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Einleitung

Pflanzliche Arzneistoffe spielen eine wichtige Rolle in der Arzneitherapie. Am europdischen
Phytopharmakamarkt hat Deutschland mit 38 % (gefolgt von Frankreich mit 22 %) den
grofften Anteil (Quelle: IMS International 2005). Jedoch ist die Verordnungsfahigkeit dieser
Priparate auf Grund der derzeit von den deutschen Krankenkassen praktizierten
eingeschrinkten Erstattungsfahigkeit, insbesondere auf dem Sektor der Phytotherapeutika,
stark limitiert. Ein Grund dafiir ist der héufig fehlende, eindeutige Wirksamkeitsnachweis.
Die Anwendung vieler Phytopharmaka beruht auf volksmedizinischen Erkenntnissen, jedoch

zumeist auf reichen, positiven Erfahrungen.

Das Problem ihrer Standardisierung erklért sich aus dem Vielstoffgemisch, das z. B. in Tees
oder auf Basis von Pflanzenextrakten hergestellten Arzneiformen vorliegt und eine komplexe
Wirkung entfaltet. Selbst die Festlegung auf einen Hauptwirkstoff wiirde hier nur bedingt eine

definierte Aussage zur Gesamtwirkung zulassen.

Intensive  Forschungsarbeiten auf dem Phytopharmakagebiet auf nationaler und
internationaler Ebene haben jedoch, dank der modernen Analysenverfahren und
pharmakologischen Methoden, in den vergangenen Dezennien bedeutende Fortschritte erzielt
und die Zulassung bzw. Registrierung entsprechender Arzneimittel bewirkt, sofern deren
Qualitdat, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit zu belegen waren. In den letzten Jahren
vollzogen sich diesbeziiglich bedeutende regulatorische Entwicklungen auf europdischer
Ebene. In der Richtlinie 2004/24/EG wurde neben den durch ihren ,,well established medical
use (bibliographische Zulassung) charakterisierten Phytopharmaka mit den ,,traditionellen*
(Kriterien: ausreichende Qualitdit und Unbedenklichkeit, Wirkung bei geringfiigigen
Gesundheitsstorungen auf Grund mindestens 30-jdhriger medizinischer Erfahrung plausibel)
pflanzlichen Arzneimitteln eine weitere Gruppe pflanzlicher Zubereitungen im europiischen

Arzneimittelrecht verankert.

Die grof3e Pflanzenfamilie der Asteraceae (Korbbliitler) umfasst allein im Tribus Heliantheae
etwa 189 - 300 Gattungen mit ca. 2500 - 3000 Arten. Viele der heimischen Korbbliitler haben
Aufnahme in den Arzneischatz gefunden, z. B. Arnica montana L., Artemisia absinthium L.,

Echinacea-Arten, Solidago-Arten, Tussilago farfara L. und zahlreiche andere. Die meisten



dieser Pflanzen-Préparate zeigen milde, aber volksmedizinisch auBerordentlich geschétzte

Wirkungen und sind zumeist nebenwirkungsarm.

Die Asteraceac gehdren zu den wenigen Pflanzenfamilien, die als Sekundir-
stoffwechselprodukte die relativ selten auftretenden Alkamide — in bemerkenswerter
struktureller Vielfalt — fiihren. Im Tribus Heliantheae, Subtribus Ecliptinae, findet sich neben
der in letzter Zeit intensiv beforschten Gattung Echinacea die Gattung Acmella mit groem
Artenreichtum, urspriinglich beheimatet in Siidamerika, heute weit verbreitet in tropischen
und subtropischen Regionen. Beide Gattungen zeigen chemotaxonomische Ahnlichkeiten,
wobei besonders die Alkamide gegenwirtig fiir die vielfaltigen und pharmakologisch

relevanten Wirkungen als verantwortlich angesehen werden.

In der Roten Liste [152, 224] ist unter dem Namen Spolera® ein Priparat zur duBerlichen
Anwendung aus Acmella ciliata (Humboldt, Bonpland & Kunth) Cassini registriert. Die
hiesige medizinische Anwendung geht aber noch weiter zuriick, was die Registrierung im
DAB 1 von 1872 von Spilanthes oleracea Linnaeus, eine veraltete Nomenklatur fiir eine
Acmella-Art (Acmella oleracea (Linnaeus) R. K. Jansen), verdeutlicht. Hagers Handbuch der
Pharmazeutischen Praxis von 1927 fiihrt Herba Spilanthis oleracea und Tinctura Spilanthis

(oleracea) composita (mit Bertramwurzel) zusammen auf.

Diese offensichtliche Bedeutung von Vertretern der Gattung Acmella als potente Pharmaka
veranlasste uns zur phytochemischen Bearbeitung der etwas weniger bekannten Art Acmella

ciliata (H. B. K.) Cass. und ihren Anwendungsmoglichkeiten.



Problemstellung

Auf Grund der seit 1985 [81] giiltigen botanischen Klassifikation, nach der Acmella und
Spilanthes eigenstandige Gattungen und nicht wie vorher nur Sektionen bilden, war es
zundchst Anliegen dieser Arbeit, dic Merkmale der beiden Arten Acmella ciliata (Humboldt,
Bonpland & Kunth) Cassini und Acmella oleracea (L.) Jansen (vorher: Spilanthes oleracea
L.) nach paralleler Aufzucht detailliert makroskopisch und mikroskopisch zu charakterisieren,

um weitere Verwechslungen weitgehend auszuschlieen.

Auch in das anschlieBende DC-Screening zur Erfassung der Hauptinhaltsstoftklassen wurden
beide Acmella-Arten (Acmella oleracea in zwei Varietdten) einbezogen. Die nachfolgenden

Untersuchungen beschriankten sich dann vorwiegend auf Acmella ciliata.

Im Vordergrund der phytochemischen Studien stand in Erweiterung der Arbeiten von
MARTIN [110 - 112], der die Bliitenkdpfchen hinsichtlich ihres Amidspektrums untersuchte,
die ErschlieBung der Gesamtpflanze durch apolare und polare Extraktion mit Konzentration
einmal auf die Alkamide und zum anderen auf die phenolischen Inhaltsstoffe, von denen

bisher wenig Kenntnis existiert.

Weitere Zielstellung der Arbeit war die Untersuchung ausgewéhlter Acmella-Extrakte
hinsichtlich ithrer Hemmwirkung gegeniiber Enzymen (Elastase, Trypsin, Thrombin), auf die
die in der traditionellen Anwendung dominierende Entziindungshemmung mafBgeblich

zurickzufiihren sein dirfte.

SchlieBlich sollten Arzneiformen entwickelt werden, die sich fiir orientierende in vivo-
Testungen eigneten. Diese galenischen Praformulierungen waren u. a. auf Basis moderner

Prinzipien der Mukoadhédsion zwecks bukkaler bzw. sublingualer Applikation zu konzipieren.



Allgemeiner Teil

1. Beschreibung der Pflanze(n)

1.1. Taxonomie

Die Taxonomie soll der Arbeit vorangestellt werden, da die botanische Einordnung von
Acmella ciliata (Humboldt, Bonpland & Kunth) Cassini sowie ihrer Verwandten bis heute

Probleme aufwirft und in der Literatur nicht einheitlich gehandhabt wird.

Lange Zeit wurden die Pflanzen der heutigen Gattung Acmella lediglich als eine eigene
Sektion innerhalb der Gattung Spilanthes gefiihrt [25]. Dadurch kam und kommt es zu
Verwechslungen und Uberschneidungen zwischen verschiedenen Acmella-Arten sowie mit
Pflanzen, die frither als eigenstindige Arten innerhalb der Gattung Spilanthes galten, nun —
seit JANSEN 1981/1985, [81, 82] — aber als Art der Gattung Acmella zugeordnet sind.

Diese Verwechslungen erstrecken sich dariiber hinaus teilweise auf Spezies weiterer
Gattungen desselben Subtribus (Ecliptinae), wie Blainvillea und Bidens. Auch die Zuordnung
der Gattungen Acmella und Spilanthes zum entsprechenden Subtribus innerhalb der
Heliantheae wurde immer wieder revidiert. Die hier dargestellte Zuordnung zu den Ecliptinae
folgt der aktuellen Einteilung nach ROBINSON [149]. Nicht nur morphologische Merkmale,
sondern auch &hnliche Inhaltsstoffspektren der verschiedenen Arten und sogar Gattungen
waren und sind Ursache fiir diese Verwechslungen. Die Analogien bereiteten auch diversen
Beschreibern Probleme, was sich in einer Vielzahl von Uberschneidungen botanischer
Namen, gehdufter Synonymbildungen und vielfiltiger taxonomischer Revidierungen und
Neueinordnungen einzelner Pflanzen in andere Taxa &uBlert. Weiterhin trugen die
Uberlieferungen von Eingeborenen, die verschiedene Pflanzen eines Lebensraums mit
gleichen Eigenschaften und Wirkungen auch fiir gleiche Zwecke einsetzten, zu der Konfusion

bei.

Spétere genetische, anatomisch-morphologische sowie phytochemische Untersuchungen
zeigten, dass es tatsdchlich enge verwandtschaftliche Beziehungen zwischen den genannten
Genera gibt, besonders zwischen Acmella, Spilanthes und Salmea [82]. Auf Grund

morphologischer Merkmale und an Hand von Chromosomenuntersuchungen ergaben sich



sogar engere verwandtschaftliche Beziechungen zwischen den Gattungen Spilanthes und

Salmea als zwischen Acmella und Spilanthes [81, 82].

Innerhalb des Subtribus Ecliptinae werden die Verwandtschaftsbeziechungen durch
chemotaxonomische Gemeinsamkeiten untermauert. So kommt die Inhaltsstoffgruppe der
Alkamide im gesamten Subtribus vor, wobei einige Alkamide nicht nur innerhalb einer
Gattung, sondern auch innerhalb verschiedener Gattungen und Arten desselben Subtribus

identisch sind (vgl. z. B. Acmella- und Echinacea-Alkamide (3.1.2.)).

Blickt man auf die botanische Geschichte, so wurde Acmella erstmalig 1807 von RICHARD
[147] beschrieben als eine Gattung mit fiinf radidren, nicht-pappdsen Arten. 1822 verbesserte
CASsINI [25] die Charakterisierung dieser Art und diskutierte die Verwandtschaft zu
Spilanthes Jaquin. Spilanthes unterscheidet sich demnach durch scheibenformige Bliiten und
einen begrannten Pappus von Acmella. Auf Grund der jedoch insgesamt geringen
Unterschiede zwischen Acmella und Spilanthes entschied CASSINI, beide als gattungs-
verwandte Sektionen zu betrachten. DECANDOLLE [32] folgte der Einteilung von CASSINI und
beschrieb dariiber hinaus mehrere neue Spezies in beiden Sektionen. Auch MOORE (1907)
[126] folgte der vorausgegangenen Einteilung in Sektionen, unterteilte sie allerdings weiter in
die Untersektionen Magnoradiatae und Parvoradiatae, basierend auf der relativen Linge der

Strahlenbliiten (Zungenbliiten) und der Tegula (Hiillschuppen).

JANSEN und STUESSY (1980, [80]) und JANSEN (1981, [82]) entschieden sich dagegen auf
Grund morphologischer und chromosomaler Belege fiir die Trennung von Acmella und
Spilanthes in zwei eigenstindige Gattungen. Die Parameter fiir die Trennung in zwei
eigenstidndige Taxa waren: Art des Pappus, Morphologie und Anatomie der Achénen, die Art
der Blattbefestigung am Stidngel sowie die Beschaffenheit des Bliitenkopfs und die Farbe der
Kronblitter.

Die derzeit giiltige taxonomische Beschreibung der Gattung Acmella stammt von JANSEN aus
dem Jahr 1985 [81]. Danach besteht die Gattung aus 30 Arten und neun weiteren Varietéten.
Es sind dies: Acmella radicans var. radicans, A. radicans var. debilis, A. darwinii, A. sodiroi,
A. leucantha, A. alba var. ecuadorensis, A. alba var. alba, A. calva, A. pusilla, A. paniculata,
A. uliginosa, A. oleracea, A. bellidioides, A. grandiflora var. discoidea, A. grandiflora var.

brachyglossa, A. grandiflora var. grandiflora, A. caulirhiza, A. oppositifolia var.



oppositifolia, A. oppsositifolia var. repens, A. ciliata, A. iodiscaea, A. brachyglossa, A.
glaberrima, A. filipes var. cayensis, A. filipes var. parvifolia, A. filipes var. filipes, A.
alpestris, A. psilocarpa, A. pilosa, A. poliolepidica, A. grisea, A. papposa var. papposa, A.
papposa var. macrophylla, A. decumbens var. decumbens, A. decumbens var. affinis, A.

ramosa, A. lundellii, A. leptophylla, A. serratifolia.

JANSEN [81] unterteilt die Gattung Acmella weiter in die drei Hauptgruppen oder Sektionen
Acmella (mehrjéhrige), Annuae (einjahrige) und Megaglottis (groBbliitige) und untermauert
dies durch phylogenetische Studien. Die Pflanze Acmella ciliata (H. B. K.) Cassini ist der
Sektion Acmella, die Pflanze Acmella oleracea (L.) Jansen hingegen der Sektion Annuae
zuzuordnen. Hauptunterschied bei der botanischen Bestimmung bleibt der Aufbau des

Bliitenkopfs (strahlenférmig oder scheibenférmig, d. h., mit oder ohne Zungenbliiten (s.

1.3.).

Die Gattung Spilanthes hingegen besteht nach der 1981 verdffentlichten Arbeit von JANSEN
[82] lediglich aus den sechs Spezies: Spilanthes leiocarpa, S. nervosa, S. paraguayensis, S.

anactina, S. costata und S. urens.

Botanischer ,,Stammbaum® von Acmella ciliata (Abb. 1): Ordnung: Asterales; Familie:
Asteraceae; Unterfamilie: Asteroideae; Tribus: Heliantheae; Subtribus: Ecliptinae; Gattung:

Acmella; Art: Acmella ciliata.

Bisher kam es stindig zu Verwechslungen von Acmella ciliata mit der bekannteren Art
Acmella oleracea (Abb. 1), die im Gegensatz zu Acmella ciliata erst durch JANSEN 1985 [81]

ihre eindeutige botanische Zuordnung erhielt.

Die Gefahr, Acmella ciliata und Acmella oleracea miteinander zu verwechseln, besteht
hauptsdchlich im getrockneten Zustand, bedingt durch Ausfallen der Zungenbliiten von
Acmella ciliata beim Trocknungsprozess (siche auch Beschreibung der Pflanzen, 1.3.). Im
frischen Zustand sind beide Pflanzen nebeneinander an Hand ihrer verschiedenen Bliitenkopfe
gut zu unterscheiden. Dennoch zeigt z. B. eine neuere Abbildung aus dem asiatischen Raum
eindeutig Acmella ciliata, die aber mit Spilanthes oleracea, also Acmella oleracea Jansen,
untertitelt ist [194]. Drei weitere Fotos zeigen Acmella ciliata mit der Benennung Spilanthes
acmella ([200, 204, 211] und s. u.).



Acmella oleracea taucht bis heute in der Literatur unter verschiedenen Bezeichnungen auf,
wobei sie i. d. R. fdlschlicherweise noch der Gattung Spilanthes zugerechnet wird, wie
zeitweilig auch Acmella ciliata als Spilanthes ciliata (s. u.). Als veraltete Synonyme fiir
Acmella oleracea finden sich: Spilanthes acmella DC. var. oleracea (L.) Hook. f., Spilanthes
acmella Murr. var. oleracea Hook. f., Spilanthes acmella DC. var. oleracea (Jacq.) Baker,
Spilanthes acmella DC. var. oleracea (L.) Zoll., Spilanthes acmella var. oleracea (Linnaeus)
Clarke ex Hooker f., Spilanthes oleracea Jacq., Spilanthes oleracea L., Spilanthus oleracea
L., Pyrethrum spilanthus Medikus, Bidens fervida Lamarck, Bidens oleracea (L.) Cav. ex
Steud. [81, 212, 214, 219, 221].

Auch fiir Acmella ciliata existieren einige wenige Synonyme, wie Spilanthes ciliata
Humboldt, Bonpland & Kunth, Ceratocephalus ciliatus (H. B. K.) Kuntze sowie manchmal
Spilanthes acmella (L.) J. A. Murray [81, 196, 214, 217]. Dieser letztgenannte Name findet
sich jedoch auch als Synonym fiir weitere Acmella-Arten, woraus ein grof3es
Verwechslungspotential mit anderen Pflanzen resultiert. Da die Bezeichnung Spilanthes
acmella aber oft zusammen mit dem Zusatz einer bestimmten Varietdt gefiihrt wird,
erleichtert sich die Zuordnung. So steht z. B. Spilanthes acmella var. oleracea fiir Acmella
oleracea (L.) Jansen. In den meisten Veroffentlichungen diirfte allerdings mit dem Namen
Spilanthes acmella tatsdchlich Blainvillea acmella (L.) Philipson gemeint sein, also ein

Vertreter einer anderen Gattung innerhalb des Subtribus Ecliptinae (s. [81, 220, 221]).

Nach JANSEN [81] handelt es sich bei Acmella oleracea um eine Zuchtform, die aus der in
Zentral-Peru heimischen Acmella alba (L’ Heritier) Jansen hervorging und teilweise
ausgewildert ist. Diese Zuchtform wird inzwischen im Handel in einer roten und einer gelben
Variante angeboten. Beide werden unter den Namen Parakresse (Vorkommen u. a. im
heutigen brasilianischen Bundesstaat Para), Husarenknopf (sieche Beschreibung, 1.3.),
Augapfelpflanze, Prickelkndpfchen oder Zahnwehpflanze (engl.: toothache plant) gefiihrt
bzw. unter der veralteten botanischen Bezeichnung Spilanthes oleracea im
Pflanzenfachhandel und in Baumaérkten vertrieben. So wurden im Laufe dieser Arbeit Samen
von ,Spilanthes oleracea der Firma Floraself/Hornbach ausgesdt. Das Foto auf der

Samentiite zeigte eindeutig die rote Variante, heraus kam aber die gelbe.

Da es bisher keine vergleichenden Beschreibungen und auch keine genetischen

Untersuchungen der beiden Varianten gibt, offensichtlich aber eine grofe Verwandtschaft



zwischen beiden Pflanzen besteht, soll im Folgenden von der gelben und roten Varietit von
Acmella oleracea gesprochen werden (s. auch 1.3. und [222]). Im Laufe dieser Arbeit wurden
eine vergleichende makroskopische und mikroskopische Beschreibung sowie erste

vergleichende phytochemische Untersuchungen durchgefiihrt (s. 1.3., 1.4., 3.2.2.).

Zur Benennung ,Zahnwehpflanze® ist anzumerken, dass diese Bezeichnung auf die
Anwendung siidamerikanischer Ureinwohner zuriickgeht, Blétter der Pflanze bei
Zahnschmerzen zu kauen [81]. Zutreffend diirfte dieser Name jedoch wohl eher fiir Acmella
ciliata und weitere verwandte Arten sein, die in Stidamerika urspriinglich natiirlich vorkamen,

nicht fir die Zuchtvarianten.

Die geschilderten taxonomischen Probleme verdeutlichen, wie schwierig es zu beurteilen ist,
mit welcher Pflanze in der Literatur dargestellte Untersuchungen tatsichlich durchgefiihrt
wurden, sofern nicht eindeutig die heute giiltige Nomenklatur, d. h., im konkreten Fall der
Name Acmella ciliata genutzt wird. Wenn man allerdings davon ausgeht, dass die
Inhaltsstoffe innerhalb der heutigen Gattung Acmella sowie anderer Gattungen der Ecliptinae
qualitativ sehr dhnlich bis gleich sind, erscheint es opportun, Literatur heranzuziehen, die
heute als veraltet geltende Namen benutzt bzw. sich auf eng verwandte Arten bezieht,

zumindest um Hinweise auf Inhaltsstoffe und Vorgehensweisen zu erhalten.

Anmerkung: Im Laufe der Arbeit werden Pflanzennamen aus zitierter Literatur mit definitiv veralteter
Nomenklatur in Anfiihrungszeichen gesetzt; z. B. steht ,,Spilanthes oleracea” L. fiir Acmella oleracea (L.)
Jansen.

1.2. Vorkommen

Die Heimat von Acmella ciliata ist das tropische Siidamerika, wo diese Pflanze vom
Meeresspiegelniveau bis in Héhen von 2600 m vorkommt. Fundorte liegen in den Landern
Bolivien, Brasilien, Kolumbien, Ecuador, Peru, Venezuela, Argentinien. Eingeschleppt wurde
die Pflanze auch in Panama, den Galapagos Inseln (zu Ecuador), Indien und Teilen
Stidostasiens (Thailand, Laos, Malaysia, Indonesien, Japan, Taiwan). Das Vorkommen in
Laos wird vom Verfasser selbst hier erstmalig beschrieben, der ein Exemplar in der laotischen
Hauptstadt Vientiane entdeckte. Acmella ciliata bevorzugt feuchte, verunkrautete Lebens-
rdume und ist meist entlang von Fliissen, Stralen und Feldern anzutreffen [28, 81, 192, 195-

197, 202, 203, 205, 207, 211, 213, 215, 217, 225, 227, 228].



Acmella oleracea ist ausgewildert ebenfalls in verunkrauteten Habitaten in folgenden Landern
Stidamerikas anzutreffen: Bolivien, Brasilien, Ecuador, Peru sowie auf Martinique (Karibik),
in Afrika (Madagaskar, Tansania und Kenia) und in Asien in Indien und Nepal [69, 81, 198,
199, 216, 218, 223, 226, 228].

1.3. Makroskopische Beschreibung

Da es moglich war, neben Acmella ciliata auch die gelbe Varietit von Acmella oleracea als
Samen und die rote Varietit als Pflanze zu erhalten, wurden die Pflanzenbeschreibung sowie
einige grundlegende phytochemische Untersuchungen auf alle drei (Abb. 1) ausgedehnt, um

Gemeinsamkeiten und Unterschiede herauszuarbeiten (s. auch 1.4. und 3.2.2.).

Abb. 1: Acmella ciliata neben Acmella oleracea (gelbe und rote Varietiit)

Acmella ciliata

Es handelt sich um eine in der Herkunftsgegend mehrjdhrige, krautige Pflanze. Zunéchst
erscheint ein Primédrspross in vertikaler Richtung. Mit zunehmendem Alter und bei
entsprechendem Platz entwickelt die Pflanze mehrere horizontale, oberirdische Triebe mit

langen Internodien, die sich an den Nodien wiederum verzweigen und dort auch neue
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sprossbiirtige Wurzeln sowie neue Triebe entwickeln konnen. Dies fiihrt zur raschen
Besiedlung grofer Flidchen. Die vertikalen Triebe sind nach kurzer Zeit niederliegend, so dass

die Pflanze in der Hohe kaum mehr als 30 cm erreicht.

Die Bewurzelung der Pflanze ist generell allorhiz. Die einzelnen Wurzeltriebe weisen einen
Durchmesser von 1-5 mm auf und bilden dichte Geflechte. Der Wurzelstock kann in Tiefe

und Breite ca. 30 cm erreichen.

Die vertikalen, zunidchst monopodialen Triebe entwickeln gegenstindig angeordnete, gestielte
Laubblitter von zugespitzt herzformiger Gestalt mit gesdgtem Blattrand (Abb. 1). Die Blatter
sind von griiner Farbe, die unteren Blattadern und Blattrander &lterer Blétter, ebenso wie
dltere Haupttriebe, eher dunkelrot-violett. Die Farbintensitit nimmt bei vermehrter
Sonneneinstrahlung zu. Spross, Blattstiel und Blétter zeigen eine schwache bis mittelstarke

Behaarung.

Der Primérspross schliefft mit einem terminalen, langgestielten Bliitenstand ab, dessen Stiel
die Lange der Blattstiele iibertrifft. Der Endbliitenstand wird von zwei weiteren, im spitzen
Winkel angeordneten, blattachselstindigen Bliitenstdnden flankiert, die oft den Hauptbliiten-
stand {iberragen und die Anfidnge neuer Seitentriebe darstellen. Die Seitentriebe entwickeln
sich generell blattachselstindig. Somit wandelt sich der Habitus von anfénglich monopodialer

zu monochasialer Gestalt.

Die Bliitenkdpfe — zundchst die Gesamtheit der
Rohrenbliiten ohne Zungenbliiten betrachtet — haben
radialen Querschnitt, sind anfanglich fast flach,
nehmen aber mit zunehmendem Alter eine rundlich-

kegelformige Gestalt an (Abb. 1 und 1a), wobei das

Abb. 1a: Ende erst spitz zulaufend, ausgereift spiter sanft
Bliitenkopf, (Blitter, Stingel)

von A. ciliata abgerundet ist. Die Farbe ist anfinglich gelb und in

der Mitte ungleichméBig schwach rétlich, voll erblitht dann gelb-orange. Die Farbe der kurzen
Zungenbliiten, die nur wenig die Hiillblatter (Hiillschuppen) iiberragen, ist stets gelb, der
Hiillkelch, einschlieBlich der Spreublitter, griin. Ein einfacher Kranz von aus drei miteinander
verwachsenen Kronblittern bestehenden Zungenbliiten umgibt die in eben erwéhnter Gestalt

vereinigten Rohrenbliiten. Die Rohrenbliiten bestehen aus fiinf miteinander kreisrund
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verwachsenen Kronblittern. Der als Pappus entwickelte Kelch fehlt meist bei Zungen- und

Rohrenbliiten oder besteht selten aus zwei ungleichen Federn.

Als Friichte sind bei Zungen- und Rdhrenbliiten die bei den Asteraceen typischen einsamigen
Achénen anzutreffen. Diese sind méBig bis dicht bewimpert bzw. behaart (Zwillingshaare)
und von schwarzer Farbe, haben keine Schultern, aber einen korkdhnlichen Rand. Hier ist,
wie fiir die Gattung Acmella insgesamt, ein Dimorphismus zu beobachten, indem die Achénen
der auBlersten Reihen der Rohrenbliiten drei-fliigelig mit drei GeféB3stringen sind, die inneren

nur zwei-fliigelig mit zwei Gefalstrangen.

Die gametische Chromosomenzahl betrdgt n = 39 [81], und die Anzahl somatischer

Chromosomen in der mitotischen Metaphase ist 2n = 78 [28].

Acmella oleracea (gelbe und rote Varietit)

RAMSEWAK et al. [144] sprechen bereits von zwei Varietiten und geben der gelben Varietit
den Namen Spilanthes acmella L. var. oleracea, der roten Varietit den Namen Spilanthes
acmella L., wobei sie sich auf die Beschreibung von NAKATANI et al. [134] beziechen. In
Herbalistics, einem Internet-Samenvertrieb, werden die rote Variante als Spilanthes oleracea,
die gelbe jedoch als Spilanthes acmella angeboten, fiir beide aber diesselben Eigenschaften
und Inhaltsstoffe benannt [209]. Obwohl diese Angaben erst aus den 1990er Jahren stammen,
diirften sie bereits durch die nunmehr verbindliche Nomenklatur von JANSEN [81], spétestens
seit 1985, obsolet sein, wonach der ,,Parakresse” der Gattung Acmella, Sektion Annuae, die
Bezeichnung Acmella oleracea zukommt. JANSEN [81] schreibt allerdings in seinem
Grundsatzwerk iiber Acmella lediglich von einer Art und keiner weiteren Varietdt. Seiner
Ausfiihrung ist zu entnehmen, dass es sich um die hier als Acmella oleracea (rot) bezeichnete

Pflanze handeln muss.

Da sich die Merkmale dieser einjdhrigen Pflanze deutlich von denen anderer Arten
unterscheiden, erhielt Acmella oleracea den Status einer eigenen Art (s. v.). Als urspriingliche
Zuchtsorte, die spiter auswilderte, ist sie jedoch am bekanntesten und wird haufiger als

Acmella ciliata global angebaut und angewendet.

Der Aufbau von Spross und Wurzel sowie der generelle Habitus sind Acmella ciliata sehr

ahnlich. Es fillt aber auf, dass die Bildung oberirdischer Ausldaufer vermindert ist, ebenso die
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Lange der Internodien, was vor allem fiir die gelbe Varietdt zutrifft und sie dadurch besonders

buschig und kompakt erscheinen ldsst (Abb. 2).

Die Art der Bewurzelung ldsst, ebenso wie die Behaarung von Pflanzenteilen, keinen
Unterschied zwischen Acmella oleracea und Acmella ciliata erkennen. Allerdings kommt es
bei Acmella oleracea nicht zur Sekundédrbewurzelung an den Nodien. Dies wiederum scheint
eine Voraussetzung fiir die Mehrjéhrigkeit von Acmella ciliata zu sein. Die Wuchshohe ist bei
gleichen Lichtverhdltnissen auch in etwa identisch. (Weniger Licht fiihrt zu groBerer

Wuchshohe, bis zum Ausgeilen des Triebes; beste Wachstumsbedingungen fiir Acmella

ciliata im Halbschatten als Regenwaldpflanze.)

Beide Acmella-Arten weisen die
gleiche gestielte Anheftung der
Blitter und identische Blatt-
stellung auf. Der Blattrand
erscheint bei Acmella oleracea
weniger stark und gleichméBig
gesdgt, die Blattform ist weniger
stark zugespitzt herzformig als bei

Acmella ciliata, und die Blétter

sind teilweise kleiner, besonders

Abb 2: Vergleich des Habitus der drei Acmella Arten/ die der roten Varietit. Bei
Varietiiten; (von links nach rechts:
A. oleracea (rot), A. ciliata, A. oleracea (gelb) letzterer entwickeln sich ande-

rerseits weitaus langere Bliitenkopfchen als bei Acmella ciliata und der gelben Varietit von
Acmella oleracea, deren Bliitenkopfchen wiederum gréBer sind als die von Acmella ciliata
(Abb. 1). Die Breite der Bliitenkopfchen der Acmella oleracea-Varietiten entspricht in etwa
der Breite der Bliitenkopfe von Acmella ciliata, letztere gemessen mit Zungenbliiten. Bei
allen drei Acmella-Arten sind die Bliitenkopfchen lang gestielt und entwickeln sich, mit
Ausnahme der Terminalbliite des Haupttriebs, ebenfalls blattachselstindig (vgl. Abb. la+c).

Diese feinen Differenzierungen in Grofle und Auspriagung einzelner Pflanzenteile lassen sich
nur ermitteln, wenn alle drei Pflanzen nebeneinander betrachtet werden konnen und sind
zudem von den Standort- und Zuchtbedingungen abhingig. Als Hauptunterschied und

sicherstes Merkmal zur Unterscheidung der Arten/Varietiten dienen die Farbe und besonders
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die Form der Bliitenkopfe. Beide Varietidten von Acmella oleracea weisen scheibenférmige
Bliitenkdpfe ohne Zungenbliiten auf, der Bliitenkopf ist ldnger als bei
Acmella ciliata und von konischer Form, an der Spitze mehr
abgeplattet. Der Bliitenkopf der
,yroten®  Varietdt ist auf Grund

unterschiedlich  gefarbter =~ Rohren-

bliiten auBen gelb mit einem roten

Punkt in der Mitte (Abb. lc). Daher

stammt wohl auch der deutsche Name

Abb. 1b: . Husarenknopf . Im ilteren, voll aus- Abb. 1c: .
Bliitenkopfe, (Stingel) Bliitenkopfe, (Blatt, Stiingel)
von A. oleracea (gelb) gereiften Stadium, kurz vor dem von A. oleracea (rot)

Abbliithen, wandelt sich die Bliitenfarbe in reingelb, und das Ende des Bliitenkdpfchens ist
mehr rundlich gewo6lbt, dhnlich Acmella ciliata.

Die Bliitenkopffarbe der gelben Varietdt (Abb. 1b) ist zu jeder Zeit reingelb. Der Hiillkelch
mit Hiillbldttern, die Stingel, Blétter und Blattnerven dieser Varietit sind komplett griin,
wihrend die rote Varietit, ebenso wie Acmella ciliata, violett-rote Stingel, Hauptblattnerven
sowie Hochblitter des Hiillkelchs (Involucrum) aufweist. Hier wirken auch die Blatter
teilweise violettstichig. Ein Pappus ist, im Gegensatz zu Acmella ciliata, bei Acmella oleracea
stets vorhanden, bestehend aus zwei ungleich langen Federn. Die Friichte (Achénen) sind
langer und breiter als bei Acmella ciliata, ebenfalls maBig bis dicht bewimpert bzw. behaart

und haben keine Schultern. Sie besitzen aber auch keinen korkdhnlich gestalteten Rand.

Die Anzahl somatischer Chromosomen in der mitotischen Metaphase betrdagt 2n = 52 [28].

1) Es sei angemerkt, dass die sieben Arten der Gattung Sanvitalia, die auch den Ecliptinae angehoren, ebenfalls
die Bezeichnung Husarenknopfe fiithren.
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1.4. Mikroskopische Beschreibung

Wie schon bei der makroskopischen Beschreibung (1.3.) bezieht sich die mikroskopische
Beschreibung ebenfalls nicht nur auf Acmella ciliata, sondern stellt ihr beide Varietdten von
Acmella oleracea gegeniiber. Zur besseren Ubersicht werden alle drei Formen direkt unter-
bzw. nebeneinander abgebildet (Abb. 3-12). Die Untersuchungen und Vergleiche wurden mit
den Roéhren- und Zungenbliiten, den Pollen, den Sprossachsen, Gliederhaaren und den

Blattern durchgefiihrt.

Vergleich der Rohrenbliiten

f iy T e v -_' T — i
R e i i

Abb. 3a: Fruchtknotenbauch mit Zwil- Abb. 4a: Narbe mit Papillen von
lingshaaren von A. ciliata A. ciliata

o T [, P - T

Abb. 3b: Fruchtknotenbauch mit Zwil- Abb. 4b: Narbe mit Papillen von

lingshaaren von A. oleracea A. oleracea (gelb)
(gelb)

Abb. 3c: Fruchtknotenbauch mit Zwil- Abb. 4c: Narbe mit Papillen von
lingshaaren von A. oleracea A. oleracea (rot)
(rot)



15

Der Fruchtknoten trdgt in allen drei Féllen Gliederhaare (Abb. 3a-c). Bei Acmella ciliata
(Abb. 3a) ist der Ubergang vom deutlich sichtbaren, unterstindigen Fruchtknoten zum
Bliitenblatt erkennbar. Aus dem Fruchtknoten entwickelt sich als Frucht eine Achéne, die eine
Sonderform der Nussfriichte darstellt, bei welcher Fruchtwand und Samenschale miteinander
verwachsen sind. Die Nussfrucht wiederum gehort zu den SchlieBfriichten. Auch die Achéne

ist mit Zwillingshaaren ausgestattet (nicht dargestellt).

Die Narbenschenkel aller drei Exemplare besitzen Papillen (rechte Bildfolge, Abb. 4a-c).
Auch bei den Narben ldsst sich mikroskopisch kein Unterschied feststellen.

Alle drei Pflanzen haben, wie fiir Vertreter der Asteraceae {iblich, Driisenschuppen (Abb. 5a-

c).

Abb. 5b: Driisenschuppe von A. oleracea
(gelb)

Abb. Sc: Driisenschuppe von A. oleracea
(rot)

Acmella ciliata weist, wie oben beschrieben, als einzige Zungenbliiten auf. Es folgen zwei

Aufnahmen der Zungenbliiten.
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Zungenbliite von Acmella ciliata

Abb. 6a: Driisenhaare an Zungenbliite
von A. ciliata von A. ciliata

Wie aus den Abb. 6a und b ersichtlich, tragen die Zungenbliiten deutlich in Zellen gegliederte

Driisenhaare.

Vergleich der Pollen

Abb. 7a: Polle von A. ciliata neben Abb. 7b: Polle von A. oleracea (gelb)
Gliederhaaren

Abb. 7c: Polle von A. oleracea (rot)

Alle Bliitenpollen weisen eine stachelige Exine auf (Abb. 7a-c), was typisch fiir Asteraceen

ist.
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Vergleich der Sprossachsen

Abb. 9a: Sprossachsenquerschnitt von
A. ciliata

Abb. 8b: Gliederhaar von A. oleracea
(gelb)

Abb. 8c: Gliederhaar von A. oleracea Abb. 9c: Sprossachsenquerschnitt von
(rot) A. oleracea (rot)

In der linken Bildfolge sind Gliederhaare an der Sprossachse aller drei Pflanzen zu sehen. Im
ersten Bild (Abb. 8a) sind bei Acmella ciliata auerdem gelbe Lipidtropfchen erkennbar.
Diese konnten auch Triager der lipohilen Alkamide sein. In Abb. 8b bei Acmella oleracea

(gelb) ist das Leitblindel auffillig, welches mit Phloroglucin-Salzsdure angefiarbt wurde und
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daher rot erscheint. Bei Acmella oleracea (rot) in Abb. 8c ist ein Gliederhaar an der

Sprossachse zu erkennen.

In der rechten Bildfolge (Abb. 9a-c) ist der Querschnitt der Sprossachse aller drei Pflanzen
dargestellt. Von auBen nach innen sind folgende Gewebetypen zu erkennen: (gewellte)
Kutikula, Epidermis, Kollenchym, Rindenparenchym. In Abb. 9b bei Acmella oleracea (gelb)
féllt ein kleiner Zellhaufen neben dem Leitbiindel auf. Bei Acmella oleracea (rot) ist eine
Verdickung der Kutikula zu erkennen (Abb. 9c¢).

Die Gliederhaare und Zelltypen (Kutikula, Epidermis, Kollenchym und Parenchym) lassen
sich mikroskopisch nicht voneinander unterscheiden. Minimale Unterschiede, wie etwa eine
Kutikulaverdickung, sind vermutlich eher auf unterschiedliche Entwicklungsstadien der drei

Sprossachsen zuriickzufiihren.

Vergleich der Blitter

Abb. 10a: Blattunterseite mit Glieder- Abb. 10b:Blattunterseite mit Glieder-
haaren von A. ciliata haaren von A. oleracea (gelb)

Die Blattunterseite zeigt in allen Féllen spitz zu-

laufende Gliederhaare (Abb. 10a-c).

Abb. 10c: Blattunterseite mit Glieder-
haaren von A. oleracea (rot)
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Abb. 11a: Mittelrippe mit Gliederhaaren Abb. 12a:Spaltéffnungen von A. ciliata
von A. ciliata

Abb. 11b:Mittelrippe mit Gliederhaaren Abb. 12b:Spaltéffnungen von
von A. oleracea (gelb) A. oleracea (gelb)

F. ot

Abb. 11c: Mittelrippe mit Gliederhaaren Abb. 12c: Spaltoéffnungen von
von A. oleracea (rot) A. oleracea (rot)

Im obersten Bild der linken Bildfolge (Abb. 11a) ist die Mittelrippe (Hauptnerv) von Acmella
ciliata zu erkennen. Hier fallen besonders die drei Leitbiindel nebeneinander auf. Aulerdem

sind Gliederhaare sichtbar.

Im zweiten Bild (Abb. 11b) ist die Mittelrippe (Hauptnerv) von Acmella oleracea (gelb) zu
sehen. Auch hier sind Gliederhaare zu erkennen. Das unterste Glied der Haare ist verdickt,
was allerdings auch bei den anderen beiden vorkam. Das Bild links unten (Abb. 11c) zeigt die

Mittelrippe (Hauptnerv) von Acmella oleracea (rot), ebenfalls mit Gliederhaaren .
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Die Mittelrippe ldsst auch keine mikroskopische Unterscheidung zu.

In der rechten Bildfolge (Abb. 12a-c) sind bei allen drei Exemplaren anomocytische

Spaltéffnungen in den Bléttern zu erkennen.
Bei den Blittern ist somit ebenfalls keine mikroskopische Unterscheidung moglich.

Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass bei den mikroskopischen Betrachtungen
zwischen den drei Arten bzw. Varietiten keine spezifischen Unterschiede zu konstatieren
waren, was u. a. auf eine enge Verwandtschaft der drei Pflanzen schlielen ldsst. Der einzige,
jedoch makroskopische Unterschied besteht im Vorhandensein von Zungenbliiten bei Acmella
ciliata, die Driisenhaare aufweisen. Die gelbe und rote Varietdt von Acmella oleracea kdnnen
mikroskopisch auch nicht voneinander unterschieden werden. In allen drei Féllen sollte einer
Bestimmung an Hand makroskopischer Merkmale, insbesondere der Bliitenkopfchen (s. o.),

der Vorrang gegeben werden.

2. Gewinnung des Pflanzenmaterials

2.1. Anbau / Aufzucht

Anbau bzw. Aufzucht von Acmella ciliata sowie Acmella oleracea sind grundsétzlich im
Gewichshaus und eingeschrankt im Freiland moglich. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden beide Wege erprobt. Die Vor- und Nachteile beider Alternativen werden nachfolgend

beschrieben.

Freilandanbau ist nur moglich wéhrend der absolut frostfreien Zeit. Als tropische Pflanze
toleriert Acmella ciliata auch keine gelegentlich auftretenden Nachtfroste. So wurde die
Pflanze zumeist im Gewidchshaus oder am Fensterbrett ab Januar/Februar vorgesit, und die
Jungpflanzen kamen erst ab Anfang/Mitte Mai aufs Feld. Bliitenkopfe erscheinen dann ab
einer bestimmten PflanzengroBe bis zum Ende der Vegetationsperiode (ca. Ende

Oktober/Anfang November mit den ersten Nachtfrosten) kontinuierlich.
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Der Freilandanbau von Acmella ciliata erfolgte 2003 und 2004 auf Feldern mit lehmhaltigem

Boden". 2004 wurde zu Testzwecken eine Stickstoffbediingung vorgenommen (s. Exp. Teil).

Proportional zur Diingerkonzentration lieB sich ein verstirktes GroBenwachstum aller
Pflanzenorgane konstatieren. Auf kiinstliche Bewédsserung und Schidlingbekdmpfungsmal-
nahmen konnte verzichtet werden. Dariiber hinaus wurden 2005 Acmella ciliata und Acmella
oleracea (gelb) auf einem Grundstiick anderer Bodenbeschaffenheit” angebaut. Sofern keine
Voraussaat (s. o.) erfolgte, wurden die einsamigen Schlielfriichte (Achdnen) breitwiirfig
ausgesdt und nur mit sehr wenig Erde bedeckt (Nacktsamer). Die Keimdauer betrug zwischen
1-3 Wochen, je nachdem, ob mit oder ohne iiber den Keimschalen/Topfen angebrachten

Pflanzenlampen gearbeitet wurde.

Parallel erfolgte der Anbau von Acmella ciliata zwischen 2003 und 2007 durchgéngig im
temperierten Gewichshaus®. 2005 - 2007 wurden zusitzlich Acmella oleracea (gelb) und
2006 auch Acmella oleracea (rot) im Gewichshaus aufgezogen. Unter diesen giinstigen
Bedingungen, insbesondere durch Nachahmen anndhernd tropischer Bedingungen, wie das
Herstellen von Tag- und Nachtgleiche, entsprechende Feuchtigkeit und ggf. mit Hilfe von
Berieselungsanlagen etc., ist es moglich, Acmella ciliata zu tiberwintern, d. h., sie auch als

mehrjihrige Pflanze zu ziehen.

Als Problem erwies sich im Sommer die z. T. starke Uberhitzung des Glases bei hohem
Sonnenstand, was trotz Liiften und Schattierung nicht komplett zu verhindern war. Im Winter
ist dagegen eher die geringe Beleuchtungsstéirke, bedingt durch den niedrigen Sonnenstand,
problematisch, was aber nur partiell durch Zusatzbeleuchtung mittels Licht mit hohem

Blauanteil zu kompensieren war.

AulBlerdem sind die Pflanzen diversen Schddlingen, wie Weille Fliege, Spinnmilben und
Asseln, ausgesetzt, die sich durch die Treibhausbedingungen und mangels Fressfeinden wie
im Freiland besonders rasant vermehren. An Acmella oleracea (rot) waren Schnecken zu
finden. Infolgedessen mussten, im Gegensatz zum Freilandanbau, Schidlingbekdmpfungs-

malnahmen durchgefiihrt werden.

! Landwirtschaftlich-Girtnerische Fakultit der Humboldt-Universitit Berlin in Blumberg bei Berlin
? Landwirtschaftlich-Girtnerische Fakultit der Humboldt-Universitit in Berlin Dahlem

3 Institut fiir Pharmazeutische Biologie der Freien Universitit Berlin
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Zunichst wurde mit Gelbtafeln sowie mit ausgesetzten Fressfeinden, z. B. Raubmilben
(Phytoseiulus persimilis) gegen Spinnmilben (Tetranychidae), als biologische Methode
gearbeitet. Gelegentlich, d. h., bei zu starkem Befall, gelangten chemische Methoden
(Zierpflanzenspray; s. Exp. Teil) zum Einsatz.

2.2, Ernte und Trocknung

Geerntet werden kann beim ertragreicheren Freilandanbau wihrend der gesamten
Vegetationsperiode. Es erfolgten mehrere Ernten von September bis Oktober. Bis zum Ende
der Vegetationsperiode wurde nur die oberirdische Pflanze geerntet, um das Nachwachsen zu
ermoglichen. Bei der letzten Ernte vor dem ersten Frost wurde die Gesamtpflanze mit
Hauptwurzeln geerntet. Im Gewéchshaus ist die Ernte weitgehend unabhingig von den

Jahreszeiten.

Zur spéteren Extraktgewinnung wurde das Pflanzenmaterial von anhaftender Erde befteit,
grob zerkleinert und getrocknet. Sofern nicht die Gesamtpflanze zur weiteren Aufarbeitung

vorgesehen war, wurde vor der Trocknung in einzelne Pflanzenteile (z. B. Bliiten) zerlegt.

Die Trocknung erfolgte als Hordentrocknung im Trockenschrank bei 40° oder 60° C. Als
Kriterium fiir hinreichende Trocknung (keine Bestimmung der Restfeuchte) diente z. B. die
leichte Durchknickbarkeit der Stingel, da sie dem Pflanzenorgan mit dem hdochsten
Wassergehalt entsprachen (s. Tab. 32). Die durchschnittliche Trockenzeit betrug vier Tage.
Das Verhiltnis Droge zu Frischpflanze(nteile) lag bei etwa 1:5, weitgehend unabhéngig von

der Trocknungstemperatur (s. Tab. 32).

2.3. Extraktion

Zur Extration des getrockneten und zerkleinerten/gemahlenen Pflanzenmaterials (s. Exp. Teil)
gelangten verschiedene Losungsmittel bzw. -gemische zum Einsatz (Tab. 1). Deren Auswahl
richtete sich zum einen nach den zu extrahierenden Pflanzenteilen und zum anderen nach dem
Polaritdtscharakter der zu isolierenden Inhaltsstoffe. So wurde zur Extraktion der vorwiegend
lipophilen Alkamide (3.3.2.) das apolare Dichlormethan (Dielektrizititskonstante bei 25° C, ¢
= 9,14) eingesetzt und zur Gewinnung der eher hydrophilen Phenolderivate (3.4.2.) das
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starker polare Methanol (¢ = 33,6). Beim DC-Screening (3.2.1.), d. h., zur summarischen
Erfassung von Inhaltsstoffgruppen, die allgemein in Asteraceae und in Acmella-Arten im
Besonderen vorkommen, wurden weitere Extraktionsmittel getestet (Tab. 1). Dariiber hinaus
gelangte in Anlehnung an das Fertigarzneimittel Spolera®, das einen Gesamtpflanzenextrakt

mit 60 %igem 2-Propanol enthélt, auch dieses Auszugsmittel (Tab. 1) zur Testung.

Zur Wirksamkeitsiiberpriifung von Acmella-Extrakten gegeniiber verschiedenen Enzymen (4.)
wurden teilweise noch weitere Extraktionsmittel (Tab. 1) einbezogen, u. a. iiberkritisches
Kohlendioxid (Destraktion). Unter diesen Bedingungen (10 MPa, 37° C bzw. 15 MPa, 34° C)
werden vorrangig Kohlenwasserstoffe und organische, lipophile Verbindungen geringer
Polaritdt extrahiert (¢(CO,) = ca. 1,25-1,5). Extrakte, die mit Dichlormethan bzw. dem
Extraktionsmittel Aceton (¢ = 20,7) gewonnen worden waren, dienten zur Entwicklung der

galenischen Praformulierungen (5.).

Die Effektivitdt der verschiedenen Extraktionsmethoden zeigte sich u. a. beim nachfolgenden
DC-Screening (3.2.). So erwies sich beispielsweise die Ultraschallbehandlung mit
Extraktionsmittel C; nach der halbquantitativen DC-Analytik als geeigneter gegeniiber C,
(Riihren), indem eine grofBere Ausbeute erzielt und die Manipulation Zeit und Losungsmittel
sparend verlief. Zur Extraktion der Bliiten, in denen ein besonders hoher Alkamidgehalt zu

erwarten war, gelangte demzufolge die Ultraschallmethode zum Einsatz (A4, Cs, E»).

Das nebenstechende DC veranschaulicht die
Extraktivkraft ~ verschiedener = Ldsungsmittel
(Ultraschall) hinsichtlich lipophiler Substanzen
Sy s .. und weist die Extraktionsmittel Methanol (B,)

-, " und besonders 2-Propanol (C4) als wenig
geeignet zur Isolierung der vorwiegend

. lipophilen Alkamide aus.

&. zA4 & %.%.& Die gewonnenen Extrakte wurden filtriert und

Abb. 13: Extraktvergleich der Gesamtpflanze unter schonenden Bedingungen im Vaku-

von A. ciliata (FlieBmittel VIII,;
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdure)
(Extrakte, s. Tab. 1; R.1 = Alkamid- Trockne eingeengt und bis zur weiteren Ver-
Referenz (s. Exp. Teil);

C = Capsaicin-Referenz) wendung im Kiihlschrank oder, bei lidngerer

umrotationsverdampfer ~ zur ~ weitgehenden
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Lagerung, im Gefrierschrank aufbewahrt (Exp. Teil).
Zur vergleichenden DC-Analytik von Acmella ciliata und den beiden Varietiten von Acmella
oleracea (3.2.2.) wurden Frischpflanzenextakte herangezogen, gewonnen mit den folgenden

Extraktionsmitteln: Dichlormethan (G), Methanol (H), Ethanol 45 % (I) und Aceton (J).

Tabelle 1: Parameter zur Extraktion von Acmella ciliata — getrocknetes Pflanzenmaterial

Extrakt Extraktionsmittel Methode Pflanzenteile Verwen-
dung in
A Dichlormethan Ultraschall oberirdische Gesamtpflanze 3.2.
A, Dichlormethan Soxhlet Gesamtpflanze 3.3.2.
A; Dichlormethan Ultraschall Gesamtpflanze 4,
Ay Dichlormethan Ultraschall Bliiten 2003 4.
As Dichlormethan Ultraschall Bliiten 2004 4.
B, Methanol Soxhlet Gesamtpflanze 3.4.2.
Bz* Methanol Ultraschall Gesamtpflanze 4,
C 2-Propanol 60% (m/m) Ultraschall oberirdische Gesamtpflanze 3.2
C, 2-Propanol 60% (m/m) Riihren oberirdische Gesamtpflanze 3.2
C; 2-Propanol 60% (m/m) Ultraschall Bliitenkopfe 3.2.
C, 2-Propanol 60% (m/m) Ultraschall Gesamtpflanze 4,
D, Ethanol 45% (m/m) Ultraschall Gesamtpflanze 4.
Rohsaponingemisch 3.2.
Etherphase 3.2.
wasserige Phase 3.2.
E, Aceton Ultraschall Gesamtpflanze 4., 5.
E, Aceton Ultraschall Bliiten 4,
F, Kohlendioxid 10 MPa, 37° C Gesamtpflanze 5.
F, Kohlendioxid 15 MPa, 34° C Gesamtpflanze S.

*: Diese Extrakte wurden in analoger Weise auch aus Acmella oleracea hergestellt und in die enzymatischen Untersuchungen
(4.) einbezogen.
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Die jeweils im Verhéltnis 1:10 (Frischpflanze : Lésungsmittel) durchgefiihrte Extraktion
mittels Ultraschall fiihrte quantitativ zu unterschiedlichen Extraktausbeuten (Tab. 2).
Demnach erwiesen die hydrophilen Extraktionsmittel H und I die grofite Extraktivkraft (3- 5,6
%), wiahrend Dichlormethan (G) weniger als 1 % der Inhaltsstoffe herausloste, was bereits
eine Selektivitdt in Richtung lipophiler Verbindungen, reprisentiert vorrangig durch die

Alkamide, erkennen lasst.

Tabelle 2: Prozentuale Ausbeute der Frischpflanzen-Extraktion

Dichlormethan Methanol Ethanol 45% Aceton
(&) () @ (J)
Acmella ciliata 0,7 3,0 4.6 2,7
Acmella oleracea (gelb) 0,5 3,7 3,9 2,1
Acmella oleracea (rot) 0,2 49 5,6 1,7
3. Phytochemische Untersuchungen

3.1. Inhaltsstoffe allgemein

Bisherige Untersuchungen zeigten, dass Acmella ciliata besonders reich an Sédureamiden mit
langerkettigen, teilweise mehrfach ein- und/oder zweifach ungesittigten Fettsduren ist. Als
Leitsubstanz wird das bereits bekannte Spilanthol (Synonym: Affinin) angesehen, zuerst
isoliert aus ,,Spilanthes oleracea“ L. (Acmella oleracea, JANSEN) durch GERBER [42].
Insgesamt wurden bisher 20 verschiedene Sdureamide (Alkamide bzw. Alkylamide) aus den

Bliitenkopfchen isoliert [110-113].

Strukturell dhnliche Alkamide wurden in fast allen Scharfstoffdrogen gefunden, wie auch im
Schwarzen Pfeffer (Piper nigrum L., Piperaceae) [73, 156, 206] oder Cayennepfeffer
(Capsicum frutescens L., Solanaceae) [73, 156, 206]. GroBe chemische Ahnlichkeit besteht
mit den Amiden des Szechuanpfeffers (Zanthoxylum spec., Rutaceae) [4, 60, 63, 98, 186, 201,
206] (Tafel I, Teil 2 / Formel 12 unter 3.3.1.1.).

Besonders deutlich ist die chemische Verwandtschaft der Alkamide innerhalb der

Pflanzengattung Acmella, auch wenn deren Arten teilweise unter veralteter Taxonomie
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gefilhrt werden, sowie innerhalb desselben Subtribus, wie beispielsweise im Sonnenhut
(Echinacea spec., Asteraceae). Interessanterweise konnten neben vielen dhnlichen Substanzen
auch einige strukturell identische, u. a. Hauptalkamide von Echinacea-Species in Acmella
ciliata nachgewiesen werden (s. 3.3.1.1.) [6, 13, 16, 30, 35, 50, 53, 124, 132, 133, 134, 140,
144, 148, 173].

AuBerdem wurden das Hydroxycumarin Scopoletin in den Wurzeln sowie die Sesquiterpene
Humulen, Caryophyllen und Caryophyllenepoxid im #therischen Ol des Sprosses gefunden
[110, 112]. Dariiber hinaus waren zu Beginn dieser Arbeit die Flavonoide Isoquercitrin und
Rutosid (beides Quercetinderivate) sowie die Apigeninderivate Apigenin-7-O-glucosid und

Apigenin-7-O-neohesperidosid bekannt [177].

3.2. DC-Screening

Da iiber die Inhaltsstoffe von Acmella ciliata und auch Acmella oleracea, aufler den
Alkamiden und einigen anderen Substanzen (3.1.), wenig bekannt war, wurde zunéchst ein
DC-Screening durchgefiihrt, wobei auf hdufige, in Asteraceae anzutreffende Inhaltsstoffe
[64], einschlieBlich der Alkamide, gepriift wurde. Um ein moglichst breites Spektrum der
potentiellen Hauptsubstanzklassen zu erfassen, gelangten mit Extraktionsmitteln
unterschiedlicher Polaritidt und aus verschiedenen Pflanzenteilen sowie aus Frischpflanzen

hergestellte Extrakte (Tab. 1 und G, H, I, J, s. 2.3.) zur Testung.

Die DC erfolgte auf Kieselgel-Fertigplatten mit Fluoreszenzindikator (s. Exp. Teil). Sofern
vorhanden, wurden zu den einzelnen Inhaltsstoffgruppen entsprechende Referenzsubstanzen
(s. Tab. 3a und b und Exp.Teil), in Methanol gelost, aufgetragen, die Extrakte hingegen geldst

im jeweiligen Extraktionsmittel.

Die verwendeten FlieBmittelsysteme (Tab. 33) orientieren sich weitgehend an der Standard-
und &lteren Fachliteratur [165, 179], mussten aber teilweise den aktuellen Erfordernissen
entsprechend modifiziert werden. Zur Detektion der Substanzen wurden neben der
Betrachtung im UV-Licht die klassischen Gruppenreagenzien fiir die zu detektierenden

Stoffklassen eingesetzt (s. Exp. Teil).
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3.2.1. Acmella ciliata - Droge

Die Ergebnisse des DC-Screenings sind in Tab. 3a und b dokumentiert. Z. T. resultierten
lediglich unspezifische Anfarbungen, die nicht sicher auf das Vorliegen der betreffenden
Substanzgruppe schlieen lieBen. Bereits vor der Detektion traten zuweilen gefarbte Banden

auf, die von Chlorophyll und Bliitenfarbstoffen stammten.

Fir das Vorliegen von Alkamiden sprachen nach Besprilhen mit dem Kaliumperman-
ganat/Schwefelsdure-Reagenz und Erhitzen bei 105° C mehrere violett-braune Banden,
insbesondere bei Extrakt A; im FlieBmittel 1. Allerdings reagiert dieses Detergens mit allen
oxidierbaren Verbindungen, wozu auch alle Alkamide, die keine vollstindig konjugierte

Kohlenwasserstoftkette besitzen, gehoren [165].

Die gegeniiber den Alkamiden weitaus hydrophileren phenolischen Komponenten, zu denen
auch die Flavonoide zdhlen und die erwartungsgemil3 eher in Extrakten mit hydrophileren
Losungsmitteln, wie 2-Propanol 60%, zu finden sind, zeigten in den polareren FlieBmitteln II
und III gutes und fast identisches Laufverhalten. Im FlieBmittel IV wanderten lediglich die
Aglyka; die Glykoside verblieben auf der Startlinie. Die Bandentrennung war jedoch nicht
befriedigend. Die FlieBmittel I und V erwiesen sich als zu lipophil und eignen sich bestenfalls
zur Trennung der auch in diesen Extrakten in geringerem Umfang vorhandenen Chlorophylle

und Blitenfarbstoffe.

Als Referenzen dienten verschiedene Phenolcarbonsdurederivate sowie Flavonoide (s. Tab. 3a
und Exp.Teil). So konnten bei den Extrakten C;, C, und C; in den FlieBmitteln II und III (C;)
Hinweise auf die Anwesenheit von Chlorogen- bzw. Isochlorogensduren und auf die
Anwesenheit diverser Flavonoide, konkret auf Isoquercitrin und Rutosid, gewonnen werden,

was sich im Laufe der Arbeit auch bestdtigte (3.4.3.).

Vor dem Besprilhen wurden die Platten zunichst unter UV-Licht bei 254 nm
(Fluoreszenzminderungen) und 366 nm (stirkere Eigenfluoreszenz von Hydroxycumarinen
gegeniiber Phenolcarbonsdurederivaten) betrachtet, um zwischen Hydroxycumarinen und
Phenolcarbonsdurederivaten zu differenzieren, die nach der Detektion mit Naturstoffreagenz
A (Diphenylboryloxyethylamin) kaum noch zu unterscheiden sind. Die Detektion mit diesem
Reagenz beruht auf Farbintensivierung durch Chromophorvergroerung, zu betrachten im

UV-Licht bei 366 nm, durch Bildung eines Komplexes an Keto-Enol-Strukturen [1].
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Saponine sind schwierig zu detektieren, da zumeist chromophore Strukturen fehlen. Zur
Detektion wurde hier das unspezifische Universalreagenz Anisaldehyd/Schwefelsdure mit
anschlieBendem Erhitzen bis zur Farbausbildung bei ca. 105° C im Trockenschrank verwen-
det. Die mitgelaufenen Referenzen (s. Tab. 3b) zeigten zwar keine Ubereinstimmungen in den
Re-Werten, jedoch in der Farbgebung: Saponin (Merck): oliv - dunkelgriine Banden; Aescin:

lila Hauptbande; Sonnenblumensaponingemisch: lila Banden.

Die in der Tab. 3b angefiihrten Bandenfarbungen deuteten, zusammen mit einer
entsprechenden Vorprobe (Schaumprobe, s. Exp. Teil), auf das Vorhandensein von Saponinen
in dem mittels eines typischen Saponin-Extraktionsschemas gewonnenen ,,Rohsaponin-

gemisch“ und somit in Acmella ciliata hin [1].

In Extrakt C; konnten nach Entwicklung im FlieBmittel II und Detektion durch Echtblausalz
B und nachfolgender Alkalisierung mit Ammoniak positive Hinweise auf Phenole und

kupplungsfiihige Amine erhalten werden [165].

Dragendorffs-Reagenz ergibt generell keinen spezifisch positiven Nachweis auf Alkaloide,
sondern spricht bei allen tertidren Aminen mit Orange-Féarbung an. Das Ergebnis war hier

negativ [1].

Da Indolalkaloide nicht die Struktur tertidrer Amine aufweisen, war mittels Dragendorffs
Reagenz diesbeziiglich kein positiver Nachweis zu erwarten. Die positive Reaktion, die sich
mit van Urk-Reagenz zeigte, ist spezifisch fiir in 2-Stellung unsubstituierte Indolderivate.
Lediglich einige Aminosduren ergeben falsch positive Nachweise, wie das Tryptophan, das

einen biogenetischen Baustein dieser Alkaloide darstellt [1].

In den Extrakten A;, C; und C, fanden sich nach Detektion mit Antimon(III)-chlorid-Lésung
und Eisessig unter UV-Licht bei 366 nm Hinweise auf das Vorhandensein pflanzlicher

Cholesterolderivate, konkret auf Cholesterol und B-Sitosterol.



Tabelle 3a: DC-Sreening von Acmella ciliata

Testgruppe Referenzen Extrakt Fliefmittel Detektion Ergebnis Anmerkung
Reagenz UV [nm]

Alkamide Capsaicin A, C II KMnO,/ H,SO, positiv mehrere braune Banden: Alkamide
Capsaicin mit gleicher Farbung, jedoch nie-
drigerer R-Wert, (A;: gutes Laufverhalten)

Ay, C; I KMnO,/ H,S0O, positiv  [polarerer Extrakt C; verbleibt auf Startlinie;
eine braune Bande mit hohem R-Wert bei A

Phenolcarbonsdure- s. Exp. Teil | C,, C,, G4 II Naturstoff-Rgz. 254, 366 positiv  [gelb-orange Banden: Hinweis auf Flavonoide;

derivate / Flavonoide blau-gefirbte Banden: Hinweis auf Phenol-
karbonsdurederivate

C,, Rohsap., I Naturstoff-Rgz. 254, 366 positiv  |Ergebnisse entsprachen in etwa denen mit
Etherph., FM II; beste Trennleistung dieser Stoff-
H,O-Ph. klassen
C,, Rohsap., v Naturstoff-Rgz. 254, 366 positiv  [relativ lipohiles FM: gute Wanderung der
Etherph., Aglyka; Glykoside mehrheitlich auf Start-
H,O-Ph. linie; Bandentrennung insgesamt nicht gut
(N I Naturstoff-Rgz. 254,366 negativ  [lipohiles FM, keine Glykosidwanderung;
Trennung von Chlorophyllfraktionen:
mehrere griine Banden nur bei Extrakt C,
bereits vor Detektion (rot im UV 366 nm)
C,, Rohsap., A% Naturstoff-Rgz. 254,366 negativ  [nur Trennung lipohiler Substanzen, wie
Etherph., Chlorophylle bei Extrakt C; und Etherphase,
H,0-Ph. eine gelbe Bande (Bliitenfarbstoff?) bei C;;

auflerdem hier einige Banden nur im UV

254 nm vor Detektion erkennbar




Tabelle 3b: DC-Screening von Acmella ciliata

Testgruppe Referenzen Extrakt Fliefmittel Detektion Ergebnis Anmerkung
Reagenz UV [nm]
Saponine s. Exp. Teil | Rohsapo- VI Anisaldehyd / positiv  [mehrere griine, gelbgriine, graugiine,
ningemisch H,S0, lila Banden; Farbgebung typisch, aber nicht
R~Wert-konform mit Referenzsubstanzen
Phenole und kupplungs- (ON II Echtblausalz / NH; positiv  [funf rote Banden sowie eine braune mit
fahige Amine hohem Ri-Wert
Ay, C; I Echtblausalz / NH,4 negativ  [FM zu lipohil, Trennung von Chlorophyllen
und Bliitenfarbstoffen, griine und gelbe
Banden (bereits vor Detektion erkennbar)
Alkaloide C II Dragendorffs-Rgz. negativ  |keine orange-rot gefdrbten Banden
Indolalkaloide C, II van Urk-Rgz. positiv  [eine blaue Bande mit mittlerem R-Wert
Ay, C I van Urk-Rgz. positiv  [nur bei Extrakt A; einige blaue Banden mit
niedrigem R-Wert
Cholesterolderivate Cholesterol, A, C; II Sb;Cl / Eisessig 366 positiv bei beiden Extrakten: rosa-violett geféarbte
B-Sitosterol Banden mit hohem R-Wert auf Hohe der
Referenzsubstanzen sowie zwei weitere
Banden mit mittlerem bzw. niedrigem R-Wert
C,C, I Sb;Cl / Eisessig 366 positiv wie bei FM 11
Cumarine / Anthra- s. Exp. Teil | Ay, Cy, Cs I KOH-Lsg. 366 negativ  |kein Hinweis auf Cumarin - oder Anthranoid-
chinone (methanol.) aglyka
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Cumarine/Anthrachinone: In dem relativ lipophilen FlieBmittelsystem [ wére mit der
Detektion nur der Aglyka zu rechnen gewesen. Bei der Borntrdgerreaktion (modifiziert)
mittels 10 %iger methanolischer Kalilauge kommt es zur Bildung eines vergroferten
Chromophors durch Entstehen eines Mesomerie stabilisierten Systems an Keto-Enol-
Strukturen, was zur Verschiebung in den lidngerwelligen Bereich des Lichts und dadurch
meist zur Rotfarbung des Reaktionsprodukts fiihrt. Dass diese Reaktion hier negativ ausfiel,
spéter aber doch das Hydroxycumarin Aesculetin (3.4.3.4) isoliert wurde, erklirt sich mit den
im Screening getesteten Extrakten A; und C,, die aus der oberirdischen Gesamtpflanze
gewonnen wurden, wihrend zur Isolierung der phenolischen Verbindungen (3.4.2.) die
Gesamtpflanze, einschlieBlich Wurzel, verwendet wurde. MARTIN [110] isolierte das
Cumarinderivat Scopoletin auch aus der Wurzel. Daher ist es wahrscheinlich, dass in Acmella
ciliata Cumarine bzw. deren Vorstufen nur in den Wurzeln akkumuliert werden. Auflerdem
hitten Hydroxycumarine bereits zuvor im UV-Licht bei 366 nm durch Eigenfluoreszenz
auffallen miissen, was ebenfalls nicht der Fall war. Anthranoide sind offensichtlich nicht

vorhanden und fiir einen Vertreter der Asteraceae ohnehin unwahrscheinlich [1].

3.2.2. Acmella ciliata | Acmella oleracea- Vergleich — Frischpflanzen

Abb. 14 stellt die Diinnschichtchromatogramme der Frischpflanzenextrakte mit Methanol (H),
Aceton (J) und Dichlormethan (G) von Acmella ciliata (1) und Acmella oleracea (gelb (2)
und rot (3)) vergleichend gegeniiber. FlieBmittelsystem IX (Exp. Teil) und Anfiarbung mit
dem Anisaldehyd/Schwefelsdure-Reagenz dienten als geeignete DC-Parameter zur
Auftrennung und Charakterisierung der vornehmlich lipophilen Alkamide. Die Extrakte
wurden flir die DC im jeweiligen Extraktionsmittel in einer Konzentration von 70 mg/ml

geldst, was halbquantitative Aussagen ermoglichte.
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Abb. 14: Frischpflanzen-Extrakte von A. ciliata (1) und A. oleracea (gelb (2)) und (rot (3)),
H =Methanol-, J=Aceton-, G=Dichlormethan-Extrakt; FM IX, Anisaldehyd/Schwefelsdure-Reagenz
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Alle drei Extrakte unterscheiden sich besonders im unteren Bereich (bis Ry ca. 0,2)
hinsichtlich Anzahl und Lage der Banden sowie deren Farbgebung. Mit steigender Lipophilie
des Extraktionsmittels (Methanol (H) < Aceton (J) < Dichlormethan (G)) nimmt jedoch der
Anteil der extrahierten lipophilen Substanzen zu: grine Banden (Chlorophylle) und
blau/violette bis braune Banden ab Ry > 0,7. In der gleichen Reihenfolge (H <J < G) ist im
ReBereich von 0,2 bis 0,7 [110] eine Zunahme der Alkamide zu ersehen (violett bis violett-

braun: 2,4-Dienamide (vgl. [11]).

Eine gelbe Bande (Rf 0,32) in J und G ldsst sich nach Bauer [11] als Monoenamid
interpretieren. Bei der roten Bande (R¢ 0,27) in H konnte es sich um ein Lignan handeln (vgl.

Abb. 49).

Die Unterschiede der drei Acmella-Arten/Varietéiten sind eher quantitativer Natur. Eine griine
Bande fillt bei Acmella ciliata auf der Aceton-Platte und schwach auf der Methanol-Platte

(R¢0,49) auf, die bei Acmella oleracea nicht detektiert wurde.

Eine zweite Versuchsreihe mit dem FlieBmittelsystem VII und Detektion im UV-Licht bei
366 nm sowie Anfirbung mit dem Naturstoffreagenz eignete sich zur Darstellung der
polareren phenolischen Verbindungen (Abb. 15 und 16). Hierbei erwies sich Methanol (H) als
das eindeutig geeignetere Extraktionsmittel. Mit Aceton (J) hingegen sind nur stirker
lipophile Substanzen extrahierbar, die in diesem FlieBmittel mit mittlerem bis hohem Re-Wert

erscheinen.

FlieBmittelsystem VII ist ein universelles System zum Screening phenolischer Bestandteile,
die als blaue Eigenfluoreszenzen im UV-Licht bei 366 nm auffallen (auBer Flavonoiden)
(Abb. 15). Nach der Detektion mit Naturstoffreagenz (Abb. 16) farben sich Flavonoide gelb.
Diese sind nur im Methanolextrakt (H) erkennbar. Es fallt auf, dass Acmella oleracea mehr
Flavonoide enthilt als Acmella ciliata und hier wiederum die rote Varietiat mehr als die gelbe.
Andererseits zeigt Acmella ciliata intensivere blau-fluoreszierende Banden (Abb. 15 und 16),
die fiir einen hoheren Gehalt an Phenolcarbonsduren (Zimt- bzw. Kaffeesdurederivate)

sprechen.

Die detektierten Banden sind bei den drei Pflanzen qualitativ weitgehend identisch, mit einer

Ausnahme. Im Gegensatz zu Acmella oleracea weist Acmella ciliata mit einem Re-Wert von
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0,45 eine zusétzliche intensiv blaue Bande auf (Abb. 15 (H) und 16 (H), s. roter Pfeil). Wie
sich im Verlauf der weiteren Arbeit herausstellte, handelt es sich hierbei um das cis-Isomer
des Kaffeoyldpfelsdureesters (s. 3.4.3.2.2.). Dies scheint zumindest ein pridgnanter qualitativer
Unterschied zwischen den beiden Arten Acmella ciliata und Acmella oleracea zu sein, der als

phytochemisches Unterscheidungsmerkmal herangezogen werden konnte.

Abb. 15:

Extrakte von A. ciliata (1) und
A. oleracea (gelb (2)) und (rot (3)),
H = Methanol, J = Aceton;

FM VII; UV= 366 nm
Pfeil: cis-Kaffeoylapfelsdureester

Abb. 16

Extrakte von A. ciliata (1) und
A. oleracea (gelb (2)) und (rot (3))
H = Methanol, J = Aceton;

FM VII, Naturstoff-Reagenz
Pfeil: cis-Kaffeolyépfelsdureester

Der Ethanolextrakt (I), als typischer ,,Saponinextrakt®, diente zum Nachweis von Saponinen
in den drei Acmella-Arten. Als FlieBmittel wurde die nach Ausschiittelung abgetrennte

Oberphase eines Standard-Saponin-FlieBmittelgemischs (VI) verwendet.

Die Bandentrennung erfolgte jedoch nicht sauber, und Unterschiede zwischen den drei
Pflanzen lieBen sich ebenfalls nicht erkennen (nicht abgebildet). Das Vorhandensein von
Saponinen ist aber an Hand der Detektion mehrerer Banden in diesem System zu vermuten
und wird durch die ebenfalls positive Schaumprobe (Exp. Teil) untermauert. AuBBerdem
gelang anderen Autoren [128] die Isolierung eines Saponins aus ,.Spilanthes acmella*
(Murr.), was die Prdsenz von Saponinen auch in den untersuchten Acmella-Arten

wahrscheinlich macht.
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3.3. Alkamide

3.3.1. Literaturuberblick
3.3.1.1. Vorkommen / Strukturen

Alkamide (= Alkylamide) treten gehduft in den Familien der Asteraceae, Rutaceae und
Piperaceae auf und mit einigen Vertretern auch in den Aristolochiaceae sowie in Phyllanthus
fraternus ssp. togoensis Brunel & Roux (Euphorbiaceac) und Capsicum frutescens L.
(Solanaceae) [50, 110, 156, 162, 172, 188]. Letztere Pflanze ist als Cayennepfeffer oder Chili

nicht nur als Gewiirz gut bekannt, sondern durchaus auch von pharmazeutischer Relevanz.

Beziiglich des strukturellen Aufbaus der Alkamide und ihrer Biogenese bestehen auffillige
Gemeinsamkeiten zwischen den Pflanzenfamilien der Asteraceae, Rutaceae und
Aristolochiaceae [110]. Die Biogenese ihres Fettsdurerests geht aus von Linolen- bzw.
Olsiure, aus welcher erstere durch Oxidation (Dehydrierung) entsteht (s. u.). Wie von
MARTIN und GREGER beschrieben [50, 110], finden diverse oxidative Prozesse, Ketten-
abbriiche (-verkiirzungen) und Umlagerungen von Mehrfachbindungen, partiell anschlieBende

Wasserabspaltung unter Bildung neuer ungesdttigter Strukturen statt, teilweise enzymatisch

OH OH A OH
> >
— 2[H] —2[H] |
X

Olsiure-/Linolsiure-/a-Linolensiure-Umlagerung

katalysiert.

Demgegeniiber erfolgt die Biogenese der Alkamidsdurereste der Piperaceae, z. B. der
Piperinsdure im Piperin (Tafel I / Formel 8), durch Kondensation einer als Malonyl-Coenzym
A aktivierten Acetateinheit an ein aktiviertes Zimtsdurederivat (Acetatweg). Der Fettsdurerest
der Capsaicinoide von Capsicum spec. (Tafel I / Formel 10) wird aus Isobutyryl-Coenzym A

und drei Acetyl-Gruppen zusammengesetzt [156].

Gemeinsam ist fast allen Alkamiden der Aufbau aus einem Carbonsdureteil mit einer meist
aliphatischen und unverzweigten Alkylkette und einem Aminteil. Eine Ausnahme hiervon

bilden einige Alkamide von Glycosmis-Species (Rutaceae), bei denen ein Kohlenstoffatom im
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Carbonylrest durch Schwefel ersetzt ist (Tafel 1 / Formel 1). Hier wird an Stelle einer

Fettsdure von Cystein als Baustein ausgegangen [56].

Eine grofle Variationsbreite ist beziiglich des Aufbaus der Fettsdurereste anzutreffen. Es
kommen rein ,,0lefinische” (Tafel I / Formel 2 und 12) sowie gemischte ,,olefinisch-
acetylenische® (Tafel I / Formel 3) Strukturen unterschiedlicher Kettenldnge und Isomerien
vor. Allerdings werden Dreifachbindungen, also ,,acetylenische® Strukturen, bisher lediglich

bei Vertretern der Asteraceae beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurden auch Amide aufgefunden, die sich von Dicarbonsiduren
ableiten (3.5.2.), wobei eine dieser Verbindungen bereits in Piper hancei Maxim. (Piperaceac)

nachgewiesen wurde (Tafel I / Formel 4) [171].

Im Fettsdurerest konnen dariiber hinaus Hydroxyl- oder Hydroperoxy-Gruppen (Tafel 1 /
Formel 5 und 15) sowie Epoxystrukturen (Tafel I / Formel 6) auftreten [7, 16, 50, 103, 110,
132, 160]. Wie GREGER [50] zeigte, geht die Bildung verschiedener Strukturen im
Fettsdurerest durch unterschiedliche Oxidationsprozesse — verbunden oft mit Dehydrati-
sierungen — sowie Reduktionsprozesse vonstatten. So konnen z. B. durch Oxidation Alkyl-
amide mit OH-Gruppen entstechen und diese spdter durch Dehydratisierung in neue
ungesdttigte Strukturen iibergehen, bis hin zu vollkommen ungeséttigten (konjugierten)
Systemen (Tafel 1 / Formel 13), was bei Achillea-Arten aus dem Tribus Anthemideae
gefunden wurde [50, 54, 101]. Ein Dihydroxyderivat ist in Piper sylvaticum Roxb.
(Piperaceae) (Tafel I / Formel 15) sowie in ,,Spilanthes callimorpha* Moore (Acmella calva
(DeCandolle in Wight) Jansen; Tafel I / Formel 16) nachgewiesen worden [50, 7, 103]. Diese
Aussagen spielen auch bei der Strukturaufklarung der Acmella-Alkamide (3.3.3.) eine

wichtige Rolle, da sich hier ebenfalls hydroxilierte Sdurereste fanden.

Gelegentlich kommt auch ein Thiophen-Rest im Sdureteil vor, der vermutlich durch
Anlagerung von Schwefel aus H,S an Dien-Strukturen entsteht. Eine solche Alkamid-Struktur
wurde allerdings nur im Asteraceae-Tribus Anthemidae beschrieben [51], z. B. bei Matricaria
pubescens (Desf.) Schultz Bip. (Tafel I / Formel 7).

Ausgangssubstanzen zur Biosynthese der Aminreste in den Alkamiden der betreffenden

Pflanzenfamilien sind verschiedene biogene Aminosduren. Als Aminteil fungiert zumeist der
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Isobutylamin-Rest (Tafel I / Formeln 2, 3, 4, 7, 12 und 15 sowie 3.3.3.) der aus Valin
hervorgeht. Aus Isoleucin resultiert der Methylbutylamin-Rest (s. 3.3.3.), aus Phenylalanin
der Phenylethylamin-Rest (Tafel I / Formeln 1, 5, 6 und 14 sowie 3.3.3.), aus Tyrosin der
Hydroxyphenylethylamin-Rest, bisher nur fiir Anacyclus pyrethrum DC. beschrieben [22, 91],
und aus Leucin entsteht der Isopentyl-Rest (Tafel I / Formel 13), der bisher nur in der
Asteraceae-Gattung Achillea [54] gefunden wurde. Nach Decarboxylierung der
entsprechenden Aminosdure kommt es zur Bildung dieser Aminreste.
coon Hooc Hw Hwo“ Hooc coon

Hz“)w/ HZN)W/\ HN A HZN/k)\ HQN)\/\/\NHQ

Valin Isoleucin Phenylalanin Tyrosin Leucin Lysin

In den Ecliptinae kommt neben den Isobutyl- sowie Phenylethylamin-Resten der
Methylbutylamin-Rest vor (s. 3.3.3.). Das Dehydroderivat des Phenylethylamin-Rests, der
Styrylamin-Rest, wurde ebenfalls nachgewiesen [16]. In der Gattung Echinacea scheint

dagegen der Phenylethylamin-Rest zu fehlen.

Ein Piperidyl-Rest als Aminkomponente wurde neben den Piperaceae (Tafel I / Formel 8)
auch bei den Asteraceae-Gattungen Achillea und Artemisia (Tafel I / Formel 9), Tribus
Anthemideae, beschrieben. In Letzteren wurde auBerdem das entsprechende 2.3-
Dehydroderivat entdeckt [14, 47-49, 52, 154, 156, 167, 172]. Der Piperidyl-Rest entsteht aus
Lysin nach Zyklisierung und Decarboxylierung iiber die Vorstufe Piperideid (2,3-
Dehydropiperidin).

Ebenfalls in der Gattung Achillea und seltener bei den Piperaceaec kommt der Pyrrolidinring
vor, in Achillea auch das 2,3-Dehydroderivat [47-49, 52, 55, 156, 167, 172]. Ein 4-Hydroxy-
2,3-didehydropyrrolidinring wurde in Achillea falcata L. nachgewiesen [49]. Fiir Achillea
ageratifolia (Sibth. & Smith) Boiss. ssp. serbica (Nym.) Heimerl wird auch der Pyrrolring als

Aminkomponente beschrieben [55].

Die meisten Alkamide der Piperaceae, die Capsaicinoide aus Capsicum (Solanaceae) und die
Amide aus Phyllanthus fraternus ssp. togoensis Brunel & Roux (Euphorbiaceae) weisen, wie
bereits angedeutet, deutlich abweichende Strukturen von den Acmella- und insgesamt
Ecliptinae-Alkamiden auf [162, 156]. So stellt das Alkamid aus Phyllanthus fraternus ssp.

togoensis Brunel & Roux (Tafel I/ Formel 11) ein einfaches, unsubstituiertes Sdureamid dar,
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und im Capsaicin (Tafel I / Formel 10) wird der Aminrest, ein Benzylaminderivat, ebenfalls
von Phenylalanin auf allerdings bislang ungeklartem Wege gebildet.

Andererseits finden sich aber auch bei einigen Piperaceaec mit Acmella-Alkamiden dhnliche
bis identische Strukturen, z. B. das bereits erwdhnte Fumarsdureamid (Tafel I / Formel 4) aus

Piper hancei Maxim. sowie das 4,5-Dihydroxy-decen-isobutylamid (Sylvamid) [7, 171].

Tafel I: Allgemeine Alkamidbeispiele, Teil 1

1 2
O /\/© |\ I
HsQS)I\T WNY
CH;, ,L

Niranin (aus: Glycosmis spec.) Spilanthol (aus: Acmella ciliata, “Spilanthes ole-
racea”, “Spilanthes acmella™, Acmella
caulirhiza, Acmella oppositifolia, Heliopsis
longipes)

3 4

o (o]
3 1 1’ L3

/\/\/\\)I\T/Y HOOé/\z/U\T/Y

é H H &

Undeca-2E,4E-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid (E)-4-[2-(methylpropyl)amino]-4-oxo0-2-

(aus: Acmella ciliata, Echinacea atrobubens, butenséure (aus: Acmella ciliata, Piper hancei)
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Ansonsten sind bei Zanthoxylum-Species Alkamide mit Zimtsdure als Baustein anzutreffen

[2, 3, 150], ebenso wie hydroxilierte Amide, wobei die Hydroxilierung meist am C-2" des



Isobutyl-Rests stattfindet [4, 122, 186, 187]. Zimtsdureamide sind bei den Ecliptinae bisher

lediglich bei ,,Spilanthes ocymifolia“ (Lamarck) Moore (Acmella alba (L’Heritier) Jansen var.

alba Jansen) (Tafel I / Formel 14) nachgewiesen worden [19]. Interessanterweise konnte der

Baustein Zimtsdure wihrend dieser Arbeit auch in Acmella ciliata entdeckt werden (3.5.1.3.).

Tafel I: Allgemeine Alkamidbeispiele, Teil 2
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Deca-2E,4Z-diensdure-piperinamid
(aus: Artemisia dranunculus)
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Octa-2E 4E-diensdure-amid
(aus: Phyllanthus fraternus)
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Tetradeca-2E,4E,6E,12Z-tetraen-8,10-diinsédure-
isopentylamid (aus: Achillea wilhelmsii)
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4,5-Dihydroxy-deca-2E-ensdure-isobutylamid
(aus: Piper sylvaticum)
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Capsaicin (aus: Capsicum frutescens)
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a-Sanshool (aus: Zanthoxylum spec.)

14

N-2-Phenylethylcinnamoylamid
(aus: ,,Spilanthes ocymifolia™)

Jmmmndin

OH H

8,11-Dihydroxy-dodeca-2E ,4E,9E-triensiure-
isobutylamid (aus: ,,Spilanthes callimorpha“)

Bei den Asteraceae kommen Sdureamide nur im Subtribus Ecliptinae der Heliantheae und in

den Tribus der Anthemideae (s. 0.) und Senecioneae [15] vor. Zwischen den Amiden
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verschiedener Arten innerhalb einer Gattung besteht groBe strukturelle Ahnlichkeit. So
kommt das Leitalkamid aus Acmella ciliata, das Spilanthol (Deca-2E,6Z,8E-triensiure-
isobutylamid), in mehreren Acmella-Arten, auBerdem in den Gattungen Wedelia und
Heliopsis [30, 53, 93, 124, 134, 148] vor. Sie alle gehoren dem Subtribus Ecliptinae im Tribus
Heliantheae an [208, 149]. Das Acmella ciliata-Alkamid Undeca-2E ,4E-dien-8,10- diinsdure-
isobutylamid (41, 3.3.3.2.; [110, 112]) wurde beispielsweise auch in Echinacea atrorubens
Nutt. [35] gefunden. Vom Alkamid-Isomerenpaar Dodeca-2E.4E,8Z,10E/Z-tetraensiure-
isobutylamid, Hauptalkamid(e) in Echinacea purpurea Moench und Echinacea angustifolia
DC. [8, 9, 11, 13], konnte in Acmella ciliata das 10E-Isomer(e) nachgewiesen werden ([110,
112] und 3.3.3.18.). Die Pflanzen der Gattung Echinacea stellen auch Vertreter der Ecliptinae

dar.

In diesem Zusammenhang wire die Untersuchung der Gattung Spilanthes, von der sich der
Name der Verbindung Spilanthol ableitet, hinsichtlich ihres Alkamidgehalts interessant; denn
bisherige Publikationen, die unter dem Gattungsnamen Spilanthes verdffentlicht sind,
befassten sich nach der neuen Nomenklatur von JANSEN 1985 [81] eigentlich mit der Gattung

Acmella.

3.3.1.2. Anwendung / Wirkung
3.3.1.2.1. Traditionelle Anwendung

Wihrend die traditionelle Anwendung in Siidamerika Frischpflanzenteile benutzt, kommt hier
zu Lande die bei 40° C getrocknete Gesamtpflanze als Ausgangsdroge fiir die pharma-

zeutische Anwendung zum Einsatz [81].

Die traditionelle Anwendung der Pflanze geht auf siidamerikanische Ureinwohner zuriick, die
Acmella ciliata bei Zahnfleischbluten einsetzten [163]. Die Bliitenkopfe und Wurzeln werden
in Stidamerika auch heute noch bei Zahnschmerzen gekaut, womit man sich die analgetische,
antiphlogistische und lokalanésthetische Wirkung zu Nutze macht. Ebenfalls wird Acmella
ciliata zur Anregung des Speichelflusses gekaut und soll auch gegen Skorbut eine gewisse
Bedeutung haben. Das Kauen der Pflanzenteile bewirkt zunichst ein Prickeln, gefolgt von
leichter Taubheit im Mundraum (schwache Lokalanédsthesie) [21, 57, 81, 110, 193, 210, 222].

Insektizide Wirkungen waren den Naturvolkern ebenfalls schon bekannt [81].
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Auf Grund der enthaltenen ,Scharfstoffe (Alkamide), die heute vorrangig fiir die
medizinischen Wirkungen verantwortlich gemacht werden, erlangte die Pflanze auch als
Gewiirz Bedeutung, als welches sie beispielsweise Salaten, Suppen und Fleisch sowie
Maniok, als einer der Hauptnahrungsquellen fiir die Menschen des Amazonasbeckens,
zugesetzt wird [81, 206, 212]. Eine echte ,,Scharfwirkung®, wie z. B. beim Cayennepfeffer,
dessen Hauptalkylamide sich in der Struktur auch von denen in Acmella ciliata
nachgewiesenen (Tafel I, Teil 2 / Formel 10 unter 3.3.1.1.) deutlich unterscheiden, tritt jedoch
nicht ein. Die aufgefiihrten Anwendungen beschrinken sich nicht allein auf Acmella ciliata,

sondern gelten auch fiir weitere verwandte Arten [81, 206].

Die heutige Anwendung und Zulassung als (traditionelles) Arzneimittel in der
Bundesrepublik Deutschland orientiert sich an Uberlieferungen der Volksmedizin und basiert
auf anwendungsbezogenen klinischen Studien der Gesamtpflanzenextrakte (2.4.). Die
registrierten Arzneiformen Salbe, Gel und Losung unter dem Priparatenamen Spolera® sind
zur topischen Anwendung zwecks Besserung des Befindens bei Prellungen und Stauchungen

zugelassen [75, 164].

Bisher liegen keine Publikationen {iber in vitro-Studien (z. B. enzymatische Untersuchungen)
an Acmella ciliata vor. Allerdings muss einschrankend hinzugefiigt werden, dass es diverse
Veroffentlichungen gibt, die einen nach JANSEN [81] als obsolet anzusehenden
Pflanzennamen, z. B. Spilanthes acmella, benutzen, wobei es sich durchaus um ein Exemplar
der Gattung Acmella handeln diirfte. Durch die im Kapitel 1.1. erwédhnte Konfusion beziiglich
der Taxonomie und Verwechslungen mit Artverwandten kann oft nicht exakt eruiert werden,

auf welche Pflanze sich publizierte Untersuchungsergebnisse de facto beziehen.

Ausgehend von den beschriebenen Gemeinsamkeiten von Acmella ciliata mit ihren
Verwandten, resultieren aus der Literatur insgesamt Hinweise auf folgende medizinische
Wirkqualitdten: analgetisch, antiphlogistisch, lokalandsthetisch, antithrombotisch, fungizid,
antibakteriell, antiviral, insektizid, larvizid und molluskizid, immunmodulatorisch,
antihepatotoxisch und ichthyotoxisch [5, 23, 24, 39, 40, 81, 93-95, 110, 125, 137, 138, 141,
151, 152, 163, 164, 169, 193, 210, 223].

Dariiber hinaus sind Anwendungen in der kosmetischen Industrie bekannt. Beispielsweise

wird Spilanthol, vermutlich auf Grund seiner antibakteriellen Wirkung, Mundwéssern und
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Zahnpasten zugesetzt [61, 84-86, 159, 168, 174, 175, 189]. Offensichtlich werden dem
Spilanthol auch durchblutungsfordernde und geschmacksverbessernde Eigenschaften
zugesprochen, was sich in der Verwendung als Badezusatz bzw. als Zusatz zu SiiBungsmitteln

widerspiegelt [121, 127].

3.3.1.2.2. Potentielle Wirkungen / Wirkprinzip

Von herausragendem Interesse hinsichtlich potentieller Anwendungsmaoglichkeiten und zur
Erklarung von traditionell mehr oder weniger empirisch erzielten Wirkungen diirfte die
Wirkstoffgruppe der in Acmella ciliata gefundenen Alkamide sein, und insofern erscheint
beziiglich des Wirkprinzips auch ein Blick auf die bisher untersuchten Pflanzen mit

identischen und vergleichbaren Inhaltsstoffen (s. 3.1.) von Relevanz.

Das inzwischen gut bekannte Wirkprinzip der nichtsteroidalen Antiphlogistika und
Antirheumatika basiert vornehmlich auf der Hemmung des Enzyms Cyclooxygenase-2 (COX-
2) [105, 142]. COX-2 spielt eine entscheidende Rolle bei der Prostaglandin-Synthese [142].
Die Prostaglandine sind wiederum u. a. an Entziindungsreaktionen und der Schmerz-
wahrnehmung beteiligt [70]. Verschiedene Phytopharmaka-Studien versuchen nun, eine
pharmakologische Erkldrung fiir die beobachteten analgetischen und antiphlogistischen
Wirkungen von Alkamiden bzw. alkamidreichen Extrakten und Fraktionen zu finden, indem
sie ithnen ebenfalls eine Beeinflussung der COX-2 zusprechen. Untersuchungen hierzu
wurden hauptsiachlich an Echinacea-Alkamiden durchgefiihrt, die, wie unter 3.1. ausgefiihrt,

Analogien zu den Alkamiden in Acmella ciliata aufweisen.

Beobachtet wurde einerseits eine Verringerung der Prostaglandin-Syntheseleistung an
menschlichen Neurogliom-Zellen und andererseits eine Stimulierung der COX-2-Expression.
Diese scheinbar paradoxe Wirkung war auch beim Einsatz hohermolekularer Konzentrationen
nichtsteroidaler Antiphlogistika, wie Diclofenac, Indomethacin und Ibuprofen festzustellen
[70]. Ebenso stellten WOELKART et al. [182] die Hemmung der COX-2-abhidngigen
Prostaglandin-Synthese durch Alkamide in bestimmten Zellkulturen fest, was mit Hilfe eines

COX-2-Aktivitdts-Assays bestimmt wurde.

Fiir die Alkamide Dodeca-2E,4E,8Z,10Z/E-tetraensiure-isobutylamide — Hauptalkamide in

Echinacea-Arten — wurden Hemmungen der Cyclooxygenase-1 (COX-1) sowie der 5-
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Lipoxygenase (5-LOX), also weiterer Enzyme der Entziindungskaskade, aufgezeigt [129].
Das 10E-Isomer wurde auch in Acmella ciliata nachgewiesen [110, 112 und 3.3.3.18.].
Ebenso hemmten Spilanthol, Leitsubstanz von Acmella ciliata und weiterer Acmella-Arten,
die 5-LOX signifikant. Beim Vergleich eines mit Alkamiden angereicherten Extrakts von
»opilanthes oleracea* L. (Acmella oleracea (L.) Jansen [81]) mit entsprechenden Extrakten
von Echinacea purpurea (L.) Moench sowie Echinacea angustifolia DC. bewegte sich die
Hemmaktivitdt von Echinacea purpurea im gleichen Bereich wie die von ,Spilanthes
oleracea* (Acmella oleracea). Die Hemmstarke des Extrakts von Echinacea angustifolia war

jedoch weit geringer [178].

Mittels eines ELISA-Testsytems am isolierten Reinenzym konnten verschieden starke
Hemmungen der COX-1 und COX-2 mit oben erwdhnten Amiden gezeigt werden [145].
Ebenso wiesen auch CLIFFORD et al. [29] unterschiedliche Inhibitionsraten fiir die COX-1 und

-2 durch verschiedene Alkamide am isolierten Enzym aus Schafsamenblasen nach.

Die derzeitige Hauptanwendung von Echinacea-Praparaten beruht auf ihren immun-
stimulierenden Eigenschaften, wobei entziindungshemmende Effekte als ein Teil der
immunstimulierenden Eigenschaften zu begreifen sind. Auch hier werden wiederum die
Alkamide als mogliche Ursache zur Diskussion gestellt. Beispielsweise zeigten
alkamidhaltige, lipophile Extrakte in vitro und in vivo eine Erhdhung der Phagozytoserate
[10, 12]. AuBBerdem konnten moderate entziindungshemmende NO-induzierende Wirkungen

konstatiert werden [35].

Auffillig ist weiterhin die groBe Ahnlichkeit vieler Alkamide mit Anandamid (N-
Arachidonyl-ethanolamin), einem endogenen Liganden der CBI- und CB2-Rezeptoren
(Cannabinoidrezeptoren). Diese Rezeptoren gehoren zur Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Den CBI1-Rezeptor findet man hauptsdchlich im Zentralnervensystem, wihrend
der CB2-Rezeptor in der Milz und in Immunzellen exprimiert wird [143, 182]. Exogene
Cannabinoide, wie das Tetrahydrocannabinol (aus Cannabis sativa L.), weisen, vergleichbar
mit korpereigenen Cannabinoiden, auBler einer analgetischen Wirkung auch einen
immunsuppressiven Effekt auf. Die dafiir erforderliche Fahigkeit zur Bindung, besonders an
den CB2-Rezeptor, besitzen auch viele Alkamide auf Grund ihrer Ahnlichkeit zu Anandamid

[143, 182]. Durch Bindung an CB2-Rezeptoren wurde beispielsweise eine erhohte Expression
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von Interleukin-6 (IL-6) im menschlichen Blut festgestellt, was grofle Bedeutung bei der

Immunabwehr und speziell der Infektabwehr hat [35, 142, 143].

Erwdhnenswert erscheint schliefSlich der neuere Befund, dass Alkamide in vivo resorbiert
werden, nachgewiesen in nanomolarer Konzentration im menschlichen Blutplasma [34, 35,
114, 181, 183, 184]. Bereits in diesen niedrigen Konzentrationen beeinflussen Alkamide und
Anandamid das Milieu der Zytokine im menschlichen Blut. Hier konnen sie nicht nur anti-
inflammatorisch, sondern auch pro-inflammatorisch wirken, was vom Stimulus, ihrer
Konzentration und der Anzahl ihrer Doppelbindungen determiniert wird. Jedoch lassen sich
nicht alle diese Effekte iiber eine Bindung am CB2-Rezeptor erklidren, da auch ein dort nicht

bindendes Alkamid dhnliche Effekte zeigte [143]. Hier bedarf es weiterer Untersuchungen.

Die dargestellten Forschungsergebnisse an alkamidhaltigen Pflanzen ermutigen durchaus
dazu, auch in Acmella ciliata eine wesentlich potentere Pflanze zu sehen als ihrem derzeitigen
Einsatzgebiet entspricht. In dem bisher zur Anwendung gelangten 2-Propanol-
Gesamtpflanzenextrakt im Phytopharmakon Spolera® resultiert natiirlich eine komplexe
Wirkung (synergistischer Effekt) der verschiedenen Inhaltsstoffgruppen; fiir analgetische und
antiphlogistische Wirkungen konnen beispielsweise auch phenolische Komponenten
mitverantwortlich sein [35, 105]. Deshalb kommt der weiteren Charakterisierung der Acmella
ciliata-Inhaltsstoffe und der Untersuchung von Struktur-Wirkstoff-Beziechungen grofe

Bedeutung zu.

3.3.2.  Isolierung

Nach entsprechenden Vorversuchen (s. 2.3.) erwies sich das apolare Dichlormethan (A,, Tab.
1) als optimales Extraktionsmittel zur Gewinnung von Alkamid-reichen Extrakten aus der

getrockneten und grob gepulverten Gesamtpflanze von Acmella ciliata.

Zur dc Charakterierung der Extrakte und spéterer SC-Fraktionen war das FlieBmittel
Dichlormethan/Ethylacetat (80:20) geeignet, das bereits eine relativ differenzierte Trennung
ergab. Die Detektion erfolgte visuell durch Fluoreszenzminderung im UV-Licht (A = 254 nm).
Da es kein fiir Alkamide spezifisches Detergens gibt (Strukturvielfalt dieser Stoftklasse),

wurde Kaliumpermanganat/Schwefelsdaure-Reagenz (Nachtrocknung bei 105° C) genutzt, mit
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dem allgemein organische, oxidierbare Substanzen detektiert werden. Es erschienen lila-

braune Banden.

Im Ergebnis der Soxhlet-Extraktion mittels Dichlormethan (s. Exp. Teil) resultierten nach
Filtration und Einengung im Vakuumrotationsverdampfer aus insgesamt 1 kg Droge 26,2 g

Extrakt von intensiv griiner Farbe (Chlorophyll) und halbfester Konsistenz.

Ganzdroge

l

Extraktion (Soxhlet)
CH,CI,

Filtration

|

Einengung zur Trockne

v

LPLC / Kieselgel
DC analyt.

+ (Fraktionen 36 — 45)
LPLC / RP-18

DC / HPLC analyt.

l ,, l

DC prap. HPLC-ESI-MS HPLC prap.
l (Sammelfraktionen 2 und 3) l
'"H-NMR / EI-MS, FAB 'H-NMR / ESI-MS
(Sammelfraktion 2) (Sammelfraktionen 1 und 4)

(s. 3.5.1. und Exp. Teil)

Abb. 17: Extraktion und Analytik von Alkamiden aus A. ciliata

Die weitere Aufarbeitung und Fraktionierung anteiliger Extraktmengen erfolgte entsprechend

dem Schema in Abb. 17 zundchst durch Niederdruckchromatographie (LPLC) auf Kieselgel
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bei 1 MPa mittels eines Stufengradienten von Dichlormethan/Ethylacetat (beginnend mit

90:10, s. Exp. Teil).

Die Kieselgelsdule diente zur groben Fraktionierung sowie der Abtrennung hydrophiler
Begleitsubstanzen, die weitgehend auf der Saule verblieben. Relevante Sammelfraktionen aus
dieser Vortrennung wurden durch LPLC an RP-18-Material (Stufengradient mit
Methanol/Wasser, beginnend mit 100:0; 0,2 MPa, s. Exp. Teil)) weiter aufgetrennt. Die
daraus resultierenden Sammelfraktionen 1, 2, 3 und 4 dienten der anschlieBenden

Strukturaufklarung (s. Abb. 17).

3.3.3.  Strukturaufklirung

Sammelfraktion 2 aus der RP-Trennung (s. Abb. 17) wurde analytisch weiter untersucht,
nachdem mittels préparativer DC im FlieBmittelgemisch Dichlormethan/Ethylacetat (90:10, s.
Exp. Teil) eine Auftrennung in vier voneinander deutlich getrennte Banden erfolgt war.
Bereits MARTIN [110] filihrte aus, dass die praparative DC durchaus Trennungen in Gemische

mit z. T. nicht mehr als zwei Einzelkomponenten erzielen ldsst.

Nach Auskratzen der Bande 1 (niedrigster R-Wert) und Elution mit dem FlieBmittel (s. o.)
wurde die isolierte Substanz mittels '"H-NMR sowie MS-FAB/EI untersucht. Es gelang die
Strukturaufklarung zweier Hauptsubstanzen (41 und A2), bei denen es sich um Alkamide
handelte. Nach Vergleich mit den von MARTIN/DIETZ/WOELKART [35, 110, 181] ermittelten
Daten entsprach Substanz 41 dem Undeca-2E,4E-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid und
Substanz 42 dem Nona-2E-en-6,8-diinsdure-phenylethylamid. Durch die HPLC/ESI-MS-MS,
mit der bei WOELKART [181] gute Erfahrungen bei der Charakterisierung teilweise identischer
Amide aus Echinacea-Spezies vorliegen, war es im Folgenden moglich, an Hand der bei
Alkamiden immer wiederkehrenden typischen Aufspaltungsmuster die mittels NMR erstellten

Ergebnisse zu bestdtigen und abzusichern (3.3.3.2. und 3.3.3.3.).

Bei den Banden 2 - 4 wurde auf Grund sehr geringer Substanzmengen und moglicher
Probleme bei der Nebeneinanderbestimmung auf die NMR verzichtet und in Analogie zu der
bereits untersuchten Bande 1 sowie durch Literaturvergleich [16, 35, 53, 110], hinsichtlich
identischer Aufspaltungsmuster und entsprechender Molpeaks in der MS mittels zwei

verschiedener Verfahren (EI-MS; +FAB-MS), auf folgende Substanzen geschlossen:
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Undeca-2E/Z, 4E/Z-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid (41-Isomer)
Nona-2Z-en-6,8-diinsdure-phenylethylamid (49)
Nona-2Z-en-6,8-diinsdure-isobutylamid (A7)
2,3(c)-Epoxy-nona-6,8-diinséure-isobutylamid (A48)

Da Substanzen mit denselben Molmassen in mehr als einer Bande vorkamen (41 / AI-Isomer
und 42 / A9), diese jedoch gut separiert voneinander zu sein schienen, liegen moglicherweise
die entsprechenden E/Z-Isomere vor. Definitive Aussagen hierzu lassen sich allerdings nur
{iber die als Gemisch per 'H-NMR bestimmten Verbindungen (Undeca-2E 4E-dien-8,10-

diinsdure-isobutylamid und Nona-2E-en-6,8-diinsidure-phenylethylamid) der Bande 1 treffen.

Weitere Molpeaks, als ,,Begleitsubstanzen® entdeckt, waren nicht einfach zuzuordnen. Bei der
Verbindung mit einer Molmasse von 264 konnte es sich um Acmellonat handeln, einem Ester

der bisher in ,,Spilanthes acmella* gefunden wurde [102].

Die Substanz mit M; 303, die, ebenso wie voranstehende, in der nachfolgenden Analytik als
,Begleitsubstanz® wieder auftaucht, hat, mittels Hochauflosung berechnet, eine
wahrscheinliche Summenformel von C;7H;sNO,Cl. Hier eine Struktur vorzuschlagen,

erscheint allerdings zu spekulativ, zumal das Element Chlor zuvor nicht auftauchte.

Dariiber hinaus gelangte Sammelfraktion 2 von der RP-18-Sdule insgesamt, d. h., ohne
vorherige pripartive DC, zur Strukturanalye mittels HPLC/ESI-MS. Oben erwéhnte
Substanzen (A1, A2, A7, A8) wurden dort als ,,Haupt“-Substanzen wiedergefunden und ihre
Struktur bestatigt.

Zunachst wurde die Sammelfraktion 2 mittels HPLC/ESI-MS und SRM (Selected Reaction
Monitoring) untersucht. Zur HPLC diente eine RP-18 Séule. Da es sich um eine kombinierte
HPLC/MS-Anlage handelt, wird neben dem Chromatogramm (UV-Detektor; A = 260 nm)
parallel dazu mittels massenselektiven Detektors ein Full-MS-Spektrum erhalten (Abb. 18
und 19 unten), das neben den Retentionszeiten die Molmassen der Substanzen (parent ions)
im +ESI-Modus, also als [M+1]", darstellt. Erfasst wurden hier Molmassen von m/z 150 -
600. Anschlieend wurden die intensivsten Peaks (parent ions) in der lonenfalle (ion trap)
gespeichert. Mit diesen parent ions erfolgten Fragmentationsexperimente per Tandem-MS
(MS-MS). Hierbei stoflen parent ions im Massenanalysator mit Hintergrundgas (Helium)
zusammen und werden so zur Fragmentation angeregt. Entstehende Produkt(Tochter)-Ionen

konnen ebenfalls in der lonenfalle gespeichert werden, um sie anschlieBend wiederum
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fragmentieren zu lassen. Es resultierten entsprechende MS-MS-Spektren (MS"; max. bis

MS*). Als Scan-Modus fungierte das SRM [26, 153, 181].

In analoger Weise konnten Erkenntnisse {iber Inhaltsstoffe aus Sammelfraktion 3 (Abb. 19)

gewonnen werden.
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Abb. 18: oben rechts: HPLC-Trennung von Sammelfraktion 2 mit UV-Detektion bei 260 nm
unten: Full-MS-Spektrum der Sammelfraktion 2, detektiert im +ESI-Modus (m/z 150-600)

Substanzen, die ein 2,4-Dienamidchromophor aufweisen, sind bei 260 nm (Abb. 18 oben) die
Peaks mit den groBten Intensitdten. In Sammelfraktion 3 treten derartige Strukturen nicht auf,

was sich in der geringeren Intensitdt der Peaks bei dieser Wellenldange duflert (Abb. 19 oben).
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Vergleicht man die Spektren (Abb. 18 und 19) miteinander, so sind bei Sammelfraktion 3 ein
hoheres ,,Grundrauschen* sowie eine schlechtere Substanztrennung im Bereich bis 13 min
gegeniiber Sammelfraktion 2 zu konstatieren. In beiden Spektren fdllt jeweils eine
Hauptsubstanz auf. In Sammelfraktion 3 ist es die Substanz mit M; 221, bei der es sich wohl
um das Hauptalkamid von Acmella ciliata, das Spilanthol (413), handelt (s. 3.3.3.14.). In
Sammelfraktion 2 dominiert die Substanz mit der Molmasse 229, die als Undeca-2E ,4E-dien-
8,10-diinsdure-isobutylamid (A7) (s. 3.3.3.2.) zu identifizieren war. Diese Verbindung sowie
deren Dihydroderivat Undeca-2E-en-8,10-diinsdure-isobutylamid (410) (s. 3.3.3.10.) wurden
quantitativ erfasst (s. Exp. Teil).
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Abb. 19: oben: HPLC Trennung von Sammelfraktion 3 mit UV Detektion bei 260 nm
unten: Full MS-Spektrum der Sammelfraktion 3, detektiert im +ESI-Modus
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Wie unter diesen Analysebedingungen zu erwarten, eluieren fast ausnahmslos die
vermeintlich hydrophileren Substanzen (Hydroxy-Amide) mit den kiirzeren Retentionszeiten

von der lipophilen RP-Saule.

Zur Charakterisierung der einzelnen Alkamidstrukturen (3.3.3.2. - 3.3.3.15.) aus diesen
Sammelfraktionen mit der gekoppelten HPLC-MS-Anlage wurde im +ESI (Elektronen-Spray-
Ionisation)-Modus gearbeitet. Dieser Modus wurde gewdhlt, da Alkamide als Stickstoff

enthaltende Verbindungen gut protonierbar sind.

Die hier nachgeschaltete Fragmentierung, teilweise bis MS”, hat die Charakterisierung von
Substanzen, in diesem Fall Alkamiden, zum Ziel, die sich durch spezifische
Fragmentierungsmuster auszeichnen, wodurch wiederkehrende Muster erkennbar und mit
bekannten Strukturen vergleichbar werden. Auf diese Weise ldsst sich in vielen Féllen auf die
oft aufwiéndige priparative Gewinnung dieser Substanzen verzichten, und es kénnen auch
Alkamide identifiziert werden, die, wie im durchgefiihrten Screening, in sehr geringen

Mengen vorliegen [26, 181].

Typische Alkamid-Fragmentierungsmuster liefern die Amidreste, von denen hier drei
verschiedene angetroffen wurden: Isobutylamid-, Phenylethylamid- und Methylbutylamid-
Rest. Deren Fragmentationsmuster werden in Kapitel 3.3.3.1. beschrieben. Au3erdem sind oft
typische Kettenbriiche des Saurerests bzw. des Kohlenwasserstoffrests nach Abspaltung des

Amids erkennbar [26, 181].

Werden bei der Strukturdiskussion dariiber hinaus energetische Aspekte und biogenetische
Erkenntnisse beriicksichtigt, so lassen sich auch (genauere) Aussagen zu den Positionen der
Doppel- und Dreifachbindungen sowie zur Verkniipfung von Hydroxyl-Gruppen und zu den
Isomerien an Doppelbindungen treffen. Beispielsweise ist die konjugierte Lage einer
Doppelbindung in 2,3-Position zur Amidgruppe gegeniiber einer 3,4-Position energetisch
begiinstigt, da es durch Mesomerieffekte zu einer groBBeren Ladungsverteilung hin zum C-O
(Charakter einer ao,B-ungesittigten Carbonylverbindung) der Amidgruppe kommen kann,

welche ihrerseits in Mesomerie steht zum benachbarten Stickstoff.

Zur Interpretationshilfe diente auch, dass bereits zwei Verbindungen (41 und A42) durch
priparative DC gewonnen, mittels FAB- sowie EI-MS untersucht und per '"H-NMR analysiert
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worden waren. Bei weiteren Substanzen konnte analog verfahren bzw. sogar auf die NMR
verzichtet werden. Diese Substanzen (s. A3 - 416) lieBen sich mit Hilfe der ESI-Messungen
durch das Auffinden der entsprechenden Molpeaks sowie gleicher und weiterer typischer ESI-
Fragmente an Hand der MS-MS-Spektren identifizieren. Schwierig war es jedoch, ohne die
Verschiebungen und Kopplungskonstanten der NMR definitive Aussagen iiber die Isomerie
an Doppelbindungen zu treffen. Hier werden Alkamide mit bestétigter Struktur, die bereits in
Acmella ciliata bzw. andereren eng verwandten Arten nachgewiesen worden waren bzw. auf
Basis von Vergleichsliteratur [8, 9, 11, 16, 17, 26, 35, 53, 110-112, 132, 134, 144, 181] als
wahrscheinlichste Variante angegeben. Handelt es sich um vermutlich neue Strukturen,
werden nach Auswertung der Fragmentationsmuster bzw. der entsprechenden Bruchstiicke,
wie oben erwihnt, energetische und biogenetische Aspekte beriicksichtigt und die sich daraus

abzuleitende Struktur vorgeschlagen.

Ein Phédnomen der Alkamide ist, dass sie hdufig zur Dimerisierung neigen, was an
entsprechenden Signalen mit doppelter Molmasse im Massenspektrum erkennbar ist [26,
181]. Neben der Dimerisierung wird auch eine Polymerisierung beschrieben [35, 181 und
5.3.3.] und war auch wihrend dieser Arbeit zu beobachten. Diese duflert sich im Entstehen
von schwarzen pigmentartigen ,,Substanzkérnchen, die bei ldngerer oder unsachgeméaBer
Lagerung sowie erhohter Temperatur auftreten konnen. Diese Polymerisate waren in keinem
Losungsmittel 10slich und entzogen sich daher einer weiteren Analytik. Zu ihrer Minimierung
wurde die Temperatur bei allen Arbeiten nicht hoher als 40° C gewéhlt. AuBerdem empfiehlt

es sich, die betreffenden Substanzen zur Lagerung einzufrieren.

3.3.3.1. +ESI-MS-Fragmentierung der Amidreste

Der analytischen Betrachtung der Alkamide werden typische +ESI-MS-Fragmentierungs-
reaktionen ihrer Amid-Reste vorangestellt [181]. Die gebildeten Fragmente unterscheiden
sich von den bei der EI-Messung gebildeten Fragmenten i. d. R. um die Masse eines Protons
(vgl. Lit. [26, 181] mit Lit. [35, 110]). Allerdings treten nicht bei jedem Alkamid alle
Spaltprodukte auf und deren Intensititen konnen stark unterschiedlich sein, so dass

substanzspezifische Spaltungen anzunehmen sind.

Beim Isobutylamid-Rest treten hauptsdchlich vier Fragmente auf. Hiufig erfolgt aber auch

die Abspaltung des gesamten Rests, wobei es nicht zur Bildung des erwarteten Fragments M-
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100, sondern M-99 kommt, d. h., ein Proton wird zusétzlich vom Isobutylamid-Rest

abgespalten, vermutlich durch Ubertragung dieses Protons auf das Restmolekiil

(Kohlenwasserstoff-Rest), dessen Molmasse sich um 1 erhdht.

(o]

M-100
M-72
M-57
M-43

M-148
M-120
M-105
M-91

Das Gleiche ist zu beobachten bei den beiden typischen
Spaltprodukten des Isobutylamin- bzw. Isobutyl-Rests M-57
bzw. M-43. Hier entstehen nach Ubertragung eines Protons auf
den linken Molekiilteil die formal oxidierten Strukturen m/z 56
bzw. m/z 42 (vgl. [181]).

Anders verhilt es sich dagegen nach Spaltung der Amidbindung.
Der abgespaltene Isobutylamin-Rest ,,verldsst“ das Molekiil
unter Aufnahme eines weiteren Protons, entweder aus dem
anderen Molekiilteil oder aus dem Losungsmittel, und damit als
Amin mit der Masse 73. Somit wird bei dieser Spaltung das
Fragment M-73 detektierbar. Kleinere Massenfragmente als m/z

42 werden nur selten abgespalten.

Beim Phenylethylamid-Rest tritt das Fragment mit der Masse
104 - auch hier wird ein weiteres Proton abgespalten - stets auf,
was auf seine relative Stabilitdt hindeutet. Das Fragment M-90
ist eher seltener anzutreffen. Die Abspaltung des gesamten
Phenylethylamid-Rests (M-147) unter Protonenabgabe bzw. die
Amidspaltung unter Aufnahme eines Protons (M-121) sind

dagegen oft zu sehen.

Beim Methylbutylamid-Rest treten die nebenstehenden
Spaltungen auf, wobei wiederum ein weiteres Proton abgegeben
wird. Die  Amidspaltung findet auch  hier unter
Protonenaufnahme durch den Stickstoff statt. Eine mdgliche
weitere Spaltung, die Abgabe von nur einer Methylgruppe, ist

selten zu sehen.
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3.3.3.2. Undeca-2E,4E-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid (Verbindung 417)

Verbindung A1 wurde zunéchst mittels priaparativer DC (Bande 1, s. 3.3.3.) gewonnen. Dort
trat sie zusammen mit Nona-2E-en-6,8-diinsdure-phenylethylamid (42) auf. Die parallele
NMR-Charakterisierung dieser beiden Substanzen war moglich, da entsprechende
Literaturdaten [35, 110] als Vergleich zur Verfiigung standen und sich die Uberlagerung von
Signalen in Grenzen hielt. Neben der 'H-NMR wurden EI- sowie FAB-MS-Messungen
durchgefiihrt. Auch zur EI-MS-Messung lagen Vergleichsdaten vor [35, 110]. Im Verlauf der
weiteren Arbeit wurde A1 auch mittels HPLC/ESI-MS-MS-Analytik in Sammelfraktion 2
identifiziert (Abb. 20), wo sie mit 42 als Nachbarpeak auftrat. Auf Basis dieser vier

Analysenmethoden ist die Struktur dieser Substanz als bestdtigt anzusehen.

In Bande 2 der préparativen DC (s. 3.3.3.) gab es Hinweise auf das Vorliegen eines Isomers
von Undeca-2E,4E-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid. Da aber in der mittels HPLC-MS
untersuchten Sammelfraktion 2 kein weiterer Peak flir ein solches Isomer spricht, ist zu
vermuten, dass der detektierte Peak (RT 13,17 min) entweder als ein unter diesen HPLC-
Bedingungen untrennbares Isomerengemisch vorliegt oder es zu einer Isomerisierung hin zur
all-trans-Form kam. Da dies aber so nicht zu verifizieren ist, wird im Weiteren nur vom auch

per NMR bestiétigten 2E,4E-Isomer (s. Tab. 4) gesprochen.

Die Molmasse von 229 [C15H19NO]+ ist im EI-MS bei 40° C sowie bei 80° C und im +FAB-
MS sowie im +ESI-Modus als [C15H19NO+H]+ ersichtlich. Das El-Fragment m/z 157
[C11HoNO]" stellt den Séurerest nach Spaltung der Amidbindung dar. Auch kommt es zur
Spaltung zwischen C-6 und C-7 unter Beibehaltung der Amidbindung, dargestellt durch das
Fragment m/z 166 [ClonNO]+ (s. auch [35, 110]).

Die umfangreichsten Aussagen lieferte die ESI-MS-Fragmentation (Abb. 20). Zunéchst ist
festzuhalten, dass Verbindung 41 zur Dimerisierung neigt, zu sehen als [2M+H]™ m/z 459.
Das Fragment mit der Massenzahl 131 (b) stellt das Restmolekiill nach Abspaltung des
Isobutylamid-Rests [M—CsHoNO+H]" und eines weiteren Protons vom Ausgangsmolekiil dar
(230—99=131). Somit steht diese Masse fiir den Kohlenwasserstoffrest unter Aufnahme eines

Protons.
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Weitere hier zu beobachtende typische Spaltreaktionen des Isobutylamid-Rests (s. 3.3.3.1.)
sind die Abspaltung des Isobutylamins nach Spaltung der Amidbindung unter Aufnahme
eines weiteren Protons [M—C4H;N+H]" (230-73=157) sowie die Abspaltung des Isobutyl-
Rests unter Abgabe eines weiteren Protons [M—C4Hg+H]" (230—-56=174).

Innerhalb des Kohlenwasserstoffrests kommt es zu weiteren Spaltungen sowie Umlagerungen
und Oxidationen in vermutlich energetisch giinstigere Fragmente (Abb. 20(b) und (c)). Das
Fragment [CioHg+H]" m/z 129 entsteht durch Abgabe zweier Protonen (Oxidation) aus dem
urspriinglichen Kohlenwasserstoffrest und m/z 103 ([CsHes+H]") durch Spaltung zwischen C-3
und C-4. Die Bildung des stabilen Fragments m/z 91 ([C;Hs+H]") sowie des Fragments m/z
116 ([CoH7+H]") erscheint ungewdhnlich, da hier die Spaltung von Doppelbindungen
Voraussetzung fiir deren Bildung zu sein scheint. Moglicherweise sind intramolekulare
Bindungsumlagerungen vorausgegangen. Die Fragmentationsmuster sind mit denen in

Literatur [181] identisch.

Tabelle 4: "H-NMR Daten von Undeca-2E,4E-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid in CDCl;

H Verschiebung 6 Signalform Kopplungskonst. J
[ppm] [Hz]

2 5,79 d 15,0

3 7,18 dd 15,0; 10,0

4 6,19 dd 10,0; 15,0

5 6,04 dt 15,0; 6,5

6,7 2,38 m/ (4H) —

11 1,95 t 1,0

N-H 5,47 brs —

1 3,15 dd/ (2H) 7,0; 6,5

2’ 1,81 m —

3,4 0,91 dd/ (6H) 7,0; 2,5

Die Isobutylamid-Struktur wurde neben den typischen Massefragmenten auch im 'H-NMR-
Spektrum bestétigt (Tab. 4) durch die Signale H-1" (dd), H-2" (m) und H-3", H-4" (dd). Die
Signale der Protonen am C-1" erscheinen als Triplett, was an gleichen Kopplungskonstanten
zu H-2" und N-H liegt, mit denen es mit 7 Hz koppelt. Auf Grund der Nicht-Auflésung des
Signals (N-H) bzw. des Multiplettcharakters von H-2', bedingt durch acht Kopplungspartner,

kann die zweite theoretische Kopplungskonstante mit 7 Hz nicht gefunden werden.

Gleiches gilt fiir die Kopplung von H-2" zu den Protonen am C-3"und C-4’. Hier lésst sich

umgekehrt nur eine Kopplungskonstante dieser Protonen zu H-2"mit ebenfalls 7 Hz ermitteln.
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Diese beiden Methylgruppen am C-3"und C-4 'miissten ein Doppeldublett als Signal ergeben.
Da sie aber magnetisch dquivalent sind, fallen sie in einem Dublett zusammen, und somit
kann hier keine weitere Kopplungskonstante ermittelt werden. Auf Grund von acht
Kopplungspartnern des Protons am C-2" resultiert eine Aufspaltung hoherer Ordnung, die am

Signal nicht mehr zu verifizieren ist. Somit wird dieses Signal als Multiplett aufgefasst.

Die Doppelbindung des Séurerests zwischen C-2 und C-3 ist trans-konfiguriert, zu sehen an
einer Kopplungskonstanten von 15 Hz. Die gefundenen Verschiebungen stimmen mit den
Literaturangaben [35, 110, 112] iiberein. Die starke Tieffeldverschiebung von H-3 ist typisch
fiir eine zur Carbonylfunktion a,B-stdindige Doppelbindung und resultiert aus dem Elektronen
ziehenden Effekt des Carbonyls. H-3 koppelt mit H-4 mit einer Kopplungskonstanten von 11
Hz. H-4 stellt einerseits den Kopplungspartner fiir H-3 dar (11 Hz) und koppelt mit H-5 mit
15 Hz, was fiir eine trans-Konfiguration der Doppelbindung zwischen H-4 und H-5 spricht.

Das Erscheinen der Signale von H-6 und H-7 im Hochfeld zeigt, dass hier kein Elektronen
ziehender Effekt mehr wirkt. Das Signal fiir H-11 stellt ein Dublett mit der sehr kleinen
Kopplungskonstanten von ca. 1 Hz dar, hervorgerufen durch eine longe-range-Kopplung iiber
die beiden Dreifachbindungen mit den Protonen am C-7. Diese sind zwar magnetisch nicht
dquivalent, weshalb eigentlich als Signal fiir H-11 ein Triplett resultieren miisste, das jedoch,
bedingt durch die groe Entfernung der Kopplungspartner, nicht ablesbar ist. Die Signale von
H-6 und H-7 liegen direkt nebeneinander und lassen sich keinem eindeutigen Signalmuster
zuordnen, weshalb sie als Multiplett betrachtet werden. Auf Grund der Signalvielfalt sowie
einer Molmasse von 229 kam hier nur noch eine gesittigte Bindung mit Dimethylen-Struktur

in Betracht.

Es erfolgte eine Quantifizierung von 41, wie auch von 410 (3.3.3.10. und Exp. Teil), liber das
Isomerenpaar (Dodeca-2E,4E,8Z,10E / 2E,4E,8Z,10Z-tetraensdure-isobutylamid (,,Tetraen®)).
Diese ergab fiir A1 einen Gehalt von 7,65% in der Sammelfraktion 2, was 0,03%, bezogen auf

den gesamten Dichlormethan-Trockenextrakt, entspricht.



56
3.3.3.3. Nona-2E-en-6,8-diinsidure-phenylethylamid (Verbindung 42)

Verbindung A2 wurde, wie oben erwihnt, zunéchst per priparativer DC (Bande 1, s. 3.3.3.),
zusammen mit Undeca-2E,4E-dien-8,10-diinsdure-isobutylamid (47) gewonnen. Aus der
+FAB-MS-Analyse ergab sich die Molmasse als [M+H]" von 252 und im EI-MS bei 40° C
war die Molmasse [M]" 251 ablesbar. Im EI-MS bei 80° C taucht die Molmasse nicht mehr

auf; es erscheinen Fragmente, die auch schon bei 40° C zu konstatieren waren.

Alkamid 42 konnte an Hand der ESI-MS-Fragmentation ebenfalls in Sammelfraktion 2
nachgewiesen werden (Abb. 21). Auch hier ist die Molmasse als [M+H]" m/z 252 ablesbar.
AuBerdem ist das Dimer zu finden als [2M+H]" m/z 503. Aus den ebenfalls vorhandenen
Molmassen von 267 (Verbindung 48) und 303 ist abzuleiten, dass Verbindung A2 nicht ganz

rein erfasst wurde (s. 3.3.3.).

Die typischen Fragmente des Phenylethylamid-Rests sind bereits oben beschrieben worden
(3.3.3.1.). Die Molmasse von 105 (als M+H) steht sowohl fiir den linken Molekiilteil
(Kohlenwasserstoffrest) nach Abspaltung des Phenylethylamid-Rests [M—CoHoNO-+H]" und
Protonenaufnahme als auch fiir das Phenylethyl-Fragment des rechten Molekiilteils nach
Abgabe eines weiteren Protons. Das Fragment m/z 131 entsteht nach Spaltung der
Amidbindung [M—CgH;;N+H]" und das Fragment m/z 148 nach Abspaltung des Phenylethyls
[M—CgHg+H]".

Das Fragment m/z 146 [CoH,NO+H]" (Abb. 21(c)) stellt den Phenylethylamid-Rest in
oxidierter Form nach Abgabe zweier weiterer Protonen dar, wihrend das Fragment m/z 105
fiir den Kohlenwasserstoff-Rest steht. Dieser geht durch Protonenabgabe in das Fragment m/z
103 [C8H6+H]+ iiber. An dieser Stelle zeigt sich auch, dass der ,,Diin-Rest* des Molekiils iiber
eine Methylengruppe mit dem Rest verbunden sein muss, da diese Umlagerung sonst nicht
moglich wire. Das bestitigt auch die Masse des Fragments 79 [C¢Hs+H]", welches teilweise
nach Protonenabgabe in das Fragment m/z 77 [C¢Hs+H]" iibergeht. Dieses Fragment entsteht
durch Bindungsbruch zwischen C-3 und C-4.

Die +ESI-Massenfragmentation und die aufgenommenen Daten bis MS® als ein Teil der
Strukturaufklarung werden hier erstmalig fiir Substanzen mit Phenylethylamid-Rest
beschrieben. Da es sich bei Verbindung 42 um eine bekannte Substanz handelt, fiir die

dariiber hinaus die 'H-NMR-Daten vorliegen, kann in Analogie und unter Einbezichung der
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Fragmentationsmuster der anderen beiden Amid-Reste (3.3.3.1.) diese Verbindung mit
Phenylethylamid-Rest sicher beschrieben werden. Die Strukturaufkldrung der weiteren

Verbindungen mit einem Phenylethyl-Rest basiert auf den hier getroffenen Aussagen.

Tabelle 5: "H-NMR Daten von Nona-2E-en-6,8-diinsiure-phenylethylamid in CDCl,

H Verschiebung o Signalform Kopplungskonst. J
[ppm] [Hz]

2 5,69 d 15,0

3 6,80 dt 15,0; 7,0

4,5 2,35 m/ (2H) —

9 1,95 brs —

N-H 5,48 brs —

I 3,58 dt/ (2H) 6,5; 6,5

2 2,84 t/(2H) 6,5

Phenyl- 7,23 m/ (5H) —

Im 'H-NMR erscheint der Phenylrest als Multiplett bei 7,23 ppm, ist jedoch teilweise
tiberlagert durch das Signal des Losungsmittels Deuterochloroform sowie durch das H-3 der
Substanz M, 229. Lage, Signalform und Kopplungskonstanten von H-1" und H-2" sind aber
identisch mit Literaturangaben [110, 112] (s. Tab. 5) und bestitigen somit den
Phenylethylamid-Rest.

Das breite Singulett des N-H befindet sich bei 5,48 ppm und somit an derselben Stelle wie das
der Substanz M, 229 (A1), was in der grofleren Signalintensitit zum Ausdruck kommt. Die
entsprechende Kopplungskonstante von zu erwartenden 6,5 Hz der Kopplung zu H-1" lésst

sich auf Grund der Nicht-Auflosung dieses Signals nicht finden.

Die Signale fiir H-2 bei 5,69 ppm und H-3 bei 6,8 ppm sind durch das benachbarte Carbonyl
zum Tieffeld verschoben. H-2 und H-3 koppeln mit 15 Hz miteinander, was den trans-
Charakter dieser Doppelbindung zeigt. Das Dublett von H-2 befindet sich bei der gleichen
Verschiebung wie das des Dubletts von H-2 der Verbindung 41 (M; 229), was in der

doppelten IntegralgroBe beispielsweise gegeniiber H-3 zum Ausdruck kommit.

H-3 koppelt auBerdem mit den beiden Protonen am C-4 mit 7 Hz. Die Protonen H-4 und H-5
erscheinen dicht nebeneinander mit Signalaufspaltung hoherer Ordnung und werden daher als
Multiplett betrachtet. Somit ldsst sich hier die Kopplungskonstante von ebenfalls 7 Hz aus der
Kopplung mit H-3 nicht mehr ablesen. Das Signal fiir H-9 bei 1,98 ppm erscheint als
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Singulett und zeigt im Gegensatz zu H-11 bei M, 229 keine weitere Aufspaltung. Die NMR-
Daten stimmen mit den Angaben von MARTIN [110, 112] zum Nona-2E-en-6,8-diinséure-

phenylethylamid iiberein.

3.3.3.4. 7-Hydroxy-dodeca-2E,4E,8Z,10E-tetraensiure-isobutylamid (Verbindung 43)

Das Alkamid 43 konnte mittels +ESI-MS-MS-Messung in der Sammelfraktion 2
nachgewiesen werden. Die priaparative DC erfasste A3, wie auch die hydroxilierten Amide 44
und A46;, nicht wegen ihrer in Bezug zum verwendeten FlieBmittelsystem IX (s. Tab. 33) zu

grof3en Hydrophilie; sie verblieben auf der Startlinie.

In Abb. 22(a) tritt lediglich der Molpeak deutlich hervor als [M+H]" m/z 264, der unter
Wasserabspaltung, wie im MSz—Spektrum (Abb. 22(b)) zu erkennen, in Dodeca-
2E.,4E,6E,8Z,10E-pentaensédure-isobutylamid mit der Molmasse 245 (246 als [M+H]";
264—18=246) iibergeht. Dieses lon ist in Abbildung 22(b) als M(2) bezeichnet.

Die E/Z-Konfiguration ist gemiB3 416 gewihlt (s. 3.3.3.18.), wo das nicht hydroxilierte

Analogon beschrieben wird.

Bei der Fragmentation des Molekiils M(2) entstehen die typischen Bindungsbriiche fiir den
Isobutylamid-Rest mit den Fragmenten m/z 147, 173, 190 und 204 (Abb. 22(c)).

Die Bindungsbriiche im Kohlenwasserstoffteil des Molekiils sind in ihrer Intensitdt eher
gering, was an der groBen Stabilitit des nach Wasserabspaltung entstandenen, voll
konjugierten Systems liegen diirfte. Dies belegt auch das MS’-Spektrum (Abb. 22(c)), in dem
der Molpeak M(2) weiterhin das intensivste Signal darstellt.

In geringerem Malf3e finden dennoch Spaltungen im Kohlenwasserstoffteil des Molekiils statt,
begleitet von zuséitzlicher Protonenabspaltung (Oxidationen) und Bindungsumlagerungen.
Das Fragment [CsHs+H]™ m/z 105 entsteht durch Spaltung zwischen C-9 und C-10 (C-2 bis
C-9) und das Fragment [C;Hs+H]" m/z 91 durch Spaltung zwischen C-5 und C-6. Aus der
Spaltung zwischen C-3 und C-4 resultiert zundchst das Fragment [C9H10+H]+ m/z 119 und

nach Abspaltung weiterer zwei Protonen daraus das Fragment [CoHg+H] m/z 117.
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Das Fragmentationsmuster von 43 entspricht nach Wasserabspaltung dem von WOELKART
[181] beschriebenen Isomerenpaar Dodeca-2E,4E,8Z,10E/Z-tetraensédure-isobutylamid(e) mit
M, 247 aus Echinacea angustifolia, mit einer wichtigen Ausnahme: In der Literatur-
Verbindung [181] erfolgt eine Spaltung zwischen C-6 und C-7, wo sich eine Einfachbindung
befindet und im Prinzip eine Sollbruchstelle zwischen den beiden ungesittigten Enden des
Fettsdurerests existiert, charakterisiert durch das Auftreten des Fragments m/z 81. Bei 43
kommt es dagegen an dieser Stelle nach Wasserabspaltung zur Ausbildung einer
Doppelbindung, die gegeniiber einer Einfachbindung eine weitaus groere Stabilitét
gegeniiber Bindungsbriichen aufweist. Aus diesem Grund tritt hier kein analoges Fragment in

Erscheinung.

In Abb. 22(b) ist zu erkennen, dass das Ausgangsmolekiil, unter Erhalt der Hydroxylfunktion,
ebenfalls fragmentiert. Die Massenfragmente 191 und 208 gehen auf Spaltungen im Isobutyl-
Rest zuriick. Das Fragment m/z 163 [C11H14+H]+ stellt den Kohlenwasserstoffrest nach
Abspaltung des gesamten Isobutylamid-Rests und zweier weiterer Protonen dar. Nach
Spaltung zwischen C-3 und C-4 im Ausgangsmolekiil entsteht das Fragment m/z 135
[CoH,0O+H]". Die Hydroxylgruppe muss sich damit an einem der C-Atome C-4 bis C-12
befinden. Geht man als Basisstruktur von Dodeca-2E,4E.8Z,10E-tetraensdure oder einem
ihrer Isomeren aus, die als ,Begleitsubstanz(en) mit m/z 248 als [M+H]" im Full-MS-
Spektrum (Abb. 22(a)) ebenfalls ersichtlich ist (sind), wire sie am C-6 oder C-7 zu erwarten.
Energetisch-raumliche Aspekte scheinen die C-7-Stellung zu préferieren, die folglich als

Strukturvorschlag angegeben ist.

Somit ist A3 ein neuer Naturstoff.

3.3.3.5. 2,4-Dihydroxy-nona-6,8-diinsiure-phenylethylamid (Verbindung 44)

Verbindung 44 aus Sammelfraktion 2 stellt ein zweifach hydroxiliertes Alkamid dar. In
Abb. 23(a)—(c) sind drei Molpeaks erkennbar, die sich jeweils um die Massendifferenz 18
unterscheiden. Im Full-MS-Spektrum (Abb. 23(a)) ist zunichst das parent ion mit m/z 286
(IM+H]") zu erkennen. Dieses geht durch Fragmentation unter Wasserabspaltung in das Ion
m/z 268 ([M(2)+H]") (Abb. 23(b)) und dieses wiederum unter Wasserabspaltung in das Ion
m/z 250 ((M(3)+H]") (Abb. 23(b) und (c)) iiber.



62

e

Febine hbndaccn

38—

180

18—

10—

o

2,4-Dihydroxy-nona-6,8-diinsdure-phenylethylamid
C,,H,,NO;; M, 285; RT 7,94 min

[M+H]*
1
>
(a)
a7
-H,0
_ﬁ_!;1*:2;;15-::~°§;# oy PABIRT 288 SR L J3R, 000 200 808 mms mgT ST ges
WY Blate] Eaiel E =t e S50 [ tele]
TR
ELT
[C7H6+H]+
— -+ + — ] +
[C,H,H] + M HZO H] [M(2)+H] v
.
[CgH,,N+H]* [CaHs0 I 6 5 4 3 i 17
[CoH,NO+H]* 7 \/U\
N
. 3 4 , 1 2
[C,,H,sNO,+H] 9 / OH H
2 oo
[C,,H;NO,+H
L <+ [MQ)-H,0+H]* = [M@)+H]*
- (b)
Rl -3 7H20
| Za0
JJ T4 g3z
Ll
i e .L < bl g, A L b L S
8 | O WO =TT .t Aoy Tata BT
[M,—H,0+H]* = [M3)+H]* v
(0]
5 3 17
6
8 é 4 5 T o
van 9 F H
1Y
()
o EE A=)
=1 | e~ FFa ] A
sza ("%, 1wa
’?L B B DA T l . S— R
100 18D FEDy iy tﬁ:ﬂ Bl L] A - L2 Til T

Abb. 23(a) - (c): +ESI-MS / MS*/ MS*-Spektren von Verbindung 44




63

Im MS?>-Spektrum ist als intensivster Peak M(3) zu erkennen, dessen Fettsdurerest kaum noch
fragmentiert, vermutlich wegen der groBlen Stabilitdt des vollstindig ungesittigten Systems.
Hier sind lediglich das Fragment, das den gesamten Kohlenwasserstoffrest beschreibt, als m/z
103, sowie die typischen Fragmente des Phenylethylamid-Rests sichtbar (m/z 91, 105, 122,
148), wie bereits im MS? Spektrum (Abb. 23(b)).

In Abb. 23(b) sind weiterhin Spaltungen des Ausgangsmolekiils zu beobachten. So konnte das
Fragment m/z 137 ([CsHsO,+H]") den Kohlenwasserstoffrest nach Spaltung zwischen C-1
und C-2 unter Protonenabgabe darstellen. Das Fragment m/z 192 ([C;H;3NO,+H]") steht fiir
eine Spaltung zwischen C-3 und C-4; es enthilt eine Hydroxylgruppe. Nach der Spaltung
wire im Fragment der Masse 192 strukturell und rechnerisch die Bildung einer Epoxy-

Struktur moglich, bei Stellung der OH-Gruppe an C-2.

Das Fragment m/z 222 ([C12H15N03+H]+) steht fiir eine Spaltung zwischen C-4 und C-5.
Dieses Fragment enthélt beide OH-Gruppen, was die Position der zweiten OH-Gruppe am C-
4 festlegt. m/z 222 kann ein weiteres Molekiil Wasser anlagern (m/z 240) oder abspalten (m/z
204).

Das Alkamid A4 stellt einen neuen Naturstoff dar.

3.3.3.6. Dodeca-2E-en-8,10-diinsdure-isobutylamid (Verbindung 45)

Die in Abb. 24 vorgeschlagene Formel stellt die wahrscheinlichste Struktur fiir Verbindung
AS5, mit der Retentionszeit von 10,61 min, aus Sammelfraktion 2 dar. Diese Substanz wurde
bisher in Acmella ciliata nicht nachgewiesen, konnte aber bereits isoliert werden aus den

Wurzeln von Echinacea angustifolia DC. [11] und Echinacea atrorubens Nutt. [35].

Im +ESI-MS-MS ist wieder das typische Fragmentationsmuster des Isobutylamid-Rests
(3.3.3.1.) zu sehen (Fragmente m/z 147, 173, 190, entsprechend M—99, M—73 und M—56).

Die Masse 145 reprisentiert den Kohlenwasserstoffrest nach Verlust weiterer zwei Protonen.
Das Fragment [CgH; 3NO+H]+ m/z 140 steht fiir den rechten Molekiilteil nach Bindungsbruch
zwischen C-4 und C-5 unter Beibehaltung der Amidstruktur. Wie bei den vorangegangenen

Alkamiden beschrieben, kommt es auch hier zu mehreren Bindungsbriichen mit Protonen-
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abgabe (Oxidation) im restlichen Kohlenwasserstoffteil. [C9H10+H]+ m/z 119 und daraus,

unter Abgabe zweier Protonen, hervorgehend [CoHg+H]™ m/z 117 entstehen nach Spaltung

zwischen C-3 und C-4, bezogen auf das Ausgangsmolekiil. Spaltung zwischen C-4 und C-5

fiihrt zu [CsH¢+H]" m/z 103. SchlieBlich fithrt die Spaltung zwischen C-5 und C-6 zu

[C/Hs+H]" mit der Masse 91.
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Abb. 24(a) - (b): +ESI-MS / MS?/ MS*-Spektren von Verbindung 45

3.3.3.7.

2-Hydroxy-undeca-7Z,9E-diensiure-isobutylamid (Verbindung 46;)

Undeca-2E,7Z,9E-triensiure-isobutylamid (Verbindung A46,)

Verbindung 46; aus Sammelfraktion 2 stellt, ebenso wie 43 und A4, ein hydroxiliertes

Alkamid mit der Molmasse 253 (C;sH,7NO;) dar (Abb. 25). Die Stellung der OH-Gruppe am
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C-2 erscheint aus energetischen Griinden sowie in Analogie zu den Verbindungen A4, 412
und zu Literatur [132] als sinnvoll, kann aber auf Grund des Fehlens entsprechender

Fragmente nicht vollstindig abgesichert werden.

Unter Wasserabspaltung wird aus 46; das Undeca-2E,7Z,9E-triensdure-isobutylamid (A46;)
mit M; 235 (= M(2): C;sHysNO). Dieses Molekiil ist bereits fiir ,,Spilanthes acmella“
beschrieben worden [144].

Somit bleibt fiir die Position der OH-Gruppe in Verbindung A46; theoretisch lediglich die
Stellung am C-3 als Alternative. Wie in Abb. 25(a) zu sehen, ist die Verbindung mit der

Molmasse 235 bereits primér vorhanden und erhélt daher die Bezeichnung A46,.

Im MS’-Spektrum (Abb. 25(c)) fillt die Intensitit des Fragments m/z 163
([M(2)—-C4H;N+H]") auf, welches durch Amidspaltung entsteht. Diese Spaltung tritt auch in
Verbindung 46, auf, als Fragment m/z 181 ([M—C4H11N+H]+) sichtbar.

Nur A6, zeigt noch schwach die Abspaltung des gesamten Isobutylamids im Fragment m/z
137 (IM—CsHoNO+H]") bzw. dessen Umlagerungsprodukt nach zusitzlicher Protonen-
abspaltung m/z 135 ([C10H14+H]+).

Das Fragment mit der Masse 95 [C/H,o+H]" stellt den linken Teil des Kohlenwasserstoffrests
dar, und es entsteht durch Bindungsbruch zwischen C-4 und C-5. Nach Abspaltung und
Protonenabgabe diirfte dieses Fragment drei konjugierte Doppelbindungen enthalten, was
grofie Stabilitit zur Folge hat. Als einziges ist dieses Bruchstiick im MS*-Spektrum noch

vorhanden (nicht dargestellt) und fragmentiert offensichtlich nicht weiter.

3.3.3.8. Nona-2Z-en-6,8-diinsidure-isobutylamid (Verbindung 47) und
2,3(c)-Epoxy-nona-6,8-diinsaure-phenylethylamid (Verbindung 48)

Die Verbindungen A7 und 48 werden gemeinsam besprochen, da sie durch den genutzten
HPLC-Gradienten (s. Exp. Teil) nicht komplett voneinander getrennt und daher neben-
einander analysiert wurden. Sie resultieren ebenfalls aus Sammelfraktion 2 und wurden

bereits durch praparative DC (Banden 2 - 4, s. 3.3.3.) isoliert.
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Bei Verbindung A48 handelt es sich um 2,3(c)-Epoxy-nona-6,8-diinsdure-phenylethylamid,
das bereits in Acmella ciliata [110, 112] gefunden wurde. Das Fragment mit der Masse 147
(Abb. 26(b)) entspricht dem Restmolekiil nach Spaltung der Amidbindung, und das Fragment
121 stellt den Kohlenwasserstoffrest nach Abspaltung des gesamten Phenylethylamids dar.

Hier unterbleibt jedoch die sonst stets beobachtete Bindungsumlagerung unter
Protonenabgabe, in diesem Fall zum Fragment m/z 119, was auf Grund der Epoxidstruktur

nicht moglich ist.

Im Gegensatz zu den hydroxilierten Verbindungen erfolgt bei 48 nur in geringerem Malle die
Abspaltung von Wasser, zu erkennen an der schwachen Intensitit des Signals m/z 250. Die
Fragmente mit Massen zwischen 180 und 240 sind moglicherweise partiell unter
intermedidrer Anlagerung von Wasser entstanden. Diese sind jedoch in Abb. 26(c) (MS’-

Spektrum) nicht mehr vorhanden.

Die Fragmente m/z 91, 105, 121, 148 treten als typische Bruchstiicke des Phenylethylamid-
Rests (s. 3.3.3.1.) bei A8 auf.

Bei dem Alkamid 47 mit der Molmasse von 203 diirfte es sich um Nona-2Z-en-6,8-diinsidure-
isobutylamid handeln. Diese Substanz wurde bereits aus der Verwandten Acmella oleracea
(als ,,Spilanthes oleracea“) isoliert [53]. Das Fragmentationschema entspricht diesem
Postulat. Es erfolgt eine Abspaltung des gesamten Amidteils [M—CsHoNO+H]" m/z 105 und
daraus unter Protonenabgabe m/z 103 sowie die Abspaltung des Isobutyls [M—C4Hg+H]" m/z
148 als typische Fragmentierung des Isobutylamid-Rests (s. 3.3.3.1.). Die Amidbindung wird
dagegen nicht gespalten. Das Fragment mit der Massenzahl 79 entsteht durch Bindungsbruch
zwischen C-3 und C-4 bei A7 und A48.

3.3.3.9. Nona-2Z-en-6,8-diinséiure-phenylethylamid (Verbindung 49)

9
8 ” Verbindung A9 aus Sammelfraktion 2 mit der
| C,-H;>NO, m/z 251 Summenformel C;7H;7NO und der Molmasse von 251 zeigt

dasselbe Fragmentationsmuster wie Verbindung A2

/1'\/© (3.3.3.3.). Die Retentionszeit von A9 betrdgt 13,74 min
N

I 2
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gegeniiber 12,62 min von 42 und stellt somit den einzigen Unterschied dar. Dieses Ergebnis
bestdrkt die Annahme, dass es sich um ein Isomer der Verbindung 42 handelt, zumal es
bereits Hinweise darauf in der préparativen DC gab (s. 3.3.3.). Da das Fragmentationsmuster
von A9 mit dem von A2 identisch ist, kann es sich nur um ein cis-/trans-Isomer beziiglich der
Doppelbindung in Position 2,3 handeln. Somit wird fiir 49 das Z-Isomer von Nona-2-en-6,8-
diinsdure-phenylethylamid postuliert. Auf Grund der etwas anderen rdumlichen Anordnung
des Molekiils durch die cis-Bindung resultiert womdoglich die etwas erhohte Lipophilie von

A9 gegeniiber A2, was durch die langere Retentionszeit von 49 zum Ausdruck kommt.

Diese Substanz wurde bereits in den Gattungsverwandten Acmella oleracea (L.) Jansen (als
»opilanthes acmella“ L. var. oleracea Clarke) [132] und Acmella alba (L'Her.) Jansen (als
»opilanthes alba“ L Heritier) [16] sowie in der Subtribus-Verwandten Salmea scandens L.

DC. [17] nachgewiesen.

3.3.3.10. Undeca-2E-en-8,10-diinséure-isobutylamid (Verbindung 410)

Verbindung 410, die in der vorliegenden Arbeit aus Sammelfraktion 2 hervorging, wurde
bereits durch MARTIN [110, 112] in Acmella ciliata nachgewiesen. Dariiber hinaus wurde sie
in ,,Spilanthes acmella® [144] gefunden sowie in zwei Echinacea-Arten [11, 35], also in

Pflanzen desselben Subtribus.

Ebenso wie bei A1 (M; 229), erfolgte eine Quantifizierung von A10 iiber ,,Tetraen® (s. Exp.
Teil) mit dem Ergebnis, dass der Gehalt in Sammelfraktion 2 2,29% betrug, berechnet auf

den Trockenextrakt der Dichlormethanextraktion jedoch nur 0,01%.

Im Fragmentierungsmuster (Abb. 27) finden sich alle vier, fiir einen Isobutylamidrest
typischen Fragmente m/z 133, 159, 176, 190. Diese Fragmente haben eine um 2 grdoBere
Masse, verglichen mit den entsprechenden Fragmenten von Verbindung A1. Daraus wird
bereits deutlich, dass 410 das Dihydroderivat von A1 darstellt. Nach Amidspaltung lagert sich
der Kohlenwasserstoffrest unter Abgabe von zwei Protonen um (Abb. 27(b) und (c)) und
bildet das stabilere Fragment [CioH o+H] m/z 131 (s. Abb. 27(c)).
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Wie bei den bereits beschriebenen Substanzen mit Diinstruktur und angrenzenden
Methylengruppen (A1, A2, A5, A7, A8, A9) kommt es auch hier zu Bindungsbriichen im
,Methylenteil*, so zwischen C-4 und C-5 unter Entstehung des Fragments [C7H6+H]Jr m/z 91

sowie zwischen C-3 und C-4 unter Bildung des Fragmentions [CsHg+H] m/z 106.

3.3.3.11. Undeca-2E,4E-dien-8,10-diinséiure-methylbutylamid (Verbindung A11)

Auch Verbindung 411 wurde aus Sammelfraktion 2 mittels HPLC-MS detektiert und ist
identisch mit dem bereits von MARTIN [110, 112] aus den Bliitenkdpfchen von Acmella
ciliata isolierten Undeca-2E,4E-dien-8,10-diinsdure-methylbutylamid. Es ist die einzige
Substanz in den untersuchten Sammelfraktionen mit einem Methylbutylamid-Rest, dessen
allgemeines Fragmentationsschema in 3.3.3.1. dargestellt ist. Diskutabel wire auch das 4Z-

Isomer, das ebenfalls von MARTIN nachgewiesen wurde [110, 112]. Das Dimer mit der Masse

487 als [2M+H]" ist in Abb. 28(a) schwach zu erkennen.

[M—C6H11NO+H]+ m/z 131 steht flir den Sadurerest nach Abspaltung des gesamten Amidteils
und [M—CsHys N+H]+ m/z 157 fir den linken Molekiilteil nach Amidspaltung. Die
Abspaltung des Methylbutyls entspricht [M—CsHoc+H]™ m/z 174. SchlieBlich spaltet sich
noch ein C,H4-Fragment aus dem rechten Molekiilteil ab ([M—C,H,+H]") mit der Massenzahl

des Restmolekiils von 216.

Weiterhin sind im Kohlenwasserstoffteil Spaltungen mit den entsprechenden Folgereaktionen
zu sehen. Das Fragment mit der Masse 131 lagert sich, wie bei vielen anderen Verbindungen,
unter Abgabe von zwei Protonen grofBtenteils in das Fragment [ClngJrH]+ m/z 129 um. Die
Entstehung von Fragment [C;H¢+H]™ m/z 91 ist analog zu A1 (s. 3.3.3.2.) vorstellbar, da die

Fettsdurereste von 411 und A1 identisch sind.

In Abb. 28(a) sind zwei weitere Molmassen zu erkennen. Bei der Masse von 264, die bereits
in der Analytik nach der préparativen DC, dort als ,,Begleitsubstanz bezeichnet (3.3.3.),
auftauchte, konnte es sich um das Acmellonat, einen ungesittigten, langkettigen 2-Ketolester

handeln, der aus ,,Spilanthes acmella* isoliert wurde [102].
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Eine Verbindung mit der Molmasse 277 findet sich auch bei der MS der phenolischen

Bestandteile aus dem Methanol-Extrakt, konnte bisher jedoch nicht zugeordnet werden.

Auffallend ist weiterhin eine Substanz mit der Molmasse 439 (Abb. 28(a)) ohne bisherige

Zuordnung.

3.3.3.12. Weitere Verbindungen aus Sammelfraktion 2 (Retentionszeiten 20,95, 21,67
und 23,98 min)

Wie das HPLC-MS-Bild von Sammelfraktion 2 zeigt (Abb. 18), fallen auBler den bereits
zugeordneten Substanzen noch die Retentionszeiten von 20,95; 21,67 und 23,98 min ins

Auge.

Die Substanz mit der Retentionszeit 20,95 min hat eine Molmasse von 336. Da diese
Molmasse eine gerade bzw. das [M+H] -Ion im +ESI-MS mit m/z 337 eine ungerade Zahl ist,
handelt es sich wahrscheinlich nicht um ein Alkamid. Das Fragmentationsmuster ist somit
ohne Referenzen nicht auszuwerten. Da in den Spektren bis MS” (nicht abgebildet) dreimal
eine Abspaltung von Wasser zu beobachten war (337-18=319—-18=301—-18=283), kann

jedoch auf eine dreifach hydroxilierte Verbindung geschlossen werden.

Bei der Verbindung mit der Retentionszeit 21,67 min ist zunéchst ein sog. parent ion mit der
Masse 412 sichtbar, das unter Wasserabgabe in das Ion m/z 394 iibergeht. Das im
Ausgangsspektrum nur minimal erscheinende Ion m/z 286 tritt in groBerer Intensitit bei
weiterer Fragmentierung auf. Hier ist auch wieder das Ausgangsion unter Wasserabspaltung
in m/z 394 iibergegangen (412—18=394). Das lon m/z 286 geht unter Wasserabspaltung in
m/z 268 und dieses ebenfalls unter Wasserabspaltung in m/z 250 iiber. Die beiden
Letztgenannten treten im MS>-Spektrum (nicht gezeigt) nebeneinander auf. Im MS*-Spektrum
zeigt sich nur noch das offensichtlich relativ stabile Ion m/z 250 mit groBer Intensitit, das

wenig fragmentiert.

Dieser Prozess, ausgehend von der Verbindung mit der Molmasse 285, ebenso wie das
Fragmentationschema der dehydratisierten Verbindung m/z 249, ist identisch mit der zuvor
beschriebenen Verbindung A4 (3.3.3.5.), was auf ein Isomer von A4 schlieBen ldsst.

Allerdings verwundert die lange Retentionszeit fiir eine relativ hydrophile Verbindung mit
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zwei OH-Gruppen. Moglicherweise wird die Substanz m/z 285 erst durch Fragmentation aus
einer grofleren Verbindung freigesetzt, wobei hier ein Zusammenhang zur Verbindung mit der

Molmasse 411 bestehen konnte.

Analoge Aussagen treffen auch fiir die Substanz mit der Retentionszeit 23,98 min zu, die das

»Ausgangsion® mit einer Masse von 426 und nach Wasserabspaltung von 408 aufweist.

3.3.3.13. 2,5-Dihydroxy-deca-6Z,8 E-diensdure-isobutylamid (2,5-Dihydroxyhydrospilan-
thol) (Verbindung A412)

Verbindung 412 resultiert aus Sammelfraktion 3. Genau genommen handelt es sich um drei
Verbindungen, hier bezeichnet als A412;, A12, und AI12; die sich jeweils um die
Massendifferenz 18, also um ein Molekiil Wasser, unterscheiden. Alle drei Alkamide sind
bereits im Ausgangsspektrum in unterschiedlichen Intensititen vorhanden (s. Abb. 29(a)). Die

Wasserabspaltung ist im MS?- und MS?-Spektrum (Abb. 29(b) und (c)) sichtbar.

Verbindung A12, diirfte dem 2-Hydroxy-4E,6Z,8E-triensdure-isobutylamid entsprechen,
wohingegen Verbindung A1712; das voll konjugierte System von Deca-2E,4E,6Z,8E-

tetraensdure-isobutylamid darstellt.

Im MS3-Spektrum (Abb. 29(c)) konnen diverse Fragmente aller drei Molekiile beobachtet
werden mit der auffallend groBen Intensitit der Amidspaltung im Isobutylamid-Rest. Hieraus
resultieren die Fragmente m/z 183, 165 und 147. Die Abspaltung des gesamten Isobutylamids
tritt hier nicht auf. In geringer Intensitit ist die Abspaltung des Fragments m/z 42 aus dem
Isobutylamid-Rest bei Verbindung 412, mit m/z 196 zu sehen.

Das Fragment m/z 137 entsteht nach Spaltung zwischen C-1 und C-2 in 412, und enthilt eine
OH-Gruppe. Die Stellung dieser OH-Gruppe in A12; an C-2 erscheint auf Grund des
Fragmentions m/z 107 ([CgHjo+H]") als relativ sicher. Dieses Fragment symbolisiert den
Bindungsbruch zwischen C-2 und C-3 und enthélt keine OH-Gruppe, jedoch drei
Doppelbindungen. Die zweite Hydroxy-Gruppe in A12; muss daher nach Abspaltung als
Wasser zu einer der drei Doppelbindungen gefiihrt haben. Angenommen wird die C-5-

Position (s. Abb. 29(a) — (¢)).
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Weiterhin steht das Fragment m/z 137 ([CoH,,0+H]") fiir den Bindungsbruch zwischen C-1
und C-2 und m/z 123 ([C;HsO0,+H]") fiir das Fragment von C-1 bis C-7 nach Amidspaltung
und Bindungsbruch zwischen C-7 und C-8. Zwei weitere Fragmente mit den Massen 93 und
95 (C-4 bis C-10) sind schlieBlich Spaltprodukte des Kohlenwasserstoffrests von Verbindung
Al12; bzw. A12;.

Die Dimere der Verbindungen 4712; und 412, mit den Massen 511 bzw. 475 als [MJrH]+

treten hier ebenfalls auf.

Alle drei Verbindungen konnen als neue Naturstoffe betrachtet werden.

3.3.3.14. Spilanthol (Deca-2E,6Z,8E-triensiure-isobutylamid) (Verbindung A13)

Verbindung 413 war in Sammelfraktion 3 zu identifizieren. Hierbei handelt es sich um das
bereits durch MARTIN [110, 111] in Acmella ciliata nachgewiesene Spilanthol (Deca-
2E,6Z,8E-triensdure-isobutylamid). Es ist das erste beschriebene Alkamid, welches auch das
Synonym Affinin trigt und das auferdem in weiteren verwandten Pflanzen (s. 3.3.1.1.)
nachgewiesen wurde. Diese Substanz erscheint im HPLC-MS-Spektrum (Abb. 19) mit einer
Retentionszeit von 15,68 min als intensivster Peak. Das Fragmentationsmuster wie auch die
Molmasse von 221 sprechen fiir Spilanthol, das nach MARTIN [110] die Leitsubstanz der

Stoffgruppe der Alkamide in Acmella ciliata darstellt.

Die typischen Fragmente, die durch Spaltungen im Isobutylamid-Rest entstehen, dullern sich
in den Massen 123, 149 und 166. Der nach Amid-Abspaltung verbleibende Kohlenwasser-
stoffrest mit der Masse 123 geht auch hier, wie bei den meisten anderen Alkamiden zu
beobachten, durch Protonenabgabe in das Fragment [CoH,+H]" mit der Masse 121 iiber. Die
Fragmente mit den Massen 93, 81 und 67 entstehen analog wieder durch Spaltungen im
Kohlenwasserstoffrest. Es kommt zu Spaltungen zwischen C-3 und C-4 [C7H8+H]+, C-4 und
C-5 [C¢Hgt+H]" und zwischen C-5 und C-6 [CsH¢+H]". Fragment m/z 81 konnte auch die
Atome C-2 bis C-7 umfassen und wire damit analog dem Fragment m/z 83 beim
Hydrospilanthol (s. Abb. 32(b) und (c)). Besonders auffillig ist in Abb. 30(a) das Dimer mit
m/z 443, entsprechend [2M+H]".
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3.3.3.15. Trideca-5Z-en-10,12-diinsdure-isobutylamid (Verbindung 414)
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Verbindung 414 aus Sammelfraktion 3 weist groBe Gemeinsamkeiten auf mit der als
Verbindung 4 (Trideca-7Z-en-10,12-diinséure-isobutylamid) von NAKATANI und NAGASHIMA

[134] beschriebenen Substanz, die aus ,,Spilanthes acmella L. var. oleracea** isoliert wurde.

In Ubereinstimmung mit den Literaturdaten (Messmethode aber EI-MS) fallen zunichst die
Bruchstiicke [M—C4H;oN+H]" m/z 187, hervorgegangen aus der Amidspaltung, und
[M—C4Hg+H]" m/z 204 (Abb. 31(b)) aus der Spaltung im Isobutylamid-Rest zwischen dem
Stickstoff und C-1" auf. Der abgespaltene Kohlenwasserstoffrest ist als Fragment m/z 159 zu
sehen. Innerhalb dieses Rests kommt es zur Abspaltung von je einer weiteren —CH,-Einheit,

reprasentiert durch die Massen 145, 131, 117 (Abb. 31b)).

Die Massenzahl der nichsten beiden Fragmente 105 und 91 als [M+H]" ist um 1 héher als fiir
die Literaturverbindung, wo die Massen 103 und 89 auftraten. Auch das beschriebene
Fragment m/z 63 [134] taucht hier nicht auf. Somit muss sich rein rechnerisch im
vorliegenden Fall die Doppelbindung bereits zwischen C-5 und C-6 befinden, was fiir einen

neuen Naturstoff spricht.

Die Formulierung als Z-Doppelbindung wurde in Anlehnung an die Literatur [134]
vorgenommen. Mit Blick auf die Biogenese der Alkamide, die partiell aus der Fettsdure
Linolensdure hervorgehen (s. 3.3.1.1.), scheint die Z-Bindung an dieser Stelle am wahrschein-

lichsten.

Das Dimer mit der Masse 519 als [M+H]" ist in Abb. 31(a) zu sehen.

3.3.3.16. Hydrospilanthol (Deca-6Z,8E-diensiaure-isobutylamid) (Verbindung 415)

Bei Verbindung 415 aus Sammelfraktion 3 diirfte es sich um das bereits in Acmella ciliata
nachgewiesene Hydrospilanthol (Deca-6Z,8E-diensdure-isobutylamid) [110, 111] handeln,

wofiir die Molmasse von 223 spricht.

Die Substanz erscheint als sehr stabil; denn ihre Fragmentation erweist sich als duflerst gering,
und selbst im MS*-Spektrum (Abb. 32(c)) ist noch der Molpeak prisent. Ein Zusammenhang
zwischen der langen Methylenbriicke und dem daher groBen Abstand des ungeséttigten Endes

zur Amidgruppe, als verantwortlich fiir die gro3e Stabilitdt, erscheint ungewdhnlich.
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Durch das weitgehende Fehlen der Moglichkeit zur Mesomerie-Stabilisierung wére eher der
umgekehrte Sachverhalt logisch. Allerdings spricht WOELKART [181] von einer geringeren
Bereitschaft zum Fragmentieren bei zunehmender Lipophilie des Alkamids. Die diskutierte
Verbindung Hydrospilanthol weist durch das Fehlen einer Doppelbindung in C-2/C-3-

Position relativ hohe Lipophilie auf.

Die dennoch erkennbaren Fragmente unterstiitzen die Strukturvermutung Hydrospilanthol.
Der Isobutylamid-Rest wird durch die Fragmente mit den Massenzahlen 125, 151, 168 und
182 eindeutig definiert (Abb. 32b)).

Abb. 32(c) stellt Spaltfragmente im linken Molekiilteil dar, die hier, ebenso wie im vorher
beschriebenen Spilanthol (413), allerdings mit einer um 2 gréferen Massenzahl durch die
zwei zusitzlichen Protonen am C-2 und C-3, auftreten. So reprasentiert das Fragment m/z 125
[C9H16+H]+ den Kohlenwasserstoffrest nach Amid-Abspaltung und das Fragment m/z 123

[CoH 4+H]™ denselben Rest unter Abgabe von zwei weiteren Protonen.

Die Fragmente [CsHg+H]" m/z 69 bzw., nach Protonenabgabe, m/z 67 ([CsHe¢+H]") diirften
die Spaltung zwischen C-5 und C-6 reprisentieren. Fragment [C¢Hjo+H]" m/z 83 umfasst die
Molekiile C-2 bis C-7 und ist um die Massenzahl zwei grofler als das analoge Fragment beim
Spilanthol (s. Abb. 30(b) und (c)). Das Fragment m/z 109 [CgH,+H]" kann durch Spaltung
zwischen C-2 und C-3 entstehen und kommt vermutlich beim Spilanthol deshalb nicht vor,

weil sich dort an dieser Stelle die stabilere Doppelbindung befindet (s. 3.3.3.14.).

Auch beim Hydrospilanthol ldsst sich das Dimer [2M+H]" m/z 447 erkennen (Abb. 32(a)).
AulBlerdem erscheint in derselben Abb. ein weiterer intensiver Molpeak mit der Masse 235,
wobei es sich um ein Isomer von Verbindung A46,, nachgewiesen in Sammelfraktion 2,

handeln konnte.

3.3.3.17. Weitere Verbindungen aus Sammelfraktion 3

Mit Retentionszeiten von 6,03 - 7,99 min treten im HPLC-MS-Spektrum vier Peaks mit der
Molmasse 269 auf (Abb. 19). Im Ausgangsspektrum ist weiterhin eine Verbindung mit der
Molmasse 251 zu erkennen, die mit erstgenannter offensichtlich {iber ein Mol Wasser (m/z

18) im Zusammenhang steht.
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Daneben sind die beiden Verbindungen mit den Massen 237 und 219 présent, die
voranstehend als Verbindungen 412, und A12; bezeichnet wurden. Diese tauchen in allen
Full-ESI-MS-Spektren neben den Molpeaks der Substanzen mit m/z 269 auf. Zwischen diesen
scheint es allerdings keinen einfach erkennbaren Zusammenhang zu geben. Im Verlauf der
Fragmentation spielen aber die Massen 269 und 251 offensichtlich keine Rolle; denn die
MS’- und MS*-Spektren stimmen mit denen unter 3.3.3.13. beschriebenen iiberein. Konkrete
Aussagen lassen sich jedoch nicht treffen. Auch die nachfolgenden vier, nicht sauber

getrennten Molpeaks mit den Massen 506 und 508 sind nicht zu konkretisieren.

Bei der Verbindung mit der Retentionszeit 18,73 min und der Molmasse 289 (Abb. 19)
scheint es sich um eine hydroxilierte Verbindung zu handeln, die komplett unter
Wasserabspaltung in die Verbindung mit der Molmasse 271 {ibergeht. Dass sie trotz einer
hydrophilen OH-Gruppe eine lange Retentionszeit aufweist, ist {iber einen langen gesittigten
Fettsdurerest, der dem Molekiil eine relativ hohe Lipophilie verleihen diirfte, vorstellbar. Da
auch hier die Fragmentation gering ist, fehlen Ansdtze zur Strukturdiskussion. Als sicher
anzunehmen ist dagegen ein Phenylethylamid-Rest, charakterisiert durch die typischen

Bruchstiicke mit den Massen 148, 122, 105 und 91 als [M+H]".

3.3.3.18. Dodeca-2E4E,8Z,10E-tetraensiaure-isobutylamid (,,Tetraen*)

(Verbindung A16)
Anders als bei MARTIN [110, 112], der
12

k auller dem 4E-Isomer auch das 4Z-Isomer

10
11 \\\/7\/5\ s o) . dieser Verbindung nachwies, findet sich in

>

9 \/\/IJ\N/Y Sammelfraktion 4 nur das 4E-Isomer. Das
8 6 4 2 ,L 4 Hydroxyderivat dieser Verbindung (A43)

wurde in Sammelfraktion 2 nachgewiesen

(3.3.3.4.). Es eluierte eher von der RP-

Ci6H2sNO; M, 247

Sdule auf Grund seiner groBeren

Hydrophilie durch die OH-Gruppe.

Auch scheint bei Acmella ciliata nur das 10E-Isomer vorzuliegen, anders als bei Echinacea-
und Asiasarum-Arten, wo stets das HPL-chromatographisch untrennbare 2E;4E,8Z,10E/Z-
Isomerengemisch gefunden wurde [8, 9, 11, 13, 35, 188].
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Die +ESI-MS ergab eine Molmasse von 248,2001 als [M+H]".

Tabelle 6: '"H-NMR von Dodeca-2E 4E,8Z,10E-tetraensiure-isobutylamid in CD;0D

H Verschiebung 6 Signalform Kopplungskonst. J
[ppm] [Hz]

2 5,93 d 15,0

3 7,10 dd 11,0; 15,0

4 6,22 dd 11,0; 15,0

5 6,09 dt 6,0; 15,0

6 2,27 m/ (2H) —

7 2,23 m/ (2H) —

8 5,25 dt 11,0; 7,0

9 5,95 dd 11,0; *

10 6,32 dd 11,0; 15,0

11 5,67 dq 15,0; 7,0

12 1,76 d/(3H) 7,0

I 3,06 d 7,0

2 1,78 m —

3,4 0,92 d/ (6H) 6,5

*: partiell iiberdeckt durch das Signal von H-2

Das 'H-NMR-Spektrum (Tab. 6) zeigte gegeniiber der in deuteriertem Chloroform
gemessenen Referenz [35, 68, 112] geringe Verschiebungen, die jedoch die eindeutige
Identifizierung dieser Substanz nicht verunsicherten. Zu beobachten ist im 'H-NMR wieder

das typische Muster des Isobutyl-Rests.

H-2 hat mit H-3 nur einen Kopplungspartner und ergibt ein Dublett. H-3 ist, wie bei a-3-
ungesittigten Carbonylfunktionen {iiblich, stirker zum Tieffeld verschoben. Neben H-2

koppelt es mit H-4 und stellt somit ein Dublettdublett dar.

H-3 und H-4 koppeln mit 11 Hz, wihrend die Doppelbindungen zwischen C-2 und C-3 sowie
C-4 und C-5 trans konfiguriert sind, was aus der Kopplungskonstanten von 15 Hz ersichtlich
ist. Neben H-4 koppelt H-5 mit den zwei Protonen am C-6, und es ergibt sich als Signal ein
Dubletttriplett. Auf Grund der Signalvielfalt der Protonen am C-6 und C-7 resultieren
Kopplungsmuster hoherer Ordnung. Daher werden diese Protonen als zwei Multipletts

zusammengefasst.

Das Kopplungsmuster von H-8 ist identisch mit dem von H-5, wobei sich auch hier ein
Dubletttriplett ergibt. Allerdings betrdgt die Kopplungskonstante gegeniiber H-9 nur 11 Hz,

was an dieser Stelle auf die cis-Doppelbindung verweist. H-9 und H-10 koppeln jeweils als
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Doppeldubletts mit 11 Hz miteinander, identisch mit H-3 und H-4. H-10 und H-11 koppeln
wiederum mit 15 Hz miteinander, was auch hier die trans-Doppelbindung charakterisiert. Die

drei Protonen der Methylgruppe am C-12 fallen in einem Signal zusammen und koppeln mit

H-11 als Dublett mit 7 Hz.

3.3.3.19. Resiimee

Entsprechend Tab. 7 wurde eine Reihe von Alkamiden (41 - A16) im Dichlormethanextrakt
der Gesamtpflanze von Acmella ciliata nachgewiesen und strukturanalytisch (HPLC/MS im
+ESI-Modus, teilweise 'H-NMR) untersucht. Die Kettenlinge der ,olefinischen® bzw.
»acetylenisch-olefinischen® Saurereste lag zwischen Cy und C;;. Als Amidkomponenten
traten dominant der Isobutylamid-, der Phenylethylamid-Rest in 42, A4, A8 und A9 und in
AI1 der Methylbutylamid-Rest auf.

Al, 2,8, 10, 11, 13, 15und A16 konnten bereits von MARTIN [110 - 112] aus Bliitenkopfchen
von Acmella ciliata isoliert werden. A6, 7, 9 und 10 wurden in Acmella-Artverwandten
nachgewiesen [144, 53, 132, 16, 17]. A1, 5, 10 und 16 wurden aus Echinacea-Arten [8, 9, 11,
35, 181] isoliert.

Als neuer Naturstoff wurde in dieser Arbeit 414 (Trideca-5Z-en-10,12-diinsdure-
isobutylamid) gefunden. A4 stellt ein neues Dihydroxyalkamid (2,4-Dihydroxy-nona-6,8-
diinsdure-isobutylamid) dar, das bei der +ESI-MS-Fragmentierung nach zweifacher

Wasserabspaltung in Nona-2E/4E-en-diinsdure-isobutylamid tibergeht.

Die Verbindungen A12; (2,5-Dihydroxy-deca-6Z,8E-diensdure-isobutylamid) 412, (2-
Hydroxy-4E,6Z,8E-triensdure-isobutylamid) und A12; (Deca-2E,4E,6Z,8E-tetraensdure-
isobutylamid) stehen ebenfalls tiber zwei Molekiile Wasser in Verbindung und wurden bisher

als Naturstoffe nicht beschrieben.

A3 (7-Hydroxy-dodeca-2E,4E,8Z,10E-tetraensdure-isobutylamid) und A46; (2-Hydroxy-
undeca-7Z,9E-diensédure-isobutylamid) stellen Monohydroxyverbindungen dar, die bei der
+ESI-MS-Fragmentation relativ leicht Wasser abspalten und dabei zumindest intermediér
vollstidndig ungesittigte Systeme bilden (vgl. Tafel II, Teil 2, Zusammenfassung), die bisher

nur fiir Achillea spec. beschrieben wurden [54].



Tabelle 7: Acmella ciliata-Alkamide

&5

Sédurerest Aminrest |Verbindung | Summen- Molmasse
Kettenlénge Doppel- Dreifach- Hydroxy- formel
bindungen | bindungen Gruppen

Cc=9 1 2 Phenylethyl A2/ A9 C,;H;;NO 251
C=9 2 2 Phenylethyl A4 Cy;H gNO; 285
C=9 1 2 Isobutyl A7 C3H;sNO 203
C=9 2 Epoxy Phenylethyl A8 C,;H,,NO, 267
C=10 2 2 Isobutyl A12(1) C,4H,5NO; 255
C=10 3 1 Isobutyl Al12(2) C4Hx3NO, 237
C=10 4 Isobutyl A12(3) CsH, NO 219
C=10 3 Isobutyl Al3 C,4H,;3NO 221
C=10 2 Isobutyl AlS C,4H,sNO 223
Cc=11 2 2 Isobutyl Al CsHjpNO 229
C=11 2 1 Isobutyl A6(1) C,sHy,NO, 253
c=11 3 Isobutyl A6(2) C,5H,sNO 235
c=11 1 2 Isobutyl Al10 CsH;NO 231
C=11 2 2 Methylbutyl All CisH, NO 243
C=12 4 1 Isobutyl A3 C,4H,5NO, 263
C=12 1 2 Isobutyl AS C,sH3NO 245
C=12 4 Isobutyl Al6 C,6HysNO 247
C=13 1 2 Isobutyl Al4 C,7H,sNO 259

Wie unter 3.3.3.12. und 3.3.3.16. dargestellt, zeigte das HPLC-MS-Spektrum dariiber hinaus

noch weitere Peaks, deren Strukturaufkldrung jedoch nur partiell erfolgen konnte, da weder

ausreichende Substanzproben noch Vergleichsdaten aus der Literatur zur Verfiigung standen.

Dariiber hinaus fanden sich auch im Methanolextrakt von Acmella ciliata, der im Folgenden

zur Charakterisierung der phenolischen Substanzen (3.4. ff) diente, noch alkamidische

Verbindungen. Hierbei handelt es sich um Amide von Dicarbonsduren (s. unter 3.5.2.), die

eine wesentlich hohere Polaritit aufweisen.
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34. Phenolische Verbindungen

3.4.1. Allgemeines

Die ubiquitdr im Pflanzenreich vorkommenden phenolischen Verbindungen lassen sich in
pharmazeutisch bedeutsame Inhaltsstoffklassen unterteilen. Hierzu zdhlen die Polyketide mit
z. B. den Flavonoiden, die Gerbstoffe, Anthracenverbindungen, die Phenylpropanderivate
sowie die sog. Abbauprodukte von Phenylpropanderivaten. Gemeinsam sind den Phenolen
ihre desinfizierenden, d. h., antibakteriellen und z. T. virustatischen Eigenschaften. Im
Folgenden soll kurz auf diejenigen Inhaltsstoffklassen ndher eingegangen werden, aus denen

einige Verbindungen in Acmella ciliata nachgewiesen wurden (3.4.3.).

Die Phenylpropanderivate entstehen biogenetisch auf dem Shikimat-Weg durch Verkniipfung
von Erythrose-4-phosphat und Phosphoenolpyruvat und anschlieBende Zyklisierung. Nach
Hinzutritt eines weiteren Molekiils Phosphoenolpyruvat und Decarboxylierung entstehen tliber
verschiedene Zwischenstufen p-Hydroxy- und Phenylbrenztraubensdure, aus denen durch
einen Aminogruppendonator die Aminosduren L-Phenylalanin bzw. L-Tyrosin hervorgehen.
Durch enzymatische Katalyse konnen sich daraus die Phenylacrylsduren Zimtsdure bzw. p-
Cumarsdure bilden, die durch Modifizierung der Seitenkette und des Benzenrings zu weiteren

Phenylpropanderivaten umgewandelt werden [172].

Intermediate dieses Biogenesewegs sind Ausgangsverbindungen weiterer Sekundéirstoffe.
Chinasédure entsteht beispielsweise aus 5-Dehydrochinasdure. Die Chinasdure fungiert neben
Kaffeesdure als Baustein der Kaffeesdureester mit dem Trivialnamen Chlorogensdure. Die
Phenylacrylsdure-Derivate werden teilweise auch als Zimt- bzw. Hydroxyzimtséure-Derivate
bezeichnet [156]. Freie Zimtsdure selbst sowie deren Derivate p-Cumarsiure und Kaffeesdure

konnten in Acmella ciliata im Verlauf dieser Arbeit nachgewiesen werden.

Noch héufiger im Pflanzenreich sind ,,gebundene* Hydroxyzimtsduren, die als Ester und/oder
als Glykoside vorkommen. So wurden u. a. die 5-Kaffeoylchinasdure (Chlorogensiure) sowie
einige Hydroxyzimtsiuren, verestert mit der aliphatischen Hydroxysiure Apfelsiure,
gefunden (3.4.3.2.). Chlorogensédure steigert die Magensaftsekretion und die Darmmotilitit.
Die meisten Kaffeesdurederivate wirken choleretisch und weisen virustatische und
antibakterielle Eigenschaften auf. Auf Grund reduzierender und radikalfangender

Eigenschaften wirken Kaffeesédurederivate antioxidativ und entziindungshemmend. So werden
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beispielsweise Rosmarinbldtter, mit einem hohen Gehalt des Depsids Rosmarinsdure, ein
Additionsprodukt aus zwei Mol Kaffeesdure, zum Konservieren von Fleisch und fetten
Speisen verwendet. Vermutlich kommt der Chlorogensdure in der Pflanze die Bedeutung

eines Resistenzfaktors gegen den Befall von pathogenen Mikroorganismen zu [156, 172].

Eine besondere Bedeutung beziiglich der Anwendung eines Acmella ciliata-Extrakts im
Priiparat Spolera® ist offensichtlich der entziindungshemmenden Wirkung der Kaffeesdure-
derivate zuzuschreiben. Vermutlich fiihrt der antioxidative Effekt zu einer Hemmung der

Lipoxygenasen und somit zur Hemmung der Leukotrienbiosynthese [172].

Die ebenfalls zu den Phenylpropanen gehdrenden Hydroxycumarine entstehen aus
Hydroxyzimtsduren durch Hydroxylierung des Benzenrings und anschlieBende Lacton-
bildung. Diese konnen verschiedene pharmakologische Eigenschaften aufweisen, von
spasmolytischen, choleretischen, diuretischen und antibiotischen bis zu antiexsudativen
Wirkungen [172]. In Acmella ciliata konnte im Folgenden das Hydroxycumarinderivat

Aesculetin nachgewiesen werden. Bisher bekannt war das Scopoletin [110, 112].

Zu den Abbauprodukten von Phenylpropanderivaten, die durch Verkiirzung der Seitenkette
gebildet werden, zdhlen z. B. die Benzoesdure- und Benzaldehyd-Abkommlinge. Erstere
entstehen aus Phenylacrylsduren durch pB-Oxidation, Benzaldehyd und Derivate durch
Hydrierung zu Phenylpropansduren und Abspaltung eines C,-Korpers. Die Benzaldehyd-
derivate konnen auch durch Dehydrierung in Benzoesduren iiberfiihrt werden. Auf diesem
Wege entsteht z. B. aus p-Cumarsidure p-Hydroxybenzoesdure und aus Kaffeesdure
Protocatechusdure [172]. Diese letztgenannten vier Phenolcarbonsduren konnten ebenfalls in

Acmella ciliata nachgewiesen werden.

Die Benzaldehydderivate sind in #therischen Olen anzutreffen. Hiervon ist besonders Vanillin
von pharmazeutischem Interesse, da es als antioxidativ wirksames Geruchs- und
Geschmackskorrigens eingesetzt wird. Vanillin wird oft von weiteren Aromastoffen, wie p-
Hydroxybenzaldehyd, begleitet. Aus einem Dichlormethanextrakt von Acmella ciliata konnte

auch hier Vanillin neben p-Hydroxybenzaldehyd isoliert werden.

Die Flavonoide, die zu den Polyketiden gezdhlt werden, entstehen biogenetisch durch

schrittweise Kondensation von drei Molekiilen Malonyl-Coenzym A an p-Hydroxy-
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cinnamoyl-Coenzym A als Startermolekiil iiber Zyklisierungen und Enolisierung. Aus dem
primér gebildeten Isomerenpaar Chalkon/Flavanon gehen die anderen Flavonoidklassen durch
Oxidation bzw. Reduktion hervor [156]. Die eigentlichen Flavonoide sind jedoch nur 4-Oxo-
flavanderivate, also Flavanone, Flavone oder Flavonole. Zur letztgenannten Klasse gehoren

auch die beiden isolierten Verbindungen Isoquercitrin und Rutosid.

Aus den vielféltigen chemischen Strukturen der Flavonoide ergibt sich eine Vielzahl von
Wirkungen. Besonders antibiotische und antioxidative Eigenschaften spielen eine Rolle.
AuBerdem konnen verschiedene Enzymaktivititen gehemmt werden, wie in vitro gezeigt
wurde. Nicht alle Wirkungen lieBen sich allerdings auf in vivo, insbesondere hinsichtlich
systemischer Verfiigbarkeit, libertragen, da die Bioverfiigbarkeit der Flavonoide auf Grund

des raschen Abbaus iiber Leber und Darm gering ist [172].

Flavonoide sind in der Lage, neben freien Radikalen auch zweiwertige Metallkationen unter
Bildung von Chelatkomplexen abzufangen. Man spricht manchmal auch von Flavonoiden als
Vitamin P. Dieser Vitamin-P-Effekt dullert sich in antiatherosklerotischen, antiexsudativen,
entziindungshemmenden und radioprotektiven Eigenschaften sowie in einer Senkung von
pathologisch erhohter Permeabilitit von Blutgefdlen. Als weitere Wirkungen einiger
Flavonoide sind diuretische oder diaphoretische Effekte zu nennen oder auch die spezifische
Wirkung des Rutosids und seiner Derivate bei chronischer Veneninsuffizienz (Anwendung als

Venotonikum) [172].

Das breite Spektrum der beispielhaft aufgefiihrten Wirkqualititen von phenolischen
Verbindungen, die sich teilweise mit den traditionellen Anwendungen von Acmella ciliata
decken [75, 81, 163, 164, 206], veranlasste in dieser Arbeit zur Untersuchung dieser

Inhaltsstoffklasse neben den Alkamiden.

3.4.2.  Isolierung

Zur Isolierung vorwiegend hydrophiler Inhaltsstoffe, insbesondere phenolischer
Verbindungen, aus der getrockneten und grob gepulverten Gesamtpflanze von Acmella ciliata
erwies sich Methanol als geeignetes Extraktionsmittel (Exp. Teil). Nach Soxhlet-Extraktion
und Einengung der Auszilige im Vakuum resultierten insgesamt aus 1 kg Droge 91,5 g eines

orange geférbten, pulverformigen Extrakts.
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Die DC auf Kieselgel-Platten Fys4 (FlieBmittel: Ethylacetat/Ameisensdure/Eisessig/Wasser
100:11:11:27 (FM VII), Kammerséttigung) dieses Extrakts und spéterer Fraktionen aus der
SC zeigte zahlreiche schwach bis intensiv blau — lila gefirbte eigenfluoreszierende Banden im
UV-Licht bei A = 366 nm. Besprithen mit Naturstoffreagenz verstirkte die Fluoreszenz und

lie3 dariiber hinaus einige gelb-orange gefarbte Banden erkennen.

Die weitere Aufarbeitung des Extrakts folgte dem Schema in Abb. 33. Zunéchst wurden
entsprechende Anteile des Extrakts mit einer Weinsdurelosung aufgenommen (Protonierung
saurer und phenolischer Substanzen) und nacheinander mit Petrolether, Dichlormethan und
Ethylacetat ausgeschiittelt (Exp.Teil). Wihrend mit den ersten beiden Ld&sungsmitteln
weitgehend Fette und andere apolare Bestandteile abgetrennt wurden, war im Ethylacetat mit
einer Anreicherung phenolischer Substanzen zu rechnen. Die zur Trockne eingeengte
Ethylacetat-Phase ergab einen Riickstand von 11 g, der fiir den Trennungsgang zur Verfiigung

stand.

Zur weiteren Auftrennung wurden zwei verschiedene Wege eingeschlagen (Abb. 33). Weg 1
beinhaltete zunichst die Fraktionierung der Ethylacetat-Phase per SC an hingender Siule
iiber Sephadex LH 20 [66] (Abb. 34), wihrend Weg 2 auf die Vortrennungen per
Schwerkraftsdule verzichtete und zur Auftrennung lediglich die Verfahren der HPLC
anwendete (Abb. 65).

Das entsprechend Weg 1 zur SC eingesetzte Sephadex LH 20 ist ein hydroxypropyliertes
Dextrangel, auf dem sowohl Adsorptions- und Verteilungsvorgdnge als auch Fraktionie-
rungen nach MolekiilgroBen, vorwiegend polarer Substanzen, vonstattengehen. Dem Schema
in Abb. 34 folgend, wurden vier Sdulen nacheinander mit den jeweiligen, nach dc Kontrolle
relevanten Fraktionen bzw. deren eingeengten Konzentraten beschickt und mit den
Elutionsmitteln Methanol>Aceton>Ethylacetat (abnehmende Polaritét: €soc = 33,6 > 20,7 >
6,02) fraktioniert.

In den Fraktionen 1-105 der Séule I (Tab. 35) waren dc zahlreiche, oft nur unzureichend
getrennte orange und blau fluoreszierende Banden zu erkennen. Ab Fraktion 58 traten beim
Stehen z. T. Niederschldge auf, die abgetrennt und vorerst nicht weiter untersucht wurden.
Wegen des unbefriedigenden Trenneffekts gelangten die Filtrate des gesamten Eluats nach

Einengen zur weiteren Fraktionierung auf Sdule II (Aceton) und die ersten 41 Fraktionen
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davon anschliefend auf Sdule III (Ethylacetat). Interessant fiir die nachfolgende Struktur-
analyse war ein durch Nachspiilen von Sdule I (s. Tab. 35) gewonnener ,,Gelber Nachlauf*,
der zur Trockne einrotiert (Abtrennung sich bildender Niederschldge), anschlieBend DC-/
HPLC-analytisch untersucht und mittels praparativer HPLC aufgetrennt wurde.

Ganzdroge

Soxhlet-Extraktion
MeOH

+ Weinsaure (2 %ig)

v
Filtration

v
Einengung zur Trockne

v
Ausschutteln (Petrolether<Dichlormethan<Ethylacetat)

SC (Sephadex LH20; Ethylacetat—-MeOH/Wasser)

DC, HPLC (analyt.)

HPLC (RP-18; Acetonitril/Wasser; 220, 254, 330 nm)

'H-NMR, 3C-NMR, NOE
EI-MS, FAB-MS, ESI-MS

Abb. 33: Schema zur Isolierung und Strukturaufkliarung phenolischer Verbindungen

Auf Sédule III wurde nach den ersten 18 Fraktionen (Ethylacetat) 3mal das Elutionsmittel
gewechselt (s. Tab. 35). Im Ergebnis paralleler DC-Auswertung erschien eine Vereinigung
der nachfolgenden Fraktionen auf sechs Sammelfraktionen (III.1 - II.6, s. Abb. 34) als
sinnvoll. Da jedoch in keiner dieser Sammelfraktionen Reinsubstanzen vorlagen, musste
weiter aufgetrennt werden. Sammelfraktion III.1 wurde erneut sc fraktioniert (Séule IV) und

anschlieBend per HPLC analysiert.
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Saule | (Methanol)

— Abgetrennte Niederschlage

—— ,Gelber Nachlauf*

y

N
Saule Il (Aceton)

Fr. 1-41

Saule Ill (Ethylacetat)

. 2 . 3 . 4 .5 . 6
Sammelfraktionen | | |
(zu geringe Menge) (zu geringe Menge)
. 1
Saule IV (Ethylacetat)
V.1 V.2 V.3 V. 4 V.5

Sammelfraktionen | | |

(zu geringe Menge)

(zu geringe Menge)

Abb. 34: Schema zur sc Fraktionierung der Ethylacetat-Phase (Weg 1)

Da jedoch auch Sidule IV noch keine Reinsubstanzen erbrachte, wurde bei den
Sammelfraktionen III.2 - III.5 (Séule III) von vornherein auf weitere Schwerkraftsdulen
verzichtet. Vielmehr wurde hier, ebenso wie dann mit den Fraktionen der Saule IV (IV.2 und
IV.3), direkt zum Einsatz der préparativen HPLC iibergegangen (Abb. 62-64). Um die
glinstigsten Trennparameter festlegen zu konnen, erfolgte i. d. R. zuvor eine Untersuchung
der Sammelfraktionen mittels analytischer HPLC. Durch den, im Gegensatz zur priparativen
Anlage, in dieser Anlage vorhandenen DAD-Detektor, der die UV-Messung bei flinf
verschiedenen Wellenldngen gleichzeitig ermoglichte (s. Exp. Teil), konnte die jeweils
optimale Wellenlidnge fiir die préparative Trennung ermittelt werden. Auflerdem war es
bereits moglich, aus den resultierenden Substanzpeaks und deren UV-Spektren auf

Inhaltsstoff(e) bzw. -gruppen zu schlieflen.
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Die weitere Aufarbeitung der Ethylacetat-Phase entsprechend Weg 2 (vgl. Abb. 65) erfolgte
direkt durch priparative HPLC.

3.4.3.  Strukturaufkldrung

Im Ergebnis der weiteren Auftrennung der aus Séule III und IV (Abb. 34) gewonnenen
Sammelfraktionen erbrachte die priparative HPLC die in der nachfolgenden Ubersicht (Abb.
35) aufgefiihrten phenolischen Verbindungen.

Eine spezifische Verteilung ist daraus nicht zu erkennen. Der iiberwiegende Anteil der
Substanzen fiel bereits durch Elution mit Ethylacetat auf Sdule III an und konnte von dort,
nach z. T. weiterer HPLC-Fraktionierung (s. Schemata, Exp. Teil), isoliert und der

Strukturaufklarung mittels UV-, ESI-MS- und NMR-Spektroskopie zugefiihrt werden.

Weiterhin benennt die Ubersicht die aus dem sog. ,,Gelben Nachlauf* (vgl. 3.4.2. und Abb.
66) und aus der Ethylacetatphase (Weg 2) durch préiparative HPLC isolierten Verbindungen,
wobei besonders die Ester P7, P8, P9, P10 anfielen. Das DC (Abb. 36) zeigt die
chromatografische Verteilung der Verbindungen im FlieBmittel VII.

Séule IIT (Weg 1) I11. 2 111. 4 | III.5 |P1: p-Hydroxybenzoesdure
(Ethylacetat) P2: Protocatechuséure
P2 P6 P11 P3: Cumarsdure (Cis/trans)
P8 P8 P13 P4: Kaffeesdure
1. 1 P15 P16 P14 P5: Ferulaséure
P6: Cumaroyldpfelsiureester (Cis/trans)
v P8: Feruloyldpfelsdureester (Cis/trans)
Séule IV V.2 IV.3 P9: Kaffeoyldpfelsdure-1-methylester
(Ethylacetat) P10: Kaffeoyldpfelsdure-4-methylester
Pl P8 P11: Chlorogensdure (cis/trans)
P3 P12: 5-Kaffeoylepichinasduremethylester
P15 P13: Isoquercitrin

P14: Rutosid
P15: Aesculetin

Gelber Nachlauf P5; P6; P7; P§; P11, P12, P13, P16: Matairesinol
(von Saule I, Flavonoide (s. 3.4.3.3.3.)

Methanol)

Ethylacetat- P4, P5; P7; P§; P9; P10, P11, P12

phase (Weg 2)

Abb. 35: Ubersicht der erfassten phenolischen Verbindungen
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Cumarséure (blau); R;= 0,97
Kaffeesaure (blau); R;= 0,93\
Aesculetin (blau); R;= 0,87

trans-Kaffeoyl&pfelséure (blau); R.= 0,82

5-Kaffeoylepichinasauremethylester
(blau); R;= 0,71

Flavonoid M, 492 (gelb); R;= 0,69

Isoquercitrin (gelb); R;= 0,57\>
cis-Kaffeoylapfelsaureester (blau); R;= 0,53 -

Miquelianin (gelb); R,= 0,47 ——*.

Chlorogenséure (blau); R;= 0,43
Rutosid (gelb); R,= 0,33 —— *

(Uberdeckt)

trans-Feruloyl-
apfelsaureester
(lila); R;= 0,87

trans-Cumaroyl-
apfelsaureester
(blaugrau); R;= 0,83

Anmerkung:

Weitere Verbindungen im oberen
Drittel sind verdeckt bzw. nicht
UV-aktiv.

Im Bereich der Chlorogensaure
kommt es auf Grund hoher Subs-
tanzkonzentration zu Verdran-
gungserscheinungen.

Abb. 36: DC-Verteilung der phenolischen Verbindungen (aus Ethylacetatphase, Abb. 33) im

FlieBmittel VII; Detektion: Naturstoff-Reagenz / UV 366 nm

Im Folgenden werden die einzelnen Verbindungen detailliert beschrieben.

3.4.3.1. Phenol-Monocarbonséiuren

3.4.3.1.1. p-Hydroxybenzoesiure (Verbindung PI)

Tabelle 8: '"H-NMR-Daten von p-Hydroxybenzoesiure in CD;OD

7
COOH - -
] H Verschiebung o Signalform Kopplungskonst. J
Hz
) 5 [ppm] [Hz]
3 5 2 7,87 d 8,6
4 3 6,81 d 8,6
OH 5 6,81 d 8,6
6 7,87 d 8,0
C,HO;

M, 138
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Das 'H-NMR (Tab. 8) dieser einfachsten Phenolcarbonsiure, die nach priparativer HPLC in
den Fraktionen der Sédule IV (Abb. 35) aufgefunden wurde, zeigt deutlich zwei Signale als
Dubletts des 1,4-substituierten Aromaten. Zwei gegeniiberliegende Signale fallen jeweils
zusammen, da es sich hier um ein symmetrisch substituiertes Molekiil handelt. Das Dublett
fiir H-2/H-6 ist starker zum Tieffeld verschoben als das Signal H-3/H-5, was durch den —M-

Effekt der benachbarten Carboxylfunktion zu erkléren ist. Diese Daten sind mit Messungen in

Deuterochloroform vergleichbar [72, 109].

Die —ESI-MS-Messung lieferte die Molmasse 137,0226 als [M—H] und die +ESI-Messung
die Molmasse 161,0259 als [M+Na]".

&

, Abb. 37 zeigt das UV-Spektrum von p-Hydroxybenzoesdure mit
=11 |

A einem Maximum bei 256 nm.

Abb. 37: UV-Spektrum von p-Hydroxybenzoesiure

3.4.3.1.2. Protocatechusiiure (Verbindung P2)
6 7 Tabelle 9: "H-NMR Daten von Protocatechusiure in CD;OD
5 1 COOH H Verschiebung & Signalform Kopplungskonst. J
) [ppm] [Hz]
HO” 4
3 2 7,43 d 2,0
OH 5 6,79 d 8,5
C,H,0, 6 7,42 dd 2,0; 8,5
M, 154

Die Protocatechusdure leitet sich von dem zweiwertigen Phenol Brenzcatechin ab. Ihre
Struktur konnte mittels "H-NMR bestitigt werden. Im NMR-Spektrum (Tab. 9) ist das sog.
ABX-Sytem eines tri-substituierten Aromaten ersichtlich. Das Proton am C-6 koppelt mit C-5
mit einer Kopplungskonstanten von 8,5 Hz sowie mit dem gegeniiberliegenden Proton am C-

2 mit 2,0 Hz. Das Signal stellt somit theoretisch ein Doppeldublett dar, aber nur ein Dublett
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ist zu erkennen. Hier ist zunichst die Kopplungkonstante von 2,0 Hz der Metakopplung zu H-
2 ersichtlich. Das Signal von H-2 {iberlagert einen Teil des Doppeldubletts von H-6, so dass
die grofle Kopplungskonstante von 8,5 Hz mit dem Kopplungspartner H-5, also dem Dublett
bei 6,79 ppm, zu entnehmen ist. Das Signal von H-2 seinerseits ist nicht aufgelost und ergibt
ein breites Singulett. Tatsdchlich stellt dieses Signal den zweiten Kopplungspartner von H-6
dar, mit dem es theoretisch ebenfalls mit ca. 2 Hz koppelt. Damit wire das Signal bei
optimaler Auflésung als Dublett zu erkennen (s. Tab. 9). Diese Fakten stimmen mit der unter

gleichen Bedingungen vermessenen Protocatechuséure-Referenz sowie mit Literaturangaben
[44] tiberein.

- Die Molmasse von 153,0223 als [M—H] wurde
AN durch die —ESI-MS-Messung bestitigt.

i Die UV-Maxima (s. Abb. 38) liegen bei 262 und 294
nm. Des Weiteren ist eine Schulter bei 216 nm

\ ersichtlich.

Abb. 38: UV-Spektrum der Protocatechusiure

3.4.3.1.3. cis-/trans-p-Cumarsdure (Verbindung P3)

7
COOH
5 N\Ne CHOL M, 164 N
8
" 2 COOH 7 2
9
HO 3 HO 3

Die p-Cumarsdure wurde in HPLC-Fraktionen der Sédule IV sowie in der Ethylacetat-Phase

Weg 2) (Abb. 35) nachgewiesen und mittels "H-NMR und ESI-MS analysiert.
g g y

Im NMR-Spektrum (Tab. 10) fallen auf Grund des symmetrischen Substitutionsmusters die
Signale fiir die Protonen H-2 und H-6 sowie H-3 und H-5 zusammen. Diese Paare koppeln als
Dublett jeweils mit den benachbarten Protonen mit 8,6 bzw. 8,8 Hz. Die Signalformen von

cis- und trans-Isomer sind identisch. Die Werte [ppm] fiir die Verschiebungen weisen geringe
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Abweichungen auf (vgl. Tab. 10). Die NMR-Daten stimmen mit einer unter gleichen

Bedingungen vermessenen authentischen Referenzsubstanz iiberein.

Tabelle 10: '"H-NMR Daten von cis- und frans-p-Cumarsiure in CD;0D
H

Verschiebung o Signalform Kopplungskonst. J
[ppm] [Hz]
cis trans cis trans
2 7,61 7,45 d 8,8 8,6
3 6,74 6,8 d 8,6 8,6
5 6,74 6,8 d 8,6 8,6
6 7,61 7,45 d 8,8 8,6
7 6,82 7,6 d 12,8 15,9
8 5,76 6,28 d 12,8 15,9

Bei der cis-Form koppeln H-7 und H-8 miteinander (Dublett) mit 12,8 Hz. Demgegeniiber ist
dieses Dublett bei der trans-Form mit 15,9 Hz ausgewiesen, was der typischen
Kopplungskonstanten einer derartigen trans-Doppelbindung entspricht. Die Abweichungen

von der trans-Form sind analog zum cis-Cumarsdurerest beim Cumaroyldpfelsdureester (s.
3.43.2.1).

Die Molmasse ergab 163,0280 als [M—H] im —ESI-Modus sowie 187,0370 als [M+Na]" im
+ESI-Modus.

Die UV-Spektren der cis- und trans-Form unterscheiden sich partiell in der relativen

Intensitdt ihrer Maxima. Die Lage der Maxima ist weitgehend identisch (Maxima cis: 227,
(303 sh), 308 nm; trans: 223, (298 sh), 308 nm; s. Abb. 39).

..... "
ﬁ"“‘- ,-"( Abb. 39:
- \ /
\ / \ UV-Spektren
- \ l'. von cis-und
||| / | trans-p-
- |/ \ Cumarsiure
|II I,l'l I|I
v \ \/ \
\\.

)
4

- . “ e, AP
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3.4.3.1.4. trans-Kaffeesdiure (Verbindung P4)

Tabelle 11: '"H-NMR Daten von trans-Kaffeesiure in CD;0D

9 H Verschiebung o Signalform Kopplungskonst. J
AN\ COOH [ppm] [Hz]
5 1 8
2 2 7,03 d 2,0
Ho” 4 5 6,77 d 8,0
O:; i;flfg; 6 6,93 dd 2,0; 8,0
7 7,53 d 16,0
8 6,21 d 16,0

Kaffeesdure wurde aus der Ethylacetat-Phase (Weg 2) mittels priparativer HPLC isoliert,
allerdings lediglich die trans-Form. Sie zeichnet sich strukturell gegeniiber Cumarsiure durch

eine zusitzliche Hydroxylgruppe in 3-Stellung am Aromaten aus.

Die Daten der 'H-NMR-Analyse dokumentiert Tab. 11. Dem NMR-Spektrum ist zu
entnehmen, dass die Protonen am C-5 und C-6 miteinander mit 8 Hz koppeln. H-5 hat keinen
weiteren Kopplungspartner und erscheint als Dublett. H-6 koppelt auBerdem mit der kleinen
Kopplungskonstanten von 2 Hz mit H-2 und erscheint daher als Doppeldublett. H-2 koppelt
nur mit 2 Hz mit H-6 und zeigt daher ebenfalls ein Dublett. H-7 und H-8 koppeln als Dublett

nur miteinander mit 16 Hz, woraus der trans-Charakter der Doppelbindung ersichtlich wird.

Die zugehorige Masse lieferte die —ESI-MS mit 179,0402 als [M—H] sowie die +ESI-MS-
Messung mit 203,0343 als [M+Na]".

Die ermittelten Daten stimmen mit der unter gleichen Bedingungen vermessenen

Referenzsubstanz tiberein.

3.4.3.1.5. Ferulasdure (Verbindung P5)

X COOH Ferulasdure tritt, ebenso wie Cumarsiure und Kaffeesdure, als
Begleitsubstanz der nachfolgend besprochenen Apfelsiureester
HO CioH1904 (P6 - P8) auf. Letztere beiden waren aber bei der HPLC-

OCH M; 194 : : . .
$ Isolierung auch allein zu finden, nicht nur unmittelbar
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zusammen mit ihren Estern, und offensichtlich in gréBerer Quantitit als die Ferulasdure.
Gemeinsam ist diesen drei Sduren, dass sie alle entweder Biosynthesebausteine fiir die

nachfolgenden Ester oder deren Abbauprodukte darstellen.

Die —ESI-MS Messung lieferte den Molpeak der Ferulasdure von 193 als [M—H] neben dem
des Esters (P8§).

3.4.3.2. Phenol-Monocarbonsaureester

Von den oben beschriebenen Phenolcarbonsduren Cumar-, Kaffee- und Ferulasdure wurden in
Acmella ciliata Ester mit Apfelsiure gefunden, in denen die Carboxylfunktion der
betreffenden Phenolcarbonsdure mit der —OH-Gruppe der aliphatischen Dicarbonsiure
verkniipft ist. Neben den Estern tritt auch die freie Apfelsiure (Monohydroxydicarbonsiure;

S$8;s.3.5.2.4.) auf.

Apfelsiureester sind bisher in der Familie der Asteraceae (Korbbliitler) nicht beschrieben
worden. Lediglich fiir vier Species wurde iiber deren Vorkommen berichtet [20, 58, 59, 104,
136]: Brassicaceae (Kreuzbliitler: Raphanus sativus L., Brassica rapa L.), Fumariaceae
(Erdrauchgewéchse: Fumaria officinalis L.) sowie Papaveraceac (Mohngewichse:
Chelidonium majus L. (hier nur Kaffeoyldpfelsdureester)). Hierzu existieren einige NMR-
Daten, auf die Bezug genommen werden konnte. Zusammen mit den eigenen Daten der 'H-
NMR und der hochauflosenden ESI-Massenspektrometrie, war es moglich, das Vorkommen

dieser Ester in Acmella ciliata zu bestétigen.

3.4.3.2.1. cis-/trans-p-Cumaroylipfelsiureester (Verbindung P6)

6" 7 1
NG 0 COOH
5 1 COOH ) .
. 6 4 o 2
27 9 2 C13H1207, Mr 280
4’ 5 1 . o 3
HO 3 O O 3 8
: 2 COOH
COOH Ho” 2 1 4

Zur Strukturaufkldrung dieser Verbindung, von der sowohl das cis- als auch das trans-Isomer

per priparativer HPLC in III. 4 (Abb. 35) nachgewiesen wurde, ist auf die vorhandene
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Literaturangabe [104] zuriickgegriffen worden, woraus sich Ubereinstimmung mit den

eigenen ermittelten 'H-NMR-Daten (Tab. 12) ergab.

Tabelle 12: '"H-NMR Daten von cis- und frans-Cumaroylipfelsiureester in CD;0D

H Verschiebung 6 Signalform Kopplungskonst. J
[ppm] [Hz]

cis trans cis trans cis trans
2’ 7,67 7,48 d d 8,8 8,7
3 6,74 6,81 d d 8,8 8,7
5 6,74 6,81 d d 8,8 8,7
6 7,67 7,48 d d 8,8 8,7
7 6,92 7,66 d d 12,8 15,9
8’ 5,81 6,38 d d 12,8 15,9
2 5,44 5,48 dd dd 4,0;9,0 | 4,2;83
3a X 2,83 X dd X 8,3; 16,7
3b X 2,95 X dd X 4,2:16,7

Wie bei allen 1,4- und damit symmetrisch substituierten Aromaten fallen hier jeweils die
Protonen von H-2" und H-6" sowie H-3'und H-5"zusammen zu Signalen doppelter Signal-
intensitit. Diese Paare koppeln mit ihren Nachbarn nur als Dublett mit jeweils 8,7 bzw. 8,8

Hz.

Fiir das cis- und trans-Isomer resultierten bei gleichen Signalformen leicht unterschiedliche
ppm-Werte und geringe Abweichungen der Kopplungskonstanten (s. Tab. 12; vgl. auch
Cumarsiure, 3.4.3.1.3.).

Die trans-Doppelbindung wird durch die Kopplungskonstante von 15,9 Hz auf H-7" und H-8"
festgelegt. Im cis-Isomer koppeln die Protonen H-7° und H-8 mit der typischen
Kopplungskonstanten von 12,8 Hz miteinander. Die Signale fiir H-3a und H-3b des cis-
Isomers sind stirker durch das intensivere trans-Isomer {iberlagert, da hier die
Verschiebungen beider Isomere fast identisch sind. Diese Werte fehlen daher in Tab. 12 und

sind dort mit ,,x*“ gekennzeichnet.

Die hier gefundenen Verschiebungen und Signale sind weitgehend auch mit denen des im

Folgenden beschriebenen Kaffeoyl- sowie Feruloyldpfelsdureesters identisch.

Die ESI-MS-Messungen bestitigen die Strukturanalyse. Aus der —ESI-Messung geht m/z
279,0526 als [M—H] hervor; im +ESI-Modus zeigt sich ein schwaches Signal mit m/z
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303,0482 als [M+Na]". Fiir die massenspektrometrischen Untersuchungen wurde die folgende

Vergleichsliteratur herangezogen: [20, 58, 104, 136].

3.4.3.2.2. cis-/trans-Kaffeoylipfelsiureester (Verbindung P7)

Die Apfelsiureester der Kaffeesiure fanden sich im ,,Gelben Nachlauf* und der Ethylacetat-
Phase (Weg 2) (s. Abb. 35 und Abb. 67, Exp. Teil).

Die Molmasse fiir Kaffeoyldpfelsdureester wurde massenspektrometrisch als m/z 295,0448
als [M—H] per —ESI-MS sowie als m/z 319,0436 als [M+Na]" und 335,0100 als [M+K]" per

+ESI-MS ermittelt und mit der Literatur [20, 58, 59, 104, 136] verglichen.

Tabelle 13: "H-NMR-Daten von cis-/trans-Kaffeoylipfelsiureester in CD;0D

H Verschiebung o Signalform Kopplungskonst. J
[ppm] [Hz]

cis trans cis trans cis trans
2’ 7,45 7,05 d d 2,0 2,0
5 6,72 6,78 d d 8,0 8,2
6 7,04 6,96 dd dd 2,0;8,0 [ 2,0;8,2
7 6,85 7,59 d d 12,9 15,9
8’ 5,75 6,31 d d 12,9 15,9
2 5,44 5,47 dd dd 42,83 | 4,2;8,3
3a X 2,88 X dd X 8,3;16,7
3b X 2,96 X dd X 42;16,7

Bei der Strukturaufklirung mittels "H-NMR (Tab. 13) ergaben sich Ubereinstimmungen mit
den Literaturdaten [104]. Das Kopplungsmuster im Aromatenteil entspricht dem aller 1,3,4-
substituierten Benzene. So koppeln zunidchst H-5" und H-6" mit 8 bzw. 8,2 Hz miteinander.
H-5" hat keinen weiteren Kopplungspartner und erscheint daher als Dublett. H-6" stellt ein
Doppeldublett dar, da es auBerdem mit dem am Ring in meta-Stellung befindlichen Proton H-

2" mit ca. 2 Hz koppelt. Diese kleine Kopplungskonstante ist oft ungenau aufgeldst und daher
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schlecht zu erkennen. H-2" hat ebenfalls nur H-6" als Kopplungspartner und erscheint folglich
als Dublett. Die ppm-Werte fiir die beiden Isomeren zeigen auch hier wieder geringe

Abweichungen (vgl. Tab. 13).

Die Kopplungskonstante von 15,9 Hz steht fiir die als Dublett koppelnden Protonen H-7" und
H-8  in der trans-Form, wihrend die cis-Form wiederum eine Konstante von 12,9 Hz
aufweist. Die stirkere Tieffeldverschiebung von H-7" wird durch die an dieser Stelle
vorhandene relative Elektronenarmut bedingt, hervorgerufen durch den —M-Effekt der

Carbonylfunktion.

Die Protonen am C-3 des trans-Isomeren koppeln miteinander mit 16,7 Hz, jedoch mit
unterschiedlichen Kopplungskonstanten (4,2 Hz und 8,3 Hz) mit H-2, welches wiederum nur
mit den Protonen H-3a und H-3b koppelt. Somit erscheinen diese drei Protonen siamtlich als
Doppeldublett (s. Tab. 13). Die Signale des cis-Isomeren fiir dic Protonen am C-3 sind
gegeniiber dem trans-Isomer nur minimal verschoben, aber schwécher in der Intensitit. Zur

Erkldrung der in Tab. 13 mit ,,x* gekennzeichneten Zellen siehe 3.4.3.2.1.

3.4.3.2.3. cis-/trans-Feruloyliipfelsiureester (Verbindung P8)

C4H 1403, M, 310

Da es sich beim Feruloyldpfelsdureester ebenfalls um einen 1,3,4-substituierten Aromaten
handelt und die NMR-Signale im Séaureteil ohnehin identisch sind, ergibt sich ein dem
Kaffeoyldpfelsdureester (P7) analoges Bild beziiglich der Signale und Kopplungskonstanten,

mit kleinen Abweichungen in den ppm-Werten.

Als Charakteristikum fiir die Methoxygruppe erscheint bei 3,89 ppm ein Singulett, das fiir die
drei Protonen dieser Gruppe in Position 3° des Aromaten steht. Die Position der
Methoxygruppe an dieser Stelle des Molekiils konnte im NOE-Verfahren bewiesen werden
(Abb. 40).
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L Bei der NMR-Analyse des trans-
[ U Y s A It
Isomers in Aceton-dg (Tab. 15)

treten gegeniiber dem Spektrum in

CDs;OD (Tab. 14) beziiglich der

selstver WE 3.917 ppm

Signalformen keine Verdnderungen
auf, abgesehen von minimalen
ppm-Wert-Unterschieden und

kleinen Differenzen bei den

Kopplungskonstanten.

Abb. 40: Selektiver NOE 3,917 ppm von
Feruloylipfelsiureester

Tabelle 14: '"H-NMR Daten des cis-/trans-Feruloylipfelsiureesters in CD;0D

H Verschiebung 6 Signalform Kopplungskonst. J
[ppm] [Hz]

cis trans cis trans cis trans
2 7,76 7,21 d d 2,0 2,0
3" (-OCH3;) (3,86 3,89 s s — —
5 6,76 6,81 d d 8,2 8,2
6 7,11 7,09 dd dd 2,0;82 | 2,0;8,2
7 6,91 7,66 d d 12,8 15,9
8 5,83 6,43 d d 12,8 15,9
2 5,44 5,46 dd dd 42,83 | 42;83
3a X 2,88 X dd X 8,3;16,7
3b X 2,96 X dd X 4,2; 16,7

Tabelle 15: "H-NMR Daten von trans-Feruloylipfelsiureester in Aceton-dg

H Verschiebung 6 Signalform Kopplungskonst. J
[ppm] [Hz]

2 7,4 d 1,3

3" (-OCH,) 3,88 s —

5 6,88 d 8,0

6 7,17 dd 1,3; 8,0

T 7,66 d 15,9

8 6,46 d 15,9

2 5,54 dd 3,9; 8,7

3a 2,91 dd 8,7;16,7

3b 3,03 dd 3,9; 16,7

Die vorhandenen Literaturdaten [104] beschreiben nur die Vermessung in deuteriertem

Methanol. Da die Substanz aber zundchst in Aceton-d¢ vermessen wurde, kann nunmehr ein
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Datenvergleich der Tab. 14 und 15 die Ldsungsmittelabhingigkeit der Verschiebungen
beziiglich der trans-Isomeren darstellen. Zu erkennen ist eine leichte Tieffeldverschiebung bei

der Messung in Aceton-ds gegeniiber der Messung in CD;0D.

Die UV-Spektren von trans- und cis-Isomer sind beziiglich der Lage ihrer Maxima identisch
(Maxima: (217), 237, (300 sh), 327 nm; Abb. 41). Das cis-Isomer zeigt allerdings etwas

weniger intensive Signale.

Abb. 41:
o] UV-Spektren von trans- (links) und | |
cis- (rechts) Feruloylipfelsiureester

Neben der Hauptkomponenten trans-Feruloyldpfelsdureester tritt ebenfalls das cis-Isomer in
geringerer Intensitdt auf. Da zum cis-Isomer ebenfalls NMR-Literaturdaten [104] vorhanden
sind und im Spektrum lediglich geringe Uberlappungen im Aromatenteil auftraten, war eine
Parallelbestimmung mdglich. Die Verschiebungen der cis-Form sind in Tab. 14 der trans-
Form gegeniibergestellt. Die Signalformen sind mit der trans-Form identisch, ebenso die

meisten Kopplungskonstanten. Als cis-Isomer koppeln hier allerdings H-7" und H-8" mit 12,8
Hz.

Die Signale des cis-Isomers fiir die Protonen am C-3 sind gegeniiber dem trans-Isomer nur
minimal verschoben, aber in der Intensitit schwécher. Es trifft der unter 3.4.3.2.1.
beschriebene Sachverhalt zu. Dass es sich aber ebenfalls um den Ester handelt und nicht etwa
nur um Cis-Ferulasdure ist am zweifach vorhandenen Signal fir H-2 zu erkennen. Hier wird

die partielle Uberlappung der Signale deutlich.

Letztendlich ergab die massenspektrometrische Untersuchung die Bestitigung der Struktur,
wobei auch hier wieder Vergleichsliteratur herangezogen wurde [20, 58, 104, 136]. Die
hochauflosende ESI-MS-Messung lieferte die Molmasse von 310 als [M—H] mit 309,0624
im —ESI-Modus und eine Masse von 333,0580 als [M+Na]" im +ESI-Modus.
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3.4.3.2.4. trans-Kaffeoylipfelsiure-1-methylester / trans-Kaffeoylipfelsiure-4-methylester
(Verbindungen P9 und P10)

1 1

COOCH
s 7 9 M CiHuOp M, 310 s . O  COOH
2
g O 3 o o 3
COOH COOCH;

Die Verbindungen P9 und P10 sollen zusammen besprochen werden, da sie in einem Peak
von der HPLC-S#ule eluierten (s. Abb. 35). An Hand des "H-NMR wurde ersichtlich, dass es
sich aber um zwei Substanzen handeln musste, die ungefdahr im Verhéltnis 1:2 auftraten. Dies
zeigte sich zundchst an den zwei Signalen der Methoxygruppe sowie an den ebenfalls doppelt
vorhandenen Signalen fiir H-7und H-8°, die sich nur gering in ihren Verschiebungen
unterschieden, wihrend die Unterschiede bei der Verschiebung der jeweils drei Protonen der

Methoxygruppe deutlich waren (3,72 ppm und 3,76 ppm; s. auch Tab. 16).

Tabelle 16: '"H-NMR der Kaffeoylipfelsiuremethylester in CD;0D

H Verschiebung 6 Signalform Kopplungskonst. J
[ppm] [Hz]

2 7,05 d 1,7

5 6,78 d 8,3

6 6,96 d 8,3; 1,7

7 7,58/17,59 d 15,9

8 6,29 /6,30 d 15,9

2 5,49 dd 4,6; 8,0

3a 2,94 dd 8,0; 16,9

3b 3,0 dd 4,6;16,9

1 bzw. 3,72/3,76 S —

4 (-OCH;)

Auch bei den Protonen H-2 und H-3a/b zeigte sich eine Signalverdoppelung. Jedoch war auf
Grund der Signalvielfalt an diesen Stellen eine Zuordnung und Bestimmung der
Kopplungskonstanten lediglich des Signals der jeweils intensiveren Verbindung mdglich. Die
Verschiebungen fiir die Methoxygruppe und fiir H-7"und H-8" beider Verbindungen sind in
Tab. 16, mit Schrégstrich voneinder getrennt, aufgefiihrt.
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Je weiter entfernt sich die Atome von der Methylestergruppierung befinden, desto weniger
unterscheiden sich beide Verbindungen in ihren Signalverschiebungen voneinander. So

tiberlagern sich die Signale beider Ester im Aromatenbereich vollstidndig.

Die —ESI-MS-Messung ergab eine Masse von 309 als [M—H] . Somit kam u. U. auch der
Feruloyldpfelsdureester (P8) mit gleicher Molmasse in Betracht. Da aber die Signale der
Methoxygruppen weiter zum Hochfeld verschoben waren als bei P8 (3,72 / 3,76 gegeniiber
3,89; Tab. 16 und 14), deutete dies auf entsprechende Methylester hin.

Diese Hypothese bestétigte sich auch bei der DC dieser Estermischung neben
Feruloyldpfelsdure im FlieBmittelgemisch VII. Hier waren die Ester als zwei Banden mit
etwas grofleren R-Werten (0,90; 0,95) und hellblauer Fluoreszenz (A = 366 nm) zu detektieren,
wiahrend der trans-Feruloyldpfelsdureester einen RgWert von 0,88 und lilafarbene
Fluoreszenz zeigte. Im Ubrigen eluierten die Ester P9 und P10 spiter von der RP-Siule bei
der préparativen HPLC als Feruloyldpfelsdureester, was fiir groBere Lipophilie ersterer
spricht. Dieses Ergebnis korrelierte mit den Befunden der DC. Eine Trennung des
Estergemischs mittels praparativer DC im FlieBmittelgemisch VII erschien daher als mdglich,

wurde jedoch auf Grund zu geringer Substanzmengen nicht praktiziert.

Die 'H-NMR-Daten fiir den Kaffeesiureteil des Molekiils entsprechen denen des Kaffeoyl-
apfelsdureesters (s. Tab. 13). P9 und P10 liegen beide nur als trans-Isomer vor, was aus den
Kopplungskonstanten der Signale fiir H-7und H-8" von 15,9 Hz deutlich wird. Geringe
Abweichungen gegeniiber den Daten des Apfelsiureteils, beispielsweise bei P7, erkliren sich
aus der Methylierung der Apfelsiure (s. Tab. 16 und 13).

Beide ,,Di“-Ester stellen neue Naturstoffe dar.

3.4.3.2.5. cis-/trans-Chlorogensiiure (cis-/trans-5-Kaffeoylchinasdiiure) (Verbindung PI11)
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Chlorogenséure ist der Prototyp der Ester aromatischer Hydroxycarbonsiuren, die auch als
Depside bezeichnet werden, und kommt in fast allen pflanzlichen Geweben, jedoch in relativ

niedriger Konzentration (ca. 0,01 %; Ausnahme: griine Kaffeebohnen 3-8 %) vor.

Tabelle 17: "H-NMR-Daten von cis-/trans-5-Kaffeoylchinasiure in CD;0D

H Verschiebung o Signalform Kopplungskonst. J
[ppm] [Hz]

cis trans cis trans
2ax 1,97-227 | 1,95-2.25 m — —
2eq 1,97-227 | 1,95-2.25 m — —
3 5,33 5,32 dt 45; 8,5 4,5; 8,5
4 3,73 3,72 dd 3,5;8,5 3,2;8,5
5 4,13 4,16 ddd 3,0;3,5;6,0 | 2,6; 3,2; 5,8
6ax 1,97-227 | 1,95-2,25 m — —
6eq 1,97-227 | 1,95-2,25 m — —
2 7,39 7,04 d 2,0 2,0
5 6,72 6,77 d 8,0 8,2
6 7,06 6,94 dd 2,0; 8,0 2,0; 8,2
7 6,78 7,55 d 13,0 15,9
8 5,75 6,26 d 13,0 15,9

Im NMR-Spektrum koppeln, wie bei den bereits besprochenen 1,3,4-substituierten Aromaten
(s. v.), H-5" und H-6" miteinander als Dublett mit ca. 8 Hz. Da H-6", das mit H-2" mit ca. 2
Hz koppelt, noch einen weiteren Partner hat, ergibt sich als Signalform ein Doppeldublett. Die
trans-Doppelbindung resultiert wiederum aus der Kopplungskonstanten von ca. 16 Hz fiir die

beiden Protonen am C-7'und C-8".

Fiir die selten in der Literatur erwihnte cis-Chlorogensédure, die im ,,Gelben Nachlauf* neben
der trans-Form vorlag, standen keine Referenzdaten zur Verfiigung. Der Aromatenteil konnte
aber mit dem Aromatenteil des cis-Kaffeoyldpfelsdaureesters verglichen werden (P7), da in
diesem Fall ebenfalls die cis-Kaffeesdure zu Grunde liegt, fiir die Vergleichsdaten existieren.
Die Signalformen stimmen iiberein. Auch zeigen die Signalverschiebungen prinzipiell
Ubereinstimmung, ebenso mit dem trans-Isomer der Chlorogensiure (vgl. Tab. 17). Der cis-
Charakter der Doppelbindung war an Hand der Kopplungskonstanten von 13 Hz fiir die
Protonen H-7" und H-8" festzulegen.

Die Signale fiir den Chinaséureteil stimmen bei beiden Isomeren, bis auf die auch bei den
anderen cis-/trans-Isomeren gefundenen geringen Signalverschiebungen (vgl. Tab. 17),

iberein. Die insgesamt vier Protonen an C-2 und C-6 ergeben auf Grund der Signalvielfalt das
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Multiplett von 1,95 - 2,25 bzw. 1,97 - 2,27 ppm. H-3 koppelt mit H-4 mit 8,5 Hz sowie mit
den beiden Protonen am C-2 ebenfalls mit 8,5 Hz. Diese beiden letztgenannten Protonen
fallen in das eben erwédhnte Multiplett. Aus diesen drei Kopplungen, von denen zwei eine
identische Kopplungskonstante aufweisen, ergibt sich als Signalform ein Dubletttriplett. H-4
koppelt mit H-3 mit 8,5 Hz und mit H-5 mit 3,2 bzw. 3,5 Hz. Daraus resultiert das
Doppeldublett. H-5 schlieBlich koppelt als Partner von H-4 mit diesem Proton mit 3,2 bzw.
3,5 Hz.

Die vorliegenden Analysenergebnisse stimmen mit Literaturangaben [18, 158, 27] {iberein
und sind mit der unter analogen Bedingungen vermessenen Referenzsubstanz trans-
Chlorogenséure konkruent. Schlief8lich lieferte die hochauflosende ESI-MS die entsprechende
zugehdrige Molmasse von 353,0858 als [M—H]™ bzw. 355,1037 als [M+H]" sowie 377,0798
als [M+Na]".

In den Fraktionen der Chinasédureester wurde auch freie Chinasdure (1,3,4,5-Tetrahydroxy-1-

cyclohexen-1-carbonsdure) gefunden (3.5.2.5.).

Das UV-Spektrum der trans-Chlorogensédure (Abb. 42) zeigt die fiir Kaffeesdurederivate typi-
— schen Maxima (218, 243, (298 sh), 326 nm)
"""" und entspricht, mit geringen Abweichungen
) /\ der Wellenldngen, auch den UV-Spektren

von trans-Kaffeesdure (P4), 5-Kaffeoyl-
epichinasduremethylester ~ (P12), trans-
Kaffeoylipfelsdureester (P7) sowie der

L beiden Methylester (P9, PI10). In allen

diesen Fillen stellt trans-Kaffeesdure das
Abb. 42: UV-Spektrum der trans-Clorogensiure

UV-aktive Chromophor dar.

3.4.3.2.6. trans-5-Kaffeoylepichinasiuremethylester (Verbindung P12)

8 7
H,COOC  OH Uber das Vorkommen der Substanz mit der

o 6 2 nebenstehend vorgeschlagenen Struktur ist bisher

7 , : . .
\}U\ 3\ nicht berichtet worden. Bei der Extrakt-
g g 07 %5Y; OH
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aufarbeitung von Acmella ciliata fiel sie in der Ethylacetat-Phase (Weg 2) und im ,,Gelben
Nachlauf* an (s. Abb. 35).

Zur Strukturaufklarung diente zunichst die ESI-MS, die eine Molmasse von 367,0984 als
[M—H] und 369,1192 als [M+H]" sowie 391,1013 als [M+Na]" ergab. Die Massendifferenz
zur Chlorogensdure (3.4.3.2.5.) betrug somit 14, was der Masse einer Methylengruppierung
entspricht. Somit waren eine Methoxygruppe am Aromaten oder der Methylester der

Chinasiure am wahrscheinlichsten.

Tabelle 18: "H-NMR-Daten von 5-Kaffeoylepichinasiuremethylester

H Verschiebung o Signalform Kopplungskonst. J
[ppm] [Hz]
2ax 1,95-2,25 m —
2eq 1,95-2,25 m —
3 5,26 dt 7,2;4,8
3,73 dd 3,0;7,2
5 4,13 dt 3,5;6,9
6ax 1,95-2,25 m —
6eq 1,95-2,25 m —
8 (-OCHj;) 3,69 s/ (3H) —
2 7,04 d 2,0
5 6,78 d 8,2
6 6,95 dd 2,0; 8,2
T 7,52 d 15,9
8’ 6,21 d 15,9

Das 'H-NMR (Tab. 18) zeigte einen der Chlorogensiure identischen Kaffeesiurerest mit
trans-Doppelbindung (J = 15,9 Hz) zwischen C-7" und C-8" (vgl. Tab. 17 und 18). Damit
konnte die Ferulasdure als potentieller Baustein ausgeschlossen werden. Die Vermutung, dass
es sich um den Methylester der Chinasdure handeln konnte, wurde durch einen einzigen
Literaturhinweis [191], der den 5-Kaffeoylchinasduremethylester als neuen Naturstoff
beschreibt, gestiitzt. Die eigenen Daten der Signalmuster sowie der Kopplungskonstanten fiir
die Protonen am C-3 und C-4 weichen jedoch von den Literaturangaben ab. Wahrend in der
vorliegenden Arbeit diese beiden Signale als dt in Erscheinung treten mit jeweils nur zwei
verschiedenen Kopplungskonstanten (Tab. 18), beschreiben ZHU et al. [191] die Signalform
dd fiir H-3 mit 3,5 Hz und ein ddd mit nur einer Kopplungskonstanten von 3,5 Hz fiir H-5.
Eigentlich miissten bei einem Dublett zwei verschiedene Kopplungskonstanten existieren, bei

einem dreifachen Dublett sogar drei.
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Zumindest ldsst die Literaturangabe des dreifachen Dubletts fiir H-5 auf eine Substitution
bzw. auf die Stellung der Carbonylfunktion analog der vorangehend beschriebenen
Chlorogenséure schliefen. Das Signal fiir das Proton an C-5 stellt bei der Chlorogenséure
(Tab. 17) ebenfalls ein ddd dar, was mit dem stirker Elektronen ziehenden Effekt durch die
axiale Position der Carbonylfunktion und damit die groBBere rdumliche Néhe zu diesem Proton
als zu dem Proton an C-3 zu erkléren ist. Die grofere raumliche Nidhe zu H-5 kommt durch

die axiale Position der Saurefunktion zu Stande.

Im Fall dieses Esters scheinen die rdaumliche Ndhe und damit der FEinfluss der
Carbonylfunktion auf das Proton H-5 eine geringere Rolle zu spielen, da dieses Signal hier,
ebenso wie das Signal fiir H-3, als dt in Erscheinung tritt, was nur durch eine dquatoriale
Stellung der Carbonylfunktion zu erkldren ist. Diese Unterschiede wéren theoretisch noch
genauer an den Protonen am C-2 und C-6 zu verdeutlichen. Jedoch fallen diese in einem
Multiplett zusammen und ergeben somit keine auswertbaren Signale. Allerdings ist zu
konstatieren, dass sich die Muster der Chlorogensdure und des hier beschriebenen
Methylesters am Signal von H-5 deutlich voneinander unterscheiden, und auch das Signal fiir
H-3 unterscheidet sich zumindest noch in den Kopplungskonstanten und an diesen Stellen

auch pragnant von der Literatur [191] (vgl. Abb. 43).

0 L

2.2918
Integral
2 B678
2.3044

T T I e
5.25 ppm 525 4.2 4.1
Signal fiir H-3 der Signal fiir H-3 des Signal fiir H-5 der Signal fiir H-5 des trans-
trans-Chlorogensiure: trans-Kaffeoylepichina- trans-Chlorogensiure: Kaffeoylepichinasiure-
5,32 ppm; dt; 4,5/8,5Hz  sduremethylesters: 4,16 ppm; ddd; 2,6 / 3,2 / methylesters: 4,13 ppm;
5,26 ppm; dt; 4,8/ 7,2Hz 5,8 Hz dt; 3,5/6,9 Hz

Abb. 43: Vergleich der Signale fiir H-3 und H-5 der Verbindungen P17 und P12

Auf Grund der dargestellten Erkenntnisse kann fiir die isolierte Substanz die angenommene
Strukur (s. Formel) als realistisch angesehen werden und der trans-5-Kaffeoylepichina-

sdauremethylester als neuer Naturstoff in Acmella ciliata gewertet werden. Das Prafix ,,epi® im
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Trivialnamen wird analog zur 3,5-Dikaffeoylepichinasdure verwendet, bei welcher sich die

Carbonylgruppe am C-1 der Chinasdure ebenfalls in dquatorialer Position befindet [74].

Das UV-Spektrum entspricht dem der trans-Chlorogen- bzw. trans-Kaffeesdure (s.
3.4.3.2.5.), da auch hier der Kaffeesdure-Teil das UV-aktive Element darstellt.

3.4.3.3. Phenolglykoside

3.4.3.3.1. Isoquercitrin (Quercetin-3-0-f-D-glucosid) (Verbindung P13)

Dieses Phenolglykosid wurde von Séule III. 5 (s.
Abb. 35), neben Rutosid (PI4) und der oben

beschriebenen Chlorogensédure (PI11), zunichst

mittels analytischer HPLC und paralleler DC,
identifiziert. Fiir alle drei Verbindungen lagen die
entsprechenden Referenzsubstanzen vor, so dass durch Cochromatographie und ,,Spiking* per
DC und HPLC (UV-Detektor) die Identitit mit den Proben bestitigt werden konnte
(identische Retentionszeiten und UV-Spektren).

Allerdings sind die UV-Spektren von Isoquercitrin und Rutosid auch konkruent (s. Abb. 44),
da nur das Aglykon Quercetin UV-aktiv ist. Zu erkennen sind die fiir viele Flavonoide
typischen zwei Maxima, die in diesem Fall bei 257, (266 sh, 294 sh) und 354 nm liegen (Abb.
44).

Abb. 44:

UV-Spektren
von
Isoquercitrin

(links) und =

/ \/ \ S /\/ \

Isoquercitrin wurde anschlieBend per praparativer HPLC bei 330 nm (s. Abb. 45) isoliert. Da

von Isoquercitrin etwas mehr Substanz als vom nachfolgend dargestellten Rutosid gewonnen
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werden konnte, wurde zur Strukturabsicherung dariiber hinaus die "H-.NMR in CD;OD
durchgefiihrt. Bei der Auswertung der NMR-Daten (Tab. 19) konnte Bezug genommen
werden auf die unter gleichen Bedingungen vermessene Referenzsubstanz sowie auf

entsprechende Literaturangaben [41, 107], was die Identitét belegte.

a8 Abb. 45:
» Chromatogramm der
3:’ ] priparativen HPLC von
Sammelfraktion III. 5
] bei 330 nm
. (Parameter s. Exp. Teil)

° 7/ 28 . A \ s8

Chlorogenséure Rutosid Isoquercitrin

Die Protonen am C-6 und C-8 koppeln nur untereinander als Dublett mit 2 Hz. Das
Kopplungsmuster der Protonen H-2’, H-5" und H-6" entspricht dem der 1,3,4-trisubstituierten
Aromaten (vgl. Tab. 9 unter 3.4.3.1.2.). Das anomere Proton der Glucose (G-1) zeigt sich bei
5,26 ppm als Dublett mit 7,5 der axial-axial-Kopplung mit G-2. Die Signale fiir G-2 und G-3
stellen schwer zu erkennende Doppeldubletts dar, da die Kopplungskonstanten fiir G-2 mit G-
1 (7,5 Hz) und G-2 mit G-3 (9,0 Hz) sowie fiir G-3 mit G-4 (8,5 Hz) leicht differieren. Die
Signale von G-4 und G-5 werden durch das Losungsmittel Methanol (deuteriert) {iberdeckt.

Tabelle 19: '"H-NMR Daten von Isoquercitrin in CD;OD

H Verschiebung 6 Signalform Kopplungskonst. J

[ppm] [Hz] Die  Kopplungskonstante
6 6.21 d 2.0 der geminalen Kopplung
g, 3247‘8 g gg der Protonen G-6a und G-
5 6,88 d 8,5 6b betrigt 12 Hz. Diese
6 7,59 dd 2,0; 8,5 .
G-1 5.6 d 75 Protonen koppeln einmal
G-2 3,48 dd 7,5:9,0 mit 2,0 Hz (G-6a) und mit
G-3 3,42 dd 8,5:9,0
G-4 verdeckt durch Lésungsmittel 5,0 Hz (G-6b) mit dem
G-5 " " "
G-6a 371 ad 20:12.0 axialen Proton G-5 (Tab.
G-6b 3,57 dd 5,0; 12,0 19)
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Die —FAB-MS-Messung lieferte die entsprechende Masse von 463,2 als [M—H] und die
+FAB-MS-Messung die Masse 487,1 als [M+Na]". Nachfolgende ESI-MS-Messungen
erbrachten iibereinstimmende Ergebnisse: 463,0884 [M—H] ; 487,0860 [M+Na]".

Isoquercitrin sowie Rutosid wurden bereits in Acmella ciliata, damals falschlicherweise als
,Spilanthes oleracea* betrachtet, nachgewiesen. Jedoch wurde die '"H-NMR-Analytik nicht
zur Strukturaufkldrung herangezogen [177]. Insgesamt kann die Struktur des Isoquercitrins

durch die obige Analytik als bestdtigt betrachtet werden.

3.4.3.3.2. Rutosid (Quercetin-3-0-(6-0-a-L-rhamnosyl)-f-D-glucosid) (Verbindung P14)
Rutosid (Rutin) unterscheidet sich vom
OH
N Isoquercitrin lediglich im Zuckeranteil,
welcher beim Rutosid aus dem Disaccharid

on CrH320046 Rutinose besteht, in dem Rhamnose und
OH M, 610

Glucose 1—6 o miteinander verkniipft
sind. Hinsichtlich der auf das mit Isoquercitrin gemeinsame Aglykon Quercetin bezogenen
Analysendaten (Tab. 19) kann auf die obigen Aussagen Bezug genommen werden. Auflerdem
wurde auch hier die Identitidt durch Cochromatographie und ,,Spiking“ (DC, HPLC) mittels
Referenzsubstanz bestitigt. Zuziiglich lieferte die +FAB-MS-Messung die Masse 633 als
[M+Na]".

3.4.3.3.3. Weitere Flavonoide

Weitere Flavonoide konnten auf Grund zu geringer Mengen lediglich per DC detektiert (Abb.
36) und unter Einbeziehung der ESI-MS-Messungen teilweise zugeordnet werden. So ergab
sich neben Isoquercitrin (P13) und Rutosid (PI14) ein Hinweis auf das Vorliegen von
Miquelianin (Quercetin-3-O-f-D-glucuronosid; 477,0675 [M—H] ; R¢= 0,47; Abb. 36), bei
dem das Aglykon Quercetin mit Glukuronsdure B-glykosidisch verkniipft ist. Dafiir spricht
neben der entsprechenden Molmasse die Tatsache, dass diese Substanz nur im —ESI detektiert
wurde und der R~Wert kleiner als der des Isoquercitrins ist, was auf die S&urefunktion

hindeutet.
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AuBerdem ist ein weiteres Flavonoid sichtbar (R = 0,69; Abb. 36), dem die Molmasse 492
(491,0832 [M—H]; 515,0813 [M+Na]") zugeordnet wurde. Die groBere Lipophilie (hoherer
R~Wert) als Isoquercitrin, die Detektion auch im +ESI-Modus analog zu Isoquercitrin sowie

eine Massendifferenz von 28 gegeniiber Isoquercitrin fithrten zu der unten rechts dargestellten

Strukturhypothese. Die Stellung der Methoxygruppen kann variieren.

Miquelianin mogliche Struktur von Flavonoid M, 492
Die von VERYKOKIDOU-VITSAROPOULOS und BECKER [177] beschriebenen Flavonoide

Apigenin-7-O-glucosid und Apigenin-7-O-neohesperidosid (Rhoifolin) konnten nicht

nachgewiesen werden.

3.4.3.4. Aesculetin (Verbindung P15)

Tabelle 20: '"H-NMR Daten von Aesculetin in CD;0D

1
HO(7 2 o o H Verschiebung & Signalform Kopplungskonst. J
2 [ppm] [Hz]
HO 5 4 3 7,78 d 9.4
4 6,16 d 9,4
CoHgO4, M, 178 5 6,93 S —
8 6,75 S —

Die Struktur des Aesculetins ergibt sich aus dem 'H-NMR, das vier Signale aufweist (Tab.
20). Die beiden Dubletts stehen fiir die Protonen der cis-Doppelbindung zwischen C-3 und C-
4 mit Kopplungskonstanten von 9,4 Hz. Durch den Elektronen ziehenden Effekt des
benachbarten Carbonyls ist das Signal fiir H-3 stirker zum Tieffeld verschoben als fiir C-4.

Die beiden Protonen an C-5 und C-8 sind isoliert und erscheinen somit als Singulett.

Die hochauflosende +ESI-MS bestdtigte die Struktur und ergab ein Signal fiir den Molpeak
von 179,0340 als [M+H]" und 201,0159 als [M+Na]". Die —ESI-MS erbrachte 177,0181 als
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[M—H] . SchlieBlich bestitigte auch die EI-MS bei 200° und 280° C die Molmasse von 178
als [M]".

Die Identitdt der Substanz wurde auBBerdem durch Cochromatographie mit einer Aesculetin-

Referenz bewiesen (s. Abb. 46).

Abb. 46: Abb.47 ]|

DC von Aesculetin UV-Spektrum von ™7} |
von links nach rechts: Aesculetin |
Referenz, Probe, \
Probe/Referenz 1:1 “1 W

(FM: VII; Det.: UV, - N\
A =366 nm) \ - / \\

Die Ry-Werte aller drei Banden (Abb. 46) waren identisch und zeigten die typische blaue
Eigenfluoreszenz der Hydroxycumarin-Derivate im UV-Licht bei 366 nm mit Verstirkung

nach Bespriithen mit dem Naturstoffreagenz (s. Exp. Teil).
Im UV-Spektrum der Probensubstanz (Abb. 47) finden sich die fiir Hydroxycumarine

typischen vier Maxima bei den Wellenldngen: Anax = 226, 257, 299, 345 nm.

3.4.3.5. Matairesinol (Verbindung P16)

eage 2

Basispeak
m/z 137,2

Molpeak
m/z 358,2

C20H2206s Mr 358

Abb. 48: EI-Massenspektrum von Matairesinol bei 170° C
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Matairesinol gehort zu den Lignanen, die biogenetisch Dimere von Phenylpropanderivaten
darstellen. Lignane kommen haufig in den Familien der Cupressaceae, Piperaceae,

Maiapfel) und

Berberidaceae (pharmazeutisch relevant: Podophyllum peltatum L.
Zygophyllaceae [73] vor. In der Familie der Asteraceae sind Lignane eher selten anzutreffen,

z. B. in GrofBer Klette (Arctium lappa L.) [180].

Das Vorkommen von Lignanen neben Alkamiden scheint eine Verstirkung der insektiziden
Wirkung zu bedingen [46] und wurde in wenigen Asteraceae-Gattungen, z. B. in der
Subtribus-Verwandten Heliopsis scabra, sowie in anderen ,,Alkamid-Familien®, den
Piperaceae und Rutaceae, festgestellt [22]. Der Matairesinol-Nachweis in der Gattung

Acmella konnte hier erstmalig erbracht werden.

Mittels vergleichender DC zwischen vorliegender Probe und einer Matairesinol-Referenz
wurden nach Bespriihen mit Anisaldehyd/Schwefelsdure zwei rot gefarbte Banden identischer
Re~Werte (0,31) sichtbar (Abb. 49). Auch das UV-Spektrum (Abb. 50) mit den fiir Lignane
typischen Maxima (Amax = 230, 283 nm) bewies die Identitdt durch Vergleich mit einem

Referenzspektrum.

Abb. 49: Abb. 50: ‘ (\

DC von UV-Spektrum von - \
Matairesinol Matairesinol

Probe, in Methanol oo \
Referenz

(FM: IX; Det.:

Anisaldehyd / -

‘|
L
Schwefelséure) - \ A\

T e ™

Die Molmasse resultiert aus der EI-MS mit 358,2. Im MS-Spektrum findet sich der Basispeak
mit m/z 137,2, der dem Molekiilteil mit der Summenformel CgHyO, entspricht (s. Abb. 48 und
Formel), entstanden nach Bindungsbruch zwischen C-7" und C-8” bzw. C-1 und C-7.

Das 'H-NMR-Spektrum der isolierten Substanz ist identisch mit der unter gleichen
Bedingungen vermessenen Referenzsubstanz. Somit kann die Existenz von Matairesinol in

Acmella ciliata als bewiesen angesehen werden.
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Hinsichtlich der NMR-Daten (Tab. 21) war auf entsprechende Literatur [45, 100, 123, 170]
zurlickzugreifen. Jedoch schien eine Prazisierung angeraten, da keine Daten fiir die Messung
in Deutero-Methanol als Losungsmittel vorlagen, in Deutero-Chloroform vermessene Proben
zumeist &lteren Datums sind und mit der damaligen Technik noch keine so prizisen
Auflosungen zu erzielen waren. Die Messung in deuteriertem Methanol erschien hier logisch,
da die Substanz in einem Methanol-Extrakt angefallen war und sie sich hervorragend in

Methanol 16ste.

Durch Vergleich der ermittelten NMR-Daten mit den Angaben verschiedener Literatur, unter
Beriicksichtigung der teilweise etwas anderen Verschiebungen gegeniiber jenen in Deutero-
Chloroform und in Kombination mit den oben erwédhnten analytischen Methoden, kann die
Identitdt als zweifelsfrei bewiesen angesehen werden.

g e e .
Tabelle 21: "H-NMR Daten von Matairesinol in CD;0D Aus  dem NMR-Spektrum

H Verschiebung 6 Signalform Kopplungskonst. J (Tab. 21 und Abb. 51) ist zu
[ppm] [Hz]
entnechmen, dass H-6 und H-

2 6,67 brs - 5 zunichst untereinander mit
3-OCH; 3,79 s — ..
5 6,70 d 8.0 8 Hz koppeln, wobei sich fiir
6 6,58 dd 2,0;8,0 H-5 ein Dublett ergibt. H-6
7a 2,89 dd 6,0; 14,0 o . .
7b 2,82 dd 7,0; 14,0 besitzt in H-2 einen weiteren
8 2,66 ddd 6,0;7,0; 8,0 .

’ T Kopplungspartner, mit dem
% 6,56 d 2,0 PPIUNESpartiet,
3"-OCH;, 3,78 s — es mit 2 Hz koppelt und
> 6,68 d 8,0 erscheint daher als Doppel-
6 6,51 dd 2,0; 8,0
7a’ 2,46 -2.55 m — dublett. Umgekehrt ist die
7b’ 2,46 - 2,55 m — . .
Y 246 -2.55 m . kleine Kopplung von H-2 mit
9a’ 4,16 dd 7,5;9,0 H-6 nicht aufgeldst, so dass
9b’ 3,93 dd 7,5;9,0

hier von einem breiten
Singulett zu sprechen ist. Dies liegt wohl an der Uberlagerung des rechten Signalteils des
Dubletts von H-5" mit dem Signal von H-2. Zu erkennen ist hier die Verbreiterung dieses
Signals. Aullerdem iiberlagern sich der linke Signalteil des Dubletts von H-5" und der rechte
Signalteil des Dubletts von H-5, was ebenfalls in einer Verbreiterung des Signalteils
gegeniiber dem nicht iiberlagerten linken Teil von H-5 deutlich wird. Dadurch sind auch die
Integrale der Signale >1. Das Doppeldublett von H-6 ist zudem teilweise durch das Dublett

von H-2" iiberlagert, welches gegeniiber den Literaturdaten (s. o.) fiir Messungen in Deutero-
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Chloroform offensichtlich durch das deuterierte Methanol stirker zum Tieffeld verschoben

wird als alle anderen Signale (Tab. 21 und Abb. 51).

Im zweiten aromatischen Ring mit analogen Substituenten sind die Kopplungsmuster

identisch, bis auf die

iR siiiiéﬁiiiiii‘i‘;ﬁ:
\ AR\ A\ 4

]
f

( _ H-2 und H-6, die aufgeldst
wird und als  Dublett

Kopplung mit 2 Hz zwischen

erscheint. Die beiden
Methoxygruppen am C-3 und

C-37 erscheinen als Singulett

| ~ bei 3,79 bzw. 3,78 Hz. Die
’J ' J / insgesamt drei Protonen von
i Y W w H MYW C-7 und C-8 fallen in dem

Multiplett mit 2,46-2,55 ppm

o T

Abb. 51: "H-NMR Spektrum von Matairesinol in CD;0D zusammen. H-8 hat  drei

Kopplungspartner und er-
scheint daher als dreifaches Dublett mit drei Kopplungskonstanten, wobei der entsprechende
Partner H-8  mit 8 Hz nicht wiederzufinden ist, da er in das zuvor erwédhnte Dublett fallt. Die
beiden Protonen am H-7 koppeln jeweils als Doppeldublett zundchst mit 14 Hz miteinander

und dann mit 6 bzw. 7 Hz mit H-8.

Die Protonen am C-9” erscheinen unter dem Lacton-Einfluss etwas zum Tieffeld verschoben
und koppeln mit 9 Hz untereinander und jeweils mit 7,5 Hz mit H-8", wobei das Signal des
Partners im bereits erwahnten Multiplett liegt. Auf Grund der gleichen Kopplungskonstanten

der Protonen am C-9 kann deren Zuordnung als austauschbar betrachtet werden.

34.4. Restimee

Die phenolischen Verbindungen in Acmella ciliata konnten auf Grund ihres {iberwiegend
hydrophilen Charakters im Methanolextrakt der Gesamtpflanze angereichert und durch
Ethylacetat-Ausschiittelung und SC an Sephadex LH 20 fraktioniert und isoliert werden. Die
Strukturaufklirung erfolgte nach HPLC mittels 'H-NMR und MS, zumeist unter

Einbeziehung von entsprechenden Vergleichssubstanzen.
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Wie unter 3.4.1. aufgefiihrt, spielen die Phenolcarbonsduren eine wichtige Rolle in der
Biogenese und kommen ubiqitdr im Pflanzenreich als Hydroxybenzoe- und Hydroxy-
zimtsduren vor. Die erstere Kategorie ist in Acmella ciliata durch Hydroxybenzoesdure selbst
und als Protocatechusiure vertreten. Dominanter sind jedoch die Hydroxyzimtsiduren Kaffee-,
p-Cumar- und Ferulasdure. Diese aromatischen Hydroxycarbonsduren treten auch als
Depside, d. h., als Ester mit anderen Siuren auf. Es wurden die Apfelsdureester aller drei
Phenolcarbonsduren gefunden sowie die bisher nicht nachgewiesenen Methylester des trans-
Kaffeoyldpfelsdureesters. Dariiber hinaus lag die Kaffeesdure verestert mit Chinasdure als
Chlorogensdure, dem Prototyp der Depside, vor. Mit dem trans-5-Kaffeoylepichina-

sduremethylester wurde eine neue phenolische Verbindung nachgewiesen.

Weiterhin konnten das Hydroxycumarin Aesculetin und die zu den Lignanen gehdrende
symmetrische Verbindung Matairesinol identifiziert werden. Als Flavonoide wurden
Isoquercitrin und Rutosid isoliert, Miquelianin und ein nicht weiter identifiziertes Flavonoid
massenspektrometrisch erfasst. Weitere Flavonoide sowie Kaffeesdurederivate sind offenbar
in Acmella ciliata enthalten und konnten parallel im Arbeitskreis Jenett-Siems [99] aus einem

starker hydrophilen Extrakt (Methanol 80%) gewonnen werden.

An phenolischen Verbindungen waren aus Acmella ciliata bisher lediglich das

Hydroxycumarin Scopoletin [110, 112] und vier Flavonoide [177] bekannt.

Das Vorliegen einer breiten Palette phenolischer Verbindungen erklart zum Teil die unter
3.4.1. beschriebenen Wirkungen von Acmella ciliata und rechtfertigt wohl zumindest partiell
die empfohlene Anwendung des Handelspriparats Spolera® bei Prellungen und
Verstauchungen etc., fiir die bisher die Alkamide als mafgeblich verantwortlich angesehen
werden, die jedoch in einem hydrophilen 2-Propanolextrakt lediglich in geringer

Konzentration enthalten sein diirften (vgl. 2.3.).
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3.5. Sonstige Verbindungen

Sowohl bei der Aufarbeitung des Dichlormethanextrakts (s. Schema in Abb. 17) als auch des
Methanolextrakts (s. Schema in Abb. 33) fielen neben den jeweiligen Hauptinhalts-
stoffgruppen der dominant lipophilen Alkamide bzw. der vorwiegend hydrophilen
phenolischen Verbindungen einige weitere Substanzen zumeist einfacherer Strukturen an. Die

Unterteilung erfolgt nach den benannten Extraktionen.

3.5.1.  Verbindungen aus Dichlormethanextrakt

Sammelfraktion 1 resultiert aus der Extraktion der Ganzdroge von Acmella ciliata mit
Dichlormethan (s. Abb. 17 und Abb. 62, Exp. Teil). Nach DC-Analytik dieser Fraktion war
auf das Vorliegen hydrophilerer Substanzen (z. T. Phenole) im Vergleich zu den Alkamiden

zu schlielen. Die weitere Auftrennung erfolgte durch praparative HPLC.

3.5.1.1. p-Hydroxybenzaldehyd (Verbindung S7)

7 Tabelle 22: '"H-NMR Daten von p-Hydroxybenzaldehyd in CD;0D
CHO
1 H Verschiebung o Signalform Kopplungskonst. J
2 6 [ppm] [Hz]
3 ° 2 7,77 d 8,6
4 3 6,91 d 8,6
o 5 6.91 d 8,6
6 7,77 d 8,6
C7Hs0,, M, 122 7 (CHO) 9,76 s —

Beim p-Hydroxybenzaldehyd handelt es sich um ein symmetrisch substituiertes Molekiil, was
zur Folge hat, dass die NMR-Signale der am Ring gegeniiberliegenden Protonen (2 + 6 sowie
3 + 5) zusammenfallen. Diese ergeben ein Signal mit doppelter Intensitdt (2 H). In Tab. 22
sind jedoch alle Protonen einzeln aufgefiihrt. Das stark Tieffeld verschobene Signal bei 9,76
ppm ist typisch fiir das Aldehyd-Proton. Die Daten entsprechen mit geringfiigigen
Verschiebungen den Angaben in der Literatur (Messung in Aceton-d¢ bzw. CD;0OD) [96,
109].

Die zugehorige Masse lieferte die ~ESI-MS-Messung mit 121,0304 als [M—H] .
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3.5.1.2.  Vanillin (Verbindung $2)

Tabelle 23: 'H-NMR Daten von Vanillin in CD;0D

H Verschiebung o Signalform Kopplungskonst. J
1
H
) . [ppm] [Hz]
g 2 5 2 7,45 d 1,7
H,CO™ 4 5 6,94 d 7,9
OH 6 7,43 dd 1,7; 7,9
7 (CHO) 9,77 S —
CsH305, M, 152 8 (OCH;, 3,92 s —

Das NMR-Signalmuster (Tab. 23) gleicht dem der -ebenfalls 1,3,4-substituierten
Protocatechusdure (P2). Die Kopplungskonstanten fiir Vanillin sind jedoch teilweise etwas
kleiner. Charakteristisch flir Vanillin sind auBlerdem das Signal fiir die drei Protonen der
Methoxygruppe, die zum Singulett zusammenfallen, sowie das typische, stark zum Tieffeld
verschobene Singulett der Aldehydfunktion. Diese Daten stimmen mit dem unter gleichen

Bedingungen gemessenen NMR-Spektrum der Referenzsubstanz iiberein.
Bestitigt wurde die Struktur auch durch die hochauflosende ESI-MS-Messung. Diese ergab

eine Masse von 151,0406 als [M—H] .

3.5.1.3. Zimtsaure (Verbindung S3)

Tabelle 24: '"H-NMR Daten von trans-Zimtsiure in CD;0D

6 7\/(9:OOH H Verschiebung 6 Signalform Kopplungskonst. J
5 ©1/\8 [ppm] [Hz]
4 2
s 2,6 7,59 m —
3,4,5 7,4 m —
C,H;0,, M, 148 7 7,67 d 16,0
8 6,48 d 16,0

Wie bei einfach substituierten Aromaten héufig, fallen auch hier Signale zusammen, so von
H-2 und H-6 sowie von H-3, H-4 und H-5 (s. Tab. 24). Lediglich die Signale von H-7 und H-
8 lassen sich deutlich als Dublett erkennen. Die trans-Doppelbindung manifestiert sich in der
groflen Kopplungskonstanten von 16 Hz. Die NMR-Daten wurden mit der Literatur [72]
verglichen, und sie stimmen mit der unter gleichen Bedingungen gemessenen Referenz-

substanz tiberein.
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Dieses Ergebnis wird bestéitigt durch die —ESI-MS-Messung. Es resultierte eine
hochaufgeldste Masse von 147,0439 als [M—H] .

3.5.1.4. Spilanthessiure (Deca-2E,6Z,8E-triensiure) (Verbindung S4)

10 k C1oH140, M, 166 Das NMR-Spektrum dieser Substanz (Tab. 25) gleicht dem
9 8

des Saurerests von Spilanthol [110, 111, 134], jedoch fehlen
5 3 1

7 - COOH

6 4 2 Ende wird eine Saurefunktion postuliert.

hier die typischen Signale des Isobutyl-Rests. Fiir das offene

Die starke Tieffeldverschiebung des Signals fiir H-3, ldsst sich durch den —M-Effekt der
Carbonylfunktion erkldren. Hier kommt der Charakter einer o,B-ungesittigten Carbonyl-
verbindung zum Tragen. Die weiteren Verschiebungen sind Tab. 25 zu entnehmen und

entsprechen denen des Fettsdurerests von Spilanthol (413).

Die Molmasse der resultierenden Sdure betrdgt damit 166. Diese Annahme wird durch die

—ESI-MS-Messung gestiitzt, die eine hochaufgeldste Masse von 165,0914 als [M—H] ergab.

Der Name Spilanthessdure wurde zuerst von MARTIN [110, 111] als Trivialname des
Saurerests von Spilanthol geprigt. Nachgewiesen wurde die freie Sdure allerdings nicht, so
dass hier von einem neuen Naturstoff gesprochen werden kann. Leicht abweichende
Signalverschiebungen in Bezug auf den Fettsdurerest des Spilanthols, welches laut
Vergleichsliteratur in CDCl; (s. 0.) gemessen wurde, kommen durch das hier verwendete

Losungsmittel CD;OD zu Stande. Dieses Losungsmittel erscheint jedoch fiir eine Sdure auf

Tabelle 25: 'H-NMR Daten von Spilanthessiure in CD;0D Grund deren starkerer
Polaritit als besser geeignet

H Verschiebung o Signalform Kopplungskonst. J

[ppm] [Hz] gegeniiber dem in der
2 5.8 brd 155 Literatur fiir die apolareren
3 6,95 dt 7.0; 15,5 Amide benutzten Chloro-
4 224-235 m _
5 2,24 -235 m — form.
6 5,24 dt 11,0; 7,5
7 5,97 dd 10,0; 11,0
8 6,33 brdd 10,0; 15,0 Zu den weiteren NMR-
9 5,67 dq 7,0;15,0
10 1,76 d 7,0 Daten: Die Protonen am C-2
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und C-3 koppeln miteinander mit 15,5 Hz, was den Charakter der trans-Doppelbindung
unterstreicht. H-3 koppelt auerdem mit den beiden Protonen von H-4. Somit ergibt das
Signal ein Dublett-Triplett. Die zugehorigen Kopplungspartner fallen in das Multiplett von H-
4/H-5. H-6 tritt mit derselben Signalform wie H-3 auf, mit ebenfalls drei Kopplungspartnern.

Auf Grund der Doppelbindung zwischen C-6 und C-7 sind die Kopplungskonstanten anders
als am C-3. H-6 und H-7 koppeln mit 11 Hz, was hier die cis-Doppelbindung darstellt. H-7
koppelt auBer mit H-6 auch mit dem Proton am C-8 mit 10 Hz. Das Signal ist somit ein

Doppeldublett.

H-8 koppelt neben H-7 auch mit H-9, hier jedoch mit 15 Hz. Somit befindet sich zwischen C-
8 und C-9 eine trans-Doppelbindung. H-9 koppelt neben H-8 auch mit den drei Protonen von
H-9; damit ergibt das Signal ein Dublettquartett. Das Dublett bei 1,76 ppm schlieflich steht
fiir die drei Protonen am H-10, welche mit dem Proton H-9 koppeln. Bei fast allen Signalen
sind weitere Feinstrukturen zu erkennen, ausgelost durch Kopplungen iiber mehr als eine
Bindung hinweg (long-range-Kopplung). Hierbei ergeben sich Signalmuster hdherer

Ordnung, die nicht mehr auswertbar sind.

3.5.2.  Verbindungen aus Methanolextrakt

Diese Substanzen resultieren aus der Auftrennung der Sdule IV (s. Schema in Abb. 63, Exp.
Teil) bzw. des ,,Gelben Nachlaufs* (s. Abb. 67, Exp. Teil) und wurden ebenfalls mittels
praparativer HPLC erfasst und durch MS und NMR strukturanalytisch aufgeklart. Hierbei

wurden auch noch Alkamide hoherer Polaritit gefunden.

3.5.2.1. Fumarsiure (trans-Butendisiure) (Verbindung S5)

Tabelle 26: *C-NMR Daten fiir Fumarsiure in CD;0D

1 COOH
HOOC/\3/4 C Verschiebung 8 Signalform
[ppm]
CH,04, M, 116 2,3 (CH) 135,2 d
1,4 (COOH) 168,1 S
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Die ESI-MS-Analytik erbrachte eine hochaufgeloste Molmasse von 115,0022 als [M—H] . Es
wurde ebenfalls eine EI-MS-Messung bei 130° C durchgefiihrt. Diese ergab die Molmasse
116. Aus der anschlieend durchgefiihrten —-FAB-Messung mit Glycerol als Matrix resultierte
m/z 115 als [M—H] . AuBlerdem kam es zur Clusterbildung mit der Matrix Glycerol (m/z 92).
Das Signal m/z 207 steht flir die Fumarsdure + Glycerol — 1 Proton als [M+Glyc] .

Das 'H-NMR in CD;OD (nicht abgebildet) zeigt ein Singulett bei 6,76 mit hoher Intensitit.
Da es sich hier um ein symmetrisches Molekiil handelt, fallen die theoretischen Dubletts fiir
H-2 und H-3 zusammen. Eine Fumarsidure-Referenz, vermessen in Aceton-ds, zeigte
identisches Verhalten im 'H-NMR. Parallel hierzu wurde das NMR-Spektrum einer
Maleinsdure-Referenz (cis-Butendisdure) aufgenommen, das etwas abweichende Verschie-

bungen aufwies.

Im >C-NMR fallen auf Grund der Symmetrie des Molekiils die beiden Methylgruppen sowie

die beiden Carboxylgruppen zusammen. Diese Daten sind Tab. 26 zu entnehmen.

Fumarséure fiel in groBerer Quantitdt an als andere Inhaltsstoffe. Offensichtlich dient sie in

der Pflanze als Baustein fiir hohermolekulare Inhaltsstoffe, z. B. fiir Verbindung §6.

3.5.2.2. Fumaroylisobutylamid ((E)-4-[(2-methylpropyl)amino]-4-oxo-2-butensiure)

(Verbindung S6)
o 0 . Im Vergleich zu TAKAO et al. [171], die diese Substanz in
1 ’
y ooc/\\)J\N/ﬁ/ 3" Piper hancei Maxim. fanden und eine 'H-NMR-Messung
3 ,L 4 im Losungsmittel Aceton-d¢ beschreiben, wurde hier

deuteriertes Methanol benutzt, weshalb das breite Singulett

bei ca. 7,7 Hz fir das N-H nicht sichtbar wird. Somit

CsH3NOs, M, 171

erscheint das Signal fiir die beiden dquivalenten Protonen am C-1" als Dublett (Tab. 27).
Dieses Verhalten war bei der Messung auch aller folgenden Amide, die in deuteriertem
Methanol gemessen wurden, zu beobachten. Methanol wurde hier jedoch als Losungsmittel
fir die NMR-Messungen préferiert, einesteils wegen der guten Methanolldslichkeit der
Proben und zum anderen, da ein Methanolextrakt Ausgangsprodukt der Untersuchungen war.

Ansonsten sind alle weiteren Verschiebungen mit den Literaturdaten [171] identisch und die

typischen Signale des Isobutyl-Rests (3.3.3.1.) zu finden (s. Tab. 27), was zusammen mit der
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ESI-MS-Messung, die eine Molmasse von 171 bzw. hochaufgelost eine Masse von 172,0984
als [M+H]", 194,0807 als [M+Na]" und 170,0865 als [M—H] ergab, die Existenz dieser
Substanz bestétigt.

Tabelle 27: 'H-NMR Daten von F umaroylisobutylamid in CD;OD .
Die grole Kopplungskon-

H Verschiebung 6 Signalform Kopplungskonst. J stante von 15.4 Hz verdeut-
[ppm] [17] | )
licht das Vorliegen der trans-
2,3 2,46 / (4H — .
m/ (@H) Form, also des ,,Fumarsidure®-
4 6,75 m —
5 597 d 15,3 isobutylamids. Somit kommt
I 3,04 d/ (2H) 6,9 . . e
> 178 m _ hier die Maleinsdure als
34 0,91 d 6,7 Sdurekomponente nicht in

Betracht.

Fumaroylisobutylamid beschreibt den Prototyp von Alkamiden, die offensichtlich aus einer
Dicarbonsdure und einer Aminosédure gebildet werden. Bei S6 fungiert Fumarsiure (S5) als
Baustein, die, wie bereits unter 3.5.3.2. angefiihrt, in groBerer Menge aus Acmella ciliata
isoliert wurde. Fiir die Familie der Asteraceae stellt $6 einen Vertreter einer neuen Stoftklasse

dar.

3.5.2.3. 4E-Hexenoylisobutylamid ((E)-6-[(2-methylpropyl)amino]-6-oxo0-4-hexen-
sidure) (Verbindung S7)

In Analogie zu Verbindung S6 leitet sich auch §7

0
2 4 1 . . .
1 /\/\/U\ 2 3-  von einer Dicarbonsdure ab.
HoOC 6 N
3 5 |
H 4’

Die —ESI-MS-Messung ergab eine Masse von
198,1010 als [M—H], und aus der +ESI-MS-
Messung resultierte 222,1112 als [M+Na]". Dass

C0H7NO3, M, 199

hier die —ESI-MS-Messung ein Resultat erbrachte, liegt wie bei $6 an der Carboxyl-Gruppe
als deprotonierbares Strukturelement. Die Massendifferenz zu $6 betrdgt 28, was auf zwei

zusdtzliche Methylen-Gruppen schliefen lieB3.
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Fiir den rechten Verbindungsteil war auch hier analog zu §6 im NMR-Spektrum der Isobutyl-
Rest zu belegen (Tab. 28 und 27). Somit befinden sich die beiden zusdtzlichen Methylen-
Gruppen im linken Molekiilteil.

Zur Bestimmung der Lage der Doppelbindung wurden die Signale fiir die Protonen der

isolierten Doppelbindung von §7 zunichst mit der ebenfalls in CD3;0D gemessenen

Spilanthessédure (S4; s. 3.5.1.4.) verglichen. Bei §4 befindet sich die isolierte Doppelbindung
in Nachbarschaft zur Carboxylgruppe (zwischen C-2 und C-3). Die Verschiebungen fiir H-2
und H-3 liegen bei 5,82 und 6,95 ppm (s. Tab. 25) und stimmen damit nicht ganz mit den
Verschiebungen der analogen Signale von §7 (5,97 und 6,75 ppm; s. Tab. 28) iiberein, was
die Lage der Doppelbindung in Nachbarschaft zur Carboxylgruppe eher unwahrscheinlich

macht.

Weiterhin wurde ein zweites 'H-NMR von S7 in CDCl; aufgenommen, um mit Literaturdaten
fiir Spilanthol, gemessen in CDCl3, vergleichen zu konnen. Es ergaben sich Verschiebungen
von 5,85 und 6,85 ppm, die exakt mit Literaturwerten von Spilanthol [110, 111], in dem sich
die isolierte Doppelbindung in Nachbarschaft zur Amidgruppe (zwischen C-2 und C-3)
befindet, korrespondieren. Damit ist die Stellung der trans-Doppelbindung von 87 in
Nachbarschaft zur Amidgruppe (nach der Nomenklatur von §7, zwischen C-4 und C-5)
bestétigt.

Tabelle 28: '"H-NMR Daten von 4E-Hexenoylisobutylamid in CD;0D
Somit koppelt H-5 nur mit H-

H Verschiebung 6 Signalform Kopplungskonst. J .
[ppm] & ® PP [nI_gI;Z] 3 und ist daher als Dublett
mit einer Verschiebung von
2,3 2,46 m/ (4H) —
4 6,75 m — 5,97 ppm zu erfassen. Die
> 57 d 153 Kopplungskonstante von 15,3
I 3,04 d/ (2H) 6,9
2 1,78 m — Hz bezeichnet die trans-
3,4 0,91 d 6,7

Doppelbindung analog zu S6
sowie zum Spilanthol [110,
111] bei Messung in CDCl;. H-4 koppelt mit H-5 und mit den beiden Protonen am C-3, hinzu
kommt die longe-range-Kopplung mit den Protonen an C-2, was eine Signalaufspaltung

hoéherer Ordnung, gekennzeichnet durch das Multiplett bei 6,75 ppm in Tab. 28, ergibt. Die
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insgesamt vier Protonen der beiden Methylen-Gruppen fallen bei 2,46 ppm auf Grund der

groflen Signalvielfalt in einem Multiplett zusammen.

Bei der Messung in Deuterochloroform wandelt sich das Signal der beiden Protonen von C-1"
in ein Triplett, da nun auBBerdem die Kopplung mit dem Proton des Stickstoffs sichtbar wird.

Dies ist bei allen in CDCIl; gemessenen Alkamiden der Fall (vgl. Tab. 4 unter 3.3.3.2. (A1)).

S7 stellt einen génzlich neuen Naturstoff dar.

3.5.2.4.  Apfelsiure (Monohydroxydicarbonsiure) (Verbindung S8)

OH Auch die Apfelsiure tritt als Begleitsubstanz, als Ausgangs- oder
HOOC)\/COOH Abbauprodukt in geringer Quantitdt neben ihren Estern auf. Diese
wurde nur durch die ~ESI-MS Messung erfasst, die einen Molpeak von

C4HqOs5 M, 134 _
m/z 133 als [M—H] lieferte.

3.5.2.5. Chinasaure (1,3,4,5-Tetrahydroxy-1-cyclohexen-1-carbonsiure)
(Verbindung §9)
HOOC OH Die freie Chinasdure trat neben Chlorogen- bzw. 5-

Kaffeoylepichinasduremethylester auf, wie der Molpeak von m/z

o 191,0561 bei der —ESI-MS-Messung als [M—H] zeigte.

OH

C/H,06, M, 192
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4. Enzymatische Untersuchungen

4.1. Hemmung der humanen Neutrophilen-Elastase
4.1.1. Allgemeines

Die humane Neutrophilen-Elastase (E.C. 3.4.21.37) wurde 1968 entdeckt. Sie ist eine
Endopeptidase, die in den menschlichen neutrophilen Granulozyten neben den Proteinasen
Cathepsin G und Proteinase 3, gespeichert in den azurophilen Granula, vorkommt, und
besteht aus einer einzelnen Peptidkette, die sich aus 218 Aminosduren mit vier
Disulfidbriicken zusammensetzt. Als katalytisches Zentrum fungieren die Aminoséuren Serin,
Histidin und Asparaginsdure in der sog. katalytischen Triade. Das pH-Optimum der Elastase

liegt im Neutralbereich.

Die Granulozyten sind polymorphkernige Zellen, die zu den Leukozyten gehdren, wo sie 60-
70 % der Blutleukozyten ausmachen. Sie werden entsprechend verschiedener Anfirbe-
methoden unterteilt in die oben erwéhnte grof3te Gruppe der neutrophilen (> 90 %), gefolgt
von den eosinophilen (2-4 %) und den basophilen (bis 1 %) Granulozyten. Als Zellen der
Immunabwehr haben neutrophile Granulozyten die Aufgabe, opsonisierte Mikroorganismen,
virusinfizierte Zellen, Tumorzellen und andere korperfremde Antigene zu phagozytieren.
Hierzu besitzen sie, wie iibrigens alle Granulozyten, die Féhigkeit zur Adhdrenz an vaskuldres
Endothel und zur Migration ins Gewebe. Aullerdem enthalten die neutrophilen Granulozyten

Leukozytenenzyme, wie die Serinprote(in)ase Elastase [116, 117, 118, 142].

Diese Elastase ist in der Lage, Elastin, das Strukturprotein der extrazelluldren Matrix des
elastischen Bindegewebes, zu spalten. Elastin, als Hauptprotein von z. B. Fasern, Sehnen,
Bindern, Bronchien- und Arterienwénden, verleiht diesen Geweben eine hohe Elastizitit.
Hauptsdchlich besteht es aus Polypetiden mit den Aminosduren Glycin, Alanin, Prolin, Valin,
Leucin und Isoleucin (chemische Strukturen s. unter 3.3.1.1. und unten). Eine Quervernetzung
erfolgt durch die selten vorkommenden Aminosduren Desmosin und Isodesmosin (s. u.).

Elastin ist unloslich in Wasser und Natronlauge und nicht denaturierbar durch Hitze.
0 o) o

HI\OH \)‘\OH OH
H,N H,N NH

Glycin L-Alanin L-Prolin
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OH

H,N

NH,
NH,

Desmosin Isodesmosin

Die Elastase ist auf Grund ihrer geringen Substratspezifitit auch in der Lage, weitere
physiologisch bedeutsame Proteine zu spalten, beispielsweise verschiedene Kollagen-Typen
und Plasmaproteine, wie Immunglobuline, Gerinnungs- und Komplementfaktoren. Die
Féhigkeit der Proteinspaltung in Geweben ist von Bedeutung bei der Embryogenese, beim
Um- und Neubau von Geweben sowie bei deren Abbau nach Schiadigung durch Antigene [73,

115, 116, 142, 146].

Eigentliche Aufgabe der Neutrophilen-Elastase ist die Proteolyse phagozytierter Partikeln
(Bakterien (gramnegativ), Immunkomplexe) im Verlauf einer Entziindungreaktion. Die
neutrophilen Granulozyten werden im frithen Stadium einer Entziindung aktiviert, ,,gelockt™
durch verschiedene Zytokine und Chemoattractants (z. B. TNF-a, IL-8, C5a, LPS, PAF,
PMA, fMLP). Aus diesen werden die azurophilen Granula, Speicherort der Elastase, durch
Exozytose ausgeschleust. Das Enzym wird anschlieend in den Extrazellularraum freigesetzt
und wandert zum Infektionsherd bzw. geschidigten Gewebe. Im Akutfall ist die
Neutrophilen-Elastase notwendig zur Gewebereparatur (s. o0.). Sie aktiviert weitere
Proteinasen, die am Zusammenbruch von Matrixkomponenten beteiligt sind und inhibiert

gleichzeitig korpereigene Proteinase-Inhibitoren.

Die Elastase ist auch in der Lage, die Bildung von IL-8, IL-6, GM-CSF zu induzieren und
lockt neutrophile Granulozyten in entziindetes Gewebe. Dariiber hinaus aktiviert Elastase die
Metalloproteinase 9 (MMP-9), die ebenfalls an Entziindungsprozessen sowie an der
Metastasierung von Tumoren beteiligt ist. Die Neutrophilen-Elastase stimuliert menschliche

Nichtepithelzellen zur Produktion von entziindungsfordernden Zytokinen. Diese Zellen
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werden durch die Neutrophilen-Elastase zur Bildung von IL-8 und MCP-1 angeregt,
vermittelt iiber den PAR-2-Weg (s. 4.2. und 4.3.). Das Auftreten von Elastase kann als
Marker fiir (das Ausmal von) Entziindungsreaktionen dienen [116, 118, 139, 142, 146, 176].

Der Abbau von infiziertem Gewebe, bei akuten Entziindungen ein sinnvoller Prozess, kann
jedoch bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen zu einem Problem werden. Normalerweise
binden und inaktivieren endogene Serinproteinase-Inhibitoren (Alpha-1-Antitrypsin, Elafin,
SLPI), (iiberschiissige) Elastase und verhindern damit die groBflichige Zerstdrung von
extrazellulirem Bindegewebe. Jedoch kommt es besonders wéhrend chronischer
Entziindungsprozesse, wie chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen (COPD: chronische
Bronchitis, Lungenemphysem), Mukoviszidose, rheumatoide Arthritis, aber auch bei
Infektionskrankheiten, zur  Stérung des  Elastase/Elastase-Inhibitor-Verhiltnisses,
beispielsweise durch Akkumulation groBer Mengen an freigesetzten Proteinasen oder
Oxidantien sowie durch sehr enge Bindung der Elastase an Extrazellulirmatrixzellen.
Letzteres verhindert einen Inhibitorangriff. Die Folgen sind Verschlimmerung von
Entziindungen und Unterdriickung von Heilungsprozessen. Extrem problematisch kann dieser
Bindegewebszerstorungsprozess bei Patienten mit einem Alpha-1-Antitrypsin-Mangel
werden. Es existieren Hinweise, dass der durch Alpha-1-Antitrypsin-Mangel bedingte
Uberschuss an  Neutrophilen-Elastase mitverantwortlich fiir die Entwicklung und
Metastasierung von Tumoren sein konnte. AuBerdem hat die Elastase durch
Bindegewebsabbau und damit verbundenem Verlust von Hautelastizitdt Anteil an frithzeitiger

Hautalterung nach erhéhter Sonnenexposition [116, 117, 118, 161].

Im Falle dieser Erkrankungen erscheint es folglich als sinnvoll, den (extrazelluldren) Gehalt
an Neutrophilen-Elastase gering zu halten bzw. sogar zu verringern. Zu diesem Zweck
befindet sich bereits ein synthetischer Inhibitor der Elastase (GW 311616A; GlaxoWellcome)
in Erprobung [118]. Studien mit pflanzlichen Inhaltsstoffen etc. zeigten, dass auch Naturstoffe

wirkungsvolle Inhibitoren der Neutrophilen-Elastase sein konnen [116 - 118, 146].

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Extrakte von Acmella ciliata in vitro mittels eines
Enzymassays hinsichtlich ihrer Elastase hemmenden Wirkung zu untersuchen und mit dem
Handelspriparat Spolera™ zu vergleichen, dessen Indikation auf entziindliche Prozesse zielt.
Hieraus sollten Aussagen zu moglichen Wirkungssteigerungen, beispielweise durch

Anwendung anderer Extrakte, resultieren. Von besonderem Interesse schien der Einfluss von
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Alkamiden bzw. Alkamide enthaltenden Extrakten. Derartige enzymatische Untersuchungen
wurden bisher nicht durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurde ein Ausblick auf weitere potentielle
Anwendungsmoglichkeiten von Acmella ciliata-Zubereitungen angestrebt. Dies steht im
Zusammenhang mit der Entwicklung potentieller galenischer Formulierungen, besonders zur

Anwendung im Mundbereich (s. 5.3.).

4.1.2.  Untersuchungen

Der hier angewendete in vitro-Enzymassay soll zeigen, wie verschiedene pflanzliche
Zubereitungen in unterschiedlichen Konzentrationen in der Lage sind, die Spaltungsaktivitit
der Elastase gegeniiber einem bestimmten Substrat zu beeinflussen / zu hemmen. Ermittelt
wird die jeweilige Restaktivitit der Elastase. Die Differenz dieses Wertes zu 100 ergibt die
prozentuale Hemmung der Aktivitit des Enzyms durch die pflanzliche Zubereitung. Als
Leitwert gilt der ICso-Wert (inhibitory concentration), also der Wert, bei welchem die
Restaktivitit bzw. die Hemmung der Elastase 50 % betrigt. Als ,,Ersatz* fiir das menschliche
Bindegewebe fungiert als Substrat ein Peptid mit vier Aminosduren, das mit einem

Nitroaromaten gekoppelt ist (N-methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val-p-Nitroanilid).

Zur Untersuchung gelangten die Acmella ciliata-Extrakte As, B,, C4, Dy und E; (s. 2.3.,
Tab.1), ebenso die entsprechenden Extrakte von Acmella oleracea (gelb), in beiden Reihen
aus getrocknetem Pflanzenmaterial (Dahlem, 2005). Acmella oleracea (rot) stand fiir diese
Messungen nicht zur Verfiigung. Neben der Aktivitéit dieser verschiedenen Extrakte konnten
so auch vergleichende Aussagen zu den beiden Acmella-Arten getroffen werden. Dariiber
hinaus wurden Aceton- und Dichlormethanextrakte aus Bliitenmaterial verschiedener
Anbaujahre (getrocknet und teilweise frisch) in die Untersuchungen einbezogen. Auflerdem
kam das Priparat Spolera®-fliissig, nach Entfernen des Ldsungsmittels unter vermindertem
Druck, sowie das in Acmella ciliata nachgewiesene Alkamid Dodeca-2,4,8,10 (E,E,.Z,E /
E,E,Z,Z)-tetraensiure-isobutylamid(e) [110, 112] als Reinsubstanz zur Testung.

Die Proben wurden in DMSO bzw. Pufferlosung gelost bzw. entsprechend verdiinnt (s. Exp.
Teil), um die jeweiligen Konzentrationen zur Ermittlung der ICsy zu erzielen, und
nacheinander unter Schiitteln in Vials pipettiert. Die anschlieBende Inkubation erfolgte im
Wasserbad wihrend einer Stunde bei 37° C, um in vivo-Bedingungen zu simulieren. Dabei

kommt es zur Abspaltung der Nitrogruppe des Peptids (Substrat) durch die Elastase. Die



131

Reaktion wurde durch eine in vitro wirksame Trypsin-Inhibitorlésung aus Sojabohnen
gestoppt und die Losung UV/VIS-fotometrisch vermessen (Nitrogruppe = Chromophor). Je
mehr Nitroaromat abgespalten wird, desto hoher ist der Wert fiir die gemessene Absorption

als direktes MaB fiir die Restaktivitit der Elastase.

Ein synthetischer, totaler Inhibitor der Elastase (GW 311616 A) als Positivkontrolle wurde
stichprobenartig mit vermessen, um das ,,Funktionieren* des Essays zu tliberpriifen (vgl. Exp.

Teil).

4.1.3.  Ergebnisse und Diskussion

Abb. 52 vergleicht zundchst die Extrakte E;, Az, B, und C4 von Acmella ciliata und Acmella
oleracea (ohne den schwach hemmenden Ethanol 45 %-Extrakt D;) mit Spolera®-fliissig und
der Alkamidreferenz in der einheitlichen Konzentration von 1 pg/ml. Es ist fir Acmella
ciliata zu erkennen, dass der Aceton-Extrakt (E;) in dieser geringen Konzentration noch eine
Hemmaktivitdt von liber 60 % aufweist. Beim Dichlormethan (As)- und Methanol (B»)-
Extrakt wird die I1Csy erreicht bzw. knapp iiberschritten, wihrend der Auszug mit 2-Propanol
60 % sowie das Konzentrat von Spolera®-fliissig bei Hemmwerten von 30 bzw. 40 % liegen.
Die Alkamid-Referenz in dieser Konzentration (0,1 pg/ml = 4,0 uM / M, 247) hemmt das
Enzym am stirksten mit tiber 90 %. Die Hemmung durch die Acmella oleracea-Extrakte

tendiert jeweils zu etwas hoheren Werten.

Zwischen 0,5 und 1 pg/ml erfolgte bei der Testsubstanz ein stdrkerer Abfall der prozentualen
Enzymaktivititshemmung als bei den Extrakten, so dass die ICsy wenig oberhalb derjenigen
der Aceton-Ganzpflanzen-Extrakte beider Pflanzen und des Dichlormethan-Extrakts von

Acmella oleracea liegt (s. Tab. 29).

Abb. 53 zeigt den Vergleich der vier Extrakte im Konzentrationsbereich von (0,1)0,5-10
ug/ml. Obwohl sich signifikante Unterschiede nur in einzelnen Messpunkten ergaben,
zeichnet sich bereits nach diesen Untersuchungen der Trend ab, dass eine Wirkungssteigerung
eines Acmella ciliata-Préparats durch den Austausch des verwendeten Extraktionsmittels zu

erwarten ware.
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Abb. 52: Elastasehemmung von A. ciliata- und A. olercaea-Extrakten und Referenzen in der
Konzentration 1 pg/ml

100

g —e&— Aceton

2 —m—Dichlormethan
g —aA— Methanol

%E) —>—2-Propanol 60%

0\\\\ 1T 1T T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Konzentration [ug/ml]

Abb. 53: Konzentrationsabhéngige Elastasehemmung von A. ciliata-Extrakten im Bereich
0,1 —10 pg/ml

Mittels H-Test nach KRUSKAL und WALLIS (s. Exp. Teil), berechnet fiir die Hemmwerte bei
der Extraktkonzentration von 1 pg/ml (s. o.), konnte bewiesen werden, dass das
Extraktionsmittel sowohl bei Acmella ciliata als auch Acmella oleracea signifikanten Einfluss

hat (p = 0,0125 bzw. 0,0171). Der anschlieBende multiple Vergleich nach DUNN ergab
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allerdings bei beiden Pflanzen lediglich einen signifikanten Unterschied zwischen den
Extraktionsmitteln Aceton und 2-Propanol. Einschridnkend ist auf den relativ geringen

Probenumfang hinzuweisen (n > 3).

Tabelle 29: I1Cs-Werte der Extrakte (beide Acmella-

Drogen) und Referenzen In Tab. 29 sind die ICs-Werte aller
Testprdaparate zusammengefasst und die
Extrakte/Referenzen 1Cs Ergebnisse fiir Acmella ciliata und Acmella
g/ oleracea gegeniibergestellt. Die grafische
A ciliata | A.oleracea | pargtellung der prozentualen Hemmung als
Funktion der Konzentration (Abb. 53)
Dichlormethan (As) 0.8 04 ergab, mit Ausnahme der Alkamid-Referenz
Methanol (B,) 0,8 0,7 (s. u.), einen logarithmischen Zusammen-
hang. Da jedoch die gemessenen Werte im

2-Propanol 60% (C,) 33 2,8
Bereich der ICsy zu stark wvon der
Ethanol 45% (D) 8,0 8,7 Regressionsgeraden abwichen, erfolgte die
Aceton (E;) 05 04 Berechnung der in Tab. 29 angegebenen
Werte nicht durch lineare Regression,
Spolera”-flissig 1.9 sondern durch lineare Interpolation. Hierbei
Alkamid-Referenz 0,6 (2,4 uM) wird zwischen den die ICsy einschlieBenden

Werten ein linearer Zusammenhang an-

genommen (s. auch Exp. Teil).

Entsprechend den Daten in Tab. 29 ist der Aceton-Extrakt (E;) mit einer ICsy von 0,5 bzw. 0,4
ug/ml als der am stirksten hemmende Extrakt einzustufen. Die geringste Aktivitét zeigte der

Ethanol 45 %-Extrakt (D) mit einer ICsy von 8,0 resp. 8,7 pg/ml.

Der auch im Priiparat Spolera® verwendete 2-Propanol 60 %-Extrakt (Cy4) schnitt mit einer
ICso von 3,3 / 2.8 pg/ml schlechter ab. Demgegeniiber wurde fiir das Originalpriparat
Spolera®” selbst ein deutlich besserer Wert (ICso 1,9 pg/ml) ermittelt, was auf andere
Wachstums-bedingungen der Pflanze (Boden, Diinger, Klima (verschiedene Jahrgénge) etc.)

und/oder industriell optimierte Extraktionsverfahren zuriickzufiihren sein konnte.

In diesem Zusammenhang ist eine vergleichende Untersuchung eines Aceton-Bliitenextrakts

von 2003 (E, mit ICs 0,5) und zweier Dichlormethan-Bliitenextrakte von Acmella ciliata aus
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unterschiedlichen Anbaujahren (2003 und 2004) mit sehr differenten klimatischen
Bedingungen (A4 und As mit ICsg jeweils 0,5) sowie aus Frischpflanzenmaterial (G mit ICsy
2,0), gewonnen durch Gewichshausaufzucht 2006, interessant. Signifikante Unterschiede
konnten hier lediglich fiir den Frischpflanzenextrakt konstatiert werden, was wohl durch den

hoheren Wassergehalt zu erkléren ist.

Wie aus Tab. 29 hervorgeht, wiesen der Methanol-Extrakt (B,), der reich an phenolischen
Verbindungen ist (s. Abb. 15 und 16) sowie der an Alkamiden reiche Dichlormethanextrakt
(A3) mit ICsp-Werten von 0,8 (0,7) bzw. 0,8 (0,4) pg/ml starke und nahezu identische
Hemmungen auf. Der niedrigste Acmella ciliata-1Cso-Wert fiir den Aceton-Extrakt (E;) erklart
sich moglicherweise aus dem Vorhandensein sowohl von Alkamiden als auch Phenolen,
zuriickzufiihren auf die gegeniiber Dichlormethan (Extrakt Aj;) groBere Polaritdt des
Extraktionsmittels Aceton (vgl. aber Signifikanzberechnung oben!). Dagegen war Ethanol 45
% (D)), das Auszugsmittel mit der hochsten Polaritit, offenbar nur begrenzt zur Extraktion
von Elastase wirksamen Inhaltsstoffen geeignet — es extrahierte vorrangig hydrophile
Bestandteile, wie Zucker und Saponine — und ist demzufolge hinsichtlich der

Anwendungsorientierung nicht relevant.

Aus diesen Ergebnissen lésst sich schlussfolgern, dass hier nicht nur ein Wirkstoff bzw. eine
Wirkstoftklasse fiir die Wirkung verantwortlich ist, sondern durch ein Zusammenspiel
mehrerer Komponenten im Extrakt Synergieeffekte die Wirkung verstirken. Eine direkte
Zuordnung der Elastaschemmung zu einer Inhaltsstoffgruppe oder bestimmten
Einzelkomponenten in den Extrakten ldsst sich demnach nicht treffen, und vergleichbare

Untersuchungen als Interpretationshilfe liegen nicht vor.

Fiir einzelne phenolische Verbindungen (Reinsubstanzen), die auch in Acmella ciliata
vorkommen und besonders im Methanolextrakt dominieren, wurden allerdings Messungen
zur Aktivititshemmung der Neutrophilen-Elastase durchgefiihrt [115, 116, 106]. Demnach
hemmt Chlorogensdure (ICsop > 400 uM = 141,6 pg/ml) schlecht, Kaffeoyldpfelsdaureester
(ICso 33,7 uM = 10,0 pg/ml) und freie Kaffeesdure (ICsop 93 uM = 16,7 ug/ml) wiesen
mittelstarke und die Flavonoide Rutosid (ICsp 0,8 uM = 6,0 ng/ml) und Isoquercitrin (ICso 1,4
uM = 0,65 pg/ml) starke Hemmwirkungen auf. Da jedoch fiir die in Acmella ciliata
nachgewiesenen Phenole keine Quantifizierungen vorgenommen wurden, ist eine

vergleichbare Einstufung nicht moglich. Insgesamt kann aber dieser Wirkstoftklasse ein
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betrachtliches Hemmpotential gegeniiber Elastase zugeschrieben werden, das offenbar durch

die weiteren Wirkstoffe, vorrangig Alkamide, noch gesteigert wird.

Einschrinkend hinzufiigen ist, dass die obigen, im in vitro-Assay erstellten Aussagen der
Abgleichung mit entsprechenden in vivo-Tests bediirfen. Ester der Kaffeesdure wurden z. B.
im Blut nachgewiesen und kommen folglich als direkte Elastase-Inhibitoren in Betracht.
Dagegen sind hydrophile Flavonoidglykoside, wie Rutosid und Isoquercitrin, auf Grund hoher
Biotransformationsraten systemisch wenig verfiigbar, und auch deren mdgliche
Abbauprodukte erwiesen sich kaum aktiv als Elastase-Hemmer [161]. Hinsichtlich der
Bioverfiigbarkeit scheint das eher lipophile Inhaltsstoffspektrum im Dichlormethan- und
Acetonextrakt, die sich beide in vitro nicht signifikant unterschieden (s. o.), die bessere Wahl
fiir einen moglichen in vivo-Einsatz zu sein. Zur Bioverfligbarkeit von Alkamiden liegen z. B
Untersuchungen vor: sie waren im menschlichen Blut nachweisbar [34, 35, 114, 181, 183,

184].

Zu Alkamiden, die vor allem im Dichlormethanextrakt vorherrschen, oder anderen an
Alkamiden reichen Pflanzenpriparaten gibt es bisher keine derartigen enzymatischen
Untersuchungen. Die Elastasewirkung von Alkamiden betreffend, ist aber eine in vitro-Studie
an freien Fettsduren — partielle Bestandteile der Alkamide — interessant, deren Hemmaktivitit
sowohl mit der Anzahl der Doppelbindungen als auch mit der Kettenlinge zunahm [146]. Im
Primirstoffwechsel stellen beispielsweise Ol-, Linol- und Linolensiure die Fettsdurebausteine

der Alkamide dar (s. 3.3.1.1.). Fiir diese wurden ICsp-Werte von 5-15 uM bestimmt.

Resiimierend ergibt sich, dass auf Grund der komplexen Wirkung — hier die Neutrophilen-
Elastase-Hemmung betreffend — die pharmazeutische Anwendung (zumindest extern) eines
Acmella ciliata-Extrakts, entsprechende in vivo-Befunde vorausgesetzt, durchaus als sinnvoll
zu beurteilen ist, nicht nur wegen der synergistischen Wirkung der Inhaltsstoffe, sondern
letztlich auch aus 6konomischen Griinden, um eine kostenintensive Einzelstoffisolierung zu
umgehen. Nach den vorliegenden Resultaten wire hierfiir der Aceton-Extrakt zu favorisieren.
Fiir das Préparat Spolera® erscheint es nach diesen Untersuchungen als nicht realistisch, in
erster Linie Alkamide fiir die Wirkung verantwortlich zu machen, da ein 2-Propanol 60 %-
Extrakt Alkamide nur in geringer Quantitit aufweist, allerdings, verglichen mit dem

Methanolextrakt, auch nicht reich an Phenolen ist.
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4.2. Trypsin-Hemmung

4.2.1.  Allgemeines

Auch das Enzym Trypsin stellt eine Proteinase (Endopeptidase) mit Serin, Histidin und
Asparaginsdure im katalytisch aktiven Zentrum dar und wird, wie auch die Neutrophilen-
Elastase (4.1.) und Thrombin (4.3.), den Serinproteasen bzw., nach neuerer Nomenklatur, den

Serin-Peptidasen zugeordnet [43, 97, 142].

In den exokrinen Acinuszellen des Pankreas wird zunédchst die Vorstufe, das Proenzym
Trypsinogen, gebildet und in den Diinndarm sezerniert. Wahrend der Verdauung entsteht dort,
in Anwesenheit von Ca’"-Ionen, durch Abspaltung eines Hexapeptids aus Trypsinogen

Trypsin, katalysiert durch Enteropeptidase und Trypsin-Spuren (autokatalytisches Element).

Die eigentliche Aufgabe des Verdauungsenzyms Trypsin ist die Hydrolyse von Peptiden,
wobei der Angriff substratspezifisch nach Arginin- und Lysin-Resten in der Mitte der Kette
erfolgt. Auf Grund dieses Angriffspunkts zihlt Trypsin auch zu den Endopeptidasen. Das pH-
Optimum von Trypsin liegt bei 7,5-8,5 [43, 97, 142].

Trypsin fungiert auBBerdem als Aktivator der Protease-aktivierten Rezeptoren, von denen
bisher vier (PAR 1-4) bekannt sind und die erst Anfang der 1990er Jahre entdeckt wurden.
Bei diesem Rezeptortyp handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben
transmembrandren Doménen [43, 166]. Zu ihrer Aktivierung muss ihr Ligand, der Teil der
Rezeptorstruktur ist, durch proteolytische Abspaltung eines kurzen Peptids freigelegt werden.
Die Abspaltung dieses Peptids erfolgt proteolytisch durch Angriff von Serin-Proteasen, wobei
die Affinitdt der verschiedenen Proteasen an den einzelnen PAR-Rezeptoren unterschiedlich
ist. Wihrend Trypsin hohe Affinitdit an PAR-2 und PAR-4, aber geringe Affinitdt zu PAR-1
und PAR-3 aufweist, besitzt Thrombin eine hohe aktivierende Affinitit gegeniiber PAR-1,
PAR-3 und PAR-4, wohingegen PAR-2 gegeniiber Thrombin resistent ist [43, 71].

Neben physiologischen Vorgingen, wie Gewebereparatur nach Verletzung und
Gewebeumbau sowie Prozessen wiahrend der Embryogenese, spielen die PARs eine wichtige
Rolle bei Entziindungs- und Immunreaktionen. Auch einige Mediatoreffekte von
Serinproteinasen bei der Zellkommunikation werden iiber PAR-Rezeptoren vermittelt.

Zuweilen zeigen die PARs nach Aktivierung durch entsprechende Serinproteinasen
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proinflammatorische Eigenschaften durch Aktivierung entsprechender Entziindungs-
mediatoren und Zytokine. Mitunter werden PARs auch schiitzende, antientziindliche

Eigenschaften zugesprochen [166].

Da PAR-Rezeptoren in vielen Geweben vorkommen, erscheint der Ansatz, iiber die
Hemmung der die PARs aktivierenden entsprechenden Protease(n), in die Pathogenese von
Krankheitsprozessen einzugreifen, als sinnvoll. Dies kann von Bedeutung sein, wenn das
Verhéltnis von Protease zu ihren natiirlich vorkommenden Inhibitoren (z. B. Cathepsin G,
Elastase) gestort ist, was Entziindungs- und {iibersteigerte Immunreaktionen provoziert.
Speziell erscheint in manchen Fillen die Hemmung von Trypsin relevant, da eben der PAR 2-
Rezeptor, an dem — neben dem PAR-4-Rezeptor — die Trypsin-Aktivitdt am hochsten ist und
der u. a. an den Bildungs- und Wirkorten (Pankreas/Diinndarm) des Trypsins vorkommt", fiir
inflammatorische Prozesse mitverantwortlich gemacht wird [43, 71]. Unter diesem Aspekt
erschien auch die Uberpriifung von Acmella ciliata-Extrakten hinsichtlich ihrer Trypsin

hemmenden Potenz von Interesse.

4.2.2.  Untersuchungen

Es sollten exemplarisch ausgewahlte Acmella ciliata-Extrakte sowie die Alkamid-Referenz (s.
4.1.2.) auf eine mogliche Trypsinhemmung in einem in vitro-Enzymassay iiberpriift werden.
Als Extrakte wurden der Aceton (E;)- und der Dichlormethan-Extrakt (A3), die bereits eine

hohe Elastase-Hemmung gezeigt hatten (4.1.3.), in die Versuche einbezogen.

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte im Wesentlichen #hnlich der Elastase-Bestimmung,
simuliert auch hier in-vivo-Bedingungen und ist im Exp. Teil detailliert beschrieben. Ein

Trypsin-Inhibitor (s. Exp. Teil, 1.1.5.) diente als Positivkontrolle.

Die Priifung auf Signifikanz der Unterschiede der Hemmaktivititen erfolgte mittels U-Test

nach WILCOXON, MANN und WHITNEY (p < 0,05) [43, 67].

Y Neben dem Gastrointestinaltrakt kommt der PAR-2-Rezeptor in den Immunzellen, Gelenken, in der Haut, den
Atemwegen, im Gehirn und im peripheren Nervensystem sowie in der Vaskulatur vor und ist obendrein in
Tumoren entdeckt worden [43].
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4.2.3.  Ergebnisse und Diskussion
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Abb. 54: Vergleich der Hemmaktivititen [%)] des A. ciliata-Dichlormethan- und Acetonextrakts mit
Alkamidreferenz und Inhibitor in abgestufter Konzentration

Aus Abb. 54 geht hervor, dass in einer Konzentration bis zu 25 pg/ml weder der
Dichlormethan (Aj)- noch der Aceton (E;)-Extrakt die ICsy erreichen, wobei letzterer zu
hoéheren Werten tendiert, maximal 25 + 8 %. Die Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle
zeigten allerdings Signifikanz. Eine Konzentrationserhohung war aus Loslichkeitsgriinden
nicht moglich. Die Funktionsfahigkeit das Assays wurde durch den Inhibitorhemmwert von

100 % bestétigt (Positivkontrolle).

Auffillig ist das Resultat mit dem lipophilen Alkamid-Isomerengemisch, dass in allen
Konzentrationen anstatt einer Hemmung eine signifikante (p < 0,05) Aktivierung der Trypsin-
Aktivitdt zeigte, die bei einer Konzentration von 25 pg/ml (101 uM) bei 40 + 16 % liegt. Eine
Tendenz zur Trypsinaktivierung fallt gleichfalls in den niedrigen Konzentrationen der beiden
Acmella-Extrakte (A3 > E;) auf. Fiir dieses Phdnomen konnten die Alkamide verantwortlich
zeichnen. So ist der bekannte Scharfstoff-Effekt des Alkamids Capsaicin bei der Verwendung
von Capsicum-Arten als Nahrungsmittel und Gewiirz hinsichtlich der verdauungsférdernden
Wirkung moglicherweise nicht nur auf eine gesteigerte Sekretion von Magensédure, sondern

auch auf eine Steigerung der Trypsin-Aktivitit zuriickzufiihren.
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In den beiden, mit Losungsmitteln unterschiedlicher Polaritdt gewonnenen Extrakten kommt
es offenbar, entsprechend der quantitativen Inhaltsstoffverteilung, zu einer Konkurrenz-
reaktion zwischen eher Trypsin aktivierenden Alkamiden und vorrangig Trypsin hemmenden
Phenolen und anderen hydrophilen Komponenten. Immerhin war, besonders fiir den
hydrophileren Acetonextrakt in den hoheren Konzentrationen, ein signifikanter Trypsin-
Hemmeffekt gegeniiber der Kontrolle zu konstatieren. In vivo koénnte daraus eine reduzierte
Aktivierung von PAR-2- und PAR-4-Rezeptoren und somit ggf. eine Verringerung von

Entziindungsreaktionen, iiber den PAR-2-Rezeptor vermittelt, resultieren.

Das kontrdre Verhalten der gepriiften Extrakte und des Testalkamids (konzentrations-
abhingig) auf die Elastasehemmung (4.1.3.) einerseits und die Trypsinhemmung andererseits
kann im Zusammenhang mit dem unterschiedlichen Einfluss der beiden Enzyme auf die PAR-
1- und PAR-2-Rezeptoren interpretiert werden: wéhrend Trypsin diese Rezeptoren aktiviert,

wirkt Elastase als deren Inhibitor [43, 166].

Beispielhaft wurden einerseits die in Acmella ciliata vorkommenden phenolischen
Verbindungen Kaffee- und Chlorogenséure sowie das Flavonoid Rutosid als Reinsubstanzen
und andererseits die als partielle Alkamidvorstufen fungierenden Lipide Ol-, Linol- und
Linolensdure hinsichtlich ihrer Trypsin hemmenden Potenz untersucht. In Tab. 30 werden die
ICso-Werte bzw., sofern diese nicht erreicht wurden, die proz. Hemmwerte bei 1000 pg/ml,
mit den unter gleichen Bedingungen im Arbeitskreis gewonnenen Elastase- und Thrombin-

Werten [43, 67, 115, 116, 119, 146] verglichen.

Tabelle 30: Gegeniiberstellung der Elastase- [115, 116, 106, 146], Trypsin- [43] und Thrombin-
hemmung [67, 119] durch ausgewéihlte Reinsubstanzen

Elastase Trypsin Thrombin
ICs0 [UM] ICs0 [UM] Hemmung [%]/ ICs0 [UM]
1000 uM

Kaffeesaure 93 108 n. b.
Chlorogenséaure > 400 19+9 n. b.
Rutosid 9,8 > 200 > 200
Olsaure 5 987 7
Linolsaure 10 29+8 60
Linolensaure 15 40+ 18 124

n. b.: nicht bestimmt
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Generell ist die Elastaseshemmung durch die Testsubstanzen wesentlich stirker als die
Trypsinhemmung, was auch fiir die Acmella ciliata-Extrakte zutrifft. Messbare ICso-Werte fiir
Trypsin waren lediglich fiir Rutosid und grenzwertig fiir Olsiure zu erfassen. Gegeniiber
Elastase stellen die ungesittigten Fettsduren starke Inhibitoren dar, ebenso das Rutosid,
wihrend der Hemmeffekt von Kaffeesdure als mittelstark und der von Chlorogensédure als
relativ schwach einzuschitzen ist. Vergleicht man die Hemmeffekte der ungesittigten
Fettsduren (Tab. 30) gegeniiber Elastase und Trypsin, so zeigt sich eine umgekehrter Trend:
wihrend im Elastase-Assay mit steigender Anzahl von Doppelbindungen der Hemmeffekt

abnimmt (Linolensdure < Linolséure), steigt er beim Trypsin (Linolensiure > Linolsdure).

4.3. Thrombin-Hemmung

4.3.1.  Allgemeines

Das Kauen von Acmella ciliata und Art-Verwandten bei Zahnschmerzen ist in der
Herkunftsgegend der Pflanzen auch heute noch gingige Praxis. Dabei macht man sich die
analgetische, antiphlogistische und leicht andsthesierende Wirkung zu Nutze. Eine weitere
Wirkqualitét, iiber die berichtet wird, sind blutgerinnungshemmende Eigenschaften. Auch die
Firma OTW spricht in der Fachinformation iiber ihr Préparat Spolera® von der blutge-
rinnungshemmenden Wirkung des in Acmella ciliata nachgewiesenen Leitalkamids Spilanthol
[163].

Um diese Aussagen und Beobachtungen zu manifestieren, sollten einige ausgewdhlte
lipophile Extrakte mit definitiv hohem Alkamid-Gehalt auf ihre Thrombin hemmende
Wirkung iiberpriift werden.

Thrombin ist, ebenso wie die Neutrophilen-Elastase (4.1.) und Trypsin (4.2.), eine
Prote(in)ase (Endopeptidase), die einen wesentlichen Faktor (Ila) der Blutgerinnungskaskade
darstellt. Sie enthélt in ihrem katalytischen Zentrum als wichtigste Aminosdure fiir die
katalytische Wirkung Serin, weiterhin Histidin und Asparaginsdure. Daher z&hlt auch

Thrombin zu den Serin-Prote(in)asen.

Thrombin entsteht durch Einwirkung des Prothrombinaktivators aus der im Blutplasma

vorkommenden Vorstufe (Zymogen) Prothrombin. Thrombin wiederum bewirkt die Um-



141

wandlung von Fibrinogen in Fibrin. Es 16st (dadurch) die Thrombozytenaggregation und Frei-

setzung von Pléttchenfaktoren aus [142, 97].

Als multifunktionelles Protein spielt Thrombin weiterhin eine Rolle bei Entziindungen,
Allergien, Tumorwachstum und Metastasierung, Gewebeumbildung, Thrombosen und
moglicherweise bei der Wundheilung. Viele der zelluldren Aktivititen des Thrombins werden
tiber die G-Protein gekoppelten PAR-Rezeptoren (s. 4.2.1.) bewirkt. Thrombin ist in der Lage,
als Ligand hoher Affinitdt PAR-1-, PAR-3- und PAR-4-Rezeptoren zu aktivieren. PAR-2 ist
gegeniiber Thrombin resistent (wird in erster Linie von Trypsin aktiviert). Wahrend PAR-3
und PAR-4, gemeinsam Thrombin vermittelt, in dieselbe Signalkaskade involviert sind, die
zur Aggregation der Blutpléttchen fiihrt, scheint die PAR-1-Aktivierung — dhnlich der PAR-2-
Aktivierung beim Trypsin — vorrangig eine proinflammatorische Rolle zu spielen. Da sich
der PAR-1-Rezeptor in vielen humanen Geweben (z. B. Lungenwege, Blut (Thrombozyten),
Blutgefdfle, Herz-Kreislaufsystem, Immunsystem, Nervensystem, Haut) findet, kann eine
Hemmung der proteolytischen Thrombinaktivitit zu einer verminderten Aktivierung dieses

Rezeptors und damit zur Beeinflussung entziindlicher Prozesse fiihren [43, 67, 119, 166].

4.3.2.  Untersuchungen

Dieser Assay diente ebenfalls der in vitro-Bestimmung verschiedener Acmella ciliata-Proben
in abgestufter Konzentration auf die Aktivitdt von Thrombin. Als Leitwert gilt wiederum die
ICsp. Zur Untersuchung gelangten der Dichlormethan-Ganzpflanzenextrakt As;, der
Dichlormethan-Blutenextrakt A4 sowie zwei mit Uberkritischem Kohlendioxid bei
unterschiedlichen Parametern gewonnene Ganzdrogen-Extrakte (F;: p. = 10 MPa; T, = 37° C

und Fy: p. = 15 MPa; T, = 34° C).

Die genaue Versuchsdurchfilhrung ist dem Exp. Teil zu entnehmen. Als Positivkontrolle

diente der synthetische Inhibitor Pefabloc SC.

4.3.3.  Ergebnisse und Diskussion

Die gemessenen Daten (Abb. 55) stammen aus zwei getrennten Messreihen mit jeweils drei

Einzelmessungen. Auffallend bei allen vier Kurven ist die relative Konstanz der Hemmung
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iiber einen grofBen Konzentrationsbereich, mit einer Depression bei 250 pg/ml, die hier nicht

erklart werden kann.

—m— Dichlormethan-Ganzdroge

= —— Dichlormethan-
2 Blitendroge
=]
£ —a— Kohlendioxid-Ganzdroge
£ 10 MPa; 37° C
I
—A— Kohlendioxid-Ganzdroge
15 MPa; 34° C

Konzentration [pug/ml]

Abb. 55: Prozentuale Thrombinhemmung durch Dichlormethan- und CO,-Extrakte von A. ciliata

Die Kurven (Auftragung der Hemmung [%] gegen die Konzentration [pg/ml]) lassen keinen
einheitlichen mathematischen Zusammenhang erkennen, so dass keine Linearisierung und
Ermittlung der ICsy durch lineare Regression moglich waren. Daher kann lediglich ihr Bereich

angegeben werden.

Daraus resultiert, dass die ICsy des Dichlormethan-Bliitenextrakts (A4) > 1000 pg/ml sein
muss bzw. auf Grund zu geringer Hemmwirkung dieses Préparats gar nicht erreicht wird. Der
Dichlormethan-Ganzpflanzenextrakt (Aj) erreicht bei 1000 pl/ml mit 48 % knapp die ICs.
Eine weitere Konzentrationserhohung war analytisch wegen ungeniigender Loslichkeit des
Extrakts im Puffer nicht moglich. Zudem diirfte wohl auch kaum eine so hohe Konzentration

von pharmakologischer Relevanz sein.

Dagegen erscheinen die beiden CO,-Extrakte durchaus von pharmazeutischem Interesse. Bei
F, liegt die ICsy zwischen 25 und 50 pg/ml und bei F, sogar nur zwischen 5 und 25 pg/ml. Da
CO; (e = zwischen 1,25 - 1,5) gegeniiber Dichlormethan (¢ = 9,14) das lipophilere Losungs-

mittel darstellt, konnten lipophile Inhaltsstoffe, moglicherweise Alkamide, fiir die relativ
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grole Hemmwirkung verantwortlich sein. Durch Druckvariation kénnte womoglich die
Ausbeute lipophiler Bestandteile noch gesteigert werden. AuBerdem ermoglicht CO,
prinzipiell die selektive Isolierung von Inhaltsstoffen und ist pradestiniert fiir die Extraktion
von Kohlenwasserstoffen und organischen Verbindungen geringer Polaritit, so dass ggf.
besonders Alkamide gewonnen werden konnen. Eine Weiterarbeit auf diesem Gebiet konnte

durchaus erfolgversprechend sein.

Vergleicht man jedoch die Ergebnisinterpretation ,,zunehmende Lipophilie = steigender
Hemmeffekt mit Untersuchungen an freien Fettsduren [119], findet sich keine Bestitigung
dieser Hypothese. Z. B. zeigte die Olsdure mit einer Doppelbindung gegeniiber Stearinsiure
mit der gleichen Kettenlinge, aber ohne Doppelbindung (Olsiure = hydrophiler als
Stearinséure), eine weitaus stirkere Thrombin-Hemmung. Andererseits wurde bei den
ungesittigten Fettsduren mit steigender Anzahl an Doppelbindungen bei gleicher C-Anzahl
(entspricht Zunahme der Hydrophilie) eine drastische Verringerung der Hemmwirkung
gefunden: Olsiure (18:1): ICsp = 7 uM; Linolsiure (18:2): ICso = 60 pM; Linolenséure (18:3):
ICso = 124 puM. Somit scheint kein einfacher Zusammenhang zwischen Lipophilie und
Thrombinhemmung zu bestehen. Von Bedeutung fiir den Grad der Hemmung diirften

demnach auch weitere spezifische Strukturelemente sein [119].

Beim Vergleich des Dichlormethanextrakts A3 im Thrombin- und Elastase-Assay (4.1.3.)
wird ebenfalls deutlich, dass kein einfacher Zusammenhang zwischen Hemmwirkung und
Lipophilie oder Strukturelementen der Probe besteht. Obwohl es sich bei Thrombin und
Elastase um strukturell verwandte Serin-Prote(in)asen handelt, zeigte Az eine bemerkenswerte
Hemmung gegentiber der Elastase-Aktivitit (ICso = 0,8 pg/ml), wéihrend dieser Extrakt die
Thrombin-Aktivitit nur gering beeinflusste (ICso > 1000 pg/ml). Ahnliche Aussagen lieBen
sich bereits zur Hemmung der Trypsin-Aktivitét treffen (s. 4.2.3.).

Pharmazeutisch relevant wiren hier moglicherweise CO,-Extrakte, die, auf Grund des obigen
Datenmaterials, als medizinisch einsetzbare Hemmer der Thrombinaktivitdt fungieren und
durch eine verminderte Aktivierung (durch Proteolyse), besonders des PAR-1-Rezeptors,

positiv auf den Verlauf von Entziindungsreaktionen einwirken kdnnten.
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5. Galenische Praformulierungen

Als Praformulierungen werden im Folgenden potentielle galenische Formulierungsvarianten
bezeichnet, mit denen zum einen die Einarbeitbarkeit von Acmella-Extrakten prinzipiell
gepriift und zum anderen geeignete Applikationsmdglichkeiten zur orientierenden in vivo-
Testung gefunden werden sollten. Das vorrangige Interesse bestand in der Wirksamkeits-
tiberpriifung von ausgewéhltem Acmella ciliata-Extrakt nach Anwendung auf Haut und
Schleimhaut. Wie aus dem DC in Abb. 13 ersichtlich, zeigte der Acetonextrakt (E;) aus der
getrockneten Gesamtpflanze, ebenso wie der Dichlormethan-Bliitenextrakt (A4), ein breites
Spektrum an Alkamiden, die als hauptverantwortlich fiir die Wirkung anzusehen waren. Als
Voraussetzung fiir die Testung im Selbst- und ,,Kollegenversuch* wurden die nachfolgenden

Formulierungen hergestellt bzw. entwickelt.

5.1. Hautsalbe

Zundchst sollte ein Acmella-Extrakt in ecine Salbengrundlage inkorporiert und nach
Applikation am Unterarm der Versuchspersonen vergleichend mit dem Handelspriparat

Spolera®-Salbe nach organoleptischen Kriterien bewertet werden.

Hierzu wurden 1 und 10 % Dichlormethan-Bliitenextrakt (Extrakt A4, Tab. 1) in DAC-
Basiscreme [33], eine ambiphile Salbengrundlage (s. Exp. Teil), eingearbeitet, was
herstellungstechnologisch problemlos mdglich war. Die Priparate zeigten je nach
Extraktkonzentration helle bis dunkle gelb-griine Fiarbung und waren von streichfahiger

Konsistenz.

Die kutane Testung nach topischer Applikation am ventralen Unterarm erbrachte bei vier
Probanden nach zweistiindiger Einwirkung unter Okklusionsbedingungen (s. Exp. Teil) keine
makroskopisch sichtbaren Verdnderungen oder subjektive Empfindungen, allenfalls eine

kurzzeitige, konzentrationsunabhédngige Rotung nach Versuchsende und nach Applikation bei

zwei Probanden einen leichten Hautreiz (leichtes Prickeln).

Die unter analogen Bedingungen getestete Spolera®-Salbe, die sich auf Grund von gewisser

Inhomogenitit schlecht auf der Haut verteilen lieB3, zeigte keinerlei Reaktion.
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5.2. Nanoemulsion

Als zweite mogliche Formulierungsvariante wurden Nanoemulsionen in Betracht gezogen.
Mit einer solchen innovativen Formulierung wére eine hohere Penetretionsrate der Wirkstoffe
zu erwarten. Nanoemulsionen eignen sich sowohl zur Applikation per se als auch zur
Einarbeitung in Salben- oder Gelgrundlagen. Im pharmazeutischen Bereich haben sie bisher

vor allem bei der parenteralen Erndhrung Bedeutung [108].

Unter Nano- oder Submikronemulsionen werden
allgemein O/W-Emulsionen verstanden, bei denen die
Tropfen der dispergierten, fliissigen Lipidphase einen
Durchmesser von ca. 50-100 nm aufweisen. Die mittlere
TropfengroBe liegt tiblicherweise im Bereich von 100-
500 nm [31]. Die mit einem Olgehalt von 10-20 % und
zumeist durch Phospholipide stabilisierten Partikeln

unterscheiden sich deutlich von den Liposomen. Wéhrend
bei letzteren der hydrophile Innenraum durch eine
Abb. 56: Struktur einer Nanoemulsion

Phospholipidmembran (-bilayer) umgeben ist, wird bei
den Nanoemulsionen der fliissige, lipophile Kern durch eine Monoschicht des Phospholipids

bzw. anderen Tensids gegeniiber der umgebenden Wasserphase begrenzt (Abb. 56).

Im vorliegenden Fall wurde als Tensid Poloxamer und als fliissiges Lipid Miglyol (Neutralol)
benutzt. Die Herstellung erfolgte mittels Hochdruckhomogenisierung bei 5-10” Pa wihrend
150 s (s. Exp. T.). In die lipophile Phase wurden 0,1 % eines Dichlormethanextrakts der
Bliitenkdpfchen (A4, Tab. 1) eingearbeitet. Da sich der vorher mit Chloroform aufgenommene
Extrakt nur unvollstindig in Miglyol 16ste, musste eine Suspension mit der Poloxamerlosung
vermischt und homogenisiert werden. Fiir das schwach gelbliche, milchig triibe Priparat
resultierten nach Messung im Photonenkorrelationsspektrometer durchschnittliche Partikel-

durchmesser von 165 nm und ein Polydispersititsindex von 0,165.

Hinsichtlich Hautvertrdglichkeit ergab die Priifung im Selbstversuch weder subjektive
Empfindungen noch objektive Erscheinungen, wie Schwellung oder Rotung. Uber die
Wirkstofffreigabe, besonders der lipophilen Alkamide, aus dieser Nanoemulsion konnen

keine Aussagen getroffen werden. Da jedoch die Extrakteinarbeitung schwierig war und noch
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nicht zu einer optimalen Formulierung fiihrte, was sich auch an verdnderlicher Partikelgrof3e

(Laserdiffraktometer) verdeutlichte, wurden zunéchst keine weiteren Versuche durchgefiihrt.

5.3. Mukoadhisive Arzneiformen

5.3.1.  Allgemeines

Der tibergeordnete Begriff Bioadhésion kann definiert werden als die Fahigkeit des Anhaftens
von synthetischem oder biologischem Material an biologische Gewebe iiber eine bestimmte
Zeitperiode [139]. Zur Verldngerung der Verweildauer von Arzneiformen an ihrem
Applikationsort und dadurch der Verbesserung der Bioverfiigbarkeit entstand zu Beginn der
1980er Jahre die Idee, bestimmte Arzneiformen zu entwickeln, die sich an die betreffenden
Gewebe ,,ankleben* liefen. Da es sich bei diesen Geweben um mukosale Epithelien (Mund,
Auge, Nase, Gastrointestinaltrakt, Vagina, Lunge) handelte, wurde fiir diese Art von
Bioadhédsion der Begrifft Mukoadhésion geprdgt. Die den Schleimhautzellen aufliegende
Mukus-Gelschicht dient dabei als Verbindungsglied zwischen Arzneiform und Gewebe. Das
Haften am mukosalen Gewebe verlingert nicht nur die Kontaktzeit, sondern auch die
Intensitdt der Wirkstoffabsorption. Da Schleimhiute zudem gut durchblutet sind, kann u. U.

eine rasche systemische Verfiigbarkeit des Wirkstoffs resultieren.

W_ Der vorwiegend von den Gobletzellen
W-% sezernierte hochviskose Mukus bedeckt
die Mukosa und schiitzt sie vor
mechanischen, chemischen, bakteriellen
und viralen Aggressionen. Der wisserige
Schleim besteht je nach Lokalisation zu
0,5-5 % aus Glykoproteinen und enthalt
M etwa 1 % Mineralsalze, 0,5-1 % freie
Proteine und geringe Lipidmengen. Die
% Glykoproteine determinieren die
Viskositit sowie die adhédsiven und

Hg
e

Abb. 57 : Glykoproteinmolekiilstruktur kohésiven Eigenschaften des Mukus.
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Abb. 57 zeigt schematisch die Struktur eines Glykoproteinmolekiils, und Abb. 58

demonstriert den Aufbau der Oralmukosa.

Voraussetzung flir die Muko-
adhdsion ist ein intensiver
Kontakt zwischen dem Bio-
adhdsivum und dem Rezep-
torgewebe, wofiir gute Benetz-
barkeit und/oder Quellung des
Bioadhédsivums erforderlich sind.
In der zweiten Phase erfolgt dann
eine Adsorption an der Gewebe-
oberfliche und Interpenetration
der bioadhdsiven Ketten mit

denen des Mukus (s. Abb. 59,
60).

%

B

Lamina
propria

Abb. 59: Ketteninterpenetration zwischen Polymer

und Mukus

(A: Polymer; B: Glykoproteinkette)

Basalmembran

Submukosa

Epithel

Retikular-

Abb. 60: Schema der Mukusquervernetzung
(A: physikalische Verkniulung;

B: molekulare Assoziationen;

C: chemische Quervernetzung)

Dariliber hinaus spielen Sekundirbindungskrifte, wie Wasserstoffbriicken, hydrophobe

Wechselwirkungen und van der Waals’sche Krifte, eine Rolle. Fiir bioadhédsive Substanzen

mit geladenen Gruppen sind elektrostatische Wechselwirkungen zu erwarten. Die detaillierte
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Kenntnis der komplexen Bioadhdsion steht noch aus; es werden verschiedene Mechanismen,
wie die -elektronische, die Benetzungs-, die Bruch-, Adsorptions-Interpenetrations-,
Diffusions-, Kapillar- sowie die mechanische Theorie, diskutiert. Am wahrscheinlichsten ist
ein Wechselspiel der Kréfte in Abhingigkeit von den physiologischen Bedingungen einerseits

und den chemischen und physikalischen Eigenschaften des Bioadhdsivums andererseits.

Ausgehend von den aus der traditionellen Anwendung von Acmella ciliata bekannten
Effekten im Mundraum, die als prickelnd, brennend, andsthesierend, Salivation férdernd usw.
beschrieben werden (s. 3.3.1.2.1.), erschien die orale Testung der Extrakte als geeignet und
deren Applikation als mukoadhdsive Formulierung préadestiniert. Als solche potentielle
Arzneiformen wurden Adhisiv-Tabletten, Gelatine-Haftpldttchen und eine Schleimhaut-

Haftsalbe entwickelt (5.3.2. — 5.3.4.).

Bei der bukkalen oder sublingualen Administration muss generell zwischen systemischen und
lokalen Effekten diffenziert werden. Die z. T. gute Resorption aus Subligual- oder Bukkal-
Tabletten ist vor allem fiir gastrointestinal instabile (z. B. Insulin und andere Peptide) oder
nebenwirkungsintensive Pharmaka oder auch zur Erzielung rascher Wirkung, wie bei
Nitroglycerin, relevant, da sie auf diesem Wege unter Umgehung der Darm- und

Leberpassage (first pass-Effekt) schnell in den Blutkreislauf gelangen.

Andererseits sind die verldngerten Kontaktzeiten im Mundraum auch zur Behandlung lokaler
Erkrankungen, wie Entziindungen, Infektionen, Lésionen, als auch zur Protektion, z. B. im
stomatologischen Bereich, gefragt, da ansonsten die Verweildauer von Arzneiformen in der
Mundhdhle durch die Salivation sowie durch das Schlucken, Sprechen und Kauen nur

aullerordentlich kurz ist.

Bereits 1985 publizierte NAGAI [131] die Entwicklung einer bioadhdsiven Tablette mit lokaler
Aktivitdt gegen Stomatitis aphthosa mit dem Wirkstoff Triamcinololacetonid, kommerziell
unter dem Namen ,,Aftach“ — in der aktuellen Roten Liste [224] als Aftab® Hafttabletten
registiert — bekannt. (Ein Salbenprdparat mit demselben Wirkstoff war bereits vorher
verfligbar.) Die kleine Doppelschichttablette (Durchmesser 7 mm, Dicke 1,1 mm) besteht aus
einer gefirbten Laktoseschicht zum Schutz der aktiven Ingredienzien sowie zur einfachen
Applikation und aus einer Adhisivschicht von Hydroxypropylcellulose und Carbopol 934,
den Wirkstoff enthaltend.



Tabelle 31: Beispiele mukoadhiisiver Topika zur bukkalen Applikation

Nr. |Arzneistoff Arzneiform Hilfsstoffe Handelsname Indikation

Lokaltherapie

1 Triamcinolonacetonid Doppelschicht-Tablette HPC/CP 934 (Unterschicht) Aftach™ (Teijin) Stomatitis aphthosa
gefarbte Laktose (Oberschicht)

2 Triamcinolonacetonid Salbe Pektin, Gelatine, CMC in Adcordyl in Orabase” Stomatitis aphthosa
Salbengrundlage (Squibb)

3 Lidocain, Dibucain Tablette HPC/CP, Mg-Stearat Zahnschmerzen

4 Prednisolon Salbe mit 30% CP 934 Stomatitis aphthosa

5 Prostaglandin F2 Gingivalpflaster HPC/CP Kiefernorthopédie

6 Miconazol HPC/CP orale Candidose

7 Karbenoxolon-Na Salbe CMC Bioral Gel™ (Smithkline Geschwiire der Mundhdhle

Beecham)
Systemische Verfiigbarkeitl)
8 Glyceroltrinitrat Matrix modif. HPMC Suscard™ (Forrest) Angina pectoris

9 Prochlorperazin Maleat

Doppelschicht-Tablette

Xanthan Gummi,

Buccastem™™ (Reckitt

Kinetosen, Erbrechen,

Johannisbrotbaumsamengummi

Benckiser)

Migréne, Schwindel

10 Testosteron Bukkal-Tablette Polycarbophil, CP 934P, HPMC Striant® (Columbia Lab.) primérer Hypogonadismus
11 Insulin-Tabletten Doppelschicht-Tablette Kakaobutter, HPC, CP 934 Antidiabetikum

12 Diclofenac Hydrogelscheibe HEMA Antiphlogistikum

13 Metoclopramid Tablette PAA (div.), HPMC Antiemetikum

HPC = Hydroxypropylcellulose; CP = Carbopol™; CMC = Carboxymethylcellulose; HPMC = Hydroxypropylmethylcellulose; HEMA = Hydroxyethylmethacrylat; PAA = Polyacrylsiure

D Weitere Beispicle s. [36].




150

Die obere Schicht zerfidllt bald nach Applikation, wéhrend die untere Schicht, die die kranke
Stelle bedeckt, unter gradueller (kontrollierter) Quellung den Arzneistoff freisetzt. Im
Arbeitskreis NAGAI wurden nachfolgend weitere bioadhésive Formulierungen zur Applikation
in der Mundhohle entwickelt, z. B. eine Prednisolon-Salbe [78] und lokalanisthetisch gegen
Zahnschmerzen wirkende Tabletten mit Lidocain und alternativ mit Dibucain [77, 131].

Tetracain wurde in Filme eingearbeitet [190].

In der Folgezeit resultierte aus zahlreichen Forschungsarbeiten eine Reihe von Patenten fiir
verschiedene orale, bioadhisive Arzneiformen, z. B. Tabletten [83, 130, 79], Pulver [130],
Granulate [130], Mikrokapseln [157], Filme und Tapes [87 - 90], iiberwiegend bestehend aus

einer aktiven und einer neutralen Schicht.

Die Anzahl der definitiv auf dem Pharmamarkt etablierten Praparate zur Applikation in der
oralen Kavitdt, priadestiniert Gele und Salben, ist allerdings {iberschaubar und ihre
Anwendung auf wenige Indikationen beschriankt (s. auch Tab. 31). Als Wirkstoffe zur
Lokaltherapie (s. auch Rote Liste [224]) dominieren dabei Glukokortikoide
(Triamcinolonacetonid, Prednisolon-acetat) und Lokalanésthetika (Lidocain), vereinzelt
Antimykotika (Nystatin) und Desinfizienzien (Chlorhexidin), und als bioadhédsive Hilfsstoffe
Polyacrylsdure (Carbopol®, Carbomer®) und Cellulosederivate, daneben Pektin, Gelatine,
Natriumalginat, Guar-Gummi und Guargalactomannan u. a. Die Beispiele 8-13 in Tab. 31
(Beispiele aus Forschung und Handel ohne Anspruch auf Vollstindigkeit) reprisentieren
Préaparate mit Wirkstoffen zur systemischen Verfiigbarkeit, deren Auswahl zumeist auf kleine,
lipophile Molekiile beschriankt ist, die in der Lage sind, die bukkale Mukosa schnell zu

passieren.

Wie aus Tab. 31 und den obigen Ausfiihrungen hervorgeht, gelangen als mukoadhisive
Hilfsstoffe hydrophile, biokompatible Makromolekiile natiirlichen, synthetischen und
halbsynthetischen Ursprungs zur Anwendung. Thre Auswahl richtet sich u. a. nach der
Vertraglichkeit mit den inkorporierten Arzneistoffen sowie nach der angestrebten
Adhisivkraft. Hinsichtlich letzterer erweisen sich vorrangig ionische Polymere, zu nennen
sind hier besonders Polyacrylsdure, Polycarbophil und Natriumcarboxymethylcellulose, als
am stirksten adhdsiv. Neben dem Ionencharakter des Makromolekiils nehmen dessen

Konzentration sowie seine Molekiilmasse und -struktur, d. h. verzweigter oder kettenformiger
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Aufbau, Einfluss auf die Bioadhdsion. Davon und vom umgebenden Milieu (Wasserprasenz,

pH-Wert usw.) wird letztendlich auch das Quellvermogen determiniert.

5.3.2.  Haftpaste

Verschiedene Typen von mukoadhésiven, halbfesten Formulierungen hydrophilen und
hydrophoben Charakters zur Behandlung von Mucositis, Stomatitis, Aphthen und anderen
Affektionen im Mundraum waren bisher relativ hiufig Gegenstand der Forschung und fiihrten
z. T. zur Etablierung marktreifer Salben, Gele und Pasten (vgl. auch Tab. 31). In der Roten
Liste [224] findet sich z. B. die Mundheilpaste Dontisolon” — Prednisolon als Wirkstoff — mit
der Indikation Gingivitis, Stomatitis und Perikoronitis. Gegen schmerzhafte, entziindliche
Erkrankungen der Mundschleimhaut und gegen Prothesendruckstellen wird die Solcoseryl®
Dental Adhésivpaste empfohlen, die ein proteinfreies Hdmolysat aus Kilberblut und
Macrogollaurylether als arzneilich wirksame Bestandteile und als adhésive Hilfsstoffe
Carmellose-Natrium, Gelatine und Pektin enthélt. Interessant erscheint im Hinblick auf die
eigenen Untersuchungen das Priparat Kamillostad® Gel, dass neben Lidocain einen

Kamillenbliitenextrakt enthélt und auf Basis von Polyacrylsdure konzipiert ist.

Das Neue Rezeptur-Formularium (NRF, [135]) gibt Rezepturhinweise fiir einige
Schleimhaut-Haftgele und unterteilt diese in:

- wasserfreie Haftpasten auf lipophiler Basis mit hydrophilem Quellstoff

- Hydrogele, z. T. mit emulgierendem Lipidanteil (Haftcremes)

- Tensidgele (Poloxamergele)

Zur Einarbeitung des Acetonextrakts von Acmella ciliata (E;) zwecks Anwendung in der
bukkalen Kavitdt wurde die nichtionische Hypromellose-Haftpaste 40 % NRF 7.8 ausgewéhlt.
Sie stellt ein wasserfreies Paraffingel dar, in dem ein hydrophiles Quellmittel suspendiert
vorliegt und ist zusammengesetzt aus 40 % Hypromellose 2000 oder Methylhydroxy-
propylcellulose 2000, ein wasserloslicher Celluloseether, und 60 % Hydrophobem Basisgel
DAC [33] (s. Exp. Teil). Bei Kontakt mit der feuchten Schleimhaut quellen die
Hypromellose-Partikeln, der Wasserfilm wird rasch aufgenommen, und die Paste haftet stark
auf dem Gewebe. Dabei verzogert die lipophile Paraffin-Matrix die Quellung der
dispergierten Hypromellose-Teilchen, was zu einer langen Verweildauer in der Mundhdhle

fiihrt.
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Zur Herstellung und Extrakteinarbeitung s. Exp. Teil. Die Konzentration an Extrakt betrug 5
%. Eine Unvertrdglichkeit auf Grund der im Extrakt enthaltenen phenolischen Verbindungen

wurde nicht beobachtet.

Die in vivo-Testung an drei freiwilligen Probanden ergab eine sehr gute Haftfdhigkeit der
wirkstofthaltigen Préparation am Zahnfleisch des Oberkiefers bzw. zwischen Backentasche
und Oberkiefer, die liber den Testzeitraum von zwei Stunden andauerte. Die Platzierung an
einer bestimmten Stelle in der Mundhohle war jedoch schwierig und nicht prizise. Der
Geschmack wurde von zwei Testern als kriuter- oder heuartig charakterisiert. Ansonsten

waren keine Empfindungen wahrzunehmen, weder Kribbeln, Brennen noch Anésthesie.

5.3.3.  Gelatineplittchen

Eine weitere Idee war die Testung von Gelatinepliattchen. Hierzu wurde ein Gel mit der
Zusammensetzung Gelatine/Wasser/Glycerol im Verhiltnis 1:5:5, mit einem Zusatz von 0,1
% Chitosan, geldst in 5 %iger Zitronensdurelosung, im Ultraschallbad bei 55-60° C
hergestellt (s. Exp. Teil). Zur Inkorporierung des Acetonextrakts (E;) in 5 %iger
Konzentration wurde dieser, gelost in Ethanol, vorgelegt und die Gelatinelosung unter
Erwdrmen im Ultraschallbad homogen und mdoglichst luftblasenfrei eingearbeitet. Nach

AusgieBen in Petrischalen und Erstarren wurden aus dem diinnen Film Plittchen

ausgestochen.
) _ Die Gelatine als offizineller, amphoterer Hilfsstoff (Eur.
H N2 Pharmakopoe) zeigt zwar lediglich eine als befriedigend
R0 oH H H eingeschitzte Bioadhdsivitit (115 % in Relation zum
H H____ 0 —OH  Pektin = 100 %), erschien jedoch durch ihre erweichende,
| CH,OH |5 elastische Konsistenz fiir das Anheften an die
Bukkalmukosa als geeignet. Zur Verbesserung der

Chitosan

Adhésivitét erfolgte eine Zugabe von Chitosan (Formel),
einem kationischen Polymer, das durch N-Deacetylierung aus Chitin gewonnen wird [92].
Chitosan selbst weist wundheilende und antiulcerative Effekte auf, weshalb es in

verschiedenen Formulierungen zur oralen Applikation gelangte [62, 65, 76, 120, 155].

Die Testung der Gelatinepléttchen erfolgte im Selbstversuch durch bukkale Applikation. Es

waren eine gute Akzeptanz dieser Praformulierung und eine schwache Lokalandsthesie zu
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konstatieren, jedoch nur ein geringes Haftvermdgen. Da aber die Herstellung der Rezeptur,
insbesondere die Inkorporierung des Extrakts, wegen der zur Gelatineloslichkeit
erforderlichen Mindesttemperatur von 55° C einerseits und der Temperaturempfindlichkeit
der Naturstoffe — es bildeten sich schwarze ,,Plinktchen, ggf. Polymerisationsprodukte der
Alkamide (vgl. 3.3.3.), — andererseits groe Schwierigkeiten bereitete, wurde diese

Formulierung nicht weiter verfolgt.

5.3.4. Adhésivtabletten

Wihrend einige Préparate in Form von mukoadhdsiven Bukkaltabletten mit chemisch
definierten Einzelwirkstoffen existieren (vgl. auch Tab. 31), sind bisher noch keine derartigen
Formulierungen mit Pflanzenextrakten bekannt. Zum Zweck der orientierenden in vivo-
Testung wurden einfache, biplane Monolayer-Tabletten mit Facettenrand konzipiert
(Durchmesser 9 mm, Dicke 1,5 mm), in die sich 5, 10 und 20 mg des Aceton-
Gesamtpflanzenextrakts (E;), gelost in Ethanol, inkorporieren lieBen (s. Exp. Teil). Der
Acetonextrakt wurde auf Gund seiner hochsten Elastasechemmaktivitét (s. 4.1.3.) ausgewahlt.
Als Adhésivum gelangte die nichtionische Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC, Eur.
Pharmakopoe, s. Formel) zum Einsatz, die hinsichtlich ihrer Adhésivkraft als gut bis sehr gut
einzustufen ist. Ihre Konzentration betrug 70 % (weitere Tablettenhilfsstoffe: Avicel und
Aerosil).

- - Es resultierten gleichméBig griin gefarbte Tabletten

CH20CH; (konzentrationsbedingte Farbintensitit), die verglei-
0
i H O————+ chend mit entsprechenden Placebo-Tabletten zur
= OH H b - Wirksamkeitsiiberpriifung in der oralen Kavitit
H OCH,CHOHCH, (bukkale/sublinguale Applikation) im Selbstversuch

M an drei freiwilligen Testpersonen gelangten
Hydroxypropylmethylcellulose (Priifschema s. Exp. Teil). Daneben wurden in den
Blindversuch 2 und 4 %ige Benzocain-Tabletten gleicher Hilfstoffzusammensetzung
einbezogen. Die Auswahl dieses Vergleichspriaparats orientierte sich an dem u. a. zu
erwartenden anisthesierenden Effekt durch die Extrakt-Tabletten und dessen Wirkstoft-

konzentration in handelsiiblichen Lokalanisthetika-Priaparaten.

Im Ergebnis der in vivo-Testung resultierte eine gute Applizierbarkeit und Haftfdhigkeit fiir

die Placebotablette, die sich nach 2 h in toto entfernen liel. Der Geschmack war indifferent.



154

Eine Testperson vermerkte eine leichte Erwdrmung und pelzige Empfindung, eine zweite eine

kurze brennende Schérfe.

Die 2 mg Benzocain enthaltende Testtablette verhielt sich dhnlich, zeigte aber gegen Ende der
Versuchszeit Auflosungstendenz, was zu einer gelatindsen Oberfldche fiihrte. Eine eindeutige
Anisthesie war nicht zu spiiren; in einem Fall zeigte sich eine geringe Erwdrmung, im
anderen bei der Beriihrung mit der Zungenspitze eine schwach anésthesierende Empfindung.
Fiir die 5 mg-Tablette werden eine schlechtere Applizier- und Haftfahigkeit angegeben, ein
neutraler Geschmack und von zwei Testern eine geringe Erwarmung bzw. leichte Schirfe an

der Zungenspitze.

Bei den Extrakttabletten konstatierten die Testpersonen eine mit der Extraktkonzentration (5,
10 und 20 mg) zunechmende Haftfahigkeit und Erweichung bis Zerfall im Mundraum. Der
Geschmack wurde von einer Person als unauffillig, von den beiden anderen als zunehmend
heu- bzw. krauterartig beschrieben. Eine eindeutige Anisthesie wurde auch hier nicht
empfunden (konzentrationsunabhéngig). Partiell traten eine leichte Schirfe bis Prickeln und
schwache Anésthesie an der Zungenspitze auf, z. T. nach Herausnahme anhaltend. Die

Akzeptanz und Vertraglichkeit dieser Tabletten wurde insgesamt als gut beschrieben.

Diese Tabletten konnten nach entsprechender Priifung am Patienten zur Behandlung von
Lésionen am Zahnfleisch sowie von Entziindungen, Affektionen und Schmerzen im Mund-
und Rachenraum als weitgehend nebenwirkungsfreie pflanzliche Alternative zu chemischen
Fabrikaten dienen. Als solche wiren sie patientenfreundlicher als z. B. Salben und Gele (s.
auch 5.3.4.) und konnten entsprechend ihrer mukoadhdsiven Zusammensetzung eine

kontrollierte Verweilzeit aufweisen.

Eine umfangreiche in vivo-Testung vorausgesetzt, macht sich jedoch eine galenische
Optimierung erforderlich, ggf. in Form und GréBe. Weiterhin empfiehlt sich eine zweifarbige
Bilayer-Tablette mit einer Haft- und wirkstoffhaltigen Seite und einer neutralen Oberseite
(Schutzschicht). Auf diese Weise verldsst der Wirkstoff die Arzneiform lediglich in eine
Richtung durch direkten Kontakt mit dem erkrankten Gewebe, und ein Wirkstoffverlust in

Richtung Mundhdhle — Systemikum wird eingeschrénkt.
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Experimenteller Teil

1. Material

1.1. Chemikalien

1.1.1.  Losungs-/Extraktions-/FlieBmittel

Extraktion / HPLC / DC
* Methanol

* Dichlormethan

* 2-Propanol

« Ethanol absolut

* Essigsédureethylester
(Ethylacetat)

» n-Butanol

e Hexan

* Petroleumbenzin
(Petrolether)

* Aceton

* Acetonitril

* Diethylether

* Trichlormethan

* Essigséure

* Ameisensdure

* Trifluoressigsdure

* Wasser

HPLC-MS

 Acetonitril
* Ameisensaure
* Wasser

NMR

° CD3OD

* CDCl;

* Aceton-dg

* Tetramethylsilan (TMS)

MS (E1/FAB /ESI)

* Methanol

* Acetonitril

* Ameisensiure
* 3-Nitrophenol
* Glycerol

HiPerSolv HPLC-Gradient
Grade Chromanorm

zur Analyse

zur Analyse

zur Analyse

zur Analyse

99% reinst
zur Analyse
zur Analyse

zur Analyse

Baker HPLC analyzed
ROTIPURAN® >99% p.a.
zur Analyse

mind. 99,8%

98-100% zur Analyse

zur Synthese

entmin. (Ionenaustausch)

ROTISOLV®, HPLC grade

bidestilliert

99,8%
99,8%
99,5%
99,9%

Optigrade® fiir die HPLC

Optigrade” HPLC Gradient Grade

98-100% pro analysi
zur Synthese
etwa 87% zur Analyse

VWR BDH PROLABO

KMF optiChem
KMF optiChem
KMF optiChem
KMF optiChem

KMF Laborchemie
KMF optiChem
Chem®*™ Th. Geyer

KMF optiChem

J. T. Baker

Roth

KMF optiChem

KMF optiChem

KMF optiChem
Merck-Schuchardt

SG Reinstwassersystem

Roth
Roth
Barnstead Easy pure RF

Deutero

Deutero

Deutero
Cambridge Isotope
Laboratories

LGC Promochem
LGC Promochem
Merck
Merck
Merck

Leuven, B

Lohmar, D
Lohmar, D
Lohmar, D
Lohmar, D

Lohmar, D
Lohmar, D
Renningen, D

Lohmar, D
Deventer, NL
Karlsruhe, D
Lohmar, D
Lohmar, D
Lohmar, D
Hohenbrunn, D

Karlsruhe, D
Karlsruhe, D

Kastellaun, D
Kastellaun, D
Kastellaun, D
Andover, USA

Wesel, D
Wesel, D
Darmstadt, D
Darmstadt, D
Darmstadt, D



1.1.2.

Alkamide

* Dodeca-2,4,8,10
(E,E,Z,E / E,E,Z,E)-tetraen-
séure-isobutylamid(e)

* Capsaicin

Flavonoide

* Apigenin

* Apigenin-7-glucosid
* Apiin

* Astragalin

* Chrysin

* Datiscetin

* Dihydrofisetin

* Hesperetin

* Hyperosid

* [sorhamnetin

* [soquercitrin

» Kampferid

» Kampferol

» Kdmpferol-7-rhamnosid
* Luteolin

* Luteolin-7-glucosid
* Myricetin

* Myricitrin

* Naringenin

* Naringin

* Orientin

* Pentaacetylquercetin
* Phloretin

* Phloridzin

* Quercetin (Dihydrat)
* Quercetin-3-arabinosid
* Quercitrin

* Rhamnetin

* Rhoifolin

* Rutosid (Rutin)

* Taxifolin

* Vitexin

* Vitexin-O-rhamnosid

Phenolcarbonsduren

* Benzoesaure

* Chlorogenséure

* 0-Cumarsdure

* m-Cumarsiure

* p-Cumarsdure

* p-Cumarsiureacetat

* p-Cumarsduremethylether

 Cumarsduremethoxymethylether

* Dihydrokaffeesdure

* Ferulasiure

* p-Hydroxyphenylessigsdure
* Isochlorogenséure(n)

* Isoferulasdure

* Kaffeesédure

* Neochlorogenséure
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Referenzsubstanzen

Art.-Nr.: 89187
Charge-Nr.: 1075

BioChemika; > 97% (HPLC)

ROTICHROM®
ROTICHROM®
ROTICHROM®

Isolat
purum

Reag. Ph. Eur.
Isolat

puriss.
Isolat

>90%

rein

ca. 99%
ROTICHROM®
depur

Isolat

Isolat

Isolat

reinst

techn.
ROTICHROM®

Isolat
ROTICHROM®

Reagenz

>99%
zur Synthese

98% Aldrich®

purum ~97% (HPLC)

Phytolab

Sigma-Aldrich

Roth
Roth
Roth

Roth

Merck

Fluka

Roth
Roth
Serva
Ferak
Roth
Roth

Serva
Sigma
Roth
Roth
Roth

Roth

Merck

Schuchardt

Roth
Merck-Schuchardt

Sigma-Aldrich

Sigma Chemical Co.

Fluka
Roth

Fluka

Vestenbergs-
greuth, D

Taufkirchen, D

Karlsruhe, D
Karlsruhe, D
Karlsruhe, D

Karlsruhe, D

Darmstadt, D

Buchs, CH

Karlsruhe, D
Karlsruhe, D
Heidelberg, D
Berlin, D
Karlsruhe, D
Karlsruhe, D

Heidelberg, D
St. Louis, USA
Karlsruhe, D

Karlsruhe, D
Karlsruhe, D

Karlsruhe, D

Darmstadt, D
Miinchen, D
Karlsruhe, D
Hohenbrunn, D

Steinheim, D
St. Louis, USA
Buchs, CH
Karlsruhe, D

Buchs, CH



* Protocatechuséiure
* Rosmarinsaure

* Veratrumsaure

o Zimtsdure

Cumarine

* Aesculetin

* Aesculin

e Cumarin

» Herniarin

* B-Methylumbelliferon
* Umbelliferon

* Scopoletin

* Scopolin

Sonstige

* 3-Aescin

* Apfelsiure

* (—)-Chinaséure
* Cholesterol

e Fumarséaure

» Maleinsdure

» Matairesinol

* Rohsaponingemisch
* Saponin

* 3-Sitosterin

* Vanillin

1.1.3. Adsorbentien

* Kieselgel zur Chromatographie
unter erhohtem Druck

* Lichroprep RP-18 fiir die
Fliissigkeits-Chromatographie

« Sephadex® LH-20

* Celite” 545

1.1.4.

* Naturstoffreagenz A
(Diphenylboroxyethylamin)

* 4-Methoxybenzaldehyd
(Anisaldehyd)

» Antimon(I1I)-chlorid

+ Kaliumiodid

* 4-(Dimethylamino)benzaldehyd

» Wismut(IIT)-nitrat

+ Kaliumpermanganat

* Schwefelsdure

+ Kaliumhydroxid

* Polyethylenglykol 4000

* Echtblausalz B

* Natriumhydroxid
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zur Synthese

purum

zur Synthese
>98%
ind.

purum >99% (UV)
purum

Reagenz

D(+) rein und L(-) reinst
zur Racematspaltung
Isolat

zur Synthese

Isolat aus Arctium lappa

Isolat aus Helianthus annuus L.
weil} rein

rein

Lebensmittelqualitit

KorngréBe 0-0,63 pm
Schiittdichte etwa 0,3 g/ml
KorngroBe 25-40 pm

(od.: 40-63 pm)

Reagenzien DC

>98%, p.a.
zur Synthese

zur Analyse

reinst

zur Synthese

> 71%, p.a., basisch

zur Analyse

95-98% reinst

85% reinst DAC Pellets
ROTIPURAN® Ph. Eur.

Plétzchen rein

Schonert

Merck-Schuchardt

Fluka

Roth
Merck-Schuchardt
Roth
Sojuzchimexport
Arcochemie

Fluka

Fluka

Merck
Schuchardt
Merck-Schuchardt

DHZ Chemie
Merck-Schuchardt

Merck
Arcochemie
Merck

Woelm Pharma
Merck

Fluka BioChemika
Fluka Chemika

Roth
Merck-Schuchardt

Merck

Merck
Merck-Schuchardt
Roth

Merck

Merck

KMF

Roth

Riedel-de Haen
Merck

Leipzig, D

Hohenbrunn, D

Buchs, CH
Karlsruhe, D
Hohenbrunn, D
Karlsruhe, D
Moskau, RU
Berlin, D
Buchs, CH
Buchs, CH

Darmstadt, D
Miinchen, D
Hohenbrunn, D

Berlin, D
Hohenbrunn, D

Darmstadt, D
Berlin, D
Darmstadt, D

Eschwege, D
Darmstadt, D

Buchs, CH
Buchs, CH

Karlsruhe, D
Hohenbrunn, D

Darmstadt, D
Darmstadt, D
Hohenbrunn, D
Karlsruhe, D
Darmstadt, D
Darmstadt, D
Lohmar, D
Karlsruhe, D
Seelze, D
Darmstadt, D



1.1.5.

* Humane Neutrophilen-Elastase

* N-Methoxysuccinyl-Ala-Ala-
Pro-Val-p-Nitroanilid

* Trypsin-Inhibitor

« TRIS

* Inhibitor (synthet.)
* Pufferlosung

* Pufferlosung

* Pufferlosung

* Trypsin

* N-Bz-DL-Arg-p-Nitroanilid-
HCl

* NaCl

* CaCl,

* DMSO

* Thrombin

* Pefabloc SC

* H-D-Phe-homoPro-Arg-p-NA-
Diacetat

1.1.6.

* Hydroxypropylmethylcellulose
(HPMC) Methocel E 50-LV

» Mikrokristalline Cellulose
Avicel PH 103

* Aerosil 200

* Gelatine Platin

* Glycerol

* Chitosan

« Citronenséaure

* DAC-Basiscreme

* Hypromellose 2000

* Hydrophobes Basisgel DAC

* Myzgliol

* Poloxamer 188

1.1.7.

* L(+)-Weinséure, >99,5%
* Natriumsulfat wasserfrei
* Benzocain

* Ammoniak(16sung) 25%
* Salzsdure rauchend 37%
* Zierpflanzenspray
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Reagenzien Enzymatik

Aktivitit: 20 U/mg Protein
m/z 590,6, C27H3gN609

Type I-S aus Sojabohne
Tris(hydroxymethyl)-amino-
methan z. A., Puffersubstanz
GW 311616A; >97% (HPLC)
CertiPUR® pH (20°) = 2,01
pH 9,00 + 0,02, blau

pH 7,00 + 0,02 (20°), griin
TPCK treated, from bovine
pankreas

m/z 552,7

Uvasol®

vom Rind
4,2-(Aminoethyl)-benzensulfo-
nylfluorid-HCI

Galenische Hilfsstoffe

Premium EP

Ph. Eur.

reinst, 240 Bloom
reinst, > 86%

fir die Biochemie
zur Synthese, >99%

Sonstige Chemikalien

zur Analyse
Ph. Eur.
reinst

reinst
Lizetan® plus

ICN Biomedicals Inc.

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Merck

Sigma-Aldrich
Merck

Roth

Roth
Sigma-Aldrich

Bachem

Merck
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Roche

Bachem

Colorcon Ltd.
FMC Europe N.V

Caesar & Loretz
Roth

Roth

Roth
Merck-Schuchardt
Caesar & Loretz
Caesar & Loretz
Caesar & Loretz
Caesar & Loretz
BASF

Roth

KMF optiChem
Synopharm
Merck

Merck

Bayer

Aurora, USA
Taufkirchen, D

Taufkirchen, D
Darmstadt, D

Taufkirchen, D
Darmstadt, D
Karlsruhe, D
Karlsruhe, D
Taufkirchen, D

Weil a. Rhein,
D

Darmstadt, D
Darmstadt, D
Darmstadt, D
Taufkirchen, D
Mannheim, D

Weil a. Rhein,
D

Dartford, UK
Briissel, B

Hilden, D
Karlsruhe, D
Karlsruhe, D
Karlsruhe, D
Hohenbrunn, D
Hilden, D
Hilden, D
Hilden, D
Hilden, D
Ludwigshafen,
D

Karlsruhe, D
Lohmar, D
Barsbiittel, D
Darmstadt, D
Darmstadt, D
Leverkusen, D



1.2. Geriite und sonstiges Zubehor
* Riihrer RZR 0 Typ 740
* (Licht-) Mikroskop Model SE
Vergroferung 10x40x100

« System-Mikroskop*' BX 41TF
* Digital Camera DXM 1200

kombiniert mit (*')
* Trockenschrank ULE 800
* Hochleistungsschneidmiihle Typ SM 2000

+ Sieb, Maschenweite 28
* Vakuumrotationsverdampfer
« Membran-Vakuumpumpe**
* Vakuum-Controller
kombiniert mit (**) im
Chemiepumpstand 5
* Ultraschallwasserbad

» Waage

* Analysenwaage
* Analysenwaage
* pH-Meter

» Wasserbad

» Magnetriihrer / Heiz-
Platte
* Schiittler

« Schiittler

* Pipetten
¢ UV-Fotometer

* Microplate autoreader

* Kapillarréhrchen fiir Schmelz-
punkt-Bestimmung

* UV-Lampe

* Analysenlampe mit
Durchlicht

* Dokumentationsauf-
satz zur CabUVIS

* Kamera

* Trockenschrank

* 96-Well-Platten

» Korkbohrer

* Tablettenpresse

* Gelbtafeln

* Raubmilben

o Ultra-Turrax

* Hochdruckhomogenisator

* Photonenkorrelations-
spektrometer/Zetasizer

* Laserdiffraktometer
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Rotavapor R und R-114
Vacuubrand MZ 2C/1,7
CvC2

Bandelin Sonorex
RK 100 und TK 52
2254

CP 224S-OCE

BP 211D
Labor-pH-Meter 766

GFL® Inkubations-/ Inak-

tivierungsbad Typ 1002
TYP RCT

KMS1 Minishaker

Vortex-Genie 2;
Modell G-560 E
Research-Pipetten
UV-VIS-Scanning
Spectrophotometer
Spectra Fluor
beidseitig offen
Superior

CAMAG; Cat. No.
29230, Ser. No. 940913
Cab-UVIS; Nr. 131305,
Serie: 04620

Nr. 131312

PowerShot G5 Digital
Camera
Wirmeschrank
Baureihe 6000
transparent, F-Boden,
unbeschichtet

Aluminium
EK 0; Stempel 9 mm
Neudorff®

EmulsiFlex C5

Nano-ZS
LS 230

Heidolph Instruments
Nikon Corporation

Olympus Optical
Nikon Corporation

Memmert
Retsch

Biichi Labortechnik
Vacuubrand
Vacuubrand

Bandelin electronic

Sartorius-Werke
Sartorius
Sartorius

Knick

GFL"

Janke & Kunkel /
IKA®-Labortechnik
IKA® Works

Scientific Industries

Eppendorf

Shimadzu Scientific;
Instruments

Tecan

Marienfeld Laboratory
Glassware

CAMAG

DESAGA, Sarstedt-
Gruppe

DESAGA, Sarstedt-
Gruppe

Canon (Europa)

Heraeus Instruments

Roth
bzw. Greiner

Wepa
Korsch
Neudorff
Neudorf
IKA-Werke
Avestin

Malvern
Beckman Coulter

Schwabach, D
Tokyo, JP

Tokyo, JP
Tokyo, JP

Schwabach, D
Haan, D

Flawil, CH
Wertheim, D
Wertheim, D

Berlin, D

Gottingen, D
Gottingen, D
Gottingen, D
Berlin, D
Burgwedel, D

Staufen 1. Br.,
D

Wilmington,
USA

Bohemia, USA

Hamburg, D
Columbia,
USA

Grodig, A
Lauda-Konigs-
hofen, D
Berlin, D

Wiesloch, D
Wiesloch, D

Amsterdam,
NL
Hanau, D

Karlsruhe, D
Frickenhausen,
D

Hillscheid, D
Berlin, D
Emmerthal, D
Emmerthal, D
Staufen, D
Mannheim, D

Herrenberg, D
Krefeld, D
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2. Methoden

2.1. Pflanzen-/Drogengewinnung

Das zur makroskopischen Beschreibung und mikroskopischen Untersuchung sowie zur
Extraktgewinnung genutzte Pflanzenmaterial von Acmella ciliata und der gelben und roten
Varietdt von Acmella oleracea wurde ausschlieBlich durch Eigenanbau in Feld- und/oder

Gewichshauskulturen gewonnen (s. hierzu Allgem. Teil, Kapitel 2.1.).

Der Erntezeitraum im Freiland erstreckte sich vom Zeitpunkt des Erblithens der
Bliitenkdpfchen (ca. Juni/Juli bei Auspflanzung im Mai nach den letzten Spétfrosten) bis zum
ersten Frost. Geerntet wurde hauptsidchlich in den Monaten September bis November. Im

Gewéchshaus war der Erntezeitpunkt weitgehend witterungsunabhéngig.

Die Frischpflanzen wurden nach der Ernte sofort von anhaftender Erde befreit, in fiir die
weitere Aufarbeitung vorgesehene Pflanzenteile selektiert, grob =zerkleinert und zur
Trocknung bereit gestellt. Die Trocknung erfolgte auf Blechen im Trockenschrank (s. 1.2.)
bei 40° bzw. 60° C wihrend durchschnittlich vier Tagen bis zur Durchknickbarkeit des
Stingels, als dem Pflanzenteil mit dem hochsten Wassergehalt (s. Tab. 32). Die Restfeuchte
wurde nicht bestimmt. Um jedoch eine Orientierung zum Verhéltnis Frischpflanze(nteile) zu
Trockenpflanze(nteilen) zu gewinnen, wurde mit einer Emnte vom 15.07.2003 der
Trocknungsverlust von Bliiten, Triebspitzen, Bldttern, Stdngeln und der oberirdischen

Gesamtpflanze in Abhingigkeit von der Temperatur (40° bzw. 60° C) ermittelt (s. Tab. 32).

Das getrocknete Pflanzenmaterial wurde in entsprechenden Drogenvorratsgefdlen oder
Papiersidcken bei Zimmertemperatur trocken gelagert. Vor der Herstellung der entsprechenden
Extrakte erfolgte eine Zerkleinerung der Droge mittels Hochleistungsschneidmiihle (s. 1.2.)

mit eingebautem Sieb der Maschenweite 28.

Im Freilandanbau wurde partiell eine Stickstoffdiingung mit handelsiiblichem
Kalkammonsalpeter in zwei Diingestufen (60 und 120 kg/ha Stickstoff) im Jahr 2004 erprobt,
indem der Diinger vor dem Auspflanzen gleichméBig unter die Erde gemischt wurde, was zu
einem gesteigerten GroBenwachstum sdmtlicher Organe im Vergleich zu den benachbart
wachsenden, ungediingten Exemplaren fiihrte. Eine weitere Steigerung dieses Wachstums

mittels Diingestufe 2 gegeniiber Stufe 1 konnte nicht beobachtet werden.
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Tabelle 32: Trocknungsverluste verschiedener Pflanzenorgane von A. ciliata

Pflanzenorgan Trocknungstemperatur Verhaltnis Trocknungsverlust
[°C] Droge : Frischpflanze [%]
Bluten 40 1:4,5 78,1
Triebspitzen 40 1:5,3 81,2
60 1:5,2 80,8
Bléatter 40 1:5,4 81,3
60 1:4,9 79,6
Stéangel 40 1:6,4 84,4
60 1:6,9 85,6
Gesamtpflanze 40 1:5,1 80,2
(ohne Wurzel) 60 1:5,9 83,1

Im Gewéchshausanbau musste zur Schadlingsbekdmpfung (Weile Fliege, Spinnmilbe), neben
Raubmilben (s. Allg. Teil und 1.2.) und an Stében befestigten und gleichméaBig iiber das Feld
verteilten Gelbtafeln (s. 1.2.), bei starkem Befall gelegentlich Zierpflanzenspray (s. 1.1.7.)
eingesetzt werden. Hiermit wurden die Pflanzen kurz aus ca. 40 cm Entfernung angespriiht.

Diese Manipulation musste innerhalb weniger Tage ca. 2mal wiederholt werden.

2.2. Extraktionsverfahren

Zur Extraktion des Drogenmaterials gelangten verschiedene Extraktionsmittel zur Erprobung.
Ihre Auswahl richtete sich einmal nach dem zu extrahierenden Gut (Gesamtpflanze oder
Bliiten) und zum anderen nach dem determinierenden Charakter der zu isolierenden
Inhaltsstoffe (Alkamide: dominant lipophil; phenolische Verbindungen: vorherrschend

hydrophil). Tab. 1, Allgem. Teil, 2.4., zeigt eine Ubersicht.

Die Extraktion erfolgte zundchst durch Rihren, spater durch Ultraschallextraktion, die sich
als effektiver erwies (s. v.). Die Extrakte zur Isolierung der Alkamide und phenolischen

Verbindungen wurden mittels Soxhletierung gewonnen.
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Beim Riihren wurde das zerkleinerte Pflanzenmaterial im Verhiltnis Droge : Losungsmittel
wie 1+10 3mal 4 h mittels stufenlos regelbarem Riihrer (s. 1.2.) behandelt. Das Losungs-

mittel wurde jeweils nach 3 h gewechselt.

Die Extrakt-Losungen wurden unter vermindertem Druck ,abgenutscht“ (Porzellan-
filtertrichter) und anschlieBend vereinigt im Vakuumrotationsverdampfer bei einer
Wasserbadtemperatur von 40° C bis zur Trockne des Riickstands eingeengt. Sofern keine
unmittelbare Weiterverarbeitung der Extrakte erfolgte, wurden diese im verschlossenen
Rundkolben, speziell mit Parafilm abgedichtet, im Gefrierschrank bei —20° C gelagert;

kiirzere Zwischenlagerung erfolgte im Kiihlschrank bei 2-8° C.

Zur Ultraschallextraktion dienten Ultraschallwasserbdder (s. 1.2.) bei einer
Maximaltemperatur von 40° C unter Temperaturkontrolle. Ab einer Extraktionsdauer von
mehr als 30 min war eine Kiihlung des Wasserbads mittels Wassereis erforderlich. Das
Droge/Losungsmittel-Verhiltnis betrug ebenfalls 1+10, die Extraktionszeit 1 h, wobei das
Losungsmittel nicht gewechselt wurde. Die weitere Aufarbeitung erfolgte analog zur

Rihrmethode.

Zur Extraktion mittels Soxhlet-Apparatur, wiederum im Verhiltnis Droge zu Extraktions-
mittel von 1+10, wurde 1 kg Droge, in 10 Ansdtzen pro 100 g, bei der Siedetemperatur des
Losungsmittels (Dichlormethan bzw. Methanol) 3 h extrahiert. Die Extraktldsungen wurden
vereinigt, ,abgenutscht“ und im Vakuumrotationsverdampfer portionsweise bei einer
Wasserbadtemperatur von 40° C schonend eingeengt. Die Aufbewahrung erfolgte analog, wie

unter Rithren beschrieben.

Im Falle der Isolierung phenolischer Inhaltsstoffe wurde der Extrakt mit 10 Teilen 2 %iger
wiasseriger Weinsdurelosung aufgenommen, bis zum Verhdltnis 1:30 mit Wasser weiter
verdiinnt und anschlieend fraktioniert ausgeschiittelt: 4mal mit Petrolether (1:1), 3mal mit
Dichlormethan (1:1), 3mal mit Ethylacetat (1:1). Lediglich die Ethylacetat-Phase gelangte in
dieser Arbeit nach Einengen zur Trockne (Vakuumrotationsverdampfer) zur weiteren

Auftrennung durch Sdulenchromatographie (2.4.).

Bei den enzymatischen Untersuchungen (4.3.) wurden u. a. Acmella ciliata-Gesamtpflanzen-
Ausziige getestet, die mittels Extraktion mit iiberkritischem Kohlendioxid gewonnen

worden waren (Abteilung Pharmazeutische Technologie der Christian-Albrechts-Universitét
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Kiel): Fi: pc(COz) = 10 MPa; Tc(CO,) = 37° C; Fa: pc(CO,) = 15 MPa; T¢(CO,) = 34° C.
Hierzu wurden jeweils 10 g Acmella ciliata-Gesamtdroge in einer ASES-Anlage (Aerosol
Spray Extraction System) 1 h statisch und 2 h dynamisch extrahiert und die Extrakte aus dem
Separator in Aceton (insgesamt je 40 ml) aufgenommen. Dabei zeigte der Extrakt F,;

goldgelbe und F, dunkelgriine Farbe.

Saponingewinnung:

1 Teil grob gepulverte Gesamtdroge wurde mit 10 Teilen Ethanol 45% (m/m) versetzt, 30 min
stehen gelassen, anschlieBend 1,5 h im Ultraschallwasserbad unter Eiskiihlung extrahiert und
danach nochmals 30 min stehen gelassen. Das Losungsmittel Ethanol wurde anschliefend am

Vakuumrotationsverdampfer entfernt.

Die verbleibende wisserige Phase wurde mehrfach mit n-Butanol ausgeschiittelt und die
wisserige Phase (s. Tab. 1) abgetrennt. Die mit Wasser geséttigte n-Butanol-Phase wurde am
Vakuumrotationsverdampfer zur Trockne eingeengt, der Riickstand mit Diethylether versetzt
und der entstandene Niederschlag nach mehrfachem Waschen mit Ether von der Etherphase
(s. Tab. 1) abgetrennt. Der hier gewonnene Niederschlag stellt das Rohsaponingemisch (Tab.

1) dar, dessen Ausbeute, bezogen auf die eingesetzte Droge, 0,8 % betrug.

2.3. Diinnschichtchromatographie

Zur analytischen DC wurden Kieselgel-Fertiglatten der Firma Merck; Darmstadt, D (DC-
Aluminiumfolien Kieselgel 60 Fjs4, 20x20 cm) verwendet. Entsprechend verschiedener

Anforderungen wurden die Platten ggf. auf passende Mafle zurecht geschnitten.

Die Auftragung erfolgte bandenformig mittels Schmelzpunktkapillaren (s. 1.2.). Zur
Entwicklung dienten Vertikalkammern mit Kammerséttigung. Die Laufstrecke betrug in der
Regel 13 cm, wobei diese unterschiedlichen Fragestellungen angepasst wurde. Die

verwendeten FlieBmittelsysteme und deren Einsatz sind in Tab. 33 zusammengefasst.

Zur Detektion von Acmella-Inhaltsstoffen allgemein (vgl. DC-Screening, Allgem. Teil, 3.2.)
und zur Sichtbarmachung der Alkamide bzw. phenolischen Verbindungen im Besonderen
gelangten neben der Betrachtung im UV-Licht (Eigenfluoreszenz, Fluoreszenzminderung) die

folgenden Farbreagenzien zur Anwendung (Tab. 34):



Tabelle 33: FlieBmittel zur DC
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Nr. |FlieBmittelgemisch Mischungsverhaltnis Literatur

| Ethylacetat / Methanol 95:5 [165]

Il |Ethylacetat / Ameisensaure / Wasser 80:10:10 [165]

Il |Ethylacetat / Ameisenséure / Wasser 45:12,5:15 [165] (modif.)

IV |Ethylacetat / Ameisenséure / Wasser 50:5:20 [165] (modif.)

V |Chloroform / Methanol 95:5 [179]

VI [n-Butanol / Eisessig / Wasser (Oberphase) 50:10:40 [179]

VIl |Ethylacetat / Eisessig / Ameisensaure / Wasser 100:11:11:27 [179]

VIII [Dichlormethan / Ethylacetat 80:20 [110] (modif.)

IX |Dichlormethan / Ethylacetat 90:10 [110]

Tabelle 34: DC-Spriihreagenzien

Nr. |Reagenz Spezifitat Literatur

1 |Anisaldehyd - Schwefelsaure unspezifisch [38]

2 |Anisaldehyd - Schwefelsaure unspezifisch [165]

3 |Antimon(lll)-chlorid - Eisessig Steroide / Diterpene [165]

4 |Kaliumhydroxid-L6sung (methanolisch) Cumarine / Anthranoide [179]

5 |Dragendorffs-Reagenz nach Munier und tertiare Amine [165]

Macheboeuf (Alkaloide)

6 |Kaliumpermanganat - Schwefelsaure oxidierbare Verbind. [165]
(unspezifisch)

7 |Naturstoffreagenz nach Neu Hydroxyflavonole [165]
(Flavonoide)

8 [Naturstoff - Polyethylenglykol Hydroxyflavonole [179]
(Flavonoide)

9 |van Urk-Reagenz (modifiziert nach Stahl) Indol-Derivate [165]

10 |Echtblausalz B (Diazo-Reagenz) Phenole / kupplungs- [165]
fahige Amine
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1: Sprihlésung: 0,5 ml Anisaldehyd werden mit 10 ml Eisessig, 85 ml Methanol und 5 ml Schwefelsdure in der
angegebenen Reihenfolge gemischt.
Nachbehandlung: Trockenschrank: 105° C, 5 min

2: Spruhlésung: Frisch bereitete Losung von 0,5 ml Anisaldehyd in 50 ml Eisessig unter Zusatz von 1 ml
Schwefelsdure (konz.)
Nachbehandlung: Trockenschrank: 100-105° C, bis zur max. Farbintensitét der Flecken

3: Spriihlésung: 20 g Antimon(I1I)-chlorid, geldst in einem Gemisch aus 20 ml Eisessig und 60 ml Chloroform
Nachbehandlung: Trockenschrank: 100° C, 5 min
Auswertung: langwelliges UV-Licht

4: Spruhlésung: 10 %ige ethanolische (modif.: methanolische) Kaliumhydroxid-Losung
Auswertung: VIS und UV-Licht 366 nm

5: Losung a: 0,85 g bas. Wismutnitrat, gelost in 10 ml Eisessig und 40 ml Wasser

Losung b: 8 g Kaliumiodid, geldst in 20 ml Wasser

Vorratsldésung: Gleiche Volumina der Losungen a und b werden gemischt.

Spruhlésung: Vor Gebrauch wird 1 ml Vorratslgsung mit 2 ml Eisessig und 10 ml Wasser gemischt.

6: Spriihlosung: 0,5 g Kaliumpermanganat, gel6st in 15 ml Schwefelsdure (konz.)
Nachbehandlung: Trockenschrank: 105-110° C, ca. 5 min

7: Spruhlosung: 1 %ige Losung (m/V) von Diphenylboryloxyethylamin R in Methanol R
Auswertung: UV-Licht 366 nm

8: Spruhlésung: nacheinander: 1 %ige methanolische Losung von Diphenylborsdure-B-ethylaminoester nach
NEU (=Diphenylboryloxyethylamin) und 5 %ige ethanolische Polyethylenglykol-4000-Lésung

9: Spriihldsung: 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd, geldst in 50 ml Salzséure (36%), plus 50 ml Ethanol

10: Spriihlésung I: frisch bereitete Echtblausalz-B-Losung (0,5 % in Wasser)
Sprihlésung 11: 0,1 N Natronlauge; nacheinander mit I und II bespriihen

Mittels Cochromatographie mit entsprechenden Referenzsubstanzen (s. 1.1.2.) und
Errechnung der RyeWerte konnte in einigen Féllen die Identitdt isolierter Substanzen

verifiziert werden.

Zur priaparativen DC, die u. a. der Alkamidisolierung diente (s. Allgem. Teil., 3.3.2./3.3.3.),
wurden Kieselgelplatten ohne Fluoreszenzindikator genutzt:
- DC-Aluminiumfolien 20x20 cm mit KG 60 (= 60 A Porenweite); Merck, Darmstadt, D
- Glasplatten 20x20 cm mit SIL G-50 (=KG mit Gipsbinder, Porenweite 50 A);
Macherey-Nagel, Diiren, D
Das Auftragen erfolgte als Bande, abgesehen von 1 c¢cm Rand rechts und links, iiber die
gesamte Plattenbreite mit Schmelzpunktkapillaren (s. 0.). Um die Lage der einzelnen Banden
zu 1identifizieren, musste ein schmaler Randstreifen mit Spriihreagenz (Anisaldehyd-

Schwefelsdure, 1, Tab. 34) markiert werden.
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Nach Abdunsten der Losungsmittel, beschleunigt durch Fonen, erfolgte das Abkratzen der
Banden von der Aluminiumfolie bzw. Glasplatte. AnschlieBend wurde die Kieselgel-
Substanz-Mischung durch wiederholte, jeweils 10miniitige Ultraschallextraktion mit dem
FlieBmittelgemisch IX (s. Tab. 33) aus dem Kieselgel extrahiert und mittels Filtration per
Papier- und anschlieBend Membranfilter (Porenweite 0,25 um) vom Adsorbens getrennt. Das

Losungsmittel wurde evaporiert und der Riickstand der Strukturanalyse zugefiihrt.

Schaumprobe:
Eine definierte Menge der gepulverten Droge (0,5 g) wird in einem Reagenzglas mit 10 ml
heiBem Wasser libergossen und nach dem Abkiihlen 10 s geschiittelt. Sind Saponine

vorhanden, entsteht ein 1-10 cm hoher Schaum [1].

2.4. Saulenchromatographie

Die SC gelangte als Gelpermeationschromatographie (GPC) zur Fraktionierung der
Ethylacetat-Ausschiittelung (s. 2.2.) und Isolierung der phenolischen Verbindungen zum
Einsatz. Die Auftrennung erfolgte an Schwerkraftsdulen mit dem Fiillmaterial Sephadex LH-
20, das am Vortage der Sdulenbeschickung zur Quellung in dem entsprechenden Eluens

suspendiert wurde.

Das Analysenmaterial (6 g Extrakt) wurde in 24 ml Methanol/Wasser (5%) gelost und per
,Einsicker-Methode* auf die Sdule I appliziert. Die Details sind Tab. 35 zu entnehmen.

Tab. 35 verdeutlicht, dass nacheinander mit dem Gesamtextrakt bzw. ausgewdhlten
Fraktionen (DC-Kontrolle) vier Saulen (Sdule I-IV) beschickt und mit den
Hauptlosungsmitteln Methanol - Aceton - Ethylacetat - Ethylacetat eluiert wurden (vgl. auch
das Schema in Abb. 34). Nach DC bzw. analytischer HPLC (2.6.) wurden schlieBlich
relevante Fraktionen zur weiteren Auftrennung und Strukturaufkldrung der préparativen

HPLC (2.6.) unterzogen.

Aus Séule I (Tab. 35) wurden durch Nachwaschen mit Methanol die in der Startzone
verbliebenen gelb gefarbten Substanzen als sog. Gelber Nachlauf gewonnen, zur Trockne
eingeengt, mit Methanol wieder aufgenommen, vom anfallenden Niederschlag durch

Filtration getrennt und per praparativer HPLC aufgearbeitet (s. 2.6.).



Tabelle 35: Séulen-Chromatographie an Sephadex LH-20

Saule | Saule Il Saule Il Saule IV
(Methanol) (Aceton) (Ethylacetat) (Ethylacetat)
Trennsaule @ [mm] 41 30 29 20
Gelbetthéhe [mm] 780 685 710 380

Beschickung

Ethylacetat-Phase (6 g),

eingeengte und von Nieder-

eingeengte Fraktionen 1 - 41

eingeengte Fraktionen 1 - 17

geldst in 24 ml Methanol /

schlagen befreite Fraktionen

(5,5 g) von Saule Il, gelost in

von Saule Ill, gelost in

Wasser 95:5

1-105 von Saule I, gelést in

36 ml Aceton / Methanol 1:1

6 ml Ethylacetat / Aceton 1:1

60 ml Methanol / Wasser 80:20

Mobile Phase

1. Methanol / Wasser

1. Aceton

1. Ethylacetat

1. Ethylacetat

90:10 — 70:30

2. Methanol

2. Aceton

2. Ethylacetat / Aceton 1:1

2. Methanol (Spulung)

3. Methanol / Wasser 80:20

3. Aceton / Methanol 80:20

3. Aceton

4., Methanol / Wasser 50:50

4. Aceton / Methanol 1:1

Flussrate [ml/min]

Fraktionsgrofie [ml]

10

10

weiter bearbeitete

1 - 105 nach Abtrennung der

1-41 (Aceton) — Saule llI

1-18 (= 1Il. 1) — Saule IV:

1-17, Rest-Eluat - DC / HPLC

Fraktionen

Niederschlage — Saule II,

.2, 4., 1.5—DC/HPLC

"Gelber Nachlauf" der Methanol-

spulung nach Abtrennung des

Niederschlags

Niederschlage

nach kurzem Stehenlassen

aus den Fraktionen 58 - 90 und

aus dem "Gelben Nachlauf"
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2.5. Niederdruckfliissigchromatographie

Die LPLC erwies sich als Methode der Wahl zur Charakterisierung der Alkamide aus dem
Dichlormethanextrakt (A;). Zunidchst wurde auf einer Kieselgelsdule (KG-Sdule) durch
Normalphasenchromatographie eine gewisse Vortrennung der Substanzen erzielt. Die nach
DC-Auswahl relevanten Fraktionen 36-45 (eingeengt = 0,59 g) gelangten anschlieend zur

weiteren Auftrennung durch LPLC auf eine Sdule mit dem Umkehrphasenmaterial RP-18

(RP-Sidule) (s. Abb. 17). Die LPLC-Parameter beider Sdulen gibt Tab. 36 wieder.

Tabelle 36: LPLC der Alkamide

KG-Saule

RP-Saule

Pumpe

Druck [kPa]

Trennséule @/ h [mm]

Stationare Phase

Beschickung

Mobile Phase

Stufengradient

Flussrate [ml/min]

FraktionsgroRe [ml]

Chromatographiepumpe,
Typ: B 681, Biichi Labortechnik GmbH;
Flawil, CH

10

52 /540

Kronwald Separationstechnik;
Sinsheim, D

Kieselgel zur Chromatographie unter
erhéhtem Druck, Woelm Pharma;
Eschwege, D

KorngréRe: 0 - 0,63 um
Schittdichte: ca. 0,3 g/ ml

150 g vorgequollen

Dichlormethanextrakt (10 g), geldst
in 30 ml Dichlormethan

Dichlormethan / Ethylacetat

9:1 — 1:1; je 300 ml

1,5

20

pulsationsgedampfte Dosierpumpe,
Typ: Duramat® 80, CfG ProMinent;
Heidelberg, D

2

40/250

Lichroprep RP-18 fiir die Flissigkeits-
chromatographie, Merck;

Darmstadt, D

Korngréfe: 25 - 40 ym

40¢

Fraktionen 36 - 45 (0,59 g) von
KG-Saule, geldst in 10 ml Methanol
plus2g Celite® 545, Fluka Chemika;
Buchs, CH

Methanol / Wasser

1:1 — 10:0; je 200 ml, letzte Stufe
600 ml

1,5

40
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Die aus der RP-Sdule resultierenden Fraktionen wurden zu Sammelfraktionen
zusammengefasst, von denen 1 — 4 entsprechend den Angaben im Schema der Abb.17 der

weiteren Auftrennung und Strukturanalyse unterzogen wurden:

Sammelfraktion 1 = Fraktionen (1-12): Das nachfolgende Schema (Abb. 61) zeigt die
weitere Auftrennung mittels der unter 2.6. beschriebenen praparativen HPLC bei 254 nm
(Flussrate: 5,5 ml/min, Gradienten s. im Schema), woraus durch anschlieBende NMR die
vorwiegend hydrophilen Verbindungen S7 bis S$4 (s. Allgem. Teil, 3.5.1.) identifiziert
werden konnten.

Sammelfraktion 2 = Fraktionen (13-17) — préparative DC/'H-NMR und HPLC/ESI-MS
(Alkamid-Strukturaufkldrung (s. Allgem. Teil, 3.3.3.1f.))

Sammelfraktion 3 = Fraktionen (18-20) — HPLC/ESI-MS (Alkamid-Strukturaufklarung (s.
Allgem. Teil, 3.3.3.1f)))

Sammelfraktion 4 = Fraktionen (21-22) — Die weitere Auftrennung erfolgte per
praparativer HPLC (s. 2.6.) (Gradient: 80:20 - 90:10, 90 min, 260 nm, 5,5 ml/min.). Es
resultierten zwei Peaks, von denen lediglich der zweite per 'H-NMR strukturanalytisch

aufkliarbar war. Dieser ergab Verbindung 416 (s. Allgem. Teil, 3.3.3.17.).

Sammelfraktion 1

20:80-80:20;
50 min.; 254 nm

v v J

Peak 1 Peak 2 Peak 3
S4
30:70-60:40; 55:45 isokrat.;
30 min.; 254 nm 30 min.; 254 nm
l l v l
Peak 1/1 Peak 1/2 Peak 2/1 Peak 2/2
S1 und S2 ? S3 ?

nebeneinander

Abb. 61: HPLC-Trennung von Sammelfraktion 1
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2.6. Hochleistungsfliissigchromatographie

Die HPLC gelangte sowohl zur Charakterisierung und Identifizierung von Verbindungen
durch deren unter festgelegten chromatographischen Bedingungen typische RT (retention
time) als auch mittels Cochromatographie mit Referenzsubstanzen zum Einsatz sowie zur
Fraktionierung von Substanzgemischen auf préparativem Wege. Aus Tab. 37 gehen die

Gerdte- und Versuchsbedingungen fiir die analytische HPLC hervor, und Tab. 38

dokumentiert die entsprechenden Parameter fiir die priparative HPLC.

Tabelle 37: Geriite- und Versuchsparameter der analytischen HPLC

Gerat
Software
Injektionsvolumen [pl]

Stationdre Phase

Mobile Phase

Flussrate [mI/min]

Wellenlange [nm]

HP 1090 Series Il HPLC System, Hewlett Packard (D); Waldbronn, D
Berit's LC (online)
20 pl

LiChroCART®250-4 HPLC-Kartusche, LiChrosorb® RP-18,
7 um; Vorsaule: 50965 RP-18, 7um, Merck; Darmstadt, D

Acetonitril / Wasser (wechselnde Zusammensetzung und Gradienten)
jeweils als 0,1 %ige Losungen von Trifluoressigsaure

1-15

wechselnd: 200, 210, 220, 230, 254, 260, 330, 365
max. 5 Wellenlangen parallel

Tabelle 38: Geriite- und Versuchsparameter der priparativen HPLC

Pumpe

Detektor
Interface
Software
Injektion
Stationare Phase

Mobile Phase

Flussrate [mI/min]

Wellenldnge [nm]

Knauer Smartline Pump 1000, Knauer; Berlin, D

Knauer Variable Wavelength Monitor

Knauer Smartline Manager 5000

Eurochrom 2000

max. 500 pl; Rheodyne-Ventil; Spritze: Microsyringe Knauer 500 pl
LiChrospher 100 RP-18 endcapp. 5 um, Knauer; Berlin, D

Acetonitril / Wasser (wechselnde Zusammensetzung und Gradienten)
jeweils als 0,1 %ige Losungen von Trifluoressigsaure

55

wechselnd: 220, 254, 260, 330
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Da nach sc Fraktionierung auf Sephadex (2.4.) zur Gewinnung phenolischer Verbindungen
noch keine Reinsubstanzen anfielen, wurden relevante Fraktionen der Siulen III und IV (Abb.
34) mittels HPLC weiter aufgetrennt. Zunichst wurden die Proben bei verschiedenen
Wellenldngen mittels analytischer HPLC untersucht (Tab. 37), um fiir die priaparative HPLC
die geeignete Wellenldnge zu eruieren. In den folgenden vier Schemata sind diese

aufwindigen Manipulationen wiedergegeben und die isolierten Substanzen eingetragen.

. 2

10:90-30:70;
60 min.; 330 nm

' Peak 6 . Rest-Eluat
N N ‘\ 1 ea , ]!
~ N N \ ’ e
N . N ‘\ ! RT 63,3 ./ -
S S A \ ! 4 -7
o ~ \\ \ \ P8 // ”/
S ~ N \ | P -
So AN \ \ 1 4 -7
~ ~ N \ 1 ’ -
~ ~ N ’ -7
S N N \\ | 7 PEd
~
Se N \ Il e //”
~ ~
SN \\ \\ 1 // ,r’
RN N L ’ _-
AFOIGR W L A e
~4 &«
Rest
10:90-50:50;

80 min.; 220 nm

v

Rest 1

Rest 4 Rest 5 Rest 6 Rest 7 Rest 8
RT 14,3 RT 23,0 RT 28,2 RT 33,6 RT 44,4 RT 50,0
(zu geringe Menge) P8 (zu geringe
Menge)
vereinigt
10:90-40:60; 15:85-45:55
50 min.; 220 nm

50 min.; 220 nm

v

Rest 1/1 Rest1/2 Rest1/3

v

Rest 5/6//1a/1b Rest 5/6//2
RT 12,3 RT 21,8 RT 23,2 RT 23,4 /24,1 RT 26,6
? P2 ? P15/ ?
Kaffeesaurederivat?

Abb. 62: HPLC-Trennung von Sammelfraktion III. 2 (s. Abb. 34)
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. 4

10:90-60:40;
50 min.; 220 nm

Peak 1
RT 14,4-15,6
(zu geringe Menge)

RT 22,0-24,1
(zu geringe Menge)

Peak 3
RT 28,3-29,6

20:80-60:40;
60 min.; 220 nm

v
Peak 4
RT 30,4-32,9
30:70
isokrat.;

50 min.;
330 nm

|

Peak 3/1
RT 24,2
P6

|

Peak 4/1
RT 6,7-11,4
(zu geringe Menge)

v

Peak 4/2
RT 35,0-42,5
30:70-
40:60;
50 min;
330 nm

|

Peak 4/2/1
RT 41,0
P8

v

Peak 4/2/2
RT 42,3
(zu geringe Menge)

Abb. 63: HPLC-Trennung von Sammelfraktion III. 4 (s. Abb. 34)
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V. 2

10:90-30:70;
50 min.; 254 nm

Voo

4-----4r

Peak | Peak Il
o S5 Rest-Eluat
10:90-30:70;
50 min.; 330 nm
Peak 1 Peak 2
RT282 RT 40,0 40-60-90:10:
30:7Q isokrat.; 30:70 isokrat.; 20 min.; spiilen;
30 min.; 330 nm 30 min.; 220 nm 220 nm
30:70-40:60; l
30 min. spilen; Peak
Peak 1/1 Peak 1/2 220 nm ca
RT 13,5 RT 14,4 Peak  Peak 2[)6
RS 7 2/1 2/2 '
™ . (zu geringe Menge)
~, -7 v
; Peak Peak Peak
Rest-Eluat 1 2/3 2/4 2/5
10:90-30:70; P3
50 min.; 254 nm -
vereinigt
l l l 34.66-40:60;

RT 41,0

(zu geringe Menge)

RT 35,5

50 min.; 220 nm

Rest- Rest- Rest- 30 min.; 220 nm
Eluat 1/1 Eluat 1/2  Eluat 1/3
RT 27,8 RT 38,1 RT 48,4
Pl S6 Alkamid ? Peak Peak Peak Peak
h | g 21311214111 2/3/1214112 2/3/1214]I13 2/3//2/4//4
i P3 +S7
! ( zu geringe Menge)
v
Rest-Eluat 2 Rest-Eluat 2/1/1
P3 + Alkamid ?
‘ 20:80-60:40;
>0 min;; 330 nm Rest-Eluat 2/1/2
l l 3
Rest-Eluat 2/2 Rest-Eluat 2/1 30:70-60:40: Rest-Eluat 2/1/3

Alkamid ?

Abb. 64: HPLC-Trennung von Sammelfraktion IV. 2 (s. Abb. 34)
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Ethylacetat-Phase

10:90-90:10;
90 min; 254 nm
A B C
RT 49-58 RT 60-70 RT 70-79
30:70-60:40; 30:70-60:40; 10:90-60:40;
50 min.; 220 nm 50 min; 254 nm 50 min.; 220 nm
A1 A2 A3 A4 A5 A6 C1 Cc2
RT RT RT RT RT RT RT 44 -7,7
154 26,3 288 315 33,4 35,7
10:90-40:60
X Pl X 0 P12 X 50 min.; 220 nm
30:70-50:50;
50 min.; 220
C11 C1/2 C1/3 nm
B1 RT  RT16,6 RT 24,3
RT50-7.6 55-84 P7 %}
30:70-40:60; 30 min.; (]
30 min.; 254 nm +
spilen: 40:60-50:50; C2/1
30 min.; 254 nm
’ 2 -
B2 RT 6,2 -10,7 b
RT 10:90-40:60; o
B1/1 B1/2 8,6-15.7 50 min.; 220 NM 44 4 _ 307
RT 7,3 16,8 ’ ’
X X
C2/1/1 C2/1/2 20:80-50:50:
10:90-60:40; RT32,6 RT419 50 min.- 220
50 min.; 220 nm p7 X "
nm
B2/1 B2/2 B2/3 B2/4 B2/5 C2/2/1 C2/2/2 C2/2/3 C2/2/4
RT RT RT RT RT RT RT RT RT
36,2 38,6 40,6 437 475 6,3 16,0 23,0 28,0
P11 X P4 P12 X P8/ (P5) P7 1] P9 /P10

Abb. 65: HPLC-Trennung der Ethylacetat-Phase (Weg 2; s. Abb. 33)

x: zu geringe Menge; @: nicht weiter bearbeitet
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Die praparative HPLC (220 nm; Acetonitril/Wasser = 1:9 — 1:1; Flussrate 5,5 ml/min; 50 min)
diente dariiber hinaus zur Aufarbeitung des sog. Gelben Nachlaufs (s. 2.4.), der, wie Abb. 66
zeigt, eine Reihe von Substanzen enthielt. Die gekennzeichneten Peaks wurden
strukturanalytisch untersucht und als phenolische Verbindungen bzw. als Fumarsaure (S5) (s.

auch Ubersicht unter 3.4.3., Allgem. Teil) identifiziert.

! >
J &
Y1) ]i T'
| |
| [
' | «——S5
498 - n ||
o |
] |
: = P13,
= 308 r" | | Miquelianin,
S ‘ || [ | Flavonoid
) | | PiLransicis) b, M, 492

] P
an8 N < / P l P6, P8, (P5)
- [ n /
- 2| e i /
m (v el =
o 1 [
™ > o
(3] .
T

] | | 1T N @ P
4 [~} 3 B 1 T}
188 ] U'\ | of ﬁ I'.-; o g f\! a m &
wf| 17 = I8 ¢ w e -
|4 o A N m o om o =
Il R . Al el Lo
a --.——n-lﬂ-——-— T —rT ¥ | L3 L — e
A i8 28 3a 48 He 68
time, min

Abb. 66: HPLC Gelber Nachlauf

2.7. Spektroskopische/- metrische Methoden
2.7.1.  UV-Spektroskopie

UV-Spektren wurden teilweise zur Charakterisierung von phenolischen Verbindungen
herangezogen und dienten u. a. zur Substanzidentifizierung im Abgleich mit
Referenzsubstanzen. Die Spektren wurden online aufgenommen mit Hilfe des DAD-UV-

Detektors des HPLC-Systems (s. Tab. 37).
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2.7.2.  NMR-Spektroskopie

Die "H-NMR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Gerat: Bruker DPX 400 (400 MHz); Bruker BioSpin GmbH,
Bruker Corporation; Rheinstetten, D

Losungsmittel: CDs0D, Aceton-dg, CDCl3

interner Standard: TMS

Die ”C-NMR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Gerat: Bruker DPX 400 (100,6 MHz); Bruker BioSpin GmbH,
Bruker Corporation; Rheinstetten, D

Losungsmittel: CD;OD, Aceton-dg

interner Standard: T™MS

2.7.3.  Massenspektrometrie

EI-MS: Gerdt: MAT 711, Varian MAT; Bremen, D
FAB-MS: Gerit: CH-5, Varian MAT; Bremen, D
ESI-MS: Agilent 6210 system mit ESI-MSD-TOF-Massenspektrometer;

Agilent; Darmstadt, D
(HP)LC-MS:
Die Kombination der HPLC mit der Massenspektrometrie (HPLC/MS-Kopplung, s. 3.3.3.ff.,
Allgem. Teil) unter Nutzung der Elektronenspray-lonisation (ESI-MS, s. Tab. 39) lie3 sich als
geeignetes Verfahren zur Identifizierung und Charakterisierung von Substanzen, insbesondere

der Alkamide aus Gemischen, anwenden.
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Tabelle 39: Gerite und Versuchsparameter der HPLC-(+ESI)MS

Gerat

Software

Bedingungen der HPLC:

Injektionsvolumen [pl]

Stationare Phase

Saulentemperatur [° C]

Mobile Phase

Flussrate [pl/min]
Wellenldnge nm

Bedingungen der ESI:

Sprayspannung [kV]
Spraygasflussrate [units]
Kapillartemperatur [° C]

Kapillarspannung [kV]

Heliumgaskollisionsenergie [%)]

Liquid Chromatograph Thermo Finnigan mit ThermoQuest
Surveyor MS-Pumpe, Thermo Finnigan Surveyor Autosampler,
beheizbarem Saulenraum, Vakuum Entgaser,

UV-Detektor: ThermoQuest Surveyor PDA-Detektor
Massenspektrometer: Thermo Finnigan LCQ™ Deca XP Plus

XcaliburTM, Version 1.3

10

LiChroCART® 250-4 HPLC-Kartusche, LiChrospher® 100
RP-18, 5 ym; Vorsaule: LiChroCART® 4-4, LiChrospher 100
RP-18, 5 ym, Merck; Darmstadt, D

22

Acetonitril / Wasser (60:40 - 20:80 tber 40 min), jeweils als
0,1 %ige Lésungen von Ameisensaure

750

260

70

350

35

2.8. Enzymatische Methoden

2.8.1.  Hemmung der Aktivitdt der humanen Neutrophilen-Elastase

2.8.1.1. Losungen

Entsprechend der Literatur [115] wurden zunichst Puffer-, Substrat-, Enzym-, Inhibitor- und

Proben-Losungen hergestellt:
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Puffer: Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)-HCIl-Puffer pH = 7,5 (60 mM)

Vorratslosung: 3,63 g Tris, geldst in 125 ml Reinstwasser — pH-
Einstellung mit HCI (pH 7,5) — Aulffiillen auf 500 ml
(Reinstwasser); aufbewahrt bei 2-8° C

Substrat: N-Methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val-p-Nitroanilid

Substratstammldsung (10 mM): 29,53 mg Substrat mit 250 ul DMSO und 4750 pl Tris-
HCI-Pufferlosung gemischt (,,vorgetext®); aliquotiert
in Vials; aufbewahrt bei —20° C

Substratverdinnung (1,4 mM): 140 pl + 1000 pl Pufferlosung; 125 pl pro Vial

Humane Neutrophilen-Elastase: Aktivitit: 2,1 U/100 pg

Enzymstammldsung: 100 ng Elastase, geldst in 1000 pl Reinstwasser;
aliquotiert in Vials; aufbewahrt bei 2-8° C

Enzymverdinnung: z. B. 149 mit Puffer (entsprechend Aktivitit), weiter
1:20 vor Versuch mit Puffer

Aktivitatsbestimmung: 125 pl Substratverdiinnung + 1 ul Enzymstammlosung
+ 474 pl Puffer — vermischt — 1h bei 37° C inkubiert

(Wasserbad) — Absorptionsmessung bei 405 nm
(Absorption muss zwischen 0,2 und 0,8 liegen!)

Trypsin-Inhibitor aus Sojabohne, Typ I-S (Aktivitdt: 1 mg inhibiert 1,4 mg Trypsin der
Aktivitit 10000 BAEE U/mg Protein)

Inhibitorlésung: 10 mg in 50 ml Puffer gelost; aufbewahrt bei 2-8° C

Proben: Acmella ciliata-Extrakte As, By, Cy4, Dy, Ey, Eo, A4, As, G; Spolera®-ﬂ1'issig;
Referenz-Alkamid(e) (Dodeca-2,4,8,10 (E,E,Z,E /
E,E,Z,Z)-tetraensiure-isobutylamid(e) sowie die mit
den Extrakten As - E; korrelierenden Extrakte von
Acmella oleracea (gelb)

Probenstammldsung: 1:100 in DMSO (100%-Werte)

Probenverdiinnungen: z. B. 100 pl Probenstammlésung + 900 ul Puffer usw.
bis zum Uberschreiten der ICsg

Anmerkung: Auf Grund schlechter Loslichkeit von lipophilen
Proben musste Puffer partiell durch DMSO substituiert werden

Die Verdiinnung der letzten Stufe musste jedoch in jedem Fall mit
Puffer erfolgen, da der Assay und die UV-VIS-Messung nur im
wisserigen Milieu funktionieren (Probenleerwerte analog!).
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2.8.1.2.  Versuchsdurchfiithrung

Probenschema:

Pufferleerwert: 600 ul Pufferlosung

Substratleerwert: 125 pl der Substratverdiinnung + 475 pl Puffer

Probenleerwert 100%: 60 pul Probenstammldsung + 540 pl Puffer

Probenwerte 100% (n = 3-4): 60 pl Probenstammlésung + 395 pl Puffer + 125 pl
Substratverdiinnung + 20 pl Enzymverdiinnung
Anmerkung: Enzymlosung stets zum Schluss zufiigen, da dadurch
die Reaktion gestartet wird.

Probenleerwert(e) verdinnt: 60 pl Probenverdiinnung + 540 pul Puffer

Probenwert(e) verdinnt (n = 3): 60 ul Probenverdiinnung

Es wurden zu jeder Probe Konzentrationsreihen in 3 bis 5 Stufen im Bereich von 0,1 bis 10

pg/ml bestimmt.

Die Reaktion verlduft im temperierbaren Wasserbad bei 37° C. Die Vials befinden sich in
entsprechenden Haltevorrichtungen (Stindern) und werden gegen ein Aufschwimmen
gesichert. Die Reaktionsdauer betrdgt 1 h (s. auch Aktivitdtsbestimmung oben). Danach
werden die Vials aus dem Wasserbad entfernt, in jedes Vial wird 500 pl Trypsin-
Inhibitorlosung (s. o.) pipettiert, geschiittelt (KMS1 Minishaker, s. 1.2.) und damit die
Reaktion  gestoppt.  AnschlieBend erfolgt die  Absorptionsmessung am  UV-
Zweistrahlfotometer (s. 1.2.) bei A = 405 nm in Quarzkiivetten gegen Reinstwasser (jeweils

drei Messungen).

2.8.1.3. Auswertung

Es wurden die drei Messwerte pro Vial und die 3-4 Probenwerte jeder Konzentration gemittelt
und der Probenleerwert sowie der Minuent aus Substratleerwert und Pufferleerwert von
diesen Mittelwerten subtrahiert. Die Restaktivitidt [%] einer Probe mit einer bestimmten
Konzentration bezieht sich auf die Probenwerte (100%) und errechnet sich mittels
Prozentrechnung (Dreisatz). SchlieBlich wird die Hemmung, also 100 — Restaktivitit,

angegeben.



180

Die Probenergebnisse stammen aus mindestens drei unabhéngigen Experimenten, jedes mit

drei Proben gleicher Konzentration, die jeweils dreimal vermessen wurden.

Der stichprobenartig mit vermessene totale synthetische Elastase-Inhibitor GW 311616A
ergab im Konzentrationsbereich von 100 pg/ml Hemmungen >99%, was die Funktions-

fahigkeit des Assays anzeigte.

Zur grafischen Auswertung der Versuche und zur Berrechnung der ICsp s. 2.11.2.

2.8.2. Hemmung der Trypsin-Aktivitat

Trypsin: aus Rinderpankreas; Aktivitdt 5,03 U (uM/min)

Durch vorherige Behandlung mit dem Chymotrypsin-Inhibitor Tosyl-L-phenylalanin-
chlormethylketon (TPCK) wird die Aktivitdt der in Spuren vorhandenen Serinproteinase
Chymotrypsin gehemmt, ohne die Trypsin-Aktivitit zu beeintrdchtigen. Da die optimale
Enzymaktivitit des Trypsins in einer Konzentration von 218 nM erreicht war, wurden eine
Stammldsung in einer Konzentration von 0,1 mg/ml mit Tris-Puffer, entsprechend 4,37 uM,

hergestellt und davon jeweils 10 ul pro Well (s. 1.2.) pipettiert.

Substrat: N-Benzoyl-DL-Arg-p-Nitroanilid-HC1
Stammlésung: in DMSO; 1,1 mM

Puffer: Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)-HCI-Puffer pH = 8,0 (50 mM)

Stammldsung: Tris 50 mM, 150 mM NaCl, 1 mM CacCl,; pH = 8,0
(HCI); autoklaviertes Wasser. Der CaCl,-Zusatz dient
der Stabilisierung des Trypsins in wisseriger Losung.

Trypsin-Inhibitor aus Sojabohne:
Stammlésung: in Tris-Puffer; 2,5 uM

Proben: Acmella ciliata-Extrakte Az, E;; Referenz-Alkamid(e) (Dodeca-2,4,8,10 (E,E,Z,E /
E.E,Z,Z)-tetraensdure-isobutylamide); geldst in DMSO unter Zuhilfenahme eines Schiittlers

(Vortex-Genie 2, s. 1.2.), verdiinnt mit Puffer zu 4 verschiedenen Konzentrationen (1,25; 2,5;

12,5; 25 pg/ml).
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Uber die genaue Zusammensetzung der im Versuch eingesetzten Proben-, Vergleichs- und

Blindlésungen gibt Tab. 40 Auskunft.

Versuchsdurchfiihrung:

Fiir die Versuchsansitze wurden die Losungen in folgender Reihenfolge in die Wells
pipettiert: Tris-Puffer — Testsubstanz (Probe) bzw. LM bzw. Inhibitor — Trypsin. Nach
Sminiitiger Vorinkubation bei 37° C im Messgerdt (Microplate Autotreader, s. 1.2.) erfolgten
die Substratzugabe und der Start der Messungen im UV/VIS bei 405 nm (aller 3 min;

insgesamt 21 min = 8§ Messwerte).

Mit entsprechenden Blindproben von Probe und Vergleich wurde analog verfahren. Die
Blindproben dienten der Erfassung moglicher Eigenabsorptionen von Proben, Substrat und
Inhibitor. Ein Ansatz mit Trypsin-Inhibitor fungierte als Positivkontrolle, die das
Funktionieren des Assays anzeigt (s. Tab. 40).

Tabelle 40: Pipettierschema im Trypsin-Assay

Lésung Zusammensetzung (je 10 pl); Tris-Puffer pH 8,0 ad 200 pl
Testsubstanz Enzym Substrat Inhibitor
(Trypsin)
Probe X X X

Probe - Blindwert

Vergleich (nur Lésungsmittel) X
Vergleich - Blindwert (nur Lésungsmittel)
Inhibitor X

Inhibitor - Blindwert

Nach Abzug der entsprechenden Blindwert-Absorptionen wurde der Mittelwert (n=3) des
Anstiegs der Ausgleichsgeraden einer bestimmten Konzentration, bezogen auf den Vergleich
(= 100%-Wert), berechnet. Dieser Wert entspricht der prozentualen Restaktivitit des Enzyms
bei der jeweiligen Probenkonzentration. Die Hemmung ergibt sich somit als die Restaktivitit

subtrahiert von 100. Nach Auftragung der ermittelten Konzentrationen (Abszisse) und ihrer
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dazugehorigen Restaktivitidten (Ordinate) wird die 1Cso mittels linearer Regression aus der

sich ergebenden Ausgleichsgeraden errechnet.

Auswertung:

s. Allgem. Teil, 4.2.2.

2.8.3. Hemmung der Thrombin-Aktivitat

Thrombin: vom Rind; Ist-Aktivitdt = 34,8 NIH units/mg

Stammldsung: 29 mg Enzym + 2 ml Tris-Puffer (Aktivitit = 504,6 NIH
units/ml)

Verdinnung: 1 pl Stammlésung + 770 ul Tris-Puffer (Aktivitat = 1,31
NIH units/ml)

Anmerkung: taglich frisch bereiten!

Puffer: Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)-HCI-Puffer ; pH = 7,5; 50 mM

Ldsung: 3,0289 g Tris, gelost in 500 ml autoklaviertem Wasser —
pH-Einstellung (7,5; konz. HCI) + 2,85 g (0,1 M) NaCl

Substrat: H-D-Phe-Homopro-Arg-p-Nitroanilid Diacetat

Losung (2,475 mM): 1,368 g, gelost in 1 ml Tris-Puffer = 2,475 mM
Proben: Acmella ciliata-Extrakte A3, A4, F; und F;
Ldsungen: in 6 Konzentrationen (5; 25; 50; 250; 500; 1000 pg/ml)

in Tris-Puffer unter Zuhilfenahme eines Schiittlers
(Vortex-Genie 2, s. 1.2.)

Inhibitor: Pefabloc SC (s. 1.1.5.)

Versuchsdurchfithrung:

100 pl Pufferlosung wurden vorgelegt, dann 50 ul jeweilige Proben- und schlieBlich 20 pl
Thrombin-Losung pro Well pipettiert, vermischt und 5 min bei 37° C per Heizplatte
vorinkubiert. Nach Zugabe von 20 pl Substratlosung erfolgte der Start der Reaktion und
gleichzeitig wurde die kinetische UV/VIS-Messung bei 405 nm iiber einen Zeitraum von 36

min (alle 3 min) begonnen.
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Auch sind entsprechende Vergleiche sowie Leerwerte zu Vergleich und Probe mit vermessen
worden. Das Pipettierschema entspricht Tab. 41. Die Messungen erfolgten dreimal, jeweils als

Doppelbestimmung.

Die mathematischen Berechnungen erfolgten analog zu denen des Trypsin-Assays (s. 2.8.2.).

Tabelle 41: Pipettierschema im Thrombin-Assay

Lésung Tris-Puffer pH 7,5 ad 200 pl
Testsubstanz Enzym Substrat
(50 pl) (20 ) (20 pl)
Probe X X X
Probe-Blindwert X X
Vergleich X
Vergleich-Blindwert

Auswertung:

s. Allgem. Teil, 4.3.3.

2.9. Galenische Methoden

2.9.1.  Herstellung einer Hautsalbe

Als Salbengrundlage diente die DAC-Basiscreme, eine im Handel erhiltliche hydrophile

Creme folgender Zusammensetzung:

Glycerolmonostearat 60 40¢g
Cetylalkohol 6,0 g
Mittelkettige Triglyceride 75¢
Weilles Vaselin 255¢g
Macrogol-20-glycerolmonostearat 70 g
Propylenglycol 10,0 g
Gereinigtes Wasser 40,0 g

Wenig Basiscreme wurde in einer Fantaschale vorgelegt, dann der gesamte (halbfeste) Extrakt

(A4; 0,1 bzw. 1,0 g) hinzugefiigt, mittels Pistill verrieben, anschlieBend die restliche Salben-
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grundlage ad 10,0 g in Anteilen eingearbeitet, manuell homogenisiert und die Creme in

Salbenkruken abgefiillt.

2.9.2.  Herstellung einer Nanoemulsion

Die Nanoemulsion hat folgende Grundzusammensetzung:

Miglyol 1,00 g (10%)
Poloxamer 188 0,25 g (2,5%)
Aqua bidest. 8,75 g (ad 100%)

250 mg des Dichlormethanbliiten-Extrakts (A4) wurden in 2 ml Chloroform geldst. Davon
wurden 0,8 ml in ein Rollrandglas iiberfiihrt und das Chloroform abgedampft. Die nunmehr
100 mg Extrakt wurden in 1 g Miglyol (Neutralol) suspendiert (Extrakt nicht vollstindig
l6slich in Miglyol). Eine Tensidlésung aus 0,25 g Poloxamer und 8,75 g Wasser (Aqua
bidest.) wurde mit der Miglyolsuspension vereinigt und anschlieBend mit dem Ultra-Turrax
(s. 1.2.) 30 s bei 8500 U/min voremulgiert. Danach erfolgte die Hochdruckhomogenisierung
(s. 1.2.) dieser Emulsion bei 5 MPa fiir 150 s.

Mittels PCS (Photonenkorrelationsspektroskopie; s. 1.2.) wurden fiir die milchig-triibe
Nanoemulsion ein mittlerer Partikeldurchmesser von 165 nm und ein Polydispersitéitsindex

von 0,165 ermittelt.

2.9.3.  Herstellung einer Haftpaste

Zur Herstellung der Hypromellose-Haftpaste 40% (NRF 7.8.) wurden zunédchst 2 g
Hypromellose 2000 in der Fantaschale vorgelegt, danach der gesamte Extrakt (0,25 g)
hinzugefiigt und homogenisiert. Dann wurde mit Hydrophobem Basisgel DAC, bestehend aus
95 Masseteilen Dickfliissigem Paraffin und 5 Masseteilen Hochdruckpolyethylen, ad 5,0 g
verrieben und die fertige Zubereitung, die 5 % Extrakt enthielt, in eine Salbenkruke abgefiillt.
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2.9.4. Herstellung von Glycerol-Gelatine-Plittchen

Diese Plittchen bestehen aus einer Mischung von Gelatine / Wasser / Glycerol =1 : 5 : 5 und
enthalten einen Zusatz von 0,1 % Chitosan (bezogen auf die Gesamtformulierung) in 5 %iger
Zitronensdurelosung und wurden folgendermallen hergestellt:
1. 0,011 g Chitosan wurden auf 5,0 g einer 5 %igen wisserigen Zitronensdureldsung
aufgestreut und unter Riithren gelost.
2. 1,0 g Gelatine wurde in diese Losung eingearbeitet und 20 min vorgequollen.
3. 5,0 g Glycerol wurden hinzugefiigt, und der Ansatz wird ca. 15 min im Ultraschallbad
bei 55-60° C homogenisiert.
4. 0,55 g Acetonextrakt (E;) wurden vorgelegt und die Gelatinelosung unter Erwédrmen
(55-60° C) und Riihren inkorporiert.
5. Diese Gelatinezubereitung wurde in Petrischalen (Durchmesser 70 mm) in einer
Schichtdicke von < 1 mm ausgegossen, und nach dem Erstarren wurden mittels

Korkbohrer runde Plédttchen mit einem Durchmesser von 10 mm ausgestochen.

2.9.5.  Herstellung von Adhésivtabletten

Die Hafttabletten wiesen folgende Grundzusammensetzung auf:

HPMC 70 %
Avicel PH 103 28 %
Aerosil 200 2%

Wirkstofffreie, biplane Tabletten (Placebo) wiesen eine Steghéhe von 1,5 mm, einen
Durchmesser von 9 mm und eine durchschnittliche Masse von 135,2 mg auf. Fiir einen
Ansatz mit 5 % Extrakt wurden beispielsweise auf eine Hilfsstoffmischung von 3,6 g HPMC,
1,5 g Avicel (mikrokristalline Cellulose) und 0,1 g Aerosil 200 mg Acetonextrakt (E;), gelost
in 1 ml Ethanol, aufgetropft, intensiv manuell verrieben bzw. homogenisiert, getrocknet und

mit der Exzenterpresse verpresst.

Neben diesem Probeansatz wurden weitere Ansétze nach demselben Schema hergestellt:
1. 100 mg Acetonextrakt, gelost in 500 ul Ethanol, auf 2,6 g Pulvermischung — 5 mg
Extrakt / Tablette (Doppelansatz)
2. 100 mg Acetonextakt, gelost in 500 pg Ethanol, auf 1,3 g Pulvermischung — 10 mg
Extrakt /Tablette (Doppelansatz)
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3. 200 mg Acetonextrakt, geldst in 1000 pl Ethanol, auf 1,3 g Pulvermischung — 20 mg
Extrakt /Tablette

4. 2 und 5 mg Benzocain enthaltende Vergleichstabletten

5. Placebo-Tabletten (ohne Wirkstoff) der obigen Zusammensetzung

2.10. In vivo-Methoden

Ausgewihlte galenische Praformulierungen (s. 0.) wurden in orientierenden Versuchen an

wenigen freiwilligen Probanden nach topischer Applikation unter den folgenden Kriterien

getestet:

Hautsalbe (DAC-Basiscreme) zur Anwendung auf der Oberhaut:

Testpersonen:

Applikation:

Testzeit:

Bewertung:

4 hautgesunde Pers. (2 &, 2 Q), Durchschnittsalter 52,5 Jahre

Ort: Innenseite Unterarm; Grof3e: 1 Euro-Areal

Dosierung: 1 Augenspatelspitze (Glas), leicht einmassiert, abgedeckt
mit Mull und Alufolie (Okklusion)

2h

Sensorische Empfindungen, z. B. Kribbeln, Brennen, Anédsthesie

Makroskopische Erscheinungen, z. B. Hautrétung, -quellung

Adhisivtabletten zur Anwendung in der oralen Kavitit:

Zur Testung gelangten hier im Blindversuch neben den Extrakt enthaltenden Tabletten in 3

Konzentrationen noch Placebo- sowie Benzocain (2 Wirkstiarken) enthaltende Tabletten.

Testpersonen:

Applikation:

Testzeit:

Bewertung:

3 mundgesunde Pers. (23, 19), Durchschnittsalter 54 Jahre
Vorbereitung: mind. 1 h nach der letzten, leichten und wenig gewiirzten
Mahlzeit; Mund gespiilt

Ort: zwischen Backentasche und Kiefer (bukkal) oder unter der Zunge
(sublingual)

2 h bzw. bis Zerfall oder Auflésen der Tablette

1. Applikationsfahigkeit und mechanischer Effekt im Mundraum

2. Haftvermdgen der Tablette (Mukoadhésion)

3. Geschmack

4. Sensorische Wahrnehmungen, z. B. brennend, anédsthesierend usw.



187

5. sonstige Beobachtungen

Schleimhaut-Haftpaste zur oralen Anwendung:

Testpersonen: 3 mundgesunde Probanden (2J, 19), Durchschnittsalter 54 Jahre
Applikation: s. Adhésivtablette

Testzeit: 2h

Bewertung: Haftfahigkeit, Geschmack, Empfindungen (s. 0.), Sonstiges

2.11. Mathematische / Statistische Methoden

2.11.1.  Gehaltsbestimmung von Alkamiden

Das Hauptamid der Sammelfraktion 2 (s. 3.3.3., Allg. Teil), das Undeca-2E,4E-dien-6,8-

diinsdure-isobutylamid (A7), sowie dessen Dihydroderivat Undeca-2E-en-6,8-diinséure-

isobutylamid (410) wurden mittels Full-MS im +ESI-Modus, mittels Xcalibur® Software iiber
Dodeca-2E 4E,8Z,10E/Z-tetraen-isobutylamide (,,Tetraen*) quantifiziert (Abb. 68).
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Abb. 68: Darstellung der Flidche unter der Kurve (AUC) fiir 41 und 410
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Eingespritzt wurden 10 pl, was bei der Berechnung der Masse pro Milliliter beriicksichtigt

werden muss.

Es resultierte ein absoluter Wert von 8,69 mg fiir A1 in der Sammelfraktion 2 (insgesamt
113,6 mg), entsprechend einem prozentualen Anteil von 7,65 %. Fiir 410 betrug der absolute

Wert lediglich 2,6 mg bzw. 2,29 % der Sammelfraktion 2.

Bezogen auf den gesamten Dichlormethan-Trockenextrakt von 26,2 g, der aus einem kg
Droge gewonnen worden war (s. 3.3.2., Allgem. Teil), errechnete sich fiir die Substanz 41

allerdings nur ein prozentualer Anteil von 0,03 % und fiir 410 von 0,01 %.

2.11.2.  Auswertung der Enzymversuche

Die Ermittlung der 1Cs fiir Elastase erfolgte rechnerisch, indem die, durch lineare Regression
ermittelte Geradengleichung der Ausgleichsgeraden (y = mx + b) nach x umgestellt und y =
50 gesetzt wurde. Hierbei wurden die Werte von 0,1 - 10 pg/ml beriicksichtigt. Es ergab sich
bei allen Proben, mit einer Ausnahme, ein logarithmischer Zusammenhang zwischen Proben-
konzentration und prozentualer Enzymhemmung, so dass durch Auftragen des dekadischen
Logarithmus der Probenkonzentrationen gegen die Hemmung (y = m(log x) + b) eine
Linearisierung resultierte. Tatsdchlich wurde allerdings die ICsy durch lineare Interpolation
zwischen den beiden, die I1Csy begrenzenden Konzentrationen ermittelt (s. 4.1.3., Allgem.

Teil).

Der H-Test nach KRUSKAL und WALLIS diente zum Vergleich mehrerer unabhingiger
Stichproben hinsichtlich des Einflusses des Extraktionsmittels auf den Hemmeffekt (p <
0,05). AnschlieBend wurde ein multipler Vergleich nach DUNN durchgefiihrt (p < 0,05). Die
Berechnungen erfolgten mit dem Auswertungsprogramm Graph Pad Prism (Graph Pad
Software, La Jolla, USA).

Zur grafischen Auswertung der Trypsin- und Thrombin-Versuche s. im Allgem. Teil unter

4.2.2. bzw. 4.3.3.
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Zusammenfassung

Acmella ciliata (H.B.K.) Cassini ist eine zum Subtribus Ecliptinac gehorende Asteraceae,
beheimatet in Siidamerika, inzwischen aber global verbreitet, vor allem in tropischen und
subtropischen Regionen. Bisher kam es hdufig zu Verwechslungen mit der bekannteren
Acmella oleracea, die bis zur eindeutigen botanischen Zuordnung durch JANSEN [81] 1985
falschlicherweise der Gattung Spilanthes, mit verschiedenen Synonymen, zugeschrieben

wurde.

Um fernerhin solche Arten- und Namenskonfusion weitgehend zu vermeiden, wurden in der
vorliegenden Arbeit makroskopische und mikroskopische vergleichende Studien an Acmella
ciliata und Acmella oleracea, die in einer gelben und einer roten Varietdt vorlag,
unternommen. Die Unterscheidungsmerkmale sind jedoch gering und beschrinken sich
weitgehend auf die Form und Farbe der Bliitenkdpfchen und vor allem auf die lediglich bei

Acmella ciliata vorhandenen Zungenbliiten.

Auch ein DC-Screening verschiedener Extrakte aus getrocknetem und frischem
Pflanzenmaterial aller drei Acmella-Arten/Varietdten hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffklassen
erbrachte keine wesentlichen Unterschiede. In quantitativer Hinsicht ergaben sich Differenzen
bei den phenolischen Inhaltsstoffen. Hier wies Acmella ciliata einen hoheren Gehalt an
Phenolcarbonsduren auf, wihrend Acmella oleracea (rot > gelb) einen hoheren Flavonoid-

Gehalt zeigte.

Die nachfolgenden phytochemischen Untersuchungen befassen sich ausschlieBlich mit
Acmella ciliata, da fiir diese Pflanze trotz ihrer weiten Verbreitung und vielfdltigen
Anwendungen in der Volksmedizin der Ursprungslédnder und mittlerweile auch bei uns mit
dem registrierten, traditionellen Externum Spolera” weder erschopfende Untersuchungen zu
den Inhaltsstoffen noch pharmakologische Studien vorliegen. Fiir die bisher beschriebenen
Wirkungen, vor allem analgetisch, antiphlogistisch, lokalanésthetisch, insektizid u. a., werden
die reichlich enthaltenen Alkamide als verantwortlich angesehen, von denen MARTIN [110 -

112] 20 Verbindungen aus den Bliitenkdpfchen isolierte.

Fiir die eigenen Untersuchungen standen einerseits die Alkamide der Gesamtpflanze sowie

die bisher kaum untersuchten phenolischen Verbindungen im Mittelpunkt des Interesses. Die
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Alkamide wurden aus einem apolaren Dichlormethan-Extrakt nach sc Vortrennung
(Kieselgel, RP 18) durch préparative DC und z. T. direkt durch HPLC-MS-Analytik aus
entsprechenden Sammelfraktionen gewonnen und charakterisiert. Die MS-MS erfolgte im

+ESI-Modus. Partiell wurde die "H-NMR herangezogen.

Insgesamt wurden in einem Acmella ciliata-Gesamtpflanzenextrakt die Alkamide A1 - A16
identifiziert (s. Tafel II), die im S&urerest ,,olefinische* und/oder ,,acetylenische* Strukturen
aufweisen und als Aminkomponente dominant den Isobutylamid-Rest tragen; A8 und 49 sind

Phenylethylamide und nur 4171 ist ein Methylbutylamidderivat.

Die Verbindungen A1, 2, 8, 10, 11, 13, 15 und A16 konnte MARTIN [110 - 112] auch in den
Bliitenkopfchen identifizieren. 46, A7, A9 und A10 wurden in Acmella-Artverwandten
nachgewiesen [16, 53, 132, 144] und A1, A5, A10 und A16 fiir Echinacea-Arten beschrieben
(8,9, 11, 35].

Al14 (Trideca-5Z-en-10,12-diinsdure-isobutylamid) stellt einen neuen Naturstoff dar. Auch 44
ist ein neues Alkamid, ein Dihydroxydiinsdure-Derivat des Isobutylamins. Ebenso tritt 412;
als Dihydroxyalkamid auf; 43 und 46; stellen Monohydroxyalkamide dar, und alle gehen
durch ms Fragmentierung unter stufenweiser Wasserabspaltung in die entsprechenden
dehydratisierten Verbindungen (vgl. Tafel II, Teil 2) tiber. Bei 46 und A12 waren die
dehydratisierten Strukturen bereits priméar (Full-MS-Spektrum) prisent.

AuBler den abgebildeten Alkamiden wurden noch weitere auf Grund ihrer Retentionszeiten im
HPLC-Spektrum und partiell durch ihre Molmasse identifiziert, konnten jedoch mangels
ausreichender Probesubstanz und/oder Vergleichsdaten nicht eindeutig strukturell aufgeklart

werden (3.3.3.12. und 3.3.3.16).

Anders verhilt es sich bei zwei weiteren Alkamiden (Fumarsiureisobutylamid ($6) und 4E-
Hexenoylisobutylamid (S$7)), die sich von Dicarbonséuren ableiten und deshalb in dem
hydrophileren Methanolextrakt aufgefunden wurden. Als Prototyp hierfiir und gleichzeitig als
neuer Asteraceen-Inhaltsstoff wurde S6 isoliert sowie S7 als génzlich neuer Naturstoff
identifiziert. Interessant ist weiterhin der Nachweis der Spilanthessiure (§4), die den
Saurerest des Spilanthols (A413) darstellt und in ihrer isolierten Form ebenfalls ein neuer

Naturstoff ist.



191

Tafel II: Alkamide, Teil 1

Deca-2E,62,8E-triensaure-isobutylamid (A13)

(Spilanthol)
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Dodeca-2E,4E,8Z,10E-tetraensaure-isobutylamid (A16)
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Tafel II: Alkamide, Teil 2

Monohydroxyalkamide

10 I/ °
1
2-Hydroxy-undeca-7Z,9E-diensaure-
isobutylamid (A6,)

11
Undeca-2E,7Z,9E-diinséure-
isobutylamid (A6,)

Dihydroxyalkamide
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193

Aus dem Methanolextrakt und durch nachfolgende SC an Sephadex LH 20 sowie weitere
HPLC-Fraktionierung und Strukturaufklarung mittels UV-, ESI-MS- und NMR-
Spektroskopie resultieren, inklusive cis/trans-Isomeren, 22 phenolische Verbindungen. Neben
den biogenetisch relevanten einfachen Monocarbonsduren p-Hydroxybenzoesdure (PI) und
Protocatechusdure (P2) traten cis/trans-p-Cumar-(P3), trans-Kaffee-(P4) und Ferulasdure
(P5) auf. Dariiber hinaus wurden fiir die drei letzteren die seltenen und in der Familie der
Asteraceae zuvor nicht beschriebenen Apfelsiureester (P6 - P8) sowie des Weiteren die
trans-Chlorogensdure (P11) und deren selten auftretendes cis-Isomer gefunden. Als neue
Verbindungen konnten die trans-Kaffeoylapfelsaure-1/4-methylester (P9/10) sowie der trans-
5-Kaffeoylepichinasduremethylester (P12) beschrieben werden.

Das ebenfalls nachgewiesene Aesculetin (P15) zéhlt zu den Dihydroxycumarinen und
Matairesinol (P16) zu den Lignanen. An Flavonoiden wurden unter den gewihlten
Bedingungen der Extraktgewinnung und -aufarbeitung lediglich das Isoquercitrin (P13) und
Rutosid (P14) sowie Miquelianin gefunden. Fiir ein weiteres, bisher unbekanntes Flavonoid

wurde ein Strukturvorschlag unterbreitet.

Bei der Aufarbeitung der Extrakte fiel eine Reihe weiterer Verbindungen an, die als
biogenetische Bausteine fungieren konnen und partiell als Geruchsstoffe Anteil am
aromatischen Aroma der Extrakte haben diirften: p-Hydroxybenzaldehyd ($7), Vanillin ($2),
Zimt- ($3), Fumar- (S5), Apfel- (§8) und Chinasiure (S9). Die Vielzahl der Inhaltsstoffe,
allein phenolischer und alkamidischer Natur, macht eine Differenzierung in Haupt-, Neben-
und Begleitstoffe nahezu unmoglich. Deshalb erschien es als opportun, fiir die nachfolgenden
enzymatischen Untersuchungen von der komplexen Wirkung der Gesamtextrakte auszugehen

und hiervon eine Auswahl unterschiedlicher Polaritit zu untersuchen.

Gegeniiber der humanen Neutrophilen-Elastase, ein Enzym, das u. a. akut am Entziindungs-
geschehen im Organismus beteiligt ist, wiesen alle Testextrakte aus Acmella ciliata-
Ganzdroge eine starke Hemmaktivitit mit ICso-Werten unter 10 pg/ml auf. Bezogen auf den
Aceton-Extrakt mit dem grofiten Hemmeffekt (0,5 pg/ml = 1) ergab sich tendenziell eine
Reihenfolge der Extrakte wie 1:1,6 (Dichlormethan) = 1:1,6 (Methanol) > 1:3,8 (Spolera®—
fliissig) > 1:6,6 (2-Propanol 60 %) > 1:16,0 (Ethanol 45 %). Fiir ein Alkamidisomeren-
Referenzgemisch (Dodeca-2E,4E,8Z,10E/Z-tetraensdure-isobutylamid(e)) resultierte eine 1Csy
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von 0,6 pg/ml (2,4 uM). Entsprechende Acmella oleracea (gelb)-Extrakte zeigten

Hemmeffekte in der gleichen GroBenordnung.

Die erhaltenen Ergebnisse sprechen fiir eine Abnahme der Hemmwirkung gegentiber Elastase
mit zunehmender Polaritét des eingesetzten Extraktionsmittels, lassen jedoch keine dominante
Abhéngigkeit von einzelnen Inhaltsstoff(en) bzw. -gruppen erkennen. Eine relative Ausge-
wogenheit von alkamidischen und phenolischen sowie weiteren Komponenten, wie sie hier
am ehesten im Acetonextrakt vorlag, scheint offenbar giinstig zu sein (Synergieeffekt). Es ist
zu schlussfolgern, dass sich die komplexe entziindungshemmende Wirkung des Handels-

priparats Spolera® insofern durch optimierte Extraktionsmittel und -verfahren steigern lieBe.

Weiterhin war die Untersuchung ausgewéhlter Acmella ciliata-Extrakte hinsichtlich ihrer
Wirkung gegeniiber dem Enzym Trypsin, das als Aktivator vor allem des PAR-2-Rezeptors
mitverantwortlich fir inflammatorische Prozesse ist, von Interesse. Jedoch konnten weder
durch den Aceton- noch durch den Dichlormethan-Extrakt im untersuchten Konzentrations-
bereich relevante Hemmeffekte erzielt werden. Dagegen deutete sich im niederen
Konzentrationsbereich der umgekehrte Effekt an. Die Alkamid-Testsubstanz (s. v.) zeigte

sogar ausschlieBlich eine signifikante Trypsinaktivierung.

Auch gegeniiber Thrombin, ebenfalls eine Serinprotease mit hoher Affinitit zu den PAR-1-,
PAR-3- und PAR-4-Rezeptoren, erwiesen sich die Dichlormethanextrakte aus Ganz- und
Bliitendroge von Acmella ciliata als uneffektiv. Dagegen ergaben zwei Testpriparate, die mit
tiberkritischem Kohlendioxid gewonnen worden waren, durchaus Thrombin-Hemmeffekte,
die von pharmakologischem Interesse sein konnten (ICsy zwischen 5 und 50 pg/ml, in
Abhingigkeit von Druck und Temperatur). Auch dieser Befund verdeutlicht wiederum die

Bedeutung des Extraktionsverfahrens zur Optimierung hinsichtlich spezieller Wirkprofile.

Dichlormethan- und Acetonextrakte wurden in verschiedene galenische Praformulierungen
inkorporiert, in DAC-Basis-Creme, in eine Nanoemulsion, bestehend aus dem fliissigen Lipid
Miglyol und dem Tensid Poloxamer 188, weiterhin in die mukoadhésiven Formulierungen
Gelatinepléttchen (Chitosan enthaltend), Adhésivtabletten auf Hydroxypropylmethylcellu-
lose-Basis sowie in Hypromellose-Haftpaste 40 % (NRF 7.8). Von der anschlieBenden
orientierenden in vivo-Testung wurden vorerst die Nanoemulsion sowie die Gelatineplittchen

ausgenommen; erstere wegen nicht befriedigender Beschaffenheit und letztere wegen der zu
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threr Herstellung erforderlichen Temperatur (ca. 55° C), die sich auf die Extrakte negativ

auswirkte.

In die verbleibenden Priparate waren die Extrakte gut einzuarbeiten und konnten nach
topischer Applikation getestet werden. Im Ergebnis der Anwendung der Hautsalbe am
ventralen Unterarm von vier freiwilligen Probanden zeigte sich wihrend zweistiindiger
Okklusion lediglich eine kurze Reaktion zu Testbeginn (leichtes Brennen) und allenfalls eine
schwache Hautrotung nach Versuchsende, unabhingig von der Extraktkonzentration in der

Salbe (1 bzw. 10 % Dichlormethan-Bliitenextrakt).

Die oral getestete Haftpaste (5 % Aceton-Extrakt enthaltend) wird als schwierig applizierbar,
aber als sehr gut haftend charakterisiert und wies partiell einen drogenartigen Geschmack auf,

jedoch keinerlei sonstige organoleptische Besonderheiten.

Die Adhisivtabletten, enthaltend 5, 10 bzw. 20 mg Extrakt, wurden im Blindversuch,
vergleichend mit Placebo sowie mit Benzocain-Tabletten (2 und 5 mg), an drei Testpersonen
in der oralen Kavitit (Applikation bukkal oder sublingual) getestet. Sie zeigten eine mit der
Konzentration zunehmende Haftfahigkeit und gute Vertraglichkeit und wiesen einen heu- bis
krauterartigen Geschmack auf. Lediglich geringe subjektive Empfindungen, wie leichtes
Brennen oder Prickeln und schwache Anésthesie an der Zungenspitze, wurden beschrieben.
Weiterfilhrende Studien und ggf. galenische Optimierungen sind hier - die weitere
Wirksamkeitsiiberpriifung der Acmella ciliata-Extrakte vorausgesetzt - erfolgversprechend,
zumal bisher keine Pflanzenextrakte als mukoadhésive Bukkaltabletten formuliert wurden und

es sich demnach um innovative Formulierungen handelt.
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Kurzzusammenfassung

Die im tropischen Siidamerika beheimatete und bisher wenig untersuchte Heil- und
Gewiirzpflanze Acmella ciliata (H.B.K.) Cass. (Asteraceae) ist Gegenstand dieser Arbeit.
Zunichst waren taxonomische Fragen zu beantworten, da es in der Literatur stindig zu
Irritationen beziiglich der Nomenklatur und zu Verwechslungen mit der bekannteren
Artverwandten Acmella oleracea (L.) Jansen kam/kommt. Aus vergleichenden
makroskopischen und erstmals durchgefiihrten mikroskopischen Untersuchungen sowie aus
einem phytochemischen Screening ging hervor, dass allein die makroskopischen Merkmale
(insbesondere am Bliitenkopf) eine eindeutige Unterscheidung zulassen.

Die nachfolgenden umfangreichen phytochemischen sowie enzymatischen Untersuchungen
beschrankten sich vornehmlich auf Acmella ciliata mit dem Ziel der Strukturaufkldrung von
bevorzugt alkamidischen und phenolischen Verbindungen und ihrer Wirksamkeitserfassung,
vorrangig im Hinblick auf die u. a. beschriebenen antiinflammatorischen Effekte. Hierbei
wurde auch auf das traditionell zugelassene Arzneimittel Spolera® (enthélt Propanolextrakt
von Acmella ciliata) Bezug genommen. Weiterhin wurden Arzneiformen (Hautsalbe,
Nanoemulsion, Haftpaste, Gelatinepléttchen, Adhisivtabletten) konzipiert, die neue oder
verbesserte Darreichungsformen darstellen, insbesondere zur potentiellen Anwendung im
Mundbereich.

Bei den phytochemischen Untersuchungen konnten zahlreiche Alkamide (Isobutyl-,
Methylbutyl- und Phenylethylamide von zwei- und dreifach ungesittigten Mono- und
Dicarbonsduren mit neun bis 13 bzw. vier bis sechs C-Atomen) sowie eine Reihe
phenolischer Substanzen (einfache Phenole und Phenolcarbonsiduren sowie -ester, Flavonoide,
ein Hydroxycumarin und ein Lignan) mittels chromatographischer Methoden (SC, DC,
HPLC, (HP)LC-MS) erfasst und deren Strukturen durch spektroskopische Verfahren (UV,
NMR, MS, (HP)LC-MS) aufgekldrt werden. Die meisten der identifizierten Verbindungen,
waren entweder in Acmella ciliata bisher nicht nachgewiesen worden, sind neu fiir die
Familie der Asteraceae oder stellen vollig neue Naturstoffe dar.

Anwendungsbezogen lief3 sich, wie in vitro-Enzymassays (Elastase-, Trypsin- und Thrombin-
Enzym-Inhibition) zeigten, besonders im Bereich der Entziindungshemmung, eine
Wirkungsverstirkung durch Anwendung von bevorzugt Aceton-Extrakten im Gegensatz zum
2-Propanolextrakt (Spolera®™) erzielen. Diese enzymatisch ermittelte Wirkung ldsst sich nicht
einer bestimmten Inhaltsstoffgruppe bzw. deren vorwiegend lipophilen oder hydrophilen

Eigenschaften zuordnen, sondern ist eher als Synergieeffekt zu interpretieren, was sowohl aus
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pharmakologischen als auch aus 6konomischen Erwdgungen den potentiellen Einsatz von
Extrakten gegeniiber Reinsubstanzen priferieren wiirde.

Hinsichtlich der galenischen Priaformulierungen erscheinen mukoadhisive Tabletten
pradestiniert, um eine therapeutische Anwendung im Mundbereich zu ermoglichen und ein
standardisiertes Pridparat zu entwickeln. Um diese und ggf. weitere Anwendungen von
Acmella ciliata-Zubereitungen zu etablieren, sind weitere entsprechende Studien zur

Wirksamkeit und Vertrdglichkeit etc. Voraussetzung.
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Summary

Acmella ciliata (H.B.K.) Cass., a medicinal and spice plant which is native to the South
American tropics, has been the subject of these investigations. There are permanent irritations
concerning its nomenclature and it has often been confused with the better known and closely
related species Acmella oleracea (L.) Jansen. That is why a taxonomic review was carried out
first. Comparing these two species (Acmella oleracea in two varieties) along their
microscopic and macroscopic features as well as in a phytochemical screening it turned out
that the macroscopic features especially the differences in the flower heads seem to be the
best way to separate the species precisely.

The following phytochemical and enzymatic investigations were almost restricted to Acmella
ciliata and were carried out with special regard to the structural elucidation of mainly
alkylamides and phenolic derivatives as well as to the effectiveness of Acmella ciliata plant
extracts in reducing of inflammatory conditions and diseases. Last mentioned point was
checked by enzymatic in-vitro tests as described below also with attention to Spolera”, a
traditionally approved phytopharmacon on the German pharmaceutical market which contains
a 2-propanole extract of Acmella ciliata. Novel or improved drug delivery systems (topic
ointment, nanoemulsion, adhesive paste, jelly platelets, bioadhesive tablets) were developed
mainly for an oral application.

The phytochemical investigations resulted in the finding of a couple of alkylamides (isobutyl-
, methylbutyl- and phenylethylamides of double and triple-unsaturated mono- and
dicarboxylic acids with nine to thirteen or four to six carbonic-atoms respectively). A series
of phenolic substances (simple phenols and phenolcarboxylic acids- and esters, flavonoids, a
hydroxycumarine and a lignane) could be detected and elucidated by the means of
chromatographic (CC, TLC, HPLC, (HP)LC-MS) and spectroscopic (UV, NMR, MS,
(HP)LC-MS) methods. Most of the identified compounds have not been reported for Acmella
ciliata or not even for any member of the Asteraceae family yet. Some of some turned out
new natural substances.

In-vitro enzymatic assays (elastase-, trypsine- and thrombine-enzymatic inhibition) showed
that application of acetone extracts instead of 2-propanole extracts (Spolera™) may improve
the anti-inflammatory effect. This enzymatically determined effect can not be assigned
neigher to mainly lipophilic nor to mainly hydrophilic compounds but rather to a synergistic
effect. Therefore pharmacological as well as economical reasons would prefer the use of

extracts to isolated substances. Concerning the technological pre-formulations the
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mucoadhesive tablets should be the drug delivery system of choice for oral application to
develop a standardized preparation. To establish this or other forms of application for Acmella

ciliata preparations pharmacological and medicinal in-vivo studies need to be carried out.
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