnen Schicht flissiger stationarer Phase ausgekleidet sind. Mit
Kapillarsaulen koénnen deutlich bessere Trennergebnisse erzielt
werden. Die Trennung des Substanzgemisches beruht auf
unterschiedlichen Wechselwirkungen der einzelnen Substanzen mit
stationarer und mobiler Phase. Ein Detektor am Ende der Saule erfasst
die getrennten Substanzen.® Zur Auswertung werden die
Retentionszeiten der Verbindungen herangezogen. Eine quantitative

Bewertung ist Gber den Vergleich der Peakflachen mdglich. Bei der GC




ist es von grol3er Bedeutung, dass die zu analysierenden Substanzen
im gasférmigen Zustand vorliegen. Nicht gasformige Substanzen sind
dann fur die GC geeignet, wenn sie durch Derivatisierung in solche
unzersetzt Uberfihrbar sind. In dieser Arbeit wurde fir die
Derivatisierung der Zucker (Kapitel 3.3.4.3, Seite 69) N-Methyl-N-
trimethylsilyl-trifluoroacetamid (MSTFA) verwendet.

GC-Parameter
Gerat Shimadzu QP2010 GC-MS
Stationare Phase Kapillarsaule: Phenomenex ZB-5
Durchmesser: 0,25mm
Lange: 65m
Schichtdicke: 0,25um
Mobile Phase Helium 5.0
Ofentemperatur 100°C
Injektionstemperatur 270°C
Temperaturgradient von 100°C auf 270°C mit 3°C/Minute
Saulenfluss 2,17ml/Minute
Split ratio 10.0
Injetionsvolumen 1l
Detektion MS

Tabelle 7: Parameter der Gaschromatographie

2.3.5. UV/VIS - Spektroskopie

Wenn Substanzen Strahlung im Bereich von ultraviolettem (400-800nm)
oder sichtbarem (200-400nm) Licht ausgesetzt werden, absorbieren sie
unterschiedlich viel Energie. Die Strahlung, die wieder abgegeben wird,
kann gemessen werden. '’ Der Messung dienen meist Dioden Array
Detektoren (DAD), bei dem mehrere Photodioden auf einer Platte
aufgebracht sind, die kontinuierlich in einem Wellenlangenbereich von
190-800nm messen. So entstehen eindeutige UV/VIS-Spektren, die fir
jede einzelne Substanz charakteristisch sind. Die gewonnen UV/VIS-
Spektren kénnen mit Datenbanken verglichen werden und so zur

Identifizierung einer Substanz beitragen.

In dieser Arbeit kam die UV/VIS Spektroskopie einerseits zur
Identifizierung von Substanzen nach der HPCL-Analyse mittels DAD
zum Einsatz. Weiters wurde sie auch zur Unterstitzung der
Strukturaufklarung der Reinsubstanzen verwendet. Zur ldentifizierung

von Flavonoiden hat sich der Einsatz sogenannter Shift-Reagenzien als
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eine wichtige Methode durchgesetzt. Durch ihre Zugabe kommt es zu
einer Verschiebung der Absorptionsmaxima entweder zum ho6heren
Wellenlangenbereich (bathochromer Shift) oder zum niedrigeren
Wellenlangenbereich  (hypsochromer  Shift).  Aufgrund  dieser
Veranderungen der Maxima lasst sich die Position z.B. eines Zuckers
oder einer Methylgruppe ermitteln.’® Die erhalten Ergebnisse kénnen

auch mit weiterfiihrender Literatur®® verglichen werden.

Ein typisches UV-Spektrum eines Flavonoids zeigt zwei Maxima. Bande
Il erscheint in einem Bereich von 240-285nm und Bande | bei 300-
350nm. Veranderungen der Bande Il weisen fir gewohnlich auf
Substitutionen des Rings A hin, wahrend sich Veranderungen in Bande
| auf den B-Ring des Flavonoids beziehen. Methylierungen und
Glycosidierungen der Molekile verschieben die Maxima in der Regel

zum niedrigeren Wellenbereich.**

Verwendet wurden in dieser Arbeit Losungen von 0,1mg Substanz in
10ml MeOH. Als Shiftreagenzien wurden Natriummethanolat (NaOMe),
alternativ dazu Natronlauge (NaOH), Aluminiumchlorid (AICI3) und
Salzsaure (HCI) verwendet (siehe Tabelle 8, Seite 19).

Nach Zugabe von NaOMe liegen alle Hydroxyl-Gruppen zu einem
bestimmten Grad ionisiert vor. Dies dient der Erfassung des
Hydroxylierungsmusters des Flavonoids und lasst unsubstituierte
Hydroxyl-Gruppen erkennen. AICl; bildet mit Hydroxyl-Gruppen in
Nachbarschaft mit Ketogruppen einen stabilen Komplex, der durch die
Zugabe von HCI nicht zerstort wird. Zwei Hydroxyl-Gruppen in ortho-
Stellung hingegen bilden mit AICI; einen HCI-labilen Komplex. Das
AICl3-Spektrum zeigt die Einflisse aller Komplexe auf das Spektrum,
wahrend das AICI3/HCI-Spektrum nur die der Hydroxy-Keto-Komplexe

darlegt.*®
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Abbildung 7: Komplexbildung von Flavonoiden mit AICl; und HCI*

Es wurden Spektren im Wellenlangenbereich von 200nm bis 800nm
aufgenommen. Zuerst wurde ein MeOH-Spektrum der Substanz vermessen
und die log €- Werte ermittelt. AnschlieBend wurden die Shiftreagenzien laut

Literatur®® zugegeben und die einzelnen Spektren aufgenommen.

Reagens Herstellung Verwendung
. NaOMe-Festsubstanz versetzt
NaOMe-Losung mit MeOH bis zur geséttigten 3 Tropfen
Losung
NaOH-L6sung 2M NaOH 3 Tropfen
AICI3-Loésung 5g AICl3 in 100ml MeOH 6 Tropfen
y 50ml konzentrierte HCI in 200ml
HCl-Losung destilliertem Wasser 3 Tropfen

Tabelle 8: Herstellung und Verwendung vonShift-Reagenzien™®

Der frischen Stammldsung wurden 3 Tropfen NaOMe zugesetzt und ein
Spektrum aufgenommen. Ebenso wurde mit NaOH verfahren. Diese
beiden Methoden lieferten vergleichbare Ergebnisse. Diese Lésung
wurde im Anschluss verworfen. Nach der Aufnahme des Spektrums der
Stammlésung mit 6 Tropfen AICI; wurden dieser Loésung noch 3 Tropfen

HCI zusetzt und erneut ein Spektrum vermessen.
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2.3.6. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine der wichtigsten Methoden zur
Strukturaufklarung  von unbekannten Substanzen. Nach der
Auftrennung, die z.B. mittels HPLC oder Gaschromatographie (GC)
erfolgen kann, werden die Substanzen ionisiert und anschlieRend im
elektrischen Feld beschleunigt. Die Molekile werden nach ihrem
Ladungs-Masse-Verhaltnis in der lonenfalle aufgetrennt und

anschlieRend detektiert.*®

Einlasssystem

v

lonisierungsquelle

v

lonenfalle (IT)

v

Empféanger

v

Massenspektrum

Abbildung 8: Schematische Anordnung bei der IT-MS

Die erhaltenen Daten kénnen mit Datenbanken verglichen werden. Die
in der MS verwendeten lonisierungsmafl3nahmen sind abhangig von der
Probe und den gewilnschten Informationen. Die verschiedenen
Techniken kdnnen das Aussehen der MS beeinflussen. Wenn die MS,
wie in dieser Diplomarbeit, an eine HPLC gekoppelt wird, verwendet
man fur die lonisation der Molekile die Elektronenspray lonisation
(ESI). Diese Methode ist sowohl fur niedermolekulare als auch fir
hochmolekulare Verbindungen geeignet. Die Substanz wird durch eine
Kapillare als feines Aerosol in die sogenannte lonisationskammer
gespriht, wo die Tropfchen aufgrund einer angelegten Spannung von
3-5kV geladen werden. Wenn das L&sungsmittel verdampft, was durch
Zufuhr von Stickstoff noch beschleunigt werden kann, verbleiben
geladene Quasimolekilionen. Nur selten kommt es bei dieser Methode



zu Fragmentierung. Die Spektren vorliegender Arbeit wurden sowohl im
positiven als auch im negativen Modus vermessen, das bedeutet, es
wurden sowohl positive als auch negativ geladene Quasimolekilionen
gebildet.!® Die ionisierten Molekiille wurden mit Hilfe einer lonenfalle
(lontrap) aufgetrennt. In der lonenfalle werden die Molekile zun&chst
gefangen gehalten und mit steigender Spannung in der Ringelektrode
eines nach dem anderen, nach steigender Masse freigesetzt und
detektiert (MS*-Spektrum). Hier kénnen die Molekiile auch fragmentiert
werden und die Teilchen nach Freisetzung vermessen werden. Dieses
Spektrum wird als MS? bezeichnet. Wenn die Molekiilteilchen noch

weiter fragmentiert werden, spricht man von MS"-Spektren.?

Massenspektrometrie
Geréat Bruker Daltonics ESI-IT-MS
lonisation Elektrospray
lonen Polaritat Negativ
TrocknungsTemperatur 320°C
Tocknungsgasfluss 8l/min (N2)
Vernebler 22psi (N2)
Kapillarenspannung 4,0kV
Messbereich MS 100-1000m/z
Messbereich MS (n) 40-1000m/z
Durchschnittliche Anzahl MS 5 Spektren
Durchschnittliche Anzahl MS (n) | 3 Spektren
Kollisionsgas Helium 5.0

HPLC
Gerit Dionex UIt_iMate 3000
RSLC-Series System

Methode HPLC-Methode 1

(siehe Tabelle 6, Seite 16)

Tabelle 9: Parameter der MS
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2.3.7. Kernresonanzspektroskopie

Auch die Kernresonanzspektroskopie (NMR) wird zur
Strukturaufklarung von unbekannten Substanzen eingesetzt. Im
Gegensatz zur MS werden die Substanzen bei dieser Methode nicht
zerstort. Die Kerne von Atomen mit ungerader Protonen- und/ oder
Neutronenzahl besitzen einen Kernspin, der sich entlang eines
homogenen Magnetfeldes By anordnet. Die wichtigsten verwendeten
Kerne sind *H und **C. Mittels elektromagnetischer Strahlung aus einer
Senderspule konnen die Kerne angeregt und in ein ho6heres
Energieniveau gehoben werden. Das Zurickkehren in den
ursprunglichen Zustand nennt man Relaxation, wobei die Kerne Signale
aussenden. Eine Empfangerspule misst die emittierte Energie. Diese
wird von der Starke des Magnetfeldes, der Art der Kerne und deren
Nachbarschaft beeinflusst. Die gemessene Frequenz wird gegen die
Feldstarke des Magnetfeldes aufgetragen und man erhalt das NMR-

Spektrum.*

Senderspule

4—
H B
Bo

<+—

Empféangerspule

Abbildung 9: Schematische Darstellung der NMR mit einer Probe (P) in

einem Magnetfeld (B,) zwischen den beiden Polen (N,S) eines Magneten

Die chemische Verschiebung, die die Gréfe der zur Resonanz

notwendigen Energie beschreibt, bestimmt die Lage des Signals im



Spektrum und wird in ppm angegeben. Wenn H-Atome mit
benachbarten Kernen koppeln, spalten sich die Signale in Teilsignale
auf. Aus der Lage der Signale und ihrer Aufspaltung lasst sich auf die
Nachbarschaft der Kerne schlieBen.?* Heute wird nicht mehr das
Continuous - Waves - Verfahren eingesetzt, sondern mit der Puls
Fourier Transformation gearbeitet, bei der alle Kerne gleichzeitig
angeregt werden und ein Interferogramm ermittelt wird. Das NMR-
Spektrum erhalt man dann durch die mathematische Fourier

Transformation.*®

Man kann 1-dimensionale (1D) und 2-dimensionale (2D) Spektren
vermessen. 1D-Spektren sind das '*H NMR-Spektrum und das *C
NMR-Spektrum, die die Anzahl der Protonen bzw. der
Kohlenstoffatome und ihre chemische Umgebung wiedergeben. Als 2D-
Spektrum zeigt das H,H-COSY, welche Protonen miteinander koppeln.
Durch das HSQC-Spektrum (Heteronuclear single Quantum
Coherence) lassen sich *H-*C-Kopplungen (ber eine Bindung
detektieren. Im HMBC (Heteronuclear Multible Bond Correlation)

erkennt man *H-*3C-Kopplungen tiber zwei oder drei Bindungen.*’

Die im Zuge dieser Arbeit isolierten Substanzen wurden in deuteriertem
Dimethylsulfoxid (DMSO-dg) gelést und im Anschluss an 400mHz

Geraten vermessen.

2.3.8. Hydrolyse und Umsetzung mit chiralem Butanol

Unter Hydrolyse versteht man in der organischen Chemie das Spalten
einer Esterverbindung in eine Saure und einen Alkohol.** Zur
Bestimmung der Absolutkonfiguration des Zuckers der Substanz BM
(Kapitel 3.3.4.3., Seite 69) musste dieser zuerst mittels Hydrolyse vom
Aglykon abgespalten werden, um anschlieend mit Hilfe der GC
analysiert zu werden. Als Hydrolysereagens wurde Kiliani-Reagens
(siehe Tabelle 10, Seite 24) verwendet.
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Kiliani-Reagens
3,5mi Konzentrierte
Essigsaure
1,0 ml Konzentrierte
Salzsaure
5,5mi Wasser

Tabelle 10: Kiliani-Reagens

Die Reaktionszeit betragt zwei Stunden bei 100°C. Die Reaktionslésung
wird mit Ethylacetat ausgeschittelt, wobei das Aglykon in die
Ethylacetatphase Ubergeht und der Zucker in der Wasserphase zu
finden ist. Die Wasserphase wird zur Trockene gebracht und der
Ruckstand der wassrigen Phase wird mit (S)-(+)-2-Butanol und
konzentrierter Salzsaure versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 15
Stunden bei 100°C wird die Substanz vollstandig zur Trockene gebracht
und mit MSTFA fur die im Anschluss durchgefiihrte GC-Analyse

derivatisiert. 2

Zucker konnen in D- oder L-Form vorliegen. Durch Umsetzung mit
racemischem Butanol wirden vier Derivate (DS, DR, LS, LR siehe
Abbildung 10, Seite 25) vorliegen, von denen sich jeweils zwei (DS und
LR sowie DR und LS) wie Bild und Spiegelbild verhalten und die
gleichen physikalischen Eigenschaften aufweisen. Die Enatiomere
konnen mittels GC nicht voneinander unterschieden werden. Werden
die abgespaltenen Zucker allerdings mit chiralem Butanol umgesetzt,
entstehen zwei Diastereomere (DS und LS) mit unterschiedlichen
physikalischen Eigenschaften, die man auf diesem Weg voneinander

trennen kann.



D DS « DR
Butanol racem. =)
L LS 4 LR
D DS
(S)-(+)-Butanol —p .
L LS
...................... > —>
Enantiomere Diastereomere

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Umsetzung mit chiralem
Butanol
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3. Experimenteller Teil und Ergebnisse

In den folgenden Kapiteln wird die Isolierung der sulfatierten Flavonoide
BK1, BK2 und BK3, sowie des glucuronidierten Flavonoids BM
beschrieben. Den Isolierungen vorangegangen sind Analysen der
Ausgangsfraktionen S5 (siehe Tabelle 2, Seite 8) und llic (siehe Tabelle
3, Seite 9).

3.1. Isolierung von BK1 aus Fraktion S5

Das folgende Kapitel behandelt die Analytik der Fraktion S5 (siehe
Tabelle 2, Seite 8) sowie die darauffolgende Isolierung der Substanz
BK1.

3.1.1. Analytik

In einer vorangegangen Diplomarbeit®® wurde nach Auftrennung der
Fraktionen S2-S11 (siehe Tabelle 2, Seite 8) mittels DC in der Fraktion
S5 bei einem Rf von ca. 0,8 eine blau-grin fluoreszierende Bande
identifiziert (siehe Abbildung 11, Seite 27). Es wurde vermutet, dass es
sich bei dieser Substanz um eine sulfatierte Verbindung handelte. Um
diese Annahme zu Uberprifen, sollte die Substanz isoliert werden, um

weitere Untersuchungen durchzufiihren



S2 S3 S4 &5 Sb6 S4¢ S8 &9 S10 S11

Abbildung 11: Auftrennung der Fraktionen S2-S11 des OWE 48/04 (siehe
Tabelle 2, Seite 5) mittels DC-System 1 (siehe Tabelle 4, Seite 12)*

Fur die Isolierung sollte die praparative DC zum Einsatz kommen. Um
festzustellen, ob diese Methode ausreichend gute Resultate liefern
wirde, wurde ein erster Versuchansatz im analytischen Mal3stab
erprobt.

Es wurden zunachst 250ul einer 5%igen methanolischen Ldsung der
Fraktion S5 in einer 8cm langen Bande mit Hilfe einer spitzen
Hamiltonspritze auf eine HPTLC-Platte aufgetragen. Nach der
Auftrennung wurde die Bande bei einem Rf von ca. 0,8 unter UV-Licht
bei 254nm markiert (siehe Abbildung 12, Seite 28) und im Anschluss

vorsichtig mit einem spitzen Spatel von der Glasplatte gekratzt.
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Abbildung 12: Auftrennung der Fraktion S5 (siehe Tabelle 2, Seite 8)
mittels DC System 2 (siehe Tabelle 4, Seite 12)

Das gewonnene Material wurde in einen kleinen Kolben Gbergefuhrt. Um
die Substanz von der stationaren Phase zu trennen, wurde mit drei
verschiedenen Lésungsmitteln nacheinander eluiert. Diese sind in Tabelle

11 (siehe Seite 28) zusammengefasst.

Eluate | Volumen | LOsungsmittel

El 5ml Ethylacetat

E2 5ml Methanol

E3 5mi Methanol mit 1 Tropfen Ameisensaure

Tabelle 11: Losungsmittel fur die Elution der mittels praparativer DC

gewonnenen Substanz (siehe Abbildung 12, Seite 28) vom Kieselgel

Die Mischung von Kieselgel und dem entsprechenden Ldsungsmittel
wurde 30 Minuten unter standigem Rihren stehen gelassen. Nachdem
sich die unléslichen Teilchen abgesetzt hatten, wurde der Uberstand
abpipettiert und zweimal zentrifugiert. Die drei auf diese Weise
erhaltenen Eluate wurden fir die Weiterbehandlung zur Trockene
gebracht. Die Rickstdnde wurden in Methanol aufgenommen und auf
einer DC-Platte aufgetragen. Als Vergleich diente die Ausgangsfraktion
S5 (siehe Abbildung 12, Seite 28).



e E1 E2 E3

Abbildung 13: Analyse von E1-E3 (siehe Tabelle 11, Seite 28) sowie von
S5 ( siehe Tabelle 2, Seite 8) mittels DC-System 1 (siehe Tabelle 4, Seite
12)

Wie aus der DC ersichtlich ist, enthalten die Eluate E1 und E2 die
gesuchte Substanz, wahrend sie in E3 kaum vorhanden ist. Das Eluat
E2 (siehe Tabelle 11, Seite 28) wurde mittels HPLC analysiert (siehe
Abbildung 14, Seite 30). Es ist die Anreicherung der Substanz, die als
BK1 bezeichnet wurde, deutlich zu erkennen. lhre Retentionszeit
betragt 34,60 Minuten.
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Abbildung 14: Analyse von E2 (siehe Tabelle 11, Seite 28) mittels HPLC-
Methode 1 (siehe Tabelle 6, Seite 16) detektiert bei 254nm und UV-
Spektrum von BK1

Parallel zur Auftrennung von E2 mittels HPLC erfogte die Aufnahme
eines Massenspektrums. Durch den Vergleich der erhaltenen
Ergebnisse mit der Datenbank konnte das Aglykon der Substanz als
Rhamnetin  bestimmt werden. Das Spektrum zeigte eine
Massenabspaltung von 80, welche auf eine Sulfatgruppe schlief3en lies.
Ihre Position konnte allerdings mit dieser Methode nicht bestimmt
werden. In Kapitel 3.3 (siehe Seite 45) wird die Strukturaufklarung der

Substanz beschrieben.
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Abbildung 15: MS'-MS®-Spektren der Substanz BK1 nach Analyse mittels
HPLC-Methode 1 (siehe Tabelle 6, Seite 16), und Datenbankvergleich mit
Rhamnetin, MS-Parameter: Tabelle 9 (siehe Seite 21)

Alternativ zu diesem Versuch wurde eine SPE an RP18-Material (siehe
Kapitel 2.3.2, Seite 12) durchgefuhrt. 15mg der Fraktion S5 (siehe
Tabelle 2, Seite 8) wurden in 200ul Wasser gelost und auf die
Kartusche aufgetragen. Mit einem Gradienten aus Methanol-Wasser
wurden insgesamt 7 Fraktionen (siehe Tabelle 5, Seite 14) eluiert. Die
gesammelten Fraktionen wurden zur Trockene gebracht. Eine DC-
Analyse zeigte das Vorliegen von BK1 in den Fraktionen Il und Il (siehe
Abbildung 16, Seite 32).
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Abbildung 16: Vergleich der mittels SPE gewonnen Fraktionen | — IV
(siehe Tabelle 5, Seite 14) und der Fraktion S5 (siehe Tabelle 2, Seite 5)
mittels DC-System 1 (siehe Tabelle 4, Seite 12)

Dieses Ergebnis wurde durch eine HPLC-Analyse bestatigt. In
Abbildung 17 sind die Chromatogramme der Fraktionen I-VI bei 254nm
aufgezeigt. Die gesuchte Substanz verlasst die Saule bei einer
Retentionszeit von 35 Minuten und ist selektiv in den Fraktionen Il und
[l angereichert. Das UV-Spektrum dieser Verbindung entspricht dem,
der mittels praparativer DC gesammelten Substanz (siehe Abbildung
14, Seite 30).
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Abbildung 17: Analysen der SPE-Fraktionen I-VI (sieheTabelle 5, Seite
14) mittels HPLC-Methode 1 (siehe Tabelle 6, Seite 16), Detektion: 254nm

Auffallig ist die Asymmetrie der Peaks im Chromatogramm. Dies ist
darin begrindet, dass BK1 als ionische Verbindung vorliegt. Eine
Moglichkeit, das starke Tailing zu vermindern, ware die Zugabe von
Salzen  zur lonenpaarbildung gewesen. Davon wurde allerdings
Abstand genommen, um weitere Analysen mittels MS durchfiihren zu
dieser Methode zusétzliche

kdnnen. Des Weiteren wéaren mit

Entsalzungsschritte nach der Isolierung notwendig gewesen.

In diesen Untersuchungen zeigte sich auch eine Verkirzung der

Retentionszeiten mit zunehmender Konzentration der Substanz.

3.1.2. Isolierung mittels SPE und praparativer DC

Bisher wurden zwei Wege aufgezeigt, um BK1 anzureichern. Es wurde

sowohl mit praparativer DC gearbeitet, als auch mit SPE der
Ausgangsfraktion S5 (siehe Tabelle 2, Seite 8). In folgender Abbildung
sind nochmals die nach SPE erhaltenen Fraktionen Il und Il (siehe
Tabelle 5, Seite 14) dem BK1-héltigen Eluat nach praparativer DC

(siehe Abbildung 12, Seite 28) gegenubergestellt.

50.0 min
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Wahrend nach préparativer DC nur ein Peak mit einer Retentionszeit
von ca. 32,5 Minuten auftritt, erkennt man nach Fraktionierung mittels
SPE in beiden Fraktionen deutlich mehr Verunreinigungen durch Peaks

mit zwischen 24-33 Minuten.
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Abbildung 18: Vergleich der Chromatogramme der durch praparativer
DC gewonnen Substanz (siehe Abbildung 12, Seite 28) mit den nach SPE
erhaltenen Fraktionen Il und Il (siehe Tabelle 5, Seite 14) mittels HPLC-
Methode 1 (siehe Tabelle 6, Seite 16) Detektion: 254 nm

Fur die endgiltige Isolierung der Substanz BK1 wurden die beiden
Methoden kombiniert. Es wurden je 15mg der Fraktion S5 auf drei SPE-
Kartuschen aufgetragen und mit bereits beschriebenen Gradienten
(siehe Tabelle 5, Seite 14) eluiert. Die Fraktionen Il der drei Kartuschen
wurden vereinigt und zur Trockene gebracht, ebenso die Fraktionen lll.
Ihre Auswagen betrugen 13,63mg (Fraktion 1) und 8,75mg (Fraktion
[I). Die beiden Fraktionen wurden bei der anschlieBenden
dunnschichtchromatographischen Trennung auf verschiedenen Platten
behandelt. Jede Fraktion wurde in Methanol gelést und die Kolben
sorgfaltig ausgespult. Auf insgesamt acht HPTLC-Platten wurden die
Losungen aufgetragen und die Platten entwickelt. Nach der Entwicklung
der Chromatogramme, wurden die entsprechenden Banden bei einem
Rf-Wert von ca. 0,8 nach Markierung unter UV 254nm vom Glas

gekratzt. Die Substanz wurde sorgfaltig vom Kieselgel eluiert, um eine



madglichst vollstandige Ausbeute zu erzielen. Dafir wurden drei mal
20ml und zwei mal 10ml reines Methanol verwendet, bis das
verbleibende Kieselgel wieder seine urspringliche Farbe zeigte, und
der Uberstand nach dem Zentrifugieren farblos war. Die abpipettierten
Uberstande wurden vereinigt und das Lésungsmittel entfert. Es wurde
eine HPLC-Analyse durchgefuhrt.
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Abbildung 19: Analyse von BK1 mittels HPLC-Methode 1 (siehe Tabelle
6, Seite 16) Detektion: 350nm und ELSD

Um noch vorhandene Kieselgelreste endgultig abzutrennen wurde tber
Sephadex gereinigt. Es wurde eine Pasteurpipette 5cm hoch mit
Sephadex LH-20, gequollen in MeOH, beflllt und mit Methanol

gewaschen. Eine Spatelspitze gereinigter Seesand verhinderte das
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Aufwirbeln des Sephadex-Gels bei LOosungsmittelzugabe. Auf diese

Saule wurde die gewonnene Substanz aufgetragen.

Abbildung 20: Saulenchromatographische Aufreinigung von BK1 an
Sephadex LH-20 im MiniaturmalR3stab

Mit Methanol wurde die Substanz von der Saule eluiert. Man konnte
das Wandern der Substanz durch die Saule auf Grund ihrer intensiven
gelben Farbe sehr gut beobachten und sie nach dem Verlassen des
Sephadex-Saulchens in einer einzigen Fraktion sammeln. Auf diesem
Weg konnten 3,14mg gewonnen werden. BK1 wurde in weiterer Folge
mit NMR und UV/VIS-Spektroskopie analysiert (siehe Kapitel 3.3.1,
Seite 45).

3.2. Isolierung von BK3, BM und BK2

Dieses Kapitel behandelt die Analyrik der Fraktion llic, sowie die darauf
folgende Isolierung von BK2, BK3 und BM.



3.2.1. Analytik

Zunachst wurden funf Fraktionen des BE mit Hilfe der DC und LCMS
analysiert. Die Wahl fiel auf die BE-Fraktionen Ib, lla, Ilib, lllc und IVa,
(siehe Tabelle 3, Seite 8), da diese in gentgender Menge flr eine

Isolierung vorlagen.

Fur die DC-Analyse wurden je 5ul der 5%igen Losungen der

ausgewahlten Fraktionen aufgetragen.

lla b llic IVa

Abbildung 21: Vergleich der Fraktionen Ib, lla, lllb, llic, und IVa des BE
(siehe Tabelle 3, Seite 9) mit dem BE (siehe Kapitel 2.2.1, Seite 8) mittels
DC-System 1 (siehe Tabelle 4, Seite 5)

Da die einzelnen Banden in der DC sehr nahe beieinander lagen,
konnten die einzelne Substanzen nicht wie in Kapitel 3.1.1 (siehe Seite
26) beschrieben, durch praparative DC und anschlieRender Elution
gewonnen werden. Sie sollten mittels semipraparativer HPLC isoliert
werden (siehe Kapitel 3.2.2, Seite 41).

Fir die LCMS wurden 2,5%ige Losungen der einzelnen Fraktionen
verwendet. Mit Methode 1 (siehe Tabelle 6, Seite 16) wurden die
Substanzen in der HPLC aufgetrennt und im Anschluss mittels MS
(siehe Tabelle 9, Seite 21) identifiziert. Deutlich erkennt man in der MS-

Analyse die Masse und die typischen Abspaltungsmuster der
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Verbindungen. Eine Abspaltung von 80 Masseneinheiten liel3 auf eine
Sulfatgruppe schlieRen. Eine Massendifferenz von 176 bedeutete, dass

die Verbindung als Glucuronid vorlag.

In Fraktion 1l und Il konnten sulfatierte und glucuronidierte Flavonoide
identifiziert werden. Das Spektrum der Fraktion Illb zeigt einen
prominenten Peak mit einer Retentionszeit von 25,6-26,4 Minuten.
Durch den Datenbankvergleich der MS-Ergebnisse konnte die
Verbindung als sulfatiertes Isorhamnetin identifiziert werden. Diese
Substanz ist neben zwei weiteren bedeutenden Peaks auch in Fraktion
[llc enthalten. In dieser Fraktion wurden weiters ein sulfatiertes und ein
glucuronidiertes Quercetin detektiert. Fur die Isolierung der sulfatierten
Verbindungen war die Fraktion lllc am besten geeignet, da in ihr
insgesamt drei Substanzen zur Isolierung und Charakterisierung

vorlagen und sie in ausreichender Menge zur Verfiigung stand.

Abbildung 22 (siehe Seite 38) zeigt das LC-Chromatogramm der
Fraktion Illc mit den drei prominenten Peaks der Substanzen BK3, BM
und BK2. Erneut erkennt man das starke Tailing der sulfatieren
Verbindungen BK3 und BK2. Aufgrund weiterfihrender Analysen
mittels MS und der darauf folgenden Isolierung wurde auch in diesem

Fall auf den Einsatz von Salzen zur lonenpaarbildung verzichtet.
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Abbildung 22: LC-MS-Analyse der Fraktion llic (siehe Tabelle 3, Seite 9)
mittels HPLC-Methode 1 (siehe Tabelle 6, Seite 16)

Im Folgenden werden die Massenspektren der Substanzen BK3 (siehe
Abbildung 23, Seite 39), BM (siehe
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Abbildung 24, Seite 39) und BK2 (siehe Abbildung 25, Seite 40)
aufgezeigt.

Die Substanz BK3 wies ein Molekulargewicht von 381,8Da auf. Das
MS2-Spektrum zeigte eine Abspaltung von 80 Masseneinheiten, was
bedeutete, dass die Verbindung sulfatiert vorlag. Der Vergleich mit der
Datenbank lies eine Identifzierung des Aglykon als Quercetin zu.

Substanz BM konnte aufgrund des Molekulargewichts von 478Da und
der Abspatung von 176 Masseneinheiten mittels Datenbankvegleich als

glucuronidiertes Quercetin bestimmt werden.

In gleicher Weise gelang es auch, das Aglykon von BK2 als
Isorhamnetin zu identifizieren. Die typische Massendifferenz von 80 im
MS? lieR auf eine Sulfatierung schlieRen. Das Molekulargewicht der
Verbindung betragt 396Da.
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Abbildung 23: MS*-MS3-Spektrum der Substanz BK3 nach LC-MS-
Analyse mittels HPLC Methode 1 (siehe Abbildung 22, Seite 38), MS-
Parameter: Tabelle 9 (siehe Seite 21)



40

Intens._ 4y
x1063
100 3
0.75 3
0.50 3
0.253

-ME, 23.0-23 Bmin £1702-#1 746, 100%:=065908
4770

176

04

i
=

aanallagsalasanlesuplonsy

Lo

1508 1788

MS2(4770), 23.0-23 6min #1703-81747, 100%=339004
300.7

1004 . 1507

107.0
L "

-S54 77.0-= 300 &), 23.0-23 Tmin #17 04-#17 45, 100% =8 306

17ar

1927 2287

2727
i . ]

Abbildung 24: MS'-MS3-Spektrum der Substanz BM nach LC-MS-
Analyse mittels HPLC Methode 1 (siehe Abbildung 22, Seite 38),
MS-Parameter: Tabelle 9 (siehe Seite 21)
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Analyse mittels HPLC Methode 1 (siehe Abbildung 22, Seite 38), MS-

Parameter: Tabelle 9 (siehe Seite 21)




In Tabelle 12 sind die Ergebnisse der LCMS-Analyse der Fraktion llic
zusammen gefasst. lhr kdnnen Peakbezeichnung, Retentionszeit und

Ergebnis des Datenbankvergleiches entnommen werden.

Bezeichnun Retentionszeit | Molekulargewicht Ergebnis des
g [Minuten] [Da] Datenbankvergleichs
BK3 20,9-22,4 382 Quercetin-sulfat
BM 23,0-23,6 478 Quercetin-glucuronid
BK2 25,3-26,9 396 Isorhamnetin-sulfat

Tabelle 12: Bezeichnung, Retentionszeit, Molekulargewicht und
Ergebnisse des Datenbankvergleichs der Peaks nach LC-MS-Analyse
(siehe Abbildung 22, Seite 38) der Fraktion llic (siehe Tabelle 3, Seite 9)

3.2.2. Isolierung mittels semipréaparativer HPLC

Die Substanzen BK2, BK3 und BM wurden aus der Fraktion llic des
Blatterextraktes (siehe Tabelle 3, Seite 9) mittels praparativer HPLC

gewonnen.

Die Fraktion wurde uUber HPLC aufgetrennt, und die einzelnen
Substanzen konnten nach dem Verlassen der S&ule gesammelt
werden. Dafur war es notwendig, die HPLC-Methode zu optimieren, um
die Substanzen in ausreichendem Mal3e getrennt voneinander von der

Séaule zu eluieren.

Mit Methode 1, die fir die Analysen verwendet wurde, konnten noch
keine zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt werden (siehe Abbildung
22, Seite 38). Deshalb wurde die Methode verandert, um eine
passende zu ermitteln. Einige der Optimierungsschritte werden im
folgenden Absatz beschrieben. Die Parameter der Methoden sind in
Tabelle 13 (siehe Seite 43) ersichtlich.

Der erste Schritt der Optimierung bestand darin, die Sédule zu wechseln.
Statt einer Acclaim®-Saule, mit der die bisherigen Untersuchungen
durchgeftihrt wurden, wurde eine Aquasil®-Saule eingesetzt. Es
handelt sich hierbei ebenfalls um eine RP-18-Saule, sie enthalt aber

zuséatzliche hydrophile Gruppen, die auch Wechselwirkungen mit

41



42

starker polaren Gruppen eingehen. Der Gradient entsprach dem der
zuvor durchgefuhrten Analysen (siehe Methode 1, Tabelle 6, Seite 16).
Das Chromatogramm zeigte, dass die Peaks sehr eng beisammen
lagen und die Methode deshalb fur eine praparative Isolierung nicht
verwendet werden konnte. Deshalb wurde im folgenden
Optimierungsschritt die Startkonzentration des Acetonitrils statt 5% auf
15% festgesetzt. Auch der Gradient wurde geadndert. In 20 Minuten
wurde die Acetonitrilkonzentration von 15% auf 35% gesteigert
(Methode 2, siehe Tabelle 13, Seite 43). Diese MalRhahme verringerte
die Retentionszeiten, ergab aber keine optimale Trennung der
einzelnen Peaks. In Methode 3 wurde die Acetonitrilkonzentration in 27
Minuten von 15% auf 35% angehoben. Diese Veranderung fihrte zum
bis dahin schlechtesten Ergebnis, da die beiden Peaks mit den
hochsten Retentionszeiten erneut coeluierten. Die Trennung wurde
deutlich durch die Anderung der Temperatur beeinflusst. Wahrend bei
Methode 2 durch eine Erniedrigung der Temperatur auf 15°C keine
bedeutende Verbesserung zu erzielen war, brachte eine Erh6hung auf
35°C ein gutes Ergebnis, das fur die weiteren Arbeiten geeignet war.

Diese Methode, die bis dahin auf einer Sédule von 15cm Léange, einem
Durchmesser von 2,1cm und einem Saulenmaterialmit einer
Partikelgrofle<von 3um zur Anwendung kam, wurde nun an eine
groRere Aquasilsaule mit einer Lange von 25cm, einem Durchmesser
von 4,6mm und einer PartikelgroRe von 3um angepasst. Das
Chromatogramm der Methode 4 (siehe Tabelle 14, Seite 44) zeigte,
dass die Substanzen die Saule mit geringer Retentionszeit verliel3en,
was fur das Sammeln von Vorteil war (siehe Abbildung 26, Seite 44).
Aulerdem war die Trennung sehr gut, die Substanzen konnten einzeln

gesammelt werden.



Methode 2

Séaule

Agquasil®

Saulenparameter

2,1cm Durchmesser

15cm Lange

3um Partikelgrolie

Gradient

Zeitpunkt
in Min

Konzentration
Acetonitril [%]

00.00 — 20.00
20.00 — 28.00
28.00 — 29.00
29.00 — 34.00

15 - 35
35 - 55
55 — 100

isokratisch 100

Temperatur

25°C

Injektionsvolumen

2ul

Fluss

0,4ml/min

Methode 3

Saule

Aquasil®

Saulenparameter

2,1cm Durchmesser

15cm Lange

3um Partikelgrof3e

Gradient

Zeitpunkt
in Min

Konzentration
Acetonitril [%]

00.00 — 20.00
20.00 — 28.00
28.00 — 29.00
29.00 — 34.00

15 —» 35

35 - 55

55 — 100
isokratisch 100

Temperatur

25°C

Injektionsvolumen

2ul

Fluss

0,4ml/min

Methode 2 15°C bzw. Methode 2 15

Saule

Aquasil®

Séaulenparameter

2,1cm Durchmesser

15cm Lange

3um Partikelgrofie

Gradient

Zeitpunkt
in Min

Konzentration
Acetonitril [%0]

00.00 — 20.00
20.00 — 28.00
28.00 — 29.00
29.00 — 34.00

15 —» 35

35 > 55

55 — 100
isokratisch 100

Temperatur

15°C bzw. 35°C

Injektionsvolumen

2ul

Fluss

0,4ml/min

Tabelle 13: Methoden der HPLC-Optimierung fir die semiprdparative
Trennung der Substanzen BK2, BK3 und BM
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Methode 4
Shimadzu DGU-20As Prominence Degaser
Shimadzu LC-20AD Prominence Liquid Chromatogrpah
Gerit Sh@madzu SIL-20AC HT Prominence Auto Sampler
Shimadzu CTO-20AC Prominence Column Oven
Shimadzu SPD-M20A Prominence Diod Array Detektor
Shimadzu CMB-20A Prominence Communications Bus Module
Aquasil®
RP-18e mit zusatzlichen hydrophilen Gruppen
Saulenparameter Durchmesser: 4,6mm
Lange: 25cm
PartikelgroRe: 5pum
Min. Konzentration
Methode in Acetonitril [%]
00.00 — 55.00 15 - 35
55.00 — 77.00 35 - 55
77.00 — 78.00 55 — 95
78.00 — 88.00 Isokratisch 95
Saulentemperatur 35°C
Flussrate 1ml/min
Einspritzvolumen 5ul
. Diode Array Detektor, Lichtstreudetektor (ELSD)
Detektion .
Massenspektrometrie

Tabelle 14: HPLC-Methode 4
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Abbildung 26: Auftrennung von Fraktion llic (siehe Tabelle 3, Seite 9)
mittels Methode 4 (siehe Tabelle 14, Seite 44)

Es wurden pro Lauf 5ul einer 2,5%igen Losung der Fraktion llic injiziert.
Es konnte nicht mit héheren Konzentrationen gearbeitet werden, da
dies auf Grund einer zu geringen Saulenkapazitat zu einer
Verschlechterung der Trennung der einzelnen Peaks fluhrte. In 96
HPLC-Laufen wurden 2mg der Substanz BK2 gewonnen. Eine
Ausbeute von 2mg der Substanz BK3 konnte nach 228 Laufen erzielt

werden. 146 Laufen waren fur die Isolierung von 1mg der Substanz BM



erforderlich. Mit diesen drei Substanzen wurde eine NMR-Analyse zur
genaueren Strukturanalyse durchgefuhrt. Fur UV/VIS-Analyse und
Hydrolyse wurden in weiteren HPLC-Laufen noch 1,4mg BK2 und
0,2mg BK3 gesammelt.

3.3. Charakterisierung und Identifizierung der

Substanzen

In Kapitel 3.1.1 und 3.2.1 wurden bereits die LCMS-Analysen der
isolierten Substanzen aufgezeigt. Neben der Identifizierung der Aglyka
konnte auch auf das Vorliegen von Sulfatgruppen durch die typische
80er Abspaltung bei den Substanzen BK1, BK2 und BK3 geschlossen
werden. BM zeigte eine Abspaltung von 176, was auf das Vorliegen
einer Glucuronsaure schlieRen lie3. Allerdings kann mit der MS die
Bindungsstelle der Substituenten an das Aglykon nicht ermittelt werden.
Dafur kamen UV/VIS-Spektroskopie (Kapitel 2.3.5, Seite 17) und NMR
(Kapitel 2.3.7, Seite 22) zum Einsatz, deren Ergebnisse in folgendem

Kapitel behandelt werden.

3.3.1. Charakterisierung von BK1

Die Ergebnisse der LCMS-Analyse wiesen auf das Vorliegen eines
sulfatierten Rhamnetins hin (siehe Abbildung 15, Seite 31).

3.3.1.1. UV/VIS-Analyse

0,1mg der Substanz BK1 wurden in 10ml Methanol gelést. Nach
Vermessung von reinem Methanol als Blindprobe und der Losung der
Probe wurden die Shiftreagenzien wie in Kapitel 2.2.5 dargestellt,
zugegeben, und die einzelnen Spektren vermessen. Aus dem
methanolischen Spektrum wurden die log € —Werte ermittelt. Die Lage
der UV-Maxima und -minima der in Methanol gelésten Substanz BK1
nach Zugabe der Shift-Reagenzien sind in Tabelle 15 (siehe Seite 46)

zusammengestellt.
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BK1

200- 250- 270- 300- 350- 400-
Spektrum
250nm 270nm 300nm 350nm 400nm 450nm
MeOH 249 270sh 365
(loge) (0,55488) (0,49072) (0,34663)
AICl3 268 307sh 351 429
AICI3/HCI 261 307sh 349 426
NaOMe 253 354 416
NaOH 239 268 338sh 426

Tabelle 15: Absorptionsmaxima bzw. -minima der Substanz BK1 in

Methanol sowie nach Zugaben der Shiftreagenzien (siehe Tabelle 8, Seite

19) in einem Wellenlangenbereiche von 200-450nm
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Abbildung 27: UV-Spektren der Substanz BK1 nach Zugabe der
Shiftreagenzien (siehe Tabelle 8, Seite 19)
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Die Verschiebung der Bande | im NaOMe bzw. NaOH-Spektrum um ca.
60nm deutete auf eine freie Hydroxyl-Gruppe in Position 4’. Da sich die
Verschiebung der Bande | im AICI3-Spektrum kaum von der im
AICI3/HCI-Spektrum  unterschied, konnte das Vorliegen zweier
benachbarter Hydoxyl-Gruppen am B-Ring ausgeschlossen werden.
Diese Ergebnisse lielen eine Sulfatgruppe an Position 3’ vermuten
(Formelbild siehe Tabelle 1, Seite 5). Uber die Substitution der
Hydroxyl-Gruppen an Ring A und C konnte aber keine eindeutige
Aussage getroffen werden. Ein genaueres Ergebnis sollte die NMR-
Analyse bringen.

Nach dem Vergleich der gewonnen Ergebnisse mit dem
unsubstituierten Rhamnetin  aus der Literatur®® konnte die

Bindungsstelle der Sulfatgruppe noch nicht eindeutig bestimmt werden.

3.3.1.2. NMR-Analyse

Bei der NMR-Analyse zeigte sich ein massives Ldslichkeitsproblem.
BK1 liefd sich nur zu einem sehr geringen Anteil in Methanol 16sen, was
dazu fuhrte, dass sich die Signale der Substanz nicht von dem
Untergrundrauschen abhoben. Es erfolgte ein zweimaliger Wechsel des
Losungsmittels, zunachst auf Pyridin, danach auf DMSO-ds. Dies war
mit mehrmaliger Losungsmittelzugabe und darauf folgendem Entfernen
des jeweils vorher verwendeten Ldsungsmittels verbunden. Dieses
Verfahren fuhrte zu einer Zersetzung von BK1, dessen Farbe sich von
neongelb zu dunkelbraun veranderte. Offensichtlich war die Substanz
nicht stabil genug, um die Wechsel der Losungsmittel und die

anschlieBende Behandlung unter Luft unbeschadet zu tberstehen.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse der LC-MS-Analyse konnte BK1
als sulfatiertes Rhamnetin bestimmt werden, die Bindungsstelle der
Sulfatgruppe blieb allerdings ungeklart. Es kann aufgrund der UV/VIS-
Ergebnisse vermutet werden, dass es sich hier um die Position 3’
handelt. Eine Nachisolierung der Substanz BK1 ist notwendig, um die

Vermutungen zu bestatigen.



3.3.2. Charakterisierung von BK3

Mittels LCMS konnte Quercetin als Aglykon der

Substanz BKS3

identifiziert werden (siehe Abbildung 23, Seite 39). Die Bindungsstelle der

Sulfatgruppe wurde mit UV/VIS und NMR ermittelt.

3.3.2.1.

UV/VIS-Analyse

Fur die UV/VIS-Analyse wurden 0,19mg BK3 in 100ul Methanol gel6st.

Diese Losung wurde in eine mit ca. 1ml Methanol befillte Kivette

pipettiert. Es wurde der Blindwert des reinen Methanols vermessen und

nach Aufnahme des Methanol-Spektrums und Bestimmung der log ¢-

Werte wurden die Reagenzien zugegeben und die einzelnen Spektren

aufgenommen.
BK3
Spektrum 200- 255- 280- 300- 350- 400-
P 255nm 280nm 300nm 350nm 400nm 450nm

MeOH1 255 270sh 298 352
(loge) (0,51083) | (0,40155) | (0,23117) (0,45765)

NaOMe 271 327 409
NaOH 270 326 A
AICI3 275 305sh 337 e

AICI3/HCI 268 299sh 316 362 401

Tabelle 16: Absorptionsmaxima bzw. -minima der Substanz BK3 in MeOH

nach Zugaben der Shiftreagenzien (siehe Tabelle 8, Seite 19) in einem

Wellenlangenbereiche von 200-450nm
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Abbildung 28: UV-Spektren der Substanz BK3 nach Zugabe der
Shiftreagenzien (siehe Tabelle 8, Seite 19)
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JU_BK3_1H
BK3 in DMSO // 1H

Die Verschiebung der Bande | im NaOH-Spektrum um ca. 50nm in den
hoheren Wellenlangenbereich Iasst auf das Vorliegen einer freien 4'-
Hydroxyl-Gruppe schlieBen. Eine zusatzliche Bande bei 326nm
verweist auf eine freie Hydroxyl-Gruppe in Position 7. Die Zugabe von
HCIl zur AICls-haltigen Probelosung fuhrte zur Zerstbrung des
saurelabilen o-Dihydroxykomplexes am B-Ring des Quercetins, was
durch einen Shift der Maxima im AlCI3-Spektrum um ca. 30nm in den
hypsochromen Wellenlangenbereich sichtbar wurde. Die Ergebnisse
dieser Analysen lie3en die Bindungsstelle der Sulfatgruppe an Position
3 vermuten. Eine Bestéatigung der Ergebnisse sollte in weiterer Folge

die NMR-Analyse bringen.
3.3.2.2. NMR-Analyse

Die isolierte Substanz wurde fur die NMR-Analyse in DMSO-dgs geldst
und die Spektren aufgenommen.

i

\

i ‘ 0.2
“‘,‘L ) - n— N T = wwu A *;W‘WMJ u‘v\dluh”

T T T T T T T T T T
13.0 125 120 1.5 110 105 10.0 9.5 9.0 8.5

Abbildung 29: Fortsetzung Seite 52
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BK3 in DMSO /f HMBC
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1H-, COSY-, HSQC- und HMBC-Spektrum der Substanz

BK3 in DMSO-dg

Die Werte der Verschiebungen der H und C-Atome sind in Tabelle 17

(siehe Seite 54) aufgezeigt und werden mit Daten eines unsubstituierten

Quercetins vermessen in DMSO-dg aus der Literatur®* verglichen.

1 (ppm)
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BK3 in DMSO-ds Quercetin®in DMSO-dg

Position | &¢ Sn HMBC Position |5c OH
2| 1571 -- -- 2| 1467 --
3 n.d. -- - 3| 1386 -
4| 1783 - - 4| 1758 -
5 161.7]-- - 5| 160.7 -
6 98.2 6.16| 5,7,8,10 6 98.1| 6.17, d (1.6)
7| 1638 - - 7| 1636 -
8 92.5 6.37| 6,7,9 10 8 93.3| 6.40, d (1.7)
9| 1558 - - 9| 156.1 -
10| 105.0 - - 10| 102.9 -
1| 122.0 -- -- 1'| 121.9 --
2'| 1161 755 2,3,4,6 2'| 114.9| 7.66,d (1.8)
3| 1450 - - 3| 145.0 -
4'| 1488 -- -- 4| 1478 --
5[ 115.0 6.78 3,46 5| 115.5| 6.87,d (8.5)
. o . 7.53,dd
6| 121.7 7.60 2,2, 4 6'| 119.9 (8.4)

5-OH 12.91 5, 6, 10

Tabelle 17: Zuordnung der 1H- und 13C-Sighale der Substanz BK3 in
DMSO-ds im Vergleich zu Quercetin® in DMSO-ds (n.d. ... nicht
detektierbar)

Es ist nicht gelungen, das Signal des C-Atoms an Position 3 zu
detektieren. Mogliche Positionen fur einen Substituenten sind 3, 5, 7, 3
und 4‘. Aufgrund der UV/VIS-Analyse kdnnen die Positionen 7 und 4
ausgeschlossen werden, da das Vorliegen freier Hydroxyl-Gruppen
bestatigt wird (Formelbild siehe Abbildung 32).

Aus der Literatur® ist bekannt, dass es bei Flavonoiden, die in Position
3 sulfatiert sind, zu einer Hochfeldverschiebung des C3 um 3,3ppm
kommt. C2 zeigt eine Tieffeldverschiebung um 9,7ppm und C4 ist um 2
ppm tieffeldverschoben. Vergleicht man nun die gemessenen Daten der
Substanz BK3 mit den Daten eines unsulfatierten Quercetins®*, ist das
Signal des C2 der Substanz BK3 um ca. 10ppm tieffeldverschoben.
Auch das Signal des C4 erfahrt im Vergleich mit demselben Atom eines
unsubstituierten Quercetins®* eine Tieffeldverschiebung um 2,5ppm.
Die Ubrigen Werte der Messungen sind im Vergleich mit den

Literaturdaten nicht maf3geblich verandert.



Trotz des Fehlens der Daten von C3 gelang es, aufgrund der
Ergebnisse der MS, der UV/VIS-Analyse und der NMR, BK3 als

Quercetin-3-sulfat (siehe Abbildung 32) zu identifizieren.

Abbildung 32: BK3, Quercetin-3-sulfat

3.3.3. Charakterisierung von BK2

Aufgrund der Ergebnisse der LCMS-Analyse konnte BK2 als
Isorhamnetin-sulfat bestimmt werden (siehe Abbildung 25, Seite 40).
Die Bindungstelle der Sulfatgruppe sollte mit UV/VIS-Spektroskopie und

NMR ermittelt werden.
3.3.3.1. UV/VIS-Analyse

Wie in Kapitel 2.3.5 (siehe Seite 17), angegeben, wurde der Versuch

mit einer 1%igen Losung der Substanz durchgefuhrt.

Die Ergebnisse der UV/VS-Analyse werden in Tabelle 18

wiedergegeben.
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BK2

Spektrum 200- 250- 280- 300- 350- 400-
P 250nm 280nm 300nNm 350nm 400nm 450nm
MeOH 252 268sh 300 384
(loge) (0,99579) | (0,75526) (0,45407) | (0,85753)
NaOMe 271 324 407
NaOH 270 328 405
AICl3 267 275sh 298 357 401
AICI3/HCI 266 279sh 302 358 401

Tabelle 18: Absorptionsmaxima bzw. -minima der Substanz BK2 in

Methanol sowie nach Zugaben der Shiftreagenzien (siehe Tabelle 8, Seite

19) in einem Wellenlangenbereiche von 200-450nm
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Abbildung 33: UV-Spektren der
Shiftreagenzien (siehe Tabelle 8, Seite 19)

Substanz BK2 nach Zugabe der
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OU_BK2_1H T

Der Shift der Bande | im NaOMe-Spektrum um ca. 50nm in den
bathochromen Bereich zeigt das Vorliegen einer freien Hydroxylgruppe
in Position 4 am B-Ring des Isorhamnetins (Formelbild siehe Abbildung
37, Seite 62). In diesem Spektrum tritt eine zusatzliche Bande im
Bereich von 324nm auf, was auf eine freie Hydroxyl-Gruppe in Position
7 hindeutet. Die Verschiebung der Bande | im AICl3/HCI-Spektrum
konnte ein Indiz fur eine freie Hydroxyl-Gruppe an Position 3, aber auch
an 5 sein. Die Sulfatgruppe kdnnte aufgrund dieser Ergebnisse an de

Positionen 3 oder 5 liegen.

3.3.3.2. NMR-Analyse

Die Substanz wurde in DMSO-dg gelst und mittels NMR vermessen. Die

aufgenommen Spektren werden angefuhrt.

BK2 in DMSO {/ 1H

|/ESES i fu
u'wLJu‘b...uM |- LJuJ L

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 T T
B0 125 120 115 10 105 100 95 90 85 &0 75 70 65 ‘ 6.0) 55 S0 45 40 35 30 2§ 0 L5 L0 05 00 05
1 (ppm)

Abbildung 34: Fortsetzung Seite 59



e = w w e

100
o
120
130
Fi0
150
160

(O

P

o

78

79

8.0

81

iﬂ:ouff I'LMBC

BKZ
K2 in

E%lmj /g

8.2

'Eu

59

170
180

" 2 (pom)

105 100 9.5

11.0

Abbildung 35: Fortsetzung Seite 60




60

JU_BK2_HSQC
BK2 in DMSO /f HSQC
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Abbildung 36: 1H-, COSY-, HSQC- und HMBC-NMR der Substanz BK2 in
DMSO-dg

Die Zuordnungen der chemischen Verschiebungen zu den H- und C-
Atomen der Verbindung sind in folgender Tabelle aufgelistet. Die
erhaltenen Daten von BK2 werden mit Daten eines in DMSO-dg

geldsten, unsubstituierten Isorhamnetins aus der Literatur?® verglichen.



BK 2 in DMSO-dg Isorhamnetin? in DMSO-dg
Position |d6c oy |HMBC Position |dc OH HMBC
2| nd - - 2| 146.7 --
3] nd - - 3] 135.9 --
41757 - - 4] 175.9 --
5| 160.9| -- - 5] 160.7 | -- --
6| 97.9(6.21| 5,7, 8,10 6| 98.3 6.18 (d, 2.0)| 5, 7, 8, 10
7| 1643 -- 7] 164.1 --
4,6,7,9, 93.7 6.46 (d, 2.0)
8| 93.7]6.49 10 8 6,7,9,10
9| 156.1| -- - 9| 156.3
10| 102.6| -- - 10| 103.1 --
1'[ nd - - 1| 1221 --
2'| 111.8(7.76 3,46 2'] 111.8 7.75 (d, 2.0) 2,4,6
3| 1474 -- - 3'| 147.5 --
4'1 1487 -- - 4'| 148.9 --
5'| 115.2(6.94 3,4 6 5| 115.6 6.93 (d, 8.5) 1,3
6'| 121.5(7.70 2,3, 4 6'[ 121.8]7.68 (dd, 2.0, 8.5) 2,2
3-OCH,| 55.5|3.83 3| 3-OCH;| 55.9 3.83 (s)

Tabelle 19: Zuordnung der 1H- und 13C-Sighale der Substanz BK2 in
DMSO-ds im Vergleich zu Isorhamnetin® in DMSO-dg (n.d. ... nicht
detektierbar)

Die Signale der C-Atome 2, 3 und 1° konnten aufgrund zu geringer
Konzentration in den erhaltenen Spektren nicht detektiert werden. Die
madglichen Positionen fir einen Sulfat-Substituenten stellen 3, 5, 7, und
4' dar. Die Positionen 7 und 4’ kénnen aufgrund der Ergebinsse der
UV/VIS-Analyse ausgeschlossen werden. Laut Literatur®® hat eine
Substitution an Position 3 auch Auswirkungen auf die Verschiebungen
der Atome C2 und C4. Da diese allerdings nicht detektierbar sind, kann
keine Aussage Uber die Bindungsstelle der Sulfatgruppe getroffen
werden. Aufgrund der UV-Daten wird vermutet, dass die Verbindung
den Substituenten an Position 3 tragt.
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Abbildung 37: Strukturvorschlag fur BK2, Isorhamnetin-3-sulfat

3.3.4. Charakterisierung von BM

Das typische Aufspaltungsmuster der MS-Analyse (siehe Abbildung 24,
Seite 40) deutet auf das Vorliegen eines Quercetins-Grundgerustes hin.
Die Abspaltung von 176 lasst auf eine Glucuronidierung schliel3en. Da
die Bestimmung der Bindungsstelle mittels LCMS nicht mdglich ist,
wurden UV/VIS und NMR-Analysen durchgefuhrt. Die Umsetzung mit
chiralem Butanol nach erfolgter Hydrolyse sollte Aufschluss tber die

absolute Konfiguration des Zuckers geben.
3.3.4.1. UV/VIS-Analyse

1,8mg der Substanz BM wurden in 100ul Methanol gelést. Davon
wurden 3 Tropfen in eine halb mit Methanol beflllte Kuvette tUberfihrt

und Spektren nach Zugabe der einzelnen Shiftreagenzien vermessen.



BM

Spektrum 200- 255- 280- 300- 350- 400-
P 255nm 280nm 300nm 350nm 400nm 450nm
MeOH 256 270sh 281 304 357
(loge) (1,18839) | (0,77076) | (0,37386) | (0,46014) | (0,90911)
NaOMe 271 296 382 400 409
AICl3 268 301 321 389 433
AICI3/HCI 270 298 361 401

Tabelle 20: Absorptionsmaxima bzw. -minima der Substanz BM in

Methanol nach Zugaben der Shiftreagenzien (siehe Tabelle 8, Seite 19) in

einem Wellenlangenbereiche zwischen 200-450nm
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Abbildung 38: UV-Spektren der Substanz BM in Methanol nach Zugabe
der Shiftreagenzien (siehe Tabelle 8, Seite 19)



Die Bande 1| ist im NaOMe-Spektrum im Vergleich zum MeOH-
Spektrum um ca. 40nm in den hoheren Wellenlangenbereich
verschoben. Dies lasst auf eine freie Hydroxyl-Gruppe in Position 4’
schlieRen. Bei 328nm erscheint eine zusatzlich Bande, die im MeOH-
Spektrum nicht vorhanden ist. Sie zeigt, dass die Hydroxyl-Ggruppe an
Position 7 keinen Substituenten tragt. Die Zugabe von HCI zur mit AICl;
versetzten Probe verschiebt das Maximum der Bande | nicht, es kommt
aber zu einer Veranderung der Kurve durch ein zusatzliches Maximum
bei 361nm. Das Vorliegen einer o-Dihydroxygruppe am B-Ring hétte
eine Verschiebung des Maximums zur Folge. Aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse konnte die Position des Zuckers nicht genau
definiert werden. Die Ergebnisse lieBen die Vermutung zu, dass der
Zucker an Position 3 oder an Position 5 substituiert sein konnte. Es
wurde eine NMR-Analyse durchgefiihrt, um eine genaue Aussage

treffen zu kdnnen.
3.3.4.2. NMR-Analyse

Es wurde ein NMR-Spektrum der zuvor in DMSO-dg geldsten Substanz

BM aufgenommen.

JU_BM1_IH
BM1 in DMSO /f 1H
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Abbildung 39: Fortsetzung Seite 66
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Abbildung 41: 1H-Spektrum, COSY, HSQC und HMBC der Substanz BM
in DMSO-dg

Die erhaltenen Daten sind

in Tabelle 21 (siehe Seite 68)
zusammengefasst und werden mit Daten eines Quercetin-3-O-

glucuronid aus der Literatur?” verglichen.

1 (ppm)
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BM in DMSO-ds Quercetin-3-O-glucuronid®’
in DMSO-dg

Position dc OH HMBC | Position dc On
2 157.8 -- -- 2| 157.6 --
3 n.d. -- -- 3| 134.0 --
4 177.6 -- -- 41 1775 --
5 161.1 -- -- 5| 161.0 --
6 98.6| 6.21d(1.7)| 5,7, 8 10 6| 99.0 6.17
7| 1646 - - 7| 1651 -
8 93.4| 6.41d(.7)| 6,7,9, 10 8 93.9 6.36
9 156.6 -- -- 9| 156.7 --
10 103.8 -- -- 10| 1035 --
1 n.d. -- -- 1'( 120.6 --
2' 115.1| 6.82d (8.5) -- 2'| 1154 8.47
3 144.9 -- -- 3'| 144.8 --
4' 148.5 -- -- 4'| 148.4 --
5' 117.9 837m| 2,3,46 51 1154 6.82
6' 120.2| 7.32d (8.5) 2 6'| 120.0 7.29
1" 102.9 5.22 m -- 1" 102.9 5.23
2" 73.9 3.25m -- 2" 74.3 3.24-3.27
3" 76.3 3.25m 2" 3" 76.7 3.24-3.27
4" 71.4 3.21m 3" 4" 71.9 3.22
5" 73.9 3.41m 1" 2", 6" 5" 74.0 3.40
6" 171.6 -- -- 6"| 172.2 --

Tabelle 21: Zuordnung der 1H- und 13C- Signale der Substanz BM in
DMSO-dg im Vergleich zu Quercetin-3-O-glucuronid® in DMSO-ds (n.d. ...
nicht detektierbar)

Die Signale der Atome in Position 3 und 1’ konnten nicht detektiert
werden. Mogliche Bindungsstellen fur die Glucuronséure stellen die
Positionen 3, 5, 7, 3’ und 4’ dar. Vergleicht man die erhaltenen Daten
mit jenen aus der Literatur?’ erkennt man Ubereinstimmungen in den
Verschiebungen sowohl der Kohlenstoffe, als auch der Protonen. Auch
die Verschiebungen der C-Atome und der Protonen des Zuckers
entsprechen den Literaturdaten®’. Es ist bekannt, dass es bei
Flavonoiden, die in Position 3 eine Glucuronséure tragen, ebenso wie
bei sulfatierten Derivaten (siehe Kapitel 3.3.2, Seite 49 und Kapitel
3.3.3, Seite 55) zu einer Tieffeldverschiebung des Nachbaratoms C2
um ca. 10ppm kommt. Vergleicht man die detektierten Verschiebungen
von BM mit jenen eines unsubstituierten Quercetins®* (siehe Tabelle 17,
Seite 54) zeigt sich eine Tieffeldverschiebung um ca. 11ppm. Aufgrund

der Ubereinstimmung der Werte mit Quercetin-3-O-glucuronid, kann als



Bindungsstelle fur die Sulfatgruppe die Hydroxyl-Gruppe an Position 3
bestimmt werden. Dieses Ergebnis entspricht auch der UV/VIS-

Analyse.
3.3.4.3. Hydrolyse

Die isolierte Substanz wurde mit Kiliani-Reagens (siehe Tabelle 10,
Seite 24) versetzt. Dadurch wurde der Zucker vom Aglykon gespalten.
Nach zweistiindiger Reaktion wurde die Losung mit Ethylacetat
ausgeschuttelt. Die wassrige Phase wurde zur Trockene gebracht und
mit (S)-(+)-2-Butanol und konzentrierter Salzsaure versetzt und fur 15
Stunden bei 100°C im Trockenschrank gelagert (siehe Kapitel 2.3.8,
Seite 23). Im Anschluss wurde die Probe vollstandig zur Trockene
gebracht, mit 50ul MSTFA versetzt, und die Losung fur funf Minuten bei
80°C in den Trockenschrank gestellt. Mit 1ul dieser Losung wird eine
GC-Analyse durchgefuhrt. Als Vergleich wurde dieselbe Reaktion mit
Glycyrrhizin, welches ebenfalls eine mit B-D-Glucuronsaure enthalt,

durchgefuhrt.

x1,000,000)

{ I

‘ M1_hyd_butyl TMS| 200710.qgd

‘ ‘chyrrhicin_KiIiani_%_BuOHchiral_OlOHO—
\ T

i BM
| | Glycyrrhizinsaure

Abbildung 42: Gaschromatographische Analyse von BM und
Glycyrrhizin nach Hydrolyse (siehe Kapitel 2.3.8, Seite 23) und
Umsetzung mit chiralem Butanol (siehe Abbildung 10, Seite 25)
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Die Peaks mit einer Retentionszeit von ca. 33,6 Minuten und ca. 36,2
Minuten konnten als Glucuronolacton identifiziert werden. Bei dem
Peak bei ca. 40,2 Minuten handelt es sich um eine Glucuronsaure.
Diese Peaks im Chromatogramm des Glycyrhizins entsprachen jenen
im Chromatogramm von BM, sowohl in den Retentionszeiten als auch
in den Massen. Mit Hilfe dieses Vergleiches konnte die Glucuronsaure

der Substanz BM der D-Reihe zugeordnet werden.

Mittels der angefuhrten Methoden gelang es, BM als Quercetin-3-O-[3-

D-glucuronid zu identifizieren.

OH
OH

HO 0 e

Abbildung 43: BM, Quercetin-3-O-B-D-glucuronid

4. Zusammenfassung

In vorliegender Diplomarbeit wurden drei sulfatierte und eine
glucuronidierte Substanz aus wassrigen Extrakten von Myricaria

longifolia isoliert.

Die Substanz BK1 wurde aus einer Fraktion, die aus einem wassrigen
Extrakt der gesamten oberirdischen Teile stammte, gewonnen. Daflr
wurden die Fraktion tber SPE aufgetrennt und die daraus gewonnenen
Fraktionen mittels préparativer DC aufgetrennt. Die gewonnene
Substanz BK1 wurde mittels MS, UV/VIS-Spektroskopie und NMR-
Spektroskopie analysiert. Mit den Ergebnissen der MS konnte das

Aglykon der Substanz BK1 als sulatiertes Rhamnetin identifiziert



werden. Auf Grund der Labilitdt der Verbindung konnte allerdings keine
Aussage Uuber die Position der Sulfatgruppe mittels NMR getroffen
werden. In einer folgenden Arbeit soll die Substanz erneut isoliert

werden, um die Sulfatbindungsstelle eindeutig bestimmen zu kdénnen.

Die Substanzen BK2, BK3 und BM wurden aus einer Fraktion eines
Wasserextrakts, der ausschlief3lich aus Blattern hergestellt worden war,
isoliert. Dafur kam die semipraparative HPLC zur Anwendung. Fur die
Identifizierung der Substanzen wurden MS, UV/VIS-Spektrometrie und
NMR-Spektroskopie verwendet. Fur die Substanz BK2 konnte mittels
MS Isorhamnetin als Aglykon bestimmt werden, das sulfatiert vorlag. Es
gelang nicht, mit Hilfe der NMR eine genaue Aussage uber die Position
der Substituierung zu treffen. Es wird vermutet, dass es sich bei der
Bindungsstelle der Sulfatgruppe um die Position 3 handelt. Die
Ergebnisse der MS der Substanz BK3 zeigten das Vorliegen eines
sulfatierten Quercetins. Mittels NMR konnte die Position 3 als
Sulfatbindungsstelle ermittelt werden. Nachdem mittels MS die
Substanz BM als Quercetin, das als Glucuronid vorlag, identifiziert
werden konnte, wurde neben einer NMR-Analyse eine Hydrolyse mit
anschlieBender Umsetzung mit chiralem Butanol und GC-Analyse
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der NMR lieBen darauf schlieRen, dass
der Zucker an Position 3 mit dem Aglykon verknipft war. Aufgrund der
Resultate der GC konnte der Zucker der D-Reihe zugeordnet werden.
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BK2 Isorhamnetin-3-sulfat
B Quercetin-3-sulfat
BM Quercetin-3-0O-3-D-

glucuronid

Tabelle 22: Vorlaufige Strukturformeln und Bezeichnungen der isolierten

Substanzen BK2, BK3 und BM
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