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Abstract

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Extrakte verschiedener Pflanzenorgane hergestellt und ihre
Zusammensetzung analysiert. Dabei konnten einige Inhaltsstoffe der Sanddornbeere isoliert und
charakterisiert werden. Neben bereits bekannten Inhaltsstoffen wurden dabei auch bisher noch nicht
fiir den Sanddorn in der Literatur beschriebene Substanzen erhalten. Die Vollextrakte der untersuchten
Pflanzenorgane sowie Fraktionen und isolierte Verbindungen der Sanddornbeere wurden zudem in
zellbiologischen Untersuchungen auf ihre ER-Stress-reduzierende Aktivitit getestet.

Zusétzlich wurde die direkte Sublimation von Substanzen aus Fruchtpulvern und Trockenextrakten
untersucht. Durch die Analyse der Sublimate unterschiedlicher Sanddornsorten konnten Marker-
Substanzen fiir Sanddornbeeren ermittelt werden. Fin Vergleich mit weiteren Fruchtpulversublimaten
ermdglichte zudem die Bestimmung spezifischer Marker-Substanzen des Sanddorns. Die Sublimate
der Trockenextrakte der Sanddormbeere wurden auch auf Unterschiede in ihrere Zusammensetzung
iiberpriift. Je nach verwendetem Extraktionsmittel waren dabei spezifische Marker-Substanzen in den
Sublimaten der Trockenextrakte zu finden. In einem letzten Schritt wurde das Sublimat eines
Sanddornbeerenpulvers chromatographisch aufgetrennt. Die dabei erhaltenen Fraktionen wurden
mittels HPLC-ESI-MS und NMR-Spektroskopie untersucht und einige Inhaltsstoffe charakterisiert.
Eine fiir den Sanddorn bisher nicht beschriebene Substanz konnte auf diese Weise das erster Mal
isoliert werden.

In the course of this work, extracts of various plant organs were prepared and their composition was
analyzed. Thereby some ingredients of the sea buckthorn berry could be isolated and characterized. In
addition to already known ingredients, substances not yet described for sea buckthorn in the literature
were obtained. The whole extracts of the investigated plant organs as well as fractions and isolated
compounds of the sea buckthorn berry were also tested in cell biological studies for their ER-stress
reducing activity.

Additionally, the direct sublimation of substances from fruit powders and dry extracts was
investigated. By analyzing the sublimates of different sea buckthorn varieties, marker substances for
sea buckthorn berries could be determined. A comparison with other fruit powder sublimates also
enabled the determination of specific marker substances of sea buckthorn. The sublimates of the dry
extracts of the sea buckthorn berry were also checked for differences in their composition. Depending
on the extraction agent used, specific marker substances were found in the sublimates of the dry
extracts. In a last step the sublimate of a sea buckthorn berry powder was separated
chromatographically. The resulting fractions were analyzed by HPLC-ESI-MS and NMR spectroscopy
and some of the ingredients were characterized. In this way, a substance not previously described for
sea buckthorn could be isolated for the first time.
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1 Einleitung

Die pflanzliche Heilkunde stellt den Ursprung fiir die Behandlung menschlicher Krankheiten in vielen
Kulturen auf der ganzen Welt dar.' Die ersten Aufzeichnungen iiber die medizinische Verwendung
von Pflanzen datieren iiber 5000 Jahre zuriick zum Volk der Sumerer. Uber die Jahrtausende
entwickelten sich getrennt voneinander verschiedene Arten traditioneller Medizin. Bekannte Vertreter
sind neben der Traditionellen Chinesischen Medizin, das Ayurveda und das Unani. Typischerweise
wurden bei diesen traditionellen Methoden Extrakte oder Teile von Pflanzen verwendet. Diese
Heilpflanzen sind der Ursprung einer Vielzahl von sekundédren Pflanzeninhaltsstoffen, die in der
modernen Medizin ihre Anwendung finden. Der erste Wirkstoff, der Anfang des 19. Jahrhunderts in
reiner Form aus einer Pflanze (Schlafmohn, Papaver somniferum) isoliert werden konnte, war das
Alkaloid Morphin.”> Es folgten weitere pflanzenbasierte Medikamente wie Aspirin, Chinidin und
Digoxin (Abbildung 1.1).}
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Abbildung 1.1 Pflanzliche und pflanzenbasierte (Aspirin) Wirkstoffe

Heutzutage werden sowohl Teile von Pflanzen, Pflanzenextrakte und isolierte Naturstoffe in
medizinischen Studien untersucht. In verschiedenen Testreihen an Menschen zeigten zum Beispiel
Ingwer (Zingiber officinale), Mutterkraut (Tanacetum parthenium), Ginkgo (Ginkgo biloba) und
Echtes Johanniskraut (Hypericum perforatum) positive therapeutische Effekte.*” Die positiven
Eigenschaften verschiedener Heilpflanzen werden dabei oft mit ihren hohen Anteilen an
Polyphenolen, Phytosterinen oder Alkaloiden in Verbindung gebracht. Diese werden sowohl in ihrer

reinen Form als auch in Kombination untersucht, um vermutete synergistische Effekte beizubehalten.®
11

Die intensive Forschung im Bereich der naturstoffbasierten Pharmazie spiegelt sich auch in den
aktuellen Arzneimittelzulassungen wider. So wurden 2019 insgesamt 48 neue Medikamente von der
US Food and Drug Administration (FDA) zugelassen wovon neun auf Naturstoffen basieren.'> Auch



Newman und Cragg zeigen in ihrer Analyse der jahrlichen Medikamentenzulassungen, dass der
Einfluss von Naturstoffen zwischen 1981 und 2014 sehr hoch war."* Naturstoffe, deren Derivate und
pflanzliche Arzneimittel machten in diesem Zeitraum im Mittel 33% (+£9%) aus (Abbildung 1.2). Es
wird angenommen, dass etwa 35.000-70.000 Pflanzenarten fiir medizinische Zwecke weltweit
verwendet werden.' Dabei handelt es sich nur um einen geringen Teil der weltweiten Flora (~20%).
Dieser geringe Anteil ist jedoch die Grundlage fiir mehr als die Halfte der Medikamente (~60%) der
modernen Medizin.
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Abbildung 1.2 Prozentualer Anteil von Naturstoffen, deren Derivate und pflanzlichen Arzneimitteln an den
jahrlichen Medikamentenzulassungen zwischen 1981 und 2014"

Die Nachfrage nach pflanzenbasierten Medikamenten ist auch heutzutage noch sehr hoch. Die Natur
bietet nach wie vor eine Vielzahl unentdeckter Moglichkeiten, um neue Wirkstoffe zur Bekdmpfung
von Krankheiten zu entdecken. Es liegt an uns, diese Moglichkeiten zu nutzen. Dabei ist es wichtig,
neben den aktuellen Trends, auch immer wieder einen Blick zuriick zu den Wurzeln der modernen
Medizin zu werfen. Das Wissen, welches die verschiedenen Kulturen iber tausende von Jahre
gesammelt haben, kann uns auch heute noch helfen, verschiedene Krankheitsbilder zu behandeln.



2 Zielsetzung

Trotz aller Fortschritte im Bereich der Medikamentenforschung konnen noch lange nicht alle
Krankheiten auf der Welt erfolgreich behandelt werden. Um das zu verdndern, wird intensiv im
Bereich der Naturstoffe geforscht, da diese ein hohes Potential in medizinischen Untersuchungen
aufweisen. Es kommen dabei viele unterschiedliche Extraktionsmethoden zum Einsatz, um potentielle
Wirkstoffe aus Pflanzen zu extrahieren. Die Naturstoffgemische, die dabei entstehen, miissen im
Nachhinein sehr aufwendig aufgetrennt werden, um positive Ergebnisse bei Aktivititsuntersuchungen
auf einen oder mehrere Inhaltsstoffe zuriickfithren zu konnen. Diese Trennungen werden mit Hilfe
unterschiedlicher Isolationstechniken ermdéglicht. Extraktionen und weiterfiihrende Trennverfahren
verbrauchen oft groBe Mengen an Losungsmitteln, was auch 6kologische Probleme mit sich bringt. Es
besteht demnach auch heute noch Bedarf nach Extraktionsmethoden, die den Zeit- und
Arbeitsaufwand sowie den Einsatz von Chemikalien minimieren.

Diese Arbeit wurde im Rahmen des Forschungsprojektes ,,Proteinfehlfaltung, ER-Stress und
Proteindegradation — Entwicklung einer systematischen Pipeline fiir individualisierte Therapien bei
erblichen Leber- und Pankreaserkrankungen (PePPP) angefertigt. Das von der europdischen Union
(ESF) und im Rahmen der Landesexzellenzinitiative Mecklenburg-Vorpommern geforderte
interdisziplindre Projekt hat sich zum Ziel gesetzt, erbliche bedingte Krankheiten der Pankreas
(Johanson-Blizzard Syndrom) und der Leber (Morbus Wilson) zu bekdmpfen. Diese Erbkrankheiten
werden beide durch Stress im Endoplasmatischen Retikulum (ER) hervorgerufen.'* Verschiedene
natiirliche Substanzen wurden bereits auf ihre Wirkung gegen ER-Stress untersucht und konnten
positive Wirkungen in Zelltests erzielen (Kapitel 3.4)."”> Darunter finden sich auch verschiedene
Polyphenole wie das Flavonoid Quercetin.'® Es wurde aufgrund dieser Tatsache entschieden, die
Beeren des Sanddorns (Hippophae rhamnoides) in dieser Arbeit auf ihre Wirkung in Bezug auf ER-
Stress zu untersuchen. Sanddornbeeren sind bekannt fiir ihren hohen Gehalt an Polyphenolen wie
Flavonoiden oder Catechinen.'”'® Der Sanddorn ist zudem in Mecklenburg-Vorpommern beheimatet,
was ihn als potentiellen Wirkstofftrager noch interessanter macht. Neben modernen
Extraktionsmethoden wie der Mikrowellenextraktion und der Ultraschallextraktion wird die
Sublimation erstmals auf getrocknetes Pflanzenmaterial und Sanddornbeerenextrakte angewendet
werden. Der Einfluss der Losungsmittel in der Mikrowellen- und Ultraschallextraktion wird untersucht
und die verschiedenen Extrakte in Zelltaktivitdtstests auf ihre Wirksamkeit iiberpriift. Die Extrakte
werden mit Hilfe chromatographischer Trennverfahren in Fraktionen und Reinstoffe getrennt. Auch
diese werden auf ihre ER-Stress lindernde Wirkung getestet. Die Zusammensetzung der verschiedenen
Erzeugnisse wird mittels Kombinationen der Flissigchromatographie (LC) wund der
Gaschromatographie (GC) mit der Massenspektrometrie (MS) untersucht. Zur Strukturaufklarung wird
auerdem die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) verwendet.

Die Sublimation wird zur Anreicherung von Marker-Substanzen aus Fruchtpulvern genutzt. Es wird
dabei iiberpriift, ob unterschiedliche Substanzen aus den Friichten gewonnen werden kdnnen und
somit eine Identifizierung der Friichte durch ihre Sublimate mdglich ist. Dazu werden die Inhaltsstoffe
der Sublimate verschiedener Sanddornarten miteinander verglichen, um den chemischen
Fingerabdruck der Sanddornbeere unabhidngig von der jeweiligen Sorte zu bestimmen. Die so
bestimmten Marker-Substanzen werden daraufhin mit den Sublimaten weiterer Friichte verglichen, um
spezifische Marker-Substanzen der Sanddornbeeren zu erkennen. Zudem wird die Anwendung der
Sublimation auf Trockenextrakte der Sanddornbeeren untersucht. Es wird Ttberpriift, ob die
Inhaltsstoffe der Sublimate der Trockenextrakte einen Riickschluss auf die verwendeten



Extraktionsmittel zur Herstellung der Trockenextrakte zulassen. Die Analyse der Sublimate wird
mittels LC/MS durchgefiihrt. AbschlieBend wird das Sublimat eines Sanddornbeerenpulvers durch die
Saulenchromatographie aufgetrennt, um dessen Zusammensetzung auf bisher noch nicht fir die
Sanddornbeere beschriebene Naturstoffe zu untersuchen. Hierzu wird neben der LC/MS vor allem die
NMR-Spektroskopie verwendet. Die verschiedenen Arbeitsschritte sind in Abbildung 2.1 schematisch
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Abbildung 2.1 Schematische Erlduterung der Vorgehensweise in dieser Arbeit
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Alle FErgebnisse werden nach ihrer Auswertung miteinander verglichen. Hieraus sollten sich
Riickschliisse auf den Nutzen der Sublimation in der Naturstoffchemie ziehen lassen. Auch die
Wirksamkeit von Extrakten, Fraktionen und Reinstoffen des Sanddorns in Bezug auf die Linderung
des ER-Stresses im Zellmodel wird ermittelt werden. Die so erhaltenen Daten sollen mit als Grundlage
fiir die Bekdmpfung der Erbkrankheiten Johanson-Blizzard-Syndrom und Morbus Wilson genutzt
werden.



3 Stand der Technik

3.1 Extraktion von Pflanzeninhaltsstoffen

Die Extraktion bildet die erste Stufe bei Trennung von gewliinschten Naturstoffen aus dem
Pflanzenmaterial. Dabei werden verschiedene Losungsmittel verwendet, die unterschiedliche
Substanzklassen aus den Probenmatrizes 16sen konnen. Eine weitere Moglichkeit ist das Auspressen
des Rohstoffes, wie es zum Beispiel fiir Kernéle oder Fruchtsifte tiblich ist."

Der Extraktionsprozess kann durch verschiedene Parameter gesteuert werden. Diese Parameter
beeinflussen die Diffusion der Naturstoffe aus dem Pflanzenmaterial und ihre Loslichkeit in den
Loésungsmitteln. Je nach Prioritét lassen sich so besonders schnelle, milde, ergiebige oder nachhaltige
Verfahren gestalten. Neben den Eigenschaften des verwendeten Losungsmittels spielen vor allem die
Temperatur, die Extraktionsdauer, das Losungsmittel-zu-Feststoff Verhéltnis, die PartikelgroBe des
Pflanzenmaterials und der pH-Wert eine Rolle. *** Je nach angewandter Methode bieten sich noch

eine Vielzahl weiterer Moglichkeiten, die Extraktion zu beeinflussen.***’

Fiir die Extraktion mit Losungsmitteln besteht eine grole Bandbreite verschiedener Methoden, die alle
heute noch verwendet werden. Das liegt an den verschiedenen Vor- und Nachteilen, die jede Methode
mit sich bringt. Die Extraktionstechniken konnen dabei grob in konventionelle und moderne
Extraktionsverfahren unterteilt werden. Erstere bendtigen meist keine teuren technischen Geréte und
werden zum Teil schon seit Jahrtausenden verwendet. Die Methoden besitzen meist eine lange
Extraktionsdauer und sind weniger effektiv als die modernen Extraktionstechniken. Diese werden
meist durch teure technische Gerite gesteuert, benotigen jedoch deutlich weniger Zeit und kénnen
auch bei geringerer Extraktionstemperatur gute Ausbeuten erzielen.

3.1.1 Konventionelle Extraktionstechniken

Die Mazeration beschreibt die einfachste Art der Extraktion. Das Pflanzenmaterial wird hierbei in dem
gewiinschten Losungsmittel ohne zu Erhitzen eingelegt. Dies kann mit und ohne Riihren der Mischung
erfolgen. Das Losungsmittel wird nicht gewechselt. Der Nachteil dieser Methode besteht in ihrer
langen Extraktionszeit und geringen Effektivitit. Die niedrige Prozesstemperatur bringt den Vorteil
mit sich, dass auch thermolabile Verbindungen extrahiert werden konnen. Hinzu kommt, dass keine
teuren Gerite bendtigt werden.'”*® Ein Spezialfall der Mazeration ist die Digestion, hierbei wird der
Extraktionsprozess durch leichtes Erhitzen (40-60°C) unterstiitzt.” Cuji¢ et al. (2016) konnten mit der
Mazeration hohe Ausbeuten an Phenolen und Anthocyanen aus der Apfelbeere gewinnen.” Ji et al.
(2018) nutzen sie zur Extraktion von Phenolen aus Ol-Mischungen.*'

Die Perkolation beschreibt in der Naturstoffchemie eine kontinuierliche Extraktion von Substanzen
aus dem Extraktionsgut. Anders als bei der Mazeration wird das geséttigte Losungsmittel nach einer
Zeit durch frisches Losungsmittel ersetzt.'” Hierzu wird nach dem Erreichen einer Sittigung das
Extraktionsgut durch eine Filtration vom Lésungsmittel getrennt und anschlieend erneut Fliissigkeit
hinzugegeben. Dieser Vorgang wird mehrfach wiederholt. Alternativ wird auch ein kontinuierlicher
Prozess angewandt, wobei frisches Losungsmittel von oben durch das Pflanzenmaterial geleitet wird
und unterhalb wieder austritt.”’ Ein einfaches Beispiel ist die Zubereitung von Kaffee mit Hilfe eines
Filterpapiers. Bei einer Perkolation kann auch mit erh6hten Temperaturen gearbeitet werden. Subba et
al. (2019) verwendeten die kalte Perkolation mit Methanol in ihrer Analyse von nepalesischen
Heilpflanzen und konnten medizinisches Potential bei einigen Extrakten nachweisen.’” Diese



Extraktionsmethode bietet zwar eine hohere Effektivitdit im Vergleich zur Mazeration, der
Losungsmittelverbrauch ist jedoch sehr hoch.

Die Abkochung (eng. decoction) ist eine traditionelle Zubereitungsform pflanzlicher Arzneidrogen.
Sie ist besonders bekannt aus der traditionellen chinesischen Medizin (TCM). Per Definition ist das
einzig verwendete Losungsmittel Wasser. Die Pflanzenteile werden meist zweimal ausgekocht und
danach vereinigt. Die Extraktionszeit liegt im Normalfall unter einer Stunde und wird beim zweiten
Auskochen kiirzer gewihlt. Aufgrund der hohen Temperatur werden Naturstoffe besser aus dem
Extraktionsgut gelost. Sie fiihrt jedoch auch zu einer Reihe von Reaktionen im Dekokt und ist fiir
thermolabile Substanzen ungeeignet. Enzymatische Reaktionen werden durch die hohe Temperatur
wiederum verhindert, wodurch einige Substanzen in héheren Mengen vorkommen im Vergleich zu
Extraktionen mit niedrigerer Temperatur.”>'* Auch heute findet diese bereits sehr lange bekannte
Extraktionsmethode noch Verwendung. Khatib et al. (2017) untersuchten zwei Sorten von
Granatipfeln und nutzen die Abkochung zur Extraktion von Polysacchariden.®® Aufgrund der
antithrombotischen Wirkung des BuyangHuanwu Dekokts entwickelten Liao et al. (2018) eine
Methode, um aktive Substanzen des Dekoktes zu identifizieren.>

Eine der wohl bekanntesten und meist verwendeten Extraktionsmethoden ist die nach ihrem Entdecker
benannte Soxhlet Extraktion. Das Extraktionsgut befindet sich oberhalb eines mit Losungsmittel
gefiillten Kolbens in einer Extraktionshiilse im sogenannten Soxhlet Aufsatz. Durch Erhitzen des
Losungsmittels gelingt dieses in einen Kiihler, welcher oberhalb des Soxhlet Aufsatzes angebracht
wird. Das heile Losungsmittel flieft zuriick durch das Pflanzenmaterial und anschlieend wieder in
den Kolben darunter. Dieser Kreisprozess lauft kontinuierlich ab und das Extraktionsgut wird immer
wieder durch reines Losungsmittel extrahiert. Dies erhoht verglichen mit den traditionelleren
Methoden die Effektivitat des Verfahrens. Es wird deutlich weniger Losungsmittel verbraucht und
aufgrund der hohen Temperatur die Extraktionsdauer gesenkt. Letztere wird jedoch zwingend
benétigt. Die Methode erhoht demnach die Gefahr einer thermischen Zersetzung labiler
Substanzen.'”*® Aufgrund ihrer geringen Kosten und relativ hohen Effektivitit findet die Methode
auch heutzutage noch viel Verwendung. Sunitha et al. (2015) extrahierten mit der Soxhlet Apparatur
aktive Inhaltsstoffe der Ixora chinensis und isolierten einige Substanzen aus dieser Pflanze zum ersten
Mal.*® In einer Studie von Padhi und Panda (2016) wurde der positive Einfluss von ethanolischen
Soxhlet Extrakten der Bix orellana festgestellt und die traditionelle Verwendung der Pflanze wurde
somit validiert.”’

3.1.2 Moderne Extraktionsverfahren

Die beschleunigte Losemittelextraktion (eng. Accelerated Solvent Extraction (ASE)) ist ein
Hochdruckprozess und wird bei Driicken von 10-15 MPa betrieben. Hoher Druck ermdglicht es,
Losungsmittel iiber ihrem Siedepunkt in fliissiger Form zu halten. Daraus resultieren eine hdohere
Loslichkeit und Diffusionsrate fiir Naturstoffe wédhrend der Extraktion. Das Losungsmittel kann
aulerdem schneller in die Poren des Extraktionsgutes eindringen. Dies fiihrt zu kiirzeren
Extraktionszeiten und macht es moglich, thermolabile Substanzen zu extrahieren, da ihre
Degradationsprozesse langsamer verlaufen."’”® So gelang es Gizir, Turker und Artuvan (2008) mit
Hilfe der ASE Anthocyane aus schwarzen Karotten (Daucus carota ssp. sativus) zu extrahieren.”
Zengin et al. (2020) zeigten bei ihren Untersuchungen der Helichrysum stoechas, dass die ASE im
Vergleich zu vier weiteren Extraktionsmethoden die hochste Effektivitit beziiglich der Extraktion von
Phenolen und Flavonoiden aufweist. Dies spiegelte sich indirekt in der Fahigkeit des ASE-Extraktes
als Radikalféinger und Inhibitor der a-Glucosidase wieder.*’



Kohlenstoffdioxid (CO:) befindet sich oberhalb einer Temperatur von 31 °C und einem Druck von
7.38 MPa in einem {iberkritischen Zustand und wird als iiberkritisches Fluid bezeichnet.
Uberkritisches CO2 wird mit Abstand am h4ufigsten bei Extraktionen mit iiberkritischen Fliissigkeiten
(eng. Supercritical fluid extraction (SFE)) verwendet. Das liegt vorwiegend an den vielen Vorteilen,
die CO: mit sich bringt. Es ist in groen Mengen verfiigbar, kostet daher wenig, weist eine geringe
Toxizitdt auf und kann vergleichsweise einfach in seinen iiberkritischen Zustand versetzt werden.
Aufgrund der geringen benoétigten Temperatur eignet sich iiberkritisches CO: zur Extraktion
thermolabiler Substanzen. Es wird vorwiegend zur Extraktion von Lipiden verwendet, da CO: eine
sehr geringe Polaritit besitzt.'”® Santos et al. (2020) gelang es mit Hilfe von iiberkritischem CO-,
41% der Masse von Favela Samen (Cnidoscolus quercifolius) in Form von Ol zu extrahieren.*' Die
Extraktionseigenschaften dieser Methode lassen sich durch die Zugabe von Modifikatoren stark
beeinflussen. Ein Modifikator ist ein organisches Losungsmittel, das dem iiberkritischem Fluid
zugesetzt wird. Coelho et al. (2020) untersuchten den FEinfluss von Isopropanol, Ethanol und
Ethylacetat bei der CO. Extraktion von verbrauchtem Kaffeesatz. Die maximale Ol-Ausbeute konnte
durch die Zugabe von nur 10% der organischen Losungsmittel in der Halfte der Zeit erreicht werden.
Es konnte auBerdem eine erhohte antioxidative Eigenschaft in den Extrakten nachgewiesen werden,
die mit Modifikatoren hergestellt wurden.*

Die Frequenz von Ultraschallwellen liegt zwischen 20 kHz und 10 MHz. In der Lebensmittelindustrie
wird zwischen diagnostischem Ultraschall (2-10 MHz) und Leistungsultraschall (20-100 kHz)
unterschieden. Letzterer wird neben anderen Anwendungsfeldern auch zur Extraktion von biologisch
aktiven Substanzen verwendet.”* Der Ultraschallextraktion (UE) liegt der Mechanismus der
akustischen Kavitation zugrunde. Trifft Ultraschall auf eine Fliissigkeit, induziert er eine Reihe von
Komprimierungen und Dekomprimierungen in den Molekiilen des Medium. Diese fiihren zu Bildung,
Ausdehnung und Implosion von Mikrobldschen in mit Ultraschall behandelten Fliissigkeiten.” Diese
sogenannten Kavitationsblasen konnen in zwei Typen unterteilt werden. Stabile Kavitationsblasen
sind relativ langlebige Gasblasen und existieren iiber mehrere Zyklen von Komprimierungen und
Dekomprimierung. Transiente Kavitationsblasen kollabieren bereits nach sehr kurzer Zeit unter starker
Energieentwicklung. Wiahrend einer Ultraschallextraktion existieren tausende solcher Bldschen, von
denen einige nach Erreichen einer instabilen Gro3e kollabieren und dabei punktuell Temperaturen bis
zu 5000 K und Driicke im Bereich von 50 MPa hervorrufen.* Temperatur- und Druckinderungen, die
bei diesen Implosionen auftreten, fithren zu Verdiinnung von Zellmembranen und Zerstérung von
Zellen. Dies erleichtert das Eindringen des Losungsmittels in die Probenmatrix und verstirkt den
Massentransfer der Zielverbindungen in das Ldsungsmittel. Die Implosion der Kavitationsblasen
erzeugt aullerdem Turbulenzen auf mikroskopischer Ebene, Hochgeschwindigkeits-Kollisionen
zwischen den Partikeln und Agitation in mikropordsen Partikeln der Matrix, was die Diffusion
beschleunigt.* Zu den wichtigsten Prozessparametern zihlen die Ultraschall Leistung und Amplitude.
So zeigten Goldsmith et al. (2018) bei der Extraktion von phenolischen Verbindungen aus
Oliventrester, dass eine Erhohung der Ultraschall Leistung von 150 W auf 250 W die
Extraktionsausbeute erhohte.*® Purovié¢ et al. (2018) untersuchten die Extraktion von phenolischen
Séuren aus Sojabohnen (Glycine max). Sie stellen dabei fest, dass die Erhohung der Amplitude von 15
auf 30% die Menge an extrahierten Substanzen um iiber 100% steigerte.*’

Mikrowellen sind nicht ionisierende elektromagnetische Wellen, welche eine Frequenz im Bereich
von 300 MHz bis 300 GHz aufweisen.”*”® Sie interagieren mit Proben und Losungsmitteln, die ein
Dipolmoment aufweisen. Hierdurch findet bei einer Mikrowellenextraktion (ME) die Erhitzung
unmittelbar und innerhalb der Probe statt. Es entstehen demnach keine Temperaturgradienten, wie es
fiir die meisten anderen Verfahren der Fall ist. Dies fiihrt zu sehr schnellen Extraktionen, da Wasser
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innerhalb von Zellen sofort erhitzt wird und die Zellen zerstort. Die enthaltenen Naturstoffe gelangen
also noch schneller in das Extraktionsmedium. Generell ist eine hohe Permittivitidt und dielektrische
Absorption des Losungsmittels wiinschenswert, da es die Kapazitit zur Absorption von
Mikrowellenenergie erhoht und somit zum schnelleren Erhitzen fiihrt. Zur Extraktion thermolabiler
Substanzen koénnen auch Losungsmittelgemische mit geringen dielektrischen Eigenschaften verwendet
werden. Der Einsatz unpolarer Ldsungsmittel ist genauso mdglich wie der von polaren
Losungsmitteln. Die Mikrowellenextraktion ist heutzutage aufgrund ihrer hohen Effektivitdt und
geringen Extraktionsdauer eine der meistgenutzten Extraktionsmethoden. Belwal et al. (2018) zeigten
in ihren Untersuchungen zu Extraktionsmethoden, dass die Mikrowellenextraktion fiir die viele
Stoffgruppen und Pflanzenteile die bevorzugte Extraktionsmethode darstellt (Abbildung 3.7).%
Vallejo-Castillo et al. (2020) untersuchten die Riickgewinnung von Antioxidantien aus Papaya (Carica
papaya) Schalen und Fruchtfleisch mittels Mikrowellenextraktion und konnten gréBere Mengen
extrahieren als zuvor in der Literatur beschrieben wurde.” Fan et al. (2020) verwendeten in ihrer
Studie Vitamin Bs basierte protische ionische Fliissigkeiten zur Extraktion von Astilbin aus
Stechwindenwurzelstock (Rhizoma Smilacis glabrae). lonische Fliissigkeiten eigenen sich aufgrund
ihrer hohen Ionenleitfihigkeit besonders fiir die Mikrowellenextraktion.* Ayouaz et al. konnten mit
ihrer optimierten Methode innerhalb von 60 Sekunden eine maximale Ausbeute von phenolischen
Substanzen aus den Blittern des Oleanders (Nerium oleander) gewinnen. Das Extrakt zeigte in Zelltest
eine Wirkung gegen das Wachstum eines Darmkarzinoms ohne zytotoxisch zu wirken.™

Pflanzenorgan Substanzklasse Extr.-Methode

Wurzeln :>_ . Po|ysac0haride —< ﬂ:

Friichte

Abbildung 3.1 Bevorzugte moderne Extraktionstechniken und Pflanzenorgane fiir die Extraktion bestimmter
Stoffklassen (Nach Belwal et al., 2018).”” SFE = Extraktion mit superkritischen Fliissigkeiten,
ME = Mikrowellenextraktion, UE = Ultraschallextraktion, ASE = Beschleunigte Losemittelextraktion
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Die Extraktion mit Hilfe von gepulsten elektrischen Feldern (eng. pulsed electric fields (PEF)) ist
eines der neuesten Extraktionsverfahren. Es handelt sich um keinen thermalen Prozess, wodurch
thermolabile Substanzen ohne eine Gefahr der Degradation extrahiert werden konnen. Wird die
elektrische Feldstirke jedoch zu hoch gewidhlt, kann es durch die hohe Konzentration an
Hydroxyl-Radikalen zu Abbaureaktionen kommen. Durch das angelegte elektrische Feld werden
Zellmembranen durchléssig, wodurch in der Zelle enthaltenen Naturstoffe besser ins Losungsmittel
diffundieren konnen.”' Im Vergleich zu anderen Methoden erméglicht es eine schnellere, effektivere
und dkologischere Extraktion von Substanzen aus biologischen Proben. Hou et al. (2010) zeigten in
ihren Untersuchungen, dass die PEF Extraktion im Vergleich zur Mikrowellen-, Ultraschall- und
beschleunigten Losungsmittelextraktion die hochste Ausbeute an Ginsenosiden aus Ginseng (Panax
ginseng) aufweist und dabei gleichzeitig eine geringe Extraktionsdauer benétigt.”> Neuere Studien
befassen sich mit dem Einsatz der PEF Extraktion zur Verwertung von Abfallprodukten. Gharibi-
Tehrani et al. (2019) extrahierten mittels PFE Nebenprodukte der Zwiebelverarbeitung und konnten
erfolgreich hohe Mengen an phenolischen Substanzen gewinnen.” Franco et al. (2020) nutzten die
PFE Methode um Fischabfalle zu extrahieren und es gelang ihnen Antioxidantien in guter Ausbeute zu
erhalten.>

Die Wasserdampfdestillation ist auch heute noch die meistverwendete Methode zur Gewinnung von
atherischen Olen.” Es gibt verschiedene Arten der Wasserdampfdestillation.”® Die einfachste Methode
wird durch Einlegen des Pflanzenmaterials in Wasser und anschlieBende Destillation durchgefiihrt. Es
besteht auch die Mdglichkeit, Wasserdampf in Extrakte von organischen Ldsungsmitteln einzuleiten,
um die wasserdampffliichtigen Substanzen aus diesen zu gewinnen. Eine dritte Variante ist das
Durchstromen einer mit Pflanzenmaterial gefiillten Kolonne mit Wasserdampf. In allen Féllen findet
eine Phasentrennung im Destillat statt, wodurch die lipophilen dtherischen Ole einfach von der
wissrigen Phase getrennt werden konnen. Da sich die Dampfdriicke der Komponenten in einem
Gemisch addieren, ist sowohl die Destillation von leicht als auch schwerfliichtigen Verbindungen mit
dieser Methode moglich. Da itherische Ole oft Geschmacks- oder Duftstoffe enthalten, ist die
Wasserdampfdestillation besonders fiir die Lebensmittel- und Kosmetikindustrie bedeutsam. Avalos-
Martinez et al. (2020) untersuchten erst kiirzlich die Zusammensetzung fliichtiger Substanzen des
mexikanischen Hibiskus (Hibiscus sabdariffa L.), welche sie mittels Wasserdampfdestillation
gewonnen hatten, um ihren Einfluss auf das Aroma heiBer Hibiskus Getrinke zu ermitteln.”’ Park et al.
(2018) verwendeten die Wasserdampfdestillation zur Extraktion volatiler Verbindungen aus dem
Chinesischen Spaltkorbchen (Schisandra chinensis) und konnten in einigen Fraktionen eine starke
antioxidative Wirkung nachweisen.®

3.2 Sublimation

Ein weiteres thermisches Trennverfahren, das zur Gewinnung von Naturstoffen aus Pflanzenmaterial
genutzt werden kann, ist die Sublimation. Bereits vor iiber 100 Jahren wurde die Sublimation zum
Nachweis von Benzoesdure, Ferulasdure, Umbelliferon und Zimtsdure in einigen Beerenarten oder
Harzen genutzt.”® Die Bedeutung der Sublimation in der Naturstoffchemie hat iiber die Jahre jedoch
stark abgenommen, da durch die Extraktion eine groere Anzahl an Substanzen mit einer hdheren
Ausbeute in kiirzerer Zeit gewonnen werden konnte. Die Mehrzahl der Publikationen aus den letzten
50 Jahren beschreibt die Sublimation lediglich als letzten Aufreinigungsschritt, um Inhaltsstoffe aus
Pflanzenextrakten zu isolieren.®”® Die direkte Sublimation von Substanzen aus natiirlichen Quellen
wie Pflanzen oder Steinen wurde in der Literatur deutlich weniger untersucht.®*®” Dabei bietet die
Sublimation die Moglichkeit, Stoffe und Stoffgemische in hoherer Reinheit direkt aus dem zu
untersuchenden Material zu erhalten. Dies ist auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass nur wenige
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Verbindungen zur Sublimation neigen. Das Anlegen eines Vakuums und das Erhitzen des
Probenmaterials kann dazu genutzt werden, die Anzahl der Substanzen, die sublimieren, zu erhéhen.
Ahnlich wie bei einer Destillation kann die Reinheit des Endproduktes durch die Variation der
Sublimationsparameter beeinflusst werden.®® Im Rahmen der Nachhaltigkeit ist zudem von Vorteil,
dass die Sublimation ohne die Verwendung von Losungsmitteln auskommt. Die Akkumulation von
Naturstoffen im Sublimat stellt einen recht spezifischen Vorgang dar, weshalb die Sublimation bei der
Untersuchung von natiirlichen Materialien neue Erkenntnisse liefern konnte. Die Methode sollte
jedoch nicht als Konkurrenz zur Extraktion, sondern mehr als Ergénzung im Repertoire der
Naturstoffchemie angesehen werden.

3.3 Trennverfahren fiir Naturstoffe

Naturstoffextrakte werden in den meisten Fillen durch verschiedene Trennverfahren in Fraktionen aus
kleineren Stoffgemischen und Einzelsubstanzen unterteilt. Im Idealfall kann so eine Wirkung, die zum
Beispiel ein traditionelles Heilmittel {iber viele Jahrhunderte hinweg erzielen konnte, durch eine
gezielte Auftrennung auf einen Inhaltsstoff zuriickgefiihrt werden. Die verschiedenen Techniken, die
dabei verwendet werden, kdnnen in zwei Kategorien unterteilt werden. Die Fliissig-Fest- und die
Fliissig-Fliissig  Isolationstechniken ~werden heutzutage beide regelméBig genutzt, um
Vielstoffgemische aufzutrennen. lhre Namen sind auf die Aggregatzustinde der Trennphasen
zuriickzufiihren. In den meisten Féllen reicht die Anwendung eines einzigen Trennverfahrens nicht aus
und eine Kombination der hier diskutierten Techniken muss verwendete werden.

3.3.1 Flissig-Fest Isolationstechniken

Alle Fliissig-Fest Isolationstechniken gehdren zu den chromatographischen Trennverfahren. Diese
Verfahren beruhen auf Wechselwirkungen der Analyten mit einer festen (stationdren) Phase und einer
flissigen (mobile) Phase. Substanzen werden je nach Material der stationdren Phase entweder anhand
ihrer Polaritit, GroBe oder Ladung aufgetrennt. Dementsprechend wird zwischen Adsorptions-,
GroBenausschluss- und Ionenchromatographie unterschieden. Die Wahl der mobilen Phase hat einen
groBen Einfluss, da sie die Wechselwirkung der Naturstoffe mit der festen Phase schwichen oder
begiinstigen kann. Die wohl am meisten verwendete Technik bei der Auftrennung von
Naturstoffgemischen ist die Sdulenchromatographie (SC). Fiir eine Sdulenchromatographie wird eine
Sdule, im Laboralltag meist aus Glas, mit einer stationdren Phase beladen. Diese wird daraufhin mit
der gewiinschten mobilen Phase geséttigt. Ein zu trennendes Stoffgemisch wird oben auf die Sdule
gegeben und kontinuierlich mit der mobilen Phase durch die feste Phase geleitet. Die Analyten
gelangen abhingig von ihrer Affinitdt zur stationdren Phase und ihrer Loslichkeit im Losungsmittel
unterschiedlich schnell durch die Sdule und kdnnen so getrennt voneinander gesammelt werden. Die
meist verwendete stationdre Phase ist Silikagel. Es gehort zu den polaren stationdren Phasen der
Adsorptionschromatographie, die auch als Normalphasen (NP) bezeichnet werden. Schitzungen
zufolge werden fast 90% der préaparativen Trennungen von Naturstoffen mit Kieselgel durchgefiihrt.
Es wechselwirkt aufgrund seiner polaren Hydroxygruppen vorwiegend mit polaren Naturstoffen,
welche durch Wasserstoffbriickenbindungen und Dipol-Dipol Wechselwirkungen mit dem Silikagel
interagieren.” So fraktionierten Rather et al. (2013) die Methanol-, Methanol-Wasser- (1:1) und
Wasserextrakte des Arznei-Engelwurz (Angelica archangelica) unter Verwendung von Kieselgel als
stationirer Phase ihrer Flash Chromatographie.”” Die Flash Chromatographie (FC) ist eine sehr hiufig
verwendete Abwandlung der SC. Dabei wird die mobile Phase samt Analyten mit Gasdruck durch die
Siule gedriickt, was eine schnellere Trennung und bessere Aufldsung mit sich bringt.*® So gelang es
Yu et al. (2013), mit einer Silikagel basierten FC Heteroclitin D aus Kadsurae Caulis zu isolieren.”
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Die FC ist aufgrund ihrer einfach Handhabung, giinstigen Anschaffung und grofler Verfiigbarkeit eine
sehr beliebte Methode zur ersten Fraktionierung von Extrakten und simplen Isolierung von
Einzelsubstanzen. Es finden jedoch noch weitere Variationen der klassischen SC Anwendung. Die
Niederdruckfliissigkeitschromatographie (eng. low pressure liquid chromatography (LPLC)) wird
ohne oder mit geringem Uberdruck verwendet. Zheleva-Dimitrova et al. (2016) verwendeten die
LPLC zur Auftrennung von Methanolextrakten von Blittern und Wurzeln der Geigeria alata und
konnten acht Fraktionen aus 1g Trockenextrakt generieren.”' Sie wihlten dazu eine unpolare
Octadecyl-Phase (C18-Phase), die in der Adsorptionschromatographie als Umkehrphase (eng.
reversed phase (RV)) bezeichnet werden. Es handelt sich dabei um ein funktionalisiertes Silikagel,
dessen Hydroxygruppen mit C-18 Resten modifiziert wurden. Neben der FC und LPLC ist die
Vakuumfliissigkeitschromatographie (eng. Vacuum Liquid Chromatography (VLC)) eine Technik der
Wahl, wenn groBe Probenmengen mit geringem Kostenaufwand getrennt werden sollen.”” So trennten
Erhirhie et al. (2019) 6.5 g einer Ethylacetat Fraktion eines Ethanol-Wasser (1:5) Extraktes des Echten
Wurmfarns (Dryopteris filix-mas) mit der VLC in 17 weitere Fraktionen und konnten so die
entziindungshemmende ~ Wirkung  genauer  zuriickverfolgen.”  Priparative ~ Hochdruck-
fliissigkeitschromatographie, auch Hochleistungschromatographie (HPLC) genannt, ist aufgrund der
benétigten technischen Ausriistung deutlich teurer in der Anschaffung und kann im Vergleich mit FC,
LPLC und VLC weniger Probenmaterial in einem Durchlauf auftrennen. Sie wird aufgrund ihrer sehr
guten Trennleistung und hohen Reproduzierbarkeit jedoch immer haufiger zur Auftrennung von
Naturstoffgemischen und zur Isolation reiner Substanzen verwendet. Atlabachew et al. (2017) nutzen
die hohe Trennleistung der préparativen Hochdruckfliissigkeitschromatographie, um Cathin, Cathinon
und (-)-Norephedrin aus einem Gemisch von Oxalat Salzen, die aus einem Extrakt des Kathstrauchs
(Catha edulis Forsk) gefillt wurden, zu gewinnen.”* Shi et al. (2019) gelang mittels HPLC die
Isolation von acht Verbindungen aus dem Schwarzen Nachtschatten (Solanum nigrum L.), wovon fiinf
Substanzen das erste Mal entdeckt wurden. Fiir die erste Trennung verwendeten sie eine C18-Séule,
zur weiteren Auftrennung eine Toyopearl® HW-40F Siule.” Diese polymerbasierte stationire Phase
funktioniert nach dem Prinzip des GroBenausschlusses, einem hiufig verwendeten Mechanismus der
fest-flissig Isolationstechnik. Die GroBenausschlusschromatographie (eng. size exclusion
chromatography (SEC)) wird dabei wesentlich 6fter verwendet als die Membranfiltration (MF). In der
MF konnen kleinere Molekille eine semipermeable Membran durchdringen, wahrend groBere
Verbindungen zuriickgehalten werden. Je nach Porengréf3e der Membran wird von Mikro- Ultra- oder
Nanofiltration gesprochen. Sitanggang et al. (2020) verwendeten Ultrafiltrationsmembranen um
bioaktive Proteine aus Fermentationsbriihen von Sojabohnen (Glycine max) abzutrennen.”® Mit der
Verwendung von neun Nanofiltrationsmembranen gelang es Yammine et al. (2019) Anthocyane von
groBeren und kleineren Verunreinigungen aus Traubentresterextrakten zu trennen.”” Je nach Anzahl
und Typ der verwendeten Membranen konnen also unterschiedliche Substanzklassen gewonnen
werden. Die SEC wird aufgrund ihrer Anwendbarkeit in allen fest-fliissig Chromatographietechniken
wie erwéhnt haufiger benutzt. Ovchinnikov et al. (2020) gelange es mit einer Sephadex” LH-20 Siule
die Polyphenol Fraktion eines Blasentang (Fucus vesiculosus) Extraktes in sechs Fraktionen zu
unterteilen. Dazu verwendeten sie einen einfachen SC Aufbau.”® Auch Wang et al. (2020) nutzten
zwei SC mit zwei unterschiedlichen SEC Phasen bei ihrer Isolation von Polysacchariden aus einem
Seitling (Pleurotus ferulae) Extrakt.”” Thery et al. (2020) verwendeten in ihrer Studie zu Brokkoli
(Brassica oleracea var. italica) Samen eine Kombination aus lonenaustauschchromatographie (IC)
und HPLC-SEC, um ein Protein mit starker antimykotischer Wirkung zu isolieren.*® Die IC trennt
Analyten anhand ihrer Ladung. Thr Einsatz ist deshalb auf geladene oder ionisierbare Naturstoffe
beschrinkt. Damotharan et al. (2015) nutzen den schwach basischen Anionentauscher
Diethylaminoethylcellulose zur Isolation eines Giftproteins der Schnabelkdpfigen Seeschlange
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(Enhydrina schistosa).*' Eine der neuesten Techniken zur Auftrennung von Naturstoffgemischen ist
die Simulated Moving Bed (SMB) Chromatographie. Sie verwendet mehrere Sdulen mit stationiren
Phasen. Es wird dabei ein Gegenstrom der Festphase durch das Umschalten von Ventilen, die
periodisch den Einlass und Auslass umschalten, simuliert. Der SMB Prozess ist ein kontinuierliches
leistungsfihiges Trennverfahren, um im grofen MaBstab Naturstoffe zu trennen.”” Li et al. (2020)
verwendeten die SMB Chromatographie, um Flavonoide aus dem ethanolischen Extrakt (70%) von
Abfillen des Tatarischen Buchweizens (Fagopyrum tataricum) abzutrennen. Ihr Prozess lieferte sehr
gute Ergebnisse und konnte auch auf andere Abfallprodukte angewandt werden.*

3.3.2 Fliissig-Fliissig Isolationstechniken

Fliissig-fliissig Isolationstechniken arbeiten mit zwei fliissigen Phasen. Die Triebkraft sind
Konzentrationsunterschiede der Analyten in den zwei nicht mischbaren Fliissigkeiten. Substanzen
werden entsprechend ihrer Verteilungskoeffizienten aufgetrennt. Die einfachste, aber immer noch sehr
haufig angewandte Methode ist dabei die Fliissig-Fliissig Extraktion. Dabei werden wissrige Extrakte
oder mit Wasser mischbare Extrakte organischer Losungsmittel mit Losungsmitteln extrahiert, welche
nicht mischbar mit Wasser sind (Abbildung 3.2). Die mit Wasser mischbaren Extrakte werden dabei
vor der Extraktion mit Wasser verdiinnt bis sie zu circa 95% wiéssrig sind. Die Extraktionen werden
meist durch schiitteln der zwei unmischbaren Losungsmittel in einem Schiitteltrichter durchgefiihrt.
Die Polaritit der Extraktionsmittel wird mit jedem Extraktionsschritt hoher gewahlt. Diese Methode
steht oft am Anfang von Isolationsversuchen um Stoffgruppen grob voneinander zu trennen.*

Pflanzenmaterial

Extraktion mit Methanol/Ethanol
Aufkonzentration

Herstellen einer 95% wassrigen Losung
Extraktion mit n-Hexan

'

n-Hexan-losliche Fraktion Wassrige Phase
l Extraktion mit Chloroform

:

Chloroform-lésliche Fraktion Wassrige Phase

l Extraktion mit Ethylacetat

'

Ethylacetat-l6sliche Fraktion Wassrige Phase
l Extraktion mit n-Butanol

n-Butanol-losliche Fraktion Wasser-losliche Fraktion

Abbildung 3.2 Schema einer Fliissig-fliissig Extraktion zur Herstellung erster Fraktionen aus
Pflanzenextrakten (nach Xiao et al., 2013)*

Hung et al. (2018) nutzen das Verfahren, um ein Ethanolextrakt des Zitroneneukalyptus (Corymbia
citriodora) in drei grobe Fraktionen zu unterteilen. Es gelang ihnen dadurch, Flavonoide in ihrer
Ethylacetatfraktion anzureichern und von anderen Stoffen zu trennen.** Ugorji et al. (2019) stellten
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durch eine einfache Fliissig-fliissig Extraktion drei Fraktionen eines Methanolextraktes des Sabicea
brevipes Wernham her und untersuchten diese auf ihre antioxidativen Eigenschaften.® Teixeira et al.
(2020) konzentrierten ihre Untersuchungen auf die Butanolfraktion eines wéssrigen Extraktes des
Cecropia hololeuca, da die dort angereicherten Flavonoide eine gute schmerzlindernde und antivirale
Wirkung zeigten.*® Die Verteilungschromatographie bietet im Vergleich zur einfachen Fliissig-Fliissig
Extraktion eine wesentlich hohere Tennleistung. Der Trennmechanismus ist der gleiche und beruht auf
der relativen Loslichkeit in zwei nicht mischbaren Losungsmitteln. Die am hiufigsten verwendeten
Techniken sind heutzutage die zentrifugale Verteilungschromatographie (eng. centrifugal partition
chromatography (CPC)), die Hochgeschwindigkeits-Gegenstromchromatographie (eng. high speed
counter current chromatography (HSCCC)) und die Hochleistungs-Gegenstromchromatographie (eng.
high performance counter current chromatography (HPCCC)). Alle diese Methoden werden zur
Gegenstromchromatographie (eng. counter current chromatography (CCC)) gezdhlt und werden in
hydrodynamische (HSCCC, HPCCC) und hydrostatische (CPC) Verfahren unterteilt. Im Vergleich zur
chromatographischen Trennung mit festen stationiren Phasen bieten diese Techniken mehrere
Vorteile. So stellen irreversible Adsorptionen, Peak Tailing und Proben Denaturierung keine Probleme
mehr dar. Weiter Vorteile sind hohe Ladekapazititen, hohe Proben Riickgewinnung und geringer
Losungsmittelverbrauch.'*® Die Effizienz einer HPLC wird von den CCC Techniken zwar nicht
erreicht, dies wird jedoch durch ihre hohe Selektivitdt und dem hohem Verhéltnis von stationdrer zu
mobiler Phase (bis zu 80% stationire Phase) ausgeglichen.” Dies spiegelt sich auch in der haufigen
aktuellen Anwendung wieder. So verwendeten Shrestha et al. (2020) und Dias at al. (2020) erst
kiirzlich die CPC, um Extrakte zweier Braunalgen (Phaeophyceae) aufzutrennen. Es gelang ihnen, die
biologisch aktiven Substanzen (-)-Loliolide (Dias) und Eckol (Shrestha) zu isolieren.*”** Auch die
HSCCC findet hiufig Anwendung in der Literatur. Zhu et al. (2020) isolierten fiinf Flavonoid
Glycoside, darunter zwei Epimer Paare, aus dem Ethanolextrakt von Bléttern des Zimtapfels (4Annona
squamosa) mittels HSCCC.¥ Auch Abdin et al. (2020) konnten diese Technik nutzen, um gezielt drei
Anthocyan-Diglucoside aus dem Ethanolextrakt von Schalen der Jambolanapflaume (Syzygium
cumini) zu separieren.” Die neueste und schnellste CCC Methode, die HPCCC, konnte in jiingster
Vergangenheit auch in einigen Studien iiberzeugen. Ochsenberger et al. (2019) entdeckten bei ihren
Untersuchungen zur [ris adriatica eine antibakterielle Wirkungen einer hergestellten Extrakt-Fraktion.
Mittels HPCCC konnten sie mehrere Substanzen isolieren und die Wirkung auf 2,4,6-trihydroxy-4-
methoxy-benzophenon zuriickfiihren.”’ Grabarska et al. (2020) nutzen die HPCCC zur Isolierung von
Imperatorin aus Arznei-Engelwurz (Angelica archangelica) und Xanthotoxin aus Pastinaken
(Pastinaca sativa). Es gelang ihnen, Imperatorin in hoher Reinheit (98%) und guter Ausbeute (16%) in
unter 25 Minuten aus dem Methanolrohextrakt zu gewinnen.”

3.4 Stress im Endoplasmatischen Retikulum

In fast allen tierischen Zellen findet sich ein komplexes Membransystem im Zytoplasma, welches eine
Vielzahl an Aufgaben in den Zellen tibernimmt. Dieses wird als endoplasmatisches Retikulum (ER)
bezeichnet.” UbermiBige Proteinfehlfaltung oder die Anhiufung von defekten oder iiberfliissigen
Proteinen ist fiir die Entstehung von Stress im endoplasmatischen Retikulum (ER-Stress) und die
Aktivierung der ungefalteten Protein-Antwort (eng. unfolded protein response (UPR))
verantwortlich.”* UbermiBiger ER-Stress kann zum Zelltod der betroffenen Zellen fithren.”” Um
diesen zu vermeiden, besitzt die Zelle eine Reihe von Mechanismen, welche dem ER-Stress
entgegenwirken. Drei Hauptwege sind dabei in die UPR involviert, welche die Expression von UPR-
zugehorigen Genen regulieren und zelluldre Protein-Degradationswege aktivieren. Es handelt sich um
das Inositol benétigende Enzym la (IREla), die Protein Kinase RNA-éhnliche endoplasmatische
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Retikulum Kinase (PERK) und den aktivierenden Transkiptionsfaktor 6 (ATF6). Diese Proteine teilen
einige Funktionen, induzieren jedoch zusétzlich verschiedene Vorgénge in der Zelle, wie in Abbildung
3.3 gezeigt ist."

Die Freisetzung des ER-Chaperons GRP-78 von IREla ist eine Folge der Akkumulation von nicht
oder fehlgefalteten Proteinen im ER-Lumen. Chaperone sind Proteine, die neu synthetisierte Proteine
bei der Faltung in ihre richtige Form unterstiitzen.”® Die Freisetzung des GRP-78 aktiviert die
Kinaseaktivitdt der IREla bevor es zur Autophosphorylierung und Oligomerisierung des Proteins
kommt.”” Das aktivierte IREla besitzt eine Endoribonuklease Aktivitit, die fir das alternative
SpleiBen der X-Box-Bindungsprotein 1 (XBP-1) mRNA verantwortlich ist.”® XBP-1 ist ein
Transkriptionsfaktor, welcher durch das alternative Spleilen der XBP-1 mRNA als 40 kDa XBP-1 s
synthetisiert wird, anstatt in der 33 kDa XBP-1u Isoform. Dieses Umschalten der XBP-1 Form
reguliert die Transkription der ER Chaperone wie GRP-78 und anderer Proteine, die mit dem
ER-assoziierten Proteinabbau (eng. ER-associated degradation (ERAD)) zusammenhéngen.”

|

sXBP-1 mRNA +

|

Translatlon

Autophagie
Apoptose
Immunantwort oot
e —
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Abbildung 3.3 Die drei Hauptwege, die ER-Stress erkennen und die UPR durch die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren XBP-1, ATF4 und ATF6 induzieren (nach Lukas et al., 2019)"

Durch die Interaktion des IREla mit der c¢-Jun N-terminalen Kinase (JNK) und dem
Transkriptionsfaktor NF-kB wird zudem eine Autophagie bzw. eine pro-inflammatorische

Immunantwort hervorgerufen. 100.101

PERK ist eine Proteinkinase, die sich an der ER-Membran befindet. Die Akkumulation fehl- oder
entfalteter Proteine fiihrt zur Freisetzung von ER-Chaperonen wie GRP-78 von PERK und verursacht
die Autophosphorylierung des Proteins.'” Durch die Phosphorylierung  des
Translationsinitierungsfaktors 2a  (elF2a) deaktiviert PERK diesen und hemmt somit die
Proteinsynthese der Zelle. Dies flihrt zu einer Verminderung des ER-Stresses, da weniger ungefaltete
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Proteine vorliegen.'” Nicht alle Proteinsynthesen werden durch die Deaktivierung des elF2a
beeinflusst. Der Transkriptionsfaktor 4 (ATF4) wird kontinuierlich exprimiert und aktiviert die
Transkription weiterer Proteine, welche unter anderem die Phosphorylierung des elF2a auftheben
konnen. ATF4 kontrolliert zusétzlich die Transkription von Genen, die ER-Stress verhindern oder fiir
die Resistenz gegeniiber reaktiven Sauerstoffspezies verantwortlich sind. Der Transkriptionsfaktor
C/EBP homologous protein (CHOP), dessen Produktion auch durch ATF4 reguliert wird, ist zudem in

die Regulierung der Apoptose involviert.'**'*

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors 6 (ATF6) ist direkt gekoppelt an die ER-Membran durch
eine Transmembrandoméne. Durch die ER-Stress-induzierte Dissoziation des GRP-78 vom
ATF6 (p90) wird der Transkriptionsfaktor zum Golgi Apparat transportiert. Hier findet die Abspaltung
des Transmembran-Abschnittes durch die Proteasen S1P und S2P statt und ATF6 (p50) wird in das
Cytosol abgegeben. Von dort transloziert es in den Zellkern und agiert als Transkriptionsfaktor fiir
UPR und ERAD Mechanismen #hnlich zu XBP-1 und CHOP.'""'*%

ER-Stress ist die Ursache fiir verschiedene Arten von Herz- und Gefa3krankheiten sowie Krankheiten

des Magen-Darm-Trakts.'>'*

Einige Naturstoffe wurden bereits in medizinischen Untersuchungen auf
ihre Wirkung beziiglich ER-Stress getestet und zeigten positive Effekte in den verwendeten
Zellkulturen, indem sie auf die beschriebenen Zellfunktionen Einfluss nahmen. So hemmte das
Triterpen Elatosid C aus Aralia elata ER-Stress assoziierte Apoptose Marker wie GRP-78, CHOP und
JNK. Dies fiihrte zu eine starken Reduzierung des ER-Stresslevels bei Hypoxie/Reoxygenations-

induzierter Apoptose in H9c2-Kardiomyozyten.'”
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Abbildung 3.4 Verschiedene ER-Stress-reduzierende Substanzen und der ER-Stress Ausloser Tunicamycin

Auch Polyphenole wie Resveratrol und das Flavonoid Baicalin (Abbildung 3.4) zeigten in
verschiedenen Zellkulturen eine ER-Stress lindernde Wirkung."'®""" Baicalin reduzierte die ER-Stress-
induzierte Apoptose, welche durch Tunicamycin in kultivierten neonatalen Ratten-Kardiomyozyten
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hervorgerufen wurde. Tunicamycin (Abbildung 3.4) ist eine Mischung homologer Nukleosid-
Antibiotika, die in Zellkulturtests dazu genutzt wird, ER-Stress zu erzeugen.''' Resveratrol verhinderte
die Apoptose und Hypertropie in neonatalen Ratten-Kardiomyozyten durch eine Reduzierung der
Translation verschiedener ER-Stress Proteine.''® Auch Alkaloide wie das Isochinolinalkaloid Berberin
(Abbildung 3.4) zeigten vielversprechende Ergebnisse in einigen ER-Stress bezogenen
Untersuchungen.''> Berberin verhinderte die Phosphorilierung der PERK und des elf2a und die
Expression des ATF4 und CHOP in Herzgewebe. Dies fiithrte sowohl bei in vivo als auch in vitro
Experimenten zu einem reduzierten ER-Stresslevel, dass sich unter anderem in einer verringerten
Apoptose und verringertem oxidativem Schaden darstellte.

Die Suche nach weiteren Naturstoffen, die eine strukturelle Ahnlichkeit zu den aufgezeigten
Substanzen aufweisen, konnte vielversprechende Ergebnisse bei der Bekdmpfung von ER-Stress
liefern.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Materialien und Methoden

4.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Losungsmittel waren von LC/MS, HPLC oder GC Qualitit und wurden bei Fisher
Chemical (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) oder Sigma-Aldrich (Sigma-Aldirch, St.
Louis, USA) gekauft. Die Standards von Cis-7-hexadecenoic acid (>98%) wund
Palmitoleinsiureethylester (>95%) wurden von VWR (VWR International, Vienna, Osterreich)
erhalten. Weitere Standardsubstanzen wie (+)-Catechin, trans-p-Cumarsiure, (-)-Epicatechin.
Myristinsdureethylester, 2-Apfelsiuremethylester, Linolsiure, a-Linolensdure, Palmitoleinsiure,
Phenethyl hexanoate (>97%), Olsdure (>99%), Tetradecan und cis-Vaccensiure wurden bei Sigma-
Aldrich gekauft. Ethyl frans-4-decenoate (>98%) und cis-3-hexen-1-yl hexanoate (>98%) wurden von
TCI (TCI Germany, Eschborn, Deutschland) erhalten. Alle weiteren Standardsubstanzen wie
Apfelsiure (99%/Supelco), Ascorbinsidure (99%/Supelco), (+)-Catechin (99%/Sigma-Aldrich),
(-)-Chinasdure (98%/Merck), Fumarsdure (99%/Supelco), Isorhamnetin (>99%/Fluka), Kaffeesdure
(>98%/Sigma-Aldrich), Quercetin (>95%/Sigma-Aldrich), Quercetin 3-O-Glucosid (>90%/Sigma-
Aldrich), Quercetin 3-O-Rutinosid (>94%/Sigma-Aldrich) und Zitronensaure (99.5%/Sigma-Aldrich)
waren schon im Arbeitskreis vorhanden und wurden nach einer Reinheitskontrolle fiir diese Arbeit
verwendet. Kieselgel wurde von Sigma-Aldrich gekauft (technical grade, pore size 60 A, 230-400
mesh part. Size, 40—-63 um particle size).

4.1.2 Probenmaterial

Der Grofteil des Probenmaterials wurde vom Landesforschungsinstitut fiir Fischerei und
Landwirtschaft Mecklenburg-Vorpommern (LFA MV) durch Herrn Dr. Frank Hippauf bereitgestellt
und auf dessen Versuchsfeldern in Giilzow-Priizen angebaut und geerntet. Im Einzelnen handelte es
sich dabei um die reifen Friichte des Sanddorns (Hippophae Rhamnoides), der Apfelbeere (Aronia
melanocarpa), des Gemeinen Bocksdorns (Lycium barbarum) und der Kornelkirsche (Cornus Mas).
Es wurden vier unterschiedliche Sorten von Sanddornbeeren zur Verfiigung gestellt. Diese waren die
Habego (HBG), Otradnaja (OTR), Trofimovskaja (TRO) und eine unbekannte Sorte, die urspriinglich
aus den Alpen stammt (ALP). Die Beeren wurden in den Jahren 2016 (HBG-I), 2017 (ALP, OTR,
TRO) und 2018 (HBG-II) geerntet. Die Apfelbeeren zdhlten zur Sorte Viking, die Kornelkirsche zur
Albrechts Friihe und die Sorte des Gemeinen Bocksdorns war unbekannt. Die Kirschen und
Bocksdornbeeren wurden 2015 geerntet, die Apfelbeeren 2017. Neben den Friichten dieser Pflanzen
wurden auBBerdem die Blatter und Rinde des Sanddorns von der LFA MV bereitgestellt. Beides wurde
2017 bei der Ernte der Sanddornbeeren zusitzlich erhalten und gehdrte zur Sorte Rori. Das
Pflanzenmaterial wurde nach der Ernte sofort bei -20°C tiefgefroren und die Kiihlung wurde bis zur
weiteren Verarbeitung aufrecht erhalten.

4.1.3 Probenvorbereitung
Pflanzenmaterial

Feuchtes Pflanzenmaterial wurde zundchst einer Gefriertrocknung unterzogen. Dazu wurden die
Pflanzenteile mit fliissigem Stickstoff tiefgefroren und an der Gefriertrocknungsanlage VaCo 2
(Z1IRBUS technology, Bad Grund, Deutschland) fiir mindestens 48 h bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet. AnschlieBend wurde das getrocknete Probenmaterial mit der Mikrofeinmiihle MF 10 von
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IKA (IKA-Werke, Staufen im Breisgau, Deutschland) oder mit einer handelsiiblichen Kaffeemiihle
(ANMER CG 8120) zerkleinert. Die Friichte der erhaltenen Pflanzen wurden dabei mit der
Kaffeemiihle zerkleinert. Fiir die restlichen Pflanzenorgane wurde die Mikrofeinmiihle verwendet. Der
Durchmesser des Probenmaterials betrug somit maximal 1 mm. Die getrockneten und zerkleinerten
Friichte wurden vor der Extraktion durch zweistiindiges Kochen unter Riickfluss mit Heptan im
Verhiltnis 25:1 (ml/g) entfettet. Das entfettete Material wurde nach Beendigung des Vorgangs
abfiltriert und mit einer geringen Menge kalten Heptans gewaschen. Die Trocknung der entfetteten
Beeren erfolgte anschlieBend am Rotationsverdampfer (40 °C, <10 mbar, 1h). Alle Weiteren
untersuchten Pflanzenorgane wurden vor ihrer Extraktion nicht entfettet.

4.1.4 Extraktion

Von den vorbereiteten Pflanzenorganen wurden folgende extrahiert: Die Sanddornbeeren HBG-I,
OTR, TRO und ALP, die Apfelbeere, die Kornelkirsche, die Sanddornblétter und -rinde. Dabei wurde
eine zwei-Stufen-Methode verwendet. Im ersten Schritt wurde das Probenmaterial mit dem
Extraktionsmittel in Teflonbehélter gefiillt und iiber 25 Minuten im Ultraschallbad Typ RKS52
(Bandelin, SONOREX, Berlin, Deutschland) einer Ultraschallextraktion unterzogen. Daraufhin
erfolgte eine Mikrowellenextraktion iiber zehn Minuten (fiinf Minuten Aufwéirmphase) unter
Verwendung der Labormikrowelle CEM Mars 240/50 (CEM Corporation, Matthews, USA). Das
Loésungsmittel-zu-Feststoff-Verhiltnis belief sich, soweit nicht anders beschrieben, fiir jede Extraktion
auf 25:1 (ml/g). Die Extraktionstemperatur betrug 60°C. Die Bestimmung des Feststoffgehaltes von
1 ml Extrakt erfolgte mit Hilfe eines Abdampfblockes. Das Losungsmittel wurde dabei unter Argon
bei 40-60°C bis zur Gewichtskonstanz entfernt. Der Feststoffgehalt wurde fiir jedes Extrakt fiinfmal
bestimmt.

Extrakte fiirSublimationsversuche

Fiir die Extrakte, die in den Sublimationsversuchen untersucht wurden, sind je 10 g des getrockneten
und zerkleinerten Pflanzenmaterials der Habego Sanddornbeeren (HBG-II) extrahier worden. Auf eine
15-miniitige Ultraschallextraktion folgten drei 15-miniitige (fiinf Minuten Aufwirmphase)
Mikrowellenextraktionen. Hierbei erfolgte nach jeder Mikrowellenextraktion der Austausch des
Losungsmittels. Das Losungsmittel-zu-Feststoffverhaltnis blieb tiber die Extraktionen hinweg konstant
bei 25:1 (ml/g). Die Extraktionstemperatur variierte je nach verwendetem Ldosungsmittel (Tab. 5.17).
Im Anschluss sind die erhaltenen Extrakte kombiniert und mit Hilfe eines Rotationsverdampfers bis
zur Trockene eingeengt worden. Die Lagerung der Trockenextrakte erfolgte bei -18 °C.

4.1.5 Sublimationsversuche
Direkte Sublimation aus Fruchtpulvern

In einem 250-ml Rundhalskolben wurden je 2 g eines der hergestellten Fruchtpulver der
Sanddornbeeren HBG-II, OTR, TRO und ALP und der Apfelbeere, der Bocksdornbeere und
Kornelkirsche auf 90 °C erhitzt. Dazu wurde ein OIl-Bad mit Heizplatte verwendet. Der
Rundhalskolben war mit einem Kiihlfinger ausgestattet, der permanent auf 5 °C gekiihlt wurde. Der
Druck wurde wihrend der Sublimation unter 0.1 mbar gehalten. Nach sechs Stunden wurde die
Sublimation gestoppt. Der Niederschlag auf dem Kiihlfinger wurde mit 3 ml Methanol abgespiilt. Die
Loésungen wurden mittels HPLC-ESI-MS vermessen und bei 4 °C gelagert. Alle Fruchtpulver wurden
in dreifacher Ausfihrung auf diese Weise mittels Sublimation untersucht.
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Sublimation aus HBG-II Trockenextrakten

Die Trockenextrakte wurden vor ihrer Verwendung fiir die Sublimationsversuche unter Hochvakuum
(107 mbar) bei 60 °C fir 1h erneut getrocknet, um die Kontamination des Kiihlfingers durch
Blasenbildung zu vermeiden.

Die Sublimation wurde mit den Trockenextrakten auf die gleiche Weise wie mit den Fruchtpulvern
durchgefiihrt. Es wurde lediglich die Sublimationsdauer auf 24 h erhoht und die Temperatur auf 60 °C
gesenkt, um einer Dekomposition des Materials vorzubeugen. Die Sublimate der Trockenextrakte
wurden auBBerdem mit 3 ml des Losungsmittels vom Kiihlfinger geldst, welches zur Herstellung des
Trockenextraktes verwendet wurde.

Direkte Sublimation aus HBG-II Sandornbeerenpulver

In einem 250-ml Rundhalskolben wurden je 7 g des HBG-II Sanddornbeerenpulvers auf 80 °C erhitzt.
Dazu wurde ein Ol-Bad mit Heizplatte verwendet. Der Rundhalskolben war mit einem Kiihlfinger
ausgestattet, der permanent auf 5 °C gekiihlt wurde. Der Druck wurde wéhrend der Sublimation unter
0.1 mbar gehalten. Die Sublimation wurde nach vier Tagen gestoppt. Das entstandene Sublimat wurde
mit 10 ml Methanol vom Kiihlfinger gelost und bei 4 °C gelagert. Dieser Vorgang ist zwdlfmal in vier
Wochen wiederholt worden, wobei jedes Mal frisches Beerenpulver verwendet wurde. Die Sublimat-
Losungen wurden vereinigt, am Rotationsverdampfer eingeengt und das Trockensublimat bis zur
Trennung mittels Sdulenchromatographie bei 4 °C gelagert.

4.1.6 Sdulenchromatographische Trennung

Zur Auftrennung der erhaltenen Vielstoffgemische wurde die Sdulenchromatographie verwendet. Als
stationére Phase diente in jedem Fall Kieselgel. Die Menge an verwendeter stationérer Phase hing von
der Masse des zu trennenden Gemisches und der schwere des Trennproblems ab. Als mobile Phase
dienten die Losungsmittel Heptan, Ethylacetat, Toluol, Methanol, Dichlormethan und Essigsdure. Die
Zusammensetzung der mobilen Phase wurde durch das  Anfertigen  mehrerer
Diinnschichtchromatographien (DC) vor Beginn der Séule ermittelt. Die S&ulenchromatographie
wurde als sogenannte Flash-Chromatographie durchgefiihrt. Das bedeutet, dass bei ihrer Durchfiihrung
die mobile Phase mit Uberdruck durch die stationire Phase geleitet wurde. Jede der Flash-
Chromatographien wurde mit einem Argon Druck von 2—4 psi durchgefiihrt. Fraktionen wurden durch
das Anfertigen von mehreren DC eingeteilt und anschlieBend am Rotationsverdampfer eingeengt. Die
Verbindungen auf den DC wurden mit Hilfe verschiedener Férbereagenzien sichtbar gemacht
(Anhang, Kapitel 8.2).

Trennung des HBG-I I-Butanolextraktes

2.27 g des HBG-I 1-Butanolextraktes wurden in Methanol gelost und 8 g Kieselgel hinzugegeben.
Nach Abdampfen des Methanols wurde der trockene Slurry auf die vorbereite Siule gegeben. Diese
wurde zuvor mit einer Mischung aus 80 g Kieselgel und 10:1 Heptan/Ethylacetat gepackt. Das Extrakt
wurde anschlieBend mit acht verschiedenen Losungsmittelgemischen zu je 600 ml durch die Saule
gespiilt. Diese bestanden zu verschiedenen Teilen aus Heptan (A), Ethylacetat (B) und Methanol (C).
Die Reihenfolge war (A:B:C): 1. 10:1:0, 2. 2:1:0, 3. 20:10:1, 4. 5:5:1, 5. 5:5:3, 6. 4:5:5, 7. 1:5:5,
8.0:0:1.
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Trennung Fraktion 10 des HBG-I 1-Butanolextraktes

Fraktion 10 des HBG-I 1-Butanolextraktes entsprach einem 60 mg Substanzgemisch. Dieses wurde
auf einer 12 g Kieselgel Séule mit einer mobilen Phase von 2:1 Heptan/Ethylacetat getrennt. Dazu
wurden 210 ml der mobilen Phase verwendet.

Trennung Fraktion 13 des HBG-I 1-Butanolextraktes

Fraktion 13 des HBG-I 1-Butanolextraktes entsprach einem 239 mg Substanzgemisch. Dieses wurde
auf einer 8 g Kieselgel Séule mit zwei Losungsmittelsystemen aus Toluol (A) und Ethylacetat (B)
getrennt. Das erste Eluentengemisch bestand aus 120 ml 5:1 A/B. Das Zweite aus 80 ml 1:3 A/B mit
0.5% Essigsiure.

Trennung Fraktion 18 des HBG-I 1-Butanolextraktes

Fraktion 18 des HBG-I 1-Butanolextraktes entsprach einem 261 mg Substanzgemisch. Dieses wurde
auf einer 26 g Kieselgel Sédule mit zwei Losungsmittelsystemen aus Dichlormethan (A) und
Methanol (B) getrennt. Dazu wurden 240 ml des ersten (5:1) und 225 ml des zweiten (2:1)
Eluentengemisches verwendet.

Trennung des HBG-II Direktsublimates

400 mg Sublimat des HBG-II Sanddornbeerenpulvers wurden an 13 g Kieselgel unter Verwendung
von vier Losungsmittelgemischen aufgetrennt. Die Gemische bestanden aus Heptan (A),
Ethylacetat (B) und Methanol (C) in den Verhéltnissen A:B:C 1. 10:1:0, 2. 1:1:0, 3. 1:5:0 und 4. 0:1:1
mit jeweils 1% Essigsdure. Dabei wurden 300 ml von den Losungsmittelgemischen eins und vier und
200 ml der Gemische zwei und drei verwendet.

4.1.7 HPLC-ESI-MS Analyse

Die Analyse der hergestellten Proben erfolgte mit zwei HPLC-ESI-MS Systemen (Ultimate 3000™,
LTQ XL™ /Finnigan Surveyor, LTQ) der Firma Thermo Fisher (Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland), da die anfanglich genutzte LTQ aufgrund eines Defektes ausgemustert werden musste.
Die Auswertung der Daten wurde mit der Software Xcalibur™ (Version 3.0.63) und Mass Frontier™
(Version 8.0.577.177) durchgefiihrt. Die ausgewerteten Daten wurden mit OriginPro® 2020
visualisiert. Zur Auftrennung der Substanzgemische wurde die Kinetex Phenyl-Hexyl Séule (150 x
2.1 mm, 2.6 pm, Phenomenex®) im HPLC System verwendet. Die Sdule wurde auf 35 °C temperiert.
Die mobile Phase bestand aus Methanol mit 0.1% (v/v) Ameisensdure (Eluent A) und Wasser mit
0.1% Ameisenséure (Eluent B) und wurde in einem Gradientensystem wie folgt verwendet: 0 min
60% B; 10 min 5% B; 20 min 5% B; 30 min 20% B; 35 min 60% B; 40 min 60% B. Die Flussrate
betrug 150 pl/min und das Injektionsvolumen betrug 5 ul.

Der Massenspektrometer (MS) wurde sowohl im negativen als auch im positiven Scan-Modus
betrieben. Der Bereich, in dem die Masse-zu-Ladungs-Verhéltnisse (m/z) detektiert wurden, erstreckte
sich von 50-2000. Die weiteren Angaben konnen je nach verwendetem MS variieren, befinden sich
aber in dhnlichen Bereichen: sweep gas flow: 10 arb. unit; auiliary gas flow: 5 abr. unit; sheath gas
flow: 35 arb. unit; capillary temperature: 275 °C; capillary voltage: -30.0 V; H-ESI source heater:
300 °C.
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4.1.8 NMR Analyse

Die 'H-Spektren (300.13 und 500.13 MHz) und “C-NMR-Spektren (75.5 und 125.8 MHz) der
analysierten Verbindungen wurden mit den Spektrometern AVANCE 300 und AVANCE 500 der
Firma Bruker (Bruker Corporation, Billerica, USA) aufgenommen. Als Referenzsignale zur
Bestimmung der chemischen Verschiebungen dienten die Signale der verwendeten Losungsmittel
(Aceton-dg: 8'H = 2.05 ppm, 8"°C = 29.8 ppm; Acetonitril-d;: 8'H=1.94 ppm, 8"°C = 118.3 ppm;
CDCly: 8'H = 7.26 ppm, 8"°C = 77.0 ppm; DMSO-d¢: 8'H = 2.50 ppm, 8"°C = 39.7 ppm). Die
Zuordnung der NMR Signale wurde durch DEPT- und zwei-dimensionale (2D) 'H,'H-COSY,
'H,'H-NOESY sowie 'H,"”C-HSQC und 'H,"*C-HMBC-Spektren unterstiitzt. Es wurden dabei die
Standard Pulssequenzen verwendet.

4.1.9 Evaluierung ER-Stress reduzierender Substanzen

Die Zellaktivititstests, bezogen auf die Evaluierung des ER-Stresses, wurden durch M. Sc. Jana
Marielle Modenbach durchgefiihrt. Frau Modenbach forschte in der Arbeitsgruppe von Dr. Matthias
Sendler und arbeitete im Forschungslabor/Forschungscluster 3 der Universititsmedizin Greifswald.
Die Kooperation fand im Rahmen des PePPP Projektes statt.

Die ER-Stress-reduzierende Wirkung der Extrakte, Fraktionen oder Einzelsubstanzen wurde in einem
speziell dafiir entwickelten Zellsystem untersucht. Der ER-Stress wurde dabei durch die Zugabe von
Tunicamycin induziert. Um das Stresslevel einschitzen zu konnen, wurde ein XBP-1s GFP (griin
fluoreszierendes Protein) Fusionsprotein verwendet. Dazu wurden die mRNA der Zellen so verdndert,
dass diese unter ER-Stress das GFP herstellen, wodurch eine Fluoreszenz messbar wird. Unter
normalen Bedingungen wird das GFP nicht gebildet, da dazu ein alternatives Spleilen der mRNA
stattfinden muss, was nur unter ER-Stress der Fall ist (Abbildung 4.1). Die Intensitit der Fluoreszenz
gibt demnach an, wie sehr die Zellen unter Stress stehen.

—p—{ 561 [STORIIGERIIT—
nomale

onditionen ER-Stress alternatives Splicing

xer JlsTor

Abbildung 4.1 Mechanismus, der das Erkennen von ER-Stress ermdglicht (modifiziert und zur Verfiigung
gestellt von Dr. Matthias Sendler, Universitit Greifswald, nach Iwawaki et al., 2013)'"

Die Evaluierung der Substanzen im Zellsystem wurde immer auf die gleiche Weise durchgefiihrt. In
einem ersten Schritt wurden HEK-293T Zellen in einer 96-Well Platte ausgesit, wo diese iiber 24 h
anwuchsen. Es folgte eine Transfektion mit Liposomen (Lipofektion), um die GFP kodierende mRNA
in die Zellen einzuschleusen. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit Tunicamycin behandelt. Die
Extrakte, Fraktionen oder FEinzelsubstanzen wurden zum gleichen Zeitpunkt (protektiver
Versuchsaufbau) oder 24 h nach dem Tunicamycin (therapeutischer Versuchsaufbau) hinzugegeben.
Die Intensitdt der Fluoreszenz der Zellen wurde bei der therapeutischen Behandlung der Zellen 2, 6,
24, 26, 30 und 48 h nach Zugabe des Tunicamycins gemessen. Bei der protektiven Behandlung wurde
nach 2, 6, 24 und 48 h die Fluoreszenz der Zellen bestimmt. Die Proben wurden zwei- bis viermal
getestet. In Kontrollversuchen wurden die Zellen zudem nur mit den Testsubstanzen oder
Tunicamycin behandelt, um falsche Riickschliisse zu vermeiden. Unbehandelte Zellen dienten als
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Positivkontrolle, die Negativkontrolle wurde mit nicht transfizierten Zellen, welche mit Proben
behandelt wurden durchgefiihrt. Die Fluoreszenz der Negativkontrollen nach zwei Stunden wurde als
100% festgelegt und stellt die Eigenfluoreszenz der Proben dar. Die Positivkontrolle (Ctr.) ist fiir
jeden Versuch mit aufgefiihrt.

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mit OriginPro® 2020. Alle Versuche mit
mindestens drei Stichproben (n>3) wurde mittels Shapiro-Wilk-Test auf eine Normalverteilung der
Daten tiberpriift. Die Signifikanzermittlung fiir Daten, fiir die somit eine Normalverteilung
angenommen werden konnte, wurden darauthin mittels ungepaarten t-Test durchgefiihrt. Das
Signifikanzniveau wurde auf a = 0.05 festgelegt. Daten fiir die keine Normalverteilung angenommen
werden konnte, dazu gehdren alle Versuche mit weniger als drei Stichproben (n<3), wurden mittels
Mann-Whitney Test auf signifikante Unterschiede untersucht. Das Signifikanzniveau wurde auch hier
auf a = 0.05 festgelegt.
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S Ergebnisse und Diskussion

5.1 Extraktions-Untersuchungen
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Extraktionsversuche dargestellt und miteinander verglichen.
5.1.1 Optimierung der Probenvorbereitung fiir Extraktionsuntersuchungen

Zu Beginn wurde der Einfluss der Gefriertrocknung und Zerkleinerung der Sanddornbeeren auf die
Extraktion ermittelt. Dazu wurden Beeren der Sorte Habego aus dem Jahr 2017 (HBG-I) verwendet.
Eine Menge von insgesamt 90.48 g frischer Sanddornbeeren verlor durch die Lyophilisierung {iber
32 h im Durchschnitt 83% ihres Gewichtes (n = 3, Anhang, Tab. 8.1). Das erhaltene Pulver kann in
gleicher Weise wie die ungetrockneten Beeren in einer Zwei-Stufen-Extraktion verwendet werden,
jedoch werden nur 17% des Nassgewichtes in Trockenform verwendet. Das Pflanzenmaterial wird
zuerst fir 25 Minuten einer Ultraschallextraktion unterzogen und anschlieend fiinf Minuten bei 60 °C
in der Mikrowelle extrahiert. Als Extraktionsmittel wurde 80%iges Ethanol verwendet. Das
Losungsmittel-zu-Feststoff-Verhdltnis  betrug  25:1 (ml/g). Bei einem Vergleich der
Feststoffgehilter (FG) der Extrakte von zerkleinerten und nicht zerkleinerten Sanddornbeeren zeigt
sich, dass die Zerkleinerung der Beeren die Extraktionseffizient um den Faktor 3.2 von 5.0 mg/ml auf
16.0 mg/ml erhoht (Tab. 5.1). Die Gefriertrocknung erhoht die Ausbeute der Extraktion weiter um
36% auf 21.8 mg/ml. Durch eine Entfettung des Pflanzenmaterials wurden die Zellwénde der Beeren
angegriffen, wodurch mehr Substanzen aus dem Innern der Zellen in das Lésungsmittel diffundieren
konnten. Dies erhohte die Ausbeute um weitere 25% auf 27.2 mg/ml. Die Bestimmung der FG wurde
jeweils fiinfmal durchgefiihrt (Anhang, Tab. 8.2)

Tabelle 5.1 o-Feststoffgehalt (FG) der Ethanolextrakte (80%) der ganzen, zerkleinerten (zerkl.),
zerkl. und getrockneten (tr.) und der zerkl. tr. entfetteten (entf.) Sanddornbeeren (HBG-I, n = 5)

Beeren, ganz ‘ Beeren, zerkl. ‘ Beeren, zerkl. tr. ‘ Beeren, zerkl. tr. entf.
0-FG (mg/ml) | 5.0 | 16.0 | 218 | 27.2

Alle weiteren Extraktionen wurden, soweit nicht anders dargestellt, unter Beriicksichtigung dieser
Ergebnisse mit gefriergetrocknetem zerkleinertem entfettetem Pflanzenmaterial durchgefiihrt.

5.1.2 Zusammensetzung und biologische Aktivitit der Sanddornbeerenextrakte
HBG-I Extrakte

Da die Wahl des Losungsmittels unmittelbaren Einfluss auf die Zusammensetzung eines Extraktes hat,
wurden verschiedene Losungsmittel verwendet, um HBG-I zu extrahieren. Der Fokus lag dabei auf
polaren bis leicht unpolaren Fliissigkeiten wie Wasser, Ethanol, DMSO und Butanol. Lediglich fiir die
Herstellung dieser Extrakte wurde nicht entfettetes Pflanzenmaterial verwendet, um potentielle
unpolare Wirkstoffe nicht zu verlieren.

Reinstwasserextrakt HBG-1

Die Extraktion mit Wasser ist eine sehr hiufig verwendete Methode zur Gewinnung von polaren
Substanzen wie Zuckerderivaten, kleinen organischen Siuren oder geladenen Naturstoffen.''*''® Der
Vorteil von Wasser als Extraktionsmittel sind die einfache Verfiigbarkeit und die nicht vorhandene
Umwelt- und Gesundheitsschidlichkeit. Nachteile sind vor allem die hohe Verdampfungsenthalpie
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(2257 KJ, 1 kg bei 100 °C)'"" und die Anfilligkeit gegeniiber Mikroorganismen. Die Extrakte sollten
daher schnell verarbeitet und bei sehr niedrigen Temperaturen (<-18 °C) gelagert werden.

Die Extraktion des angefertigten Sanddornpulvers mittels Zwei-Stufen-Extraktion lieferte ein Extrakt
mit einem Feststoffgehalt von 17.9 mg/ml. Eine automatische Peak Erkennung mittels Joint
Components Detection (JCD) (Mass Froniter 8) (Anhang, Kapitel 8.1.1) ermittelte das Vorhandensein
von 37 (neg. Scan-Modus = (-)) bzw. 43 Substanzen (pos. Scan-Modus = (+)) im wissrigen Auszug.
In den (-) bzw. (+) Chromatogrammen werden Anionen bzw. Kationen detektiert. Dieses Ergebnis
spiegelt zwar nicht die wirkliche Zusammensetzung des Extraktes wieder, gibt aber eine grobe
Vorstellung davon, welche Substanzen hauptsichlich im Extrakt vorhanden sind. Hinzu kommt, dass
durch die Anwendung der JCD auf weitere Extrakte ein Vergleich zwischen diesen mdglich wurde.
Das Chromatogramm des Reinstwasserextraktes weist einige sehr groBe Signale und viele kleine
Signale auf, die meisten davon im Bereich der Retentionszeit (RT) 2—8 min (Abbildung 5.7).
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Abbildung 5.1 Total Ion Current (TIC) Chromatogramme des wéssrigen HBG-I Extraktes. Der negative (-)
und der postive (+) Scan-Modus werden gezeigt. Das Normalization Level (NL) gibt die Intensitdt des hochsten
Peaks an

Die Polaritit einer Verbindung hat den grofiten Einfluss auf ihr Retentionsverhalten auf der
Trennsdule einer HPLC. Da die Untersuchungen mit einer unpolaren Siule, einer Umkehrphase (eng.
reversed phase (RV)), durchgefiihrt wurden, finden sich im vorderen Bereich des Chromatogramms
polare Substanzen wieder. Die Wechselwirkung zwischen polaren Verbindungen und unpolarem
Sdulenmaterial sind schwach und die polare mobile Phase, bestehend aus Wasser und Methanol mit
0.1% Ameisensdure, leitet die hydrophilen Substanzen schnell durch die Sdule. Die Grofe der
Verbindungen spielt ebenfalls eine Rolle, da die Van-der-Waals Wechselwirkung zwischen stationérer
Phase und Analyt mit steigender MolekiilgroBBe auch zunimmt, verldngert sich der Aufenthalt auf der
Sdule. GroBere polare Molekiile eluieren demnach spéter als kleine polare Substanzen. Diese
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Verhaltensweisen lassen sich im Chromatogramm (-) des HBG-I Reinstwasserextraktes gut erkennen.
So finden sich unter dem grofiten Peak bei RT 2.4 min vor allem kleine organische Sduren wie
Ascorbinsiure, Apfelsiure, Chinasiure und Fumarsiure.
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Abbildung 5.2 Vergleich der Ergebnisse eines MS/MS Experimentes. Die Substanz mit dem m/z 191 wurde
mit einer Framentierungsenergie von 25% fragmentiert. Base Peak Chromatogramme des HBG-I
Reinstwasserextraktes (oben) und der Ascorbinsdure (2 mmol/l) in Wasser (unten) und die dazugehdrigen
Massenspektren

Die Ascorbinsdure wurde durch Vergleich des Chromatogrammes und Massenspektrums des Extraktes
mit denen der reinen Ascorbinsdure in wéssriger Losung als 2,3-Diketogulonsdure nachgewiesen
(Abbildung 5.2). Das Fragmentierungsmuster der Substanz stimmt mit dem des
Ascorbinsdurestandards fast komplett {iberein. Im Reinstwasserextrakt sind noch weitere
Verbindungen mit dem m/z 191 enthalten, welche bei der verwendeten Fragemtierungsenergie stabil
sind, weshalb die 191 im Massenspektrum detektiert wurde. Die 2,3-Diketogulonséure entsteht in
wissrigen Losungen durch die Oxidation der Ascorbinsdure und anschlieBende Hydrolyse der

entstandenen Dehydroascorbinséure (Abbildung 5.3).'"*

HO HO HO OHO
O 0 -2e-2¢' O _0 +HpO OH

HO — >
— +2e + 2H* HO

HO OH o) o) o 0

HO

Ascorbinsédure Dehydroascorbinsaure 2,3-Diketogulonséaure

Abbildung 5.3 Reaktion der Ascorbinsédure in wissrigen Losungen zur 2,3-Diketogulonséure
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Bei RT 4.4 min konnte die Substanz Isorhamnetin-3-O-Sophorosid-7-O-Rhamnosid entdeckt werden.
Sophorose besteht aus zwei Glucose Einheiten, die iiber eine B-1—2 Bindung miteinander verkniipft
sind. Das Isorhamnetin Derivat ist durch die drei Zucker im Molekiil sehr polar, eluiert aufgrund
seiner GroBe jedoch etwas spéter als die kleineren organischen Sauren. Den Einfluss der Struktur auf
das Elutionsverhalten wird besonders an den beiden Substanzen deutlich, die zu RT 6.2 min und
7.4 min detektiert wurden. Beide Verbindungen sind Derivate des Isorhamnetins und haben eine
Molare Masse von 624.56 g/mol. Der Unterschied besteht in der Verkniipfung der Zuckereinheiten.
Isorhamnetin  3-O-Glucosid-7-O-Rhamnosid besteht aus Isorhamnetin verkniipft mit den
Monosacchariden Glucose und Rhamnose. Isorhamnetin 3-O-Rutinosid besteht aus Isorhamnetin
verkniipft mit dem Disaccharid, das aus Glucose und Rhamnose aufgebaut ist. Anhand der
Fragmentierung im Massenspektrum lédsst sich erkennen, dass das Rutinosid spiter eluiert. Die
Abspaltung der Glucose, welches ein Fragment mit dem Masse-Ladungs-Verhiltnis (m/z) von 463
erzeugt, ist nur fiir das Isorhamnetin mit den beiden Monosacchariden moglich. Dieses findet sich im
(+) Chromatogramm bei RT 6.2 min (Abbildung 5.4). Die Konstitutionsisomere weisen also einen
deutlichen Unterschied in ihrem Elutionsverhalten auf. Die Monosaccharide schirmen das unpolarere
Aglycon Isorhamnetin dabei anscheinend besser ab, als das Disaccharid, wodurch es schneller durch
die Séaule gelangt.
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Abbildung 5.4 Extracted-ion Chromatogram (XIC) des Reinstwasser HBG-I Extraktes. Das m/z 625 wurde als
Filter angewandt und nur Peaks, die diese m/z aufweisen, werden angezeigt. Die dazugehorigen Massenspektren
von Isorhamnetin 3-O-Gluscosid-7-O-Rhamnosid (oben) und Isorhamnetin 3-O-Rutinosid (unten) zeigen die
unterschiedliche Fragmentierung

Es konnten noch weiter Substanzen im Reinstwasserextrakt nachgewiesen werden. Dazu gehéren noch
weitere Glycoside des Isorhamnetins, Quercetins und Kaempferols. Es wurden auflerdem auch einige
m/z detektiert, die bisher noch nicht fiir Sanddornbeeren in der Literatur beschrieben wurden. Eine
vollstindige Liste der identifizierten Strukturen ist in Tabelle 5.2 zu sehen. Die Identifikation erfolgte
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durch einen Vergleich mit bereits in der Literatur beschriebenen Inhaltsstoffen der Sanddornbeeren.
Zudem wurden einige Standardsubstanzen vermessen und deren Retentionszeiten sowie
Massenspektren mit Substanzen aus den Extrakten verglichen. Zusétzlich wurden MS"-Experimente
durchgefiihrt und Fragmentierungsmuster zur Strukturanalyse ausgewertet.

Tabelle 5.2 Liste der identifizierten Strukturen des HBG-I Reinstwasserextraktes. (X° = durch
Vermessung des Standards bestitigt; X = durch MS"-Experimente untersucht)

Bestimmte Struktur RT (min) |m/z" |m/z" | M (g/mol) Referenz
Catechin (+)/(-) 22| 291 290.3 | 19122
Chinasaure® 23 191 192.1 | 12124
Ascorbinsiure>™ (als 2,3-Diketogulonsdure) 2.4 191 | 176.1(192.1) 123,125
Apfelsiure® 2.5 133 134.1| "%
Zitronenséure® 2.8 191 192.1 | 1212
Quercetin 3-O-Sopohrosid-7-O-Rhamnosid 3.9 795 772.7 | 120:18126,127,124
Kaempferol 43| 287 286.2 | 241
Kaempferol 3-O-Sophorosid-7-O-Rhamnosid 431 779| 755 756.7 | '*°
Isorhamnetin 3-O-Sophorosid-7-O-Rhamnosid 45| 809| 785 786.7 | 120-18.126.127.124
Quercetin 3-0O-Glucosid-7-O-Rhamnosid 54| 633 610.5 | 12018126
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid-7-O-Rhamnosid 6.0| 793| 769 770.7 | 120127
Isorhamnetin 3-O-Sinapoylglucose-Glucosid-7-O-

Rhamnosid 6.1|1015| 991 992.9 ("
Isorhamnetin 3-O-Glucosid-7-O-Rhamnosid" 6.2| 647| 623 N
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid-7-O-Rhamnosid 6.3| 793| 769 770.7 | 291
Quercetin 3-O-Rutinosid® 6.5 633| 609 610.5 | 12018126.124.122
Quercetin 3-O-Glucosid® 6.7| 487| 463 462.4 | 201
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid" 7.5 625| 623 624.6 | 1201812612712, 124

Ethanolextrakt (80%) HBG-1

Gemische von Wasser und Ethanol werden hiufig verwendet, um Rohstoffe zu extrahieren. Mit
steigendem Ethanolanteil werden vermehrt auch weniger polare Stoffe aus dem natiirlichen Material
gewonnen. Auf diese Weise werden Extrakte mit einem breiten Substanzvorkommen generiert, auch
wenn die Ausbeute einzelner Substanzen mit reinem Wasser oder Ethanol hoher liegen kann. Ein
weiterer Vorteil des Ethanols ist die wesentlich lingere Haltbarkeit der Extrakte, eine geringer
Verdampfungsenthalpie und leichtere Handhabbarkeit aufgrund der geringen Viskositéit im Vergleich
zu Wasser.

Die Extraktion des angefertigten Sanddornpulvers mittels Zwei-Stufen-Extraktion mit Ethanol (80%)
ergab ein Extrakt mit einem Feststoffgehalt von 27.2 mg/ml. Die JCD entdeckte 52 (-) bzw. 81 (+)
Substanzen in den Chromatogrammen des Extraktes. In Abbildung 5.5 sind die Chromatogramme
dargestellt. Auffillig ist besonders der mittlere Bereich um die RT 10-30 min. Hier finden sich viele
Peaks, die im wiéssrigen Extrakt nicht vorhanden waren. Das zeigt den starken Einfluss des
Losungsmittels. Das Ethanol 16st viele Substanzen mit einer geringen Polaritit, welche Aufgrund der
starkeren Wechselwirkung mit der stationdren Phase deutlich spéter eluieren als es bei den polaren
Inhaltsstoffen des Reinstwasserextraktes der Fall war.
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Abbildung 5.5 TIC Chromatogramme des HBG-I Ethanolextraktes (80%)

Die groflen Peaks zu Beginn der Chromatogramme &dhneln denen des wéssrigen Extraktes und es
wurden nur wenige Unterschiede in den zugehorigen Massenspektren gefunden. Auffillig ist im
(-) Chromatogramm die neue Substanz mit dem m/z 175, welche bei RT 2.45 min ihr Maximum
aufweist. Dabei handelt es sich um Ascorbinsdure. Diese reagiert im ethanolischen Extrakt wesentlich
langsamer und wurde nicht wie im wéssrigen Extrakt zur 2,3-Diketogulonsdure umgesetzt. Im
(+) Chromatogramm finden sich bei genauerem Hinsehen etwas mehr neue m/z Werte im Bereich von
2.0-2.8 min. Darunter die m/z 147, 317, 364, 462 641 und 787. Die Fragment-Massen 317, 462, 641
und 787 gehoren zu Isorhamnetin 3-O-Rutinosid-7-O-Glucosid. Die meisten neuen Substanzen im
Vergleich zum wéssrigen Extrakt wurden im mittleren Bereich der Chromatogramme detektiert. Die
m/z Werte in diesem Bereich reichen von circa 500 bis um die 1500. Ein Abgleich mit Literaturwerten
und Standardsubstanzen lieferte keine Ergebnisse fiir die entdeckten Massen. Diese hohen Werte sind
typisch fiir Tannine. Diese oft groflen Polyphenole wiren durchaus in einem Ethanol-Wasser-Gemisch
16slich, ein Beweis fiir diese Vermutung konnte jedoch nicht gefunden werden.
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Tabelle 5.3 Liste der identifizierten Strukturen des HBG-I Ethanolextraktes (80%)

Bestimmte Struktur RT (min) |m/z" |m/z" | M (g/mol) Referenz
Catechin (+)/(-) 2.1] 291 290.3 | 120121119122
Fumarsduremonomethylester 2.2 129 130.1 |

Ethyl Glucopyranosid 22| 209 208.2 | 1212
Ascrobinsiure® 2.4 175 176.1 | '#1%
Isorhamnetin 3-O-Sophorosid-7-O-Rhamnosid 4.4 809 786.7 | 1201812612712
Quercetin-dimethyl-3-O-Hydroxyferuloyl-

Diglucosid-7-O-Rhamnosid 5.0 1015 992.9 | '*°
Isorhamnetin Pyranosid Furanosid 55| 647| 623

Isorhamnetin 3-O-Sinapoylglucose-Glucosid-7-O-

Rhamnosid 6.1] 1015 992.9 | "
Quercetin-dimethyl-3-O-Caffeoyl-Diglucosid-7-

O-Rhamnosid 6.1 985 962.9 | %
Isorhamnetin 3-O-Glucosid-7-O-Rhamnosid™ 62| 317| 623 624.6 | 120-18:127129.124.122
isorhamnetin-3-O-hydroxyferuloyl-diglucoside-7-

O-rhamnoside 6.2| 979 978.9 | '*
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid-7-O-Rhamnosid 63| 793 770.7 | 121
Kaempferol-3-O-Rutinoside-7-O-Rhamnosid 6.3| 763 740.7 | '201%
Quercetin 3-O-Rutinosid® 6.4| 633| 609 610.5 | 120-18.126.124.122
Quercetin 3-O-Glucosid® 6.6| 487| 463 462.4 | 12018
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid™ 7.4 623 624.6 | P01B 126127122124

DMSO-Extrakt HBG-I DMSO 16st sowohl unpolare als auch polare Verbindungen. Dies ist auf der
einen Seite auf das Vorhandensein zweier lipophiler CHs-Gruppen und des groBen Schwefelatoms
zuriickzufiihren. Es besitzt auBerdem ein starkes Dipolmoment und kann als Akzeptor fiir
Wasserstoffbriickenbindungen fungieren. Das Spektrum an gelosten Substanzen in DMSO-Extrakten
ist demnach recht groB. Ein weiterer Vorteil ist die geringe Toxizitét, die es in Zellkulturen zu einem
beliebten Losungsmittel macht. Die meisten anderen Losungsmittel miissen vor der Zugabe zu den
Zellen mit DMSO verdiinnt werden, wodurch die Wirkstoff-Konzentrationen gesenkt werden. Der
grofite Nachteil des DMSO ist dessen hohe Verdampfungsenthalpie, was eine weitere Verarbeitung
erschwert.

Die Extraktion des angefertigten Sanddornpulvers mittels Zwei-Stufen-Extraktion mit DMSO ergab
ein Extrakt mit einem Feststoffgehalt von 28.2 mg/ml. Die JCD entdeckte 53 (-) bzw. 62 (+)
Substanzen in den Chromatogrammen des DMSO-Extraktes. Bereits ein kurzer Blick auf die
Chromatogramme aus Abbildung 5.6 und die Chromatogramme des Ethanolextraktes (80%) lésst eine
grofe Ubereinstimmung in deren Zusammensetzung erahnen. Diese Annahme wird durch eine
genauere Betrachtung der Chromatogramme und dazugehdrigen Massenspektren bestétigen. Im
(-) Chromatogramm sind bis auf kleinere Intensititsunterschiede nur zwei deutliche Abweichungen
vom DMSO- zum Ethanolextrakt (80%) zu erkennen. Die Verbindung mit dem m/z 175 bei RT
2.45 min ist im DMSO-Extrakt nicht vorhanden. Es tritt jedoch eine neue Substanz mit dem m/z 330
bei RT 2.86 min auf. Auch im positiven Scan-Modus sind iiberwiegend Ubereinstimmungen zu
finden. Der groBe Unterschied von 81 (Ethanol (80%)) zu 62 (DMSO) mit der JCD ermittelten
Verbindungen ist hierbei auf das Fehlen einzelner Substanzen und ihrer Fragmente zuriickzufiihren.
Das  Quercetin-dimethyl-3-O-Hydroxyferuloyl-Diglucosid-7-O-Rhamnosid, = das  Isorhamnetin
Pyranosid Furanosid und das Kaempferol 3-O-Rutinoside-7-O-Rhamnoside werden im
Chromatogramm des DMSO-Extraktes zum Beispiel vergeblich gesucht.
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Abbildung 5.6 TIC Chromatogramme des HBG-I DMSO-Extraktes

Weitere Kleinere Unterschiede treten im Bereich von 2.0-2.8 min auf. Das Isorhamnetin 3-O-
Rutinosid-7-O-Glucosid fehlt im DMSO-Extrakt in diesem Bereich genauso wie die Verbindung mit
der m/z 175. Zwei Verbindungen mit den m/z 295 und 427 wurden jedoch ausschlieBlich im DMSO-
Extrakt in diesem Retentionsbereich gefunden. Im weiteren Verlauf lassen sich nur noch zwei
Unterschiede zwischen dem Ethanol- (80%) und dem DMSO-Extrakt entdecken. Die m/z 825 und 826
zu den RT 22.6 und 23.6 min treten im DMSO-Extrakt zusétzlich zu den bereits im Ethanolextrakt
(80%) gefundenen Peaks auf.

Tabelle 5.4 Liste der identifizierten Strukturen des HBG-I DMSO-Extraktes

Bestimmte Struktur RT (min) |m/z" |m/z" | M (g/mol) |Referenz
Catechin (+)/(-) 2.1 291 290.3 | 120121119122
Fumarsduremonomethylester 2.2 129 130.1| '

Ethyl Glucopyranosid 22| 209 208.2 | '#1#T
Chinasaure® 2.4 191 192.1 | 12412
Apfelsiure® 2.6 133 134.1|'%
Isorhamnetin 3-O-Sophorosid-7-O-Rhamnosid 44| 809| 785 786.7 | 120:18.126.127.124
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid-7-O-Rhamnosid 5.9 769 770.7 | 120127
Isorhamnetin 3-O-Sinapoylglucose-Glucosid-7-O-

Rhamnosid 6.0 1015| 991 9929 '
Isorhamnetin 3-O-Glucosid-7-O-Rhamnosid™ 62| 647| 623 624.6 | 120:18:127.129.122.124
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid-7-O-Rhamnosid 6.2 769 770.7 | 120127
Quercetin 3-O-Rutinosid® 6.4 609 610.5 | 12018.126.124.122
Quercetin 3-O-Glucosid® 6.6| 487| 463 462.4 | 12018
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid™ 74| 647| 623 624.6 | '%120:126.127.122.124
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I1-Butanolextrakt HBG-1

1-Butanol weist eine geringe Polaritit als Ethanol und DMSO auf. Extraktionen mit diesem
Losungsmittel ermoglichen demnach auch das Herausldsen deutlich unpolarerer Substanzen aus dem
Pflanzenmaterial. Aufgrund der Hydroxy-Gruppe sind jedoch weiterhin Wechselwirkungen tiber
Wasserstoffbriickenbindungen und Dipol-Dipol Krifte mit den Analyten moglich. Butanol hat
gegeniiber kleineren Alkoholen zudem den Vorteil, dass es nur begrenzt mit Wasser mischbar ist und
mit diesem in einer Fliissig-Fliissig Extraktion extrahiert werden kann.

Die Extraktion des angefertigten Sanddornpulvers mittels Zwei-Stufen-Extraktion mit 1-Butanol ergab
ein Extrakt mit einem Feststoffgehalt von 19.5 mg/ml. Die JCD entdeckte 52 (-) bzw. 70 (+)
Substanzen in den Chromatogrammen des 1-Butanolextraktes. Die mit dem Butanol extrahierten
Verbindungen scheinen im Ganzen eine geringere Konzentration aufzuweisen, als es in den vorherigen
Extraktionen der Fall war. Dies liegt an dem hohen Anteil an polaren Substanzen in den
Sanddornbeeren, welche im Butanol weniger 16slich sind als zuvor in Wasser, Ethanol und DMSO.
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Abbildung 5.7 TIC Chromatogramme des HBG-I 1-Butanolextraktes

So sind im Butanolextrakt nur Glycoside des Isorhamnetins zu finden wéahrend Derivate des
Quercetins und des Kaempferols nicht extrahiert wurden. Interessanterweise wurden durch 1-Butanol
auch zwei Triglycoside des Isorhamnetins aus den Sanddornbeeren extrahiert, welche zuvor in keinem
der anderen Extrakte gefunden wurden. Die m/z Werte 785 (-) bzw. 787 (+) und 769 (-) bzw. 771 (+)
lassen darauf schliefen, dass es sich um ein Derivat mit einer Desoxy Hexose- und zwei Hexose
Einheiten handelt und ein weiteres mit zwei Desoxy Hexose- und einer Hexose Einheit. In Abbildung
5.7 sind die Chromatogramme des 1-Butanolextraktes abgebildet. Die RT einiger Verbindungen
weichen aufgrund der Verwendung eines neuen HPLC Systems von den RT der vorherigen Extrakte
ab. Es ist zu erkennen, dass die Verbindungen iiber den ganzen Zeitraum von 2-30 min verteilt
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detektiert werden. Die m/z der detektierten Molekiile unterscheiden sich in groflen Teilen von denen
der anderen HBG-I Extrakte. Im (-) Chromatogramm liegen die meisten m/z im Bereich von 10-30
min zwischen 400 und 700. Dies deutet auf das Vorhandensein von Phytosterinen hin, da deren molare
Massen in diesem Bereich liegen. Zwei dieser fiir den Sanddorn bekannten Verbindungen konnten in
dem Extrakt identifiziert werden. Dabei handelte es sich um die Korosolsdure mit dem m/z 471 (-)
bzw. 473 (+) bei der RT 15.2 min sowie die Ursolsdure mit dem m/z 455 (-) bei RT 17.3 min. Auch
unpolare Substanzen wie Fettsduren konnten durch Butanol extrahiert werden. So wurde die
Palmitoleinsdure mit dem m/z 253 (-) bei RT 16.7 min detektiert.

Tabelle 5.5 Liste der identifizierten Strukturen des HBG-I 1-Butanolextraktes

Bestimmte Struktur RT (min) |m/z" m/z” M (g/mol) | Referenz
Chinasaure® 2.1 193 191 192.1 | 12312
Fumarsiure® 2.2 115 116.1

Apfelsiure® 2.2 133 134.1 [
Isorhamnetin Triglycosid 2.7 787 785 786.7 | 120 1B 120127124
Isorhamnetin Triglycosid 2.8 771 769 770.7 | 121
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid™ 8.1 625 623 624.6 | P0IBI202TIAIZ
Isorhamnetin 3-O-GlucosidV 8.3 477 478 .4 | 120:127.126.122.124
Korosolsdure 15.2 473 471 472.7|"°
Palmitoleinsiure® 16.7 253 254.4 | POBIIRS
Ursolsdure 17.3 455 134,135,130,136

Untersuchung der HBG-I Extrakte auf ihre Wirkung beziiglich ER-Stresses

Die angefertigten Extrakte der HBG-I wurden im bereits erlduterten Zellsystem auf ihre Wirksamkeit
zur Reduzierung von ER-Stress getestet. Dabei wurden in Vergleichsversuchen reine
Loésungsmittelproben untersucht, um ihre Wirkung auf das Zellsystem zu untersuchen. Keines der
verwendeten Losungsmittel zeigte in den Untersuchungen eine ER-Stress reduzierende Wirkung. Die
Extrakte der HBG-I Sanddornbeeren mit Wasser, Ethanol (80%) und DMSO wiesen auch keine
ER-Stress reduzierende Wirkung auf. Das einzige Extrakt, das eine signifikante Verringerung des
ER-Sress Levels verursachte, war das HBG-I 1-Butanolextrakt. Die Verldufe der Intensititen der
Fluoreszenz tiber die Untersuchungsdauer sind in Abbildung 5.8 dargestellt. Der 100% Wert beschreibt
die Eigenfluoreszenz der Probe auf nicht transferzierten Zellen und wurde immer zwei Stunden nach
einer Behandlung der Zellen mit der Probe bestimmt. In der Abbildung sind vier Diagramme mit je
vier Graphen zu sehen. Die rote Kurve zeigt die Zunahme der Fluoreszenz der Zellen, was
gleichbedeutend mit einer Zunahme des ER-Stresses ist, bei der Zugabe von 5 pg/ml Tunicamycin
(TM) an. Wie zu erkennen ist, steigt der ER-Stress in den mit TM behandelten Zellen iiber die 48 h
Versuchsdauer stetig an. Der blaue Graph zeigt die Fluoreszenz der sogenannten ,,positiv Kontrolle*
an. Es handelt sich dabei um transferzierte Zellen, welche weder mit TM noch mit der untersuchten
Probe behandelt wurden. In diesen Zellen ist {iber die gesamte Versuchsdauer nur ein sehr geringer
Anstieg der Fluoreszenz zu betrachten. Da es sich bei den Zellen um lebendige Systeme handelt, ist
ein leichter Anstieg des ER-Stresses iiber 48 h zu erwarten, liegt dieser doch deutlich unter dem
Stresslevel der mit TM behandelten Zellen. Die griine Kurve zeigt den Einfluss der Probenzugabe
(50 pg/ml) auf unbehandelte transferzierte Zellen an. Proben, die von sich aus den ER-Stress Level der
Zellen erhohen, sind als Therapeutikum ungeeignet. Unter den untersuchten Extrakten erzeugt keines
einen signifikanten Anstieg der Fluoreszenz. Es ist jedoch zu erkennen, dass das 1-Butanolextrakt die
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Fluoreszenz der Zellen verringert, das Stresslevel somit also sehr gering hélt. Die Fluoreszenz liegt
nach 48 h Behandlung nahe der 100%, welche der Eigenfluoreszenz der Probe entsprechen.
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Abbildung 5.8 Ergebnisse der therapeutischen Behandlung der HEK-293T Zellen mit den HBG-I Extrakten.
Mittelwert + Standardabweichung (n=4). Kontrollversuche (Ctr.) wurden mit unbehandelten, transferzierten
Zellen durchgefiihrt

Der interessanteste Graph in den Diagrammen ist jeweils der schwarze, welcher den Verlauf der
Fluoreszenzintensitit liber 48 h bei der Zugabe von TM (5 pg/ml) und der Probe (50 pug/ml) darstellt.
Hier dargestellt ist der therapeutische Ansatz, welcher die Auswirkung der Zugabe der Probe nach
24 h auf zuvor mit TM behandelte Zellen untersucht. Fiir das wéssrige, ethanolische und DMSO-
Extrakt sind keine signifikanten Verringerungen nach der Zugabe zu den Zellen zu beobachten. Die
kurzzeitige Abnahme der Fluoreszenz nach Zugabe des Wasser- bzw. DMSO-Extraktes lésst sich
durch ein gestortes Gleichgewicht in den Zellen begriinden, was kurzzeitig zu einem vermehrten
Absterben dieser gefiihrt haben konnte. Danach folgt ein nahezu gleich steiler Anstieg der Kurven, wie
es bei den Zellen, die nur mit TM behandelt wurden, zu sehen ist. Die Kurve der mit dem
Ethanolextrakt behandelten Zellen verlduft fast parallel zu den mit TM behandelten Zellen, der ER-
Stress nimmt nach der Behandlung mit dem Extrakt zu keinem Zeitpunkt ab. Das 1-Butanolextrakt
zeigt als einziges eine Reduzierung des ER-Stresses in Form einer Abnahme der Fluoreszenz der
Zellen. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Fluoreszenz auch iiber die kurzzeitige relativ steile
Abnahme zwei Stunden nach der Behandlung mit dem Extrakt hinweg stetig abnimmt. In Abbildung
5.9 sind die Ergebnisse der therapeutischen Behandlung nach 48 h noch einmal im Vergleich
dargestellt. Diese wurden mit den Werten der mit TM behandelten Zellen verglichen. Die statistische
Auswertung bestitigt die bereits geschilderten Beobachtungen und weist nur fiir die Behandlung mit
dem HBG-I 1-Butanolextrakt eine signifikante (*) Reduzierung des ER-Stresses aus. Die Messwerte
der Zellen, die mit den anderen Extrakten behandelt wurden, weichen nicht signifikant (ns) von denen
ab, die nur mit TM versetzt wurden.
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Abbildung 5.9 Vergleich der Fluoreszenz zwischen mit TM und zusitzlich mit den Extrakten behandelten
Zellen nach 48 h Versuchsdauer bei therapeutischer Behandlung. Mittelwerte + Standardabweichung (n=4).
Signifikanzermittlung mit ungepaartem t-Test: * = p<0.05

Das 1-Butanolextrakt verursachte auch in der protektiven Versuchsdurchfithrung als einziges einen
signifikant geringeren Stresslevel in den Zellkulturen. Die protektive Behandlung untersucht die
Auswirkung der Zugabe des Extraktes zum gleichen Zeitpunkt, zu dem auch das TM hinzugegeben
wird. Dadurch wird ersichtlich, ob das Extrakt die Entstehung des ER-Stresses von vornherein
verhindern kann. In Abbildung 5.0 sind die Werte der Fluoreszenz der mit TM und der zusétzlich mit
dem Butanolextrakt behandelten Zellen zu den verschiedenen Messzeitpunkten gegeniibergestellt. Zu
Beginn der Untersuchung liegen keine signifikanten Abweichungen zwischen den Werten vor. Der
Stresslevel ist in beiden Féllen noch sehr gering. Bereits nach sechs Stunden entsteht jedoch eine
signifikante Abweichung zwischen den Fluoreszenzen der beiden Versuchsreihen. Wéahrend der
ER-Stress in den mit TM behandelten Zellen iiber 48 h stets ansteigt, scheint das Butanolextrakt der
HBG-I Sanddornbeere die Entstehung des ER-Stresses durch TM erfolgreich zu verhindern.

Diese vielversprechenden Ergebnisse dienten als Grundlage fiir weitergehende Untersuchungen des
HBG-I 1-Butanolextraktes. Die restlichen Extrakte der HBG-I Sanddornbeere wurden daraufhin nicht
weiter untersucht.
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Abbildung 5.10 Vergleich der Fluoreszenz 2, 6, 24 und 48 h nach Behandlung der Zellen mit TM und dem
HBG-I 1-Butanolextrakt mit der Fluoreszenz der Zellen, die nur mit TM behandelt wurden. Mittelwerte +
Standardabweichung (n=4). Signifikanzermittlung mit ungepaartem t-Test: * = p<0.05

Fraktionierung des HBG-I 1-Butanolextrakts

Aufgrund der guten FErgebnisse des HBG-I 1-Butanolextraktes in den Zelltests wurden mit
unterschiedlichen Methoden Fraktionen des Extraktes hergestellt.

Fraktionierung mittels Extraktion

Um die Anzahl der Verbindungen im Butanolextrakt zu minimieren, wurde das Pflanzenmaterial im
ersten Schritt zweifach mit Reinstwasser extrahiert. Darauthin folgten je zwei Extraktionen mit
Ethanol und 1-Butanol. Da das Reinstwasser und Ethanolextrakt (80%) keine Wirkung in den
Zellkulturen aufwiesen, wurde davon ausgegangen, dass auf diese Weise nur storende Verbindungen
aus dem Pflanzenmaterial entfernt werden. Aus 10.38 g getrockneten zerkleinerten Habego Beeren
wurden auf diese Weise 4.65 g an Reinstwasser-, 1.52 g an Ethanol- und 0.44 g an Butanol
Trockenextrakt hergestellt. Das Trockenextrakt des Butanols wurde anschlieBend mit Wasser versetzt
und mit Heptan extrahiert. Auf diese Weise wurde eine Fraktion hergestellt, die nur die unpolaren
Inhaltsstoffe des Butanolextraktes enthdlt, wihrend die zweite Fraktion nur die polaren Inhaltsstoffe
16st. Eventuelle synergistische Effekte verschiedener Verbindungen in den Zelluntersuchungen
konnten bei dieser groben Auftrennung erhalten werden. Bei der Betrachtung der Chromatogramme
der beiden Fraktionen in Abbildung 5.711 werden die Unterschiede in ihrer Zusammensetzung sofort
ersichtlich.
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Abbildung 5.11 TIC Chromatogramme der wissrigen (aq.) und der Heptan (org.) Phase des HBG-I
1-Butanolextraktes

Die wissrige Phase weist ihre grofften Peaks im RT Bereich von 1.5-13 min auf. Da in diesem
Zeitraum vermehrt polare Substanzen eluieren, war dies zu erwarten. Das (+) Chromatogramm der
wissrigen Phase zeigt zudem einen sehr breiten Peak zwischen RT 20-30 min. Die m/z Werte in
diesem Bereich tiberschneiden sich nicht mit denen der organischen Phase. Sie liegen zwischen 570
und 1750. Im einfachen Reinstwasser- und 1-Butanolextrakt der HBG-I kommen diese Substanzen
nicht vor. Es liegt demnach die Vermutung nahe, dass diese Verbindungen wéhrend der
Extraktionsschritte entstanden sind. Eventuell kam es zur Polymerisation oder Oxidation einiger
Molekiile beim Extraktionsprozess. Auch die groen Peaks zu den RT 6.4 min und 12.7 min im
(+) Chromatogramm der wéssrigen Phase gehdren zu Verbindungen mit bisher unbekannten m/z
Werten von 242 und 279. Es lassen sich jedoch auch bereits bekannte Substanzen in der wéssrigen
Phase nachweisen. Darunter befinden sich mehrere Di- und Triglycoside des Isorhamnetins als auch
die China- und Zitronensdure. In den Chromatogrammen der organischen Phase sind viele der
Verbindungen wieder zu finden, die im urspriinglichen 1-Butanolextrakt der HBG-I auch vorhanden
waren. Interessanterweise gehoren dazu auch die bereits erwdhnten unbekannten Triglycoside des
Isorhamnetins die zur RT 2.6 min detektiert wurden. Die meisten Verbindungen treten jedoch im
Bereich von 12-30 min auf. Dies war zu erwarten, da in diesem Zeitraum vermehrt unpolare
Substanzen eluieren. Die m/z Werte der Verbindungen in diesem Bereich iiberschneiden sich in groflen
Teilen mit denen aus dem 1-Butanolextrakt.
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Fraktionierung mittels Flash-Chromatographie

Um die Wirksamkeit des 1-Butanolextraktes weiter einzugrenzen wurde eine Sdulenchromatographie
durchgefiihrt. Als stationire Phase diente das polare Adsorbens Kieselgel. Die mobile Phase bestand
aus Heptan, Ethylacetat und Methanol und wurde mit einem Gradienten iiber die Séule gegeben. Auf
diese Weise wurden 24 Fraktionen hergestellt. Von den urspriinglichen 2.27 g des
1-Butanoltrockenextraktes wurde insgesamt 1.79 g (79%) in aufgetrennter Form wiedererhalten. Die
restlichen Substanzen sind auf der Séule verblieben da ihre Bindung an das Kieselgel zu stark ausfiel.

Tabelle 5.6 Masse der einzelnen Fraktionen des HBG-I 1-Butanolextraktes

Fraktion 1 2 3 4 5 6
Masse (mg) 4.6 5.0 80.5 13.0 1.6 10.2
Fraktion 7 8 9 10 11 12
Masse (mg) 15.0 2.9 2.0 60.0 82.0 35.6
Fraktion 13 14 15 16 17 18
Masse (mg) 238.8 176.9 123.8 117.6 42.5 260.9
Fraktion 19 20 21 22 23 24
Masse (mg) 74.8 108.4 177.9 52.0 77.2 43.6

Aufgrund der hohen Polaritdt der stationdren Phase werden lipophile Verbindungen wesentlich
weniger stark auf der Sdule zuriickgehalten als polare Substanzen. Kieselgel wechselwirkt durch
Wasserstoffbriickenbindungen und Dipol-Dipol Wechselwirkungen mit den Analyten, Van-der-Waals
Krifte spielen eine untergeordnete Rolle. Demnach steigt die Polaritit der Substanzen in den
Fraktionen bis zum Ende immer weiter an. Dies ldsst sich schon beim Vergleich einiger
Chromatogramme erkennen. In Abbildung 5.12 sind die (-) Chromatogramme der Fraktionen 5, 9, 11,
16 und 20 sehen. Die Peaks wandern mit steigender Fraktionsnummer im Chromatogramm nach links,
was fiir einen Anstieg der Polaritit der Verbindungen spricht. Im HPLC System wurde eine Sdule mit
einer unpolaren Phenyl Hexyl Phase verwendet, weshalb polare Verbindungen zu fritheren RT
eluierten. Dies ldsst sich auch anhand der Substanzen, die in den Fraktionen gefunden wurden
nachvollziehen. In den (-) Chromatogrammen der Fraktion 5-9 konnen einige m/z Werte
Verbindungen aus der Klasse der Phytosterine zugeordnet werden, die bereits in der Literatur fiir den
Sanddorn beschrieben wurden (Tab. 5.7). Dabei handelt es sich zum Beispiel um pentacyclische
Triterpen-Carbonsduren wie Korosolsdure oder das Triterpen Amyrin. Aufgrund ihres unpolaren
Grundgeriistes ist die Wechselwirkung dieser Phytosterine mit dem Kieselgel nicht besonders grof.
Die Carboxy- und Hydroxy-Funktionen dieser Molekiile sorgen jedoch dafiir, dass ihre Verweilzeit
auf der Sdule etwas hoher ausfillt, als es fiir die Substanzen friiherer Fraktionen der Fall ist. Die
Vermutung, dass es sich hierbei um Phytosterine handelt, wird mit der in Fraktion 7 isolierten
Reinsubstanz zusétzlich untermauert. Nach Auswerten der 1D- und 2D-NMR-Spektren (Anhang,
Kapitel 8.3) sowie des Massenspektrums und anschlieBendem Vergleich mit Literaturdaten konnte
diese Verbindung als Ursolséure identifiziert werden. Die Ausbeute betrug 15 mg, was bezogen auf
die Trockenmasse von 4.89 g der extrahierten Sanddornbeeren einem Anteil von 0.3% oder 3.1 mg/g
(Ursolsdure/Trockenmasse Beere) entspricht. Im Vergleich zu einer bereits bekannten Methoden zur
Gewinnung von Ursolsdure aus getrockneten Sanddornbeeren zeigt die hier verwendete Methode eine
deutlich hohere Ausbeute bei weniger Arbeitsschritten ohne einen Reinheitsverlust. So konnten Zheng
et al (2009) 300 mg Ursolsdure aus 2.9 kg getrockneten Friichten des Hippophae rhamnoides isolieren,
was lediglich einer Ausbeute von 0.1 mg/g entspricht. Dazu verwendeten sie eine Kombination aus
Fliissig-Fliissig Extraktion, Adsorptions- und GroBenausschlusschromatographie.'”> Weitere Quellen,
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die isolierte Ausbeuten fiir Ursolsdure aus Sanddornbeeren beschreiben sind in der Literatur nicht zu

finden.
Tabelle 5.7  m/z Werte der Phytosterine aus den Fraktionen 5-9 des HBG-I 1-Butano Extraktes
Mogliche Strukturen Fraktion |RT (min) |m/z~ | M (g/mol) | Referenz
Melilotigenin ¢/6f,19-dihydroxy-3-oxours-12-en-

28-oic acid F8 15| 4855 486.7 |
Korosolsdure/23-hydroxybetulinic acid/Maslinic

acid/3,22-dihydroxyolean-12-en-29-oic acid F8/F9 16| 4714 472.7 | 13610
a-Amyrin/f-

Amyrim/Cycloartenol/Lanosterol/Cycloeucalenol/

Obtusifoliol F5 16.8| 425.4|  426.7|126171%
Betulonic acid F8 17.3| 4534 454.7| P16
Ursolsdure F6/F7/F8 17.8| 455.4 456.7 | 1610
Sitostanol F5 18| 4154 416.7| 126171
Stigmasterol/Stigmastadienol F9 19.5] 411.5 412.7 | 126137138
Arjunoic acid F6 20.2| 487.5 488.7 | 3¢
B-Sitosterol F5 203 | 4134 414.7 | 126138139137
Erythrodiol/Uvaol/Betulin F5/F6 203 | 441.4 4427 | 126136138
1,2,3,19-tetrahydroxy-12-ursen-28-oic acid F5 20.4| 503.5 504.7 | 1%
28-methylobtusifoliol/24-

methylenecycloaratanol/Oleanol aldehyde F9 20.5| 439.5 440.7 | 126138
Melilotigenin ¢/6f,19-dihydroxy-3-oxours-12-en-

28-oic acid F6 20.6| 485.5 486.7| 1%
Erythrodiol/Uvaol/Betulin F6 21.4| 4414 4427 | 126138136
Korosolsdure/23-hydroxybetulinic acid/Maslinic

acid/3,22-dihydroxyolean-12-en-29-oic acid F5/F6 23.9| 471.4 472.7 | 130136
Melilotigenin ¢/6f,19-dihydroxy-3-oxours-12-en-

28-oic acid F5 252| 4855 486.7 |1

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit vieler Phytosterine kann davon ausgegangen werden, dass

diese ein dhnliches Elutionsverhalten zeigen. In den Fraktionen 5, 6 ,8 und 9 sind weitere Substanzen

enthalten, welche aufgrund ihrer m/z Werte zur Stoffklasse der Phytosterine gehoren konnten. Diese

konnten jedoch nicht bereits bekannten Verbindungen zugeordnet werden.
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Abbildung 5.12 (-) Base Peak Chromatogramme einiger Fraktionen des HBG-I 1-Butanolextraktes

In Fraktion 10, 11 und 12 wurde zur RT 12.3 min das Flavonoid Isorhamnetin in den
Chromatogrammen gefunden. Aufgrund der Hydroxy-Gruppen des Isorhamnetins fallt die
Wechselwirkung mit dem Kieselgel etwas stirker aus als es fiir die Phytosterine der Fall war. In den
Chromatogrammen der Fraktionen 10-13 wurden auBerdem einige Substanzen mit m/z Werten
zwischen 600 und 650 detektiert. Diese lagen alle im RT Bereich zwischen 15 und 18 min. So wurde
in F10 das m/z 617.5 bei RT 17.8 min, in F11 das m/z 633.5 bei RT 16.3 min, in F12 das m/z 635.5 bei
RT 16.7 min und in F13 das m/z 649.5 bei RT 15.0 min gefunden. Diese Werte konnten keinen fiir den
Sanddorn bekannten Substanzen zugeordnet werde. Ab Fraktion 12 wurden zusétzlich wieder
vermehrt Verbindungen im vorderen Retentionszeitraum entdeckt. Besonders auffillig war dabei eine
Verbindung mit dem m/z 189 und einem Fragment mit dem m/z 171, das wahrscheinlich durch die
Abspaltung von Wasser entstanden ist. Dieses Molekiil zeigt ein sehr breiten Peak von RT 2.5 min—
6.4 min im (-) Base Peak Chromatogramm der Fraktionen 12 und 13. Die Breite des Peaks deutet auf
einen hohen Gehalt der Verbindung in der Fraktion und auf das Vorhandensein von Carboxy-Gruppen
hin. Der pKg-Wert der Struktur scheint im selben Bereich zu liegen, wie der pH-Wert der mobilen
Phase. Der Analyt liegt demnach wahrscheinlich in seiner protonierten und deprotonierten Form vor,
welche unterschiedlich stark mit der stationdren Phase interagieren. Dies fiihrt im Endeffekt zu einer
Peakverbreiterung. In den Fraktionen 14 und 15 gehort der grofte Peak in den (-) Chromatogrammen
zu China- und Zitronensdure bei RT 2.0 min. Es treten jedoch in diesem Bereich auch kleinere
Unterschiede zwischen den Fraktionen auf. Die m/z 289, 295 und 495 wurden nur in F15 entdeckt.
Interessant sind auch die m/z Werte 147 und 173 zu den RT 2.4 und 2.2 min. Diese sind in beiden
Fraktionen zu finden und wurden im urspriinglichen 1-Butanolextrakt nicht nachgewiesen, was an
ihrer geringen Konzentration liegen konnte. Das m/z 173 ist in noch hoherem Anteil auch in F16 zu
finden. Hier treten in diesem frithen Retentionsbereich von 2.0-2.5 min auflerdem verstérkt die m/z
271 und 289 auf. Die Fraktion enthélt demnach wahrscheinlich vermehrt Catechin, das eine molare
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Masse von 290.3 g/mol besitzt. In F15 wurde zudem zur RT 8.8 min das Isorhamnetin 3-O-Rhamnosid
mit den m/z Werten 461, 431 und 315 nachgewiesen. In Abbildung 5.13 sind die Abspaltungen
dargestellt, welche zur Entstehung der Fragmente 431 und 315 fiihren.
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Abbildung 5.13 (-) XIC (m/z 461) der F15 des HBG-I 1-Butanolextraktes mit dazugehdrigem Massenspektrum

In den Fraktionen kommen nun vermehrt polare Substanzen vor. So ist auch die Apfelsiure bereits ab
F13 in den Chromatogrammen vorhanden und wurde genau wie die China- und Zitronenséure bis in
die letzte Fraktion durchgehend detektiert. In F16 wurden je zwei Substanzen mit den m/z Werten 351
und 363 zu den RT 4.0 und 5.9 min bzw. 4.3 und 5.4 min nachgewiesen. Die Verbindungen mit dem
m/z 363 ziehen sich auch durch die nichsten Fraktionen bis zur F21, die Substanz mit dem m/z 551 bei
RT 4.0 min bis zur F19. In F17 wurde Ascorbinséure mit der m/z 175 im (-) Chromatogramm zur RT
2.0 min gefunden. Die Chromatogramme der F18 weisen nur noch Spuren der Ascorbinsédure auf,
jedoch wurden die neuen m/z Werte 207 und 323 zur RT 2.3 min entdeckt. Ein weiteres Isorhamnetin
Derivat wurde in F18 von dhnlichen Strukturen getrennt erhalten. Das Isorhamnetin 3-O-Glucosid mit
dem m/z 477 im (-) Chromatogramm zur RT 8.8 min wurde dort nachgewiesen. In den
Chromatogrammen der F19 treten um den gleichen Retentionszeitraum weitere Flavonoid Glycoside
auf (Tab. 5.8). Dort wurde das Kaempferol 3-O-Rutinoside-7-O-Rhamnosid mit dem m/z 739 und das
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid mit dem m/z 623 detektiert. In F20 wurden mit dem Quercetin 3-O-
Rutinosid mit dem m/z 609 bei RT 6.7 min und dem Isorhamnetin 3-O-Glucosid-7-O-Rhamnosid mit
dem m/z 623 zwei weitere Flavonoid Diglucoside in den Fraktionen des HBG-I 1-Butanolextraktes
nachgewiesen. Die letzte Struktur, die in den Fraktionen 22 und 23 nachgewiesen wurde, war das
Isorhamnetin 3-O-Sophorosid-7-O-Rhamnosid. Dem folgten in Fraktion 24 zwischen RT 1.8 und
2.3 min im (-) Chromatogramm noch die Verbindungen mit den m/z 159, 273, 307 und 387.
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Tabelle 5.8  Liste identifizierter Flavonoid Glycoside in Fraktionen des HBG-I 1-Butanolextraktes

Bestimmte Struktur Fraktion |RT (min) |m/z" | M (g/mol) [Referenz
Isorhamnetin 3-O-Sophorosid-7-O-Rhamnosid | F22, F23 32| 785 786.7 | 1218126127124
Isorhamnetin 3-O-Glucosid-7-O-Rhamnosid™ | F20, F21 6.1 623 624.6 | 120-18:127:129.122.124
Quercetin 3-O-Rutinosid® F20 6.7 609 610.5 | 120:18.126.124.122
Kaempferol 3-O-Rutinoside-7-O-Rhamnosid | F19 8.8| 739 740.7 | 1201%
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid™ F19 8.8| 623 624.6 | 120:18.126.127.124.122
Isorhamnetin 3-O-Glucosid F17,F18 8.8| 477 478 4 | 120:126:127.124.122
Isorhamnetin 3-O-Rhamnosid™ F15,F16 8.8| 461 462.4 | 12018

Die einzige Verbindung, die in reiner Form durch die Anwendung der Sdulenchromatographie direkt
aus dem HBG-I 1-Butanolextrakt gewonnen wurde, war die Ursolsdure. Um weitere Verbindungen in
hoher Reinheit zu erhalten, wurden einige Fraktionen weiter aufgetrennt. Dazu wurde erneut die
Sdulenchromatographie mittels Kieselgel verwendet. Auf diese Weise konnten vier weitere
Verbindungen in ausreichender Ausbeute isoliert werden, um ihre Struktur aufzukldren. Es wurden
aullerdem noch weiter Substanzen in reiner Form erhalten, jedoch reichten die erhaltenen Mengen
nicht fiir eine Strukturaufklarung.
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Abbildung 5.14 (-) Base Peak Chromatogramme (oben) der F10 und F10.1 des HBG-I 1-Butanolextraktes. (-)
XIC (m/z 617.5) der F10.1 (unten)

In einem ersten Versuch, wurde Fraktion 10 zur weiteren Auftrennung ausgewdhlt. Ziel war es hier,
die unbekannte Verbindung mit dem m/z 617.5 bei RT 17.8 min zu isolieren. In Abbildung 5.14 ist ein
Vergleich der (-) Chromatogramme von F10 und der ersten Fraktion der Séule von F10, F10.1, zu
sehen. Es ist gut zu erkennen, dass der Peak des Isorhamnetins bei RT 12.3 min nicht mehr vorhanden
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ist. Tatsdchlich ist das m/z 617.5 in dieser Fraktion am starksten vertreten. Das Mass Range (617.5)
Chromatogramm zeigt deutlich, dass diese Verbindung die groBte Intensitdt im Massenspektrum
aufweist. Die Fraktion wiegt jedoch nur 1.5 mg und zeigt im NMR Spektrum keine auswertbaren
Signale. Alle weiteren Fraktionen beinhalteten Isorhamnetin und wurden nicht weiter untersucht.
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Abbildung 5.15 'H-NMR-Spektren in DMSO-dg der F13.3 und F13.4 im Bereich von 0—6 ppm

Die Auftrennung der Fraktion 13 lieferte bessere Ergebnisse. So gelang es die Struktur von drei
Substanzen aus der Fraktion aufzukldren (Anhang, Kapitel 8.3). Dabei handelte es sich um die bereits
bekannte Apfelsiure, welche mittels NMR und MS Spektrum nachgewiesen werden konnte und zwei
zuvor nicht fiir den Sanddorn beschriebene Substanzen. Eine dieser Substanzen trat sowohl in Fraktion
13.4 zusammen mit der Apfelsiure als auch in F13.3 auf. In F13.3 war zudem die bereits beschriebene
Verbindung mit den m/z 189 und 171 im RT Bereich 2.5-6.4 min enthalten. In Abbildung 5.75 sind die
'H-NMR-Spektren der F13.3 und F13.4 in DMSO-ds gegeniiber gestellt. In F13.4 sind um die 4.3 ppm
zwei Signale unterschiedlicher Intensitdt zu erkennen. Das groflere der beiden Signale gehort zur
CH-Gruppe der Apfelsiure. Das Verhiltnis der beiden Signale zueinander ist 0.18:1. Die chemische
Verschiebung des kleineren Signals liegt bei 4.35 ppm. Genau bei dieser Verschiebung ist auch in
F13.3 ein Signal zu sehen. In beiden Spektren findet sich zudem ein Singulett bei 3.63 ppm. Das
Integral des Singuletts im Vergleich zu den Signalen bei 4.35 ppm ist drei Mal so grof3. Es handelt sich
wahrscheinlich um eine CHs-Gruppe. Da diese keine Aufspaltung aufweist, ist es naheliegend, dass in
direkter Nachbarschaft keine weiteren Wasserstoffatome vorliegen. In beiden 'H-NMR-Spektren
finden sich zudem mehrere Signale im Bereich von 2.74-2.37 ppm. Hier liegen die Signale der
CH.-Gruppe der Apfelsiure. Die Protonen der CH.-Gruppe der Apfelsdure sind chemisch nicht
dquivalent, weshalb sie miteinander koppeln. Durch die zusétzliche Kopplung mit der CH-Gruppe in
direkter Nachbarschaft, entstehen zwei Dupletts von Dupletts fiir jedes Proton der CH2-Gruppe im
Spektrum. Da mitten in diesem Bereich das Losungsmittelsignal des DMSO-ds liegt, wurden
Vergleichsspektren in CDsCN angefertigt. Dort zeigt sich, dass das Integral der CH.-Gruppen der
Apfelsidure um etwa den Betrag groBer ist, der fiir eine CH.-Gruppe im Verhiltnis 0.18:1 stehen
konnte. Da nun die CH2- und CH-Gruppe der unbekannten Verbindung fast identische chemische
Verschiebungen in den '"H-NMR-Spektren der F13.4 aufweisen wie die Apfelsiure, handelt es sich mit
hoher Wahrscheinlichkeit um ein Apfelsiure Derivat. Das Singulett Signal der CHs-Gruppe legt nah,
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dass es sich um einen Methylester der Apfelsdure handelt. Die C- und 2D-Spektren sowie das
Massenspektrum der F13.3 bestdtigen diese Vermutung (Anhang, Kapitel 8.3). In F13.3 sind im
Vergleich zur F13.4 jedoch noch weitere Signale zu sehen. Eine CHs-Gruppe bei 0.88 ppm und drei
CH:-Gruppen bei den chemischen Verschiebungen von 1.32 ppm, 1.54 ppm und 4.02 ppm. Das
COSY-Spektrum der F13.3 zeigt, dass es sich dabei um einen n-Butyl-Rest handelt (Anhang,
Abbildung 8.3). Die CH:-Gruppe mit einer chemischen Verschiebung von 4.02 ppm ist durch die
Kopplung zu lediglich einer weiteren CH2-Gruppe zum Triplett aufgespalten. Durch die Nachbarschaft
eines elektronegativen Kerns ist die Elektronendichte an der CH»-Gruppe zudem verringert, was zu
einer Entschirmung und somit einer hdheren Resonanzfrequenz fiihrt. Dieser Effekt wird auch
Tieffeldverschiebung genannt und ist der Grund dafiir, dass die CH>-Gruppe bei einer relativ hohen
chemischen Verschiebung von 4.02 ppm auftritt. Alle weiteren Signale dhneln stark denen der
Apfelsiure und des Apfelsduremethylesters. Das Massenspektrum legt die Vermutung nahe, dass es
sich bei der Verbindung um den Apfelsiurebutylester handelt. Dessen molare Masse betrigt
190.2 g/mol und wiirde demnach im (-) Chromatogramm als m/z 189 detektiert werden. Beide
Verbindungen wurden das erste Mal in Sanddornbeeren nachgewiesen. Die Wahrscheinlichkeit ist
jedoch hoch, dass der Butylester wihrend des Extraktionsprozesses entstanden ist. Da der Methyl- und
der Butylester in etwa gleichen Anteilen im NMR Spektrum vorhanden sind, macht jede Verbindung
circa 20 mg der insgesamt 40 mg der F13.3 aus. Der Methylester ist zudem noch zu etwa 15% in
F13.4 enthalten, was einer Menge von 6.7 mg entspricht. Der Anteil an Apfelsidure in F13 ist somit
37.46 mg. Die Struktur des Apfelsiuremethylesters konnte durch einen Vergleich mit den NMR
Spektren einer Standardsubstanz zusétzlich bewiesen werden.

Fraktion 18 des HBG-I 1-Butanolextraktes wurde erfolgreich aufgetrennt und eine reine Substanz
wurde mit einer Ausbeute von 100 mg gewonnen. In Abbildung 5.16 ist das 'H-NMR-Spektrum der
F18.1 in DMSO-ds zu sehen. Auftfillig sind hier die drei breiten Signale im Bereich von 4.4-5.0 ppm.
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Abbildung 5.16 'H-NMR-Spektrum der F18.1 in DMSO-dg

Die chemische Verschiebung spricht dafiir, dass die Wasserstoffkerne durch Heteroatome wie
Sauerstoff in ihrer Umgebung stark entschirmt werden. Die Verbreiterung der Signale ist
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wahrscheinlich auf Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den Analyt-Molekiilen untereinander und
mit dem Losungsmittel zuriickzufithren. Es kann also davon ausgegangen werden, dass es sich um
Protonen handelt, die an Heteroatomen gebunden sind. Die zum Duplett aufgespaltene CH-Gruppe bei
einer chemischen Verschiebung von 4.11 ppm liegt in einem Bereich, der typisch fiir ein Anomeres
Zentrum von Zuckern ist. Die Kupplungskonstante iiber drei Bindungen liegt bei 7.7 Hz, was fiir eine
B-D-Glucose oder Galactose sprechen wiirde. Aufgrund des Diederwinkels von circa 180° ist die
Kopplungskonstante in der B-Form deutlich groBer als in der a-Form, in welcher der Diederwinkel bei
circa 60° liegt. Nach Auswertung der 2D-Spektren, kann die Vermutung, dass es sich um eine
B-D-Glucose handelt bestitigt werden. Die Hydroxy-Gruppe am anomeren Zentrum ist jedoch mit
einem Ethyl-Rest besetzt. Es ist demnach das Ethyl-B-D-Glucopyranosid (Anhang, Kapitel 8.3). Dies
wurde auch durch den Abgleich der 'H- und C-NMR Spektren mit Literaturdaten bestitigt.'*"
Tiitinen et al (2006) gelang es zuvor als ersten und einzigen, diese Verbindung aus frisch
hergestelltem Sanddornsaft zu isolieren.'” Dazu verwendeten sie ein HPLC System mit einer Luna
NH: Saule, das mit Acetonitril und Wasser im Verhéltnis 8:2 genutzt wurde. Die Ausbeute der
isolierten Verbindung wurde nicht genannt, lediglich ein mittels GC/MS ermittelter Gehalt fiir
verschieden Sorten des Sanddorns, der mit 0.3 — 1.0 g/100 ml angegeben wurde. Sanddornbeeren
haben einen Feuchtigkeitsgehalt von circa 82%.'*' Um 100 ml Saft zu erhalten miissten demnach circa
122 g Sanddornbeeren entsaftet werden. Dies wiirde einem Trockengewicht von 22.0 g der
Sanddornbeeren entsprechen. Der Gehalt wiirde somit zwischen 14 und 45 mg/g (Ethyl-B-D-
Glucopyranosid/Trockenmasse Beere) liegen. Die isolierte Ausbeute aus den HBG-I Sanddornbeeren

liegt mit 21 mg/g in diesem Bereich.

Untersuchung einzelner Fraktionen des HBG-I [-Butanolextraktes auf ihre Wirkung
beziiglich ER-Stresses

Einige der hergestellten Fraktionen wurden in den Zelluntersuchungen auf ihre Wirkung beziiglich
ER-Stress getestet. Zuerst wurden die durch Extraktionsschritte hergestellte wéssrige und organische
Phase des HBG-I 1-Butanols untersucht. Es sollte dadurch festgestellt werden, ob die Wirkung durch
die polaren oder unpolaren Bestandteile des Butanolextraktes hervorgerufen wird. Wie in Abbildung
5.17 zu sehen ist, konnte keine der beiden Phasen die ER-Stress lindernde Wirkung des Vollextraktes
in den Zellen hervorrufen. Auch die protektive Behandlung der Zellen, die nicht abgebildet wurde,
zeigte keine signifikante Reduktion des ER-Stresses. Im Gegenteil zu dem Vollextrakt sorgten die
beiden Phasen dafiir, dass die Zellen in den Untersuchungen einen deutlich erhohten ER-Stresslevel
erreichten. Diese Umkehr der Wirkung kann auf zwei Ursachen zuriickgefiihrt werden. Die bereits
Erlauterte chemische Veridnderung, die in den beiden Phasen detektiert wurde, kdnnte einen Wirkstoff
so verandert haben, dass dieser keine Wirkung mehr in den Zellen verursacht. Zudem koénnte eine
zuvor wirkungslose Verbindung nun negative Effekte auf die Zelle ausiiben. Es wire auBerdem
moglich, dass synergistische Effekte, welche durch das Vollextrakt in den Zellen hervorgerufen
werden, bei der Auftrennung der Substanzen in zwei Phasen unterschiedlicher Polarititen verloren
gegangen sind.
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Abbildung 5.17 Einfluss der organischen (org.) und wéssrigen (aq.) Phase auf TM induzierten ER-Stress
wihrend der therapeutischen Behandlung der Zellen. Mittelwerte + Standardabweichung (n=2)

Trotz der schlechten Ergebnisse der beiden extraktiv gewonnenen Fraktionen, wurden auch
Fraktionen, die durch die Sdulenchromatographie erhalten wurden, untersucht. Die Wirkung kann aus
der Abbildung 5.18 entnommen werden. In diesem Balkendiagramm sind die Fluoreszenz-Werte 48 h
nach der Zugabe der Proben wihrend der protektiven Behandlung dargestellt. Als Kontrolle dienten in
diesem Fall die nur mit TM behandelten Zellen. Es ist sofort ersichtlich, dass keine der Fraktionen
eine signifikante Abweichung der Fluoreszenz in den Zellen im Vergleich zu den nur mit TM
versetzen Zellen bewirken kann. Somit ist das TM ungehindert in der Lage, ER-Stress in den Zellen zu
induzieren. Auch das reine 1-BuOH zeigt keinen Einfluss auf die Entstehung des ER-Stresses in den
Zellen. In diesem Vergleich fillt die gute Wirkung des HBG-I 1-Butanolextraktes besonders auf, da es
als einzige Probe den ER-Stress signifikant reduziert.

Auch im therapeutischen Ansatz ist fiir die Fraktionen der Sdulenchromatographie keine signifikante
Reduzierung des ER-Stresses zu beobachten gewesen, weshalb auf eine Darstellung der Ergebnisse
verzichtet wird.

Aufgrund der schlechten Ergebnisse der Fraktionen des HBG-I 1-Butanolextraktes lag die Vermutung
nahe, dass im Vollextrakt mehrere Substanzen vorlagen, die gemeinsam eine Wirkung in den Zellen
verursachten. Um die synergistischen Effekte zu reproduzieren und genauere Erkenntnisse tiber diese
zu erhalten, wurden erneut 1-Butanolextrakte der Sanddornbeeren hergestellt. Neben der Sorte Habego
(HBG-I) wurden zusitzlich die Sorten Otradnaja (OTR), Trofimovskaja (TRO) und eine Sorte mit
Ursprung aus den Alpen (ALP) untersucht.
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Abbildung 5.18 Ergebnisse der protektiven Behandlung der Zellen mit einigen Fraktionen des HBG-I 1-

Butanolextraktes. Mittelwerte + Standardabweichung (n=3). Signifikanzermittlung mit ungepaartem t-Test: * =
p<0.05

Vergleich der 1-Butanolextrakte verschiedener Sanddornsorten

Da die ER-Stress lindernde Wirkung fiir das 1-Butanolvollextrakt der HBG-I entdeckt wurde, kam die
Frage auf, ob auch andere Sorten des Sanddorns diese Wirkung hervorbringen wiirden. Hierfiir
wurden zusétzlich drei weitere Sorten Sanddornbeeren mit 1-Butanol extrahiert. Die neuen
Sanddornarten waren Otradnaja (OTR), Trofimovskaja (TRO) und eine nicht genau definierte Sorte
mit Ursprung in den Alpen (ALP). Die Sanddornpflanzen wurden alle in Giilzow-Priizen angebaut und
zu etwa gleichen Zeitpunkten geerntet. Lediglich die HBG-I wurde ein Jahr vor den anderen Beeren
geerntet. Die Feststoffgehdlter der Extrakte variieren recht stark. Den hochsten Gehalt weist die
HBG-I mit 12.3 mg/ml auf. Darauf folgen die ALP mit 8.0 mg/ml, die OTR mit 6.43 mg/ml und die

TRO mit 2.78 mg/ml. Fiir den Vergleich der MS Spektren wurden alle Proben auf 10 mg/ml
eingestellt.
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Abbildung 5.19 (-) Base Peak Chromatogramme der 1-Butanolextrakte der HBG-I, OTR, TRO und ALP

Die JCD ermittelte in den Extrakten unterschiedlich viele Inhaltsstoffe. Im negativen Scan-Modus
wurde fiir die TRO mit 110 Verbindungen die hochste Anzahl bestimmt. Darauf folgten die ALP mit
84, die OTR mit 73 und die HBG-I mit 63 Substanzen. Im positiven Scan-Modus wurden mit 73 die
meisten Inhaltstoffe in der ALP gefunden. Darauf folgten die HBG-I mit 60, die OTR mit 59 und die
TRO mit 54 Verbindungen. Im Durchschnitt weisen alle Sorten, die 2017 geerntet wurden, mehr
Signale auf als die HBG-I von 2016. Ein Grund dafiir konnten unterschiedliche Umweltbedingungen
in den beiden Jahren sein, die das Wachstum der Beeren beeinflusst haben. Es konnte sich jedoch auch
um sortenspezifische Unterschiede handeln. Die Ergebnisse der TRO sind besonders auffillig, da ihre
Werte stark auseinander liegen. Dies konnte als Indiz dafiir gesehen werden, dass im Extrakt der TRO
vor allem Substanzen vorkommen, die leicht zu deprotonieren sind und somit als Anion detektiert
werden. Um genauere Informationen zu erhalten, wurden die Chromatogramme und dazugehorigen
Massenspektren visuell ausgewertet. In Abbildung 5.719 und Abbildung 5.20 sind die (-) bzw.
(+) Chromatogramme der Extrakte dargestellt. In beiden Abbildungen féllt trotz ihres
unterschiedlichen Aussehens sofort auf, dass die Chromatogramme des TRO Extraktes sich in ihrer
Zusammensetzung von den restlichen Sorten stark unterscheiden.
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Abbildung 5.20 (+) Base Peak Chromatogramme der 1-Butanolextrakte der HBG-I, OTR, TRO und ALP

Im (-) Chromatogramm treten vor allem die Signale im hinteren Bereich des Chromatogramms viel
stirker hervor, als es bei den anderen Sorten der Fall ist. Auffallig ist hier besonders der Peak zur RT
17.8 min. Hier findet sich die schon aus den vorherigen Betrachtungen bekannte Verbindung
Ursolsdure mit einem m/z von 455.5 wieder. Sie zeigt die hochste Intensitit im gesamten
Chromatogramm der TRO und der Peak ist im Vergleich mit den anderen Sorten um circa eine
Zehnerpotenz groBer. Weitere Phytosterinen wurden in alle untersuchten Butanolextrakten entdeckt.
Die Intensitidten variieren hier jedoch zwischen den Sorten, liegen aber nicht weiter als eine
Zehnerpotenz auseinander. Die TRO zeigt zusdtzlich besonders zwischen RT 25-30 min erhdhte
Intensitiaten im Vergleich zu den anderen Sanddornarten. Die verhdltnisméfig hohe Menge an
Phytosterinen im Chromatogramm der TRO konnte eine Erkldrung fiir den geringen Feststoffgehalt
des Extraktes sein. Polare Verbindungen wie organische Séuren und Zuckerderivate sind in den
anderen Extrakten in hoherem Mal3e vorhanden. Diese machen vor allem im Extrakt der HBG-I einen
groBBen Anteil aus, welches auch den hochsten Feststoffgehalt besitzt. Die Isorhamnetin Derivate wie
das Isorhamnetin 3-O-Rutinosid bei RT 8.8 min sind im HBG-I und ALP Extrakt iiber eine
Zehnerpotenz stérker in ihrer Intensitét als es fiir die TRO der Fall ist und auch die OTR zeigt deutlich
schwichere Peaks fiir Verbindungen dieser Art. Auch im vordersten Bereich des (-) Chromatogramms
sind Unterschiede zwischen den Sanddornsorten auszumachen. Eine Verbindung mit dem m/z 295 zur
RT 2.0min wurde in den Sorten TRO und OTR mit einer hohen Intensitdt detektiert. Im
Chromatogramm der ALP ist diese Substanz deutlich schwicher vorhanden und im HBG-I
Chromatogramm zeigt sie sich nur in Spuren. Das Fragmentierungsmuster dieses Stoffes wurde iiber
einen MS/MS Versuch mit dem OTR Extrakt ermittelt und gibt Aufschluss iiber die Struktur dieser
Verbindung. Wie in Abbildung 5.21 zu sehen ist, sind die beiden grofiten Fragmente, die bei einer
Fragmentierungsenergie von 35% entstehen, die 179 und die 133.
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Abbildung 5.21 Massenspektrum des MS/MS Experimentes (Fragmentierungsenergie 30%) auf die Masse 295
aus dem OTR 1-Butanolextrakt

Zusammengerechnet wiirde sich eine Masse von 312 ergeben. Diese liegt 17 u liber dem Molekiilpeak
der Verbindung. Eine Differenz von 17 steht in der ESI-MS typischerweise fiir die Abspaltung eines
Hydroxidions. Angenommen die m/z 133 und 179 wiirden fiir die Apfelsiure und die Kaffeesiure als
Fragmente des unbekannten Molekiils stehen, kdnnte es sich um einen Ester aus den beiden Sduren
handeln, welcher eine um genau 17 u geringere Masse hitte, als die Kombination aus beidem. Auch
die weiteren Fragmente wiirden zu solch einer Verbindung passen. Die Abspaltung eines
Wassermolekiils aus dem Anion des Esters wiirde zum Fragment 277 fiihren, welches durch die
Abgabe von CO: auf ein m/z von 235 gelangen wiirde. Durch das Abspalten von Formaldehyd und
Ethin wiirden daraufhin die Fragmente 205 und 179 gebildet. Auch das m/z von 115 wiirde als
bekanntes Fragment der Apfelsiure gut ins Bild passen. Es handelt sich dabei um Fumarat. Die
stabilsten Fragmente besitzen bei MS/MS Versuchen die stérkste Intensitdt, was auch fiir die drei
Sauren sprechen wiirde.

Das m/z 179 ist auch in den (-) MS' Spektren zur RT 2.0 min der TRO und OTR am stérksten
vertreten. Die HBG-I zeigt hier erneut die geringste Intensitdt im Chromatogramm. Ein erhoéhter
Gehalt an Kaffeesiure wiirde natiirlich auch die Bildung eines Esters mit der Apfelsiure begiinstigen.
Umgekehrt verhdlt es sich fiir die Ethyl-B-D-Glucopyranose, welche in den ALP und HBG-I
(-) Chromatogrammen in einer deutlich hoheren Intensitit vorkommt, als es fiir die beiden anderen
Sorten der Fall ist. Kombiniert mit der Tatsache, dass der Feststoffgehalt dieser Sanddornarten am
hochsten ausfiel, spricht dies erneut dafiir, dass Zuckerderivate einen Grofiteil der
Trockenextraktmasse ausmachen. Auch in den (+) Chromatogrammen lassen sich einige Unterschiede
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zwischen den Extrakten der Sanddornbeeren erkennen. Die Arten OTR und TRO weisen
beispielsweise beide deutlich hohere Intensititen fiir die m/z Werte 427 und 483 zu den RT 2.4 bzw.
2.8 min auf. Der grofte Unterschied ist jedoch mit einem Blick auf die Chromatogramme in Abbildung
5.20 ersichtlich. Der Peak zur RT 13.5 min, welcher in allen Chromatogrammen auBler dem der TRO
der grofite oder zweitgroBite im gesamten Chromatogramm ist. Es handelt sich dabei um eine
Verbindung mit dem m/z 269 und ist in den Chromatogrammen der ALP, OTR und HBG-I {iber zwei
Zehnerpotenzen stirker vorhanden als in der TRO. Diese weist, wie auch im (-) Chromatogramm,
ihren groBten Peak bei einer RT von 17.8 min auf. Die Ursolsdure wird hier als Natrium-Addukt mit
einem m/z von 479 detektiert. Im RT Bereich von 20-30 min iiberwiegen die TRO und OTR die ALP
und HBG-I in der Intensitét der Peaks. Aufgrund der geringeren Feststoffgehélter sind die Gehélter in
den Extrakten jedoch wahrscheinlich dhnlich hoch. Auffillig sind bei genauerer Betrachtung einige
m/z Werte, die nur in der HBG-I oder der ALP vorkommen. Dazu gehoren die 688.5 und 716.5 zu den
RT 22.0 und 23.4 min fiir die HBG-I und die 826 iiber den RT Bereich von 25.0-30 min in der OTR.
Wie zu erwarten war, sind viele Substanzen in jeder der untersuchten Sorten des Sanddorns zu finden
(Tab. 5.9). Die Gehdlter variieren jedoch in manchen Féllen stark und es gibt einige Verbindungen, die
nur in einzelnen Sorten auftreten oder fehlen. Die einzigartige Zusammensetzung der Extrakte konnte
einen Unterschied in den medizinischen Untersuchungen hervorrufen, da synergistische Effekte nach
den bisherigen Erkenntnissen eine entscheidende Rolle spielen sollten.

Tabelle 5.9 Identifizierte Substanzen aus den 1-Butanolextrakten der HBG-I, OTR, TRO und ALP
(x = im Extrakt enthalten)

Bestimmte Struktur RT |m/z" |m/z" |HBG-1|OTR [TRO | ALP | Referenzen
Fumarsiure Methylester 1.7 129.1 | x X X X 124
Ascorbinsiure 2.0 175.0 | x X 123,125
Kaffeesdure 2.0 179.1 | x X X X 142,115,143,144,128
Chinasiure® 2.0 191.1 [ x X |x |x 123,124
Ferulasdure 2.0 193.1 | x X X X 145,142,119,128,143
Caffeoylmalic acid™ 2.0 2952 | x X X X

Myricetin 20| 319.2 X X X X 121,128
Catechin® 2.1 289.1|x X X X 120,121,119,122
Fumarséure® 2.2 115.0 | x X X X

Apfelsiure® 2.2 133.0 | x X X X 123
Ethyl-B-D-Glucopyranosid 23 207.1 | x X X X 123,135,146
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid" 8.8| 647.4| 623.3|x X X X 120,18,126,127,122,124
Isorhamnetin 3-O-Glucosid 8.9 501.3| 477.2|x X X X 120,126,127,124,122
Isorhamnetin® 12.8 3152 |x X X 120,121,18,128,143,124
Korosolsdure/23-hydroxybetulinic acid

(hba)/Maslinic acid/3,22-

dihydroxyolean-12-en-29-oic acid (doa) | 15.9 4715 | x X X X 130,136
Korosolsdure/hba/Maslinic acid/doa 16.8 471.5 | x X X X 136,130
Palmitoleinsiure® 17.3 2534 |x X X X 126,131-133,125
Linolsdure® 17.8 279.4 X X X 126,131-133,147,125
Palmitinsdure® 17.8 255.4 X 126,131-133,125
Ursolsdure 17.9 4556 | x X X X 134,135,130,136
Vaccensiure® 18.2 281.4 | x X |x X 126,133
Korosolsdure/hba/Maslinic acid/doa 24.4 471.6 | x X X X 130,136
Melilotigenin ¢/6f3,19-dihydroxy-3-

oxours-12-en-28-oic acid 25.5 485.6 | x X X X 136
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Untersuchung der I-Butanolextrakte verschiedener Sanddornsorten auf ihre Wirkung
beziiglich ER-Stresses

Die 1-Butanolextrakte der Sanddornbeeren wurden wie die zuvor untersuchten Proben in einem
therapeutischen und protektiven Versuchsaufbau untersucht. Dabei zeigten weder die Extrakte der
OTR, TRO und ALP Sanddornbeeren noch die der HBG-I eine ER-Stress reduzierende Wirkung in
den Zellkulturen. Da das HBG-I 1-Butanolextrakt in den vorherigen Untersuchungen eine signifikante
Reduzierung des ER-Stresslevels in den Zellen bewirkte, war dieses Ergebnis unerwartet. Wie in
Abbildung 5.22 zu sehen ist, zeigte das HBG-I Extrakt in diesem Fall nicht einmal eine leichte Stress-
reduzierende Tendenz, die Messwerte lagen im Vergleich sogar iiber denen der mit TM behandelten
Zellen. Gleiches war auch fiir die protektive Behandlung der Zellen zu beobachten.
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Abbildung 5.22 Einfluss der unterschiedlichen 1-Butanolsanddornbeerenextrakte auf TM-induzierten ER-Stress
wihrend der therapeutischen Behandlung der Zellen. Mittelwerte + Standardabweichung (n=3)

Da die Wirkung des HBG-I 1-Butanolextraktes bei der zweiten hergestellten Charge nicht wieder
beobachtet werden konnte, wurde die erste Charge im Vergleich dazu erneut vermessen. Das erste
HBG-I 1-Butanolextrakt zeigte jedoch in jedem weiteren Test eine sehr gute Wirkung im Zellsystem.
Weiterfiihrende Untersuchungen fiihrten zu dem Ergebnis, dass nicht die Inhaltsstoffe des Sanddorns,
sondern Verunreinigungen im verwendeten 1-Butanol die Wirkung verursachten. Die Reste des
urspriinglich verwendeten Butanols wiesen die gleiche Wirkung in den medizinischen Untersuchungen
auf, wie zuvor das 1-Butanolextrakt. Die Sanddornbeeren wurden nach dieser Erkenntnis nicht weiter
auf eine eventuelle ER-Stress reduzierende Wirkung untersucht.

Untersuchung der Begleitstoffe des wirksamen 1-Butanols

Die Wirksamkeit des 1-Butanols, welches zur Herstellung des ersten HBG-I 1-Butanolextraktes
verwendet wurde, konnte nicht durch 1-Butanol hervorgerufen werden. Alle weiteren 1-
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Butanolextrakte wiesen keine Wirkung in den Zelltests auf und auch die vermessenen Referenzproben
aus reinem Butanol zeigten keine Wirkung. Dementsprechend mussten Begleitstoffe in diesem
Butanol die Verminderung des ER-Stresses verursachen. Die zur ersten Extraktion verwendete Charge
des Losungsmittels war bereits iiber 30 Jahre alt, weshalb fiir weitere Extraktionen auch neue Bestéinde
angeschafft wurden. Da es von der Firma Apolda Chemie hergestellt wurde, wird es im Folgenden als
Butanol (BuOH) Apolda bezeichnet. Uber die Jahre konnten natiirlich Verunreinigungen in das
Losungsmittel gelangt sein. Auch Oxidationsprozesse konnten einige Losungsmittelmolekiile
verdndert haben. Ein Vergleich der LC/MS und GC/MS Spektren zeigte, dass die Reinheit des BuOH
Apolda wesentlich geringer ausfiel, als es fiir eine frische Charge HPLC Grade 1-Butanol der Fall war.
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Abbildung 5.23 Base Peak Chromatogramme des Butanol Apoldas und des HPLC Grade Butanols (reines
1-BuOH)

Wiéhrend das HPLC Grade 1-Butanol in beiden LC/MS-Chromatogrammen lediglich
Untergrundsignale aufweist, sind in den Chromatogrammen des BuOH Apolda einige Peaks zu sehen
(Abbildung 5.23). Die m/z Werte der detektierten Verbindungen liegen dabei im Bereich von 100 bis
maximal 300. Auch in den GC/MS-Chromatogrammen sind deutliche Unterschiede zwischen dem
BuOH Apolda und dem HPLC Grade 1-Butanol auszumachen (Abbildung 5.24). Wihrend im reinen
Butanol neben dem Losungsmittelsignal nur Untergrundsignale im Intensitdtsbereich von 103
auszumachen sind, zeigen sich im Chromatogramm des BuOH Apolda deutliche Peaks mit einer
Intensitdt von bis zu 107. Neben mehreren kleineren Peaks, sind fiinf weitere deutlich zu erkennen,
wobei der grofite Peak bei RT 7.7 min erscheint.
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Abbildung 5.24 Base Peak GC-MS Chromatogramm des BuOH Apolda und des HPLC Grade Butanols

Eine Aussage dariiber, welche Substanz/en die Wirkung in den medizinischen Untersuchungen
hervorruft, konnte an dieser Stelle jedoch noch nicht gemacht werden. In einem nichsten Schritt
wurde das BuOH Apolda bei 40 °C und einem Druck von 80 mbar destilliert. Sowohl das Destillat als
auch der fliissige Riickstand wurden daraufthin mittels DC, LC/MS und GC/MS untersucht. Dabei wies
der Riickstand deutlich stirkere Verunreinigungen auf als das Destillat. Es wurde daher entschieden,
den Riickstand mittels Sdulenchromatographie aufzutrennen. Diese ergab neun Fraktionen
unterschiedlicher Zusammensetzung und Reinheit. Bevor weitere Analysen durchgefiihrt wurden,
wurde die Wirksamkeit des Riickstands und seiner Fraktionen in den medizinischen Untersuchungen
getestet. Es stellte sich heraus, dass weder der Riickstand noch eine der Fraktionen eine Wirkung
aufwies. Dadurch geriet das Destillat in den Fokus der Untersuchung und wurde in der Zellkultur
untersucht. Die positive ER-Stress-lindernde Wirkung konnte hier wieder beobachtet werden. In
Abbildung 5.25 sind die Ergebnisse der therapeutischen Behandlung der Zellkulturen mit dem
Riickstand und dem Destillat dargestellt. Fiir das Destillat ist zudem der Verlauf der protektiven
Behandlung abgebildet. In beiden Féllen ist eine signifikante Reduzierung des ER-Stresses durch das
Destillat des BuOH Apolda in den Zellen zu beobachten. Aufgrund der guten Resultate in den Zelltest
wurde das Destillat genauer analysiert. Anhand des 'H-NMR-Spektrums konnte nachgewiesen
werden, dass die Reinheit des Destillats bei >99% lag. Die Substanz, die die positive Wirkung
verursachte, war demnach nur in Spuren im Destillat enthalten. Da verschiedene DC Experimente
unter Verwendung unterschiedlicher Férbereagenzien keine Verunreinigungen im Destillat
nachweisen konnten, fiel die Saulenchromatographie als Trennmethode aus. Im GC/MS-
Chromatogramm waren im Destillat erneute einige Peaks zu erkennen. Da die Substanz zudem bei der
Destillation des Butanols nicht im Riickstand verblieb, wurde versucht, das Destillat iiber eine weitere
Destillation zu Trennen. Mehrere Versuche, sowohl unter Atmosphirendruck als auch unter
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vermindertem Druck, blieben jedoch erfolglos. Die Ahnlichkeit der Substanz mit dem Butanol ist zu
groB3, als das eine Trennung iiber diesen Weg moglich wére.
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Abbildung 5.25 Ergebnisse der therapeutischen Behandlung (oben) der Zellen mit dem Destillat oder
Riickstand des BuOH Apolda und Ergebnisse der protektiven Behandlung (unten) mit dem Destillat.
Mittelwerte + Standardabweichung (n=3). Signifikanzermittlung mit ungepaartem t-Test: * = p<0.05

So blieb letzten Endes nur die Moglichkeit, die Verbindungen im Destillat {iber einen
Datenbankabgleich (MassLib V9.40) der EI-MS-Spektren der GC/MS zu ermitteln. Die GC/MS-
Messung und der Datenbankabgleich wurden durch Dr. Christine Fischer von Leibniz-Institut fiir
Katalyse durchgefiihrt. Einen Uberblick iiber die Substanzen, die von der Datenbank vorgeschlagen
wurden, ist in Tabelle 5.10 zu sehen. Einige Substanz aus dieser Liste schienen mit groBerer
Wabhrscheinlichkeit im Butanol-Destillat vorhanden zu sein. Die Derivate der oxidierten Form des 1-
Butanols, der 1-Buttersdure, und alle Derivate mit n-Butyl-Resten kamen aufgrund ihrer strukturellen
Ahnlichkeit zum 1-Butanol wahrscheinlicher in dessen Destillat vor, als Acetate oder iso- und sec-

Butyl-Verbindungen. Die Ergebnisse der medizinischen Untersuchung dieser Verbindungen stehen
jedoch noch aus.

54



Tabelle 5.10  Substanzen, die nach Datenbankabgleich im BuOH Apolda Destillat enthalten sein
konnten. Ubereinstimmung der Datenbank-Massenspektren mit denen der Probe in Prozent

Substanz (Ubereinstimmung) RT | M (g/mol) | m/z " Probe m/z " Datenbank
131,117,101, 89,| 131,117, 89, 87, 45,
Paraldehyd (97) 6.37 132.16 87, 55,45, 43, 29 43,29, 15
115,101, 87,73, 87,73, 61, 56, 43,
Essigsdure-n-butylester (99) 8.03 116.16 61, 56,43, 41, 29 41,29, 15
Essigsdureisobutylester (90) 8.03 116.16 86,73, 56, 43,29
130, 101, 87, 57, 130, 115, 101, 87,
Di-n-butylether (99) 12.28 130.23 41,29 73,57,41,29
130, 101, 87, 73, 57,
Di-iso-butylether (92) 12.28 130.23 41, 29
n-Butyl-iso-butylether (95) 1228 13023 130, 87,57, 41,29
101, 87,75, 57, 56, 101, 87,75, 57, 56,
Propionsdure-n-butylester (98) 13.42 130.19 41,29 41,29

128,113, 95,69, 142, 127, 113, 95,
2,2,4,6-tetramethyltetrahydro-2H-pyran (64) | 13.48|  142.24| 56,55,43,41,29| 83,69, 56, 41,29
113, 95, 84, 69, 57,

2,5-dipropyltetrahydrofuran (65) 13.48 156.27 56, 55,43,41,29

129, 113, 95, 84, 69,

5,5-dimethyltetrahydro-2H-pyran-2-ol (75) 13.48 130.19 56

2,3-dimethyl-6-(phenylsulfonyl)tetrahydro- 113,95, 69, 41
2H-pyran (64) 13.48 254.34

143,116, 101, 89, | 116, 101, 89, 71, 56,

Buttersdure-n-butylester (99) 16.36 144.21 71, 56,43, 41, 27 43,41, 29, 27

115,101, 89, 71, 57,

Isobuttersdurebutylester (89) 16.36 144.21 56, 43, 41

116, 101, 89, 71, 56,

Buttersdure-sec-butylester (98) 16.36 144.21 43,41, 29, 27

159, 145, 129, 103, 159, 129, 103, 73,

Butyraldehyd Dibutyl Acetal (97) 22.20 202.3 73,57, 55,41, 29 57,55,41,29

5.1.3 Zusammensetzung und biologische Aktivitit weiterer Pflanzenextrakte

Die Extrakte der Sanddornbeeren wiesen leider keine nennenswerte Wirkung in den medizinischen
Untersuchungen auf. Daher wurden Vollextrakte anderer Pflanzenteile des Sanddorns und
verschiedener anderer Pflanzen hergestellt. Diese wurden anschlieend auf ihre Inhaltsstoffe analysiert
und auf ihre Wirkung im Zellsystem getestet.

Zusammensetzung der Sanddornrinde und -bldtter Extrakte

Die Bldtter und Rinde des Sanddorns wurden vor ihrer Extraktion im Trockenofen bei 60 °C
getrocknet. Die Extraktion erfolgte mit Wasser und Ethanol (80%). Die Feststoffgehélter fielen fiir
beide Pflanzenteile geringer aus, als es fiir die Beeren der Fall war. So wurden aus den Blittern
10.2 mg/ml mit Wasser und 3.9 mg/ml mit Ethanol (80%) extrahiert. Die Wurzeln wiesen im
wissrigen Extrakt ein FG von 12.8 mg/ml und im ethanolischen Auszug ein FG von 6.0 mg/ml auf.
Auffillig ist hierbei, dass die FG der Wasserextrakte hoher sind als die der Ethanolextrakte. Dies war
fiir die Sanddornbeeren genau umgekehrt der Fall. Der FG des wissrigen Extraktes lag bei 17.9 mg/ml
und der des Ethanolextraktes bei 27.2 mg/ml. Der Anteil an unpolareren Substanzen war in den
Blattern und der Rinde demnach geringer als in den Beeren.
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Abbildung 5.26 Base Peak Chromatogramme der Extrakte der Sanddornblétter

Die JCD ermittelte im wéssrigen Extrakt der Sanddornblétter weniger Substanzen als im ethanolischen
Extrakt. So wurden nur (-) 80 bzw. (+) 36 Verbindungen in den Chromatogrammen des
Wasserextraktes entdeckt, wahrend im Ethanolextrakt (-) 112 bzw. (+) 63 Substanzen detektiert
wurden. Es wurden jedoch in beiden Extrakten einige Derivate des Isorhamnetins und des Quercetins
nachgewiesen. Die Glycoside dieser Flavonoide 16sen sich jedoch besser im wissrigen und treten dort
verstdrkt auf. In den Chromatogrammen sind viele kleine Signale zu erkennen (Abbildung 5.26). Im
wissrigen Extrakt treten diese vermehrt zwischen RT 2.0-12.0 min auf. Die starken Peaks organischer
Séuren, wie sie in den Sanddornbeeren vor allem im (-) Chromatogramm zu Beginn auftraten, sind in
den Bléttern nicht mehr vorhanden. Dagegen sind im (+) Chromatogramm des wissrigen Extrakts
starke Peaks zu spdteren RT zu finden. Im Ethanolextrakt (80%) ist das Bild &hnlich, jedoch wurden
hier noch mehr Verbindungen zwischen RT 15.0-30 min gefunden. Die m/z Werte in diesen Bereichen
der Chromatogramme lieferten keine Ubereinstimmungen mit in der Literatur fiir Sanddornblitter
beschriebenen Substanzen. Die Vermutung liegt nahe, dass es sich um gut in Wasser und Ethanol
16sliche Tannine handeln konnte, da die gefundenen m/z Werte im Bereich der Molekiilmassen dieser
Substanzen bei 500 — 1500 liegen. Michel et al. (2012) konnten in den Bléttern, Samen, Wurzel und
Asten des Sanddorns bereits Tannine nachweisen.'** Die Strukturen der Tannine wurden dabei jedoch
nicht aufgeklart. Die in Tabelle 5.11 aufgelisteten Substanzen wurden in beiden Extrakten der
Sanddornblétter entdeckt.
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Tabelle 5.11 Identifizierte Substanzen aus den Extrakten der Sanddornblétter

Bestimmte Struktur RT |m/z"|m/z" | M (g/mol) |Referenzen
trans p-coumaric acid 2.9 163 1642 | %
Isorhamnetin 3-O-Dihexosid 40| 663| 640 640.6 | '
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid-7-O-Glucosid 4.1 785 786.7 | 18
Kaempferol 3-O-Glucosid 4.2 448 4485 |0
Quercetin 3-0O-Glucosid-7-O-Rhamnosid 52| 633| 610 610.5 | 8150
Isorhamnetin 3-O-Glucosid-7-O-Rhamnosid™ 6.1| 647| 624 624.5 | 18150
Quercetin 3-O-Rutinosid® 63| 633| 610 610.5 | 18150149
Quercetin 3-O-Galactosid 6.5| 487| 464 464.4 | 1918150
Isorhamnetin 3-O-Rutinosid™ 73| 647| 624 624.5 | 18150

Die Extrakte der Sanddornrinde weisen deutlich weniger Verbindungen auf als die Extrakte der
Sanddornblétter. Die JCD ermittelte hier nur (-) 36 bzw. (+) 34 im wissrigen und (-) 30 bzw. (+) 81
Substanzen im ethanolischen Extrakt. Auffillig ist die relativ hohe Zahl an detektierten Verbindungen
im (+) Chromatogramm des Ethanolextraktes (Abbildung 5.27). Hier zeigen sich vor allem im Bereich
von RT 13.0-24.0 min viele Peaks. Die m/z liegen, genau wie in den Chromatogrammen der Blétter,
vermehrt im Bereich zwischen 500 und 1500. Es kdnnte sich demnach auch hier um Tannine handeln.
Zu fritheren RT sind nur wenige Substanzen zu finden und es wurden in allen Chromatogrammen der
beiden Extrakte keine Ubereinstimmungen mit Literaturdaten gefunden. Die Rinde des Sanddorns ist
zwar wesentlich weniger untersucht worden als Beeren und Blétter, jedoch gibt es einige Quellen, die

Alkaloide, Phytosterine und Proanthocyanidine in der Rinde nachweisen konnten."”'"'>?
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Abbildung 5.27 Base Peak Chromatogramme der Extrakte der Sanddornrinde
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Untersuchung der Extrakte der Sanddornbldtter und -rinde auf ihre Wirkung beziiglich ER-
Stresses

Die Extrakte der Sanddornrinde und der Sanddornblitter wiesen in den chemischen Untersuchungen
deutliche Unterschiede in ihrer Zusammensetzung auf. Die Inhaltsstoffe unterschieden sich auch von
denen der Sanddornbeeren. In den medizinischen Untersuchungen wurde jedoch erneut keine ER-
Stress reduzierende Wirkung festgestellt. In Abbildung 5.28 sind die Fluoreszenzwerte der Zellen nach
48 h Versuchsdauer sowohl fiir die therapeutischen als auch protektiven Behandlungen dargestellt.
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Abbildung 5.28 Ergebnisse der therapeutischen und protektiven Behandlung der Zellkultren mit Extrakten der
Sanddornrinde und -bldtter nach 48 h. Mittelwerte + Standardabweichung (n=3). Signifikanzermittlung mit
ungepaartem t-Test: * = p<0.05

Es ist gut zu erkennen, dass keines der Extrakte in den Experimenten eine signifikante Reduzierung
des ER-Stresses bewirken konnte.

Einige Substanzklassen, die in vorherigen Studien vielversprechende Resultate in Bezug auf die
Linderung von ER-Stress zeigten, wurden in den verschiedenen Teilen des Sanddorn nachgewiesen
und teilweise isoliert. Eine positive Wirkung wurde in den Zellkulturtests jedoch nicht beobachtet.
Eventuell verhindern einige Inhaltsstoffe des Sanddorns den lindernden Einfluss anderer Substanzen,
wodurch die Extrakte als Ganzes keine positive Wirkung erzielen konnten. Es ist demnach nicht
génzlich auszuschliefen, dass einer der Inhaltsstoffe eine ER-Stress reduzierende Wirkung besitzt,
jedoch wurde fiir weitere Untersuchungen auf Bestandteile des Sanddorns verzichtet.
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Zusammensetzung der Apfelbeeren Extrakte

Die Apfelbeeren wiesen eine dunkel lila bis schwarze Farbe auf. Die kleinen apfelférmigen Beeren
weisen aber nicht nur duBlerlich starke Unterschiede zu den Sanddornbeeren auf, ihre chemische
Zusammensetzung weicht recht deutlich von der des Sanddorns ab. Wahrend im Sanddorn vermehrt
das Flavonoid Isorhamnetin und dessen Glykoside vorkamen, finden sich in den Friichten der
Apfelbeere vor allem Derivate des Quercetins. Die dunkel lila Farbung ist auf das Vorhandensein von
Anthocyanen zuriickzufiihren. Insbesondere das Cyanidin und dessen Glykoside spielen hier eine
grof3e Rolle. Einige Verbindungen wie zum Beispiel Zucker und organische Siuren lassen sich in den
Extrakten beider Friichte nachweisen.
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Abbildung 5.29 Base Peak Chromatogramme der Apfelbeeren Extrakte

Es wurden zwei Extrakte aus den getrockneten Apfelbeeren hergestellt. Das wissrige Extrakt wies
dabei einen etwas geringen Feststoffgehalt von 7.7 mg/ml auf als das Ethanolextrakt (80%) mit
13.7 mg/ml. Es ist somit auch wenig tiberraschend, dass die JCD deutlich weniger Substanzen fiir das
Wasserextrakt ermittelte als fiir das Ethanolextrakt (80%). Es wurden (-) 19 bzw. (+) 26 Substanzen
im wéssrigen und (-) 55 bzw. (+) 48 im ethanolischen Extrakt detektiert. Im vorderen Bereich der
Chromatogramme beider Extrakte sind nur wenige Unterschiede auszumachen und diese liegen vor
allem in der Intensitit einzelner Verbindungen (Abbildung 5.29). Im RT Bereich von 15-20 min ist der
Unterschied zwischen den beiden Extrakten im (+) Chromatogramm deutlich zu erkennen. Die hier
vorkommenden Substanzen sind nur im ethanolischen Extrakt zu finden. Thre m/z Werte liegen zum
groften Teil zwischen 700 und 1600. Ein Vergleich mit in der Literatur bekannten Inhaltsstoffen ergab
in diesem Bereich keine Ubereinstimmungen. Eine Ubersicht iiber die identifizierten Verbindungen in
den Extrakten ist in Tabelle 5.12 zu sehen.
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Tabelle 5.12  Identifizierte Substanzen aus den Extrakten der Apfelbeeren (x = im Extrakt enthalten)
Bestimmte Struktur RT |m/z" |m/z" |M (g/mol) | Wasser |Ethanol |Referenzen
Apfelsiure® 23 133 134.1 X
Sorbitol 2.4 181 182.2 X 154
Apfelsiduremethylester 2.5 149 148.1 X 155
Zitronensaure® 2.5 191 192.1 X X 154
Ethyl 2-[(3,4-dihydroxybenzoyloxy)-4,6-
dihydroxyphenyl] Acetat 2.6| 349 348.3 X X 155
Cyanidin 29| 287 287.3 X 156
Cyanidin 3-O-Arabinosid/Xylosid 29| 419 419.4 X 156-158
Cyanidin 3-O-Glucoside/Galactosid 33| 449 449.4 X X 156-158
Cyanidin 3-O-Arabinosid/Xylosid 3.7 419 419.4 X X 158,157,156
Quercetin 3-O-Rutinosid® 6.4| 633 610.5 X X 159,155

Zusammensetzung der Kornelkirschen Extrakte

Die getrockneten Kornelkirschen wurden mit Wasser und Ethanol extrahiert. Der FG des wéssrigen
Extraktes betrug 4.9 mg/ml, der FG des Ethanolextraktes 9.9 mg/ml. Der hohere FG des ethanolischen
Extraktes spiegelt sich auch in den durch die JCD ermittelten Substanzen wider. Wéhrend im
Wasserextrakt (-) 21 bzw, nur (+) 4 Verbindungen erkannt wurden, waren es im Ethanolextrakt (-) 57

bzw. (+) 48 Stoffe. In der Kornelkirsche scheinen demnach vermehrt unpolarere Substanzen enthalten
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Abbildung 5.30 Base Peak Chromatogramme der Kornelkirschen Extrakte

60



Auf den Chromatogrammen in Abbildung 5.30 ist gut zu sehen, dass im wéssrigen Extrakt die Signale
nicht {iber die RT 7.0 min hinausgehen. Auffillig ist auch die geringe Intensitit der Signale im
(+) Chromatogramm. Der Anteil der hier detektierten Substanzen am gesamten Extrakt scheint sehr
gering auszufallen. Ganz anders ist das Bild fiir das Ethanolextrakt. Die Intensitdten liegen fiir beide
Scan Modi in einem &dhnlichen Bereich und besonders im (+) Chromatogramm sind Signale bis zur RT
26.0 min zu erkennen. Der gréfite Peak in den (-) Chromatogrammen beider Extrakte zur RT 2.7 min
konnte der Apfelsiure zugeordnet werden. Zudem wurde in beiden Extrakten die Weinsdure und
Zitronensdure nachgewiesen. Die dunkelroten Kornelkirschen weisen genau wie die Apfelbeeren
einige Anthocyane in ihrer Zusammensetzung auf. Neben Glycosiden des Cyanidins wurden in den
Kornelextrakten auch Derivate des Pelargonidins entdeckt.

OH
HO

HO

OH

Cornusid Morroniside

Abbildung 5.31 Zwei Iridoide, die als Inhaltsstoffe in der Kornelkirsche vorkommen

Besonders interessant ist jedoch das Vorkommen der Iridoide Morronisid und Cornusid (Abbildung
5.31) in den Kornelkirschen. Diese sekundidren Pflanzeninhaltsstoffe kommen in keinem der anderen
Pflanzenextrakte vor. Fiir Pflanzen der Gattung Hartriegel (Cornus) ist das Auftreten dieser
Substanzklasse bekannt.'® Iridoide dienen in der Natur zur Abwehr von Fressfeinden und die
Aglycone besitzen eine starke biologische Wirkung. In Tabelle 5.13 sind alle Substanzen aufgelistet,
welche in den Extrakten der Kornelkirsche detektiert wurden.

Tabelle 5.13 Identifizierte Substanzen aus den Extrakten der Kornelkirschen

Bestimmte Struktur RT |m/z" |m/z" |M(g/mol) | Wasser Ethanol Referenzen
Morronisid 23 405.5 406.4 X X ol
D-Glucose 2.4 179.1 180.2 X 1oz
4-Acetoxy-5, 2', 4', 6',-

pentahydroxy-3-methoxychalcone 24| 398.6 376.1 X X 102
Weinséure 2.6 149.3 150.1 X X 163
Cyanidin 3-O-Hexosid 26| 449.1 449.4 X 164.160
Zitronensdure® 2.6 191.0 192.1 X X 163
Apfelsiure 2.7 133.3 134.1 X X 163
Cyanidin 3-O-Hexosid 33| 449.1 449 .4 X X 164160
Pelargonidin 3-O-Hexosid 37| 433.1 433.4 X X 160164
Aromadendrin 7-O-Glucosid 5.7 4495 450.4 X 164
Quercetin 3-O-rutinoside® 6.9 609.2 610.5 X X te4
Cornusid 7.0 541.8 542.5 X X 160.163
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Untersuchung der Extrakte der Apfelbeere und Kornelkirsche auf ihre Wirkung beziiglich ER-
Stresses
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Abbildung 5.32 Ergebnisse der therapeutischen Behandlung der Zellen mit dem ethanolischen Apfelbeeren-
und wissrigen Kornelkirschenextrakt. Mittelwerte + Standardabweichung (n=2)

Die Inhaltsstoffe der Apfelbeere und der Kornelkirsche bewirkten leider auch nicht die erhoffte
Reduzierung des ER-Stresses in den Zelluntersuchungen. In Abbildung 5.32 sind die Verldufe der
therapeutischen Behandlung der Zellen mit dem ethanolischen Aronia- und dem wissrigen
Kornelkirschenextrakt dargestellt. Wie schon zuvor beobachtet, verlduft die Kurve nach der
Behandlung in dhnlicher Weise, wie die der nur mit TM behandelten Zellen. Eine Reduktion des ER-
Stresses ist nicht zu erkennen. Eventuell wiirde eine Fraktionierung der Extrakte ein wirksames
Stoffgemisch ergeben, dessen Wirkung im Vollextrakt durch andere Inhaltsstoffe unterdriickt werden
konnte.
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5.2 Sublimation als Technik zur Anreicherung, Identifizierung und Isolierung
der Inhaltsstoffen von Friichten

Zu Beginn der Untersuchungen wurden zunéchst die Sublimate der getrockneten Beeren verschiedener
Sanddornsorten miteinander verglichen und einige relevante Marker-Verbindungen identifiziert.
Marker-Substanzen sind Inhaltsstoffe, die in jeder der Sorten vorkommen und die somit den
chemischen Fingerabdruck der Sanddornbeere bilden. Danach wurden die Sublimate der Friichte der
Apfelbeere, des Gemeinen Bocksdorns und der Kornelkirsche hergestellt und das Vorkommen der
zuvor bestimmten Marker tiberpriift. SchlieSlich wurden die Inhaltsstoffe verschiedener Extrakte der
Habego-Sanddornbeeren und deren Sublimate miteinander verglichen und zusétzliche Marker-
Substanzen nachgewiesen.

Im zweiten Teil wurden die Beeren der Sanddornsorte Habego aus dem Jahr 2018 (HBG-II) mehrfach
einer Sublimation unterzogen und die vereinten Sublimate im Anschluss durch eine
Saulenchromatographie aufgetrennt. Die Fraktionen wurden mittels verschiedener analytischer
Methoden untersucht und die Strukturen einiger Inhaltsstoffe wurden aufgeklart.

5.2.1 Anwendung der Sublimation zur Anreicherung und Identifizierung von Marker-
Substanzen in Friichten und Extrakten

Dieser Teil der Arbeit wurde zur Veroffentlichung bei ,,Food Analytical Methods* eingereicht und
befindet sich derzeit unter Revision.

Im Folgenden werden die MS-Ergebnisse der Pflanzen nur fiir den negativen Scan-Modus diskutiert.
Der positive Scan-Modus zeigt dhnliche, aber weniger Peaks, die zur Auswertung genutzt werden
konnen (Anhang, Abbildung 8.5). Er wird daher nicht weiter diskutiert. Alle Chromatogramme werden
im Base Peak Modus dargestellt.

Sublimation von Substanzen aus Sanddornbeernpulver

Vier verschiedene Arten von Sanddornbeeren wurden zunéchst einer Sublimation unterzogen und
anschliefend die Zusammensetzung der Sublimate miteinander verglichen. Es handelte sich um die
Sorten Habego (HBG-II), die 2018 geerntet wurde, Otradnaja (OTR), Trofimovskaja (TRO) und eine
Sorte aus den Alpen (ALP). Die Chromatogramme sind in Abbildung 5.33 zu sehen.
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Abbildung 5.33 Base Peak Chromatogramme der Sanddornpulver-Sublimate. Die vier untersuchten Sorten
zeigen ein dhnliches Peak-Muster

Bei jeder verwendeten Sorten konnten Besonderheiten in ihrer Zusammensetzung entdecken werden,
die sie von den anderen unterschied. So wurden in den Sorten HBG, OTR und ALP spezifische
Massen entdeckt, die ausschlieBlich in ihren Sublimaten zu finden waren (Anhang, Abbildung 8.6,
Abbildung 8.7, Abbildung 8.8, Abbildung 8.9). Die Sorte TRO unterschied sich von den anderen Sorten
hauptsichlich dadurch, dass m/z Werte, die in jeder der anderen Sorten vorkam, in der TRO nicht
nachgewiesen wurden (Anhang, Abbildung 8.9). Die Auswertung der Chromatogramme ergab
schlieBlich fiir jede Sorte eine spezifische Zusammensetzung. In Tabelle 5.14 sind alle Massen
aufgefiihrt, die eine qualitative Unterscheidung zwischen den vier Sanddornarten ermdglichen.
Natiirlich gibt es auch Uberschneidungen zwischen den Arten, aber die Anteile bestimmter Substanzen
in den Pflanzen variieren. Beispielsweise erscheinen in jedem Chromatogramm drei Hauptpeaks im
Zeitbereich von 17-19 min, die sich jedoch in der Intensitit unterscheiden. Griinde fiir diese
Variationen konnen neben dem Unterschied in der Sorte auch unterschiedliche Reifegrade, Wetter-
und andere Umwelteinfliisse sein. Es wurden auch einige kleine Intensitdtsunterschiede bei den frith
im Chromatogramm auftretenden Substanzen zu einer RT von zwei bis drei Minuten festgestellt.
Peaks zwischen den RT 12-16 min zeigen ebenfalls Unterschiede in ihren Intensitéten, jedoch
unterscheidet sich die ALP nicht so sehr von den anderen Sorten, wie es auf den ersten Blick
erscheinen mag (Anhang, Abbildung 8.10).
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Tabelle 5.14  Spezifische m/z, die in den Chromatogrammen der Sanddornsublimate von HBG,
OTR und ALP gefunden wurden. Einige Massen, die bei all diesen Sorten auftraten, wurden im
Chromatogramm des Sublimats der TRO nicht nachgewiesen (n.d.)

HBG TRO
RT m/z RT m/z
2.8 413 28 nd 577
5.5 119 46 nd 232
5.5 165 46 nd 300
OTR 46 nd 362
RT m/z 72 nd 203
15.2 368 162  nd 297
15.2 383 162 nd 333
15.2 384 170 nd. 225
ALP 170 nd 227
RT m/z 257 nd 423
16.6 223
16.6 337
19.5 311

Abgesehen von den Unterschieden waren besonders die Ahnlichkeiten zwischen den Sublimaten von
Interesse. Ist es moglich, durch die Sublimation bestimmte Marker-Substanzen einer Pflanze zu
erhalten, um ihre Identitit unabhéngig von ihrer genauen Sorte zu bestimmen? Tabelle 5.15 zeigt eine
Liste von Verbindungen, die in den Sublimaten aller in dieser Studie untersuchten Sanddornbeeren
gefunden werden konnten. Nach qualitativer Analyse der Chromatogramme und der zugehorigen
Massenspektren wurden diese Substanzen als Marker-Verbindungen definiert, die standardmifig in
den Sublimaten von Sanddornbeeren vorkommen. Diese Annahme wird durch die Tatsache gestiitzt,
dass vier Sanddornbeerensorten untersucht wurden, die in den Jahren 2017 und 2018 geerntet wurden.
Voraussetzung fiir die Aufnahme der Substanzen in Tabelle 5.15 war die Uberschreitung der
Nachweisgrenze in jedem der zwdlf Sublimate (drei Sublimationen pro Sorte), die aus den
Fruchtpulvern gewonnen wurden. Nach den Richtlinien der ICH (International Conference on

Harmonisation) wurde dies durch visuelle Auswertung iiberpriift.'®

Tabelle 5.15  Marker-Substanzen, die in jedem Sublimat der untersuchten Sanddornpulver gefunden
wurden. Die meisten der Substanzen konnten nach Vergleich der m/z Werte mit Literaturdaten und
Standardmessungen nicht identifiziert (n.i.) werden. 27 (*) dieser Marker erwiesen sich nach
Vergleich mit anderen Fruchtsublimaten als spezifisch fiir den Sanddorn

ID RT Strukturzuweisung M (g/mol) m/z References
1 2.0 | Fumarséure 116.07 115

2 2.0 | Apfelsiure 134.09 133 | 2
3 2.0 | (+)-Catechin 290.27 289 | 12012
4 2.0 | n.i. 333

5 2.1 | n.i. 158

6 2.1 | ni. 159

7* 2.1 | n.i. 175

8 2.1 | ni. 186

9 2.1 | n.i. 245

10 2.1 | ni. 291
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ID | RT Strukturzuweisung M (g/mol) m/z References

11 22 | ni. 231

12 22 | ni. 298

13 22 | ni. 327

14 23 | ni. 163

15 23 | ni. 203

16 23 | ni. 289

17 24 | ni. 129

18% 2.8 | ni. 179

19 2.8 | ni. 381

20% 3.3 | ni. 171

21% 12.9 | n.i. 218

22% 12.9 | n.i. 246

23% 13.8 | n.i. 218

24% 13.8 | n.i. 233

25% 14.2 | n.i. 188

26% 14.2 | ni. 217

27% 14.2 | n.i. 232

28% 14.2 | ni. 260

20% 14.2 | n.i. 275

30% 14.5 | ni. 216

31% 14.5 | n.i. 244

32% 14.5 | ni. 259

33% 14.7 | n.i. 246

34% 14.7 | ni. 274

35% 14.7 | n.i. 289

36% 15.0 | n.i. 219

37% 15.0 | n.i. 230

38% 15.0 | n.i. 245

39% 15.7 | n.i. 197

40* 15.7 | n.i. 265

41%* 15.7 | n.i. 327

42% 16.9 | n.i. 381

43 17.0 | Hexadecadiensiure 252.39 251 | 12

44%* 17.0 | n.i. 271

45% 17.0 | n.i. 319

46 17.4 | Linolensdure 278.43 277 | 131

47 17.4 | Palmitoleinsiure 254.41 253 | 126.166.131.133,132

48 17.8 | Palmitinsiure 256.43 255 | 126:166.133.13L.132,
167

49 17.8 | Linolsdure 280.45 279 | 126131133152

50 18.2 | cis-Vaccensiure 282.46 281 | 1PHILII66126

51 18.2 | n.i. 349

52 18.2 | n.i. 586

Einige der Naturstoffe, die in den Sublimaten des Sanddorns gefunden wurden, sind durch einen
Vergleich der MS-Fragmente mit Literaturdaten und anschlieBend durch Standardmessungen
identifiziert worden. Dabei handelt es sich um primére Metaboliten, die in den meisten Pflanzen
gefunden werden kénnen. Dazu gehoren sowohl kleine organische Siuren wie die Apfelsiure als auch
Fettsduren wie die Palmitinsdure. Die meisten Massen, die in den Sublimaten der Sanddornsorten
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gefunden wurden, sind jedoch bisher in der Literatur nicht beschrieben worden. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass es sich dabei um bisher unbekannte sekundire Pflanzeninhaltsstoffe des
Sanddorns handelt. Diese Entdeckung ist aus mehreren Griinden interessant. Zum einen konnte hiermit
gezeigt werden, dass durch die Sublimation bisher unbekannte Naturstoffe aus Pflanzenmaterial
gewonnen werden kdnnen. Zum anderen konnte es sich um sekundire Pflanzeninhaltsstoffe handeln,
welche spezifisch in Sanddornbeeren vorkommen und damit eine eindeutige Identifizierung der
Beeren ermoglichen.

Sublimation von Substanzen aus Friichtepulvern der Apfelbeere, des Gemeinen Bocksdorns
und der Kornelkirsche

Um festzustellen, ob die vorher bestimmten Marker-Substanzen lediglich in den Sanddornbeeren
vorhanden sind, wurden Sublimate aus den Friichten der Apfelbeere, des Gemeinen Bocksdorns und
der Kornelkirsche hergestellt. Die Zusammensetzung der Sublimate wurde darauthin mit den Marker-
Verbindungen verglichen. Schon ein kurzer Blick auf die Chromatogramme in Abbildung 5.34 zeigt,
dass es einige Unterschiede in der Zusammensetzung der verschiedenen Sublimate gibt.
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Abbildung 5.34 Base Peak Chromatogramme der verschiedenen Friichtepulver-Sublimate

Auffillig ist, dass im Chromatogramm des Bocksdornbeerensublimats nur ein sehr kleiner Peak im
Bereich von 24 min zu sehen ist. Die anderen Friichte besitzen dhnliche Peaks in diesem Bereich, nur
der Sanddorn zeigt einen zusétzlichen Peak bei RT 2.8 min. Ein Vergleich der Massenspektren in
diesem schlecht aufgeldsten Teil des Chromatogramms verstarkt den ersten Eindruck beim Betrachten
der Diagramme. Die Kornelkirsche, die die groBte Peakfliche mit dem Sanddorn gemeinsam hat,
weist in diesem Retentionszeitraum ebenfalls viele der gleichen Massen auf. Auch die Apfelbeere
weist eine groBe Ahnlichkeit mit dem Sanddorn auf. Nur die Bocksdornbeeren unterscheiden sich
bereits in diesem Bereich recht stark von letzterer (Tab. 5.16). Die groBte Ahnlichkeit mit dem
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Sanddorn zeigt die Kornelkirsche, welche 20 der 52 Marker des Sanddorns aufweist. Es folgen die
Apfelbeere mit 18 und der Bocksdorn mit 16 Ubereinstimmungen. Insgesamt verbleiben 27
spezifische Marker fiir den Sanddorn. Jede der sublimierten Pflanzen hat in ihrem Chromatogramm
spezifische Peaks, die in den anderen nicht vorkommen. Im Chromatogramm der Bocksdornbeere
finden sich diese circa bei den RT 5 und 20 min, im Falle der Kornelkirsche bei 8 min, im Falle der
Apfelbeere bei 9 min und im Falle des Sanddorns zwischen 10-15 min. Der Vergleich der MS-
Spektren zeigt bis zur 17. Minute keine weiteren Ubereinstimmungen zwischen den Sanddornbeeren
und den anderen Friichten. Die Hauptbestandteile aller Sublimate sind verschiedene Fettsduren, die im
Bereich von RT 17 - 19 min nachgewiesen wurden. Die Menge unterscheidet sich je nach Pflanze, so
konnte z. B. Palmitoleinsdure nur im Sanddorn und Bocksdorn nachgewiesen werden.

Tabelle 5.16 Marker-Substanzen des Sanddorns, die in der Apfelbeere, der Bocksdornbeere und der
Kornelkirsche vorhanden (x) sind

RT m/z Apfelbeere Bocksdornbeere Kornelkirsche
2.0 115 X X
2.0 133 X X X
2.0 289 X X
2.0 333 X X
2.1 291 X
2.1 158 X X
2.1 159 X X
2.1 186 X X X
2.1 245 X X X
2.2 231 X X X
2.2 298 X X
2.2 327 X X
2.3 163 X X
2.3 203 X
2.3 289 X X
2.4 129 X X
2.8 381 X

17.0 251 X
17.4 277 X X X
17.4 253 X
17.8 255 X X X
17.8 279 X X X
18.2 281 X X X
18.2 349 X X X
18.2 586 X X

Nachdem die Chromatogramme und MS-Spektren der Sublimate miteinander verglichen wurden,
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die direkte Sublimation von Substanzen aus getrocknetem
Pflanzenmaterial es ermoglicht, spezifische Marker-Verbindungen zur Bestimmung der Identitét einer
Pflanze zu erhalten.
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Sublimation von Substanzen aus Sanddornbeerenextrakten

Pflanzenbestandteile werden vor der Weiterverarbeitung oft extrahiert. Sanddorn findet sich zum
Beispiel in vielen Cremes, Salben und anderen kosmetischen Artikeln wieder, die zu ihrer Herstellung
verschiedene Arten von Pflanzenextrakten bendtigen.'®® Aus diesem Grund wurden verschiedene
Extrakte aus Sanddornbeeren (HBG-II) einer Sublimation unterzogen. Fiir die Extraktion wurden

Losungsmittel verschiedener Polarititen, ndmlich Wasser, Methanol,

Siedepunkte. Je 10 g Sanddornbeerenpulver wurden pro Extraktion verwendet.

Tabelle 5.17  Extraktionsmittel, -temperatur und Trockengewicht der Sanddornextrakte, die durch

Ultraschall- und Mikrowellenextraktion hergestellt wurden

1-Butanol, Ethylacetat,
Chloroform und Toluol, gewéhlt. Die Extraktionstemperaturen variierten aufgrund unterschiedlicher

Extraktionsmittel Extrakt Trockengewicht (g) Extraktionstemperatur (°C)

Wasser 5.1 80
Methanol 5.1 60
1-Butanol 4.6 80
Ethylacetat 2.9 60
Chloroform 2.8 60
Toluol 2.8 80

Wie erwartet, waren die Zusammensetzungen der Extrakte unterschiedlich. Dies ist sowohl aus den

Trockengewichten als auch aus den Chromatogrammen der Extrakte in Abbildung 5.35 ersichtlich.
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Abbildung 5.35 Base Peak Chromatogramme der unterschiedlichen HBG-II Extrakte
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Polare Losungsmittel wie Wasser oder Methanol 16sen Substanzen wie kleine organische Séuren,
Flavonoide, Zucker und deren Kombinationen viel besser als unpolare Losungsmittel wie Chloroform
oder Toluol. Da diese Verbindungen im Sanddorn in hohem Malle vorhanden sind, haben diese
Extrakte damit die hochsten Trockengewichte. Die Chromatogramme der unpolaren Extrakte zeigen
stirkere Peaks im Bereich zwischen RT 10-30 min. In diesem Bereich liegen hauptsiachlich Peaks von
Phytosterinen, Fettsduren und Carotinoiden. Neben den offensichtlichen Unterschieden zwischen
polaren und unpolaren Extrakten gibt es in jedem Extrakt Peaks, die in den anderen nicht auftreten.
Diese, in Kombination mit allen anderen in den Extrakten gefundenen Substanzen, liefern einen
einzigartigen Fingerabdruck fiir die Pflanzenextrakte. Mit diesem Aspekt im Hinterkopf wurden die
Trockenextrakte zur Sublimation verwendet. Das die Wahl des Losungsmittels die Zusammensetzung
der Extrakte bestimmt, ist auch in den Chromatogrammen der Sublimate in Abbildung 5.36 deutlich zu

sehen.
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Abbildung 5.36 Base Peak Chromatogramme der Sublimate der Sanddornbeerentrockenextrakte

Jedes Sublimat enthilt in seinem Chromatogramm weniger Peaks im Vergleich zum verwendeten
Trockenextrakt (Abbildung 5.35). Da viele Substanzen aufgrund ihrer niedrigen Dampfdriicke nicht
sublimiert werden konnen, war dies zu erwarten. So fehlen in den Sublimaten z. B. jegliche
Zuckerverbindungen und ein hoher Anteil an unpolaren Substanzen, die in den Chromatogrammen der
weniger polaren Extrakte im Bereich zwischen RT 10-30 min auftreten. Fettsduren hingegen sind
Hauptbestandteile in den Sublimaten der organischen Losungsmittelextrakte und zeigen die grofBten
Peaks im Bereich zwischen RT 17-19 min. In den Extrakten sind sie neben den groBeren Signalen
anderer Verbindungen kaum wahrnehmbar und machen nur einen geringen Teil der Zusammensetzung
aus (Anhang, Abbildung 8.11). Die hohere Reinheit ist besonders niitzlich, wenn Substanzen aus den
Sublimaten isoliert werden sollen. Die vergleichsweise geringe Anzahl von Verbindungen erleichtert
die chromatographische Trennung der Inhaltsstoffe. Gleichzeitig ist es immer noch mdglich, jedes der
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Sublimate zu unterscheiden. Die Massenspektren der jeweiligen Chromatogramme wurden untersucht,
so dass fiir jedes Extrakt-Sublimat eigene Marker-Substanzen definiert werden konnten (Anhang,
Tab. 8.3). Von besonderem Interesse sind in diesem Zusammenhang die Verbindungen, die nur in
einem der Sublimate vorkommen. Diese lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe
besteht aus Verbindungen, die auch in den Trockenextrakten nachgewiesen werden konnen.
Dementsprechend dienen diese als Marker-Verbindungen sowohl fiir die Sublimate der Extrakte als
auch fiir die Extrakte selbst. Bei der Extraktion von Sanddorn mit Alkoholen entstehen z. B.
Apfelsdureester. Diese Ester sind sowohl im Sublimat der Extrakte (Abbildung 5.37) als auch im
Extrakt selbst vorhanden. Diese Esterbildung ist zum einen hilfreich, weil sie zur Identifizierung
dieser Extrakte beitrdgt. Zum anderen ist in ihr ein genereller Nachteil der Extraktion zu erkennen, da
die Reaktion mit Losungsmitteln die Inhaltsstoffe veréndert.
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Abbildung 5.37 XIC (m/z 147 fir Methanol, m/z 189 fiir 1-Butanol) und entsprechende MS-Spektren der
gebildeten Apfelsiureester

Marker-Substanzen, die sowohl in den Extrakten als auch in den Sublimaten der Extrakte vorkommen,
wurden fiir alle Losungsmittel mit Ausnahme von Wasser gefunden (Tabelle 5.18).

Die meisten der Marker-Substanzen, die in den Sublimaten der Trockenextrakte gefunden wurden,
konnten jedoch in den Extrakten nicht nachgewiesen werden (Tabelle 5.19). Dies kann mehrere
Griinde haben. Erstens ist die Konzentration einiger Verbindungen in den Extrakten so gering, dass sie
mittels MS nicht nachgewiesen werden konnen. Bei der Sublimation hingegen konnen diese
Verbindungen am Kiihlfinger angereichert werden, wéhrend viele andere Substanzen im Extrakt
verbleiben. Da der Kiihlfinger nur mit einer geringen Menge Losungsmittel gespiilt wird, ist die
Konzentration der sublimierten Substanzen im Vergleich zum Extrakt relativ hoch und ihr Nachweis
moglich.
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Tabelle 5.18 Marker-Substanzen der Trockenextrakte und ihrer Sublimate

Methanol Ethylacetat Toluol
RT m/z RT m/z RT m/z
2.4 147 2.2 271 2.3 173
2.6 289 24 259
1-Butanol Chloroform 9.3 204
RT m/z RT m/z 9.3 219
2.6 186 2.4 195 9.3 331
2.8 127 3.5 161 11.2 231
54 385 11.2 249
8.5 219 11.8 248
12.3 287
15.6 271
15.8 295
16.2 365
16.9 269

Ein weiterer Grund konnte auf die geringe thermodynamische Stabilitdt einiger Inhaltsstoffe des

Sanddorns zuriickzufithren sein. Durch die zugefiihrte Warme und das Hochvakuum konnten diese

Substanzen zersetzt und die Produkte dieser Prozesse auf dem Kiihlfinger abgelagert werden.

Unabhingig davon, welcher Fall zutrifft, sind diese und die meisten anderen Verbindungen, die durch

Sublimation aus den Trockenextrakten gewonnen werden, von groflem Interesse.

Tabelle 5.19 Marker-Substanzen der Trockenextrakt-Sublimate, die in den Extrakten nicht

vorkamen
Wasser Ethylacetat Toluol
RT m/z RT m/z RT m/z RT m/z
2.3 163 2.7 367 2.4 197 7.9 313
2.8 247 5.7 401 2.6 111 10.5 120
Methanol Chloroform 2.6 161 10.5 164
RT m/z RT m/z 2.6 523 10.5 192
13.3 221 2.3 273 2.8 225 10.8 219
13.3 236 2.8 289 3.0 225 10.8 262
13.3 293 2.8 413 33 239 10.8 277
13.3 361 33 275 33 301 11.2 216
1-Butanol 5.2 271 33 316 12.2 202
RT m/z 8.8 192 3.7 235 12.2 230
16.1 331 12.5 189 3.7 297 12.2 258
16.1 399 12.5 259 3.9 267 12.2 273
12.5 351 5.0 119 12.3 232
13.9 189 5.4 221 12.9 202
13.9 259 5.4 233 12.9 230
13.9 351 54 295 12.9 258
15.6 245 6.5 132 12.9 273
6.6 144 15.6 285
7.9 251
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Zum einen ist es aufgrund der einzigartigen Zusammensetzung der Sublimate moglich, auf das
Extraktionsmittel zu schlieBen, mit dem sie urspriinglich extrahiert wurden. Damit kdnnten bestimmte
Produkte in der Lebensmittelindustrie auf ihre Echtheit {iberpriift werden. Zum anderen sind viele der
Substanzen, die in den Sublimaten der Trockenextrakte gefunden wurden, in der Literatur nicht
bekannt. Die Sublimation bietet also die Moglichkeit, auch aus Extrakten noch unbekannte
Verbindungen anzureichern und zu entdecken. Dabei weisen unpolare Lésungsmitteln wie Toluol und
Chloroform die hochste Anzahl von mdglicherweise noch nicht beschriebenen Inhaltsstoffen der
Sanddornbeeren auf.

Nach Durchfithrung der Sublimation sowohl mit Fruchtpulver als auch mit Trockenextrakten der
Sanddornbeeren liegen die Vorteile der beiden Ansitze auf der Hand. Die Sublimation aus dem Pulver
erfordert eine einfache Probenvorbereitung, verwendet auBler zum Spiilen der Kiihlfinger kein
Loésungsmittel und erzeugt daher kaum Abfall. Die Sublimate weisen zudem eine hohere Reinheit auf,
was es einfacher macht, neue Substanzen daraus zu isolieren. Im Gegensatz dazu hat die Sublimation
aus den Extrakten den Vorteil, dass die Inhaltsstoffe im Extrakt angereichert werden und somit eine
groflere Menge an Substanzen fiir die Sublimation zur Verfiigung steht. Infolgedessen enthalten die
Sublimate der Extrakte mehr Substanzen. Die Wahl des Extraktionsmittels kann zudem genutzt
werden, um im Vorhinein zu kontrollieren, welche Art von Verbindungen das Sublimat enthalten
wird.

5.2.2 Isolierung und Charakterisierung von durch Sublimation angereicherten Naturstoffen

Die Anwendung der Sublimation auf Pflanzenmaterial fiihrt zu einer Anreicherung von sublimierbaren
Naturstoffen an den verwendeten Kiihlflichen. Da nur wenige Substanzen sublimieren, sind die
Substanzgemische, die dabei erhalten werden, weniger komplex in ihrer Zusammensetzung als z. B.
Extrakte. Es ist zudem moglich, dass Verbindungen, welche in einem Extrakt aufgrund der hohen
Anteile anderer Stoffe im Hintergrund untergehen, im Sublimat hervortreten. Die Anreicherung
solcher Substanzen in Kombination mit der héheren Reinheit eines Sublimates sorgt dafiir, dass neue
Naturstoffe in diesen nachgewiesen werden kdnnen.

Auftrennung des HBG-II Sanddornbeerensublimates

Das Gewicht des gesamten Sublimates des HBG-II Sanddornbeerenpulvers betrug 0.41 g. Im
Durchschnitt wurde demnach je Sublimation bei insgesamt zwolf Sublimationen iiber vier Tage eine
Ausbeute von 34 mg erzielt. Vor der Auftrennung des Sublimats wurde dieses erneut mit der LC/MS
vermessen. Die Chromatogramme sind in Abbildung 5.38 abgebildet. Diese konnen grob in drei
Bereiche eingeteilt werden. Im vorderen Retentionsbereich von RT 1.5—7.5 min sind vor allem kleine
polare Substanzen zu finden. Dazu gehdren vor allem kleinere Fruchtsduren, aber auch einige
unbekannte kleinere Molekiile. Es ist davon auszugehen, dass Verbindungen, die zu diesen RT
eluieren, mehrere Hydroxy- oder Carboxy-Gruppen aufweisen, wodurch ihre Wechselwirkung mit der
unpolaren stationdren Phase gering ausfallen. Der zweite Bereich umfasst die RT 10.0-17.0 min und
18.4-25.0 min. Die Verbindungen, die in diesen Bereichen auftauchen, sind in der Literatur noch nicht
beschriebene Inhaltsstoffe des Sanddorns. Einige von ihnen gehéren zu den bereits in Kapitel 5.2.1
beschriebenen Marker-Substanzen der Sanddornbeeren. Diese Substanzen sind von besonderem
Interesse bei der Auftrennung des Sublimats. Der dritte und letzte Bereich beschreibt die Substanzen
zwischen den RT 17.0-18.4 min. Es handelt sich dabei um literaturbekannte Fettsduren, die in
Sanddornbeeren vorkommen (Tab. 5.15). Diese Substanzen sind von geringerem Interesse, lediglich
ihre isolierte Ausbeute in Bezug auf die Menge an Sublimat und ihr relatives Vorkommen zueinander
sind interessante Informationen.
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Bevor das Sublimat weiter aufgetrennt werden konnte, wurden mehrere Diinnschichtchromatographien
angefertigt. Auf diese Weise wurde im Vorhinein ermittelt, welche Losungsmittel in welchem
Verhiltnis fiir die anschlieBende Saulenchromatographie verwendet werden miissen. Aufgrund der
groflen Bandbreite an Verbindungen mit unterschiedlicher Polaritit im Sublimat, wurden als
Startbedingungen die unpolaren Losungsmittel Heptan und Ethylacetet im Verhéltnis 10:1 verwendet.
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Abbildung 5.38 Base Peak Chromatogramme des HBG-II Sublimats

Da neben den unpolaren Fettsduren auch sehr polare Fruchtsduren im Sublimat vorkamen, wurde
auflerdem zu jedem Eluentengemisch 1% Essigsdure hinzugegeben. Das Gleichgewicht zwischen
protonierter und deprotonierter Form der im Sublimat vorhandenen Verbindungen ist somit stark in
Richtung protonierter Form verschoben und es kommt zu einer einheitlichen Wechselwirkung mit der
stationdren Phase. Die Séulenchromatographie wurde mit einem vierten und letzten Eluentengemisch
aus Methanol und Ethylacetat im Verhéltnis 1:1 beendet. Es wurden dabei sieben Fraktionen erhalten.
Die Einteilung der Fraktionen (F) anhand der DC ist in Abbildung 5.39 zu erkennen. F1 und F2 sind
bereits in den ersten beiden Reagenzglisern (RG) enthalten. Diese Verbindungen liefen selbst im
unpolaren Eluentengemisch aus Heptan und Ethaylacetat im Verhéltnis 10:1 sehr schnell durch die
Séule. Fiir die F1 ist dies auch auf der DC zu erkennen. Sie lduft ganz oben auf der DC, was fiir keine
bzw. sehr schwache Wechselwirkungen mit der Silicaphase spricht. Die F2 scheint deutlich starker mit
der DC Platte zu wechselwirken, eluiert jedoch bereits kurz nach der F1 von der Saule. Beide
Fraktionen scheinen zudem sehr klein zu sein, da sie nur in einem RG vorkommen. F3 ist im
Gegensatz dazu wesentlich groBer. Sie erstreckt sich iiber die RG 4-8 und zeigt einen recht guten
Riickhalt auf der stationdren Phase. Die F4 und F5 sind wesentlich polarer als die vorherigen
Fraktionen. Um diese zu erhalten, war ein Eluentengemisch aus Ethylacetat und Heptan im Verhéltnis
von 5:1 nétig. In RG 19 wurden F4 ohne weitere auf der DC erkennbare Verunreinigungen sauber
erhalten. F5 konnte in gleicher Reinheit in RG 21 erhalten werden, wéhrend in RG 20 noch eine
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Mischung aus beiden Fraktionen vorlag. Eine Besonderheit lag bei F6 vor. Obwohl diese laut DC im
verwendeten Losungsmittelgemisch so gut wie {iberhaupt nicht durch die stationdre Phase bewegt
wurde, eluierte sie noch vor F7, welche auf der DC wesentlich hoher lief. Dies ldsst sich mit zwei
Ansidtzen erkldren. Zum einen bilden die DC nicht genau die Begebenheiten einer
Saulenchromatographie ab. Poren- und PartikelgroBen sind unterschiedlich, welche einen groflen
Einfluss auf die Trennung haben. Zum anderen ist F6 in recht groBen Mengen vorhanden und es
konnte aufgrund von Diffusionseffekten zu einem sogenannten Fronting gekommen sein. In F7 sind
noch Spuren der Substanz aus F6 zu erkennen (Abbildung 5.39).

10:1 Hep/EE + 1 % AcOH

5:1 EE/Hep + 1 % AcOH

Abbildung 5.39 Diinnschichtchromatogramme der Fraktionen des HBG-II Sublimates (S). Die
Laufmittelzusammensetzungen sind oben abgebildet

Die Masse der Fraktionen betrug insgesamt 0.27 g, was 65% des eingesetzten Sublimates entspricht.
Alle weiteren RG, die keiner Fraktion angehorten, wurden fiir die Massenbilanz nicht beriicksichtigt.
Da ein Farbereagenz zur Entwicklung der DC benétigt wurde, konnte nicht davon ausgegangen
werden, dass alle Substanzen, die in den RG vorhanden waren, mit der DC auch detektiert wurden.
Neben den nicht detektierten Substanzen war wahrscheinlich auch der Verbleib einiger Verbindungen
auf dem Kieselgel der Sdule ein Grund fiir die moderate Riickgewinnung. Die Auswaagen der
einzelnen Fraktionen sind in Tabelle 5.20 aufgelistet. Es fallt bei einem Blick auf die Zahlen sofort
auf, dass F6 etwas mehr als 50% der Gesamtmasse aller Fraktionen ausmacht. Darauf folgen F3 und
F7, beide mit einem Gewicht von 46 mg, wobei aus der DC Analyse bereits bekannt ist, dass noch
etwas F6 in F7 vorhanden ist. F1 und F5 enthielten 15 bzw. 10 mg. Die geringsten Massen wiesen F2
und F4 mit 8 bzw. 4 mg auf.

Tabelle 5.20 Masse der einzelnen Fraktionen des HBG-II Sublimates

Fraktion 1 2 3 4 5 6 7
Masse (mg) 15 8 46 4 10 139 46
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Um zu beurteilen, welche Fraktionen fiir weitere Untersuchungen den Vorrang haben sollten, wurde
im néchsten Schritt eine LC/MS Analyse der aufgetrennten Substanzen in Methanol durchgefiihrt. Bei
einem kurzen Blick auf Abbildung 5.40 wirkt es dabei so, als waren die F1 und F2 nahezu identisch in
ihrer Zusammensetzung. Hinter den &hnlichen Peaks der (+) Chromatogramme verbergen sich jedoch
in einigen Féllen unterschiedliche Massenspektren. Zur RT 20.6 min ist im Spektrum der F1 das
Massenfragment 441 hauptsidchlich vorhanden, wéhrend in der F2 das m/z 407 zu dieser Zeit das
Spektrum dominiert. Die Verbindung mit dem m/z 407 besall im Sublimat die hdchste Intensitit im
(+) Chromatogramm (Abbildung 5.38) und ist nur in der F2 detektiert worden. Die erste Fraktion weist
jedoch zur frithen RT von 3.8 min einen kleineren Peak mit dem dazugehorigen m/z 186 auf, welcher
in F2 nicht auftrat. Die zusdtzlich dazu auftretenden gemeinsamen Peaks mit gleichem
Massenspektrum, wie sie zu den RT 17.4 min oder 19.3 min vorkommen, deuten darauf hin, dass
Uberschneidungen zwischen den Fraktionen vorliegen, welche mit der DC nicht entdeckt wurden.
Beide Fraktionen sind aufgrund der nicht literaturbekannten Substanzen in ihren Chromatogrammen
fiir weitere Untersuchungen von grofBem Interesse und wurden deshalb in NMR Experimenten weiter
untersucht.
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Abbildung 5.40 Base Peak Chromatogramme der Fraktionen des HBG-II Sublimats

Wihrend fiir die F1 und F2 vor allem Peaks im (+) Chromatogramm detektiert wurden, sind in F3—F7
vorwiegend Peaks im (-) Chromatogramm vorgekommen. Die dritte Fraktion zeigt drei gro3e Peaks
(Abbildung 5.40), welche auch im (-) Chromatogramm des Sublimats am stirksten auftraten
(Abbildung 5.38). In dieser Fraktion sind demnach hauptsichlich die Fettsduren Hexadecadien-,
Palmitolein-, Palmitin-, cis-Vaccen-, Linol- und Linolensdure enthalten. Fiir weitere Untersuchungen
ist diese Fraktion von geringerem Interesse, da die Inhaltsstoffe bereits in der Literatur fiir den
Sanddorn beschrieben wurden. Anders verhilt es sich fiir F4. Hier ist eine Reihe Peaks im
(-) Chromatogramm zu erkennen. Auch hier scheint das Firbereagenz nur einen Bruchteil der
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Substanzen detektiert zu haben. In den Fraktionen fiinf, sechs und sieben sind vor allem die grofien
Peaks zu Beginn der (-) Chromatogramme auffillig. Die Zusammensetzung unterscheidet sich bei
Betrachtung der MS Spektren jedoch. In F5 ist das m/z 179 im RT Bereich von 1.5-3.0 min am
stirksten vertreten. Hinzu kommen einige kleine m/z Werte wie die 143, 147 und 175, welche in den
weiteren Fraktionen nicht auftauchen. In F6 und F7 ist die Verbindung mit dem m/z 179 auch
vorhanden, jedoch sind die m/z Werte 115 und 133 in beiden noch stirker enthalten. Die F7 fallt
zudem durch das Aufireten einer Verbindung mit dem m/z 173 auf, das in beiden vorherigen
Fraktionen nicht detektiert wurde. Auch die drei letzten Fraktionen sind fiir eine genauere
Untersuchung ausgewidhlt worden. Thre unterschiedlichen Diinnschichtchromatogramme deuten auf
stiarkere Unterschiede hin, als es die Massenspektren vermuten lassen.

Die Fraktionen eins und zwei wurden in deuteriertem Chloroform (CDCls) gelést und sind
anschlieBend mittels 'H-, '*C-, DEPT- und 2D-NMR-Spektroskopie untersucht worden. Die
Auswertung des 'H-NMR-Spektrums der F1 zeigt, dass es sich zum groBiten Teil um nur eine
Verbindung handelt (Abbildung 5.40). Der Vergleich der Intensititen eines CH-Signals mit einem
unbekannten Signal der groften Verunreinigung im Spektrum zeigt, dass diese hochstens zu 12% der
Teilchenanzahl der Hauptverbindung entspricht. Die Auswertung des Protonen Spektrums zeigt fiinf
Signale mit einem Intensitétsverhéltnis von 1:2:37:6:3 bei den chemischen Verschiebungen 5.35 ppm,
2.01 ppm, 1.26 ppm, 0.88 ppm und 0.07 ppm. Das DEPT-Verfahren (Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer) ermdglicht es, zwischen CH:-, CH- und CHs- sowie quartiren
Kohlenstoffatomen im '*C-NMR-Spektrum zu unterscheiden. Wéhrend CH- und CHs-Signale wie
gewohnt angezeigt werden, werden CHz-Signale um 180° gedreht dargestellt und zeigen somit im
Spektrum nach unten. Quartire Kohlenstoffatome sind im DEPT-Spektrum iiberhaupt nicht
vorhanden, da bei diesem Verfahren Protonen am Kohlenstoff benotigt werden, um die '*C-Signale
abzubilden. Im DEPT-Spektrum der F1 sind drei CH- bzw. CHs-Signale zu erkennen und mehrere
CH:-Signale (Abbildung 5.41). Sechs dieser Signale sind gut von den restlichen zu unterscheiden,
jedoch iiberlagern einige zu einem sehr groen Signal. Bei einem Vergleich der Intensititen der CHa-
Signale im DEPT-Spektrum ergibt sich am Ende eine Anzahl von 14 CH>-Gruppen im Spektrum.
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Abbildung 5.41 DEPT- und 'H-NMR-Spektrum der F1 des HBG-II Sublimats
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Diese Anzahl deckt sich nicht ganz mit der Menge an Protonen, die unter dem breiten Signal bei
1.26 ppm im 'H-Spektrum liegen. 37 Protonen entsprachen maximal 18 CH.-Gruppen, jedoch sind
Intensititen im DEPT-Spektrum nicht so genau, wie es im Protonen Spektrum der Fall ist. Die genaue
Anzahl der CH>-Gruppen bleibt ungewiss, da unter dem breiten Signal unterschiedliche Verbindungen
liegen konnten. Im HSQC-Spektrum (Heteronuclear Single Quantum Coherence) werden Kopplungen
zwischen Protonen und Kohlenstoffatomen {iber eine Bindung sichtbar gemacht und somit wird eine
Zuordnung der 'H und *C Signale zueinander mdglich. Daraus ergibt sich, dass es sich bei den
Signalen im 'H-Spektrum um eine CH- (5.35 ppm), eine CHz- (2.01 ppm), mehrere CHz- (1.26 ppm),
zwei CHs- (0.88 ppm) und eine CHs- (0.07 ppm) Gruppe handelt (Anhang, Abbildung 8.12). Da die
CH-Gruppe zum Triplett aufgespalten ist, liegt die Vermutung nahe, dass in ihrer direkten
Nachbarschaft eine CH:-Gruppe liegt. Diese Annahme wird durch die Auswertung des COSY-
Spektrums (Correlated Spectroscopy) bestétigt (Anhang, Abbildung 8.13). In diesem Spektrum werden
Kopplungen zwischen Protonen iiber drei Bindungen erkenntlich, also Kopplungen, welche zwischen
benachbarten Protonen entstehen. Die CH>-Gruppe zur chemischen Verschiebung 2.01 ppm koppelt
demnach mit der CH-Gruppe und einer CH2-Gruppe, deren Signal mit weiteren CH2-Gruppen bei
1.26 ppm liegt. Aus diesem Bereich findet auch eine Kopplung zu den CHs-Gruppen bei 0.88 ppm
statt. Es ist jedoch nicht moglich, eine genaue Aussage dariiber zu treffen, welche CH2-Gruppe aus
diesem Bereich die Kopplungen eingeht. Aufgrund der starken Entschirmung der CH-Gruppe ist
zudem davon auszugehen, dass diese auBler der CH2-Gruppe ein oder zwei elektronegative Atome in
direkter Nachbarschaft aufweist. Die Struktur der Verbindung aus F1 konnte nicht vollstindig
aufgekliart werden. Die Vermutung liegt jedoch nahe, dass es sich um einen langkettigen Alkohol
handelt.
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Abbildung 5.42 'H-NMR-Spektrum der F2 des HBG-II Sublimates. Die Intensititen der CH:-Gruppen
verschiedener Inhaltsstoffe der Fraktion sind unter den dazugehdorigen Signalen angegeben

Die zweite Fraktion des HBG-II Sublimats enthélt mehr Substanzen als die erste Fraktion. Dies ist
anhand der NMR-Spektren klar zu erkennen. Dabei ist die Substanz, welche in F1 den Grofiteil der
Zusammensetzung ausmacht, auch in F2 am stérksten vertreten. Es sind jedoch mehrere zusétzliche
Verbindungen enthalten, wobei deren genaue Anzahl nicht ermittelt werden konnte. In Abbildung 5.42
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sind die Intensitdten von vier CH2-Gruppen im 'H-NMR-Spektrum der F2 angegeben. Diese wurden
zuvor mittels DEPT- und HSQC-Spektrum bestimmt, um die Anteile der verschiedenen Verbindungen
an F2 des HBG-II Sublimats abschidtzen zu kdnnen. Die in F1 beschriebene Substanz macht im
Vergleich mit drei weiteren Verbindungen etwas weniger als 50% der F2 aus (Abbildung 5.42, blau).
Mit circa 70% der Intensitét ist eine weitere Verbindung in stirkerem Malle vorhanden (Abbildung
5.42, griin). Zwei zusitzliche Inhaltsstoffe folgen mit um die 20% der Intensitit (Abbildung 5.42,
rot/rosa). Es sind noch weitere Molekiille mit geringerer Intensitdt vorhanden, wodurch eine
Auswertung zusétzlich erschwert wurde. Um eine Aussage iiber die Strukturen der gefundenen
Substanzen titigen zu kdnnen, muss eine weitere Auftrennung erfolgen, welche aufgrund der geringen
Menge an F2 jedoch nicht durchgefiihrt werden konnte.

Da F3 von geringerem Interesse war, als die restlichen Fraktionen, wurde als néchstes die vierte
Fraktion mittels NMR analysiert. Es war auch hier sofort zu erkennen, dass mehrere Substanzen in der
Fraktion vorlagen. Durch die Auswertung des 'H- und COSY-Spektrums (Anhang, Abbildung 8.14,
Abbildung 8.15) konnte festgestellt werden, dass es sich dabei um vier Verbindungen im Verhéltnis
von 1:0.75:0.39:0.35 handelte.
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Abbildung 5.43 Ausschnitt des HMBC-Spektrums der F4 des HBG-II Sublimats, in dem die Signale des 5-
(Hydroxymethyl)furfurals zu sehen sind

Die am stérksten vertretende Substanz zeigt ein scharfes Singulett bei einer chemischen Verschiebung
von 9.6 ppm. Dies spricht fiir ein sehr stark entschirmtes Proton ohne Protonen-Kopplungspartner. Da
im HMBC-Spektrum (heteronuclear multiple bond correlation) eine Kopplung zwischen einem
Kohlenstoffatom mit einer chemischen Verschiebung von 178.1 ppm und dem Singulett iiber eine
Bindung klar zu erkennen ist, handelt es sich um ein CH-Signal (Abbildung 5.43). Die starke
Entschirmung der beiden Signale spricht dafiir, dass es sich um ein Aldehyd handelt, da der doppelt
gebundene Sauerstoff die Elektronendichte an beiden Kernen stark verringert. Da keine weiteren
Kopplungen des Protons und des Carbonyl-Kohlenstoffs in den NMR-Spektren erkennbar sind, liegt
die Vermutung nahe, dass die Aldehydgruppe an ein quartdres Kohlenstoffatom gebunden ist. Zwei
weitere CH- und ein CH:-Signal im 'H-Spektrum kdnnen aufgrund ihrer Intensitdten der Aldehyd-
Verbindung zugeordnet werden. Die zwei CH-Signale, welche zu Dupletts aufgespalten sind, koppeln
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miteinander und sind demnach direkt miteinander verbunden. Sie liegen in dem Bereich des
Spektrums, im dem olefinische oder aromatische CH Gruppen zu finden sind (5—8 ppm), daher ist es
wahrscheinlich, dass sie an Doppelbindungen beteiligt sind. Im HMBC-Spektrum sind fiir diese CH-
Gruppen zusitzliche Kopplungen zu den quartiren Kohlenstoffatomen mit den chemischen
Verschiebung 153.4 ppm und 162.9 ppm zu erkennen (Abbildung 5.43). Dies spricht dafiir, dass
jeweils eines der beiden quartiren Kohlenstoffatome in direkter Nachbarschaft zu einer der CH-
Gruppen vorliegt. Es sind somit die Kopplungen iiber zwei und drei Bindungen der Protonen zu den
Kohlenstoffatomen zu sehen. Die Protonen der CH:-Gruppe zeigen im HMBC-Spektrum ebenfalls
eine Kopplung zum Kohlenstoff der CH-Gruppe mit der chemischen Verschiebung von 110.2 ppm.
Das zugehorige Proton liegt im 'H-NMR-Spektrum bei 6.6 ppm. Die CHz-Gruppe koppelt im HMBC
auBlerdem mit dem quartéren Kohlenstoff der bei einer chemischen Verschiebung von 162.9 ppm im
BC-NMR-Spektrum zu sehen ist. Es ist daher anzunehmen, dass die CH:-Gruppe in direkter
Nachbarschaft zu diesem Kohlenstoff vorliegt, welcher seinerseits direkter Nachbar der CH-Gruppe
mit der chemischen Verschiebung von 110.2 ppm im "C-NMR-Spektrum ist. Aufgrund der
chemischen Verschiebung von 4.6 ppm der Protonen der CH:-Gruppe, befindet sich in direkter
Nachbarschaft zudem ein elektronegatives Atom wie Sauerstoff. Auch die beiden quartdren
Kohlenstoffatome, welche wahrscheinlich eine Doppelbindung zu den CH-Gruppen aufweisen und in
ihrer Nachbarschaft zudem eine Aldehyd- bzw. CH2-Gruppe besitzen, miissen aufgrund der hohen
chemischen Verschiebungen von 153.4 ppm und 162.9 ppm noch ein elektronegatives Atom in ihrer
direkten Umgebung haben. Alle Erkenntnisse aus den NMR-Spektren weisen stark darauf hin, dass es
sich bei der Verbindung um das 5-(Hydroxymethyl)furfural (HMF) handelt (Anhang, Kapitel 8.3).
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Abbildung 5.44 Reaktionsweg der ,,Maillard-Reaktion®, der zur Entstehung des HMFs fiihrt (nach Baltes und
Matissek, 2009)'%

Diese Analyse wurde anschlieend durch den Vergleich mit Literaturdaten bestatigt.

' Die Isolierung

von HMF aus Sanddornbeeren wurde bereits zuvor in der Literatur beschrieben.”” Dabei muss
erwdhnt werden, dass Zheng et al. (2009) ihre spektroskopischen Daten dazu nicht verdffentlicht
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haben und die dort angegebene Referenz das HMF nicht erwdhnt. Constantin et al. (2019) und Xu et
al. (2014) untersuchten die HMF Entstehung wihrend der thermischen Behandlung von
Sanddornpiiree bzw. Sanddornsaft.'”"'”? Diese ist auf die sogenannte Maillard Reaktion
zuriickzufiihren. Dabei reagieren reduzierende Zucker mit Aminosduren, wobei eines der
Zwischenprodukte das 3-Desoxyhexoson ist, welches dann weiter zu HMF reagiert (4bbildung 5.44).'®
Da das Sanddornbeerenpulver wihrend der Sublimation auf 90 °C erhitzt wurde, ist es moglich, dass
das HMF wihrend der Sublimation aus Glucose oder Fructose, welche mit Aminosduren reagierten,
entstand.

Eine weitere Verbindung der F4 ist mit nur einem Signal im 'H- und zwei Signalen im *C-Spektrum
vorhanden. Im '"H-NMR-Spektrum ist ein Singulett bei einer chemischen Verschiebung von 2.58 ppm
die einzige Information, die zu dieser Substanz vorhanden ist. Durch das HSQC und DEPT Spektrum
kann diesem Singulett eine CH>-Gruppe zugeordnet werden (Anhang, Abbildung 8.16, Abbildung 8.17).
Die einzige Kopplung, die in diesem Molekiil auftritt, ist die der Protonen der CH> Gruppe mit einem
sehr stark entschirmten quartiren Kohlenstoffatom. Dessen chemische Verschiebung von 173.3 ppm
lasst darauf schlieBen, dass es sich dabei um einen Carboxyl-Kohlenstoff handelt (Anhang, Abbildung
8.18). Die geringe chemische Verschiebung der CH>-Gruppe ist ein Anzeichen dafiir, dass diese nicht
an ein elektronegatives Element wie Sauerstoff oder Stickstoff gebunden ist. Da im 'H-NMR-
Spektrum jedoch keine Aufspaltung des Signals zu sehen ist, miissten Protonen, die in direkter
Nachbarschaft zur CH>-Gruppe auftreten, chemisch dquivalent zu dieser sein. Dies wire aber nur der
Fall, wenn die gefundene Substanz symmetrisch aufgebaut ist. Demnach wiirde es sich bei der
Substanz um Bernsteinsdure handeln (Anhang, Kapitel 8.3). Ein Vergleich mit den Literaturwerten
bestitigte diese Annahme.'” Die Verbindung konnte auBerdem auskristallisiert werden und die
Kristallstruktur mittels Rontgenstrukturanalyse bestitigt werden (Abbildung 5.45, Anhang, Kapitel

8.4). Bernsteinsiure konnte schon zuvor in Sanddornbeeren nachgewiesen werden.'™

Die Isolierung
der Verbindung aus den Sanddornbeeren wurde bis jetzt jedoch noch nicht in der Literatur

beschrieben.

Abbildung 5.45 Kiristallstruktur von Bernsteinsédure aus F4 isoliert. Folgende Atome sind sichtbar: Wasserstoff
(weiB}), Kohlenstoff (schwarz) und Sauerstoff (rot)

Die Strukturen der restlichen Verbindungen, welche in der vierten Fraktion des HBG-II Sublimats
enthalten waren, konnten aufgrund ihres geringen Anteils nicht aufgeklért werden.

Auch die flinfte Fraktion des HBG-II Sublimats bestand aus mehreren Verbindungen. Einen kleinen
Anteil machte auch hier das HMF aus, wobei noch zwei weitere Substanzen in geringeren Mengen im
Protonen-Spektrum zu erkennen sind. Die F5 setzte sich jedoch zum Grofiteil aus nur einer
Verbindung zusammen (Abbildung 5.46). Dabei handelte es sich um den Apfelsduremethylester,
welcher zuvor bereits aus dem 1-Butanolextrakt der HBG-I isoliert werden konnte (Kapitel 5.1.2.3).
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Dieser konnte nun zusétzlich durch die Anwendung der Sublimation gewonnen werden. Die Reinheit
des Esters betrug laut 'H-NMR-Spektrum dabei circa 75%, was 7.5 mg entsprach. Es wurden
insgesamt 84 g des Sanddornbeerenpulvers in der Sublimation eingesetzt. Fiir die Extraktion der
HBG-I Beeren mit 1-Butanol wurden lediglich 4.89 g des Pulvers verwendet und am Ende konnten
26.7 mg Apfelsiuremethylester isoliert werden. Der Methylester konnte dabei jedoch nur als Gemisch
mit dem Butylester der Apfelsiure mit einer Reinheit von 50% erhalten werden. Die Ausbeute lag fiir
den Extraktionsprozess mit 5.4 mg/g (Apfelsiuremethylester/Sanddornbeerenpulver) deutlich iiber der
Ausbeute der Sublimation mit 0.09 mg/g. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass das
Pflanzenmaterial dreimal extrahiert wurde, das Extraktionsmittel (0.36 1) entfernt und anschlieend
mit einer grolen Menge an Losungsmitteln (2.6 1) die Séulenchromatographie durchgefiihrt wurde.
Die Sublimation kommt komplett ohne Ldsungsmittel aus und die einfache chromatographische
Trennung verwendete vergleichsweise wenig an Eluent (0.7 ). Die Sublimationsdauer (96 h) liegt
natiirlich weit iiber der Extraktionsdauer (25 min). Der Arbeitsaufwand ist jedoch sehr gering, da der
Sublimationsvorgang  automatisch  ablduft. Es sind keine  Filtrationsschritte  oder
Verdampfungsprozesse notwendig. Des Weiteren variiert der Anteil an Apfelsiure in den
Sanddornbeeren in Abhéngigkeit von den Erntezeitpunkten. Fiir die Extraktion sind Sanddornbeeren
der Sorte Habego aus dem Jahre 2017 (HBG-I) und fiir die Sublimation aus dem Jahre 2018 (HBG-II)
verwendet worden.
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Abbildung 5.46 'H-NMR-Spektren der F5 und F6 des HBG-II Sanddornbeerensublimates

Die sechste Fraktion war mit 139 mg die mit Abstand grofite Fraktion des HBG-II Sublimats. Laut
dem 'H-NMR-Spektrum wies sie eine hohe Reinheit auf und bestand zu circa 90% aus Apfelsiure
(Abbildung 5.46). Die Reinheit der Apfelsdure aus Fraktion 13.4 des HBG-I 1-Butanolextraktes lag mit
85% etwas darunter. Die Ausbeute betrug dabei 37.5 mg, wihrend aus dem Sublimat 125.1 mg isoliert
werden konnten. Im Extrakt war noch wesentlich mehr Apfelsdure enthalten, diese verteilte sich
jedoch iiber mehrere Fraktionen (F13-F24) hinweg. Der Aufwand fiir die Isolierung einer gréferen
Menge wire deutlich gestiegen und mit hoherem Losungsmittelverbrauch einhergegangen. Hier lasst
sich erneut ein wesentlicher Vorteil der Sublimation erkennen. Die Apfelsiure ist mit einem Anteil
von 30% im Sublimat vorhanden. Aufgrund der geringeren Komplexitét in der Zusammensetzung des
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Sublimats im Vergleich zu der des Extraktes gelang es, die Sdure in sehr guter Ausbeute und hoher
Reinheit zu isolieren. Die relative Ausbeute bezogen auf das Ausgangsmaterial liegt fiir die Extraktion
natiirlich hoher. Substanzen, die im Extrakt nur in geringen Konzentrationen vorkommen, kdnnten
jedoch durch die geringere Komplexitit im Sublimat erstmals entdeckt werden.

In F7 waren, wie schon bei der Analyse der DC zu erkennen war (Abbildung 5.39), noch Teile der F6
enthalten. Die Auswertung des 'H-NMR-Spektrums zeigte, dass die siebte Fraktion zu 16% aus
Apfelsiure bestand (Anhang, Abbildung 8.19). Die restlichen 84% gehdrten zu einem anderen
Inhaltsstoff, dessen Struktur noch nicht aufgeklirt ist. Im 'H-NMR-Sprektum der F7 des HBG-II
Sublimats in DMSO-ds sind zehn Signale zu erkennen, die jeweils eine Intensitét von eins besitzen
(Abbildung 5.47). Bis auf ein Signal, besitzt jedes ein Aufspaltungsmuster, es liegen somit Kopplungen
fiir fast jedes Proton mit mindestens einem weiteren Proton vor. Im DEPT-Spektrum sind drei CH-
Signale und zwei CH-Signale zu sehen (Abbildung 8.20). Demnach sind vier der Protonensignale im
'"H-NMR-Spektrum auf CH>-Gruppen zuriickzufiihren und drei auf Heteroatom-gebundene Protonen.
Die Protonen der CH2-Gruppen sind chemisch nicht dquivalent, wodurch sie miteinander koppeln
konnen. Das wiederum fiihrt zu einer Aufspaltung des CH:-Signals in zwei CH-Signale, welche im
'H-NMR-Spektrum zu sehen sind.
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Abbildung 5.47 'H,'H-COSY Spektrum der F7 des HBG-II Sanddornbeerensublimates
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Im HSQC-Spektrum wird ersichtlich, dass die Protonensignale zu den chemischen Verschiebungen
von 2.25 ppm und 2.14-2.07 ppm (CH2-4) bzw. 1.88—1.80 ppm und 1.7 ppm (CH2-8) zu einer CHa-
Gruppe gehdren (Anhang, Abbildung 8.271). Die Tatsache, dass diese Protonen nicht die gleiche
chemische Umgebung besitzen, spricht dafiir, dass eine Ringstruktur vorliegen muss, in der die CHa-
Gruppen nicht frei rotieren kdnnen. Im 'H,'H-COSY -Spektrum wird deutlich, welche CH- bzw. CH:-
Gruppen sich in direkter Nachbarschaft zueinander befinden (Abbildung 5.47). So ist zu erkennen, dass
beide CH2-Gruppen eine CH-Gruppe in direkter Nachbarschaft besitzen. Die CHz2-4 koppelt mit dem
Proton der CH-Gruppe mit einer chemischen Verschiebung von 4.61 ppm, die CH2-8 mit dem der CH-
Gruppe bei 3.53-3.45 ppm. Des Weiteren koppelt diese zu einem Heteroatom-gebundenen Proton und
einer weiteren CH-Gruppe mit den chemischen Verschiebungen von 4.83 bzw. 3.81 ppm. Zwischen
den CH-Gruppen bei den chemischen Verschiebungen von 4.61 und 3.81 ppm besteht ebenfalls eine
Kopplung, wobei letztere auch zu einem Heteroatom-gebundenen Proton koppelt. Die Verkniipfung
ergibt bis hierher die Abfolge CH.-CH-CH(XH)-CH(XH)-CH., wobei X fiir ein Heteroatom steht. Das
letzte Protonen-Signal bei einer chemischen Verschiebung von 5.9 ppm ist an ein Heteroatom
gebunden. Da es sich dabei um ein Singulett handelt, liegt das Heteroatom mit hoher
Wabhrscheinlichkeit an einem quartiren Kohlenstoffatom. Im *C-NMR-Spektrum sind zwei quartére
Kohlenstoffatome bei den chemischen Verschiebungen von 177.6 und 71.5 ppm zu sehen (Anhang,
Abbildung 8.22). Aufgrund der starken Tieffeldverschiebung handelt es sich bei ersterem
voraussichtlich um einen Carboxyl-Kohlenstoff. Da beide CH2-Gruppen aufgrund der Tatsache, dass
ein Ring vorliegen muss, mit dem gleichen Kohlenstoffatom verbunden sind, kann nur das zweite
genannte Kohlenstoffatom an dieser Stelle liegen. Zusétzlich sind im HMBC-Spektrum starke
Kopplungen von diesem Kohlenstoffatom zu den Protonen der CH2-Gruppen und der CH-Gruppe mit
einer chemischen Verschiebung von 4.61 ppm sowie zum Singulett-Signal im 'H-Spektum zu sehen
(Anhang, Abbildung 8.23). Das Singulett-Proton zeigt zudem Kopplungen zu den Kohlenstoffatomen
der CH2-Gruppe und der Carboxy-Gruppe. Das Carboxy-Kohlestoffatom koppelt zusétzlich mit den
Protonen der CH2-Gruppen und der CH-Gruppe mit der chemischen Verschiebung von 4.61 ppm.
Diese Kopplungen lassen einige Riickschliisse zu. Das Heteroatom, welches das Proton mit einer
chemischen Verschiebung von 5.9 ppm bindet, muss am Kohlenstoff mit der chemischen
Verschiebung von 71.5 ppm sitzen. AuBerdem liegt die Carboxy-Gruppe in direkter Nachbarschaft zu
diesem Kohlenstoffatom, da sowohl die CHz-Protonen als auch das Heteroatom-gebundene Proton
eine Kopplung zu diesem aufweisen. Da kein weiteres Protonensignal zu erkennen ist, liegt die
Vermutung nahe, dass ein intramolekularer Ester vorliegt. Die CH-Gruppe bei einer chemischen
Verschiebung von 4.61 ppm ist am stdrksten von allen CH-Gruppen ins Tieffeld verschoben.
Allerdings zeigt diese keine Kopplung zu einem Heteroatom-gebundenen Proton auf. Auch ein Proton
der Carboxy-Gruppe ist nicht vorhanden. Somit muss hier eine Verkniipfung zwischen der CH-Gruppe
und dem quartiren Kohlenstoff iliber ein Sauerstoffatom vorliegen. Werden alle Heteroatome als
Sauerstoffatome angesehen, ergibt sich als Struktur das Quino-1,5-lacton (Abbildung 5.47) (Anhang,
Kapitel 8.3). Ein Vergleich mit den NMR Daten von synthetisch hergestelltem Quino-1,5-lacton
bestitigt das Ergebnis der NMR Analyse der F7.'” In der Literatur wurde diese Substanz bisher noch
nicht als Inhaltsstoff des Sanddorns beschrieben. Dies ist zum einen natiirlich interessant, da dies eine
neue Entdeckung in einer schon sehr gut erforschten Pflanze darstellt, zum anderen zeigt es das
Potential der Sublimation fiir die Entdeckung bisher unbekannter Naturstoffe. Die Verwendung
unterschiedlichster Extraktionsmethoden in Kombination mit verschiedenen Trennverfahren fiihrte
nicht zur Identifizierung, Isolierung oder Charakterisierung dieser Verbindung. Erst der Einsatz der
Sublimation vermochte dies zu ermoglichen.
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Abbildung 5.48 Base Peak (-) Chromatogramme der Chinaséure und des Chinasdure-Sublimates mit den
dazugehorigen Massenspektren

Um auszuschlieBen, dass das Quino-1,5-lacton als Produkt einer Wasserabspaltung der Chinaséure
(Quinic acid) wahrend des Sublimationsprozesses entsteht, wurde die Chinasdure unter den gleichen
Bedingungen wie das Sanddornpulver einer Sublimation unterzogen. Es wurden 200 mg reine
Chinasdure in der Sublimation eingesetzt. Es ist zu sehen, dass die (-) LC/MS Chromatogramme der
Chinasdure und des Sublimates der Chinasédure nur einen Peak zur RT 2.0 min aufweisen
(Abbildung 5.48). Die zu den Peaks gehorenden Massenspektren weisen nahezu die gleichen Massen
auf. Das Molekiil-Ion der Chinaséure mit m/z 191 ist in beiden Fillen mit Abstand das grofite Signal.
Im Sublimat hat sich zudem eine Verbindung mit dem m/z 405 angereichert, welche schon in der
reinen Chinasdure vorhanden war. Quino-1,5-lacton besitzt ein Molekiil-lon mit m/z 173. Dieses ist in
Spuren in beiden Massenspektren nachweisbar. Des Weiteren ist keine Anreicherung des Lactons im
Sublimat zu erkennen, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass die Chinasdure unter den
gewihlten Sublimationsbedingungen stabil ist. Hinzu kommt noch, dass die Menge an Sublimat, trotz
des Finsatzes von 200 mg in reiner Form, sehr gering war, weshalb Chinasédure in den
Beerensublimaten auch nicht detektiert werden konnte. Laut Literatur sublimiert das Quino-1,5-lacton
auch wesentlich leichter und konnte durch White et al. (1995) bei einer Synthese aus einem
Chinasdurederivat mittels Sublimation gereinigt werden.'”® Das Molekiil-Ion mit m/z 173, welches im
(-) Chromatogramm der F7 detektiert wurde, findet sich auch im (-) Chromatogramm des gesamten
HGB-II Sublimats wieder. Zudem kann das lon auch in den 1-Butanolextrakten der HGB-I sowie den
Sublimaten des Methanol- und Reinstwasserextraktes der HGB-II nachgewiesen werden. Diese
Untersuchungen zeugen, dass das Quino-1,5-lacton somit definitiv ein Inhaltsstoff der Sanddornbeere
sein muss und nicht wie zuvor vermutet, durch den Sublimationsvorgang entstanden ist.

85



Im Hinblick auf weitere Untersuchungen von Pflanzenpulvern mittels Sublimation stellt sich die
Frage, ob der Prozess vom LabormaBstab auf groBere Anlagen moglich ist. Wiirde dies gelingen, so
wire es vorstellbar, dass einige der hier entdeckten Verbindungen, deren Strukturaufkldrung aufgrund
der geringen erhaltenen Menge nicht erfolgreich war, charakterisiert werden kénnten. Neben der fiir
diese Arbeit genutzten Vakuum-Sublimation ist fiir den industriellen Gebrauch auch noch die
sogenannte Trigergas-Sublimation bekannt.”® Beides findet jedoch hauptsichlich Anwendung im
Bereich der anorganischen Chemie. So wird die Vakuum-Sublimation bei der Reinigung und dem
Aufdampfen von Metallen verwendet. Die Trigergas-Sublimation wird von der US-Atomenergie-
Komission genutzt, um Fluor durch die Umsetzung mit Uran-IV-fluorid zu Uran-VI-fluorid
zuriickzugewinnen. Uran-VI-fluorid wird absublimiert wéhrend Nebenprodukte in der Apparatur
verbleiben. Die Sublimation wird nach derzeitigem Kenntnisstand nicht zur Anreicherung von
Substanzen aus Pflanzenmaterial genutzt. Ein Upscaling dieses Vorgehens sollte jedoch durchfiihrbar
sein. Dabei kdnnten beide Sublimationsvarianten genutzt werden. Fiir die Vakuum-Sublimation ist
eine gleichzeitige Sublimation in mehreren Sublimationsgefden vorstellbar. Die Effizienz konnte
durch das Rithren des Pflanzenmaterials, eine geringere PartikelgroBe wund hohere
Sublimationstemperatur gesteigert werden. Die Trigergas-Sublimation kdnnte in Form eines
Wirbelschichtreaktors ermoglicht werden, wobei das Pflanzenmaterial durch erwérmtes Inertgas
durchstromt wird und somit Substanzen mit sich zieht, bis eine Kiihlfliche erreicht wird. Diese
Ansétze konnten fiir weitere Untersuchungen verschiedenster Pflanzenorgane hilfreich sein und die
Entdeckung weiterer bisher unbekannter Inhaltsstoffe ermdglichen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit sind Sanddornbeeren der Sorte Habego mit vier polaren Losungsmitteln
extrahiert und die Inhaltsstoffe dieser Extrakte analysiert worden. Hierbei konnten vor allem
Flavonoidglycoside, organische Séuren, Phytosterine und weitere kleine Molekiile durch Vermessen
von Referenzsubstanzen, Auswerten von MS/MS Experimenten und den Abgleich mit Literatur-
bekannten Substanzen identifiziert werden. Durch die Anwendung der Sdulenchromatographie und der
fliissig-fliissig  Extraktion wurden zudem Fraktionen des 1-Butanolextraktes der HBG-I
Sanddornbeeren hergestellt. Dabei gelang es, flinf Inhaltsstoffe zu isolieren und mit NMR und LC/MS
zu charakterisieren. In Tabelle 6.1 sind diese Naturstoffe aufgelistet.

Tabelle 6.1 Substanzen, die aus dem 1-Butanolextrakt der HBG-I Sanddornbeeren isoliert wurden

Struktur Name Isolierte Ausbeute/NMR-Reinheit
Apfelsiure 37.5 mg/85%
Apfelsiuremethylester 26.7 mg/50%
Apfelsdurebutylester 20.0 mg/50%

Ethyl-B-D-Glucopyranosid 100 mg/>95%

Ursolsdure 15 mg/80%

Der Methylester der Apfelsdure ist dabei zum ersten Mal in Sanddornbeeren nachgewiesen worden.
Im Vergleich mit Literaturwerten gelang es zudem, die Ursolsdure in deutlich verbesserter Ausbeute
und unter Verwendung weniger Arbeitsschritte zu isolieren. Beide Substanzen konnten auch in den
1-Butanolextrakten der Sanddornbeerensorten Otradnaja, Trofimovskaja und der alpinen Sorte
nachgewiesen werden. Die Extraktion mit 1-Butanol flihrte zudem zur Entstehung des Butylesters der
Apfelsiure, welcher ebenfalls isoliert und mittels NMR und MS charakterisiert werden konnte. Das
Ethyl-B-D-Glucopyranosid wurde das erste Mal durch die Verwendung der Flashchromatographie mit
Kieselgel und das zweite Mal iiberhaupt nachweislich aus Sanddornbeeren isoliert. Durch MS/MS
Experimente gelang es auflerdem, die Struktur einer Verbindung aus den 1-Butanolextrakten der
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Sanddornbeeren als Ester aus Kaffee- und Apfelsiure zu bestimmen. Diese Substanz konnte jedoch
nicht in reiner Form isoliert werden.

Alle Extrakte und Fraktionen, die in diesem Teil der Arbeit hergestellt wurden, sind zudem in
medizinischen Untersuchungen auf ihre ER-Stress reduzierende Wirkung getestet worden. Eine
anfingliche Wirkung des 1-Butanolextraktes der HBG-I Sanddornbeere ist letztendlich jedoch auf eine
Verunreinigung im verwendeten 1-Butanol zuriickzufiihren. Diese zeigte als einzige eine signifikante
Reduktion des ER-Stresses im Zellsystem. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die nachgewiesene
Wirkung dem Destillat des Butanols zuzuschreiben ist. Eine GC/MS-Analyse des Destillats zeigt
Verunreinigungen mit z. B. n-Buttersdurebutylester und Di-n-Butylether auf, welche die Ursache fiir
die ER-Stress Reduktion sein konnten. Die abschlieBenden Untersuchungen in den Zellkulturen stehen
jedoch noch aus.

Die Rinde und Blitter des Sanddorns sowie die Friichte der Apfelbeere und Kornelkirsche sind
ebenfalls mit Wasser und Ethanol extrahiert worden. Fiir ihre Extrakte konnte jedoch keine Reduktion
des ER-Stresses nachgewiesen werden. Die erhoffte Wirkung durch die Extraktion neuer Stoffgruppen
blieb jedoch aus. Allerdings gelang es, 32 Substanzen aus den Extrakten mittels Standard- und
Literaturabgleich sowie MS/MS-Messungen zu identifizieren.

Des Weiteren ist in dieser Arbeit das erste Mal die Sublimation zur Bestimmung von typischen
Marker-Substanzen der Sanddornbeeren genutzt worden. Deren Bestimmung erfolgte mit vier
verschiedenen Sanddornsorten durch die Auswertung der Massenspektren. Neben sorten- bzw. auch
umweltspezifischen Unterschieden in der Zusammensetzung der Sublimate, konnten auch 52
Ubereinstimmungen zwischen allen Sorten gefunden werden. einigen Unterschieden zwischen den
Sublimaten konnten dabei auch 52 Ubereinstimmungen zwischen allen Sorten gefunden werden. Der
Vergleich mit den Sublimaten der Apfelbeere, des Gemeinen Bocksdorn und der Kornelkirsche zeigte,
dass 27 Marker-Substanzen spezifisch dem Sanddorn zuzuordnen sind.

Zusitzlich sind auch verschiedene Sanddornbeerentrockenextrakte der Sorte Habego fiir die
Sublimation verwendet worden. Hierbei konnten je nach verwendetem Extraktionsmittel Unterschiede
in den sublimierten Inhaltsstoffen aufgezeigt werden. Dabei wurden auch hier Marker-Substanzen
entdeckt, die nur in einem der jeweiligen Sublimate der Extrakte vorkamen. Die Sublimate der
Extrakte unterschieden sich zudem stark von den urspriinglichen Extrakten. Die Anzahl der
Verbindungen im Sublimat ist wesentlich geringer. Einige Substanzen sind nur in den Sublimaten zu
finden. Diese sind in den Extrakten nicht vorhanden oder konnten aufgrund ihrer geringen
Konzentration im Extrakt nicht detektiert werden. Die Sublimate der Fruchtpulver zeigten im
Vergleich zu den Sublimaten der Trockenextrakte ein breiteres Spektrum an Verbindungen, da im
Vorhinein keine Selektion der Inhaltsstoffe durch eine Extraktion stattfand. In den Sublimaten der
Trockenextrakte sind jedoch einige Inhaltsstoffe zu finden, die nicht in den Sublimaten der
Fruchtpulver detektiert wurden.

Die Sublimation aus dem Fruchtpulver der Habego Sanddornbeeren wurde iiber mehrere Wochen
durchgefiihrt, bis ausreichend Sublimat vorhanden war, um eine Séulenchromatographie
durchzufithren. Auf diese Weise wurden sieben Fraktionen aus dem Sublimat hergestellt. In diesen
Fraktionen wurden sechs Substanzen entdeckt, wovon fiinf mittels NMR und MS charakterisiert
wurden. Die isolierten Verbindungen sind in Tabelle 6.2 aufgefiihrt.
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Tabelle 6.2 Substanzen, die aus dem Sublimat des HBG-II Fruchtpulvers isoliert wurden

Struktur Name Isolierte Ausbeute/NMR-Reinheit
0 Apfelsiure 125 mg/90%
HO
OH
(0] OH
o) Apfelsiuremethylester 7.5 mg/75%
(0]
s WJ\ OH
@) OH
(0] Bernsteinsaure 1.2 mg/30%
OH
HO
O
HO (o) 5-(Hydroxymethyl)furfural 1.6 mg/40%
O
\ / H
(o) Quino-1,5-lacton 38.2 mg/84%
0]
HO OH
OH

Sowohl der Methylester der Apfelsiure als auch die freie Siure konnten nicht nur im Extrakt, sondern
auch im Sublimat der Sanddornbeeren nachgewiesen werden. Die Apfelsiure wurde dabei in hoher
Reinheit und guter Ausbeute erhalten. Ihr Gesamtanteil am Sublimat betrdgt circa 30%. Mit der
Bernsteinsdure wurde eine weiter organische Sdure aus den Sanddornbeeren sublimiert. Zum
derzeitigen Stand der Literaturrecherche konnte die Isolierung dieser Verbindung aus Sanddornbeeren
in dieser Arbeit das erste Mal beschrieben werden. Zudem konnte auch 5-(Hydroxymethyl)furfural
isoliert werden. Die Isolierung des HMFs aus den Sanddornbeeren ist zwar bereits in der Literatur
beschrieben, jedoch durch die Autoren nicht hinreichend belegt worden. Die interessanteste
Entdeckung stellte jedoch das Quino-1,5-lacton dar, welches das erste Mal aus Sanddornbeeren
gewonnen wurde und welches zuvor noch nicht als Inhaltsstoff des Sanddorns bekannt war. Die
Verwendung unterschiedlichster Extraktionsmethoden in Kombination mit verschiedenen
Trennverfahren fithrte zuvor nicht zur Identifizierung, Isolierung oder Charakterisierung dieser
Verbindung. Erst der Einsatz der Sublimation vermochte dies zu ermdglichen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bieten in vielerlei Hinsicht eine Grundlage fiir zukiinftige
Arbeiten in diesem Gebiet. Zum einen zeigen die gemessenen Daten, dass der Sanddorn, obwohl
bereits gut erforscht, noch immer Geheimnisse birgt, die es mit verschiedenen Mitteln aufzudecken
gilt. Dabei kann, wie hier gezeigt, auf Standardmethoden, wie z. B. die Mirkrowellenextraktion und
Saulenchromatographie, aber auch auf ungewohnliche Ansitze, wie z.B. die Sublimation,
zuriickgegriffen werden. Eine Vielzahl der hier diskutierten Inhaltsstoffe der Sanddornbeeren, ist noch
unbekannt und somit besteht auch weiterhin das Potential, diese zu isolieren und zu charakterisieren.
Zusitzlich konnen diese als neue potentielle Wirkstoffe in anderen medizinischen Studien z. B. der
Krebsforschung untersucht werden.
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Des Weiteren gilt es natiirlich, den Wirkstoff, der mit dem verunreinigten 1-Butanol in diese Studie
getragen wurde, zu identifizieren und dessen Potential in weiterfiihrenden medizinischen
Untersuchungen zu ergriinden. Auch wenn das Projektziel, einen ER-Stress reduzierenden Naturstoff
zu finden, in dieser Arbeit nicht moglich war, ist dieses Ergebnis durchaus positiv zu werten. So
zeigen Datenbankanalysen, dass die Strukturen der identifizierten Verbindungen aus dem 1-Butanol
der Firma Apolda nicht besonders kompliziert sind. Das kann bei weiteren positiven Ergebnissen
letzten Endes fiir eine Anwendung als Medikament von Vorteil sein, da diese einfach synthetisiert
werden konnten.

Von groflem Interesse filir weitere Arbeiten im Bereich der Naturstoffchemie und eventuell auch der
Lebensmittelchemie diirften die guten Ergebnisse der Sublimationsversuche sein. So kann die
Methode zur Bestimmung von Marker-Substanzen in den Sublimaten von Friichten fiir weitere
Pflanzenarten verwendet werden. Auch andere Pflanzenorgane wie Blétter, Bliiten, Rinden, Samen
und Wurzeln koénnten mit der Sublimation untersucht werden. Ein Katalog, welche die
Chromatogramme der Sublimate der verschiedenen Proben enthilt, kdnnte bei der Identifizierung
unbekannter Proben helfen. Somit wire diese Methode auch zur Bekdmpfung von Lebensmittelbetrug
geeignet. Hierzu wiren natiirlich noch weitere Untersuchungen notig. Da viele Pflanzenprodukte nicht
mehr als Rohstoff, sondern in raffinierter Form vorliegen, wird es eine wichtige Rolle spielen, dass es
moglich ist, Marker-Substanzen auch in den Sublimaten von Pflanzenextrakten nachzuweisen.

Fiir Naturstoffchemiker und Analytiker ist vor allem interessant, dass die Sublimation es ermoglicht,
vorher unbekannte Substanzen aus Pflanzenmaterial zu gewinnen. Die hohere Reinheit der Sublimate
im Vergleich zu den Extrakten ermoglicht eine einfachere Analyse und Auftrennung der
Stoffgemische. Diese kann genutzt werden, um vorher unbekannte Verbindungen zu charakterisieren.
Auch hier kann die Anwendung der Sublimation auf weitere Pflanzenbestandteile erweitert werden.
Auf diese Weise werden in Zukunft bestimmt einige noch unbekannte Inhaltsstoffe verschiedenster
Pflanzenarten entdeckt werden.
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8 Anhang

8.1 Methodenparameter

8.1.1 Joint Component Detection Wizard Einstellungen

Die automatische Peak Erkennung mittels JCD wurde mit dem Einstellungs-Wizard in MassFrontier 8
fiir den negativen (links) und positiven (rechts) Scan-Modus folgendermaBen eingestellt:

rox 3 x
=N =l

Mode Mode
Q) Wizard Details Q) Wizard Details
Deconvolution Deconvolution

Wizard Wizard

Average & Minimal Peak Width Average 8 Minimal Peak Width
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Abbildung 8.1 Einstellung der JCD bei Messungen von Proben mit einem Feststoffgehalt von 1.0-9.9 mg/ml
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Abbildung 8.2 Einstellung der JCD bei Messungen von Proben mit einem Feststoffgehalt von > 10 mg/ml

8.2 Tauchlosungen zum Anfarben der Diinnschichtchromatogramme

Zum Anfarben der Diinnschichtchromatogramme wurden verschiedene Tauchlosungen hergestellt und
verwendet. Die Diinnschichtchromatogramme wurden dazu nach der Auftrennung der Substanzen und
Abdampfen des Losungsmittels fiir 1-3 Sekunden in die Tauchldsungen gehalten. Daraufhin erfolgte
das Entwickeln der Chromatogramme durch das Erhitzen der DC-Platte mit einem Heizfohn. Die
verwendeten Losungen waren:

1. Eine Anisaldehyd-Schwefelsdure Losung aus 100 ml Essigsdure, 2 ml konzentrierter
Schwefelsdure und 1 ml Anisaldehyd

2. Eine ethanolische Schwefelsdurelosung aus 90 ml Ethanol und 10 ml konzentrierter
Schwefelsdure

3. Eine Cer(IV)-sulfat/Molybdatophosphorsdure Losung aus 28 g Ammoniummolybdat-
Tetrahydrat, 0.5 g Cerammoniumnitrat, 28 ml konzentrierter Schwefelsdure und 160 ml
Wasser

4. Eine Kaliumpermanganat Losung aus 1.5 g Kaliumpermanganat, 10 g Natriumcarbonat, 120
ml Wasser und 2.5 ml 5%iger Natronlauge

8.3 NMR-Daten der isolierten Verbindungen
8.3.1 Apfelsiure

'H NMR (300 MHz, DMSO-d¢): & 12.36 (s, 2H, 2 x COOH), 5.44 (s, 1H, OH), 4.26 (m, 1H, CH),
2.66-2.38 (m, 2H, CH:). ®C NMR (500 MHz, CD:CN): § 174.73 (COOH), 172.37 (COOH), 67.69
(CH), 39.00 (CH>).
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8.3.2 Apfelsiuremethylester

"H NMR (500 MHz, DMSO-dy): 5 12.44 (s, |H, COOH), 5.67 (s, 1H, OH), 4.35 (t, 1H, *J = 6.0 Hz,
CH), 3.63 (s, 3H, CHs), 2.73-2.40 (m, 2H, CH:). ®*C NMR (500 MHz, DMSO-d¢): 5 173.33
(COOMe), 171.54 (COOH), 66.99 (CH), 51.61 (CHs), 39.12 (CH>).

8.3.3 Apfelsiurebutylester

'H NMR (500 MHz, DMSO-dy): 8 12.44 (s, IH, COOH), 5.50 (s, 1H, OH), 4.28 (m, 1H, CH), 4.02
(q, 2H, 3J = 6.5 Hz, O-CH>-CHz), 2.73-2.40 (m, 2H, CH-CH>-COO), 1.54 (q, 2H, *J = 7.0 Hz,
CH-CH>-CHb), 1.32 (sx, 2H, *J = 7.4 Hz, CH>-CH>-CHs), 0.88 (t, 3H, %/ = 7.4 Hz, CHs). ®C NMR
(500 MHz, DMSO-dg): § 174.29 (COOH), 170.22 (COO-C,4Hs), 66.87 (CH), 63.68 (O-CH-CHz),
39.09 (CH-CH»-COO), 30.12 (CH»-CH»-CHs), 18.53 (CH>-CH,-CHs), 13.53 (CHs).

&.3.4 Bernsteinsdure

'H NMR (500 MHz, Aceton-d): 8 2.58 (s, 4H, 2 x CH). *C NMR (500 MHz, Aceton-ds): 5 173.69
(2 x COOH), 29.16 (2 x CHz).

8.3.5 Ethyl-B-D-Glucopyranosid

'H NMR (500 MHz, DMSO-d): 5 4.94 (s,1H,0H-2), 4.88 (s, 1H, OH), 4.46 (s. IH, OH-6), 4.10 (d,
1H, 3= 7.7 Hz, CH-1), 3.89-3.73 (m, 1H, CH2-6), 3.71-3.58 (m, 1H, CH>-7), 3.57-3.37 (m, 2H, CH:-6
+ CHz-7), 3.21-2.98 (m, 3H, CH-3. CH-4, CH-5), 2.92 (t, 1H, %] = 8.2 Hz, CH-2), 1.13 (t, 3H, J =
7.1 Hz, CHs). *C NMR (500 MHz, DMSO-dy): 5 102.6 (CH-1), 76.83 (CH-5), 76.78 (CH-3), 73.44
(CH-2), 70.09 (CH-4), 63.83 (CH>-7), 61.10 (CH:-6), 15.18 (CHs).

8.3.6 5-(Hydroxymethyl)furfural

'H NMR (500 MHz, Aceton-d): & 9.59 (s, 1H, CHya), 7.37 (d, 1H, 3J = 3.5 Hz, CH-3), 6.58 (d, 1H,
3J=3.5 Hz, CH-4), 4.64 (s, 2H, CH.). *C NMR (500 MHz, Aceton-dq): & 178.07 (COH), 162.89
(C-5), 153.44 (C-2), 123.79 (CH-3), 110.20 (CH-4), 57.49 (CH>).

8.3.7 Quino-1,5-lacton

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 5.9 (s,1H, OH-3), 5.24 (d, 1H, 3/ = 4.3 Hz, OH-6), 4.83 (d,
3J=17.0 Hz, OH-7), 4.61 (t, 1H, J = 5.3 Hz, CH-5), 3.53-3.45 (m, 1H, CH-6), 3.81 (q, 1H, *J = 4.4 Hz,
CH-7),2.25 (d, 1H, 7= 11.3 Hz, 1 x CHz-4), 2.14-2.07 (m, 1H,1 x CHs-4), 1.88-1.80 (m, 1H,1 x CHa-
8), 1.7 (t,1H, 7= 11.52 Hz, 1 x CH»-8). 8 C NMR (500 MHz, DMSO-d¢): § 177.64 (COO), 75.87
(CH-5), 71.52 (C-OH), 65.55 (CH-6), 65.19 (CH-7), 39.02 (CH2-4), 36.71 (CH>-8).

8.3.8 Ursolsdure

H NMR (500 MHz, DMSO-dg): & 11.95 (s, 1H, COOH), 5.13 (t, 1H, 3/ = 3.5 Hz, C=CH), 4.28 (d,
1H, %J = 5.1 Hz, OH), 3.00 (q, 1H, *J = 5.2 Hz, CH-CO), 2.10, (d, 1H, /= 11.3 Hz, CH=C-CH), 1.97-
1.75 (m, 4H, 1 x C-CH>-CHa-C-COOH, C=CH-CHa, 1 x C-CH>-CH>-C-COOH), 1.69-1.39 (m, 11H,
CH-CH>-CH-C-COOH, OH-CH-CH>-CHz, 1 x C-CH»-CH>-C-COOH, 1x OH-CH-C-CH-CH:,
C=CH-CH,-CH, OH-CH-CH, 1 x CH-CH>-CH,-C-COOH, 1 x OH-CH-C-CH-CH>-CH:), 1.39-1.19
(m, 4H, 1x OH-CH-C-CH-CH>, CH-CH-C-COOH, 1 x OH-CH-C-CH-CH,-CH>, 1 x CH-CH>-CHa-C-
COOH), 1.05 (s, 3H, CH=C-C-CH), 1.00 (d, 1H, °J = 13.3 Hz, 1 x C-CH>-CH.-C-COOH), 0.92 (s,
4H, CH-CH,-CH,-C-COOH, CHs-CH-CH,-CH,-C-COOH), .0.90 (s, 3H, OH-CH-C-CHs), 0.87 (s, 3H,
OH-CH-CH.-CH,-C-CHs), 0.82 (d, 3H, *J = 6.4 Hz, CHs-CH-CH-C-COOH), 0.76 (s, 3H, CH-C-C-C-
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C=CH), 0.68 (s, 4H, OH-CH-C-CHs, OH-CH-C-CH). ®C NMR (500 MHz, DMSO-dy): 5 178.27
(COOH), 138.19 (C=CH), 124.58 (C=CH), 76.82 (OH-CH), 52.37 (CH-C-COOH), 54.78 (OH-CH-C-
CH), 47.02 (C=CH-CH.-CH), 46.82 (C-COOH), 41.64 (C-C-C=CH), 39.10 (C-C=CH), 38.50 (CH-
CH,-CH»-C-COOH), 38.44 (CH-CH-C-COOH), 38.38 (OH-CH-C), 38.23 (OH-CH-CH:-CH), 36.53
(OH-CH-CH,-CH>-C), 36.32 (CH-CH,-CH,-C-COOH), 32.70 (CH-CH»-CH»-C-COOH), 30.19 (OH-
CH-C-CH-CH,-CHz), 28.26 (OH-CH-C-CHs), 27.54 (C-CH-CH,-C-COOH), 27.00 (OH-CH-CHz),
23.80 (C-CHs-CH2-C-COOH), 23.27 (CH=C-C-CHs), 22.85 (C=CH-CH.), 21.08 (CHs-CH-CH,-CHs-
C-COOH), 18.00 (OH-CH-C-CH-CHz), 17.01 (CHs-CH-CH-C-COOH), 16.91 (CH;-C-C-C-C=CH),
16.08 (OH-CH-C-CHs), 15.23 (OH-CH-CH,-CH,-C-CHs).

8.4 Kiristallographische Daten

8.4.1 Bernsteinsdure

Dateiname is_mgsubs18
Summenformel C4HeO,4
Molekulargewicht 118.09 g/mol

Kristallsystem; Raumgruppe

Temperatur (K) 123 K

a; b; ¢ (A) 5.4638(3); 8.7721(6); 5.0157(3)
Q) 93.091(2)

V (A% 240.048

VA 2

Strahlungstyp Mo Ka

u (mm™) 0.15

Kristallmaf3e (mm)

Monoklin; P2,/c

0.13 x0.17 x 0.32

Gerit Bruker D8 Quest
Gemessene Reflexe 7883
Unabhingige Reflexe 971

Reflexe mit [/ > 26(/)] 866

Rint 0.043

R[F* > 26(F?)]; WR(F?); S

Parameterzahl

0.0377; 0.0953; 1.064

41
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8.5 Abbildungen
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Abbildung 8.4 'H-NMR-Spektrum der F18.1 des HBG-I 1-Butanolextraktes
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Abbildung 8.6 Beispiel fiir eine Substanzm, die nur im Chromatogramm des Habego-Sublimates mit einem
m/z von 165 zur RT 5.5 min detektiert wurde
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Abbildung 8.7 Beispiel fiir eine Substanz, die nur im Chromatogramm des Otradnaja-Sublimates ( ) mit

einem m/z von 368 zur RT 15.2 min detektiert wurde

RT: 1468-1877

1004 NL 661E2
3 miz= 222 50-223.50 F. ITMS - ¢
80 ESI Full ms [50.00-2000.00]
i MS
60
40
" ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
i ‘ ‘ ! |
10U M- 4 4FE>
3 iz 222 52778 540 I TTRAS - ¢
o 807 S Full mes [50.00-2000.00]
o ] s
g 1
s 1
5 60
2
< 1
2 40
g 7
T ]
r 20
0 s -
100 ML 2972
] iz 222 50-223 50 - ITHS - ¢
80 S Pl s [50. 00 2000.00]
] 5
60
40
20
108* NL: 2 18E3
] miz= 222 50-223.50 F: ITMS - ¢
80 ESI Full ms [50.00-2000.00]
1 MS
60+
40
20
07.‘ [ ‘ L ‘ \‘||\ ] |
R e e R s Bae Mt o e B e AR M A o s B o S et R e A Rt
150 155 16.0 16.5 17.0 175 18.0 185
Time (min)

Abbildung 8.8 Beispiel fiir eine Substanz, die nur im Chromatogramm des Alpensorte-Sublimates (lila) mit
einem m/z von 223 zur RT 16.6 min detektiert wurde
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Abbildung 8.9 Beispiel fiir eine Substanz, die nur in den Chromatogrammen des Trofimovskaja-Sublimates
(griin) nicht vorkam, mit einem m/z von 423 zur RT 25.7 min
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Abbildung 8.10 Vergleich der Chromatogramme verschiedener Sanddornbeerensublimate im Bereich von 12-

16 Minuten. Habego (schwarz), Otradnaja ( ), Trofimovskaja (griin) und eine Sorte aus den Alpen (lila)
zeigen dhnliche Peakmuster. Die Peakintensitdten sind in allen Sorten unterschiedlich
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Abbildung 8.11 Vergleich der Massenspektren des Toluenextraktes (unten) der HBG-II Sanddornbeere und des
Sublimates der Toluenextraktes (oben) im Bereich von 17-19 Minuten. Es sind deutliche Unterschiede zu

erkennen, Substanzen mit einer Masse iiber 400 amu aus dem Extrakt werden nicht sublimiert
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Abbildung 8.12 HSQC-Spektrum der F1 des HBG-II Sanddornbeerensublimates
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Abbildung 8.13 'H,'H-COSY-Spektrum der F1 des HBG-II Sanddornbeerensublimates
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Abbildung 8.14 'H-NMR-Spektrum der F4 des HBG-II Sanddornbeerensublimates
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Abbildung 8.16 HSQC-Spektrum der F4 des HBG-II Sanddornbeerensublimates
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Abbildung 8.18 “C-NMR-Spektrum der F4 des HBG-II Sanddornbeerensublimates
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Abbildung 8.19 'H-NMR-Spektrum der F7 des HBG-II Sanddornbeerensublimates
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Abbildung 8.21 HSQC-Spektrum der F7 des HBG-II Sanddornbeerensublimates
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Abbildung 8.22 3C-NMR-Spektrum der F7 des HBG-II Sanddornbeerensublimates
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Abbildung 8.23 HMBC-Spektrum der F7 des HBG-II Sanddornbeerensublimates
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8.6 Tabellen

Tabelle 8.1 Ergebnisse der Gefriertrocknung der Sanddornbeeren (HBG-I). Nach 32h wurde
Gewichtskonstanz errreicht

Charge 1 2 3 [2]

Nassgewicht (g) 30.08 30.24 30.16 30.16
Trockengewicht (g) 5.0 53 5.1 5.13
Massenverlust (%) 83.4 82.5 83.1 83.0

Tabelle 8.2  Feststoffgehilter der Ethanolextrakte (80%) bei unterschiedlicher Probenvorbereitung
Beeren, ganz Beeren, zerkl. Beeren, zerkl. tr. Beeren, zerkl. tr. entf.
FG (o] FG a FG (o] FG (o]
5.0 5.0 15.9 16.0 20.6 21.8 25.6 27.2
5.2 15.8 21.8 27.6
5.0 15.7 21.7 26.3
5.0 16.5 233 27.1
4.7 16.0 21.5 29.3
Tabelle 8.3 Marker Substanzen, die in den Sanddornbeerensublimaten gefunden wurden. Massen,
die nur in einem der Sublimate gefunden wurden, sind griin hervorgehoben
RT m/z Wasser | Methanol | 1-Butanol | Ethylacetat Chloroform Toluol
2 115 X X X X
2 133 X X X X
2.0 261 X X
2.0 289 X X X
2.0 333 X X X X X
2.0 343 X X X
2.0 191 X X
2.1 291 X X X X
2.1 159 X X X X
2.1 158 X X X X
2.1 175 X
2.1 186 X X X X
2.1 195 X X
2.1 229 X X
2.1 245 X X X X
2.1 275 X X X
2.2 231 X X X
2.2 271 X
2.2 298 X X X
2.2 327 X X X
2.2 343 X X X
2.2 483 X X X
2.2 505 X X X
2.3 117 X X X X
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RT m/z Wasser | Methanol | 1-Butanol | Ethylacetat Chloroform Toluol
2.3 163 X
2.3 173 X
2.3 253 X X X
2.3 273 X
2.3 279 X X
2.3 289 X X X X X
2.3 295 X X
2.3 301 X X
2.3 311 X X
2.4 129 X X X X
2.4 147 X
2.4 195 X
2.4 197 X
2.4 205 X X X X
2.4 259 X
2.4 281 X X
2.4 343 X X X X X
2.4 345 X X
2.5 173 X X
2.6 111 X
2.6 140 X X
2.6 161 X
2.6 186 X
2.6 261 X X
2.6 289 X
2.6 345 X X
2.6 377 X X
2.6 523 X
2.7 229 X X
2.7 367 X
2.8 127 X
2.8 143 X X X X
2.8 171 X X
2.8 179 X X X X X X
2.8 189 X X
2.8 225 X
2.8 247 X
2.8 289 X
2.8 381 X X X X X X
2.8 413 X
3.0 225 X
3.2 186 X X
3.2 254 X X
3.3 171 X X X
33 239 X
33 275 X
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RT m/z Wasser | Methanol | 1-Butanol | Ethylacetat Chloroform Toluol
33 301 X
33 316 X
34 134 X X
34 178 X X
3.7 235 X
3.7 297 X
3.5 161 X
3.9 205 X X X
3.9 267 X
4.0 367 X X
43 121 X X
4.8 201 X X
4.8 257 X X
4.8 401 X X
5.0 119 X
5.2 271 X
5.4 119 X X
5.4 147 X X
5.4 165 X X
54 221 X
5.4 233 X
54 295 X
5.4 353 X X
54 385 X
5.4 415 X X
5.7 201 X X
5.7 401 X
5.9 134 X X
6.5 132 X
6.6 144 X
6.5 171 X X
7.9 251 X
7.9 313 X
8.0 209 X X
8.0 271 X X
8.0 303 X X
8.5 219 X
8.8 192 X
9.3 204 X
9.3 219 X
9.3 331 X

10.5 120 X
10.5 164 X
10.5 192 X
10.8 219 X
10.8 262 X
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RT m/z Wasser | Methanol | 1-Butanol | Ethylacetat Chloroform Toluol
10.8 277 X
11.2 216 X
11.2 231 X
11.2 249 X
11.8 248 X
12.2 202 X
12.2 230 X
12.2 258 X
12.2 273 X
12.3 232 X
12.3 287 X
12.5 189 X
12.5 259 X
12.5 351 X
12.9 202 X
12.9 218 X X X
12.9 246 X X X X X
12.9 261 X x (12.5)
12.9 230 X
12.9 258 X
12.9 273 X
13.3 221 X
13.3 236 X
13.3 293 X
13.3 361 X
13.6 179 X X
13.6 225 X X
13.6 293 X X
13.6 355 X X
13.6 473 X X
13.6 535 X X
13.8 218 X
13.8 233 X X X X
13.9 189 X
13.9 259 X
13.9 351 X
14.2 188 X X X X
14.2 217 X X X X
14.2 232 X X X X
14.2 260 X X X X
14.2 275 X X X X
14.5 216 X X X X X X
14.5 244 X X X X X X
14.5 259 X X X X X X

15 219 X X X X
15 230 X
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RT m/z Wasser | Methanol | 1-Butanol | Ethylacetat Chloroform Toluol
15.6 245 X
15.6 267 X X
15.6 271 X
15.6 285 X
15.6 307 X X
15.7 265 X
15.8 295 X
16.1 331 X
16.1 399
16.2 245 X X
16.2 293 X X
16.2 333 X X X X
16.2 365 X
16.9 269 X
16.9 381 X X X
17 251 X X X X X
17 319 X X X X
17.4 277 X X X X X
17.4 253 X X X X X
17.8 255 X X X X X
17.8 279 X X X X X
17.8 280 X X X X X
18.2 281 X X X X X
18.2 282 X X X X X
18.2 349 X X X X X
18.2 586 X X X X X
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