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1 Einleitung

Pflanzen waren von Anfang an nicht nur das wichtigste Nahrungsmittel der Men-
schen; schon frith bemerkte der Mensch, dass sich manche Pflanzen in ihren In-
haltsstoffen unterscheiden. Verschiedene, von Pflanzen produzierte Stoffe fiihrten
nicht nur dazu, dass bestimmte Arten als Lebensmittel besonders geeignet er-
schienen, wihrend andere als giftig oder ungeniefsbar erkannt wurden. Schnell
entdeckte der Mensch auch, dass einige Pflanzen Heilkrafte besafsen und Krank-
heiten lindern oder Heilungsprozesse positiv beeinflussen konnten. Der Beleg fiir
den Einsatz von Pflanzen bereits zu Urzeiten findet sich in einer 60000 Jahre al-
ten Grabstiitte im Irak, in der die Uberreste von acht verschiedenen Heilkriutern
entdeckt wurden [1].

Aus den gesammelten Erfahrungen entstand im Laufe der Zeit die Volksmedi-
zin. Aus den alten Hochkulturen, z. B. in Agypten oder Indien, sind schriftliche
Belege iiber den Einsatz von medizinischen Pflanzen bereits um 1500 v. Chr. ent-
standen. Nach und nach wurden die Heilpflanzen entmystifiziert und bestimmten
therapeutischen Eigenschaften und Wirkungen zugeordnet. Der griechische Arzt
Dioskerides verfasste bereits im 1. Jahrhundert a. D. die Materia Medica, das
erste europaische Heilpflanzenbuch, das bis ins 17. Jahrhundert hinein als Stan-
dardwerk der Medizin galt. Auch heute noch gelten in der westlichen Welt iiber
1000 heimische Arten als Arzneipflanzen, wiahrend in der chinesischen Pharmaco-
poe iiber 5700 traditionelle Arzneien, davon der Grofsteil pflanzlichen Ursprungs,
aufgelistet werden [2]. Auf diesem Wissen beruht auch das in den letzten Jahren
wieder stark auflebende Interesse an der Krautermedizin und Naturheilkunde.
Die traditionelle Medizin ging allerdings dazu iiber, nicht die gesamte Droge,

sondern den isolierten Wirkstoff zu betrachten [3|. Die Suche nach bioaktiven



Pflanzeninhaltsstoffen dient dabei nicht nur zur Erklarung und Standardisierung
der Wirksamkeit, sondern auch als Lieferant von sogenannten Leitstrukturen und

als Anregung zur Synthese von neuen Wirkstoffen.

Alle in dieser Arbeit untersuchten Heilpflanzen werden in der Volksmedizin ein-
gesetzt. Atriplex semibaccata und Ononis vaginalis spielen eine grofse Rolle in der
traditionellen Medizin Agyptens [4], wihrend Fagerlindia depauperata eine bis-
her nicht untersuchte Heilpfanze aus Vietnam ist. Bei Ipomoea operculata dagegen
handelt es sich um ein Pflanze aus der Familie der Convolvulaceae (Windenge-
wichse), die weltweit Verwendung findet als starkes Laxativum sowie als Mittel

zur Blut- und Wundreinigung |5, 6].

Eine weitere friihzeitig angewandte Verwendung fiir Pflanzen, die mit der Ent-
wicklung von Textilien einherging, ist das Farben von Kleidung und Kosmetika.
Obwohl seit Jahrtausenden vom Menschen genutzt, sind die Naturfarbstoffe mit
dem Aufkommen der synthetischen Farbstoffe fast génzlich vom Markt verdrangt
worden. Erst seit ca. 30 Jahren, mit dem beginnenden 6kologischen Gedankengut
und der Suche nach umweltvertréiglichen Rohstoffen, steigt das Interesse an na-
tlirlichen Farbstoffen im Textil- und Nahrungsmittelbereich wieder stark an [7].
Aufgrund des oft schwankenden Farbstoffgehaltes in den Pflanzen wird aber auch
in diesem Bereich vermehrt versucht, die farbenden Verbindungen zu isolieren,
um einen industriegerechten Standard fiir die einzelnen Naturfarben aufstellen
zu konnen. Die Farbstoffe aller Pflanzen stammen im wesentlichen aus 5 Sub-
stanzklassen, welche ausfiihrlich untersucht und charakterisiert worden sind. Vie-
le farbige Naturstoffe sind daher in der Literatur beschrieben worden. Doch bei
vielen bekannten Farbepflanzen sind die farbenden Inhaltsstoffe nur unzulanglich
identifiziert und die Verteilung des Farbstoffes in der Pflanze wenig untersucht
worden. Die in dieser Arbeit untersuchten Farbepflanzen Alkanna tinctoria und
Tagetes erecta werden seit langem als solche genutzt. Garten-Springkraut (Im-
patiens balsamina) sowie Méadesiif (Filipendula ulmaria) sind dagegen bekannte
Zierpflanzen, als Féarbepflanzen aber weitgehend unbekannt. Sie wurden wegen
ihres besonderen Farbtons auf Woll- und Seidenfasern ausgewéahlt. Im Rahmen
des interdisziplindren Forschungs- und Entwicklungsprojektes “Farbepflanzen®, an

dem die Universitat Bayreuth und die Fachhochschule Hof beteiligt waren, sollten



die Hauptkomponenten der oben genannten Farbepflanzen identifiziert und im

Fall von Tagetes erecta bei verschiedenen Varietédten quantifiziert werden.

Auferdem bestand die Aufgabe dieser Arbeit darin, aus den oben beschriebenen
Heilpflanzen bioaktive Naturstoffe zu isolieren und diese sowie die von Dr. K. H.
Shaker aus Atriplex semibaccata und Ononis vaginalis erhaltenen Verbindungen

mittels spektroskopischer Methoden zu charakterisieren.



2 Allgemeiner Teil

2.1 Untersuchte Naturstoffe

2.1.1 Farbstoffe

Eine Verbindung erscheint farbig, wenn sie einen bestimmten Wellenlédngenbereich
aus dem sichtbaren Teil des Spektrums (im Bereich von 400 bis 800 nm) absor-
biert. Dies ist bei organischen Strukturen mit konjugierten m-Bindungssystemen
der Fall. Dabei gilt, dass das absorbierte Licht um so langwelliger ist, je stiarker
die m-Elektronen delokalisiert sind [37]. Einen Farbstoff nennt man eine farbige
Verbindung aber erst dann, wenn er die Fahigkeit besitzt, andere Stoffe, wie z.B.
Naturfasern, moglichst licht- und waschecht zu farben. Dies erfolgt meist, wenn in
dem Molekiil neben dem konjugierten Doppelbindungssystem Auxochrome (au-
zesis= Zunahme, chroma= Farbe) vorhanden sind, wie z.B. Amino-, Hydroxy-

oder Methoxygruppen.

Zu den 5 Substanzklassen, aus denen die natiirlich vorkommenden Pflanzenfarb-
stoffe stammen, zédhlen die Anthrachinone, Carotinoide, Flavonoide, 1,4-Naphtho-
chinone und Verbindungen des Indigo-Typs. Dabei vertritt jede Klasse einen be-
stimmten Farbbereich. Selten ist nur eine Klasse in einer Pflanze vertreten, oft
treten die Farbstoffe miteinander auf. Am wenigsten weit verbreitet sind da-
bei die Indigo-Verbindungen. Diese meist gelblichen Stoffe werden erst durch
Oxidation zu den bekannten blauen Farbstoffen (“jeansblau“). Anthrachinone,
eine ebenfalls eher seltene Klasse, weisen aufgrund ihres grofsen konjugierten -

Elektronensystems Rottone auf und eignen sich wie die Indigofarbstoffe gut zum
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Férben, da die Farben oft intensiv und stabil sind. Deutlich haufiger sind Farb-
stoffe der Naphthochinonklasse zu finden. Orangetone von orangebraun bis hin
zum gelblichen werden von Naphthochinonen gepriagt. Ein bekannter Vertreter
dieser Klasse ist das orange-gelbe Juglon, das nicht nur als Bliitenfarbstoff auf-
tritt, sondern auch z.B. in Walnussschalen enthalten ist. Auch Naphthochinone
sind fiir Naturstoffe relativ stabil und eignen sich gut fiir die Farbung, da sie im
allgemeinen gut an den Fasern haften bleiben. Ein besonderes Beispiel ist das
Shikonin. Dieses Naphthochinon besitzt einen intensiven Rotton. Shikonin ist in
Japan ein traditioneller Farbstoff und wird auch heute noch zur Farbung der ja-
panischen Flagge verwendet. Ebenso findet es noch Einsatz in der Kosmetik als
Lippenstiftfarbe. Dieses Naphthochinon und seine Derivate werden zudem in der

Medizin bei Hauterkrankungen eingesetzt [38|.

OH O

O

OH O OH

Shikonin

Die biologische Wirksamkeit von Carotinoiden, wie etwa die des (3-Carotins als
Provitamin, ist allgemein bekannt. Als orange Farbstoffe spielen sie aber trotz
ihrer starken Farbigkeit nur in bestimmten Bereichen der Lebensmittelchemie
eine Rolle. Carotine sind oxidationsempfindlich und verlieren daher auf der Faser
schnell an Intensitét. Die letzte verbleibende Substanzklasse, die der Flavonoide,
zeigt deutliche Unterschiede in der Farbigkeit, abhingig von der vorhandenen
Grundstruktur. So farben Flavone und Flavonole gelb, die Anthocyane jedoch
sind die weitest verbreiteten Grundstoffe roter und blauer Bliiten und Friichte.
Die Farbe der Anthocyanidine ist von mehreren Faktoren, wie Selbstaggregation,
Co-Pigmentierung oder pH-Wert abhéngig. So enthalten die Bliiten roter Rosen

und blauer Kornblumen das gleiche Anthocyan, Cyanin.
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2.1.2 Flavonoide

Flavonoide nennt man die weit gefacherte und sehr verbreitete Klasse von Verbin-
dungen, die sich vom Flavon (2-Phenylchromon) ableiten. Chromon seinerseits,

lasst sich als Abkommling des Chromans beschreiben.

L)

Chroman Flavon

Synthetisch werden Chromonderivate aus Phenolen und 3-Ketoséureestern durch
Erhitzen mit Phosphor-(V) -oxid dargestellt. So erhélt man Flavon aus Phenol
und Benzoylessigester [12]. Biosynthetisch werden bei den Flavonoiden, die zu den
wichtigsten Sekundarmetaboliten des Pflanzenreiches zahlen, die beiden aroma-
tischen Ringe auf getrennten Wegen hergestellt. Ring A entsteht iiber Malonyl-
CoA durch eine Kopf-Schwanz-Kondensation von drei Acetat-Molekiilen, die drei
Briicken-Kohlenstoffatome und der Ring B dagegen stammen aus dem allgemei-
nen Phenylpropanstoffwechsel vom Phenylalanin ab [13|. Das auf diesem Weg
entstandene Flavanon ist das zentrale Zwischenprodukt, von dem ausgehend alle
weiteren Flavonoide synthetisiert werden konnen. Die meisten dieser Flavonoide
werden anschliefend mit einem oder mehreren Monosacchariden verkniipft. Durch
die unterschiedlichen Modifikationen des Aglycons und der glycosidischen Formen
entsteht eine Vielzahl unterschiedlicher Strukturen. Allein bis 1996 wurden 3147
Flavone und Flavonole sowie weitere 3320 Anthocyane und iibrige Flavonoide
gezdhlt [15].
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Trotz dieser grofen Anzahl treten einige Vertreter besonders héufig auf. Der am
weitesten verbreitete Pflanzenfarbstoff aus dieser Klasse, Quercetin, kommt so-
wohl in der Rinde der Eichenart Quercus velutina (iiber die Hydroxygruppe in
Position 3 an L-Rhamnose gebunden) als auch als eine Komponente des Bliiten-
farbstoffes von z.B. Stiefmiitterchen und Rosen sowie als Bestandteil von Hopfen

(meist auch hier glycosidisch verkniipft, oft in Position 7 mit D-Glucose) vor [12].

OH

Quercetin

Flavonoide spielen jedoch nicht nur als Planzenfarbstoffe eine wichtige Rolle. Vie-
le sind biologisch stark aktiv. Dabei zeigt sich ein breit gefachertes Wirkspektrum.
Flavone in Nahrungsmitteln sind wirksame Antioxidantien und sind oft wichtiger
Bestandteil sogenannter “functional foods* [14], also von Lebensmitteln, die aus
gesundheitlichen oder nahrungsmitteltechnischen Griinden modifiziert werden. In
der Medizin werden Flavone zudem wegen ihres antiallergischen [16], antiinflam-
matorischen, antihdmorrhagischen, spasmolytischen, koronardilatierenden, anti-
viralen und diuretischen Effektes eingesetzt. Flavonoide weckten in den letzten
Jahren vermehrt Interesse als Mittel zur Krebsvorsorge. Neben einem antipro-
liferativen Effekt [17] spielt vor allem die starke Antimutagenitéit der Flavone
eine groffe Rolle. Quercetin inhibiert die Mutagenitéit von Benzo|a|pyren und
heterocyclischen Aminen [18|. Dieses und andere Flavone sind Ursache der anti-
mutagenen Wirkung vieler Gewiirzpflanzen, wie etwa des Oreganos [19] oder des

Rosmarins [20].

Auch ein anderes Flavon, das Eupatilin aus Artemisia argyi Levl. et Vant., einer
Heilpflanze der chinesischen Volksmedizin, ist ein Antimutagen [21]. Dieses in
Asteraceen oft vorkommende Flavon besitzt wie das bekanntere Apigenin vielfal-

tige Wirkungen. Es wirkt als Tumor-Inhibitor, gegen Psoriasis und als Antialler-
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gikum. Eupatilin verhindert die Freisetzung von Leukotrien D4 aus Neutrophilen
und Magenschleimhautzellen [22] und kann daher die durch Helicobacter pylori-
Befall initiierten Entziindungen und Geschwiire im Gastrointestinaltrakt verhin-
dern. Auch bei weiteren gastroinflammatorischen Erkrankungen wird Eupatilin

verwendet [23].

OMe
OMe

HO O

MeO ‘
OH

Eupatilin

Manche Flavonoide dienen Pflanzen als Abwehrstoffe gegen Bakterien, Viren,
Insekten und vor allem Pilze. Einige Flavone sind in ihrer glycosidischen Form
in den Pflanzenzellen gespeichert und werden nach Pathogenbefall verstarkt ak-
kumuliert, andere werden erst nach der Infektion de mowvo synthetisiert. Diese
speziellen Flavonoide gehdren zu den Phytoalexinen. Der bekannteste Vertreter
dieser Art ist das Pisatin mit der Grundstruktur eines Pterocarpans aus der Erbse
Pisum sativum L.. Es war das erste Phytoalexin, das chemisch charakterisiert und

dessen Struktur mittels NMR-Spektroskopie aufgeklart werden konnte |24, 25].

H4CO o
T
0 0

(+)-Pisatin

Pterocarpane kommen héaufig in Fabaceen vor und stellen aufgrund ihrer fungi-

ziden Wirkung einen natiirlichen Schutz gegen Pilzinfektionen dar.
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2.1.3 Iridoide

Die Bezeichnung Iridoid ist ein abgeleiteter Begriff, weil diese Verbindungen aus
den Sekreten einiger Ameisenarten der Gattung Iridomyrmez isoliert wurden und
dort zur Feindabwehr dienen [8]. Die Iridoide repréisentieren eine grofe Gruppe
von Cyclopentano(c)pyran- Monoterpenoiden, die als Naturstoffe in vielen Pflan-
zenfamilien vorkommen und héaufig als Glucosid vorliegen. Des 6fteren sind Zimt-
oder Kaffeesdure mit dem Iridoid- Grundkorper verkniipft. Eine weitere Einord-
nung erfolgt anhand der vorhandenen Kohlenstoffatome im Geriist. So sind die
Hauptgruppen eingeteilt in Grundkorper aus 8, 9 oder 10 Kohlenstoffen oder
deren Dimere. Zu den Iridoiden gehoren auch die Secoiridoide, deren Stammver-

bindung Secologanin ist.

Ein fritherer Name fiir Iridoide war Pseudoindicane, da die meisten Vertreter
dieser Klasse nach der Hydrolyse Blaufirbung aufweisen. Aufgrund der weiten
Verbreitung und leichten Nachweisbarkeit dienen sie seit langem in der Chemo-
taxonomie zur botanischen Klassifizierung [9]. Iridoide besitzen eine Vielzahl bio-
logischer Aktivitdten, die in den meisten Féllen jedoch verhaltnisméfig schwach
ausgepragt sind. So ist das aus Catalpa speciosa isolierte Speciosid allein nur
leicht wirksam; der Teilextrakt dieser Pflanze, der Speciosid und andere Iridoid-
glucoside enthélt, bewirkt jedoch eine deutliche Frafshemmung bei der Mottenart

Lymantria dispar L. [10].

) o]
HO
0o
HO

OH

Speciosid

Auch die biologisch starker aktiven Iridoidglucoside aus Citharexylum quadrangu-

lar zeigen die grofite Wirkung, wenn sie zusammen angewendet werden. So besitzt
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der alkoholische Extrakt dieser Pflanze, der Phlomiol, Durantosid I, Lamiid und
weitere Iridoide enthélt, einen signifikanten antihypertensiven, hepatoprotektiven

und gegen Geschwiire wirkenden Effekt.

HO" cyH OH

5 0
HO OH

OH

Lamiid Durantosid |

Dies stimmt gut mit der Anwendung der Pflanze in der traditionellen dqyptischen
Medizin iiberein. Dort wird die weit verbreitete Citharexylum quadrangular als
Diuretikum, Antipyretikum und als Mittel zur Behandlung von Lebererkrankun-

gen eingesetzt [11].

2.1.4 'Triterpensaponine

Triterpensaponine bestehen aus dem lipophilen Sapogenin und hydrophilen Sac-
charidteil. Dies bewirkt eine Amphiphilie, die sich in einer Herabsetzung der
Oberflachenspannung wassriger Losungen zeigt. Sie wirken daher als Emulga-
toren und Schaumbildner, woher sich auch der Name “Saponin® (aus dem La-
teinischen von sapo=Seife) ableitet [26]. Das Aglycon weist ein pentacyclisches
(a-,0-Amyrin) oder seltener tetracyclisches (Dammaran) Triterpengertiist auf, das

sich biogenetisch vom Squalen ableitet [27].

Triterpensaponine kommen in zahlreichen Pflanzenfamilien vor, und Saponindro-
gen sind in allen Volksmedizinen weit verbreitet. Sie werden seit altersher gegen
so unterschiedliche Krankheiten wie Husten, Gicht, Rheuma und Syphilis einge-
setzt [28,29|. Zudem kommen Tees saponinhaltiger Pflanzen als harntreibende

Mittel und bei Blasen-, Nieren- und Stoffwechselerkrankungen zum Einsatz [30].

Das breitgefacherte Wirkspektrum weckte grofes Interesse an dieser Substanz-

klasse, so dass eine Vielzahl von pharmakologischen Tests durchgefiihrt wurden.
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Dabei ergaben sich hamolytische, fungizide, antivirale, aquaretische, expektorie-
rende, resorptionsbeeinflussende und Cholesterin senkende Effekte [31,32]. Eine
besondere Anwendung der Saponine erfolgt als Einsatz in sogenannten immune-
stimulating complexes (ISCOM). In diesen Komplexen wird ein Triterpensaponin
mit Cholesterol und Phospholipiden zusammen mit einem spezifischen Antigen,
meist einem Virus, eingesetzt. Dabei wird durch die immunstimulierende Wir-
kung der Saponine eine verstiarkte Reaktion des Immunsystems auf das Antigen
erreicht [33,34]. Es sind vielversprechende Versuche mit ISCOM-Impfstoffen ge-
gen Herpes-, HI- und Grippe-Viren in der Literatur berichtet worden. In der
Veterindrmedizin wird seit Jahren ein Saponin aus Quillaja saponaria gegen die

Maul- und Klauenseuche eingesetzt [28,31].

Der immunstimulatorische Effekt ist besonders beim Formosanin-C, einem in

Liliaceen vorkommenden Diosgeninsaponin, zu beobachten.

OH
o 0
HO
HyC7 0
o o
HO
HsC o OH HyC O
HO HO
HO  on HO  on

Formosanin-C

Dieses Saponin, das in der chinesischen Pflanzendroge “Yunan Bai Yao“, die in
vitro eine starke Cytotoxizitat gegen Krebszellen zeigt, entfaltet seine Antitumor-
wirkung durch Modulation des Immunsystems. Méause mit Lebercarcinom, denen
Formosanin-C injiziert wurde, haben eine erhéhte Anzahl an Killerzellen sowie
hohere Interferon-Werte im Blut. Das Wachstum der Hepatomzellen wurde inhi-

biert [35]. Ein weiteres asiatisches Therapeutikum, der Ginsengextrakt, zeigte in
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vivo bei verschiedenen Krebsarten cancerostatische Wirkung. Die aus der Droge

isolierten Ginsenoside hemmten besonders das Wachstum von Melanomzellen.

Saponine wirken auch indirekt cancerostatisch. So ist der Zusammenhang zwi-
schen Darmkrebs und gesteigertem Gehalt an Gallenséduren im Stuhl seit lange-
rem erwiesen. Saponine bilden mit den als Krebspromotoren geltenden Gallenséu-
ren Mizellen, reduzieren so die Menge an freien Séduren im Darm und verhindern
dadurch Wucherungen der Darmzellen. Dies wurde in Tierversuchen an der Maus
bewiesen [35,36].

2.1.5 Harzglycoside

Harzglycoside sind besondere Glycolipide, die nur in der Familie der Convolvula-
ceae und dort nur in der Subfamilie der Convolvuloideae vorkommen. Die Pflan-
zen dieser Familie besitzen Reihen sekretorischer Zellen, die einen milchigen, harz-
artigen Inhalt haben, der vorwiegend aus den fiir diese Arten charakteristischen
Harzglycosiden besteht. Diese setzen sich aus langkettigen Hydroxyfettsduren,
Zuckern und oft zusétzlichen fliichtigen, kurzkettigen Sduren zusammen [39]. Es
kommen nur wenige unterschiedliche Fettsduren vor, es sind fast ausschliefslich
Mono- oder Dihydroxyfettsdurederivate der Tetra- oder Hexadekansdure. Auch
bei den Zuckern ist die Auswahl an Monosacchariden begrenzt, D-Glucose und
L-Rhamnose sind in fast allen Harzglycosiden enthalten und stellen den grofs-
ten Anteil in den jeweiligen Zuckereinheiten dar. Allerdings ist die Vielfalt un-
terschiedlicher Saccharideinheiten in diesen Glycolipiden beachtlich, ihre Grofse
schwankt zwischen Di- und Hexasacchariden, und es gibt grofe Variationen in
der Verzweigung und dem Einbau weniger héufiger Monosaccharide, wie etwa D-
Fucose oder D-Chinovose. Trotz dieser Variabilitéit zeigen alle Harzglycoside eine
Gemeinsamkeit. Bei jedem Harzglycosid ist eine Hydroxyfunktion der Fettsidure
glycosyliert. Zudem sind grundsétzlich bei den nativ isolierten Harzglycosiden
intramolekulare Ester der Fettsaure mit einer Hydroxygruppe aus dem Saccharid

beschrieben.

Aufgrund der Komplexitat der Harzglycoside ist ihre Charakterisierung schwierig.

Nur dank moderner NMR-Spektroskopie ist es in den letzten Jahren gelungen, die
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Struktur einer Reihe von Harzglycosiden im nativen Zustand zu ermitteln. Die
frither angewandten Methoden der Strukturermittlung (Permethylierung, Aceto-
lyse sowie Hydrolyse und Identifizierung der Einzelkomponenten) waren ungenau
und fithrten zu einer Reihe falscher Strukturvorschliage. So ist eines der einfach-
sten Harzglycoside, Muricatin B, von Khanna und Gupta aus Ipomoea muricata
isoliert und als -Rhamnosid beschrieben worden [40]. Die Synthese durch Wag-
ner et al. wiederlegte diese Annahme jedoch und bestétigte die Struktur des
Muricatin B als a-L-di-Rhamnosid [39].

HaC—(CHals—CH-—(CHy)g—COOH

0]
Hs;C (0]
(0]
HO
HsC o) OH
HO
HO
OH Muricatin B

Trotz der Schwierigkeiten bei der Isolierung und Strukturbestimmung gibt es eine
Reihe von Publikationen iiber Harzglycoside. Sie sind nicht nur von grofser Be-
deutung fiir die Chemotaxonomie der Convolvulaceen, sondern besitzen auch eine
Vielzahl biologischer Aktivitaten. Allen Harzglycosiden ist ein laxativer und di-
uretischer Effekt zu eigen, weshalb viele von ihnen in der Volksmedizin als Abfiihr-
mittel angewandt werden. Weiterhin werden antimikrobielle, cytotoxische und
Pflanzenwachstum hemmende Eigenschaften beschrieben [41]. Jalapa-Harz (aus
Ipomoea purga oder Ipomoea operculata), das in der siidamerikanischen Volks-
medizin eine grofte Rolle spielt und auch nach Europa exportiert wurde, besitzt
neben dem besonders stark ausgeprigten laxativen Effekt auch wundreinigende

Eigenschaften und wird auch als wirksames Entwurmungsmittel eingesetzt.

Ein herausragender Vertreter der Harzglycoside ist das Tricolorin A aus Ipomoea
tricolor. Diese Pflanze wird in der traditionellen mexikanischen Landwirtschaft
zur Kontrolle des Unkrautwachstums eingesetzt. Tricolorin A fungiert aber nicht
nur als Inhibitor des Pflanzenwachstums. Es wirkt gegen Staphylococcus aureus
(mit einem MIC-Wert von 1.8ug/ml), besitzt cytotoxische Aktivitat gegen die

murine Tumorzellinie P-388 sowie gegen eine humane Brustkrebszellinie ( EDj
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2.2pg/ml) und hemmt die Phorbolester-induzierte Aktivierung der Protein Kina-
se C [42].

HO (0]
OH
0=—_HO Q 0
(0]
(0]
HaC_

CH: hc o7 o
HH/O CH;
H;C o o o) H
HsC O CH,—CHs
HO

HO OH
Tricolorin A

2.2 Methoden der Strukturbestimmung

Die wichtigsten Mittel zur Strukturbestimmung organischer Molekiile sind spek-
troskopische Methoden. Molekiile besitzen Ladungsverteilungen und Spinsyste-
me, die elektrische und magnetische Eigenschaften bedingen. Bei allen spektro-
skopischen Methoden werden Verdnderungen dieser Eigenschaften, wie etwa die
Anregung von Schwingungen oder Elektronen, welche durch Wechselwirkung mit
elektromagnetischen Strahlen entstehen, registriert. Da diese Eigenschaften ab-
héngig von der Struktur der Verbindung sind, lassen sich anhand der charakteri-

stischen Absorptionsspektren Riickschliisse auf diese Struktur ziehen.
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2.2.1 Kernspinresonanz (NMR)

Mit der Methode der kernmagnetischen Resonanz oder nuclear magnetic reso-
nance (NMR) wird die Wechselwirkung zwischen Atomkernen und elektroma-
gnetischer Strahlung in einem &dufleren homogenen Magnetfeld beobachtet. Die
magnetischen Momente eines Atoms mit ungerader Ordnungs- oder Massenzahl
nehmen in einem starken Magnetfeld die energetisch unterschiedlichen Orientie-
rungen niedriger (parallel) oder hoherer Energie (antiparallel) zum angelegten
Feld ein. Diese Energiedifferenz, die im Bereich langwelliger elektromagnetischer
Strahlung (Radiowellen) liegt, ist abhéngig von der Grofe des kernmagnetischen
Moments und der Stéarke des angelegten dufseren Magnetfelds. Wenn die Ener-
gie einer eingestrahlten Radiowelle der Energiedifferenz entspricht, wird diese
Frequenz absorbiert und die magnetischen Momente der Kerne in Feldrichtung
gehen in die energiereichere Ausrichtung iiber. Diesen Prozess nennt man ma-
gnetische Resonanz, den umgekehrten Vorgang der Abgabe potentieller Energie
und der Wechsel in die energetisch niedrigere Orientierung bezeichnet man als
Relaxation. Diese Freisetzung der Energie wird in einem NMR-Experiment be-
obachtet [43]. Dabei sind die auftretenden Energiedifferenzen keine Konstanten,
denn das angelegte Magnetfeld kann am Atomkern aufgrund induzierter Sekun-
darfelder der Elektronen verstérkt oder geschwécht sein. So unterscheiden sich
Kerne mit unterschiedlicher elektronischer Umgebung in ihrer Resonanzfrequenz.
In der organischen Chemie sind Wasserstoff und Kohlenstoff die haufigsten Ele-
mente, so dass die 'H-NMR- und die *C-NMR-Spektroskopie weit verbreitet sind
und die Grundlage fast jeder Strukturbestimmung ist. Eindimensionale Experi-
mente sind fiir die Strukturermittlung organischer Verbindungen jedoch nicht
ausreichend, so dass eine Reihe von zweidimensionalen Experimenten hinzuge-
zogen wird. Anwendung finden dabei die homonuklearen Protonenexperimente
'H,'H-COSY (*H,'H-Correlated Spectroscopy), TOCSY (Total Correlation Spec-
troscopy), NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) und ROESY (Ro-
tating frame NOESY), die heteronuklearen Experimente HMQC (Heteronuclear
Multiple Quantum Correlation) und HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Cor-
relation), sowie in einigen Féllen die kombinierten Experimente HMQC-COSY
und HMQC-TOCSY.
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Im'H,'H-COSY sieht man die Kopplungen der Protonen eines Molekiils. In die-
sem Spektrum gibt es zwei Arten von Signalen: Auf der Diagonale erhélt man
das eigentliche Protonenspektrum, wie es auch im eindimensionalen Spektrum
erhalten wird; zusétzlich sieht man auf der Fliache die Korrelationssignale, auch
Kreuzsignale genannt. Zieht man von diesen Signalen eine waagerechte und eine
senkrechte Linie zur Diagonalen, findet man dort die 'H-Verschiebungen der mit-
einander koppelnden Protonen [44]. Um eine erweiterte Form dieses Experimen-
tes handelt es sich beim TOCSY-Experiment, bei dem das gesamte Spinsystem
eines Protons dargestellt werden kann [45]. Dies ist vor allem bei der Struk-
turaufkldrung von Sacchariden hilfreich, da ausgehend vom anomeren Proton die
Korrelationen der Protonen des gesamten Ringsystems identifiziert werden kon-
nen. ROESY- und NOESY-Experiment dagegen sind homonukleare Methoden,
aus denen die rdumliche Ndhe von Protonen erkannt werden kann. Diese Expe-
rimente bedienen sich beide des Kern-Overhauser-Effektes, bei dem es sich um
eine Ubertragung der Magnetisierung von einem zu benachbarten Protonenker-
nen (dipolare Kopplung) handelt [45]. Anwendung finden diese Experimente bei-
spielsweise bei Triterpenen, um zu bestimmen, ob Protonen axial oder dquatorial

stehen.

Die beiden heteronuklearen Experimente HMQC und HMBC werden invers ge-
messen. Das bedeutet, dass nicht die unempfindlichen *C-Kerne, sondern die
6000-mal empfindlicheren Protonen zur Signaldetektion verwendet werden. Im
HMQC-Experiment sieht man direkte CH-Kopplungen (}Jcz). Ein Korrelati-
onssignal befindet sich dort, wo die *C-Verschiebung in der F;-Dimension mit
der 'H-Verschiebung der Fy-Dimension koppelt. Das HMBC-Experiment ist auf
3Jon-Kopplungen optimiert. Dieses Spektrum liefert also CH-Fernbeziehungen,
am deutlichsten iiber 3 Bindungen hinweg, oft aber auch iiber 2 oder 4 Bindun-
gen. Mit Hilfe dieses Experimentes lassen sich Substrukturen, Verkniipfungen und

die Lage quartidrer Kohlenstoffatome bestimmen.
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2.2.2 Massenspektrometrie

Bei der Massenspektrometrie wird die zu untersuchende Verbindung im Hoch-
vakuum verdampft und durch Elektronenbeschuss ionisiert. Die resultierenden
geladenen Tonen werden anschliefend durch ein elektrisches Feld beschleunigt
und im homogenen Magnetfeld proportional zu ihrer Masse aufgetrennt [47]. In
der gebrduchlichen EI-MS (Elektronenstof- Massenspektrometrie) wird zur Io-
nenerzeugung meist eine Potentialdifferenz zwischen Kathode und Anode von
70V (entspricht einer Energie der Elektronen von 70eV) verwendet, die nicht nur
zur Bildung des Molekiil-Radikal-Kations, sondern aufgrund der hohen Energie
auch zur Bildung von Fragment-Ionen fiihrt. Daher erhilt man nicht nur die Mo-
lekiilmasse der Verbindung, sondern kann aus charakteristischen Bruchstiicken
auch auf die Anwesenheit bestimmter funktioneller Gruppen oder Strukturein-
heiten schlieffen [43]. Bei groferen oder sehr polaren Verbindungen iiberwiegen
die Fragmentierungsreaktionen oft derart, dass kein Molekiil-lTonen-Signal erhal-
ten wird. In diesen Féllen greift man auf andere Methoden der Ionisierung zu-
riick. Ein Verfahren ist die FAB-MS (Fast Atom Bombardment; auch LSI-MS
fiir liquid secondary ion mass spectrometry genannt), die zur Untersuchung von
schwer fliichtigen Verbindungen eingesetzt wird. Dabei wird die geloste Probe in
einer Glycerinmatrix suspendiert, die mit Primérionen beschossen wird. Daraus
werden aus den Molekiilen die Sekundérionen ((M-H)™) freigesetzt; durch diese

weiche Tonisierung entstehen nur wenige Fragmentionen.

Eine weitere hiufige Methode ist die Elektrospray-lonisation (ESI). Hierbei fliefst
die Substabzlosung durch eine zylindrische Elektrode, so dass geladene Tropfchen
entstehen, die unter Verdampfung des Losungsmittels immer kleiner werden. Die-
ses Verfahren eignet sich ebenfalls zur untersuchung von schwerfliichtigen Verbin-
dungen und ist wegen ihres Versuchsaufbaus auch zur Kopplung von chromatogra-
phischen Methoden mit der Massenspektrometrie (besonders LC-MS) geeignet.

Auferdem konnen auch Molekiile htherer Masse detektiert werden [47].
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2.2.3 UV-Spektroskopie und Circulardichroismus

Absorbiert ein organisches Molekiil Strahlung aus dem sichtbaren oder ultravio-
letten Spektralbereich, fiihrt dies zu Elektroneniibergéingen aus besetzten in leere
Orbitale, also zu Ubergéingen zwischen diskreten Energieniveaus. Die Wellenlin-
ge der Absorption ist ein Maf fiir den Abstand der Energieniveaus, der zwischen
den Molekiilorbitalen herrscht. So wird fiir die Anregung von o-Elektronen ener-
giereichere Strahlung benétigt als fiir die Anregung einsamer Elektronenpaare
oder von m-Elektronen. Dabei wird bei m-Orbitalen die Energiedifferenz geringer,
je grofer das konjugierte System ist, in dem sich die Elektronen befinden [43].
Daher kénnen aus UV- und UV-Vis-Spektren Riickschliisse auf die Struktur der
organischen Verbindung gezogen werden. Nicht nur die Grofse, sondern auch die
Konfiguration eines konjugierten Systems spielt bei den Elektroneniibergéingen ei-
ne Rolle. So ist z. B. beim -Carotin der Energielibergang, der zur Bande bei 340
nm fiihrt, in der all-(E)-Konfiguration Symmetrie-verboten, durch den Einbau ei-
ner (Z)-Konfiguration aber Symmetrie-erlaubt [48], die Unterscheidung zwischen

den Konfigurationen ist also einwandfrei moglich.

Viele Naturstoffe sind chiral und somit optisch aktiv. So wird ein Stoff bezeichnet,
der in der Lage ist, die Ebene linear polarisierten Lichtes zu drehen. Dieser Effekt
wurde erstmals von Biot an organischen Substanzen entdeckt [49]. Beim Durch-
gang linear polarisierten Lichtes durch eine optisch aktive, absorbierende Probe
ist der elektrische Feldvektor des Lichtes nicht langer in einer Ebene ausgerichtet,

sondern erscheint als Ellipse.

Der elektrische Feldvektor E des linear polarisierten Lichtes kann als Produkt der
links und rechts circular polarisierter Komponenten aufgefasst werden. Werden
die beiden Komponenten von der Probe bei beliebigen Wellenléngen unterschied-
lich absorbiert, so liegen unterschiedliche Brechungsindizes fiir die beiden circular
polarisierten Anteile vor. Ist dies der Fall, gilt das fiir alle Wellenldngen. Die ver-
schieden schnellen Ausbreitungsgeschwindigkeiten der polarisierten Lichtstrahlen
im chiralen Medium fiihren zu einer Phasenverschiebung, die proportional zur
Brechungsindexdifferenz ist. Nach Verlassen der Probe ergibt die Kombination

der beiden Strahlen eine permanente Drehung des elektrischen Feldvektors. Die-
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ser Effekt wird als optische Drehung « bezeichnet.

o — 180l(nL - TLR)

2.1
Avak ( )

a: Drehwinkel in Grad
nr: Brechungsindex fiir linkscircular polarisiertes Licht
ng: Brechungsindex fiir rechtscircular polarisiertes Licht
[: Schichtdicke

Avar: Wellenlénge im Vakuum (selbe Léngeneinheit wie 1)

In der organischen Chemie wird die optische Drehung meist als spezifische Dre-
hung [a]f angegeben. Diese Stoffkonstante wird bei bestimmter Temperatur und
Wellenldnge gemessen.

(2.2)

(] spezifische Drehung
a: Drehwinkel in Grad

c: Konzentration in #

[ Schichtdicke des Mediums in dm

Blickt man gegen den Lichtstrahl und der Feldvektor ist im Uhrzeigersinn gedreht,
erhédlt « ein positives Vorzeichen und man spricht von einer rechtsdrehenden
Verbindung. Ist die Ebene im Gegenuhrzeigersinn gedreht, spricht man von einer

linksdrehenden Verbindung und setzt ein negatives Vorzeichen.

Betrachtet man links- und rechtscircular polarisierte Komponente bei jeder Wel-
lenldnge getrennt voneinander, so erkennt man, dass sie vom optisch aktiven
Medium unterschiedlich absorbiert werden. Beide sind immer noch circular po-
larisiert, doch unterscheiden sie sich im Radius des Kreises des elektrischen Vek-
tors, d. h. ihre Amplituden differieren. Addiert ergibt sich so aus den Kreisen
die elliptische Form. Diesen Effekt nennt man Circulardichroismus [51], die ge-
messene Einheit ist die Elliptizitdt © in Abhéngigkeit von der Wellenlénge. Der
Circulardichroismus ist daher die Differenz der molaren dekadischen Absorpti-

onskoeffizienten (€) von links- und rechtscircular polarisiertem Licht.
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Ae =€, —€p (2.3)

Zwischen Circulardichroismus und molarer Elliptizitat besteht ein einfacher Zu-

sammenhang:

(O] = 3300A¢ (2.4)
M
~100¢l

O] (2.5)

l
cm mol
l
cm mol

[©/]: molare Elliptizitit in

Ae: Circulardichroismus in
M : Molmasse

¢ : Konzentration in mTOl

1 : Schichtdicke des Mediums in cm

Effekt einer optisch aktiven, absorbierenden Probe auf linear polari-
siertes Licht:

(a) Elektrischer Feldvektor vor dem Probendurchgang; unten aufgeldst in die
rechts (RH)-und linkszirkular (LH) polarisierten Komponenten

(b) Elektrischer Feldvektor nach dem Probendurchgang; die Summe der unten

dargestellten Einzelkomponenten bewirkt die Ellipse



3 Isolierung und Strukturermittlung

3.1 Farbepflanzen

3.1.1 Fraktionierung

Die Vorfraktionen wurden bei allen untersuchten Farbepflanzen gleich hergestellt.
Zunéchst wurde das getrocknete oder gefrorene Pflanzenmaterial, welches aus
dem Okologisch-botanischen Garten der Universitit Bayreuth erhalten wurde,
zerkleinert. Anschlieffend wurde zweimal mit der 100fachen Menge an Ethanol 30
min bei Raumtemperatur extrahiert. Es wurde noch einmal 30 min mit 80%igem
Ethanol extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden bis zur Trockne eingeengt
und der gewonnene Rohextrakt in Wasser aufgenommen. Zur Entfettung und Ent-
fernung unpolarer Substanzen wurde Hexan zugegeben. Die abgetrennte wéssrige
Phase wurde mit Chloroform ausgeschiittelt. Anschlieffend extrahierte man die
erhaltene wéssrige Phase mit n-Butanol. Je nach Farbe der Extrakte wurden der

Butanol- oder der wéssrige Extrakt weiter untersucht.

28
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Pflanzenmaterial

Ethanol,
Ethanol 80%
Rohextrakt

1. Wasser
2. Hexan

Org. Phase ——— Wiissr. Phase

Chloroform
Org. Phase Waissr. Phase

n-Butanol

Wissr. Extrakt

Butanol-
Extrakt

3.1.2 Impatiens balsamina
Beschreibung

Impatiens balsamina L. gehort zur Familie der Balsaminaceae. Diese Familie
zeichnet sich durch saftige Sténgel und grofe, aufféllig gefarbte Bliiten aus. Ob-
wohl die meisten Arten in den tropischen Regionen Asiens
und Afrikas heimisch sind, sind sie als beliebte Zierpflan-
zen auch in unseren gemifbigten Regionen weit verbrei-
tet [52]. Den deutschen Namen Springkraut verdanken
die Impatiens-Arten ihren Fruchtkapseln, die bei Beriih-
rung die reifen Samen ausschleudern. Impatiens balsami-
na (Garten-Springkraut) ist ein 20-50 cm hohes Gewéchs

mit einfachem Stdngel, an dem wechselstdndig schmale

Blétter sitzen. In der Bliitezeit von Juli bis August stehen
1-3 rosa oder violette Bliiten in den Achsen der oberen Blatter [53]. Als Farbstof-



3.1 Farbepflanzen 30

fe werden vor allem Anthocyane genannt, von denen einige neben den Flavonen
Kéampferol und Quercetin aus hydrolysierten Bliitenextrakten isoliert wurden.
Erwéhnenswert ist das Vorkommen von Naphthochinonderivaten in allen Impa-
tiens-Arten. So konnte als erste Verbindung dieser Art 2-Methoxy-1,4-naphtho-
chinon (Lawson-monomethylether), ein natiirlicher Vitamin K-Antagonist, von

Little et al. 1948 aus Impatiens balsamina isoliert werden [52].

Abb. 1: Aufarbeitungsschema von I'mpatiens balsamina

Gefrorene Bliiten
(rot-violett) 220 g

Ethanol
Rohextrakt 8,1 g

l

Butanolextrakt 3,7 g

Si 60
I II I
1,L18g 098g 03¢
Si 60
1 2 3
40,3 mg 14,4 mg 160 mg

PDC Si 60

1 2

7,8 mg 10,1 mg



3.1 Farbepflanzen 31

Strukturermittlung

Das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 1 zeigt Signale, die fiir Flavonoide ty-
pisch sind. Im “Aromatenbereich” sind vier Signale erkennbar. Zwei davon sind
jeweils ein Dublett mit einer Kopplungskonstante von 1,9 Hz und entsprechen
den meta-sténdigen Protonen an C-6 (6.16 ppm) bzw. C-8 (6.35 ppm). Die iib-
rigen beiden Signale stellen die vier Protonen des Phenylringes an C-2 dar und
bieten das typische Bild eines para-substituierten Aromaten. Die gut erkennba-
re Konstante der ortho-Kopplung zwischen H-2und H-3° bzw. H-5"und H-6"
betrigt 8.8 Hz. Dies und die Tieffeldverschiebung des C-4°-Signals (161.6 ppm)
deuten auf eine Hydroxylgruppe in dieser Position hin. Das Monosaccharid ist
in Position 3 an das Aglycon gebunden. Dies wird durch den Crosspeak des C-
3-Signals (135.3 ppm) mit dem Dublett des anomeren Protons (5.21 ppm) der
(-D-Glucopyranose im HMBC-Spektrum bewiesen. Die Protonen der Methoxy-
gruppe zeigen im HMBC-Spektrum einen schwachen Crosspeak zum C-7. Zudem
ist das C-7-Signal (167.7 ppm) deutlich tieffeldverschoben, was das Vorhanden-

sein einer Methoxygruppe in dieser Position bestatigt.

Abb. 2: Rhamnocitrin-3-O-8-D-glucopyranosid (1)

Es handelt sich daher um 3-O-3-D-Glucopyranosyl-3,4 *,5-trihydroxy-7-methoxy-
flavon (Rhamnocitrin-3-O-/3-D-glucopyranosid). Das Aglycon dieser selten vor-
kommenden Verbindung, die bisher nicht aus Impatiens balsamina bekannt war,

ist vor allem in Tamaricaceen gefunden worden [55].



3.1 Farbepflanzen 32

Position 'H 3¢
2 - 158.9
3 - 135.3
4 - 179.3
5 - 163.0
6 6.16 d, 1.9Hz 100.4
7 - 167.7
8 6.35 d, 1.9Hz 95.1
9 - 158.6
10 - 105.3
1’ - 122.8
27 6.87 , 8.8Hz 132.2
3 8.04 , 8.8Hz 116.1
4- - 161.6
5’ 8.04 , 8.8Hz 116.1
6 6.87 , 8.8Hz 132.2

OMe 3.34 49.8
17 5.21 d 7.3 Hz 104.2
27 3.42 75.7
37 3.39 78.1
47 3.29 71.3
577 3.20 78.4
6" 3.53/3.68 62.6

Tab. 1: 'H- und *C-NMR-Daten von 1 in CD30D

Das Protonenspektrum der Verbindung 2 zeigt auferhalb des “Monosaccharidbe-
reichs“ 5 Signale, von denen eines isoliert vorliegt, wihrend die anderen Signale
das komplexe Aufspaltungsmuster von vier miteinander koppelnden Protonen ei-
nes Aromaten aufweisen. Das Vorhandensein zweier *C-Signale im Ketonbereich

(178.3 und 183.3 ppm) bestétigt, dass es sich bei dieser Verbindung um ein Naph-
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thochinon handelt, das im 2. Ring unsubstituiert ist. Das Singulett des Protons

in Position 3 und die Tieffeldverschiebung des C2-Signals auf 152.7 ppm weisen

auf eine Sauerstofffunktion in Position 2 hin. An dieser Stelle ist das Aglucon mit

(-D-Glucopyranose verkniipft.

Position 'H BC
1 - 178.3
2 - 152.7
3 5.41 105.3
4 - 183.3
5 7.81 126.6
6 7.53 132.4
7 7.62 135.2
8 7.72 125.6
9 - 132.5
10 - 132.3

177 4.96 d 7.4 Hz 105.4
277 3.23 75.8
377 3.39 78.2
47 3.21 71.4
577 3.46 78.5
6" 3.58/3.73 62.4

Tab. 2: 'H- und ¥*C-NMR-Daten von 2 in CD30D

3.1.3 Filipendula ulmaria

Beschreibung

OH

OH
OH

Abb. 3: 2-Hydroxy-1,4-naphthochinon-2-
O-(-D-glucopyranosid (2)

Das Grofe Médestifs (Filipendula ulmaria L.) ist eine in Mittel- und Nordeuro-

pa sowie Nordasien weit verbreitete Hochstaude der Familie der Rosaceae von

0.5-2m Grofke. Der kahle Stangel ist im oberen Teil spérlich verastelt und tragt
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grofe, unpaarig gefiederte Blétter. In der Bliitezeit von Juni bis August tre-

ten zahlreiche weife Bliiten auf, die eine grofe Rispe
bilden. Seinen deutschen Namen verdankt das Made-
siifs dem Einsatz als Aromastoff, da die Bliiten frii-
her dem Bier bzw. Met (“Met-Siife") zugesetzt wur- |
den [54]. Das etherische Ol der Bliiten, die auch als
Tee zum Einsatz kommen, riecht leicht nach Mandeln s
und ist in geringen Spuren auch im Rest der Pflan-
ze zu finden. Es enthélt Salicylaldehyd und Methylsalicylat [58]. In Filipendula
ulmaria werden seltene Quercetinglycoside, wie etwa Avicularin (Quercetin-3-O-
a-L-arabinofuranosid) oder das nur in den Bliiten vorkommende Spiraeosid, ein

ungewohnliches Quercetin-4 "-O-/3-D-glucopyranosid [56, 59| gefunden.

Abb. 4: Aufarbeitungsschema von Filipendula ulmaria

120 g getr. Pflanze

l Ethanol

14,5 g Rohextrakt
(2,0g)

Si 60

I II 111 v
700 mg 280 mg 44 mg 650 mg

RP 18
|

1 2
3lmg 6mg

PDC

3

Smg
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Strukturermittlung

Das Protonenspektrum von 3 lasst sich in 2 Bereiche unterteilen. Zum einen sind
Signale erkennbar, die einem Zucker zugeordnet werden kénnen. Auf der ande-
ren Seite sind Protonensignale im aromatischen Bereich zu finden. Diese lassen
zwei voneinander unabhéingige koppelnde Systeme erkennen. Zusammen mit den
Informationen aus dem '*C-Spektrum ergibt sich daraus Quercetin als Aglycon.
Bei dem vorhandenen Monosaccharid handelt es sich um eine 3-O-glycosidisch
gebundene Arabinofuranose, wie aus dem Protonen- und dem HMQC-Spektrum
entnommen werden kann. Die Verkniipfung mit dem Aglycon erfolgt in Position
3, wie aus dem Crosspeak des anomeren Protons zum Kohlenstoffsignal bei 139.9

ppm im HMBC zu sehen ist.

Aus dem Vergleich der NMR-Daten ergibt sich, dass es sich bei dieser Verbindung
nicht um das bereits aus Impatiens-Arten beschriebene Avicularin, sondern um
das seltenere Polystachosid (Quercetin-3-O-(-L-arabinofuranosid) handelt [57].
Diese Verbindung, die meist mit Avicularin gemeinsam isoliert wird, wurde erst-

mals von Hérhammer et al. 1955 beschrieben [59].

OH

Abb. 5: Polystachosid (3)
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Position 'H 3¢
2 - 150.4
3 - 139.9
4 - 180.2
5 - 158.5
6 6.18 100.2
7 - 162.9
8 6.38 94.5
9 - 159.9
10 - 104.3
1’ - 123.2
27 7.83 118.5
37 - 145.8
4 - 149.9
5 6.86 117.5
6° 7.58 122.9
177 5.14 d, 7.8 Hz 105.0

277 3.81 73.0
377 3.54 75.0
47 3.47 78.0
577 3.54/3.63 62.0

Tab. 3: 'H- und *C-NMR-Daten von 3 in CD30D

3.1.4 Alkanna tinctoria
Beschreibung

Alkanna tinctoria L. Tausch (deutsche Bezeichnung Ochsenzunge) ist ein ca. 20
cm hohes Rosettengewiichs aus der Familie der Boraginaceae (Rauhblattgewéch-
se) mit zahlreichen, dicht behaarten Sprossen und ebenfalls behaarten, lanzetten-
artigen Blattern. Von April bis Juni sieht man in dichten Wickeln blaue Bliiten

mit geteiltem Kelch. In der stark ausgeprigten Pfahlwurzel dieser Pflanze sind
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rote Farbstoffe vorhanden, die ein gidngiges Prinzip vieler Boraginaceen sind. Die

oft verwendete Bezeichnung Anchusa tinctoria leitet sich aus dem Altgriechi-

schen (anchousa = Farbe) ab. Alkanna tinctoria ist im §

gesamten Mittelmeergebiet heimisch. Die Wurzel dieser %
Pflanze wurde schon in der Antike zum Férben von Wol-
le und zu medizinischen Zwecken eingesetzt. Dioskorides
beschrieb in seiner De Materia Medica wundheilende Wir-
kungen und die Behandlung von Geschwiiren [62]. Eben-
so alt ist die Verwendung von Lithospermum erythror-
hizon-Wurzeln im asiatischen Raum. Diese Boraginacee
hat eine lange Tradition in der japanischen und chinesi- |
schen Volksmedizin und liefert auch den roten Farbstoff
fiir die japanische Flagge. Als Hauptkomponente des Wurzelextraktes isolierten
Majima und Kuroda 1922 das Shikonin, lieferten allerdings einen falschen Struk-
turvorschlag [63]. Erst Brockmann gelang es, die Struktur von Shikonin zu be-
stimmen [64]. Thim gelang es auch, Alkannin als Hauptkomponente des Alkanna

tinc.-Extraktes zu isolieren und als Enantiomer des Shikonins zu charakterisieren.

OH O OH

Alkannin Shikonin

Bei weiteren Untersuchungen fand man heraus, dass der Betrag der spezifischen
Drehwerte von isoliertem Shikonin und isoliertem Alkannin nicht identisch wa-
ren. Dies wurde auf das Vorhandensein von Spuren des Racemats zuriickgefiihrt
und man konnte feststellen, daft das Enantiomerenverhéaltnis von Pflanzenart zu
Pflanzenart variiert [65]. Alkannin und Shikonin besitzen eine Vielzahl biologi-
scher Wirkungen, sie sind z.B. wundheilend, entziindungshemmend, antibakteri-
ell, inhibieren die Topoisomerase I und II und besitzen Antitumorwirkung [62].
Es stellte sich heraus, dass Alkannin nur zu einem geringen Teil frei vorkommt

und stattdessen in einer Vielzahl unterschiedlicher Alkanninester vorliegt [66].
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Diese sind jedoch labil und hydrolyseempfindlich im alkalischen Milieu. Auch bei
einigen dieser Ester finden sich biologische Aktivitdten, wie etwa die Forderung
der Wundheilung oder antimikrobielle Wirkungen. Die gesamte Pigmentfraktion
aus Alkanna tinctoria zeigte sich im Tierversuch derart wirksam, dass daraus
eine patentierte Salbe hergestellt wurde [67]. Diese Salbe wird bei indolenten
Geschwiiren im Beinbereich, bei Lepra- und Druckgeschwiiren und bei Verbren-

nungen eingesetzt.

Abb. 6: Aufarbeitungsschema von Alkanna tinctoria

Getr. Wurzeln
20g

Ethanol
Rohéxtrakt
I,5¢g

RP-18
1 2 3
75 mg 313 mg 122 mg

Si 60

28mg 9mg 38mg

4 i 60
6, Tmg
7, Tmg

Strukturermittlung

Im 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 6 sind 3 Protonen im aromatischen Be-

reich zu sehen, wobei das Proton mit der geringsten Verschiebung als Singulett
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auftritt und sich an Position 2 des Chinon-Systems, befindet. Weiterhin werden
zwei breite Singuletts bei 12.4 ppm bzw. 12.6 ppm beobachtet, die den pheno-
lischen Protonen zugeordnet werden kénnen. Im Einklang mit den Daten aus
dem BC-NMR-Spektrum ergibt sich daraus die Struktur eines an Position 3
substituierten 5,8-Dihydroxy-1,4-naphthochinons. Im HMBC-Spektrum ist eine
Korrelation des C-Atoms von Position 4 (178.9 ppm) zum H-11-Proton mit einer
Verschiebung von 5.94 ppm zu erkennen, die die Ankniipfung an Position 3 belegt.
Das im HMQC identifizierbare zugehorige *C-Signal hat eine Verschiebung von
69.5 ppm und liegt damit im Bereich eines sekundéren Alkohols. Den Crosspeaks
von 'H,’H-COSY folgend kann die Seitenkette bis hin zu den Methylgruppen in
Position 15 und 16 vervollstandigt werden. Ausgehend von der in der Literatur
verwendeten Definition [62] handelt es sich bei dieser Verbindung um das (-)(.5)-
Enantiomer Alkannin (6). Der Drehwert dieser Verbindung betréigt [a|p= -81°
(c=0.014, CHCl3). Dies stimmt im Drehsinn mit dem publizierten Drehwert von
[a| p= -135° (¢=0.1, Benzol) [69] {iberein.

Die Verbindungen 4 und 5 zeigen dhnliche Verschiebungen wie Alkannin. Zusétz-
lich treten Signale einer Estergruppierung auf. Bei Verbindung 4 handelt es sich
dabei um ein Carbonylkohlenstoffatom mit einer Verschiebung von 171.7 ppm,
das im HMBC einen Crosspeak zum Proton 11 aufweist. Weiterhin sichtbar ist
das Kreuzsignal zu den Methylgruppenprotonen bei 2.20 ppm. Daher handelt
es sich hierbei um Acetylalkannin, auch Arnebin-3 genannt. Bei Verbindung 5
lasst sich die Verkniipfung an Position 11 ebenfalls tiber die Korrelation H-11/C-
17 aus dem HMBC-Spektrum entnehmen. In diesem Spektrum erkennt man ein

Doppelbindungsproton mit einer Veschiebung von 5.80 ppm.

R=H (6)

R = COCHjs (4)

_ 17 N\ (5)
o}

Abb. 7: Alkannin (6), Arnebin-1 (5) und 3 (4)
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Position 'H 3¢ 'H 13C 'H 13C
1 - 177.2 - 177.4 - 177.4
2 7.00 132.2 7.00 132.2 7.00 132.2
3 - 148.2 - 149.0 - 150.0
4 - 178.7 - 178.8 - 178.9
5 - 168.6 - 168.6 - 168.6
6 7.14 133.9 7.14 133.9 7.14 133.9
7 717 134.1 717 134.1 7.17 134.1
8 - 169.2 - 169.2 - 169.2
9 - 113.2 - 113.2 - 113.2
10 - 112.9 - 112.9 - 112.9
11 6.00 70.8 6.00 70.8 5.94 69.5
12 2.70 33.9 2.69 33.9 2.70 34.9
13 5.20 119.3 5.20 119.3 5.20 119.3
14 - 137.0 - 137.0 - 137.0
15 1.77 25.9 1.77 25.9 1.77 25.9
16 1.68 18.0 1.68 18.0 1.68 18.0
17 - 171.7 - 165.2
18 2.20 20.9 5.80 115.2
19 - 158.9
20 2.10 27.5
21 1.95 20.3

Tab. 4: 'H- und '3C-NMR-Daten der Verbindungen 4-6 in CDCl;

Dieses zeigt Crosspeaks zu einem quartéiren Kohlenstoffatom bei 158.9 ppm und
zu zwei Methylgruppen (27.5 ppm und 20.3 ppm). Daraus ergibt sich die Struktur
von 3-Methylcrotonoylalkannin (auch (3, G-Dimethylacrylalkannin oder Arnebin-1
genannt). Fiir beide Alkanninester sind die NMR-Daten gut mit den Literaturwer-
ten vergleichbar [68]. Sie besitzen Antitumoreigenschaften sowie antimikrobielle
Wirkungen |62, 70].
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Auch Alkanninester 7 zeigt &hnliche Verschiebungen. Das Signal des Carbonyl-
Kohlenstoffatoms 17 mit einer Verschiebung von 171.8 ppm ist eindeutig identi-
fizierbar und zeigt im HMBC-Spektrum mit Proton 11 (5.98 ppm) einen Cross-
peak. Auf der anderen Seite sieht man die HMBC-Kreuzsignale zwischen C-17
und einem einzelnen Proton bei 5.75 ppm und den Protonen einer Methylen-
gruppierung (2.25 ppm). Aus dem COSY-Spektrum kann man entnehmen, dass
das einzelne Proton bei 5.75 ppm mit den Protonen zweier Methylgruppen (1.95
ppm und 2.12 ppm) koppelt. Zudem zeigen die beiden Protonen H-18 bei 2.25
ppm im HMBC Crosspeaks zu Kohlenstoffatom 20 (159.0 ppm) und zu den C-
Atomen 21 (27.4 ppm) und 22 (20.3 ppm). Eine Verbindung mit dieser Struktur
ist aus Alkanna tinctoria bisher noch nicht isoliert worden. Die Teracrylalkan-
nin genannte Verbindung ist bisher nur ein einziges Mal in Arnebia densiflora

gefunden worden [71].

Position 'H 13C Position 'H 13C
1 - 177.5 17 - 171.8
2 7.02 131.7 18 2.25 43.3
3 - 149.0 19 5.75 116.3
4 - 179.0 20 - 159.0
) - 166.7 21 2.12 27.4
6 7.15 132.8 22 1.95 20.3
7 7.17 132.9 Tab. 5: 'H- und 3C-NMR-Daten
8 - 167.4 von 7 in CDClg
9 - 111.8
10 - 111.5
11 5.98 69.3
12 2.58 32.9
13 510 | 117.9 !
14 - 135.9
15 1.66 | 257 5
16 1.59 17.9 Abb. 8: Teracrylalkannin (7)
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Bioaktivitat

Das aus Alkanna tinctoria isolierte Alkannin wurde am Hans-Knéll-Institut in
Jena einem biologischen Breitbandscreening unterworfen. Die Testungen erga-
ben leicht antimikrobielle Wirkungen gegen Staphyloccocus aureus und Candida
albicans. Weiterhin erwies sich Alkannin als stark cytotoxisch bei der murinen
Fibroblasten-Zelllinie L-929 sowie den humanen Krebszelllinien K562 (Leukédmie)
und HeLa (Cervix-Carcinom). Auch eine moderate Makrophagenhemmung sowie

eine schwache Hemmwirkung von Peroxidasen ist nachweisbar.

3.1.5 Tagetes erecta
Beschreibung

Die urspriinglich aus Mexiko stammende Studentenblume ( Tagetes erecta L.) aus
der Familie der Asteraceen ist mittlerweile weltweit verbreitet, da sie grofen An-
klang als Zierpflanze findet. So sind ca. 50 verschiedene Gartensorten bekannt,
die sich in der Kérbchenfiillung und in der Farbe der Bliiten unterscheiden. Auch

Kreuzungen mit weiteren Tagetes-Arten sind héufig, wie etwa die ebenfalls be-
[ 3 5

liebte Gartenpflanze Tagetes patula, die in fast ebenso e o8 b
vielen verschiedenen Sorten zu finden ist. Die Korbchen [ ‘
der spét blithenden Tagetes (August - Oktober) sind 3-6
cm grof und oft stark gefiillt, die vorherrschenden Far- *
ben sind gelb und orange [72|. Die Studentenblume, die
20 bis 60 cm hoch werden kann, besitzt gerade, dicht be-
blatterte Stangel. Die gegenstindig wachsenden Bléatter ==
sind tief eingefiedert und sind mit Driisen versehen. Aus diesen Driisen verstromt
ebenso wie aus den Bliiten ein leicht unangenehmer Duft. Dieser entsteht durch
das dtherische Ol der Pflanze, das eine Vielzahl an Terpenoiden enthilt. Die
Hauptkomponenten dieses Ols sind Limonen, (E)-3-Ocimen, Caryophyllen sowie
(Z)- und (E)-Ocimenon und Linalool [73|. Der Extrakt zeigt leichte antivirale Ei-
genschaften in vitro und inhibiert das Wachstum gram-negativer Bakterien wie

Salmonella typhi und Escherichia coli [74].
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Ein weiteres Merkmal der Tagetes-Arten ist der hohe Gehalt an Carotenoiden,
besonders Lutein und Lutein-Fettsdureester sind stark vertreten. Der Bliitenex-
trakt besteht fast ausschliefslich aus Carotenoiden und wird daher kommerziell ge-
wonnen und als Zusatz in der Lebensmittelindustrie verwendet. Die fettloslichen
Farbstoffe werden in das Gefliigelfutter gemischt und bewirken eine Gelbfarbung
von Fett und Haut sowie dem Eigelb [73,75|. Der carotinoide Extrakt wird auch
zur Farbung menschlicher Nahrungsmittel verwendet. Aufgrund des vielfaltigen
Einsatzes des Extraktes existieren bereits Bemiihungen, die Zusammensetzung

der Extrakte unterschiedlicher Tagetes-Arten zu charakterisieren [75,76].

Abb. 9: Aufarbeitungsschema von Tagetes erecta

Getr. Bliutenblitter

40¢g
Ethanol
Rohextrakt
53¢g
Si 60
I II III v
230mg 100mg 95 mg 250mg
Si 60 Si 60
11-2 ‘
23mg 8§ 1IV-3
10mg 31mg

GC
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Strukturermittlung

Das 'H-NMR-Spektrum von 8 lisst sich in 3 Bereiche einteilen. Eine nicht genauer
bestimmbare Anzahl von Methylgruppen dominiert den ersten Bereich, gefolgt
von einigen weiteren Protonen, die Methylengruppierungen angehoren diirften.
Im dritten Bereich befinden sich nicht einzeln identifizierbare Doppelbindungs-
protonen. Auch mit Hilfe des ¥C-NMR-Spektrums sowie der 2D-NMR-Daten
lasst sich keine genauere Zuordnung erreichen. Das EI-Massenspektrum ergibt
einen Molekiilionenpeak bei m/z 568. Daraus lisst sich in Ubereinstimmung mit
den NMR-Daten ableiten, daf es sich bei dieser oxidationsempfindlichen Verbin-
dung 8 um Lutein handelt.

Lutein (8)

\WOH
!

Palmitinsaure

Me
o (CHZ)SY(CHZ)SY(CHZ)SYMe
Me Me Me Me
HO
Me B -Tocopherol
Me
Me ®) (CHZ)SY(CHZ)sY(CH2)3YMe
Me Me Me Me
HO
Me a -Tocopherol
Me
Me O
e \)k
N T N H
Me Me

9-cis-Retinal
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Die GC-MS-Analyse der Fraktion IV-3 ergab neben einigen unidentifizierbaren
Carotinoiden Palmitinsdure (C16H3202, m/z 256), S-Tocopherol (CogHy505, m/z
416) und a-Tocopherol ( Vitamin Ea, CogHs005, m/z 430) sowie 9-cis-Retinal
(CooHasO, m/z 284), wie der Vergleich mit Referenzspektren dieser Verbindungen
ergab.

Bestimmung des Farbstoffgehaltes

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen Anwendung von Tagetes-Arten als
FarbstofHlieferant und der guten Férbeergebnisse wurde beschlossen, den Farb-
stoffgehalt verschiedener Sorten zu untersuchen. Da die vorhandenen Carotinoide
recht unpolar sind und eine Extraktion des essentiellen Ols einer Tagetes erecta-
Art mit superkritischem COz bereits beschrieben wurde [77], wurden verschiede-
ne CO,-Extraktionen einer Charge von Tagetes erecta 11 Gold durch die Firma
Raps (Kulmbach) vorgenommen. Die resultierenden Extrakte wurden mittels DC
auf den Farbstoffgehalt untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die Extrakti-
on der carotinoiden Stoffe nicht ganz vollstindig gelungen war. Die Extrakti-
on der polareren Fabstoffe dagegen, wie etwa der in Tagetes erecta enthaltenen
Flavonoide, war gering. Daher iiberrascht es nicht, dass die COs-Extrakte beim
wasserbasierten Farbeverfahren deutlich schlechtere Resultate erzielten als die
bereits durchgefiithrten Farbungen mit Pflanzenmaterial. Die Farbeversuche zeig-
ten, dass Carotinoide nicht maftgeblich zum farbenden Prinzip der Tagetes erecta

beitragen, obwohl sie fiir die Farbgebung der Bliiten ausschlaggebend sind.

Daher wurde nun eine Farbstoffquantifizierung und -charakterisierung bei einigen
Sorten vorgenommen. Die Extraktion wurde analog den Farbeversuchen ausge-
fiihrt, d. h. bei der Extraktion wurden die Féarbeschritte nachempfunden. Zu-
néachst wurden 2,5 g getrocknete Bliiten in 50 ml H,O 24 h eingeweicht. Dann
wurde das Gemisch langsam auf 90°C erwéarmt, 20 min bei dieser Temperatur ge-
halten und langsam auf 50°C abgekiihlt. Die nun folgende Féarbung wurde durch
die Einhaltung der dabei benutzten Temperaturen simuliert: Das 50°C warme
Gemisch wurde auf 98°C gebracht und eine Stunde bei dieser Temperatur ge-

halten, eventuelle Wasserverluste wurden ausgeglichen. Die abgekiihlte Losung
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wurde noch handwarm filtriert. Anschliefsend erfolgte eine Filtration tiber C-
18-SPE-Kartuschen zur Entfernung kleiner Schwebstoffe und des Chlorophylls.
Eluiert wurde der Extrakt zunédchst mit 1 ml MeOH/H,O (25:75), danach mit
1 ml MeOH. Ein Aliquot von 15 pl wurde mit 5 pl Standard (Plumbagin 0.5
mg/ml) mittels HPLC untersucht. Es wurde eine LiChrospher® C-18 -Séaule ver-
wendet, der Gradient lief von 8-90% MeOH. Die Farbstoffe wurden dabei anhand

ihrer Absorptionsspektren identifiziert.

Sieben verschiedene Sorten sind untersucht worden, wobei es sich bei den mei-
sten Proben um reines Bliitenmaterial handelte. Das Material der Discovery war
leicht mit Sprossbeimengungen verunreinigt, das der Galore Gold war Mischma-
terial aus Bliite und Spross. Zusatzlich wurde bei 2 Tagetes erecta-Sorten der
Farbstoffgehalt in Abhéngigkeit vom Erntetermin untersucht. Dabei wurden bei
der Sorte Doubloon Bliiten von 4 verschiedenen Erntedaten miteinander und mit
Sprossmaterial verglichen. Bei der Sorte Discovery wurden Bliitenproben von 3

Erntedaten miteinander und mit Sprossmaterial verglichen.

Farbstoffgehalte von 7 Tagetes erecta -Sorten

45,00

40,00

35,00

30,00

25,00

20,00

15,00 1
10,00 -
5,00
0,00 - T T T T ; ;

Antigua Gold  Atlantis Gold Atlantis Atlantis Discovery Doubloon Galore Gold
Orange Yellow

mg Farbstoff/gTrockengewicht

Der Farbstoffgehalt aller Sorten liegt im gleichen Bereich. Nur die Sorte Discovery

zeichnet sich durch einen besonders hohen Farbstoffgehalt aus. Die gelben Bliiten
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der Antigua Gold, Atlantis Yellow und Doubloon enthalten weniger Farbstoff als

die iibrigen Sorten, die orange geféarbt sind. In den Proben der orange blithenden

Sorten sind trotz der wassrigen Extraktion Spuren von Carotinoiden enthalten,

die den Farbstoffgehalt beeinflussen.

30,000

25,000

20,000

15,000

10,000

5,000

mg Farbstoff/g Trockengewicht

0,000

Farbstoffgehalte der Tagetes erecta- Sorte Doubloon

]Illlf

Te. 417 T.e. 434 T.e. 448 T.e. 490 T.e. 460 T.e. 468

Die Sorte Doubloon enthilt geringere Farbstoffmengen als die iibrigen Sorten. Der

Gehalt schwankt mit dem Erntezeitpunkt kaum, der Unterschied zwischen Te 417
(7.8.00), Te 434 (16.8.00), Te 448 (22.8.00) und Te 490 (26.9.00) ist dukerst gering.
Ein deutlicher Anstieg des Farbstoffgehaltes ist in den Proben Te 460 und Te
468 (beide 31.8.00) zu erkennen. Diese Sprossproben aus unterschiedlichen Saat-

reihen enthalten fast die doppelte Menge an Farbstoffen wie die vergleichbaren

Bliitenproben.

Ein dhnliches Bild wird bei der Untersuchung der Sorte Discovery beobachtet. Die

Discovery, die im Sortenvergleich den héchsten Farbstoffgehalt aufwies, zeigt auch

die grofsten Farbstoffschwankungen. Allerdings sind diese Abweichungen ebenso

wie bei der Doubloon vom Erntezeitpunkt unabhangig.
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Farbstoffgehalte der Sorte Discovery
45

40

35

30

25

20 [

15 —

mg Farbstofflg Trockengewicht

10 —

Te. 414 T.e. 461 Te.473 Te. 477 Te. 491 T.e. 499

Auch hier wurden 4 Bliiten- und 2 Sprossproben miteinander verglichen. Die
Bliitenproben Te 473 (31.8.00), Te 491 (26.8.00) und Te 499 (26.9.00) unterschei-
den sich kaum. Auch die Sprossprobe Te 477 (31.8.00) hat nur einen geringfiigig
hoheren Farbstoffanteil. Dagegen sind die Farbstoffmengen in der Sprossprobe
Te 461 (ebenfalls 31.8.00) und der Bliitenprobe Te 414 (7.8.00) deutlich erhdht.
Diese beiden Proben wurden Pflanzen einer anderen Saatreihe entnommen. Der
Standort der Pflanze hat also erhebliche Auswirkungen auf die Farbstoffproduk-
tion, selbst wenn man geringe Verunreinigungen durch Sprossbeimengung in der
Probe Te 414 beachtet. Denn der Vergleich mit der reinen Sprossprobe Te 477
zeigt, dass der hohe Farbstoffgehalt der Nr. 414 nicht durch diese Beimengungen

allein erklart werden kann.

Aufbauend auf den Erkenntnissen dieser Farbstoffquantifizierung wurden weite-
re Anbauversuche im Okologisch-Botanischen Garten der Universitit Bayreuth

unternommen.
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3.2 Heilpflanzen

3.2.1 Fagerlindia depauperata

Beschreibung

Fagerlindia depauperata (Drake) Tirv. ist eine seltene Pflanze aus der Familie
der Rubiaceae. Diese weit verbreitete Familie, die aus ca. 600 Genera mit nahezu
6000 Spezies besteht, ist neben der hdufigen Anwesenheit von Kémpferol oder
Quercetin fiir ihren Iridoidgehalt bekannt |78]. Die Art Fagerlindia ist in den
tropischen Gebieten Siidostasiens und Malaysias heimisch [79], die vorliegende

Spezies stammt aus den tropischen Wildern Vietnams.

Abb. 10: Aufarbeitungsschema von Fagerlindia depauperata

Rohextrakt
Tg
! |
Waissr.Extrakt Butanol-Extrakt
087 ¢ 382¢
‘ Si60 Sis0
I
207mg ‘ ‘ ‘
'siso I A IUB
15 620mg  23mg 44mg
16.5mg MPLC Si60
| |
1 2 3 4‘1
190mg 230mg
HPLC MPLC ‘
13 14
9 10 ‘ 7.8mg 8.6mg

7.3mg 8.4mg
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Strukturermittlung

Aus dem ESI-MS ergibt sich fiir 9 eine Molekiilmasse von 552 (m/z 575 [M+Na| ).
Das 'H-NMR-Spektrum lisst sich in drei Bereiche aufteilen. Zunichst der Zucker-
bereich, der belegt, dass das Iridoid glycosyliert vorliegt. Weiterhin existiert ein
Aromaten-Bereich, der drei Protonenresonanzen eines einfach substituierten Aro-
maten enthélt. Die iibrigen beiden Signale sind die beiden Protonen einer cis-
Doppelbindung (6.09 und 7.03 ppm, J=12.3 Hz). Daher handelt es sich bei diesem
Substituenten um cis-Zimtsaure. Die dritte Gruppe von acht Resonanzsignalen
reicht nahezu iiber das gesamte Protonenspektrum und iiberschneidet sich mit
den iibrigen beiden Bereichen. Bei dem am stéirksten tieffeldverschobenen Signal
bei 7.43 ppm handelt es sich um das Doppelbindungsproton in Position 3. Das zu-
gehorige Kohlenstoffatom zeigt im HMBC-Spektrum einen Crosspeak zu dem Si-
gnal von H-1 (5.81 ppm). Dieses Proton besitzt im 'H,'H-COSY einen schwachen
Crosspeak zu der Resonanz von H-9 bei 2.85 ppm. Sowohl H-1 als auch H-9 lie-
gen als Singulett vor, was bedeutet, dass diese beiden Protonen nahezu senkrecht
zueinander stehen miissen. Daher liegt hier ein cis-verkniipftes Iridoid vor. Bei
den seltenen trans-Iridoiden liegt H-1 als Dublett mit einer Kopplungskonstante
von 9-10 Hz vor, zudem ist das C-1-Signal 8-9 ppm tieffeldverschoben [80]. H-1
besitzt weiterhin einen HMBC-Crosspeak zu C-5 bei 69.0 ppm. Weitere HMBC-
Crosspeaks von C-5 gehen zu H-3 bei 7.43 ppm sowie zu H-7 bei 4.78 ppm. Letz-
teres Proton zeigt im 'H,'H-COSY Crosspeaks zu den beiden Methylenprotonen
bei 2.35 bzw. 2.46 ppm von Position 6. Die verbliebenen beiden Singuletts gehtren
zu Methylgruppierungen. Das Signal bei 3.73 ppm stellt die Methoxygruppe der
11-Esterfunktion dar. Belegt wird dies durch HMBC-Crosspeaks des Carbonyl-
Kohlenstoffatoms zu den Methoxyprotonen und zu H-3. Die zweite Methylgruppe
ist an das quartdre C-8 (78.6 ppm) gebunden. Aus dem HMBC-Experiment ist
dies durch die vorhandenen Crosspeaks der H-10-Methylprotonen zu C-7 und C-9
ersichtlich. An das Iridoid-Grundgeriist ist in Position 1 (-glycosidisch Glucose
(HMBC-CP von H-1" zu C-1) und in Position 7 Zimtsédure (HMBC-CP von H-7
zum Carbonylkohlenstoff bei 167.0 ppm) gebunden.

Iridoid 10 unterscheidet sich nur geringfiigig von Iridoid 9. Aus dem ESI-MS
ergibt sich eine um 30 erhohte Molekiilmasse (m/z 605 [M+Na|t, m/z 582 [M]1),
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und aus dem 'H-NMR ist die Anwesenheit einer zusitzlichen Methoxygruppe
(3.82 ppm) ersichtlich, welche sich als para-sténdiger Substituent am Aromaten
befindet. Dies wird im Aromatenbereich durch die beiden Signale eines AA‘BB*-

Systems deutlich, das den para-substituierten Aromaten belegt.

Iridoide mit dem Lamiid-Grundgeriist und einer cis-Doppelbindung im Zimtséu-
reteil sind selten gefunden worden und treten hauptséichlich in Verbenaceen der
Gattung Duranta auf. Verbindung 9 ist das seltene, erstmals 1995 aus Duranta
erecta isolierte Duranterectosid B [81]. Bei 10 handelt es sich dagegen um das

bisher nur einmal gefundene Boucheosid [82].

R = 10

Abb. 11: Duranterectosid B (9)
und Boucheosid (10)
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9 10
Position 'H 13C 'H 3¢
1 5.81 94.1 5.81 94.0
3 7.43 152.2 7.44 152.2
4 - 115.7 - 115.7
5 - 69.0 - 68.9
6 2.35/2.46 45.6 2.37/2.45 45.5
7 4.78 80.4 4.78 80.5
8 - 78.6 - 78.6
9 2.85 58.3 2.86 58.3
10 1.15 21.3 1.16 21.3
11 - 167.9 - 167.9
OMe 3.73 51.7 3.73 51.7
1’ 4.60 d, 7.8Hz 99.6 4.60 d, 7.9Hz 99.6
27 3.19 74.4 3.19 74.5
3 3.36 77.5 3.36 77.5
4- 3.29 71.7 3.27 71.7
5 3.34 78.6 3.32 78.6
6 3.67/3.89 62.8 3.65/3.88 62.8
CO - 167.0 - 167.0
a 6.09 d, 12.3Hz 120.6 6.09 d, 12.5Hz 120.6
¢ 7.03 d, 12.3Hz 144.9 7.03 d, 12.5Hz 144.8
17 - 134.6 - 131.6
27 7.65 129.7 7.63 130.2
377 7.33 131.1 7.13 114.5
47 7.32 130.5 - 162.2
57 7.33 131.1 7.13 114.5
6" 7.65 129.7 7.63 130.2
OMe 3.82 55.8

Tab. 6: 'H- und '*C-NMR-Daten der Verbindungen 9 und 10 in CD30D
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Verbindung 11 besitzt dieselbe Molekiilmasse wie 10 und zeigt kaum Verénde-
rungen im "H-NMR-Spektrum. Zucker- und Iridoidbereich entsprechen sich, auch
das AA “BB "-Spinsystem des Aromaten sowie die Methoxygruppe bei 3.82 ppm
ist vorhanden. Deutlich unterscheiden sich jedoch die beiden Protonenresonan-
zen der Doppelbindung. Die Kopplungskonstante J, 3 betragt 16.0 Hz, und die
Signale sind auf 6.47 ppm und 7.73 ppm tieffeldverschoben. Daher handelt es sich

bei 11 um das trans-Isomer von 10, Durantosid II.

Aus den NMR- und MS-Daten (ESI-MS: m/z 575 [M+Na|*) von 12 geht hervor,
dass es sich bei dieser Verbindung um das Isomer von 9 handelt. An das Iridoid-

Aglucon ist hier trans-Zimtsaure gebunden, diese Verbindung heifst Durantosid
I

Die 'H-Resonanzen der «, 3-Doppelbindungsprotonen (mit J, 3= 15.9Hz) von 13
und 14 zeigen deutlich, dass der Zimtsaureteil in diesen Verbindungen ebenfalls
trans-konfiguriert vorliegt. Die drei aromatischen Protonensignale im 'H-NMR-
Spektrum von 13 weisen dabei auf einen dreifach substituierten Aromaten hin.
Das HMBC-Spektrum legt das Vorhandensein der p-Methoxygruppe im Isofe-
rulasdurerest nahe [83]. So existieren von C-4°" sowohl Crosspeaks zu H-6"~
(7.07 ppm, d, 6.3 Hz) und H-2"" (7.09 ppm, bs) als auch zu den Protonen der
Methoxygruppe. Dass es sich bei dem Substituenten an 3°° um eine Hydroxyl-
funktion handeln muss, wird durch den Molekiilionenpeak bei m/z 598 aus dem
ESI-MS-Spektrum bestéatigt. Daher handelt es sich bei 13 um Duranterectosid
A. Bei 14 dagegen ist wiederum ein AA "BB “-Spinsystem des Aromaten erkenn-
bar. Wegen des fehlenden Methoxygruppensignals und der Molekiilmasse von 568
liegt hier trans-p-Cumarséure als Substituent vor, die Verbindung kann als Lami-
idosid identifiziert werden. Wahrend 11 und 12 in Verbenaceen haufig sind und
bereits 1974 erstmals beschrieben wurden [84] und auch 14 vermehrt auftritt, ist

13 bisher nur in Duranta erecta gefunden worden [81].
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R =
11
R =
=
12
o)
CH30
R =
13 HO Z
(0]
HO
R =
=
14
(0]
Abb. 12: Durantosid II (11), Durantosid I (12), Duranterectosid A (13)
und Lamiidosid (14)
11 12 13 14
Pos. IH 13C lH 13C lH 13C IH 13C
1 5.84 94.1 5.8 94.1 5.83 94.1 5.84 94.1
3 7.45 152.2 7.45 152.2 7.45 152.2 7.44 152.2
4 - 115.7 - 115.7 - 115.7 - 115.6
5 - 69.0 - 69.0 - 69.0 - 69.0
6 |2.38/2.48| 45.6 |2.39/2.48| 45.6 |2.39/2.48| 45.6 |2.38/2.46| 45.6
7 4.83 80.5 4.85 80.7 4.83 80.5 4.82 80.5
8 - 78.7 - 8.7 - 8.7 - 78.7
9 2.94 58.4 2.94 58.4 2.93 58.3 2.93 58.4

Fortsetzung néchste Seite
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Tabellenfortsetzung

11 12 13 14
Pos. 1q 130 1 130 1 130 1 130
10 1.17 21.3 1.17 21.3 1.16 21.3 1.16 21.3
11 - 167.9 - 167.9 - 167.9 - 167.9
OMe| 3.73 51.7 3.74 51.8 3.73 51.7 3.73 51.7
1’ 4.62 99.7 4.62 99.7 4.62 99.7 4.61 99.7

d, 7.8Hz d, 7.9Hz d, 8.1Hz d, 7.3Hz
27 3.19 74.5 3.19 74.5 3.20 74.5 3.19 74.5
37 3.37 77.5 3.37 77.5 3.38 77.6 3.37 77.5
4° 3.28 1.7 3.27 1.7 3.26 71.8 3.25 717
5’ 3.31 78.4 3.32 78.4 3.35 78.7 3.32 78.4
6~ |3.65/3.88| 62.8 |3.65/3.89| 62.8 |3.68/3.89| 62.8 [3.64/3.88| 62.8
CO - 168.5 - 168.1 - 168.5 - 168.7
Q@ 6.47 |116.5| 6.62 |119.3| 6.41 |116.5] 6.42 |[115.8

d, 16.0Hz d, 16.0Hz d, 15.9Hz d, 15.9Hz
6] 773 |146.3| 7.78 |146.4| 7.66 |146.7| 7.72 |146.2

d, 16.0Hz d, 16.0Hz d, 15.9Hz d, 15.9Hz
17 - 133.6 - 135.6 - 129.0 - 127.3
27 7.57 1310 7.62 |129.3| 7.09 |115.7| 747 |131.2
3 6.96 [115.4] 741 |130.0 - 151.5| 6.80 |116.8
47 - 163.2| 7.40 |131.5 - 148.0 - 161.3
57 6.96 |1154| 7.41 |130.0f 6.94 |112.,5] 6.80 [116.8
6°° 7.57 11310 7.62 |129.3| 7.07 |122.8] 747 |131.2

d, 6.3Hz
OMe| 3.82 55.9 3.87 56.3

Tab. 7: 'H- und *C-NMR-Daten der Verbindungen 11-14 in CD30D

Das 'H-NMR von 15 zeigt die Signale eines Iridoidglucosids. Es fehlen die Si-
gnale der bei den Iridoiden 9-14 gefundenen Zimtsduren. Die Auswertung der
NMR-Spektren und der Vergleich mit den bisher identifizierten Iridoiden zeigt,

dass es sich bei diesem einfacheren Iridoidglucosid mit der Masse 422 um Lamiid
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handelt. Damit enthalt Fagerlindia depauperata eine Vielzahl von Iridoiden, die
als biologisch aktiv gelten und als das Wirkprinzip vieler Heilpflanzen angesehen

werden |?]itha, otsuka.

Pos. 'H 13C

1 5.81 94.4

3 7.43 152.5

4 - 1154

) - 69.2

6 2.24/2.35 46.7

7 3.51 77.5

8 - 79.1

9 2.78 58.3

10 1.08 21.3 oH

11 - 168.0 OH
OMe 3.73 51.8 o

1° 4.58 d, 7.9Hz 99.5 Abb. 13: Lamiid (15)

27 3.17 74.7

37 3.36 77.5

4 3.27 71.8

5’ 3.29 m 78.4

6° 3.64/3.89 62.8

Tab. 8: 'H- und *C-NMR-Daten von 15 in CD30D
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3.2.2 Atriplex semibaccata
Beschreibung

Atriplex semibaccata R. Br. ist ein einjéh-
riges, bodendeckendes Kraut aus der Fa-
milie der Chenopodiaceen (Génsefuft- Ge-
wichse). Sie wéchst in kleinen, buschigen
Hiigeln, aus einer verholzten Pfahlwurzel

entspringen 20-150 cm lange Sprosse, die

stark verzweigt sind. An diesen 30-100 cm

langen Zweigen sitzen viele kleine silbrig-griine Blétter, die Bliiten befinden sich
entweder an den Enden oder in kleinen Clustern an den Zweigen [85]. Daraus ent-
stehen kleine, fleischige Friichte von leuchtend roter Farbe. Die Friichte konnen
auch fiir Menschen als Nahrungsquelle dienen und werden von einigen Tieren,

wie etwa Meerschweinchen, besonders gern gefressen.

Atriplex semibaccata, die auch australischer Salzbusch genannt wird, toleriert salz-
reiche, trockene Béden. In Australien dient die geniigsame Pflanze wegen dieser
Eigenschaften und ihrer Friichte zur Anlockung von Vogeln in verédete und von
Tieren verlassene Gebiete. Atriplex semibaccata wird zudem als Erosionsschutz
und zur Wiederbesiedelung von verdédetem oder abgeweidetem Land eingesetzt
und gilt als feuerhemmend [86]. Auch bei der Entgiftung verseuchter Gebiete wird

diese Pflanze zur Entfernung toxischer Metalle wie etwa Selen [87] eingesetzt.

Trotz dieser bemerkenswerten Eigenschaften, der Einstufung als gesundheits-
schiadliche Pflanze und des allgemein hohen Saponingehalts der Chenopodiaceen

ist Atriplex semibaccata bisher nicht auf Saponine untersucht worden.
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Abb. 14: Aufarbeitungsschema von Atriplex semibaccata

gepulv. Pflanze
3kg
1. MeOH
2. MeOH 80%

Rohextrakt
150 g

Butanol-
extrakt 7 g

Si 60

1 2
25¢g 3g

MPLC
RP-18
K

LH 20
| |

K-1" K-2
HPLC

16,19 17,18
35,25mg 3.0,3.0mg

Strukturaufklarung

Die LSI-MS-Daten (negativer Ionenmodus) aller vier Verbindungen stimmen mit
zweifach glycosylierten Triterpenen iiberein. Der Verlust einer Hexose-Einheit ist
in jedem Massenspektrum eindeutig am Fragment-Ton [M-1-162|~ erkennbar. Aus

den MS- sowie 'H- und C-Daten lassen sich nun die Summenformeln bestimmen.
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Abb. 15: Atriplex semibaccata- Saponine 16-19

Das C-NMR-Spektrum von 16 lisst sich in drei Bereiche einteilen. Die Hoch-
feldsignale sind dem Grundgeriist des Triterpens zuzuordnen. Er iiberschneidet
sich geringfiigig mit dem direkt anschliefsenden sogenannten Zuckerbereich von
62-105 ppm. Im Bereich 3 liegen die Signale der Doppelbindung. Ein charakteri-
stisches Signal des Aglycons ist das von C-3 bei 83.7 ppm, da es abgesehen von
den Doppelbindungssignalen das am hochsten verschobene des Triterpens ist. Die

Position 3 ist somit ein idealer Ausgangspunkt zur weiteren Zuordnung, da so-
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wohl mit Hilfe des HMBC- als auch des 'H,'H-COSY-Spektrums startend von
H-3 die benachbarten Signale zugeordnet werden kénnen. Nach und nach erhéalt
man auf diese Weise die chemischen Verschiebungen des gesamten Ringsystems
des Triterpens. Die Tieffeldverschiebung der Signale von C-11 (77.5 ppm) und
C-16 (67.2 ppm) belegen das Vorhandensein einer Hydroxyfunktion in Position
16 und einer Methoxygruppe in Position 11, welche durch den HMBC-Crosspeak
des C-11 zu den Protonen der Methoxygruppe (3.22 ppm) bestétigt wird. Bei
dem Aglycon der Verbindung 16 handelt es sich demnach um 11a-Methoxy-
23-hydroxylongispinogenin. Dieses Aglycon ist bereits in Saikosaponin b3 [90]
und Saikosaponin t [91] enthalten. Die Zuordnung der axial und dquatorial aus-
gerichteten Protonen erfolgte mit Hilfe des ROESY-Spektrums. Der Crosspeak
zwischen dem Proton H-16ax (4.26 ppm) und den Protonen der Methylgrup-
pe 3H-27ax sowie die Kopplungskonstante von H-16 (J15001602)= 11.5 Hz) be-
stéitigen die S-Konfiguration der 16-OH-Funktion. Die ROESY-Crosspeaks zwi-
schen H-1lax/3H-25ax und H-1lax/3H-26ax beweisen die a-Konfiguration der
11-Methoxy-Gruppe.

Im 'H-NMR-Spektrum zeigen die beiden anomeren Protonensignale bei 4.46 ppm
(J= 7.8 Hz) und 4.66 (J= 7.7 Hz) die Anwesenheit zweier -glycosidisch verkniipf-
ter Monosaccharideinheiten [88], die anhand der vorliegenden NMR-Spektren
als Galacto- und Glucopyranose identifiziert wurden. Sowohl das ROESY- als
auch das HMBC-Spektrum belegt die Verkniipfung der Galactose an das Agly-
con in Position 3. Deutlich wird dies durch einen ROESY-Crosspeak zwischen
H-1"(Galactose) und H-3 und einen HMBC-Crosspeak C-3/H-1"(Galactose). Die
innerglycosidische Verkniipfung von der Glucose zur Galactose wird durch den
Crosspeak im ROESY-Spektrum von H-2"(Galactose) zu H-1"" (Glucose) und
den HMBC-CP C-27/H-1"" bewiesen. Daher handelt es sich bei Verbindung 16
um das neue Triterpensaponin 3-O-{|3-D-Glucopyranosyl-(1—2)|-5-D-galacto-
pyranosyl }-11a-methoxy-23-hydroxylongispinogenin.

Aus den 'H-NMR-, ¥C-NMR- und MS-Spektren von 17 ergibt sich, dass diese
Verbindung ein Sauerstoffatom mehr besitzt als 16. Das Triterpensaponin gleicht
in weiten Teilen der vorangegangenen Verbindung, es gibt nur geringe Abwei-

chungen. Die Hydroxymethylgruppe in Position 29 verursacht eine Tieffeldver-
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schiebung des C-20-Signals (Ad= + 5.2) sowie Hochfeldverschiebungen der C-19-
(Ad=-5.7), C-21- (Ad=- 5.7) und C-30-Signale (Ad= - 4.5). Die dquatoriale Stel-
lung der 29-Hydroxymethylgruppe wird im ROESY-Spektrum anhand des Cross-
peaks der axialen Methylgruppe 3H-30 zum axialen Proton H-18 belegt. An das
Aglycon ist in Position 3 das gleiche Disaccharid wie in 16 gebunden. Somit lésst
sich die Struktur des neuen Triterpensaponins 17 als 3-O-{[3-D-Glucopyranosyl-
(1—2)]-3-D- galactopyranosyl }-11a-methoxy-23,29-dihydroxylongispinogenin an-
geben.

Die Saponine 16 und 17 haben vergleichbare Strukturen wie Saikosaponin b3
und Bupleurosid IX, die hepatoprotektive Eigenschaften aufweisen. Dabei sind
das Vorhandensein eines Sauerstoffatoms in Position 11, die 163-Hydroxygruppe
und das 3-O-Diglycosid essentiell fiir die Aktivitét [90].

Die spektralen Daten von 18 ergeben, dass es sich bei dem Aglycon um 29-
Hydroxysaikogenin F und bei der Zuckereinheit um das gleiche Disaccharid wie
in den vorigen beiden Verbindungen 16 und 17 handelt. Auch hier ldsst sich aus
dem HMBC-Crosspeak C-3/H-1" die Verkniipfung der Galactose in Position 3 des
Aglycons ableiten. Bei dieser neuen Verbindung handelt es sich daher um 3-O-

{[6-D-Glucopyranosyl-(1—2)]-8-D-galactopyranosyl }-29-hydroxysaikogenin F.

Bei Saponin 19 geht aus den 'H-NMR-, 3C-NMR- und MS-Daten hervor, dass
diese Verbindung ein Sauerstoffatom weniger enthélt als 18. Die Auswertung
der Spektren ergibt, dass die Methylgruppe in Position 29 nicht hydroxyliert
ist und das Aglycon dieser Verbindung bereits im Clinoposaponin XII gefunden
wurde [92]|. Die Disaccharideinheit von 19 entspricht der der drei vorangegange-
nen Saponine. Die Struktur dieses ebenfalls neuen Triterpensaponins kann somit
als 3-O-{|-D-Glucopyranosyl-(1—2)]-3-D-galactopyranosyl }-saikogenin F ange-
geben werden. Das Aglycon dieser Verbindung ist auch im Songarosaponin C
beschrieben, welches aus Verbascum songaricum isoliert wurde [93] und hohe

immunsuppressive Wirkung besitzt [94].
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16 17
Position | 'H ax/iq 13C 'H ax/iq 13C
1 1.21/1.83 40.8 1.22/1.84 40.8
2 1.76/1.93 26.7 1.77/1.94 26.7
3 3.64 83.7 3.64 83.7
4 - 44.6 - 44.5
) 1.26 48.3 1.25 48.4
6 1.42/1.56 | 189 | 141/1.57 | 18.9
7 1.67/1.28 33.8 1.67/1.28 33.8
8 - 44.4 - 44.4
9 1.73 52.8 1.73 52.9
10 - 38.8 - 38.8
11 3.87 77.5 3.86 7.2
12 5.42 123.1 5.43 123.2
13 - 149.1 - 149.1
14 - 44.6 - 44.7
15 1.76/1.40 36.6 1.76/1.40 36.6
16 4.26 dd, 67.2 4.26 dd, 67.3
11.5,5.0Hz 11.8,5.1Hz
17 - 41.6 - 41.8
18 2.28 44.4 2.28 43.7
19 1.72/1.13 47.6 1.81/1.08 41.9
20 - 31.7 - 36.9
21 1.45/1.21 34.7 1.52/1.16 29.0
22 1.45/2.12 25.7 1.50/2.13 24.9
23 3.29/3.77 64.8 3.29/3.76 64.8
24 0.74 13.3 0.75 12.4
25 1.11 18.0 1.10 18.0
26 1.05 18.7 1.06 18.7
27 1.31 26.6 1.33 26.6
28 3.27/3.81 68.3 3.27/3.81 68.3
29 0.91 33.6 3.19/3.23 74.5
30 0.95 24.2 0.94 19.7
OMe 3.22 04.4 3.22 04.4

Tab. 9: 'H- und '3C-NMR-Daten der Aglyca von 16 und 17 in CD30D
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18 19
Position | 'H ax/iq 13C 'H ax/iq 13C

1 0.92/1.82 39.2 0.92/1.83 39.2
2 1.81/1.99 26.4 1.82/2.01 26.4
3 3.64 83.7 3.64 83.7
4 - 44.3 - 44.3
) 1.17 48.0 1.19 48.0
6 1.54 18.2 1.54 18.2
7 1.54/1.20 32.1 1.54/1.22 32.3
8 - 43.0 - 42.9
9 1.89 54.0 1.88 53.9
10 - 37.0 - 37.0
11 5.94 d, 134.3 5.94 d, 134.3

10.3Hz 10.3Hz
12 5.38 130.5 5.37 130.5

10.3,2.8Hz, 10.3,2.6Hz,
13 - 85.8 - 85.7
14 - 46.4 - 46.5
15 1.59/1.42 36.0 1.58/1.44 35.9
16 4.16 dd, 65.4 4.16 dd, 65.4

9.9,5.8Hz 9.8,5.7Hz
17 - 47.8 - 47.6
18 1.81 52.3 1.79 53.1
19 1.86/1.22 32.8 1.78/1.28 38.5
20 - 37.6 - 32.1
21 1.56/1.12 29.6 1.45/1.22 35.2
22 1.28/2.08 25.5 1.26/2.07 26.1
23 3.27/3.77 64.6 3.28/3.77 64.4
24 0.71 12.7 0.71 12.7
25 0.94 18.8 0.94 18.8
26 1.08 20.2 1.08 20.2

Fortsetzung néchste Seite
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Tabellenfortsetzung
18 19
'H ax/eq 13C 'H ax/eq 13C
27 1.05 21.2 1.03 21.2
28 3.05/3.88 73.3 3.04/3.88 73.4
29 3.23 74.6 0.97 33.9
30 0.89 19.7 0.91 24.1
Tab. 10: 'H- und *C-NMR-Daten der Aglyca von 18 und 19 in CD30D
16 17 18 19
Pos. 19 130y 1q 130y 1 130 1 130
Gal
1’ 4.46 104.9 4.45 104.9 4.45 104.9 4.45 104.9
d, 7.8Hz d, 7.8Hz d, 7.8Hz d, 7.8Hz
27 3.83 79.6 3.81 79.6 3.81 79.7 3.82 79.6
dd, 7.8,9.4Hz dd, 7.8,9.4H7, dd, 7.8,9.7Hz dd, 7.8,9.6Hz
3 3.67 75.5 3.67 75.5 3.67 75.5 3.67 75.5
dd, 9.4,3.2Hz dd, 9.4,3.2Hz dd, 9.7,3.4Hz dd, 9.6,3.2Hz
4° 3.84 70.4 3.83 70.7 3.82 70.3 3.84 70.3
dd, 3.2Hz dd, 3.2Hz dd, 3.4Hz dd, 3.2Hz
3.49, 6.1Hz | 76.2| 3.49, 6.1Hz | 76.2 | 3.48, 6.1Hz | 76.2| 3.49, 6.0Hz | 76.2
6 3.71, 62.3 3.72, 62.3 3.71, 62.3 3.71, 62.3
6.1,2.5Hz 6.1,2.5Hz 6.1,2.7Hz 6.0,2.9Hz

Tab. 11: 'H- und *C-NMR-Daten der Saccharidkomponenten von 16-19 in CD30D (Teil 1)
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16 17 18 19

Pos. 1 130 1 130 1Y 130 1 130

Gle

1’ 4.66 104.6 4.66 104.6 4.66 104.6 4.66 104.6
d, 7.7Hz d, 7.7Hz d, 7.7Hz d, 7.7Hz

27 3.23 76.2 3.23 76.2 3.23 76.2 3.23 76.2

dd, 7.7,8.9Hz dd, 7.7,8.8Hz dd, 7.7,8.9Hz dd, 7.7,8.8Hz

37 3.37 77.9 3.36 77.5 3.35 77.9 3.36 77.9
dd, 8.9Hz dd, 8.8Hz dd, 8.9Hz dd, 8.8Hz

477 3.26 71.8 3.26 71.9 3.24 71.8 3.26 71.8
dd, 8.9Hz dd, 8.8Hz dd, 8.9Hz dd, 8.8Hz

5’ 3.26, m |783| 3.26,m |78.6| 3.25,m |783| 3.26,m |78.3

6" 3.64/3.84, |62.9| 3.63/3.83, |63.0| 3.63/3.82, |62.9| 3.64/3.84, |62.9
11.9Hz 11.9Hz 11.9Hz 11.9Hz

Tab. 11: 'H- und *C-NMR-Daten der Saccharidkomponenten von 16-19 in CD30D (Teil 2)

3.2.3 Ononis vaginalis

Beschreibung

Ononis vaginalis Vahl. ist ein bis zu 50 cm hoher Strauch der Gattung Ono-

nis (Hauhechel) aus der Familie der Fabaceen, der in B
Kleinasien und im nordafrikanischen Raum verbreitet
ist. Die aufrechten Sprosse tragen aufsteigende Aste,
die dicht mit grauhaarigen Blattern besetzt und mit
gelben Bliiten versehen sind. Die gesamte Pflanze ist
klebrig und filzig [4]. Ononis vaginalis kommt ebenso
wie 7 weitere Arten dieser Gattung in Agypten vor.

Nahezu alle werden in der Volksmedizin verwendet.
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Sie werden vor allem bei Gelbsucht, Nierensteinen, Nierenentziindungen und bei
einigen Hauterkrankungen eingesetzt [95]. Dennoch wurde Ononis vaginalis, wel-
che zudem leichte antibiotische und antivirale FEigenschaften besitzt, bisher nur
wenig untersucht. Aus den Bliiten wurden einige bekannte Flavonoide wie Api-
genin, Trifolin und Eupatilin isoliert [98]. Letzteres ist besonders interessant, da
einige neuere Untersuchungen erwiesen haben, dass es stark antimutagen wirkt

sowie hepatoprotektive und antiinflammatorische Eigenschaften aufweist [97,98|.

HO @) 0]

OH
& 5,7,4-Trihydroxy-

4-styrylcumarin

Eupatilin OH

In einer weiteren Verdffentlichung wurden die Wurzeln dieser Pflanze auf ih-
re Inhaltsstoffe hin untersucht. Neben einigen bekannten Pterocarpanen ent-
halten diese ungewohnliche phenolische Verbindungen wie 5,7,4 “-Trihydroxy-4-
styrylcumarin [96], welches schwach cytotoxisch ist und stark antivirale Aktivitét

gegen Herpes simplex Typ 1 besitzt.
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Abb. 16: Aufarbeitungsschema von Ononis vaginalis

Getr. Pflanze
2 kg
l MeOH 80%

Rohextrakt
50¢g

Butanol-
extrakt 7 g

\ Si60
1.8¢g
Si60

S-1S-2 F-1
200mg
\ MPLC RP-18

K, 46 mg
LH-20

20 21 KS5
10mg 4mg 6mg

\ HPLC RP-18

22
2,5mg

Strukturbestimmung

Im 'H-NMR-Spektrum von 20 sind neben den Signalen einer Hexose 8 Protonen-
resonanzen des Aglycons zu sehen. Die Kopplungskonstanten der aromatischen
Protonensignale zeigen ein ABX- und ein AA‘BB‘-Spinsystem. Dies wird durch
das 'H,'H-COSY-Experiment bestitigt. Bei dem ABX-System mit den Resonan-
zen bei 7.36 ppm (d, 8.4 Hz), 6.57 ppm (dd, 8.4, 1.9 Hz) und 6.78 ppm (d, 1.9
Hz) handelt es sich um den A-Ring des Flavonoids, wie der HMBC-Crosspeak
von H-5 (7.36 ppm) zu dem Kohlenstoff C-4 (176.5 ppm) belegt. Im HMBC-
Spektrum erhélt man tiber die Crosspeaks zu den Signalen C-4 und C-10 (112.6
ppm) die Resonanz von H-3 (6.11 ppm). Ein weiterer Crosspeak dieses Protons

zu einer 3C-Resonanz bei 169.0 ppm ermoglicht die Zuordnung dieses Signals
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zu C-2. Das zweite aromatische Spinsystem gehort den Protonen des B-Rings.
Die Tieffeldverschiebung des C-4°-Signals (157.2 ppm) deutet auf eine Hydro-
xygruppe in dieser Position hin. Die Signale C-17(128.0 ppm) und C-2°(131.9
ppm) zeigen HMBC-Crosspeaks zu den Protonen der Methylengruppe in Posi-
tion 12. Diese beiden Protonen bei 2.77 ppm (J 4y 14.6, Jpx 6.6 Hz) und 3.20
ppm (Jap 14.6, Jax 3.0 Hz) gehoren zu einem AMX-Spinsystem, dem noch
H-11 (6.11 ppm) angehort. Diese Verkniipfung ist im 'H,*H-COSY-Experiment
erkennbar. Die Anbindung der Phenylethanoleinheit an den Pyranring lasst sich
im HMBC-Experiment durch den Crosspeak zwischen den Signalen H-3 und C-11
(86.3 ppm) belegen. Das Vorhandensein einer Hexose wird durch die 'H-NMR-,
I3C-NMR- und MS-Daten bewiesen. Das ESI-MS-Spektrum zeigt einen Molekiil-
massenpeak bei m/z 460 [M]" und einen um eine Hexose-Einheit verringerten
Massenpeak bei m/z 298 [M-Glc|T. Aus den NMR-Experimenten geht hervor,
dass in Position 7 des Aglycons (-D-Glucopyranose gebunden ist (H-1 bei 5.01
ppm, d, 7.1 Hz). Bei Verbindung 20 handelt es sich demnach um das bereits in
unserer Arbeitsgruppe aus Ononis vaginalis isolierte Mirkoinglucosid [94]. Die
(R)-Konfiguration in Position 11 wurde von M. Bernhardt iiber den Abbau zu
(R)-p-Hydroxyphenylmilchsdure und GC an chiraler Phase bestimmt.

Abb. 17: Mirkoinglucosid (20)
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Position H 3¢ Position 'H 13C
2 - 169.0 1 - 128.0
3 6.11 113.6 27 6.91 131.9
4 - 176.5 37 6.61 115.8
5! 7.36 d, 8.4Hz 132.6 4 - 157.2
6 6.57 dd, 111.5 5° 6.61 115.8

8.4, 1.9Hz 6" 6.91 131.9
7 - 158.9 17 5.01 d, | 101.9
6.78 d, 1.9Hz 103.7 7.1Hz
9 - 163.7 277 3.41-3.47 | 74.7
10 - 112.6 377 3.41-3.47 | 78.5
11 6.11 86.3 477 3.41-3.47 | 71.2
12 2.77 (AMX, 39.4 577 3.50 78.3
Jan—14.6, Jyrx—6.6Hz) 6" 3.74/3.95 | 62.5
3.20 (AMX, Tab. 12: 'H- und 3C-NMR-
Jam=14.6, Jax=3.0Hz) Daten von 20 in CD30D

Das 'H-NMR-Spektrum von 21 kann in zwei Bereiche aufgeteilt werden. Zunéchst
in den Zuckerbereich, in dem das Vorhandensein zweier anomerer Protonen (5.55
ppm und 4.96 ppm) die Gegenwart von zwei Monosaccharideinheiten belegt. Be-
ginnend bei ca. 6 ppm folgt der zweite Bereich, in dem aromatische und Doppel-
bindungsprotonen zu finden sind. Von den 8 Protonensignalen in diesem Bereich
gehoren zwei zu einer Doppelbindung, von den iibrigen 6 Resonanzen gehoren je 2
in ein aromatisches Spinsystem. Im A-Ring befinden sich die meta-stindigen Pro-
tonen H-6 (6.40 ppm, d, 1.8 Hz) und H-8 bei 6.65 ppm (d, 1.8 Hz). Beide Signale
zeigen einen HMBC-Crosspeak zu C-7 (164.6 ppm), das aufgrund seiner Tieffeld-
verschiebung hydroxyliert vorliegen muss. Gleiches gilt fiir C-5 (162.8 ppm). Die
Protonen des B-Rings weisen das Muster eines AA BB “-Spinsystems auf. Die
Verkniipfung zum Pyranring wird im HMBC-Experiment durch den Crosspeak
von H-27(7.98 ppm) zu C-2 (158.9 ppm) belegt. Das zweite AA “BB “-Spinsystem
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gehort zu einer p-Cumarsiure. Belegt wird dies durch die trans-sténdigen Dop-
pelbindungsprotonen bei 6.27 und 7.97 ppm mit einer Kopplungskonstante J,z3
=15.7 Hz, wie der Literaturvergleich zeigt [83]. Im HMBC-Experiment sind die
Crosspeaks von H-« (6.27 ppm) zu C-1"" (127.2 ppm) sowie von H-3 (7.57 ppm)
zu C-277 (131.3 ppm) und zum Carbonyl-Kohlenstoff bei 168.7 ppm zu erken-
nen.Bei der in Position 3 von Kampferol befindlichen Hexose handelt es sich um
Galactose, wie die Kopplungskonstanten Jsuz 24, = 10.0 Hz und Js,4 4cq— 3.0 Hz
belegen [100]. Diese ist (-glycosidisch an das Aglycon gebunden, wie das H-1"""-
Signal bei 5.55 ppm (d, 8.4 Hz) mit dem HMBC-Crosspeak zu C-3 (135.3 ppm)
zeigt. Das Proton H-2 "7 ist mit einer Resonanz bei 5.29 ppm deutlich tieffeldver-
schoben, was auf eine weitere Verkniipfung hindeutet. Im HMBC-Experiment exi-
stiert ein Crosspeak zwischen dem Carbonylkohlenstoff der p-Cumarsidure (168.7
ppm) zu dem Proton H-2°"" (5.29 ppm), was diese Annahme bestéitigt. Aus
den 'H-NMR- und '*C-NMR-Daten geht hervor, dass es sich bei der zweiten
Hexose um Glucose handelt. Die ist (-glycosidisch an Position 7 des Aglycons
gebunden, wie der HMBC-Crosspeak des H-1"""" (4.96 ppm, d, 6.9 Hz) zu C-7
(164.6 ppm) belegt. Diese NMR-spektroskopisch bestimmte Struktur wird durch
das ESI-MS gestiitzt (M, 756, C3sH3015): m/z 779 [M+Na|". Damit handelt es
sich bei 21 um das neue Flavonglycosid Kdmpferol-3-O-(2-O-(E)-p-cumaroyl-(3-
D-galactopyranosid)-7-O-3-D-glucopyranosid.

HO
HO

OH

OH

Abb. 18: Flavonoidglycosid 21
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Position

'H

13C

158.9

135.3

179.5

162.8

6.40 d, 1.8Hz

100.7

164.6

6.65 d, 1.8Hz

95.7

157.9

107.6

122.4

7.98 d, 8.6Hz

132.4

6.83 d, 8.6Hz

116.4

161.8

6.83 d, 8.6Hz

116.4

7.98 d, 8.6Hz

132.4

168.7

6.27 d, 15.7Hz

115.2

7.57 d, 15.7Hz

146.9

127.2

7.37 d, 8.4Hz

131.3

Position 'H 13C
Gal
1" | 5.55 d, 8.4Hz | 100.9
2777 5.29 74.3
3777 3.71 dd, 73.3
10.0,3.0 Hz
47 3.85 70.5
3.49 77.8
3.65 62.1
Glc
177 4.96 d, 6.9Hz | 101.1
277 3.45 74.7
377 3.52 77.5
4 3.42 71.2
577 3.48 78.4
6 " 3.64/385 | 62.4

6.76 d, 8.4Hz

116.9

161.3

7.37 d, 8.4Hz

116.9

6.76 d, 8.4Hz

131.3

Tab. 13: 'H- und '3C-NMR-Daten von 21 in CD;0OD
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Aus den eindimensionalen 'H- und *C- NMR-Spektren und dem Massenspek-
trum lasst sich die Summenformel von Verbindung 22 (M, 610, CogH34015) be-
rechnen. Weiterhin erhélt man aus dem LSI-MS-Experiment (neg. Modus) die
Fragmentionenpeaks m/z 609 [M-H|~, m/z 447 [M-H-Hex|™ und m/z 255 [M-
H-Hex-Hex-OCHs|~. Diese Spektrensiitze weisen auf eine zweifach glycosylierte

flavonoide Verbindung hin.

Das 'H-NMR-Spektrum von 22 zeigt neben den Resonanzen zweier Hexosen 5
Signale im aromatischen Bereich, die zwei verschiedenen Spinsystemen angehoren.
Das stérker tieffeldverschobene Spinsystem besteht aus 2 Protonenresonanzen bei
7.25 ppm und 7.04 ppm, die aufgrund ihrer Kopplungskonstanten (J= 8.8 Hz) in
ortho-Position zueinander stehen miissen. Die iibrigen drei Protonenresonanzen
stellen das Spinsystem eines dreifach substituierten Aromaten dar. Dabei ist das
Signal bei 7.19 ppm (d, 8.2 Hz) ortho-sténdig zu dem Signal bei 6.46 ppm (dd, 8.2,
2.2 Hz), wahrend dieses zusétzlich eine meta-Kopplung zu dem Protonensignal bei
6.37 ppm (d, 2.2 Hz) aufweist. Im *"H-NMR-Spektrum sind noch 4 weitere Proto-
nensignale zu beobachten, die nicht den beiden Hexosen und nicht den Aromaten
angehoren. Im 'H 'H-COSY-Experiment ist zu erkennen, dass sie sich an drei
benachbarten Kohlenstoffatomen befinden miissen, da das Proton bei 5.55 ppm
(H-11a, d, 6.8 Hz) einen Crosspeak zu 3.61 ppm (H-6a) und dieses Crosspeaks
zu den beiden Protonenresonanzen der Methylengruppe (H-6a, 3) bei 3.62 ppm
und 4.34 ppm zeigt. Die nach dem HMQC-Experiment zugehorigen Kohlenstoffe
C-6 (68.0 ppm) und C-11a (79.7 ppm) weisen eine Verschiebung ins tiefe Feld
auf, die einen Sauerstoff-Substituenten nahe legt. Im HMBC-Experiment sieht
man Crosspeaks des C-11a zu H-6 und zu dem Protonensignal bei 7.25 ppm,
womit dieses als H-1 festgelegt werden kann. Bestétigt wird dies durch einen wei-
teren HMBC-Crosspeak des H-1 zu einem Signal bei 147.4 ppm, zu dem auch
ein HMBC-Crosspeak vom H-6 fiihrt. Daher muss es sich hierbei um C-4a han-
deln. Somit ist die Verkniipfung des A-Rings mit dem B-Ring erwiesen. Da der
A-Ring nur 2 Protonen tréagt, miissen die Positionen 3 und 4 substituiert vorlie-
gen. Die Kohlenstoffresonanz bei 148.8 ppm zeigt einen HMBC-Crosspeak zum
H-2 bei 7.04 ppm und ist dem C-3 zuzuordnen. C-4 hat somit das Kohlenstoff-
signal bei 132.7 ppm. Die weitere Verkniipfung der Ringe wird zunéchst durch
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den HMBC-Crosspeak des 6a-Protons zu der C-7-Resonanz bei 126.0 ppm be-
statigt, die entsprechend einem HMQC-Crosspeak dem H-7-Proton bei 7.19 ppm
zuzuordnen ist. Mit der Identifizierung des H-7-Signals sind auch H-8 und H-10
festgelegt. Die H-10-Resonanz mit der meta-Kopplung zu H-8 (6.37 ppm, d, 2.2
Hz) weist einen *J-HMBC-Crosspeak zum C-1la auf, womit das Pterocarpan-
Grundgertist bestétigt ist. Die Tieffeldverschiebung des C-9-Signals (161.9 ppm)
und der Crosspeak desselben im HMBC-Experiment zu den Methoxygruppen-
protonen bei 3.73 ppm belegen die Substitution an dieser Stelle. Daher miissen
die beiden vorhandenen Hexosen, bei denen es sich nach den 'H-NMR- und 3C-
NMR-Spektren in beiden Féllen um Glucose handelt, an den Positionen 3 und 4
gebunden sein. Dabei beweist der HMBC-Crosspeak H-1" (4.87 ppm)/ C-3 (148.8
ppm) die Verkniipfung von Glucose” mit dem C-3-Atom des Aglucons.

Abb. 19: Pterocarpanglucosid 22
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Pos. 'H 13C
1 7.25 d, 8.8Hz 127.9
2 7.04 d, 8.8Hz 112.2

- 148.8

4 - 132.7
4a, - 147.4
6 3.62/4.34 68.0
6a 3.61 40.9
6b - 117.5
7 7.19 d, 8.2Hz 126.0
6.46 dd, 8.2, 2.2Hz 107.4

9 - 161.9
10 6.37 d, 2.2Hz 97.6

10a - 161.8

11a 5.55 d, 6.8Hz 79.7

11b - 114.8

OMe 3.73 55.9

Gle
1’ 4.87 d, 7.2Hz 103.7
27 3.52 75.0
37 3.47 77.5
4° 3.39 71.3
57 3.42 78.4
6° 3.72/3.91 62.5

Gle

1 4.95 d, 7.7Hz 105.2

277 3.49 75.8

3 3.47 77.9

4 3.41 71.2

577 3.19 78.4

6" 3.66/3.76 62.3

Tab. 14: 'H- und 3C-NMR-Daten von 22 in CD;OD
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Alle bisher gefundenen natiirlichen Pterocarpane sind cis-verkniipft. Auch das
Pterocapanglucosid 22 liegt in dieser Form vor, wie die Kopplungskonstante
von J= 6.8 Hz fiir H-11a belegt. Sie ist vergleichbar mit Jz1146,=7 Hz des (-)-
Maackiains [101], dessen absolute Konfiguration 6aR,11aR ist, wie mittels Ront-
genkristallstrukturanalyse gezeigt werden konnte [102]. Die Frage der absoluten
Konfiguration des neuen Pterocarpans kann iiber CD-Messungen geldst werden.
Zur Bestimmung der Anordnung wird die 'L;-Bande bei ca. 280 nm verwendet,
da sie im Gegensatz zu der bei kiirzeren Wellenlingen liegenden 'L,-Bande we-
niger von Uberlagerungen beeinflusst wird. Im Falle der Pterocarpane bedeutet
ein positiver Cottoneffekt innerhalb der 'L,-Bande P-Helizitéit des 3,4-Dihydro-
2H-pyran-Ringes, ein negativer M-Helizitdt [103|. P-Helizitdt bezieht sich auf
die Chiralitat dieses in Halbsesselkonformation vorliegenden Ringes und liegt bei

einem positiven Torsionswinkel w zwischen C-4a und C-6a vor.

Abb. 20: Raumliche Darstellung der P-Helizitdt bei Pterocarpanen

Dies wird durch zahlreiche CD-Messungen von verschiedenen (-)-(6aR,11aR)-
Pterocarpanen bestitigt, die alle eine positiv-negativ-Kurve fiir die 'L- und 'L,-
Bande aufweisen [103,104|. Dabei zeigte sich, dass Substituenten an einem oder
beiden aromatischen Ringen nur die Intensitét und Lage der Banden leicht beein-
flussen. Das gemessene CD-Spektrum der Verbindung 22 weist ebenfalls dieses

positiv-negativ-Muster auf.
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Der Messwert des Spektropolarimeters ist die Elliptizitdat © [51]:

~2.303(AA4)180

© 47

[grad]. (3.6)

T T T T T T T T T
220 240 260 280 300
Wellenlange [nm]

Abb. 21: CD-Spektrum des Pterocarpanglycosids 22

Bande 'L, (284 nm) 'L, (233 nm)
O [mdeg| 1 18.798 - 39.771

Tab. 15: CD-Daten von 22 in CH30H

Damit ist die P-Helizitat belegt, das Pterocarpan 22 besitzt (6aR,11aR)-Konfiguration.
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3.2.4 Ipomoea operculata
Beschreibung

Ipomoeen gehoren zur Gattung der Convolvulaceae (Windengewéchse) und ha-
ben ihren Namen aufgrund der knollenartig verdickten, holzartigen Wurzeln

erhalten. Anhand dieses Merkmals ist die Zuordnung zu dieser Art trotz der

oft widerspriichlichen und verwirrenden Synony-
mie der Convolvulaceen erleichtert. Dennoch ist
auch Ipomoea operculata Mart. unter einigen an-
deren Namen bekannt, wie Operculina macrocar-
pa, Convolvulus macrocarpus oder nach der aus

ihren Wurzeln hergestellten Droge Brasilianische

Jalape. Bei Ipomoea operculata handelt es sich
um ein sich hochwindendes Kraut mit tief eingeschnittenen, dunkelgriinen Blét-
tern, das im tropischen Hochland Brasiliens beheimatet ist. Die Bliiten sind, wie
bei den Windenartigen iiblich, groft und auffillig gefdrbt. Daher findet sie auch
in unseren Breiten als Zierpflanze Verwendung. Ein anatomisches Merkmal der
Convolvulaceen ist das Vorhandensein von sekretorischen Zellen mit milchigem,
harzartigem Inhalt, bei welchem es sich hauptséchlich um Harzglycoside handelt.
In den Ipomoea-Arten treten diese verstéirkt in den Wurzeln auf. Die Harzglyco-
side weisen eine Reihe biologischer Aktivitdten auf, daher wird die getrocknete
Wurzel von Ipomoea operculata in der traditionellen Medizin haufig verwendet.
Die Droge zeigt starke laxative und diuretische Wirkungen und wird &ufserlich

zur Wundreinigung und schnelleren Wundheilung eingesetzt [106].

Sie setzt sich aus einem etherléslichen (Jalapin) und einem etherunléslichen (Con-
volvulin) Teil zusammen. Wihrend ersterer bereits mehrfach untersucht und dar-
aus eine Reihe von Harzglycosiden isoliert wurde [107]|, haben den wirksameren
Convolvulin-Anteil nur Wagner und Kazmaier charakterisiert [108]. Als Haupt-
bestandteil bestimmten sie mit Hilfe von Abbaumethoden Operculinsidure, ein
Glucorhamnohexasaccharid der 3,12-Dihydroxypalmitinsdure. Bei den Harzgly-

cosiden aus dem Jalapin handelt es sich dagegen ausschlieftlich um Tri- bis Pen-
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tasaccharide, die mit einer oder mehreren Hydroxyfettsduren verkniipft sind und

oft auch fliichtige Sduren enthalten.

COOMe

\
CH,

Ac AcO——H

O A~ (CHz)s
cO ——H
CH2
HsC CH 0 onc/
AcO

AcO (0]

OAc
OAc
(0]
AcO. OAc

OAc

Acetyloperculinsauremethylester

Strukturaufklarung

Das 'H-NMR-Spekrum von 23 lisst sich in zwei Bereiche aufteilen. Der aliphati-
sche Bereich enthilt die Signale der Dihydroxypalmitinsdure und der Acetylgrup-
pen. Bei dem zweiten Bereich handelt es sich um die Signale des Saccharidteils.
Da sich die Protonenresonanzen in diesem Bereich sehr stark iiberlagern, wur-
de der komplette NMR-Spektrensatz (*H-, 13C-, H,'H-COSY-, HMQC-, HMBC-,
NOESY-, TOCSY-Experimente) sowohl in CDCl3 als auch in CD3OD vermessen.
Im HMQC-Spektrum sind die Crosspeaks von 6 anomeren Protonen zu erkennen.
Die sechs Monosaccharide wurden mit Hilfe der 'H,*H-COSY-, HMQC-COSY
und TOCSY-Spektren identifiziert. Nachdem somit die einzelnen Einheiten be-
kannt waren, wurde anhand der NOESY- und HMBC-Spektren die Verkniipfung

der Saccharide untereinander sowie die Verbindung zur Fettsdure bestimmt.

Viele Kopplungskonstanten waren nur sehr schwer, einige gar nicht zu bestim-
men. Die wichtigsten Kopplungskonstanten zur Ermittlung der Strukturen der

Saccharide sind in Tabelle 17 angegeben. Die drei enthaltenen Glucose-Bausteine
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und Rhamnose 2 konnten gut identifiziert werden. Gleiches gilt fiir die Xylose,
die aus zwei Griinden Interesse weckte. Zum einen ist bisher keine Pentose in
Harzglycosiden beschrieben worden. Zum anderen ist die Position 4 dieser Xy-
lose eindeutig nicht acetyliert, was durch den fehlenden HMBC-Crosspeak zu
den Acetylgruppen belegt wird. Die Zuordnung der Signale der Rhamnose 5 warf
einige Probleme auf. Zunédchst war aus der Kopplungskonstante des anomeren
Protons nur ersichtlich, dass es sich um einen a-glycosidisch verkniipften Zucker
handelte. Aus den 1D-Spuren vom 'H,'H-COSY und TOCSY-Spektrum waren
nur grofe Kopplungskonstanten erkennbar, die auf axial/axial-Stellung der wei-
teren Protonen schliefsen lieft. Dies héitte bedeutet, dass eine a-glycosidisch ge-
bundene Chinovose vorliegt. Um dies zu iiberpriifen, wurden die 1D-Spuren der
in Methanol gemessenen Spektren als Vergleich herangezogen. In diesen war er-
kennbar, dass das H-3-Signal von Rhamnose 5 durch das H-2-Signal von Glucose
6 iiberlagert worden war. Durch die leichte Entzerrung im Methanol-Spektrum
wurde deutlich, dass das duplizierte Dublett von H-2 Glucose 6 (8.0, 9.0 Hz) das
duplizierte Dublett (3.6, 9.1 Hz) von H-3 Rhamnose 5 iiberlagerte. Damit war
diese 6-Desoxyhexose als Rhamnose identifiziert. Die interglycosidische Verkniip-
fung wurde anhand der HMBC-Spektren ermittelt. Belegt wird diese durch die
HMBC-Crosspeaks 4.72/66.7 ppm (H-1 Rhamnose 2/ C-6 Glucose 1), 4.41/75.0
ppm (H-1 Glucose 3/ C-2 Glucose 1), 4.75/80.8 ppm (H-1 Xylose 4/ C-3 Glucose
3), 5.18/74.7 ppm (H-1 Rhamnose 5/ C-2 Glucose 3) und 4.78/66.1 ppm (H-1
Glucose 6/ C-4 Rhamnose 5). Ebenfalls durch einen HMBC-Crosspeak 4.25/ 80.6
ppm (H-1 Glucose 1/ C-12 Fettsdure) wird die Verkniipfung des Saccharidteils
an Position 12 der 3,12-Dihydroxypalmitinsédure belegt.

Die Konfiguration der Dihydroxypalmitinsdure wurde in der Dissertation von
Barbara Jakob durch Totalsynthese geklart [109]. Diese ergibt sich als (35, 12.5)-
Dihydroxypalmitinsdure. Damit wurde nicht nur der Strukturvorschlag der Oper-
culinsdure von Wagner und Kazmaier durch die Konfigurationsbestimmung des
Fettsdureanteils vervollstéandigt, sondern auch der Saccharidanteil der Operculin-
sdure anhand neuer NMR-Messtechniken bestimmt und in seiner Zusammenset-

zung korrigiert.
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Abb. 22: Methylester von Acetyloperculinsédure H (23)

OMe 1 2 3 12 16
H 3.61 - 2.50/2.53 5.14 3.46 0.81
13C 51.5 167.2 38.8 70.4 80.6 13.8

Tab. 16: Ausgewahlte 'H- und *C-NMR-Daten des Fettsiureteils von 23 in CDCl3
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Sac. 1 2 3 4 5 6
1Gle | 'H | 4.25 d, 3.82 5.15 4.82 3.62 3.55/3.63
7.6 Hz
13C | 100.3 75.0 75.7 69.6 72.2 66.7
2 Rha | 'H | 4.72 d,| 5.20 dd, 5.23 dd, | 5.04 3.82 1.17
1.7Hz | 1.7,3.5 Hz | 3.5,10.0 Hz
BC| 97.8 69.2 68.7 70.6 66.3 17.2
3Glc | 'H | 4.41 d, 3.62 3.89 4.78 3.53 4.05/4.18
7.8 Hz
BC| 99.9 4.7 80.8 72.1 71.1 62.2
4 Xyl | 'H | 4.75 d, | 5.35 dd, 5.11 3.96 | 4.02/4.48
8.0 Hz | 8.0,9.1 Hz
BC| 98.7 72.5 67.8 71.0 61.3
5 Rha | 'H | 5.18 d, 4.05 4.92 dd, | 4.08 4.10 1.14
1.8 Hz 3.6,9.1 Hz
BC| 96.8 73.9 72.0 66.1 66.1 16.9
6 Glc | 'H | 4.78 d, | 4.93 dd, 5.18 5.11 3.58 3.65/3.68
8.0 Hz | 8.0,9.0 Hz
BC | 100.5 70.6 72.9 68.7 71.1 60.5

Tab. 17: 'H- und *C-NMR-Daten des Methylesters von Acetyloperculinsiure H (23) in CDCl3

Bemerkenswert ist, dass die Xylose in Position 4 nicht acetyliert wurde. Die Ver-

mutung einer sterischen Hinderung liegt nahe und fiihrt zu der Frage nach der

Konformation der Operculinsédure im nativen Zustand. Die durchgefiihrte Konfo-

mationsanalyse (Monte Carlo, mechanistisches Modell) resultiert in einer raumli-
chen Struktur, bei der die Hydroxyfunktion 4 der Xylose durch die Carbonylfunk-

tion der Fettsdure abgeschirmt wird. Dies lasst den Schluss zu, dass das Molekiil

im nativen Zustand vor der Hydrolyse als intramolekularer Ester vorliegt, wie

dies von vielen Harzglycosiden des Jalapins bereits bekannt ist [107].
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Abb. 23: Riumliche Struktur von Operculinsdure H

Auch die NMR-Spektren der Verbindung 24 weisen aufgrund der komplexen Mo-
lekiilstruktur starke Uberlagerungen der Signale auf. Daher wurde der gesamte
Spektrensatz sowohl in DMSO-Dg als auch in CD3OD vermessen und die Ergeb-
nisse miteinander verglichen. Aus dem 'H-NMR-Spektrum wird deutlich, dass
die Verbindung ebenfalls einen Saccharid- und einen Fettsdureteil enthéalt. Im
HMQC-COSY-Spektrum sind die Crosspeaks von sieben anomeren Protonen zu
erkennen. Weiterhin wird aus den HMQC-Signalen deutlich, dass es sich bei drei
dieser Monosaccharide um 6-Desoxyzucker handelt. Alle Monosaccharide wurden
zunichst mit Hilfe der 'H,'H-COSY- und HMQC-COSY-Spektren identifiziert.
Die Zuordnungen wurden mittels HMQC-TOCSY und TOCSY iiberpriift und
die Kopplungskonstanten, soweit moglich, aus den 1D-Spuren des TOCSY- und
des 'H,'H-COSY-Spektrums ermittelt. Daraus ergab sich, dass es sich bei den
drei 6-Desoxyzuckern, die alle a-O-glycosidisch verkniipft sind, um Rhamnosen

handelt, wahrend die vier iibrigen [-O-glycosidisch verkniipften Monosacchari-
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de Glucosen sind. Ausgewihlte Kopplungskonstanten, die fiir die Zuordnung von

entscheidender Bedeutung waren, sind in Tabelle 19 angegeben.

Nachdem somit die einzelnen Einheiten bekannt waren, wurde anhand der NOESY-
und HMBC-Spektren die Verkniipfung der Saccharide untereinander sowie die
Verbindung zur Fettsédure bestimmt. Auch die Positionen der Acetylgruppen wur-
den anhand der HMBC-Crosspeaks bestimmt. Es zeigte sich, dass die Anordnung
der Monosaccharide 1,2,3 und 6 mit derjenigen von 23 iibereinstimmt. Dies be-
weisen die HMBC-Crosspeaks 4.81/66.2 ppm (H-1 Rhamnose 2/ C-6 Glucose
1), 4.61/75.5 ppm (H-1 Glucose 3/ C-2 Glucose 1), 4.72/79.9 ppm (H-1 Glucose
4/ C-3 Glucose 3) und 5.08/79.7 ppm (H-1 Rhamnose 6/ C-2 Glucose 3). An
Rhamnose 6 ist jedoch eine weitere Rhamnose gekniipft (NOESY-CP 4.80 ppm
H-1 Rha 7/ 3.82 H-4 Rha 6), und Glucose 5 ist 1—2-glycosidisch an Glucose
4 gebunden (HMBC-CP 4.91/ 71.6 ppm). Ein HMBC-Crosspeak 4.37/74.2 ppm
(H-1 Glucose 1/ C-12 Fettsdure) belegt die Verkniipfung des Saccharidteils in
Position 12 der 3,12-Dihydroxypalmitinsiaure.

Hydrolyse eines Aliquots von 24 lieferte 3,12-Dihydroxypalmitinsduremethylester,
der nach Trimethylsilylierung durch GC-MS identifiziert wurde. Der aus 24 erhal-
tene trimethylsilylierte 3,12-Dihydroxypalmitinsduremethylester zeigte an chira-
ler Cyclodex B-Séule die gleiche Retentionszeit wie der durch Hydrolyse aus 23 er-
haltene trimethylsilylierte (3.5, 12.9)-Dihydroxypalmitinsduremethylester. Gleich-
zeitige Injektion des trimethylsilylierten Hydrolysats von 23 und 24 resultierte
in einem einzigen trimethylsilylierten 3,12-Dihydroxypalmitinsduremethylester-
Peak (R; 19.43 min). An der chiralen Cyclodex B-Siule wurden die Enantio-
meren von trimethylsilyliertem 3-Hydroxybuttersduremethylester vollstandig ge-
trennt [110]. Damit sollte es sich bei der Sdurekomponente von 24 auch um (35,

125)-Dihydroxypalmitinsdure handeln.

Harzglycosid 24 aus Ipomoea operculata ist die erste charakterisierte Verbindung
von den pharmakologisch relevanten Harzen der Convolvulaceen, bei der der Sac-

charidanteil aus einem Heptasaccharid besteht.
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Abb. 24: Methylester von Acetyloperculinséure I (24)
OMe 1 3 12 15 16

H 4.02 - 5.03 3.46 1.22 0.82

13C 58.3 167.4 68.9 74.2 21.8 13.6

Tab. 18: Ausgewiihlte 'H- und 3C-NMR-Daten des Fettsiureteils von 24 in DMSO-Dg
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Sac. 1 2 3 4 ) 6
1 Gle | 'H | 4.37 d, 3.71 5.12 4.78 | 3.84 | 3.56/3.69
7.0 Hz
13C | 100.0 75.5 74.9 68.8 | 70.7 66.2
2 Rha | 'H | 4.81d, | 5.22 dd, 4.75 dd, | 4.11 | 4.12 1.07
1.8 Hz | 1.8,4.2 Hz | 4.2,8.6 Hz
BC| 96.9 70.1 71.0 73.5 | 65.5 16.6
3Glc | 'H | 4.61d, | 3.45 dd, 3.99 4.60 | 3.91 | 3.70/4.13
7.6 Hz | 7.6,8.9 Hz
BC| 98.9 79.7 79.9 67.7 | 69.7 65.5
4Gle | 'H |4.72 d, | 4.57 dd, 5.25 4.94 | 3.88 | 3.97/4.37
8.2 Hz | 8.2,8.8 Hz
BC | 97.7 71.6 71.6 67.6 | 70.9 61.0
5Glc | 'H | 4.91 d, 4.73 5.29 dd, |4.90 | 3.99 | 4.04/4.14
8.6 Hz 8.9,9.4 Hz
BC| 99.2 70.5 71.7 67.7 | 70.3 61.1
6 Rha | 'H | 5.08 d, 5.04 4.87 3.82 | 3.79 1.09
1.4 Hz
BC| 96.6 68.4 69.7 71.1 | 65.5 16.6
7 Rha | 'H | 4.80 d, 5.24 4.74 4.17 | 3.98 1.13
1.8 Hz
BC| 96.9 70.0 71.1 73.3 | 65.5 16.9

Tab. 19: 'H- und '* C-NMR-Daten des Methylesters von Acetyloperculinsiure I (24) in DMSO-Dg



4 Experimenteller Teil

4.1 Allgemeines

4.1.1 Spektroskopische Methoden

NMR-Spektroskopie

Messgeriite:

e Bruker AC 300 Spektrometer (*H: 300 MHz, 3C: 75 MHz)
Triple Probenkopf (*H,3C,"F)

e Bruker Avance 360 Spektrometer (*H: 360 MHz, '3C: 90 MHz)

Dualer Breitbandprobenkopf invers, mit z-Gradienteneinheit

e Bruker DRX 500 Spektrometer (‘H: 500.13 MHz, '3C: 125.13 MHz)

Dualer Breitbandprobenkopf invers

Losungsmittel: CD3OD, CDCl3 oder DMSO-Dg, Cambridge Isotope Laboratories

Eichung: Probeninterne Eichung anhand des entsprechenden Losungsmittelsi-

gnals
LM 'H-NMR BBC-NMR
DMSO-d6 2.49 ppm 39.5 ppm
CD3;0D 3.30 ppm 49.0 ppm
CDCl3 7.24 ppm 77.0 ppm

86
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Massenspektroskopie

e ESI: Micromass LCT ; Direkteinspritzung oder LC-Kopplung,
LM: Methanol, Acetonitril

e Finnigan MAT 8500 mit Cs-Kanone; Direkteinspritzung oder
FAB-MS (Glycerinmatrix), LM: Methanol, Ethylacetat

e GC-MS: Varian 3700; J+W Scientific DB-1, Lange 30 m, ID 0.32 mm,
Filmdicke 0.1pm
80-280°C, 15 min isotherm, Heizrate 3 K/min
MS: Finnigan MAT 312, 70 eV

Optische Aktivitit

e Polarimeter:
Jasco P-1020, Messzelle 10 cm
LM: MeOH, CHCI;3 ; Messtemperatur 21°C

e CD-Spektroskopie:
Jasco J-600 Spektropolarimeter, Messkiivette 1cm
LM: Methanol ; Meftemperatur 20°C ; Bereich 205-300 nm mit 20 nm /min

4.1.2 Chromatographie

e Verwendete Losungsmittel:

— Dichormethan, Ethanol, Ethylacetat, Methanol, Hexan:
technisch, 1-fach destilliert

— Wasser: 1-fach oder doppelt (HPLC) destilliert
— Aceton, n-Butanol, Ethanol, Ethylacetat(GC), n-Propanol: Merck, p.A.

— Acetonitril, Methanol (HPLC): Acros Organics, HPLC Gradient Grade
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e Diinnschichtchromatographie:

— Merck, Analytische DC-Alufolien Kieselgel Si60 Fo54S
— Merck, Analytische DC-Alufolien RP C-18 Fg54S

— Merck, Préaparative DC-Fertigplatten Si60 Fo54S
Schichtdicke 0,25 mm

e Nachweisreagenzien (DC):

— Molybdatophosphorsaure:
Molybdatophosphorsaure 20 Gew.-% in Ethanol (Aldrich),

zum Anfarben aller oxidierbarer Substanzen.

— Anisaldehyd /H,SOy:
0,5 ml p-Anisaldehyd (Acros Organics),
10 ml Eisessig,
85 ml MeOH,
5 ml HySOy,
in der angegebenen Reihenfolge vermischt,

zur Identifizierung von Steroiden, Terpenen, Iridoiden und Zuckern.

— Resorcinmonomethylether:
200 ml Ethanol p.A.,
5,28 ml H,SO,4 conc.,
0,25 ml Resorcinmonomethylether (Aldrich),
in der angegebenen Reihenfolge vermischt,
zum Nachweis von Sacchariden und Glycosiden.
— Schwefelsaure:
10% H,SO,4 conc. in Methanol,
zur Identifizierung von Saponinen.
— Nachweis nach Carr-Price:
Antimon-(IIT)-chlorid 10%ig in Chloroform,
zur Sichtbarmachung von Carotinoiden, Steroidsapogeninen und -glycosiden,

Terpenderivaten.
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e Siulenchromatographie:

— Merck, Kieselgel Si60, 40 - 60pm (230 - 400 mesh ASTM)
Schwerkraftsédulen oder Flash-Chromatographie verschiedener Grofe
(Verhéltnis Substanz: Trennmittel 1:80)

— Merck, LiChroprep® RP-18, 40-63um
(Verhéltnis Substanz: Trennmittel 1:150)

— Amersham Biosciences, Sephadex LH-20

Saulenldnge 1m

e Mitteldruckfliissigkeitschromatographie(MPLC):

Labomatic, Laboprep mit Pumpeneinheit MD 50/80/100
Injektion iiber 6-Wege-Ventil, Probensammler Foxy 200,
Druck 3 bar (Lobar®) oder 12 bar (Biichi)

Eluenten bei jeweiliger Isolierung angegeben, Séulen:

— Fertigsdule der Firma E. Merck, Darmstadt, Typ Lobar®, Grofe B
(310-25), Art. Nr.: 10401; Kieselgel: LiChroprep® Si 60 (Korngrofe:
40-63 pm)

— Borosilicatsiaule der Firma Biichi, Nr.: 28147 mit integrierter Vorsaule;
Kieselgel: LiChrospher® C-18 (Korngrofe: 20 pm)

e Hochdruckfliissigkeitschromatographie(HPLC):

Knauer GmbH, HPLC-Pumpen K 501 mit analytischen Pumpenkdpfen,
fir analytischen und semipriaparativen Einsatz (bis zu 10ml/min)
6-Wege-Injektionsventil, Diodenarraydetektor DAD3000, Eurochrom 2000

Siulen:

— Agilent Technologies, Zorbax® RP C-18,
250x8 mm und 250x4 mm, 7 pm bzw. 3 um Gel
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— Merck, LiChrospher® 100 RP C-18,
250x4 mm, 5 pm Gel

— Merck, LiChrospher® 100 Si, 250x8 mm

e Gaschromatographie (GC):

— Thermoquest Trace GC, Split/Splitless 1/30, Tragergas Wasserstoff,
Chrom Card Software
J+W Scientific DB-1, Liange 30 m, ID 0.32 mm, Filmdicke 0.1um
80-280°C, 15 min isotherm, Heizrate 3 K/min

— Carlo Erba Instruments HRGC 5060, Split/Splitless 1/30, Tragergas
Wasserstof,
K. Johnson C-DEX B, Lénge 30 m, ID 0.32 mm, Filmdicke 0.25 pym
80-280°C, 15 min isotherm, Heizrate 3 K/min
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4.2 Extraktion des PHlanzenmaterials und Isolie-

rung der Verbindungen 1-24

4.2.1 Impatiens balsamina

Aus 220 g gefrorenen rot-violetten Bliiten resultierten 8.1 g braunoranger Roh-
extrakt. Die Vorfraktionierung des Butanolextraktes (3.7 g) durch SC an Kie-
selgel (CH5Cly/MeOH 7:1 — 1:1) ergab die farbstoffhaltige Fraktion II (0.98
g). Erneute SC an Kieselgel (CH,Cly/MeOH/H,0 4:1:0 — 1:1:0.1) resultierte in
den Farbstoffgemischen 1 (orangebraun, 40.3 mg) und 2 (orange, 14.4 mg). Aus
Fraktion 1 konnten durch préparative DC (CHyCly/MeOH/H0 2:1:0.1) 7.8 mg
Rhamnocitrin-3-O-3-D-glucopyranosid (1), aus Fraktion 2 nach erneuter SC an
Kieselgel (CH5Cly,/MeOH/H50 1.5:1:0.1) 10.1 mg 2-Hydroxy-1,4-naphthochinon-
2-O-3-D-glucopyranosid (2) isoliert werden.

Bei einem Vergleich des Bliitenextraktes mit einem Extrakt aus den Sténgeln
dieser Pflanze stellt sich heraus, dass das orange Naphthochinon 2 auch hier in
grofsen Mengen vorhanden ist, wogegen die gelbe Verbindung 1 nur als Bliiten-

farbstoff fungiert und in den Stadngeln nicht nachweisbar ist.

4.2.2 Filipendula ulmaria

Aus 120 g getrocknetem, zerkleinertem Pflanzenmaterial erhielt man 14.5 g Roh-
extrakt (siehe S.28). Aufgrund des hohen Zuckergehaltes des Extraktes und der
resultierenden Schaumbildung wurde die Vorfraktionierung mittels SC an Kiesel-
gel vorgenommen. 2 g Rohextrakt wurden zunéchst mit Chloroform, anschliefend
mit CHyCly,/MeOH/H50 4:1:0.1 eluiert. Die erhaltene Hauptfarbstoff-Fraktion
III (44 mg, gelb) wurde dann mittels SC an RP C-18 (MeOH/H,0 85:15) wei-
ter aufgetrennt, die Flavonoidfraktion 1 betrug nun 31 mg. Zur weiteren Tren-
nung wurde praparative DC (CHyCly /MeOH /H50 2:1:0.1) verwendet. Die stérk-
ste Bande wurde isoliert und ergab Flavon 3 (Polystachosid, 5 mg, gelb).
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4.2.3 Alkanna tinctoria

Abweichend vom iiblichen Schema wurde die Extraktion des Pflanzenmaterials
mit CH,Cl, vorgenommen. 20 g getrocknete, zerkleinerte Wurzel gaben 1,5 g
Rohextrakt. Aufgrund der Beschaffenheit des Extraktes, der fast ausschliesslich
aus Farbstoffen bestand, wurde auf die iibliche Fraktionierung verzichtet und der
gesamte Rohextrakt aufgearbeitet. Die erste Trennung erfolgte in zwei Schrit-
ten mittels SC an RP-18-Material (Lobar®, Grofe B). Weitere SC an Kieselgel
(Hexan/tBME 6:1) mit der intensiv roten Fraktion 3 (122 mg) resultierte in
den Proben 3-1 (4, kirschrot, 28 mg), 3-2 (5, hellrot, 9 mg) und der Fraktion
3-3 (violett, 38 mg).Diese ist ein Gemisch aus Farbstoffen und Zersetzungspro-
dukten. Nach erneuter SC an Kieselgel (CHyCly/MeOH /H50 9:1:0.1) erhielt man
neben einer Vielzahl von blauen und violetten Verbindungen (im Submilligramm-

Bereich) Alkannin (6, rot, 7 mg) und einen weiteren Alkanninester (7, hellrot, 7

mg).

4.2.4 Tagetes erecta

Zur Farbstoffisolierung wurden getrocknete Bliitenblatter einer intensiv orangen
Tagetes erecta-Sorte verwendet. Aus den vorhandenen 40 g konnten 5,3 g Rohex-
trakt gewonnen werden. Da sich dieser Extrakt nur zum geringen Teil in Wasser
16ste, wurde die Hauptmenge in Chloroform aufgenommen. Die Fraktionierung
mittels SC an Kieselgel ( Chloroform — CH,Cly/MeOH/H,0 2:1:0.1) ergab die
stark farbstoffhaltigen Komponenten II (100 mg, gelb) und IV (250 mg, orange-
braun). Fraktion II wurde mittels SC an Kieselgel (CH,Cly/MeOH/H,0 1:4:0.1)
weiter aufgetrennt und ergab die Verbindung I1-2 (gelb, 23 mg). Aus Fraktion IV
wurden durch SC an Kieselgel (CH5Cly/MeOH 2:1) Probe 8 (10 mg, gelborange)
und Fraktion IV-3 (31 mg, orange) gewonnen. Die reine Verbindung 8 zeigte im
'H-NMR-Spektrum die typischen Signale eines Carotinoids. Daraufhin wurde das
schwer trennbare Gemisch IV-3 mittels GC getrennt und mit Hilfe von GC-MS

charakterisiert.



4.2 Extraktion des Pflanzenmaterials und Isolierung der Verbindungen 1-24 93

4.2.5 Fagerlindia depauperata

Aus 7 g Rohextrakt wurden durch Fraktionierung 3.82 g Butanol- und 0.87 g
wassriger Extrakt erhalten. Der Butanolextrakt wurde mittels SC an Kieselgel
(CH5Cly/MeOH 4:1 — 1:1) in die iridoidhaltigen Fraktionen II (620 mg) und
II1IB (44 mg) aufgetrennt. Fraktion II wurde abschliefend durch MPLC mit Kie-
selgel (CH5Cly/MeOH 10:1) in zwei Verbindungsgemische getrennt. Aliquots von
10 bzw. 20 mg dieser Faktionen wurden durch HPLC an einer Zorbax-C18-Saule
(MeOH/H20 45:55 isokratisch) in je zwei Hauptkomponenten getrennt. Bei den
vier erhaltenen Verbindungen dieser Trennung handelt es sich um 9 (3.4 mg) und
10 (2.6 mg) sowie 11 (7.3 mg) und 12 (8.4 mg). Die 44 mg von IIIB erbrachten
nach SC an Kieselgel (CH2Cly/MeOH 5:1) die Fraktionen 3 und 4, welche beide
mit MPLC an Kieselgel (CHyCly/MeOH 7:1) als die entsprechenden Reinverbin-
dungen 13 (7.8 mg) und 14 (8.6 mg) isoliert werden konnten. Aus dem wéssrigen
Extrakt wurde durch SC an Kieselgel (CH;Cly/MeOH/H50 3:1:0.1) die leicht
iridoidhaltige Fraktion I (207 mg) erhalten, die nach erneuter Chromatographie
an einer Kieselgelsdule (CHyCly/MeOH/H,0 1:1:0.1) die Verbindung 15 (16.5
mg) erbrachte. Alle Iridoidglucoside sind farblose, amorphe Feststoffe.

4.2.6 Atriplex semibaccata

Das vorliegende Pflanzenmaterial wurde von Dr. Kamel H. Shaker 1999 in der
Nihe von Burg El-Arab, Agypten, gesammelt und untersucht. 3 kg Pulver aus
getrockneter Atriplex semibaccata wurden mit Methanol extrahiert und ergaben
150 g methanolischen Rohextrakt. Die folgende Fraktionierung (wie bereits bei
den Féarbepflanzen beschrieben) erbrachte 7 g Butanolextrakt. Die Chromatogra-
phie tiber eine Kieselgelsédule (CHCl3 — CHCl3/MeOH/H,0 2:1:0.1) resultierte
in 2 Hauptfraktionen 1 und 2, wobei erstere iiber die MPLC mit RP-18-Material
(MeOH/H50O 80:20) weiter aufgetrennt wurde. Die saponinhaltige Fraktion K
wurde {iber Sephadex LH-20 (MeOH) gereinigt. Die resultierenden beiden Sapo-
ningemische K-1 und K-2 wurden mittels semipraparativer HPLC (LiChrospher®
C-18, isokratisch MeOH/H50 67:33) in die Verbindungen 16 und 17 sowie 18
und 19 getrennt.
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Nachweis von Saponinen nach Liebermann-Buchard:

5 mg des Extraktes/der Fraktion werden in 1.5 ml Eisessig aufgenommen und
mit 2 ml Chloroform sowie 0.2 ml HySO, conc. versetzt. Bei Anwesenheit von

Saponinen tritt an der Phasengrenze Pinkfarbung auf [89).

4.2.7 Ononis vaginalis

Das vorliegende Pflanzenmaterial wurde von Dr. Kamel Shaker 1999 in der Ndhe
von Burg-el-Arab gesammelt und weitgehend untersucht. 2 kg der getrockne-
ten Ganzpflanze wurden mit 80%igem Methanol erschopfend extrahiert. Aus den
resultierenden 50 g Rohextrakt erhielt man nach der Fraktionierung 7 g Buta-
nolextrakt, welcher anschliefsend sdulenchromatographisch an Kieselgel getrennt
wurde (CHCl; — CHCl3/MeOH/H,0 1:1:0.1). Eine weitere Kieselgelséule ergab
die Flavonglycosid-haltige Fraktion F; (200 mg), welche mit Hilfe der MPLC
(RP-18, MeOH/H50 40:60) das Flavonoidgemisch K (46 mg) lieferte. Anschlie-
fende Trennung tiber Sephadex LH-20 mit Methanol fiihrte zu den Verbindungen
20 (hellgelb, 10 mg), 21 (gelb, 4 mg) und KS-5 (schwach gelb, 6 mg). Da das
'H-NMR-Spektrum von KS-5 zeigte, dass diese Fraktion ein Gemisch zweier Sub-
stanzen war, wurde aus KS-5 durch HPLC (Zorbax C-18, MeOH /H,0 50:50) die
Verbindung 22 (schwach gelb, 2.5 mg) erhalten.

4.2.8 Ipomoea operculata

Brasilianisches Jalapa-Harz (ethanolischer, zur Trockne gebrachter Wurzelextrakt
von Ipomoea operculata) wurde analog der Aufarbeitung von Mannich und Schu-
mann [106] verwendet. 2 g der Droge wurden mit 2.03 g BaOH und 10 ml Wasser
versetzt, geschiittelt und 30 h bei Raumtemperatur geriihrt. Zur Entfernung un-
geloster Harzriickstdnde wurde tiber einen Faltenfilter filtriert und das Filtrat
2 mal mit je 20 ml Diethylether gewaschen. Die wissrige Phase wurde mit 2,3
ml 2N H,SO,4 versetzt, iiber Celite filtriert und erneut 2 mal mit Diethylether
gewaschen. Die Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer i. Vak.
ergab 1.3 g Saccharid-Rohextrakt als Riickstand. Zur besseren Losbarkeit der
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Harzglycoside wurde das Gemisch acetyliert. Es wurde mit 10 ml Essigsdurean-
hydrid, 20 ml Pyridin und einer Spatelspitze DMAP versetzt und 3 Tage bei
Raumtemperatur, dann 1 h unter Riickfluft geriihrt. Das Reaktionsgemisch wur-
de mit Toluol versetzt und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer i. Vak.
entfernt. Das Gemisch wurde durch SC an Kieselgel (Toluol/Aceton 2:1) getrennt,
es resultierte eine Hauptfraktion von 468 mg. Erneute SC an Kieselgel (Cyclohe-
xan/Ethylacetat /Ethanol 1:1.5:0.1) ergab 40 mg saubere Acetyloperculinsdure H
und 12 mg Acetyloperculinsdure I. Durch Umsatz mit CH;Ny wurden daraus die
Methylester 23 und 24 erhalten.

Ein Aliquot von 0.4 mg 23 und 24 wurden in wenig MeOH aufgenommen und
mit 2M wassriger Salzsdure versetzt und 2 h bei 80°C geriihrt. Das Losungsmittel
wurde am Rotationsverdampfer i. Vak. entfernt und die Proben anschlieffend an
der HV getrocknet. Dann wurden die Hydrolysate in 400 ul MSTFA aufgenommen
und iiber Nacht stehen gelassen und anschliessend fiir die GC- und GC-MS-

Messungen verwendet.

4.3 Spektroskopische Daten der isolierten Verbin-

dungen

Verbindung 1: Rhamnocitrin-3-O-3-D-glucopyranosid. CosHo0011, M, 462. LSI-
MS (neg. Ionenmodus) m/z: 461 [M-H|~ (60), 299 [M-H-Glc|~ (57), 269 [M-H-
Gle-OCH,|™ (100). 'H- und 3C-NMR-Daten Tabelle 1.

Verbindung 2: 2-Hydroxy-1,4-naphthochinon-2-O-(3-D-glucopyranosid. C14H40s,
M, 336. EI-MS m /z: 336 [M]* (17), 174 [M-Glc|* (100). 'H- und ¥*C-NMR-Daten
Tabelle 2.

Verbindung 3: Polystachosid. CyoH13011, M, 434. LSI-MS (neg. Ionenmodus)
m/z: 433 [M-H|~ (25), 271 [M-H-Ara|~ (50). 'H- und *C-NMR-Daten Tabelle 3.

Verbindung 4: Acetylalkannin. C;sH;306, M, 330. LSI-MS m /z: 330 [M]* (15),
270 [M-CH3-COOH]* (100). [a]% -29° (¢=0.01, CHCl3) 'H- und *C-NMR-Daten
Tabelle 4.
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Verbindung 5: 3-Methylcrotonoylalkannin. Cy;HeoOg, M, 370. EI-MS m/z: 370
[M]T (24), 270 [M-(CH3),-C=CH-COOH)]* (100). 'H- und *C-NMR-Daten Ta-
belle 4.

Verbindung 6: Alkannin. C;sH1605, M, 288. EI-MS m/z: 288 [M|* (21), 270
[M-H,O]™ (100). [a|% -81° (¢=0.005, CHCl3) 'H- und "*C-NMR-Daten Tabelle
4.

Verbindung 7: Teracrylalkannin. CooHoyOg, M, 384. EI-MS m/z: 384 [M]* (24),
270 [M-(CHj )o-C=CH-CH,-COOH]|* (100). 'H- und *C-NMR-Daten Tabelle 5.

Verbindung 8: Lutein. CyHsz502, M, 568. EI-MS m/z: 568 [M]|* (100).

GC-MS: Palmitinsédure (Cy6H3202, M, 256, m/z 256 [M]* (52)), B-Tocopherol
(ngH4goQ, M,«416, m/z 416 [M]+ (36)), Oé—TOCOthI'Ol (Vltamm EO[7 CQQH5002,
M, 430, m/z 430 [M]| T (28)), 9-cis-Retinal (CooHasO, M, 284, m/z 284 [M|* (43)).

Verbindung 9: Duranterectosid B. CogHs2013, M, 552. ESI-MS m,/z: 575 [M+Na| ™,
552 [M]*. 'H- und ¥C-NMR-Daten Tabelle 6.

Verbindung 10: Boucheosid. Cy7H34014, M,. 582. ESI-MS m /z: 605 [M+Nal| ™, 582
[M]T. 'H- und *C-NMR-Daten Tabelle 6.

Verbindung 11: Durantosid II. Co7H34014, M, 582. ESI-MS m/z: 605 [M+Na|*,
582 [M|*. 'H- und "*C-NMR-Daten Tabelle 7.

Verbindung 12: Durantosid I. CosH32013, M, 552. ESI-MS m/z: 575 [M+Na|™,
552 [M]*. 'H- und 3C-NMR-Daten Tabelle 7.

Verbindung 13: Duranterectosid A. Cy7H34015, M, 598. ESI-MS m,/z: 621 [M+Na| ™,
598 [M]*. 'H- und *C-NMR-Daten Tabelle 7.

Verbindung 14: Lamiidosid. CogH32014, M, 568. ESI-MS m /z: 591 [M+Na|™*, 568
[M]|*. *H- und "¥*C-NMR-Daten Tabelle 7.

Verbindung 15: Lamiid. Ci7Hg6019, M, 422. ESI-MS m/z: 445 [M+Na|*, 422
[M]*. 'H- und ¥C-NMR-Daten Tabelle 8.

Verbindung 16: 3-O-{|3-D-Glucopyranosyl-(1—2)|-3-D- galactopyranosyl}-11a-
methoxy-23-hydroxylongispinogenin. Cy3H75015, M, 828. LSI-MS (neg. Ionen-
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modus) m/z: 827 [M-H|~ (100), 665 [M-H-Glc|~ (20). 'H- und *C-NMR-Daten
Tabellen 9 und 11.

Verbindung 17: 3-O-{|3-D-Glucopyranosyl-(1—2)|-3-D- galactopyranosyl}-11a-
methoxy-23,29-dihydroxylongispinogenin. Cy3H72014, M,. 844. LSI-MS (neg. Io-
nenmodus) m/z: 843 [M-H|~ (100), 681 [M-H-Glc|~ (21). 'H- und 3C-NMR-
Daten Tabellen 9 und 11.

Verbindung 18: 3-O-{|3-D-Glucopyranosyl-(1—2)|-3-D-galactopyranosyl }-29- hy-
droxysaikogenin F. Cy3HggO15, M, 812. LSI-MS (neg. Ionenmodus) m/z: 811 M-
H|~ (100), 649 [M-H-Glc|~ (20). 'H- und *C-NMR-Daten Tabellen 10 und 11.

Verbindung 19: 3-O-{|3-D-Glucopyranosyl-(1—2)]-3-D-galactopyranosyl }-saiko-
genin F. CysHgsO14, M, 796. LSI-MS (neg. Ionenmodus) m/z: 795 [M-H|~ (100),
633 [M-H-Glc]~ (37). 'H- und *C-NMR-Daten Tabellen 10 und 11.

Verbindung 20: Mirkoinglucosid. Co3Ho4O19, M, 460. ESI-MS m/z: 460 [M]*
(45), 298 [M-Glc|™ (68). 'H- und *C-NMR-Daten Tabelle 12.

Verbindung 21: Kémpferol-3-O-(2-O-( E)-p-cumaroyl-3-D-galactopyranosid)-7-O-
B-D-glucopyranosid. CzsHss015, M, 756. ESI-MS m/z: 779 [M+Na|™ (100). 'H-
und *C-NMR-Daten Tabelle 13.

Verbindung 22: 3,4-Di-O-(3-D-glucopyranosyl-4-hydroxymedicarpin. CogHg4015,
M, 610. LSI-MS (neg. Ionenmodus) m/z: 609 [M-H|~ (19), 447 [M-H-Glc|~ (48),
255 |[M-H-Gle-Gle-OCHy| ™ (100). *H- und **C-NMR-Daten Tabelle 14. CD-Daten
Tabelle 15.

Verbindung 23: Methylester von Acetyloperculinsiaure H. CgyH124047, M, 1884.
'H- und ¥C-NMR-Daten Tabellen 16 und 17. Methylester von Operculinsiure
H. C52H92031, M,« 1212. EI—MS m/z 1212 [M]+ (10)

Verbindung 24: Methylester von Acetyloperculinsiure I. CggH144056, M, 2228.
ESI-MS m/z: 2228 [M|* (43). 'H- und "¥*C-NMR-Daten Tabellen 18 und 19.

Trimethylsilylierter (35,12.9)-Dihydroxypalmitinsduremethylester (GC-MS,
R; 15.55 min): m/z 341 [M-Me-(Me)3SiOH|*™ (2), 175 [M-CHOSi(Me)3-CH,-
COOMel|™ (32), 159 [M-C,Hoy-CHOSi(Me)s]™ (48), 59 [COOMe|* (32).



5 Zusammenfassung

Die im Rahmen des interdisziplindren Forschungs- und Entwicklungsprojektes
Féarbepflanzen untersuchten Pflanzen Impatiens balsamina, Filipendula ulmaria,
Alkanna tinctoria und Tagetes erecta werden wegen ihrer Farbgebungen auf Na-
turfasern geschéatzt. Extrakte von Alkanna tinctoria besitzen auch medizinische
Bedeutung bei der Behandlung von Hautkrankheiten. Da die meisten natiirli-
chen Farbstoffe aus den biologisch aktiven Naturstoffklassen der Flavonoide oder
Naphthochinone stammen, sollten diese aus den Farbepflanzen isoliert und identi-
fiziert werden. Dabei stellte sich heraus, dass in diesen bereits hiufig untersuchten
Pflanzen seltene, in diesen Arten bisher nicht beschriebene Naturstoffe zu finden
sind, wie z. B. Rhamnocitrin-3-O-(3-D-glucopyranosid (1) in Impatiens balsamina

oder Teracrylalkannin (7) in Alkanna tinctoria.

Die untersuchten Pflanzen Fagerlindia depauperata, Atriplex semibaccata, Ononis
vaginalis und Ipomoea operculata werden teilweise bis heute in der traditionellen
Medizin genutzt. Obwohl Extrakte von Fagerlindia depauperata in der vietna-
mesischen Volksmedizin eingesetzt werden, ist sie noch nie auf ihre Inhaltsstoffe
untersucht worden. Es zeigte sich, dafs diese Pflanze einen ungewohnlich hohen
Anteil von Iridoiden enthalt, ca. 10 % des Rohextraktes. Zudem handelt es sich
dabei grofstenteils um seltene, pharmakologisch relevante Vertreter dieser Natur-
stoffklasse.

Atriplex semibaccata und Ononis vaginalis sind in Agypten heimische Pflanzen.
Ihr pharmakologisches Potenzial wird hauptsachlich auf Triterpensaponine und
Flavonglycoside zuriickgefiihrt. Daher sollten aus diesen zwei Pflanzen Vertreter

dieser Stoffklassen isoliert und deren Struktur bestimmt werden. Bei den Wirk-
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prinzipien der auch heute noch weltweit in der Naturheilkunde eingesetzten Ipo-
moea-Arten handelt es sich um eine ungewthnliche Form von Glycolipiden. Da die
Strukturaufklarung dieser komplexen Molekiile schwierig ist, sind nur wenige die-
ser Harzglycoside, meist von geringerer Grofe, beschrieben worden. Wegen der
Komplexitéit der Substanzgemische und des unterschiedlichen Verhaltens jeder
Stoffklasse mussten individuelle Losungen der Trennprobleme gefunden werden.
Daher wurden jeweils spezielle Aufarbeitungsschemata entwickelt. Zur Isolierung
fanden Saulenchromatographie an Kieselgel und Sephadex LH-20, MPLC und
HPLC an Umkehr- und Normalphase Anwendung.

Abb. 25: Neue Atriplex semibaccata- Triterpensaponine 16-19
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Die Strukturaufklarung der isolierten Verbindungen erfolgte weitgehend mittels
Kernspinresonanzspektroskopie. Die Zuordnung der Signale wurde mit Hilfe der
zweidimensionalen homonuklearen NMR-Techniken 'H,'H-COSY und TOCSY,
den heteronuklearen Experimenten HMQC und HMBC sowie den kombinierten
NMR-Experimenten HMQC-COSY und HMQC-TOCSY vorgenommen. Die An-
ordnung der axial- und dquatorialstdndigen Protonen der Aglyca wurde mittels
ROESY- oder NOESY-Messungen ermittelt. Auch die interglycosidischen Ver-
kniipfungen konnten sowohl aus den HMBC- als auch aus den NOESY-Spektren

ermittelt werden.

Aus Atriplex semibaccata konnten die 4 neuen Triterpensaponine 16-19 isoliert
werden. Aus Ononis vaginalis wurden das Flavonoidglycosid 21 und das Ptero-

carpanglucosid 22 erhalten, die bisher unbekannt waren.

Abb. 26: Flavonoidglycosid 21 und Pterocarpanglucosid 22 aus Ononis vaginalis

Aus Ipomoea operculata konnten die beiden Harzglycoside Operculinsidure H und

[ isoliert werden, deren Strukturen nach Derivatisierung (23, 24) aufgeklart wur-
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den. Bei der Hauptkomponente Operculinsdure H konnte der bisherige Struktur-

vorschlag korrigiert werden. Operculinséure I ist das erste Harzglycosid, das als

Heptasaccharid vorliegt.

ACO AcO
c COOMe
Ac \
Hs C‘:Hz
2 AcO— C—aH
o \
1
AcO (0] (CHy)
AcO Of‘C——H
12
OAc (e} CH,
HO Q Aco 0 ‘CH
AcO o | 2
4 OAc ‘CHz
CHj
AcO
AcO
5 OAc
23
AcO
AcQ COOMe
AcO |
H3 CH2
2 |
AcO—C—=H
0 l
1 CH
AGO 0 (‘ 2)8
AcO O—C—=H
12
CH,
o) |
AcO ACO CH,
CO |
il
AcO CHs
AcO
5 OAc
H3C
AcO 7
AcO
OAc
24

Abb. 27: Methylester von Acetyloperculinsdure H (23) und I (24)
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6 Summary

Within the scope of the interdisciplinary research project “dyeing plants“ the
investigated plants Impatiens balsamina, Filipendula ulmaria, Alkanna tinctoria
and Tagetes erecta are appreciated due to their colouring on natural fibres. Addi-
tionally, extracts of Alkanna tincoria are of medicinal relevance in the treatment
of skin diseases. Because most natural dyestuffs are part of the biological aciti-
ve classes of flavonoids or naphthoquinones, those members should be isolated
from the dyeing plants. It turned out that even in these frequently investigated
plants rare and in these species unknown natural products were found, like e.
g. rhamnocitrin-3-O-f-glucopyranoside (1) in Impatiens balsamina or teracrylal-

kannin (7) in Alkanna tinctoria.

The investigated plants Fagerlindia depauperata, Atriplex semibaccata, Ononis
vaginalis and Ipomoea operculata are partially still used in traditional medicine.
Though extracts of Fagerlindia depauperata are used in Vietnamesian folk medici-
ne, its ingredients have never been investigated. This plant contains an unusually
high amount of iridoids, 10 % of the crude extract. Additionally, the found repre-
sentatives of this class of natural products are mainly rare and pharmacologically

relevant compounds.

Atriplex semibaccata and Ononis vaginalis occur in Egypt. Their pharmacological
potential is caused by triterpene saponins and flavonoids. Therefore representati-
ves of these two classes should be isolated from those medicinal plants. The active
principles of the Ipomoea-species, which are used worldwide in natural medicine,
belong to an unusual form of glycolipids. The structure elucidation of those com-

plex molecules is difficult, and only few resin glycosides, mainly of smaller sizes,
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are already characterized. An individual working scheme had to be established
for each class of substances, because every crude extract contained a complex
mixture of substances and all classes behaved different. Column chromatography
on silica gel and Sephadex LH-20, MPLC and HPLC on reversed and normal

phase have been used for the isolation of the compounds.

Abb. 28: New Atriplex semibaccata- triterpene saponins 16-19

The structures of the isolated compounds were primarily determined by NMR
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spectrocopy. The assignment of the signals was performed by means of the two-
dimensional homonuclear NMR techniques 'H,'H-COSY and TOCSY, the hete-
ronuclear experiments HMQC and HMBC and the combined NMR experiments
HMQC-COSY and HMQC-TOCSY. The assignment of axial and equatorial ori-
ented protons of the aglycones was made with ROESY or NOESY experiments.
The interglycosidic linkage resulted from HMBC as well as from NOESY spectra.

Four new triterpenoid saponines (16-19) could be isolated from Atriplex semi-
baccata. Unknown flavonoidglycoside 21 and pterocarpanglucoside 22 have been

obtained from Ononis vaginalis.

Abb. 29: Flavonoidglycoside 21 and pterocarpanglucoside 22 from Ononis vaginalis

The resin glycosides operculinic acid H and I have been isolated from Ipomoea
operculata. Their structures were established after derivatisation (23, 24). The
structure of the main component operculinic acid H was corrected. Operculinic

acid I is the first resin glycoside which consists as heptasaccharide.
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Abb. 30: Methylester of acetyloperculinic acid H (23) and I (24)
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7 Anhang
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