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fir meine Eltern und R.

J’ai cueilli cette fleur pour toi sur la colline.
Dans I’apre escarpement qui sur le flot s’incline,
Que I’aigle connait seul et seul peut approcher,

Paisible, elle croissait aux fentes du rocher.

Victor Hugo

... a supply of Aconite of known botanical origin is still a desideratum in pharmacy.**

(Dymock et al., 1890)

,»1he greatest needs are for improvements in the microscale (GC-MS, HPLC-MS) analysis of

the complex mixtures of alkaloids obtained from plant sources.* (Benn, 1993)
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Tabelle 1: Numerierung der Alkaloide

Nr. Alkaloid Struktur siehe
1 Pseudaconin X
2 Bikhaconin X
3 Chasmanin Abbildung 30, Seite 146
4 Senbusin A X
5 Karakolin X
6 Isotalatizidin X
7 Veratroylpseudaconin X
8 Neolin X
9 Veratroylbikhaconin X
10 Ludaconitin X
11 8-Deacetylyunaconitin X
12 Falconerin X
13 8-Deacetyl-8-O-Methyl-Pseudaconitin Keine
14 Falconeridin X
15 Bikhaconitin X
16 Pseudaconitin X
17 Falconericin X
18 8-Acetylfalconerin X
19 8-Deacetyl-8-O-Methyl-Indaconitin Keine
20 Aconitin X
21 Chasmaconitin X
22 Crassicaulin A X
23 Yunaconitin X
24 Indaconitin X
25 8-Deacetyl-8-Veratroyl-Yunaconitin Keine
26 8-Benzoyl-14-Veratroylpseudaconin Abbildung 27, Seite 143
27 Falaconitin X
28 Lipopseudaconitin_1 (m/z 928) Keine
29 Linoleoylpseudaconitin Keine
30 Palmitoylpseudaconitin Keine
31 Lipopseudaconitin_2 (m/z 912) Keine
32 Palmitoylindaconitin Keine
101 Benzoylaconin Tabelle 5, Seite 20
102 Aconin Tabelle 5, Seite 20
103 Pyroaconitin Tabelle 5, Seite 20
104 Atisin Abbildung 4, Seite 18
105 Hetisin Abbildung 4, Seite 18
106 Lipoaconitin Tabelle 5, Seite 20
107 Lipomesaconitin Tabelle 5, Seite 20
108 Mithaconitin X
109 1-epi-1-O-Methyl-Neolin Abbildung 30, Seite 146
110 Faleoconitin X
111 3’-Methoxyacoforestinin X
112 Mesaconitin X
113 Hypaconitin X
114 Pyrobikhaconin Keine

ISTD Reserpin (als interner Standard verwendet) Abbildung 16, Seite 12

Nr. 1-32 in dieser Arbeit verwendete oder detektierte Alkaloide; Nr. 101-114: zum Vergleich
erwahnte hier nicht detektierte Substanzen; X Tabelle 4, Seite 16.

IX
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Zusammenfassung

Bei der Suche nach neuen Wirkstoffen haben Pflanzen als Rohstoffquelle eine wichtige
Bedeutung. Im Interesse der Pharmazie steht unter diesem Aspekt auch die traditionelle
Medizin verschiedener Kulturen, wobei die asiatischen Medizinsysteme in Europa eine
steigende Bedeutung finden. Phytochemische Untersuchungen iiber die pharmakologisch und
toxikologisch interessanten Diterpenalkaloide in Aconitum-Arten wurden seit {iber hundert

Jahren durchgefiihrt.

Ziel dieser Arbeit war es, nach neuen Wirkstoffen in Aconitum-Arten des Himalaya zu
suchen. Hierbei sollten Analysenmethoden verwendet werden, welche eine rasche Detektion
und Identifizierung von Diterpenalkaloiden in Extrakten, insbesondere bei geringer
Probenmenge, ermoglichen. Es wurden die Knollen von den drei aus dem Himalaja
stammenden Arten A. falconeri, A. spicatum und A. violaceum sowie tibetische Juwelenpillen,

welche Aconitum-Knollen enthalten, untersucht.

Mit Diinnschichtchromatographie und Detektion mit dem DC-Scanner mittels
Mehrwellenldngen-Scan  konnten Extrakte von Knollenproben getrennt und die
Hauptalkaloide im Vergleich zu Referenzsubstanzen identifiziert werden. Diese Methode ist
fiir Routinepriifungen geeignet, die UV-inaktiven Alkamine wurden aber nicht

zufriedenstellend detektiert.

Auf Basis der mit DC gewonnen Resultate wurde die HPLC-MS"-Technik mit Elektrospray-
Ionisation eingesetzt. Diese ermoglicht eine optimale Trennung geringster Probenmengen und
eine spezifische Detektion sowie eine quantitative Untersuchung. Die MS* und MS’-

Spektren von Norditerpenalkaloiden, insbesondere des Pseudaconitin- und Bikhaconitin-Typs,
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ergaben charakteristische MS"-Fragmentierungen. Mit deren Hilfe wurden weitere Substanzen
tentativ identifiziert, fiir welche keine Referenzsubstanzen vorhanden waren. Diese
Interpretationen konnten im Fall von 8-Acetylfalconerin (18), Ludaconitin (10) und
Falaconitin (27) mit isolierten oder semisynthetisch hergestellten Referenzsubstanzen
bestétigt werden. Ebenfalls tentativ identifiziert wurden die bisher nicht bekannten Alkaloide
8-Deacetyl-8-Veratroyl-Yunaconitin (25) und 8-Benzoyl-14-Veratroylpseudaconin (26),
welche als besondere 8,14-Diaroylalkaloide in den Knollen von A.falconeri gefunden
wurden, wihrend 8-Deacetyl-8-O-Methyl-Pseudaconitin (13) und 8-Deacetyl-8-O-Methyl-
Indaconitin (19) als in wassrig-methanolischer Losung entstehende Artefakte nachgewiesen

wurden.

Die Proben wurden qualitativ und quantitativ untersucht. Die quantitative Bestimmung, in
welche vierzehn Alkaloide sowie zwei tentativ identifizierte Substanzen einbezogen wurden,
konnte nicht mehrfach durchgefithrt werden. Daher wurde statt des absoluten Gehalts der
relative Gehalt im Verhédltnis zum Hauptalkaloid angegeben. Hiermit liessen sich die

Alkaloidmuster der verschiedenen Extrakte vergleichen.

In Knollenextrakten von A. falconeri und A. spicatum wurden mehrere Alkaloide fiir diese
Arten erstmals detektiert und die jeweils bekannten Alkaloide meist bestitigt. Bei
A. violaceum wurden neu als Hauptvertreter die wenig toxischen Alkamine detektiert. Dies ist
bemerkenswert, da bei den anderen untersuchten Arten vorwiegend die stark toxischen

Diesteralkaloide detektiert wurden.

In der tibetischen Medizin und in anderen asiatischen Medizinsystemen werden iiblicherweise

»entgiftete behandelte Knollen verwendet. Es wurde untersucht, ob ein ,,processing“-Effekt,
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flir welchen eine Verschiebung der Hauptalkaloide von den Diester- zu den
Monoesteralkaloiden erwartet wurde, bei behandelten Knollen sowie diese Komponente
enthaltende tibetischen Juwelenpillen festgestellt werden kann.. Bei Knollenextrakten von
A. falconeri wurden im Alkaloidmuster keine Unterschiede zwischen tibetisch behandelten
und unbehandelten Knollen festgestellt, was mit einer zu kurzen Behandlungsdauer
zusammenhdngen konnte. Bei tibetischen Pillenproben verschiedener Herkunft waren
allerdings grosse Unterschiede in den Verhéltnissen zwischen analogen Mono- und
Diesteralkaloiden vorhanden, was bei einigen Proben auf ein effektives ,,processing*

zurlickgefiihrt werden konnte.

Die Trennung der Alkaloidgemische mit Umkehrphasen-HPLC ergab eine tailingfreie
Trennung der Alkaloide. Retentionszeitbereiche konnten klar unterschieden werden, in
welchen mit abnehmender Polaritit aufeinanderfolgend Alkamine, Monoesteralkaloide,
Diesteralkaloide sowie schliesslich Lipoalkaloide gruppenweise eluierten. Die Giftigkeit
dieser Substanzgruppen in dieser Elutionsfolge ist zuerst gering, gefolgt von mittel, dann
maximal mit den giftigsten Alkaloiden iiberhaupt und schliesslich wieder mittel. Unterschiede
im Veresterungsgrad der Norditerpenalkaloide, welche fiir ihre pharmakologischen und
toxikologischen Eigenschaften ausschlaggebend sind, zeigten sich also auch in ihrem

fliissigchromatographischen Verhalten!
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A Allgemeiner Teil

A.l  Einleitung und Zielsetzung

Eine wichtige Aufgabe der Pharmazie ist es, neue Wirkstoffe zu entdecken. Hierbei haben
Pflanzen als Rohstoffquelle eine wichtige Bedeutung. Unter diesem Aspekt stehen die
traditionellen Medizinsysteme verschiedener Kulturen seit langem im Interesse der
Pharmazie. Zudem finden die asiatischen Medizinsysteme in Europa eine steigende
Bedeutung. Es besteht ein Bediirfnis, die Qualitdt und Sicherheit von Medikamenten aus
Asien abzuklédren, da diese in Europa wenig bekannt sind und die Gesundheitsbehorden

mehrfach Massnahmen ergreifen mussten.

Die Gattung Aconitum fand zu verschiedenen Zeiten und an verschiedenen Orten der Welt
Interesse. So war auch in der Schweiz Aconiti Tuber in der Pharmacopoeia Helvetica VI noch
bis 1970 monographiert und weiterhin findet der Eisenhut in den traditionellen asiatischen
Medizinsystemen oder in der Komplementirmedizin Verwendung. Eine wichtige Rolle spielt
hierbei die Behandlung von Entziindungen und Schmerzen. In der medizinischen Forschung
ist die Suche nach neuen Analgetika und deren Wirkmechanismen weiterhin ein wichtiges
Thema. Neben der analgetischen Wirkung der Diterpenalkaloide zeigten einzelne
Modellsubstanzen zudem ein antiepileptisches, andere ein antiarrythmisches Potential (Ameri,
1998). Hauptsichlich bei den Diester-Diterpenalkaloiden muss jedoch deren Neuro- und

Cardiotoxizitit beachtet werden.

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Norditerpenalkaloiden von Arten der Gattung
Aconitum aus der Flora des Himalaya unter Einsatz der Diinnschichtchromatographie und

HPLC-MS". Weiter sollte untersucht werden, ob im Alkaloidspektrum bei behandelten
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Eisenhutknollen Verdnderungen festgestellt werden konnen, welche auch in tibetischen

Juwelenpillen wie Byu-Dmar 25 enthalten sind.

A.2  Die Gattung Aconitum

Die Gattung Aconitum, Eisenhut, gehort zur Familie der Ranunculaceae, den
Hahnenfussgewichsen, und ist in Nordamerika, Europa sowie in Asien bis nach Japan weit
verbreitet. Die Pflanze gedeiht in den nordlichen temperierten Zonen und den gebirgigen
Regionen der Subtropen (Riedl & Nasir, 1991). Die Gattung ist sehr formenreich, je nach
Auffassung werden weltweit zwischen 60 und 350 Arten gezdhlt (Seeger, 1994), da Arten

weiter differenziert oder zusammengefasst werden (Katz & Staehelin, 1977).

Aconitum wird etymologisch u.a. vom griechischen Aconai (=steile Felsen) abgeleitet, was
auf den harten Felsengrund als Standort hinweist (Genaust, 1996). Die englische Bezeichnung
”wolf’s bane” oder einige deutsche volkstiimliche Namen des Eisenhuts wie "Wolfswurzel”,
”Hundstod” und “Giftheil” (van Wijk, 1911) weisen auf die Giftigkeit der Pflanze und deren
Verwendung hin. Letztere Bezeichnung enthélt die Ambivalenz zwischen Gift und Heilmittel,
oder zwischen Risiko und Nutzen. Aconitum-Arten wurden auch als Pfeilgift im ganzen
Verbreitungsgebiet eingesetzt, so z.B. in Indien A.ferox und A.chasmanthum (Bisset &
Mazars, 1984). Die europdische Art A. napellus, der blaue Eisenhut, wird haufig als die

giftigste Pflanze Europas bezeichnet (Seeger, 1994).

Die Giftigkeit und das pharmakologische Potential des Eisenhuts gehen auf die in allen
Organen enthaltenen Diterpenalkaloide zurlick. Die grossten Alkaloidmengen werden in den
Knollen oder Tubera gefunden. Bei vielen Aconitum-Arten sind die Wurzeln ribenformig

(=napellus) zu Knollen verdickt (Deutschmann et al., 1984).
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A.2.1  Aconitum-Arten im Himalaja

In dieser Arbeit wurde mit drei Aconitum-Arten aus Indien gearbeitet, daher soll im
Folgenden ein Blick auf die Botanik dieser artenreichen Gattung im Himalaja geworfen
werden. Im heutigen Indien zdhlt man siebenundzwanzig Aconitum-Arten (Rau, 1993). Von
den gut dreissig Arten, die in Nepal vorkommen (Hara, 1979), geben Dobremez & Shrestha
(1980) auch deren Verbreitung im Himalaja von Afghanistan {iber Nepal bis Westchina an.
Naithani (1990) erwihnt fiir den Himalaja-Raum von Indien, Nepal und Bhutan insgesamt

flinfzig Arten.

Stapf (1905) erstellte fiir die Aconitum-Arten des damaligen indischen Himalajas die heute
noch giiltige Taxonomie. Diese 16st die fritheren Einteilungen von Briihl (1896), Goris (1901)
und in klassischen botanischen Werken wie Hooker (1872) ab. In der Zwischenzeit sind

zusdtzliche Arten aus dem ganzen Himalaja beschrieben worden (Hara, 1979).

Anhand der Wurzelstruktur teilte Stapf (1905) die Gattung Aconitum in drei Sektionen ein.
Von diesen ist die ,,Sectio Napellus* die bedeutendste. Fiir diese Arbeit von Interesse ist
deren Unterteilung in Napellus-, Anthora- und Deinorrhizum-Typ. Zum Napellus-Typ
gehoren u.a. die Arten A. falconeri, spicatum und A. violaceum sowie weitere medizinische
wichtige Arten wie A. chasmanthum, ferox, laciniatum, wihrend zum Anthora-Typ
A. heterophyllum und A. hookeri, zum Deinorrhizum-Typ die beiden Arten A. Balfourii und

A. deinorrhizum zihlen.

Die Bezeichnung Napellus” verwendete Stapf erstens fiir die Sectio Napellus als
Oberbegriff fiir riibenformige Knollen, welche aus Knollenpaaren von Mutter- und

Tochterknolle bestehen, und zweitens fiir den untergeordneten Napellus-Typ, dessen Vertreter
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in den Knollen ein kontinuierliches Kambium aufweisen. Dies im Unterschied zum Anthora-
Typ, bei welchem das Kambium in mehrere kleine Ringe aufgeteilt ist, oder zum
Deinorrhizum-Typ, welcher an mehreren isolierten, langgezogenen oder hufeisenférmigen
,,Kambiumringen“ erkennbar ist. Mit ,,Napellus* meint Stapf in diesem Zusammenhang die
allgemeine Morphologie, nicht aber die europdische Aconitum-Art A. napellus, welche im
Himalaja nicht vorkommt (Stapf, 1905; Mehra & Sobti, 1955; Puri, 1974), auch wenn gewisse
indische Standardwerke wie Chopra et al. (1956) diese Art noch fiir Indien erwihnen, gestiitzt

auf iiberholte botanische Werke wie Hooker (1872).

Die Knollen von Aconitum-Arten des Napellus-Typs unterschieden Mehra & Puri (1970)
anhand des Vorkommens von Steinzellen in der primédren Wurzelrinde der Knollen und den

durch die Endodermis getrennten dusseren Schichten des Zentralzylinders (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Vorkommen von Steinzellen zur Unterscheidung von Knollen einiger indischer
Aconitum-Arten des Napellus-Typs.

\VVorkommen von Steinzellen* A. falconeri A.spicatum A.ferox A. laciniatum
e in primédrer Wurzelrinde + + - -
e in dussersten Schichten des n i i i
Zentralzylinders

* gem. Mehra & Puri (1970)
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A.2.1.1 Aconitum-Knollen und in Indien als ‘Ferox-Gruppe’ gehandelte
Droge

Auf dem Markt in Indien gehandelte Aconitum-Knollen wurden oft als Mischung
verschiedener Aconitum-Arten (Stapf, 1905; Chakravarty & Chakravarti, 1954) oder als
verfalscht beschrieben. Die von Hindlern benutzten Begriffe reichen u.a. von ,Indian
Napellus Root”, ,,True Napellus* respektive ,,European Aconite”, ,,Ferox Varieties”, ,,White
Aconite”, ,,Black Aconite”, womit z.B. pechschwarze durch Kochen mit Eisensulfat und
Kuhurin behandelte Knollen gemeint sind (Mehra & Puri, 1970), bis ,,Nepal Aconite” und
,Non-Poisonous Aconite” (Chopra et al., 1958). Die friiher unter der Bezeichnung ,,Aconitum
ferox’ exportierte Droge besteht aus Mischungen der sechs kommerziell wichtigen Aconitum-
Arten Aconitum falconeri, spicatum, laciniatum, deinorrhizum, Balfourii und selten aus der
Art A. ferox selber (Mehra & Puri, 1970). Die Wurzelknollen dieser Arten, welche die
Autoren zusammenfassend ,,Ferox-Gruppe* nennen, sind dusserlich dhnlich und werden alle -
in den verschiedenen indischen Sprachen - als ,,Bikh* / ,,Bish* (Gift) / ,,Vish* / ,,Vatsnabh* /
»Meetha Telia® bezeichnet (Stapf, 1905; Mehra & Puri, 1970). Neben der ,,Ferox-Gruppe*
sollen in Indien auch die Knollen von A.chasmanthum, heterophyllum, laciniatum und
violaceum kommerziellen Wert als Droge haben (Chakravarty & Chakravarti, 1954; Chopra et

al., 1958).

Anhand dieser Tatsachen wird deutlich, wie schwierig es ist, eine definierte Droge zu
erhalten. Weiter spielt die Reinigung, Trocknung und gegebenenfalls Behandlung eine Rolle.
Es stellt sich die Frage, ob eine erhéltliche Droge iiberhaupt einen ,,urspriinglichem Zustand”

wiedergibt.
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A.2.1.2 Medizinische Verwendung von Aconitum

In der westlichen Medizin gilt die Anwendung von Aconitum-Knollen heute als obsolet
(Seeger, 1994), einerseits wohl wegen deren Toxizitidt und geringen therapeutischen Breite,
andererseits weil gut untersuchte synthetische Analgetika zur Verfiigung stehen. Noch in den
1970-er Jahren war die europdische Aconitum-Art A. napellus als Droge ,,Tuber Aconiti“ in
den Arzneibilichern der Schweiz und verschiedener européischer Lander monographiert. Als
Indikationen wurden hierfiir z.B. Neuralgien und Erkéltungskrankheiten in der Schweiz
offiziell angegeben (Biichi et al., 1975). In der Komplementirmedizin sind jedoch
Zubereitungen aus Aconitum weiterhin Teil des Arzneimittelschatzes. In der Homdopathie
wird der Eisenhut meist als ganze frische Pflanze in potenzierter Form innerlich bei akuten
Erkiltungen oder fieberhaften Erkrankungen verwendet (Kommission D, 1985). Ausserlich
wird in der anthroposophischen Medizin ein bis zu 10 %iges Ol aus Tuber Aconiti bei
Schmerzzustinden wie Trigeminus- und Zosterneuralgien angewendet (Kommission C,
1986). Das in der Schweiz tibetische zugelassene Arzneimitte]l Padma 28% enthilt Tuber
Aconiti (1 mg/Tablette) als einen von achtundzwanzig pflanzlichen Bestandteilen und wird
u.a. bei Durchblutungsstorungen mit Parédsthesien und Wadenkrdmpfen eingesetzt

(Arzneimittelkompendium der Schweiz, 2003).

Als Ersatz fiir die europdische Art A. napellus wurden Eisenhutknollen aus Indien vermutlich
auch nach dem Ende der Kolonialzeit in Grossbritannien oder im Commonwealth
pharmazeutisch genutzt. So findet sich noch im British Pharmaceutical Codex 1973 die
Monographie ,,Indian Aconite*, wobei hier Aconitum chasmanthum, deinorrhizum oder

spicatum als zuldssige Arten angefiihrt werden.
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In Indien gehort Aconitum - hier global fiir die vorher erwéihnte ‘Ferox-Gruppe’ - zu den
iltesten Heilmitteln sowohl der Hindu- als auch der moslemischen Arzte (Dymock et al.,
1890). Die medizinischen Anwendungen sind #hnlich wie friiher in Europa. Ausserlich wurde
eine Paste aus den pulverisierten Knollen bei Neuralgien und anderen schmerzhaften
Erkrankungen wie bei Furunkeln eingesetzt. Die behandelten d.h. entgifteten Knollen setzten
ayurvedische respektive Hindu-Arzte intern meist in Kombination mit anderen Drogen ein bei
Fieber, Rheuma, Husten, Asthma und Schlangenbissen. Auch als ”"Herzstimulans” wurden die

Knollen verwendet (Dymock et al., 1890; Chopra et al., 1958).

A.2.1.3 Gefahrdete Eisenhut-Arten

Aufgrund ihrer Bedeutung in den asiatischen Medizinsystemen sind Aconitum-Knollen auch
kommerziell wertvoll. Daher ist es z.B. in Nordwest-Indien fiir nomadisierende Volksstdmme
wie die ,,Gujars* und ,,Gaddis of Chamba®, welche den Sommer iiber mit ihren Viehherden
auf die hochgelegenen Weiden der Himalaja-Vorgebirge ziehen (Negi, 1990), interessant,
Aconitum-Knollen zu sammeln. Dies fiihrte zu einer Ubernutzung der Bestinde, so dass
A. deinorrhizum und A. ferox als ,,verwundbare Arten* im Red Data Book of Indian Plants
aufgefiihrt werden (Nayar & Sastry, 1987). Neben anderen Medizinalpflanzen wurden im
Kumaon Himalaja (Uttar Pradesh, Indien) A. ferox und A. heterophyllum sowie die in dieser
Arbeit untersuchte Art A. falconeri als ,,bedrohte Arten* gemeldet (Joshi et al., 1987). Das
Sammeln in grosseren Mengen zum Handel soll verboten werden, jedoch wurden ausser in
bestehenden Reservaten keine weiteren Schutzmassnahmen ergriffen (Nayar & Sastry, 1987).
Es fragt sich, wie effektiv diese Massnahmen den Handel beeinflussen und die gefahrdeten
Arten vor der Ausrottung schiitzen, da sie doch in den traditionellen Medizinsystemen weiter
eingesetzt werden. Der Gebrauch im Ausland sollte kritisch beurteilt oder z.B. mit gezieltem

Anbau gekoppelt werden.

10
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A.3  Diterpenalkaloide

Laut Definition sind Alkaloide Naturstoffe mit vorwiegend heterozyklisch eingebautem
Stickstoff, die als sekundidre und tertiire Amine, als Amide, Aminoxide und quartire
Ammoniumbasen vorkommen. Die N-Atome entstammen vorwiegend Aminosduren. Nach
Aufnahme wirken sie beim Menschen und bei Wirbeltieren in der Regel giftig (Hénsel &

Sticher, 2004). Alkaloide gehdren zu den sekundéren Pflanzenstoffen.

Alkaloide lassen sich nach verschiedenen Kriterien einteilen: Nach Herkunft (z.B. Opium-,
Mutterkorn-, Aconitum-Alkaloide) oder nach Grundstruktur (z.B. Phenanthren-, Indol-,
Diterpenalkaloide [Burger &Wachter, 1998]). Weiter werden Alkaloide biogenetisch wie
folgt unterschieden. Bei echten Alkaloiden wird das Kohlenstoffgeriist einer meist
decarboxylierten Aminosdure Teil eines heterozyklischen Systems, wiahrend es bei den Proto-
Alkaloiden eine azyklische Einheit bildet (z.B. Ephedrin). Dagegen leiten sich Pseudo-
Alkaloide - besser Crypto-Alkaloide genannt - nicht von Aminosduren ab, sondern sind mit
anderen Naturstoffen verwandt. Hierzu gehoren Steroidalkaloide und Terpenalkaloide
(Burger &Wachter, 1998; Benn, 1993). Terpenalkaloide werden weiter nach Isopreneinheiten
unterteilt, wobei hier insbesondere die Diterpenalkaloide interessieren, deren Strukturen von

Cyo-Terpenen abzustammen scheinen (Benn, 1993).

A.3.1 Diterpen- und Norditerpenalkaloide

Bisher sind tiber 400 Diterpenalkaloide isoliert worden (Benn, 1993). Als Quellen sind in der
Pflanzenwelt innerhalb der Hahnenfussgewéchse (Ranunculaceae) die Gattungen Aconitum,
Delphinium und Consolida sowie eine Thalictrum Art wichtig. Weiter ist die monogenerische

Familie der Garryaceae von Bedeutung. Diterpenalkaloide wurden auch noch in vereinzelten

11
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Arten anderer Familien gefunden wie Anopterus (Escalloniaceae), Spiraea (Rosaceae) und
Inula royleana (Asteraceae) (Benn, 1993). In der Tierwelt dagegen wurden Diterpenalkaloide
bisher nur in bestimmten Liusen gefunden, die sich an das Leben auf den auch insektizid

wirkenden Aconitum-Pflanzen angepasst haben (Katz, 1990; Liu & Katz, 1996).

Cyo-Diterpenalkaloide Cio-Norditerpenalkaloide
pentazyklisch hexazyklisch

Abbildung 1: Grundgeriiste der Diterpenalkaloide

Man unterscheidet die pentazyklischen Cyo-Diterpenalkaloide sowie die hexazyklischen Cio-
Norditerpenalkaloide (siche Abbildung 1) und einige wenige C;s-Diterpenalkaloide. Die C;s-
und C¢-Diterpenalkaloide werden auch als Norditerpenalkaloide bezeichnet (Hanuman &
Katz, 1994c). Die Cyo-Diterpenalkaloide sind weniger giftig wihrend die stirker mit
Sauerstoff substituierten Cio-Diterpenalkaloide stark giftig sind. Die Norditerpenalkaloide
werden gewdhnlich in die in Abbildung 2 dargestellten vier Typen eingeteilt: Aconitin- (im
Folgenden als ,,sensu latiore® bezeichnet), Lycoctonin-, Pyrodelphinin- oder Pyro- sowie

Heteratisin- oder Lacton-Typ (Wang & Liang 1992; Jacyno, 1996).

12
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\\\‘\\nn\

paa

Heteratisin-Typ
(Lacton-Typ)

Aconitin-Typ (sensu latiore)
(weitere Unterteilung sieche A.3.1.1)

R OR

Pyrodelphinin-Typ
(Pyro-Typ)

Abbildung 2: Einteilung der C;9-Norditerpenalkaloide in vier Strukturtypen mit typischen
Oxidationszentren und weiteren Substituenten.

Lycoctonin-Typ

A.3.1.1 Weitere Unterteilung des Aconitin-Typs (sensu latiore) in
Strukturtypen

In einer Ubersicht der 'H-NMR-Spektren von Norditerpenalkaloiden unterteilten Hanuman &
Katz (1994c¢) den oben erwihnten Aconitin-Typ (sensu latiore) weiter in die folgenden flinf in

Abbildung 3 dargestellten Strukturtypen 1. Aconitin-Typ (im Folgenden ,,sensu strictu®),

II. Pseudaconitin-,  III. Bikhaconitin-, IV.Neolin- und V. Isotalatizidin-Typ. Die

13
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O-substituiert an: zusétzl. OH-Gruppen an:
R: Rs Re Rse R R4 R3 Ry Ry
Strukturtyp: C(l) C6) C®) C14) Ce6) C18| C(3) €13 cas
I Aconitin-Typ N N N N . . o .\ s
(sensu strictu)
Il Pseudaconitin-Typ + + + + + + + + _
111 Bikhaconitin-Typ + + + + + + — + _
IV Neolin-Typ + + + + + i 2 o o
V Isotalatizidin-Typ + — + + + + _ _ .
)

' ohne C(3)-QH-Gmppe: Hypaconitin (1%32* und Analoge; © mit C(3)-OH Gruppe: u.a.
Falconerin (12) und 8-Acetylfalconerin (18) ;  Strukturen siche Tabelle 4.

Abbildung 3: Unterteilung des Aconitin-Typs (sensu latiore) in fiinf Strukturtypen geméss
Hanuman & Katz (1994c¢)

gemeinsame Grundstruktur ist ein Diterpengeriist, welches beim Aconitin-Typ (sensu strictu),
Pseudaconitin-, Bikhaconitin- und Neolin-Typ (Typen I-IV) in den Positionen 1, 6, 8, 14, 16 und
18 mit Sauerstoff substituiert ist. Beim Isotalatizidin-Typ (Typ V) fehlt dagegen die
C(6)-O-Substitution. Die weitere Differenzierung in die einzelnen Strukturtypen erfolgt anhand

der zusétzlichen Substitution mit Hydroxylgruppen.

14
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A.3.1.2 Unterscheidung der Norditerpenalkaloide nach Veresterungsgrad

In dieser Arbeit werden die Aconitum-Alkaloide einerseits nach ihrem Substitutionsmuster in
Strukturtypen, andererseits nach ihrem Veresterungsgrad in Estertypen eingeteilt (siche
Tabelle 3). Alkamine sind die unveresterten Alkaloide. Sie sind natiirlich vorhanden und lassen
sich durch vollstindige Hydrolyse aus Esteralkaloiden gewinnen. Esteralkaloide konnen nach
dem Veresterungsgrad als Monoester- und Diesteralkaloide unterschieden werden. Die
C(14)-OH-Gruppe ist in beiden Fillen mit einer aromatischen Sdure (Benzoe-, Anis- oder
Veratrumsdure) verestert. Bei Diesteralkaloiden ist zusitzlich die C(8)-OH-Gruppe mit
Essigsdure verestert. In speziellen Féllen kann diese Hydroxylgruppe mit anderen aliphatischen
Sduren verestert sein, wie mit langkettigen Fettsduren im Falle der Lipoalkaloide oder mit
Transhexensdure in Fall von Brachyaconitin, welches Liu & Katz (1996) aus Lausen isolierten,

welche an das Leben auf Aconitum napellus angepasst sind.

Tabelle 3: Unterscheidung der Norditerpenalkaloide nach Veresterungsgrad in Estertypen

Estertyp Erlauterung

unveresterte Alkaloide:
e Alkamine

Esteralkaloide:
e Monoesteralkaloide  14-Aroyl-Alkaloide

¢ Diesteralkaloide 8-O-Acetyl-14-Aroyl-Alkaloide

¢ Lipoalkaloide spezielle Diesteralkaloide, welche von Kitagawa et al. (1982)
wegen der Veresterung mit verschiedenen langkettigen Fettsduren
so benannt wurden. Die Fettsdure-Estergruppe sitzt an C(8) wie
die Acetoxy-Gruppe bei den oben erwéhnten Diesteralkaloiden.

e Pyroalkaloide Monoesteralkaloide, welche entweder mit C(15)-Keton oder einer
8,15-Doppelbindung (Pyrodelphinin-Typ) aufweisen. Sie kommen
einerseits natiirlich vor (Pelletier et al., 1977b) und werden
andererseits durch Pyrolyse von Diesteralkaloiden gewonnen
(siche A.3.1.3).
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Tabelle 4: Strukturen einiger C;o-Norditerpenalkaloide

Grundgeriist fiir 1-26, 110-113 Grundgeriist fiir 27 und 108

E3

Alkaloide * RRk R R R R R R Ry Ry Summen- MG
(1) CB) C6) C® C(13) C(14) C(15) C(18) N  formel

I. Aconitin-Typ (sensu strictu)

Aconitin (20) OCH3 OH OCH3 OAc OH OBz OH OCH3 Et C34H47N011 645,3
Mesaconitin (112) OCH3 OH OCH3 OAc OH OBz OH OCH3 Me C33H45N011 631,3
Hypaconitin (113) OCH; H OCH; OAc OH OBz OH OCH; Me Cs3HysNOy, 6153
I1. Pseudaconitin-Typ
Pseudaconitin (16) OCH; OH OCH; OAc OH OVr H OCH; Et C3Hs5NO;, 6893
Yunaconitin (23) OCH; OH OCH; OAc OH OAs H OCH; Et GC;35HgNO;; 6593
Indaconitin (24) OCH3 OH OCH3 OAc OH OBz H OCH3 Et C34H47N010 629,3
Faleoconitin (110) OCH; OH OCH; OAc OH OVr H OCH; CHO C;H;NOj;; 689,37
3’-Methoxyacoforestinin (111) OCH; OH OCH; OEt OH OVr H OCH; Et CyHsNO,, 6753
Veratroylpseudaconin (7) OCH; OH OCH; OH OH OVr H OCH; Et C3HgNO,; 6473
8-Deacetylyunaconitin (11) OCH; OH OCH; OH OH OAs H OCH; Et C3iHyNOy 617,3
Ludaconitin (10) OCH; OH OCH; OH OH OBz H OCH; Et C3HysNOy 5873
Pseudaconin (1) OCH3 OH OCH3 OH OH OH H OCH3 Et C25H41N03 483,3
I11. Bikhaconitin-Typ
Bikhaconitin (15) OCH3 H OCH3 OAc OH OVr H OCH3 Et C36H51N011 673,3
Crassicaulin A (22) OCH; H OCH; OAc OH OAs H OCH; Et Cs;sHypNOjy 6433
Chasmaconitin (21) OCH; H OCH; OAc OH OBz H OCH; Et C3HsNOg 6133
Veratroylbikhaconin (9) OCH; H OCH; OH OH OVr H OCH; Et CyHgNO,, 631,37
Bikhaconin (2) OCH; H OCH; OH OH OH H OCH; Et C;HyNO; 4673
IV. Neolin-Typ
8-ACCtylfalC0nCrin (18) OCH3 OH OCH3 OAc H OVr H OCH3 Et C36H51N011 673,3
Falconericin (17) OCH3 H OCH3 OAc H OVr H OCH3 Et C36H51N010 657,3
Falconerin (12) OCH3 OH OCH3 OH H OVr H OCH3 Et C34H49N010 631,3
Falconeridin (14) OCH3 H OCH3 OH H OVr H OCH3 Et C34H49N09 615,3
Neolin (8) OH H OCH3 OH H OH H OCH3 Et C24H39NO6 437,3
Senbusin A (4) OH H OH OH H OH OH OCH; Et CyH3sNOg 4233
V. Isotalatizidin-Typ
Isotalatizidin (6) OH H H OH H OH H OCH; Et Cy;H3;;NOs 4073
V1. Pyrodelphinin-Typ
Falaconitin (27) OCH; OH OCH; - OH OVr - OCH; Et GC3HgNOjy 6293
Mithaconitin (108) OCH; OH OCH; - OH OBz - OCH; Et GC3pHgpNOg 569,3
Keinem der obigen Strukturtypen zugeordnet:
Karakolin (5) OH H H OH H OH OH H Et CpH3sNO, 3773

Vr = Veratroyl- (R,"=R,'=O0CHj;) gtc ; gtche til_

As = Anisoyl- (R,/=H, R, =OCH;) A

Bz = Benzoyl- (R,=R,'=H) Me = Moethyl-

CHO = Formyl-

# geordnet 1. nach Strukturtypen, 2. nach Estertyp (Diester- vor Monoesteralkaloiden und Alkaminen); * Angaben
gemdss Pelletier & Joshi (1991) wenn nicht anders vermerkt; ** Atta-ur-Rahman et al. (2000); *** Hanuman & Katz
(1993b); Mit Ausnahme von 12, 14, 108, 110, 111, 112, 113 wurden die {ibrigen zwanzig hier aufgefiihrten Alkaloide in
dieser Arbeit als Referenzsubstanzen eingesetzt; Nummern >100: Substanzen in der Literatur, hier nicht detektiert.
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A.3.1.3 Stabilitat der Esteralkaloide

Hydrolysen und Umsetzung mit Alkoholen

Es ist lange bekannt, dass aus dem Diesteralkaloid Aconitin (20) durch Kochen in Wasser das
Monoesteralkaloid Benzoylaconin (101) (Struktur siehe Tabelle 5) durch Verseifung des
C(8)-Essigsédureesters entsteht. Die weitere Hydrolyse des Monoesteralkaloids zum analogen
Alkamin Aconin (102) (Struktur siehe Tabelle 5) erfolgt erst unter leicht basischen
Bedingungen (Katz & Rudin, 1984). Das Diesteralkaloid Bikhaconitin (15) konnte dagegen
mit kochendem Wasser nicht verseift werden, was durch die gegeniiber 20 fehlende, zu C(8)
benachbarte C(15)-OH-Gruppe begriindet wird. Die Hydrolyse gelang bei 15 durch Erhitzen

mit verdiinnter Schwefelsdure im geschlossenen Rohr (Hanuman & Katz, 1993b).

Mit Methanol konnen Diesteralkaloide mit C(8)-Acetoxy-Gruppe zur C(8)-Methoxy-
Verbindung umgesetzt werden (Methanolyse), was schon nach zwei Tagen bei 65 °C unter
Riickfluss gelingt (Katz & Rudin, 1984). Werden Alkohole zur Extraktion des
Pflanzenmaterials eingesetzt, ist daher Vorsicht vor Artefaktbildung geboten (Desai et al.,

1989).

Die Stabilitdt von Diesteralkaloid-Losungen bei Raumtemperatur untersuchten Ohta et al.
(1997) u.a. an Aconitin (20). In wissriger Ammoniak-Losung (pH 10) betrug die
Halbwertszeit vier Stunden, in 1 M Salzsdure fiinf Monate, in Methanol und Ethanol sechzehn

Tage sowie in trockenem Acetonitril und Tetrahydrofuran mehr als ein Jahr.

Pyrolyse
Die Pyrolyse der Diesteralkaloide zu Pyro-Alkaloiden lésst sich durch Erhitzen der trockenen

Substanz auf ca. 200 °C im Vakuum (Mori et al., 1989) oder bei Normaldruck durchfiihren.
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Aus Diesteralkaloiden ohne C(15)-OH-Gruppe wie beim Pseudaconitin- und Bikhaconitin-
Typ, entsteht das A®'-Alken. Zum Beispiel kann Falaconitin (27) durch Pyrolyse von
Pseudaconitin (16) hergestellt werden (Wang & Liang, 1992). Ist bei Diterpenalkaloiden
zusiétzlich die C(15)-a-OH-Gruppe vorhanden wie beim Aconitin-Typ (sensu strictu), wird
unter Pyrolyse das C(15)-Keton gebildet wie z.B. Pyroaconitin (103) aus Aconitin (20) (Wang

& Liang, 1992).

A.3.1.4 Basizitat von Diterpenalkaloiden

Neben schwachen Basen unter den C;o- Norditerpenalkaloiden wie Aconitin (20) mit einem
pKs 8,1 [Moffat et al. (1986); keine Angabe zum Losungsmittel], sind unter den Cjo-
Diterpenalkaloiden auch starke Basen bekannt. Beispiele hierfiir sind aus der indischen
Aconitum-Art A. heterophyllum Atisin (104) und Hetisin (105) mit tertidrem heterozyklisch
gebundenem Stickstoff (siche Abbildung 4), deren pK -Werte 10,0 respektive 12,8 in 50 %

wissrigem Methanol betragen (Pelletier et al., 1968).

Atisin (104) Hetisin (105)

Abbildung 4: Atisin (104) und Hetisin (105) als Beispiele stark
basischer C,-Diterpenalkaloide.
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A.3.2 Pharmakologie und Toxikologie der Norditerpenalkaloide

A.3.2.1 Wirkungsmechanismus von Aconitin (20)

Aconitin (20) ist ein partieller Agonist der spannungsabhingigen Natriumkanéle von
erregbaren Membranen. Aconitin (20) bindet an den ge6ffneten Natriumkanal (Ameri et al.,
1996a) und bewirkt, dass nach einem Aktionspotential der Natriumkanal gedffnet bleibt, was
zu einer verldngerten Depolarisation fithrt (Benn & Jacyno, 1983). Diese
spannungsabhidngigen Natriumkanéle sind in Synapsen von Nervenzellen des peripheren und
zentralen Nervensystems sowie von Skelett- und Herzmuskelzellen zu finden. An
Nervenzellen fiithrt verlingerte Depolarisation zu Lahmung, wodurch der analgetische Effekt
zustande kommt. Am Herz wirkt 20 arrhythmogen und wird hierfir auch als
pharmakologische Modellsubstanz eingesetzt. Am Skelettmuskel wirkt 20 Curare-artig, was
wahrscheinlich durch eine prasynaptische Hemmung der Acetylcholin-Freisetzung zustande
kommt. Die Erregbarkeit der Muskelzellen wird blockiert und die Skelettmuskulatur
erschlafft. In hoherer Dosis ist 20 neuro- und cardiotoxisch. Die akut letale Dosis von
Aconitin (20) durch Herz- oder Atemstillstand liegt beim Menschen zwischen 1 bis 3 resp.

6 mg, von Eisenhutknollen zwischen 2 und 4 g. (Seeger, 1994).

A.3.2.2 Struktur-Wirkungsbeziehungen

Pharmakologische Eigenschaften und Veresterungsgrad
Mit sinkendem Veresterungsgrad nimmt auch die Toxizitdt der Norditerpenalkaloide ab,
wiéhrend sich auch deren pharmakologische Eigenschaften verdndern (siehe Tabelle 5).

Vertreter eines Estertyps sind meist dhnlich in Bezug auf ihre pharmakologischen
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Tabelle 5: Toxizitdt und wichtige pharmakologische Eigenschaften von
Norditerpenalkaloiden am Beispiel von Aconitin (20) und dessen Analoga,
geordnet nach fallender Toxizitit.

Estertyp LDso Toxizitat Pharmakologische Wirkungen
Vertreter (Aconitin-Typ) bei Mausen relativ zu (Auswahl)

(mg/kQ) Aconitin (20)
Diesteralkaloide 0,27-0,55 (s.c.)" . Zﬁizlﬁigi;h’shemmen q
Aconitin (20) 0,12-0,27 (i.v.)" & :

arrhythmogen, atemdepressiv’,
schwécher analgetisch und

Monoesteralkaloide N ca. 1/85 .

. 10-23 (i.v.) entziindungshemmend als

Benzoylaconin (101) (1/35-1/190) Aconitin (20)°
Pyroalkaloide 4 analgetisch,
Pyroaconitin (103) >30 (s.c.) < 1/55- /110 entziindungshemmend*
Lipoalkaloide ca. 1/370 nicht analgetisch, nicht
Lipoaconitin (106) 100-200 (s.c.)’  (1/180-1/750) entziindungshemmend®
Lipomesaconitin (107) ca. 1/50 analgetisch,

3
10-40 (s.c.) (1/18-1/150)  entziindungshemmend®

stark antiarrhythmisch:

Alkamine .1 antagonisiert Aconitin (20)
Aconin (102) 116,5-120 (i.v.)" ca. 1/450-1/1000 diesbeziiglich’:
blutdrucksenkend'

' Jacyno (1996); © Benn & Jacyno (1983); ° Kitagawa et al. (1984a); * Murayama et al.
(1991); i.v. intravends; s.c. subcutan.

Ri R2 Rs
Aconitin (20) Ac OBz Et Pyroaconitin (103)
Benzoylaconin (101) OH OBz Et
Aconin (102) OH OH Et
Lipoaconitin (106) lipoyl OBz Et
Lipomesaconitin (107) lipoyl OBz Me

Ac Acetyl-; Et Ethyl-; Me Methyl-; OBz Benzoyl-; lipoyl Gemisch aus stearoyl-,
palmitoyl-, linoleoyl-, oleoyl- und linolenoyl-.

Abbildung 5: Strukturen zu Tabelle 5
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Eigenschaften und die akute Toxizitdt. Der Einfluss des Veresterungsgrad wird am Beispiel
von Aconitin (20) und dessen Analogen dargestellt, da hier die vorhanden Daten am besten

vergleichbar sind (sieche Tabelle 5).

Auf der Zunge losen Diesteralkaloide ein beissendes, dann andsthesierendes Gefiihl aus,
wiahrend die weniger giftigen Monoesteralkaloide, Alkamine und Pyroalkaloide dies nicht
bewirken (Benn & Jacyno, 1983). Dieser organoleptische Test wird auch fiir die Aconitum-
Knollen-Droge sowohl in einem westlichen Pharmakognosie-Standardwerk (Trease & Evans,

1983), als auch in der asiatischen Literatur angegeben (siche auch A.5.3.2).

Aconitiforme Wirkung

Abbildung 6: Aconitiforme Teilstruktur

Fir Alkaloide mit Aconitin-artiger Wirkung ist nach Benn & Jacyno (1983) deren
aconitiforme Teilstruktur verantwortlich (siche Abbildung 6). Ist diese bei einem Alkaloid
vorhanden, lésst sich auf eine Aconitin-artige Wirkung schliessen. Dieses Modell wurde u.a.
mit synthetischen Derivaten der Norditerpenalkaloide iiberpriift. So wurde z.B. der Einfluss
der C(13)-OH-Gruppe in Diesteralkaloiden beziiglich Toxizitdt und Auslésung von
Arrhythmien am Beispiel von Indaconitin (24) und dessen Acetylierungsprodukten 3-

Acetylindaconitin und 3,13-Diacetylindaconitin untersucht, wobei letzteres keine freie OH-
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Gruppe mehr besitzt. Mit zunehmendem Acetylierungsgrad nahm die Toxizitdt und das
arrhythmogene Potential der Substanzen markant ab (Zhou et al., 1984). Jacyno (1996)
folgerte daraus, dass bei Diesteralkaloiden die freie C-(13)-OH-Gruppe eine signifikante

Rolle spielt hinsichtlich deren Toxizitdt und Vermdgen, Arrhythmien auszuldsen.

A.3.2.3 Vergiftungen mit Aconitum

In einer Ubersicht zu den weltweit publizierten Vergiftungen mit Aconitum (Chan, 1994)
iiberwiegen Fille aus asiatischen Lédndern, in welchen diese Pflanze noch medizinisch
verwendet wird. Uber 652 Vergiftungsfille wurden aus China zwischen 1958-1988 berichtet,
wovon 23 letal verliefen. Ausserdem geht Chan (1994) von eine Dunkelziffer aus. Auch aus
westlichen Landern wurden zwei Félle von letalen Vergiftungen durch chinesische Préparate
berichtet. Weiter weist Chan (1994) darauf hin, wie wichtig fiir die Arzneimittelsicherheit ein
effektives Behandeln (processing) der Knollen (siche A.5) und die korrekte Anwendung der
Medikamente ist, welche Aconitum-Knollen enthalten. Fiir entsprechende Traditionelle
Chinesische Arzneimittel fordert Blaszczyk (2001), dass diese im Hinblick auf zitierte

Todesfille nur durch erfahrene Therapeuten angewendet werden sollen.

A.4 Untersuchte Aconitum-Arten und deren Alkaloide

Von den in dieser Arbeit untersuchten Arten A. falconeri, spicatum und violaceum wird in
Tabelle 6 ein Uberblick zu Botanik, Verbreitungsgebiet, Giftigkeit und Verwendung gegeben

und anschliessend die bisherigen phytochemischen Untersuchungen zusammengefasst.
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Tabelle 6: Ubersicht zu Verbreitungsgebiet, Botanik und Verwendung der in dieser Arbeit untersuchten Aconitum-Arten:

Kriterien A. falconeri STAPF A. spicatum STAPF A. violaceum JACQUEM.
Bekanntes Uttar Pradesh™ und Himachal Nepal bis Bhutan, Siidtibet" Kaschmir bis Nepal®
Verbreitungsgebiet im Pradesh (Indien)®

Himalaja

Hoéhenzone 3'300-3'900 m¥ 1'800-4200 m® 3300-4800m™" ©

Wuchsform der Pflanze

e Hohe bis 1 m™" bis 1,5 bis 2 m® 10-35 cm®
¢ Bliitenstand dichte Traube" Steife Traube oder Rispe mit Traube oder bis auf eine Bliite reduziert'”
zahlreichen Bliiten'"
e Bliitezeit Juli bis September® Juli bis September® August bis September®
resp. Mai'” bis Oktober'” resp. Juli ® bis Oktober”
¢ Bliitenfarbe blau® dunkelblau oder violett-blau® blau oder violett®
sowie rosa bis griinlich-weiss®
e Knollengrosse L: bis 12 cm; B: bis 2,5 cm® L:10-20 cm; B: 1,8-3 cmV L:0,75-1,8 cm; B: 4-6 mm
Giftigkeit der Knollen giftig" giftig" wird lokal von der Bevdlkerung teils fiir
giftig teils fiir ungiftig gehalten'"
Verwendung der Knollen e Einnahme als ,,angenchmes
Tonikum”;
. Kinnaur (Himachal Pradesh, Indien) "
medizinisch

Anwendungsgebiete siche allg. Anwendung der ‘Ferox-Gruppe’

(A.2.1.2)

e als Stomachicum sowie in
Kombination mit anderen Drogen bei
Nierenschmerzen und rheumatischen
Erkrankungen;

Ladakh (Jammu & Kaschmir,
Indien)®

L Léange; B Breite; : Stapf (1905); > Polunin & Stainton (1987); ° Ried] & Nasir (1991); * Puri (1974);
> Hara (1979); ¢ Singhetal. (1996);’ Chowdhery & Wadhawa (1984); * Rau (1993)
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Bisher wurden aus den Knollen der drei Aconitum-Arten A. falconeri, spicatum und violaceum
ausschliesslich Cjy9-Norditerpenalkaloide als Alkaloide isoliert. Die Literaturangaben sind in

Tabelle 7 zusammengefasst.

Aus den Knollen von Aconitum falconeri STAPF wurden bisher zwolf Diterpenalkaloide
isoliert: Pseudaconitin (16), Veratroylpseudaconin (7), Indaconitin (24) (Pelletier et al.,
1977a), die beiden Pyrodelphinin-Typ-Alkaloide Falaconitin (27) und Mithaconitin (108)
(Pelletier et al., 1977b), 8-Acetylfalconerin (18), Falconerin (12) (Desai et al., 1986),
Falconericin (17) und Falconeridin (14) (Desai & Pelletier, 1989) sowie Faleoconitin (110),
3'-Methoxyacoforestinin (111) und Karakolin (5) (Atta-ur-Rahman et al., 2000). Dariiber
hinaus fanden Singh et al. (1966) “Bishatisin” sowie “Bishaconitin”. Letzteres beschrieben
die Autoren als ein Benzoyl-Veratroyl-Diester-Norditerpenalkaloid mit der Summenformel
C41Hs3NOy3. Bisher wurde das Vorkommen dieser beiden Alkaloide jedoch nicht bestitigt.
Pelletier et al., (1977b) halten ”Bishaconitin” fiir eine Mischung aus mehreren Alkaloiden,

welche Falaconitin (27) dhnlich seien.

Aus den Knollen von Aconitum spicatum STAPF wurden bisher zwei Alkaloide isoliert.
Bikhaconitin (15) fanden Dunstan & Andrews (1905) in Droge aus Darjiling (West Bengal,
Indien), wihrend Tsuda & Marion (1963) aus identifizierter, kommerzieller Droge neben 15
auch Pseudaconitin (16) isolierten. In DC-Untersuchungen fanden Faugeras et al. (1973) in
Droge aus Ostnepal ebenfalls 15 und 16, wahrend Jasek et al. (1973) zusitzlich Indaconitin
(24) nachwiesen. Die Autoren liessen das Pflanzenmaterial an den Royal Botanic Gardens,
Kew, London identifizieren, in deren Herbar die von Stapf (1905) beschrieben indischen

Aconitum-Arten noch zu finden sind.
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Bisher wurden aus den Knollen von Aconitum violaceum Jaquem. zwei Alkaloide isoliert.
Miana et al. (1971) fanden Indaconitin (24) in Droge aus Pakistan (Neelam Valley in Azad
Kaschmir), wihrend Tiwari & Masood (1977) Bikhaconitin (15) isolierten. In der letzteren
Arbeit wird keine Sammellokalitdt angegeben. Den alkoholischen Extrakt der Knollen von
A.violaceum beurteilten Kethwal & Verma (1990) nach Versetzen mit Dragendorff’s,
Mayer’s und Wagner’s Reagens als “reich an Alkaloiden”. Die Droge stammte aus Uttar
Pradesh, Indien (Pindari und Milam im Kumaon Himalaja) und wurde zusammen mit anderen
potentiell medizinisch nutzbaren Pflanzen untersucht, welche gefdhrdete Arten ersetzen

konnten.

Tabelle 7: Bisher aus A. falconeri, spicatum und violaceum isolierte respektive
nachgewiesene Norditerpenalkaloide

Alkaloide * A. falconeri A. spicatum A. violaceum

Bikhaconitin (15) +&7 pc*? +10
Pseudaconitin (16) +7 DpC*?
Indaconitin (24) DC’ +!1
Veratroylpseudaconin (7)

—_ =

[\ |

Falaconitin (27)
Mithaconitin (108)

[38)

LI

8-Acetylfalconerin (18)
Falconerin (12)

N

Falconericin (17)
Falconeridin (14)

a~

W

Faleoconitin (110)
3'-Methoxyacoforestinin (111)
Karakolin (5)

W W

+ o+

# Strukturen siche Tabelle 4, geordnet nach Erscheinen der Arbeiten zu A. falconeri;
+ isoliert; DC diinnschichtchromatographisch nachgewiesen;

' Pelletier et al. (1977a); * Pelletier et al. (1977b); ° Desai et al. (1986);
* Desai & Pelletier (1989); ° Atta-ur-Rahman et al. (2000); ¢ Dunstan & Andrews (1905);
7 Tsuda & Marion (1963); ® Faugeras et al. (1973); ° Jasek et al. (1973); ' Tiwari &
Masood (1977); ' Miana et al. (1971)
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A5 Behandeln von Aconitum-Knollen

Bevor in den asiatischen Medizinalsystemen von Indien, Tibet, China und Japan giftige
Ausgangsstoffe, darunter die Aconitum-Knollen, zum Einsatz kommen, werden diese meist
mit bestimmten Methoden (vor)behandelt respektive ,.entgiftet. In der englischsprachigen
Literatur werden diese Behandlungen folglich unter anderem als ,,processing® (Behandlung),
»purification (Reinigung), ,,mitigation (“Milderung”) und ,,detoxification” (Entgiftung)

bezeichnet.

A.5.1 Behandlungsmethoden

Die zur Behandlung von Aconitum-Knollen eingesetzten Methoden sind eigentliche
pharmazeutische Prozesse und reichen von der Mazeration, iiber das Kochen und
Autoklavieren bis zum Rodsten und Réuchern und werden zum Teil auch kombiniert
angewendet (siche Tabelle 8). Allen diesen Behandlungsmethoden ist jedoch gemeinsam, dass
die Droge einem Prozess in einem wiéssrigen Medium unterworfen und zum Schluss
getrocknet wird. Das Ziel ist eine ,,gemilderte” Droge zu erhalten, deren Toxizitdt also

verringert ist, aber z.B. die analgetische Wirkung behilt.
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Tabelle 8: Ubersicht der Methoden in verschiedenen asiatischen Medizinalsystemen zur
Behandlung von Aconitum-Knollen:

-):D -
ko) S
S S o g 2 _ Bedingungen, E
= 2.2 S N o weitere Schritte ©
L S g et o © =
= NTO P o o -
Tibetische Medizin (siehe A.5.3.2):
T trocken, Kuhurin Mazerat 7 Tage an der Sonne, tiglich frisches Medium; 1
zerkleinert Prozess-Endepunkt organoleptisch
bestimmen; Wurzelrinde entfernen
Ayurveda (siche A.5.3.1):
A trocken, Kuhurin Mazerat 3 Tage an der Sonne, tdglich frisches Medium 2,3
zerkleinert
B Trocken, Kuhurin Decoct 24 h am Riickfluss 2
zerkleinert
C trocken, Kuhurin 1. Mazerat 3 Tage an der Sonne 2
zerkleinert Kuhurin 2. Decoct l1h Medium von Mazeration weiterverwendet
D trocken, Geissenmilch ~ Decoct 12h am Riickfluss 2
ganz
E trocken, Kuhurin Decoct 2 Tage je 7h dann spiilen und zerkleinern, trocknen 4
ganz
F trocken, Kuhmilch Decoct 2 Tageje 7h dann spiilen und zerkleinern, trocknen 4
ganz
G trocken, 1. Kuhurin Decoct 2 Tage je 7h 4
ganz
2.Kuh-Milch Decoct 2 Tage je 7Th dann spiilen und zerkleinern, trocknen
Traditionelle chinesische Medizin (TCM) (siehe A.5.3.3):
H frisch, Salzlake 1. Mazerat k.A. Mazerat / Trocknen im Wechsel bis sich 5
ganz Salzkristalle an der Droge bilden; dann
spiilen
+ Siissholzwurzel 2. Decoct k.A. Prozess-Endepunkt organoleptisch
& Sojabohnen bestimmen; dann zerkleinern
| frisch, Salzlake 1. Mazerat k.A. 5
ganz Salzlake 2. Decoct k.A. dann zerkleinern, ddmpfen, résten
J frisch, Salzlake 1. Mazerat k.A. 5
ganz Salzlake 2. Decoct k.A. gar kochen, dann Wurzelrinde entfernen,
zerkleinern, dimpfen, in
Schwefelddmpfen rduchern, résten
Moderne Methoden in China und Japan (A.5.3.4):
K k.A. Wasser Autokl. 40 min 120 °C 6
L kA. Wasser Autokl. 40min  110°C
M k.A. Wasser 1. Mazerat 48 h 8
Wasser 2. Autokl. 120min 115 °C
N k.A. Wasser Decoct 4h Verhiltnis Droge zu Medium (1:4) 6

1 Dash (1994); 2 Handa et al. (1951); 3 Hanuman & Katz (1993a); 4 Thorat &
Dahanukar (1991); 5 Stoger (1991); 6 Hikino et al. (1977); 7 Mori et al. (1989); 8 Chen et
al. (1995); * Abkiirzungen A-T werden im Text verwendet (A.5.3); Mazerat Mazeration /
Einlegen bei Umgebungstemperatur; Autokl. Autoklavieren; k.A. keine Angabe
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A.5.2 Haupteffekte des ,,processings*

Anhand der Literatur zur Zusammensetzung von Aconitum-Knollen, welche mit
unterschiedlichen Methoden behandelt wurden, konnen die in Tabelle 9 zusammengestellten

Haupteffekte und chemische Umwandlungen festgehalten werden (siehe auch A.3.1.3).

Tabelle 9: Haupteffekte der Behandlung von Aconitum-Knollen

Effekte der Behandlung Literatur
Abnahme des Gesamtalkaloidgehalts durch Hanuman & Katz (1993a und 1993b),
Extraktion (siche A.5.3.1) Hanuman & Katz (1994a und 1994b),

Handa et al. (1951), Hikino et al. (1977)

Hydrolyse der Diester- zu Monoesteralkaloiden Hikino et al. (1977 und 1983),
Mori et al. (1989)

Zunahme des Gehalts an Lipoalkaloiden Kitagawa et al. (1984b)

Bildung von Pyrodelphinin-Typ-Alkaloiden Mori et al. (1989)

A.5.3 Pharmakologische und analytische Untersuchungen zu
verschiedenen “Entgiftungsmethoden” der asiatischen
Medizinalsysteme

Im Folgenden werden verschiedene asiatische Behandlungsmethoden (siehe Tabelle 8)
beschrieben und sowie falls moglich Angaben zu deren Auswirkung anhand von
pharmakologischen und analytischen Untersuchungen dargestellt. Hinter diesen
Untersuchungen steht auch das Bemiihen, mit iiberpriiften Herstellverfahren sicherere
Priparate zu erhalten und dadurch Vergiftungsfille zu vermeiden. Die fiir die

Behandlungsmethoden verwendeten Abkiirzungen finden sich in Tabelle 8.
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A.5.3.1 Behandlungsmethoden in der Ayurveda

In der Ayurveda wird die Entgiftung als eine Verwandlung von “Gift” in “Nektar” angesehen
(Singh et al. 1980). Meist werden Aconitum-Knollen in Kuhurin mazeriert d.h. kalt angesetzt
oder gekocht (sieche Tabelle 8). Kuhurin ist normalerweise schwach basisch (pH 7,8)
(McKinnon et al., 1990). Der Autor vermutet, dass wegen der besonderen Stellung der Kuh in
Indien die Verwendung von deren Milch und Urin hier auch eine symbolische Bedeutung

zukommt.

Aus unbehandelten und nach Methode A mit Kuhurin ayurvedisch behandelten, kommerziell
erhéltlichen Knollen von “A. ferox” (identifiziert als A. laciniatum) isolierten Hanuman &
Katz (1993a, 1994a, 1994b) zwanzig Diterpenalkaloide. Aus den behandelten Knollen wurde
verglichen mit unbehandelten Knollen von den einzelnen Alkaloiden im Allgemeinen eine
zwei- bis sechsmal geringere Menge isoliert. Eine relative Zu- oder Abnahme unter den
Alkaloidgruppen ist nicht erkennbar. Andererseits fanden Hanuman & Katz (1993b)
zusitzlich Quinolon-Derivate nur in den behandelten Knollen. Die Autoren nehmen daher an,
dass diese aus dem Kuhurin stammen, andererseits sei nicht auszuschliessen, dass die
Chinolone aus einer unbekannten Substanz in den Knollen z.B. durch Enzyme im Kuhurin

gebildet wiirden.

Handa et al. (1951) verglichen die ayurvedischen Standard-Behandlungsmethoden A-D an
Knollen von A. chasmanthum. Gewicht und Alkaloidgehalt der Knollen waren jeweils durch
die Extraktion reduziert (siche Tabelle 9). An Hunden wurde die Dosis einer auf den
Gesamtalkaloidgehalt standardisierten Tinktur bis zum Einsetzen des Kammerflimmerns
sowie die letale Dosis gemessen. Verglichen mit unbehandelten Knollen hatten nach A-D

behandelte eine geringere Toxizitdt. Besonders geeignet erscheint Methode B mit 24 h
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Kochen wunter Riickfluss, da die Tinktur aus so Dbehandelten Knollen kein
Herzkammerflimmern ausloste und die letale Dosis ca. viermal hoher lag als von
unbehandelten Knollen. Weiter untersuchten Handa et al. (1951) Proben aus Apotheken in
Indien, welche auch aus Mischungen verschiedener Aconitum-Arten (ohne A. chasmanthum)
bestanden. Meist waren die Knollen nach Methode A jedoch unzerkleinert behandelt, zudem
variierten die Dauer der Behandlung oder die Intervalle des Austausch mit frischem Urin. Da
diese Muster noch dhnlich toxisch waren wie unbehandelte Knollen, miissen diese nicht
korrekt durchgefiihrten Behandlungen der ganzen Knollen als ineffektiv gewertet werden.

Thorat & Dahanukar (1991) untersuchten drei weitere ayurvedische Behandlungsmethoden E
bis G an Tubera einer nicht weiter definierten Aconitum-Art. An Méusen wurde die akute
orale Toxizitdt der behandelten und unbehandelten Droge untersucht. Die nach Methode E
und G behandelte Droge war auch in der Menge noch nicht akut toxisch, welche etwa der
zehnfachen LDsp der unbehandelten Droge entspricht. Nur in Kuhmilch gekochte Droge
(Methode F) hatte dagegen bei Dosen, welche etwa der halben bis vierfachen LDsy der
unbehandelten Droge entsprechen, bereits eine Mortalitdt von einem Sechstel zur Folge.
Muskeltonus und -koordination waren eingeschrinkt, wenn eine Droge eingesetzt wurde,
welche nach Methode E und insbesondere nach Methode F behandelt war. Diese Effekte
traten dagegen nicht auf, wenn die Droge nach Methode G mit insgesamt 28 h Kochen
behandelt wurde, welche deshalb in diesem Vergleich am besten zur Reduktion der Toxizitét

geeignet war.

A.5.3.2 Behandlungsmethoden in der tibetischen Medizin

Die Reinigung von Aconitum-Knollen geméss der Tibetan Pharmacopoeia (Dash, 1994)
(Methode T) wird dhnlich wie mit der ayurvedische Methode A mit Kuhurin durchgefiihrt

(siche Tabelle 8). Die Mazeration dauert allerdings mit mindestens sieben Tagen linger. Um
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den Abschluss des ,,processings™ zu bestimmen, wird ein organoleptischer Test durchgefiihrt,
wobei ein kleines Stiick behandelter Droge auf der Zunge kein beissendes und
andsthesierendes Gefithl mehr bewirken soll (sieche A.3.2.2). Andernfalls muss der

Reinigungsprozess wiederholt werden.

A.5.3.3 Behandlungsmethoden in der traditionellen chinesischen Medizin

Im Unterschied zu ayurvedischen und tibetischen Behandlungsmethoden (siche Tabelle 8)
beginnt die Behandlung gemiss dem Arzneibuch der chinesischen Medizin (Stoger, 1991)
bereits mit den frischen Knollen, den Tochterknollen von A. carmichaeli. Auf verschiedenen
Wegen wird eine trockene Droge hergestellt, wie durch Einlegen in Salzlake und Trocknen im
Wechsel. Die getrockneten Droge wird gekocht und zum Teil anschliessend noch weiter mit
Hitze wie durch Ddmpfen, Rosten und z.T. Réuchern in Schwefelddmpfen behandelt. Genaue

Zeitangaben fiir die meisten Schritte fehlen in der Literatur.

Nach Methode H behandelte Drogenmuster hatten nur noch ein Viertel bis ein Achtel des
Alkaloidgehalts verglichen mit unbehandelten Knollen (Hikino et al., 1977). Der Gehalt an
Diesteralkaloiden ging auf die Hélfte bis ein Sechstel zuriick, wihrend im Verhiltnis zu
diesen die Monoesteralkaloide erh6ht waren. Gegeniiber unbehandelter Droge war die akute
Toxizitdt der behandelten je nach Applikationsart fiinfzig- bis zweihundertfiinfzigmal
geringer. Kitagawa et al. (1984b) stellten bei behandelten Knollen von A. carmichaeli aus
China und Japan eine Abnahme von Aconitin (20), Mesaconitin (112), Hypaconitin (113) und
einen erhohten Gehalt von Lipoalkaloiden fest. Die hier vorausgegangenen

Behandlungsmethoden sind jedoch nicht genau beschrieben.
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A.5.3.4 Moderne Behandlungsmethoden wie Autoklavieren

An autoklavierten und gekochten Knollen von A. japonicum und A. carmichaeli untersuchten
Hikino et al. (1977) den Zusammenhang zwischen Gesamtalkaloidgehalt,
Alkaloidzusammensetzung und akuter Toxizitdt im Vergleich zu unbehandelten Knollen.
Nach 4h Kochen in Wasser (Methode N) respektive Autoklavieren bei 120 °C/40 min
(Methode K) war der Gesamtalkaloidgehalt verringert. Die Diesteralkaloide gingen durch
Kochen auf die Hélfte bis ein Viertel, respektive durch Autoklavieren auf ein Fiinftel bis ein
Zehntel zuriick. Die Monoesteralkaloide stiegen dagegen in beiden Fillen um das Zwei- bis
Vierfache an. Aus den Daten ldsst sich das Verhiltnis der einzelnen Monoester- zu den
analogen Diesteralkaloiden bilden. Wiahrend dieses bei den unbehandelten Knollen 1:2,25 bis
1:3,7 betrug, stieg es nach dem Kochen auf 3:2 bis 3:1, nach dem Autoklavieren auf 4:1 bis
7:1 an. Gegeniiber der unbehandelten Droge war die akute Toxizitdt bei Maiusen
(intraperitoneal) um das Fiinfzig- bis Hundertfache reduziert. Diese spiegelt auch den

Toxizitiatsunterschied zwischen Mono- und Diesteralkaloiden wider (siehe Tabelle 5).

Bei Drogen, welche nach Methode L (Autoklavieren bei 110 °C/40 min) behandelt wurden,
fanden Mori et al. (1989) im Alkaloidextrakt 95 % Monoesteralkaloide, 3 % Diesteralkaloide
und gut 1 % neugebildete 15-Keto-Pyroalkaloide. Die Mengen einzelner Monoesteralkaloide
stieg auf das Fiinfzehn- bis Sechzigfache der analogen Diesteralkaloide. Die

Monoesteralkaloide machten dabei vier Fiinftel der gesamten isolierten Alkaloide aus.

Die analgetische Wirkung von Knollen, welche nach Methode M 48 h eingeweicht und bei
115 °C/120 min autoklaviert wurde, war im Tierversuch gegeniiber einer Droge iiberlegen,
welche nach einer jedoch nicht ndher beschriebenen offizinellen Methode der traditionellen

chinesischen Medizin behandelt worden war (Chen et al., 1995).
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A.5.3.5 Kommentare zum ,,processing*

Zur Reduktion der Toxizitdt der Droge ist es von grosser Bedeutung, wie die Behandlung
durchgefiihrt wird. Dauer und Temperatur der Behandlung spielen eine Rolle und ob die
Droge ganz oder zerkleinert eingesetzt wurde. Am effektivsten scheint die Droge entgiftet zu
werden, wenn diese liber ldngere Zeit gekocht wird in Wasser (Methode N), Kuhurin oder

Kuhmilch (Methoden B und G) oder gar autoklaviert wird (Methoden K, L und M).

Da getrocknete Aconitum-Knollen beispielsweise von A. falconeri hart wie Holz sind und
schon nur zum Aufweichen einige Zeit benétigen (siehe B.4.3.1), ist es von Vorteil
zerkleinerte Knollen einzusetzen. Dies scheint besonders wichtig, wenn eine Behandlung

ohne Hitze effektiv durchgefiihrt werden soll.

Vierstiindiges Kochen der Knollen mit Wasser (Methode N) hatte den erwiinschten
Umschwung von Diesteralkaloiden zu Monoesteralkaloiden zur Folge. Bei Behandlung mit

Kochen konnte Kuhurin in dieser Hinsicht also durch Wasser ersetzt werden.

Obige Untersuchungen zeigen deutlich, dass eine wesentliche Senkung der Toxizitit durch
Hydrolyse der Diesteralkaloide und somit durch eine Verdnderung der
Alkaloidzusammensetzung erfolgt, indem feuchte Hitze angewandt wird, wodurch eine
gemilderte und dennoch wirksame Droge als pharmakologisches Ziel der Behandlung
resultiert. Meist wurde in den oben erwdhnten Arbeiten jedoch nur die Toxizitdt und weniger
die pharmakodynamischen Eigenschaften von behandelten Knollen untersucht. Dennoch war
die nach Methode M behandelte Droge analgetisch sehr gut wirksam (Chen et al., 1995). Sind

nur analytische Untersuchungen vorhanden, so spricht z.B. ein Vorhandensein von

33



Neue Wirkstoffe aus der Flora des Himalaya? Identifizierung von Diterpenalkaloiden aus Aconitum-Arten

hauptsdchlich Monoesteralkaloiden fiir eine weiterhin vorhandene analgetische Wirksamkeit

der behandelten Droge.

Um zu beurteilen, ob die Aconitum-Knollen ausreichend behandelt wurden, schreibt die
tibetische Methode T und die chinesische Methode H den organoleptische Test vor (siche
A.5.3.2). Entscheidend ist, ob auf der Zunge noch ein brennendes, anésthesierendes Gefiihl
auftritt, wofiir die stark toxischen Diesteralkaloide verantwortlich sind (siche auch A.3.2.2).
Dieser einfache Test ist als In-Prozess-Kontrolle des Processings sehr aufschlussreich und

leistet gleichzeitig einen grundlegenden Beitrag zur Anwendungssicherheit.

A.6  Tibetische Juwelenpillen Byu-Dmar 25 und Byu-Dmar 13
und Aconitum

Byu-Dmar 25 (,,dschu-mar®) ist eine der ca. dreissig verschiedenen tibetischen Juwelenpillen,
welche in der englischen Literatur wegen ihrer z.T. wertvollen Bestandteile auch als ,,precious
pills“ bezeichnet werden. Byu-Dmar 25 geht auf einen berithmten tibetischen Arzt aus dem
17. Jahrhundert zuriick und wird in der tibetischen Medizin bei Fieber verschiedener Ursache
sowie verschiedenen Leiden des Nervensystems eingesetzt. Hierzu zéhlen traditionelle
Indikationen wie starkes Kopfweh, ,brain disorders®, Ohnmachtsanfille, nervose Unruhe
sowie nervliche Stérungen wie Geddchtnisverlust. Weiter wird Byu-Dmar 25 bei
eingeschriankter Korperbeweglichkeit oder bei Versteifung wie z.B. Nackensteifigkeit

verordnet (Dash, 1994; Aschoffet al., 1997).

Byu-Dmar 25 enthédlt 25 Bestandteile, von welchen sechs mineralischen, vierzehn

pflanzlichen und fiinf tierischen Ursprungs sind. Ausgehend von diesem Rezept kreierte
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Tabelle 10: Rezepturen der tibetischen Juwelenpillen Byu-Dmar 25 und der Variante Byu-

Dmar 13
Nr. Bestandteile * Byu- Byu-
Dmar 25% Dmar 13°
Ursprung Pflanzenteil MT % MT %
1 Terminalia chebula (Kabul-Myrobalan), P Fructus 75 9,0 355 16,3
Combretaceae

2 Saussurea lappa (Alpenscharte), Asteraceae
Acorus calamus (Kalmus), Araceae
Aconitum sp. (Eisenhut), Ranunculaceae -
behandelt (siehe A.5.3.2)

Radix 17,5 2,1 150 6,9
Rhizoma 11,5 14 125 57
Tuber 37,5 45 75 3,4

W
o T

5 Moschus (Driisensekret des Moschustiers) 6 0,7 - -
6 Perlmutter 30 36 162 74
7 Koralle 50 6,0 187 8,6
8 Perle 30 3,6 - -
9 Lapis lazuli 50 6,0 - -
10 Syzygium aromaticum (Nelke), Myrtaceae Flos 25 3,0 87 4,0

Semen 25 3,0 - -
25 3,0 63 29
Lignum 30 36 250 115
Flos 30 3,6 - -
30 3,6 - -
Fructus 30 3,6 - -
Semen 30 3,6 -
Herba 30 36 175 8,0
50 6,0 63 2,9

11 Myristica fragrans (Muskatnuss), Myristicaceae
12 Magnetit (natiirlicher Magneteisenstein)

13 Aquillaria agalocha (Adlerholz), Thymelaeaceae
14 Aster barbellatus, Asteraceae

15 gelbes Ocker (eisenoxydhaltige Tonerde)

16 Aegle marmelos (bengalische Quitte), Rosaceae
17 Sesamum indicum (Sesam), Pedaliaceae

18 Swertia chirata (indischer Tarant), Gentianaceae
19 Kalamin (Galmei = Kieselzinkerz oder Zinkspat)

20 Zinnober (natiirl. HgS) — speziell behandelt 15 1,8 - -
21 ,,Drachenknochen® 30 3,6 - -
22 ,,Gehinformiger Stein 30 3,6 - -
23 Carthamus tinctorius (Farberdistel), Asteraceae’ Flos 50 6,0 305 14,0

24 Glycyrrhizza glabra (Siissholz), Fabaceae Radix 50 6,0 185 85
25 Chrysanthemum tatsienense , Asteraceae Herba 50 6,0 - -

TUNZHZZORUETUR OO S5

Total Mischung: 837,5 100 2182 100

MT Massenteile; M mineralischer  Ausgangsstoff; P pflanzlicher = Ausgangsstoff;
T tierischer Ausgangsstoff; ' Ubersetzung der tibetischen Bezeichnungen wurde z.T. nach
Parfionovitch et al. (1996) gegeniiber den Angaben von Aschoff et al. (1997) ergénzt;
2, Byur dmar fier Ina“ ist das Rezept Nr. 113 der Pharmacopoeia of Tibetan Medicine (Dash,
1994); > Aschoffetal. (1997); * als Ersatz fiir Safran im Rezept bei Dash (1994)

Dr. Y. Tashigang vom Tibetan Medical Institute in Delhi die vereinfachte Variante Byu-
Dmar 13, mit welchen in Deutschland eine klinische Pilotstudie zur Migrdaneprophylaxe
(Aschoff et al., 1997) durchgefiihrt wurde. Die beiden Rezepturen werden in Tabelle 10

angegeben. Zur Herstellung werden die gemischten pulverisierten Bestandteile mit Wasser
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befeuchtet und aus der entstandenen Paste die Pillen geformt und anschliessend getrocknet.
Nicht nur fiir die Eisenhutknollen schreibt die Tibetische Pharmakopde (Dash, 1994) eine

spezielle Vorbehandlung vor, sondern auch fiir Zinnober, was hier durch Erhitzen geschieht.

Fir die in beiden Juwelenpillen enthalten Aconitum-Knollen werden in den Rezepturen
verschiedene tibetische Bezeichnungen verwendet, deren Ubereinstimmung mit einzelnen
Arten z.T. noch nicht genug bekannt ist. ,,Btsan-dug® in der Rezeptur von Byu-Dmar 25
(Dash, 1994) ordnen Parfionovitch et al. (1996) der Art Aconitum fischeri REICHENB. zu,
welche jedoch im Himalaja nicht verbreitet ist (Hara, 1979), sondern von Nordostchina bis
Ostsibirien vorkommt (Roth et al., 1994). Die Bezeichnung ,,Sman-chen® in der Rezeptur von
Byu-Dmar 13 (Aschoff et al., 1997) setzten Parfionovitch et al. (1996) der Spezies Aconitum

ferox WALL gleich, fiir welche sie mindestens drei weitere tibetische Bezeichnungen nennen.

Als Standarddosierung werden von Byu-Dmar 25 der Tibetischen Pharmakopde zweimal
taglich zwei Pillen angegeben (Dash, 1994), wihrend von Byu-Dmar 25 des Tibetan Medical
Institute in Delhi tdglich eine Pille eingenommen wird und von der Variante Byu-Dmar 13
zweimal téglich eine Pille in einer klinischen Pilotstudie mit verabreicht wurden (Aschoff et
al., 1997). In Tabelle 11 wird die theoretisch pro Pille enthaltene Menge an Eisenhutknollen
verglichen sowie bei diesen Anwendungen verabreichte Dosis an Aconitum-Knollen und an
Diterpenalkaloiden geschitzt. Obwohl die Pillen unterschiedliche Mengen an Knollen
enthalten ist die Tagesdosis an Aconitum-Knollen iiberraschenderweise bei allen drei

Rezepturen gleich.
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Tabelle 11: Vergleich der in den Juwelenpillen Byu-Dmar 25 und Byu-Dmar 13 enthaltenen
Mengen Aconitum-Knollen resp. Diterpenalkaloide und Tagesdosis

Vergleichskriterien Byu-Dmar 25 Byu-Dmar 25  Byu-Dmar 13

Tibetan Delhi ® Delhi ®
Pharmacopoeia '
Pillengewicht 250 mg 1000 mg * 630 mg °
Aconitum-Knollen / Pille 4,5%; 11,25 mg 4,47%; 44,8 mg 3,4 %; 21,4 mg
Einzunehmende Pillen / Tag 2mal tiglich 2 1 2
Dosis Aconitum-Knollen / Tag 45 mg 44,8 mg 42,8 mg
Theoret. Menge Gesamtalkaloide / Tag' 0,45 mg 0,45 mg 0,43 mg

' Dash (1994); > Delhi, Tibetan Medicinal Institute (Aschoff et al., 1997);° B.4.3.2;" bei
1% Gehalt der Droge geméss Hanuman & Katz (1994a)

In dieser Arbeit beschrinkt sich die Untersuchung der Juwelenpillen auf die in deren
Bestandteil Eisenhutknollen enthaltenen Diterpenalkaloide. Bereits 1994 hat Frau Dr. H. Liu
ebenfalls im Labor filir Naturstoff-Forschung, Basel Proben von Byu-Dmar-Pillen
diinnschichtchromatographisch auf Alkaloide hin untersucht und Pseudaconitin (16),
Indaconitin  (24) nachgewiesen sowie Bikhaconitin (15) wahrscheinlich gemacht

(unverdffentlichte Resultate).
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A.7  Analytik

In diesem Kapitel werden die verwendeten Extraktionsmethoden, die chromatographischen
Trenn- und Detektionsmethoden sowie die Strukturaufklirung von Diterpenalkaloiden

beschrieben und deren Wahl begriindet.

Ubersichten zum Stand der Methoden zur Isolierung und Strukturaufklirung von Alkaloiden
wurden von Verpoorte & Schripsema (1994) und speziell zu Diterpenalkaloiden von Benn
(1993) publiziert. Nach Benn (1993) ist die Isolierung und Strukturaufkldrung der Diterpen-
und Norditerpenalkaloide mit den existierenden Trennungsverfahren und spektroskopischen
Methoden gut abgedeckt. Er schliesst seine Ubersicht mit der Bemerkung, dass
Weiterentwicklungen in  der Mikroanalytik (GC-MS, HPLC-MS) komplexer

Alkaloidmischungen aus Pflanzen am dringendsten seien.

A.7.1 Extraktionsmethode

Eine Auswahl verschiedener in der Literatur beschriebener Methoden zur Extraktion von

Diterpenalkaloiden gibt Tabelle 12.

Das in dieser Arbeit verwendete im Folgenden beschriebene Extraktionsverfahren wurde nach
den Arbeiten von Gauch (1992), Hanuman & Katz (1993a) und Liu (1995) kombiniert. Vor
der eigentlichen Extraktion wird das Knollenpulver gemdss Gauch (1992) entfettet, um den
Lipidanteil im Rohextrakt zu verringern und bei der Reinigung des Rohextrakts eine mogliche
Storung wie Verseifung von Fetten und Emulsionsbildung vermeiden. Fiir die Extraktion
werden Alkohole als Extraktionsmittel wegen der Instabilitdt der Diesteralkaloide vermieden,

da die Gefahr von Artefaktbildung insbesondere beim Erwéarmen besteht (Desai et al., 1989).
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Das Pflanzenmaterial wird bei Raumtemperatur mit CHCI; unter Zusatz von Ammoniak resp.
NaOH extrahiert, um die Alkaloide als freie Basen in der organische Phase zu erhalten. Es
wird nach pH 9 auch bei pH 12 extrahiert, um neben den schwachen Basen auch allfillig im
Pflanzenmaterial vorhandene starke Basen extrahieren zu konnen (sieche A.3.1.4). Mit dem
Ziel, auch hydrophilere Alkaloide wie die Alkamine vollstindig zu erhalten, wird zusitzlich

mit CHCl3/Methanol (4+1) extrahiert.

Tabelle 12: Literaturiibersicht tiber Extraktionsmethoden fiir Aconitum-Alkaloide

pH Organisches Temperatur Technologie = Dauer Literatur
(Extraktions-  Losungsmittel

medium)

Neutral e Methanol Rt Mazeration lh Ito et al. (1996)

e Ethanol 80 % Rt Mazeration 5 Tage Atta-ur-Rahman et al.
(2000)

e FEthanol 95 % Rt Mazeration 3x4 Yueetal. (1994)

Tage
e Ethanol 95 % 50-60 °C Extraktion kA Desai et al. (1986)
respektive 75 % unter
Wiérmezufuhr
e Ethanol siedend Soxhlet- kA Miana et al. (1971);
Extraktion Manners & Ralphs

(1989)

Basisch: e FEther Rt Ausschiitteln 30 min  Pharmacopoeia
Zusatz von Helvetica VI
NHsresp. e Chloroform Rt Ausrithren bei  7x45  Liu (1995)

NaOH pH9und 12 min

kA keine Angabe in der Literatur, Rt Raumtemperatur

A.7.2 Chromatographische Trennmethoden

Zur Trennung von Diterpenalkaloid-Gemischen  wurden  bisher  verschiedene
chromatographische =~ Verfahren wie Diinnschicht-, hochauflosende Fliissig- und

Gaschromatographie verwendet.
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A.7.2.1 Dunnschichtchromatographie

In dieser Arbeit wurde die Diinnschichtchromatographie (DC) sowohl analytisch als auch
praparativ zur Isolierung der Alkaloide eingesetzt. Die DC ist ohne grossen apparativen
Aufwand durchfiihrbar, dagegen ist die Trennleistung beschrénkt. Sie bietet andererseits den
Vorteil, dass nach Ende der Entwicklung das Chromatogramm erhalten bleibt und in
unterschiedlicher Weise ausgewertet werden kann (z.B. im UV-Licht bei 254 nm, mit dem

DC-Scanner oder durch Reaktion mit Dragendorff-Reagens bzw. Jod).

Diinnschichtchromatographisch wurden Eisenhut-Arten aus europdischer Herkunft u.a. durch
Katz & Staehelin (1979), Stachelin & Katz (1980), Beul (1990) und Gauch (1992) und aus

dem Himalaja von Faugeras et al. (1973) und Jasek et al. (1973) untersucht.

A.7.2.1.1 Rg-Wert: Retention bezogen auf Bikhaconitin

In der DC wird die Retention eines Fleckens meist durch den Ri-Wert ausgedriickt, in dem die
Laufstrecke einer Verbindung auf die Fliessmittelfront bezogen wird. Beim Vergleich
verschiedener DC-Trennungen sind die Ri-Werte nicht immer gleich und bereits auf einer
Platte kann eine Substanz unter Umstinden unterschiedlich weit laufen. Weiter kann bei
Mehrfachentwicklung die Laufmittelfront derselben Platte nicht jedes Mal die genau gleiche
Position erreichen, was die Berechnung des R-Werts erschwert. Daher wurde zur besseren
Vergleichbarkeit der DC-Trennungen analog zu Katz & Staehelin (1979) vorgegangen,
welche flir Aconitin-haltige Extrakte den Ra-Wert einfiihrten. Dieser berechnet sich durch
Bezug der Laufstrecke eines Flecken relativ zu derjenigen von Aconitin (20). Fiir diese Arbeit
wurde Bikhaconitin (15) als geeignete Bezugssubstanz gewéhlt und analog der ,,Rg-Wert*

berechnet.
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A.7.2.2 Gaschromatographie (GC)

Trennungen von Diterpenalkaloiden mittels GC sind aus der Literatur bekannt. Die Methode
wird hier aufgefiihrt, da sie bei der Methodenwahl wichtig war, jedoch in dieser Arbeit nicht

eingesetzt wurde.

Die Gaschromatographie bietet hohes Auflésungsvermogen, stellt aber die essentielle
Anforderung, dass die zu chromatographierenden Substanzen verdampfbar sind. Die
Fliichtigkeit ist im Falle der Diterpenalkaloide, besonders der Diesteralkaloide durch das
Vorhandensein mehrerer OH-Gruppen sowie durch die relativ hohen Molekulargewichte
herabgesetzt. Ausserdem sind die Substanzen thermolabil und beginnen sich beim Erhitzen zu
zersetzen. Deshalb ist die GC generell nicht zur Trennung dieser Alkaloide geeignet. Diese
Probleme lassen sich allerdings durch Derivatisierung der OH-Gruppen beheben. So
untersuchten Mizugaki et al. (1988) Trimethylsilyl-Ether-Derivate der Diterpenalkaloide mit
GC-MS. Trotz Derivatisierung traten bei Diesteralkaloiden Schwierigkeiten auf. So wurden
pro Substanz zwei Signale beobachtet (Ito et al., 1996, 1997). Die Autoren fiihrten dies u.a.
auf chemische Reaktionen und intramolekulare Umlagerungen wihrend der GC zuriick. Diese
Prozesse wie auch die Pyrolyse von Diesteralkaloiden sind bereits im heissen Injektor

moglich.

Fiir indische Eisenhut-Arten sind zudem auch Alkaloide bedeutend, welche entweder wie
Falconericin (17) keine freien Hydroxylgruppen besitzen oder wie die Diesteralkaloide vom
Bikhaconitin-Typ wie Bikhaconitin (15), welche nur die sterisch gehinderte C(13)-OH-
Gruppe enthalten. Aus den Arbeiten von Ito et al. (1996; 1997) geht hervor, dass die
C(13)-Hydroxylgruppe nicht silyliert werden konnte. Fiir Extrakte aus indischen Aconitum-

Arten bedeutet dies, dass gewisse wichtige Diesteralkaloide gaschromatographisch nicht
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erfasst werden konnten. Die GC kann also zum Nachweis von Diterpenalkaloiden auch nach
deren Derivatisierung nur beschrinkt eingesetzt werden und wurde daher fiir diese Arbeit

nicht verwendet.

Folgende Arbeiten untersuchten mit GC dagegen underivatisierte Alkaloide jedoch nur im
Molekulargewichtsbereich der Alkamine. Die Alkamine aus A. septentrionale identifizierten
Sirotenko et al. (1989) mit GC-MS. Sie mussten jedoch zuvor das Haupt-Diesteralkaloid
abtrennen, welches ansonsten die Detektion durch Zersetzung storte. Manners & Ralphs
(1989) untersuchten underivatisierte Alkaloide vom Lycoctonin-Typ mit Molekulargewichten
zwischen 449 und 535u in Extrakten von Delphinium sp. mit Kapillar-GC und

Flammenionisationsdetektor.

A.7.2.3 HPLC (hochauflésende Flussigchromatographie)

Bei der klassischen Sdulenchromatographie fliesst die mobile Phase bei Atmosphéarendruck
oder geringen Uberdruck durch Sorbentien mit Teilchengrssen von 100-200 pum. Die HPLC
als Weiterentwicklung erreicht ein enorm verbessertes Auflosungsvermogen, indem
Sdulenmaterial mit viel kleineren Partikelgréssen von ca. 3-10 um Durchmesser verwendet
wird, wobei die mobile Phase mit einer Pumpe durch die Siule gedriickt werden muss. Die
HPLC ist als hochauflosende Trennmethode fiir eine grossere Anzahl Substanzgruppen

anwendbar als die GC, da das Problem der Verdampfbarkeit und der thermischen Zersetzung

nicht besteht (Roth & Blaschke, 1989).

Zur HPLC-Analyse von Alkaloiden werden meistens als stationdre Phase die lipophilen
Umkehrphasen (Reversed Phase, RP) zusammen mit einer polaren mobilen Phase verwendet.

Als mobile Phase werden wissrige Gemische von Methanol oder Acetonitril fiir die
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Umkehrphasen-HPLC von Diterpenalkaloiden vorgeschlagen (Verpoorte & Baerheim

Svendsen, 1984).

Fiir das RP-Sdulenmaterial werden meist Kieselgelpartikel verwendet, an deren Oberfldache
die Silanolgruppen mit Alkylgruppen wie z.B. Octyl- oder Octadecyl- verethert sind. Dabei
muss die Derivatisierung der Silanol-Gruppen moglichst vollstindig sein. Andernfalls konnen
basische Substanzen wie Alkaloide an den verbleibenden Silanol-Gruppen adsorbieren, was
zu Signalstorungen oder Verlusten fithren kann. Diese Storungen konnen durch folgenden
Massnahmen reduziert werden:

e Zusatz von Aminen zur mobilen Phase

e Zugabe von Salzen zur wissrigen Phase (pH 4-7), um die Ionenbildung zu unterdriicken

oder um lonenpaare zu bilden.

A.7.3  Spektroskopie und Detektionsmethoden

Strukturen von reinen Substanzen werden normalerweise mit Kernresonanz- (NMR), Infrarot-
(IR), UV- und Massenspektrometriec (MS) aufgeklart. Zur Detektion werden die
spektroskopischen Methoden auch mit chromatographischen Trennverfahren kombiniert wie
z.B. bei der Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) oder
Fliissigchromatographie-UV-Detektion (LC-UV), bzw. -Massenspektrometrie (HPLC-MS)
sowie LC-NMR und koénnen so zur Strukturaufklirung zu Hilfe gezogen werden. Im
Folgenden wird kurz auf die fiir diese Arbeit wichtigen Methoden und deren Anwendung auf

Diterpenalkaloiden in der Literatur eingegangen.
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A.7.3.1 Kernresonanzspektrometrie (NMR)

Zur  Strukturaufklarung wurden in dieser Arbeit folgende klassische NMR-
Aufnahmetechniken verwendet:

e 'H-NMR (z.T. mit Protonenaustausch mit D,O sowie Spin-Entkopplung)

e BC-NMR (z.T. mit DEPT)

Zusétzliche Information kann mit zweidimensionalen Techniken (2D-NMR) durch homo- und

heteronukleare Korrelationen erhalten werden.

Ubersichten fiir die Zuordnung der chemischen Verschiebungen wurden fiir die *C-Atome
von Diterpenalkaloiden von Pelletier et al. (1984) und Pelletier & Joshi (1991) sowie fiir 'H-

NMR von Norditerpenalkaloiden von Hanuman & Katz (1994c¢) veroffentlicht.

A.7.3.2 UV-Absorptionsspektroskopie

Norditerpenalkaloide als Mono- und Diester sind aufgrund ihres aromatischen Saureteils UV-
aktiv. Sduren mit unterschiedlicher Substitution des aromatischen Rings konnen anhand der
UV-Absorptionsspektren unterschieden werden. Die Alkamine enthalten dagegen keine der
obigen UV-absorbierenden Strukturelemente und kénnen mit der Standard-UV-Lampe bei
254 nm nicht detektiert werden. Eine Ausnahme im UV-Absorptionsverhalten bilden die
Alkamine vom Pyrodelphinin-Typ (siche Abbildung 2). So ist fiir Pyrobikhaconin (114) ein
fiir Alkamine ungewdhnliches Absorptionsmaximum bei ca. 240 nm (log € ~3,8 in Ethanol)
bekannt. Cookson et al. (1966) fithren dies auf ein spezielles Chromophor zuriick, welches
von einem planaren System zwischen dem freien Elektronenpaar des Stickstoffs und den p-
Elektronen an C(8), gekoppelt iiber die C(17)-C(7)-o-Bindung ausgebildet wird.
C(15)-Keto-Pyroalkaloide wie Pyroaconitin (103) (sieche Tabelle5) zeigen dieses
Absorptionsphdanomen dagegen nicht (Wang & Liang, 1992).
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In dieser Arbeit wurde die UV-Absorptionsspektroskopie zur Detektion von
Diinnschichtchromatogrammen eingesetzt, insbesondere mittels TLC-Scanning. Verglichen
mit der Detektion bei 254 nm oder 366 nm einer Standard-UV-Lampe stehen bei einem DC-
Scanner mehrere Detektionsmoglichkeiten zur Verfiigung. Es konnen einerseits UV-
Absorptionsspektren von getrennten Flecken aufgenommen werden. Diese Spektren werden
auch in-situ-UV-Remissionsspektren genannt, im Unterschied zu Losungen, bei welchen die
Transmission registriert wird. Andererseits nimmt man sogenannte Densitogramme oder
Remissionsgrad-Ortskurven auf, indem die DC-Platte durch einen Lichtstrahl einer frei
gewidhlten Wellenldnge im UV/VIS-Bereich bewegt wird (Pachaly, 1991). Densitogramme
konnen auch flir quantitativ ausgewertet werden. Weiter konnen im Mehrwellenldngen-
Scanmodus (MWL) bei verschiedenen Wellenldngen mehrere Densitogramme von demselben
Diinnschichtchromatogramm aufgenommen und anschliessend iiberlagert werden. Zusétzlich
zu den Ri-Werten der getrennten Flecken erhédlt man anhand des Absorptionsverhaltens

gegebenenfalls auch Hinweise zu Strukturmerkmalen.

A.7.3.3 Massenspektrometrie (MS)

Massenspektren von Diterpenalkaloiden wurden bisher meist EI und FAB aufgenommen.
Zum Vergleich sind einige allgemeine Erkenntnisse aus solchen Massenspektren im
Folgenden angegeben. In dieser Arbeit wurde dagegen hauptsidchlich die multiple MS

kombiniert mit HPLC fiir die Strukturaufklarung eingesetzt.

A.7.3.3.1 Fragmentierung von Diterpenalkaloiden mit EIl

Die Strukturinformation, welche mit EI von Diterpenalkaloiden erhalten werden kann, ist

nachfolgend kurz zusammengefasst:
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Molekiilionen sind besonders bei Cyo-Diterpenalkaloiden vorhanden, seltener dagegen bei

Norditerpenalkaloiden (Benn, 1993).

Basision-Signal:

e Bei Alkaminen sowie deren Methyl- respektive Acetylderivaten wurde [M-17]", [M-31]"
respektive [M-59]" als Basision beobachtet. Dieses wird durch eine Abspaltung einer
Hydroxy-, Methoxy- oder Acetoxy-Gruppe von C(1) des Molekiilions gebildet (Yunusov
etal., 1969).

e Das Basision von Diesteralkaloiden ist [M-CH3;COOH-CH;]", was [M-75]" entspricht.
Das Molekiilion M™® ist meist nicht sichtbar (Mizugaki et al., 1989; Ito et al., 1996 und
1997)

Das Benzoylkation C;Hs0" (m/z 105) ist ein wichtiger Hinweis, dass aromatische Ester in

einer Struktur der vorliegen, was im Falle der Norditerpenalkaloide auf Mono- oder

Diesteralkaloide hinweist.

A.7.3.3.2 HPLC-MS-Kopplung

Um Massenspektrometrie als Detektor fiir die HPLC einsetzen zu konnen, musste folgendes
technische Problem gelost werden: Bei iiblichen Siulen betridgt das Eluat aus der HPLC 0,5
bis 2 ml/min und kann nicht direkt in das unter Hochvakuum arbeitende Massenspektrometer
eingeleitet werden. Bei der Abtrennung des Analyten von der mobilen Phase entstehen durch
deren Verdampfen grosse Gasvolumina, welche nicht mit den Vakuumpumpen ausreichend
entfernt werden konnen. Als Kopplung oder Interface fiir die HPLC-MS werden heute fast
ausschliesslich bei Atmosphérendruck arbeitenden Ionenquellen APCI (,,atmospheric pressure
chemical ionization*) und ESI (,,electrospray ionization®) eingesetzt. Die Verdampfung des

Losungsmittels findet in diesen Ionenquellen statt und nur die geladenen Teilchen gelangen in
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das Massenspektrometer. Ubersichten zu diesen Methoden konnen bei Kélliker & Oehme

(1997) und Berger (2000) gefunden werden.

A.7.3.3.2.1 ESI (Electrospray lonisation)

ESI ist speziell fiir Verbindungen geeignet, welche bereits vorgeformte Ladungen oder eine
Tendenz zur Protonierung/Deprotonierung aufweisen (z.B. Amine oder Sduren). Zur Bildung
von “positiven lonen” wird das Eluat durch eine positiv geladene Kapillare (Anode) mit N, zu
einem Aerosol gesprayt. Das Verdampfen des Losungsmittels fithrt zu einer
Aufkonzentrierung der Ladungen auf den Tropfchen, welche schliesslich zur Coulomb-
Explosion fiihrt. Die Ladungen werden dabei auf ionisierbare Molekiile iibertragen. Die dabei
gebildeten Ionen werden in einem elektrischen Feld beschleunigt und durch eine geheizte

Kapillare (Kathode) in das Hochvakuum des MS iiberfiihrt.

A.7.3.3.2.2 APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonisation)

APCI generiert durch eine Korona-Entladung ein Plasma, dessen lonen Ladungen auf das
Molekiil iibertragen oder Ion-Molekiil-Addukte bilden konnen. Diese Technik ist speziell fiir
relativ unpolare kleine Molekiile geeignet. Das Eluat aus einer HPLC-Saule wird in einen

beheizten Gasstrom gesprayt, wobei das Losungsmittel verdampft.

APCI-Massenspektren von Norditerpenalkaloiden mit C(8)-Acetylgruppe zeigten eine

Abspaltung von Essigsiure, wobei [M+H-CH;COOH]" z.T. auch Basision war (Wada et al.

1994).
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A.7.3.3.3 Bisherige Untersuchungen an Aconitum mit HPLC-MS

Untersuchungen von Diterpenalkaloiden aus Aconitum mittels HPLC-MS sind in Tabelle 13

zusammengefasst.

Tabelle 13: Literaturiibersicht iber die Anwendung von HPLC-MS zum Nachweis von

Diterpenalkaloiden:
lonisierungsmethode / HPLC-MS-Untersuchungen Autoren
APCIl Bestimmung von Norditerpen- und Cyo- Alkaloiden aus Wada et al. (1993)
Aconitum yesoense und A. japonicum. Die Quantifizierung Wada et al. (1994)

erfolgte z.T. mit [M+H -CH;COOH]" als Basision

Bestimmung von fiinf Alkaloiden in geklonten Pflanzen von =~ Wada et al. (1997)
Aconitum yesoense

In Position 6 stereoisomere Norditerpenalkaloide, darunter Wada et al. (2000 a)
Neolin (8) und Chasmanin (3), unterscheiden sich in den

relativen Intensitdten von Pseudomolekiilion und

Hauptfragment.

Unterscheidung von in Position 1 stereoisomeren Wada et al. (2000 b)
Norditerpenalkaloide, anhand der relativen Intensitéten von
Pseudomolekiilion und Hauptfragment.

In Position 1 respektive 12 stereoisomere Cyo- Wada et al. (2000 c)
Diterpenalkaloide, unterscheiden sich in den relativen
Intensitéten von Pseudomolekiilion und Hauptfragment.

Bestimmung von sechzehn Norditerpen- und fiinf Cy- Wada (2002)
Diterpenalkaloiden in Aconitum yesoense.
ESI  Nachweis von zwei Norditerpenalkaloiden in einer zu Kasahara et al.

Vergiftung filhrenden Lebensmittelprobe, welche aus essbaren (1996)
wilden Wurzeln und beigemischten Aconitum-Knollen bestand.

MS"-Studie an isolierten Diterpenalkaloiden aus Aconitum Chen et al. (1999)
napellus ssp. vulgare
Bestimmung der drei Norditerpenalkaloide Aconitin (20), Wong et al. (2002)

Hypaconitin (113), Mesaconitin (112) in Arzneimitteln der
chinesischen Medizin, welche Radix Aconiti lateralis
enthalten. Bezeichnung der wichtigsten MS/MS Fragmente.

Fragmentierungsmechanismus von Aconitin-Typ Alkaloiden in Wang et al. (2002)
den Aconitum-Knollen untersucht mit ESI und MS" und
Nachweis neuer Lipoalkaloide.

Ester-Austauschreaktionen von Diterpenalkaloiden beim Wang et al. (2003a)
Kochen von Aconitum-Knollen untersucht mit ESI und MS"

Fragmentierungsmechanismus von Aconitin-Typ Alkaloiden in Wang et al. (2003b)
Bliiten von A. Kusnezoffii untersucht mit ESI und MS"

APCI Atmosphérendruck chemische lonisation; ESI Elektrospray Ionisation
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A.7.3.4 Tandem- und multiple Massenspektrometie (MS")

Bei ESI und APCI wird normalerweise noch keine Fragmentierung beobachtet. Dies ist ein
Vorteil, da dadurch das Molekiilion vorhanden ist. Andererseits fehlt dadurch Information zur

Strukturaufklarung (Verpoorte & Schripsema, 1994).

Mit MS/MS respektive Tandem-Massenspektrometrie kann eine zusétzliche Fragmentierung
induziert werden: Durch Nacheinanderschalten von zwei Quadrupolen war es moglich, im
ersten Quadrupol von den Ionen des ersten Massenspektrums nur Ionen einer bestimmten
interessierenden Masse in die zwischen den beiden Quadrupolen liegende Kollisionskammer
zu leiten. Dort wird das ausgewdhlte Ion durch Zusammenstdsse mit Gasmolekiilen
fragmentiert (Collision Induced Dissociation, CID). Die entstandenen Fragmente werden im

zweiten Quadrupol getrennt, was zum MS/MS-Spektrum fiihrt. (Hesse et al., 1995).

In Ionenfallen-Massenspektrometern werden dabei Ilonen bestimmter Masse isoliert und durch
Energieeinstrahlung fragmentiert, wobei ein neues Massenspektrum entsteht. Dieser Prozess
kann mehrfach fiir eine Verbindung iiber mehrere Stufen durchgefiihrt werden. Diese
sogenannte multiple Massenspektrometrie (MS") ergibt eine Sequenz von Fragmentierungen,
welche es erlaubt, Strukturinformation aus dem Massenspektrum von Fragmentionen

abzuleiten.

Diterpenalkaloide wurden bisher aus A. napellus mit multipler Massenspektrometrie von
Chen et al. (1999) ebenfalls am Labor fiir Naturstoff-Forschung Basel in Zusammenarbeit mit

dem Institut fiir organische-analytische Chemie der Universitdt Basel untersucht.

Zur ESI-MS"-Fragmentierung von Diterpenalkaloiden des Aconitin-Typs erschienen in
jingster Zeit umfangreiche Publikationen von Wang et al. (2002, 2003a, 2003b) (siche

Tabelle 13). Die Proben wurden jeweils ohne HPLC-Trennung direkt injiziert. Es wurden
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Referenzsubstanzen und verschiedene Extrakte aus behandelten und unbehandelten Knollen
von Aconitum carmichaeli sowie den Bliiten von Aconitum kusnezoffii untersucht. Von sechs
Diesteralkaloiden vom Aconitin-Typ wie Aconitin (20), Mesaconitin (112) und Hypaconitin
(113) wurden die Fragmentierung anhand der MS?*-, MS’- und MS*-Spektren angegeben
(Wang et al., 2002). Im MS*-Spektrum fiihrte die Abspaltung von Essigsdure aus der C(8)-
Acetylfunktion zum Basision, wihrend im MS3-Spektrum [M+H-CH3COOH-CH3;0H-CO]"
als Basision auftrat. Das hierbei abgespaltene CO wurde auf das C(15)-Keton zuriickgefiihrt,
welches zuvor durch die Abspaltung der Essigsdure gebildete wurde. Anhand der Abspaltung
der Fettsduren im MS’-Spektrum wurden zahlreiche Lipoalkaloide identifiziert (Wang et al.,
2003a) und deren Neubildung konnte am Beispiel wiassriger Decocte aus behandelten Knollen

auf Umesterungsreaktionen zurtickgefiihrt werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte MS"-Fragmentierung von Norditerpenalkaloiden

vom Pseudaconitin- und Bikhaconitin-Typ wurde dagegen bisher nicht beschrieben.
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A.8  Aufgabenstellung und Wahl der Methoden

Aufgabenstellung
Es ist das Ziel dieser Arbeit, Norditerpenalkaloide in Knollen von verschiedenen Aconitum-
Arten aus Indien und in tibetischen Juwelenpillen, welche Aconitum-Knollen enthalten, zu

identifizieren.

Andererseits soll der Frage nachgegangen werden, inwiefern ein Effekt des ,processings®

(Entgiftung) der Knollen festgestellt werden kann.

Wahl der Methoden
Geeignete Methoden zur Trennung und Identifizierung sollen verwendet werden, welche es
ermoglichen, Substanzen auch dann zu identifizieren, wenn diese wegen z.T. kleinen

Probenmengen nicht isoliert werden konnen.

Alkaloidextrakte sollen einerseits mittels DC getrennt und die Hauptalkaloide im Vergleich zu
Referenzsubstanzen mit moglichst selektiver Detektion identifiziert werden. Hierzu sollen die
Moglichkeiten der Detektion mit dem DC-Scanner abgekldrt werden. Diese DC-

Untersuchungen sollen gleichzeitig als Orientierung fiir Analysen mit HPLC-MS dienen.

Andererseits soll die Moglichkeiten der HPLC als am besten geeignete chromatographische
Trennmethode zur hochauflésenden Trennung von Diterpenalkaloidgemischen untersucht
werden. Die GC dagegen ist fiir die zu untersuchenden Alkaloide auch bei Derivatisierung

wegen der thermischen Zersetzung wenig geeignet und soll daher nicht eingesetzt werden.
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Mit der Massenspektrometrie steht die selektivste Detektionsmethode zur Verfiigung, da hier
Informationen zum Molekulargewicht, sowie durch Fragmente Hinweise auf die Konstitution
erhalten werden konnen. Die Diterpenalkaloide sind fiir die Massenspektroskopie geeignet, da
sie dank der basischen Aminogruppe leicht ionisiert werden kdnnen. Andere Begleitstoffe im

Extrakt werden nur dann detektiert, wenn diese die positive Ladung stabilisieren konnen.

Zur Kopplung der HPLC mit der Massenspektrometrie sollen die milden Atmospharendruck-

Ionisations-Methoden ESI und APCI verwendet werden. Zur Identifizierung der Alkaloide

sollen die Moglichkeiten der multiplen Massenspektrometrie ausgenutzt werden.
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B DC-Untersuchung indischer Aconitum-Arten

B.1  Einleitung

Neben ihrer botanischen Unterscheidung konnen Pflanzen anhand ihrer Inhaltsstoffe
charakterisiert werden. Insbesondere fiir Medizinal- und Giftpflanzen, zu welchen der
Eisenhut gehort, sind Untersuchungen von Inhaltsstoffen von Interesse, was weiter zum
Verstiandnis der pharmakologischen Wirkung beitragen kann. Fiir verschiedene Aconitum-
Arten, ihre Herkunft, die verschiedenen Pflanzenteile und deren Zustand ist aus der Literatur
bekannt, dass das Muster der gefundenen Diterpenalkaloide und deren Gehalt sehr
unterschiedlich sein kann. Mit Hilfe diinnschichtchromatographischer Trennung wurden

solche Unterschiede mehrfach beschrieben.

B.2  Ziel

Diterpenalkaloide aus verschiedenen indischen Eisenhut-Arten sollen mit Hilfe der
Diinnschichtchromatographie  getrennt und die Hauptalkaloide im Vergleich zu
Referenzsubstanzen identifiziert werden. Hierzu sollen die Detektionsmdglichkeiten des DC-

Scanners abgeklirt werden. Wenn moglich sollen zudem Diterpenalkaloide isoliert werden.

B.3  Begrindung

Die DC wurde fiir eine orientierende Untersuchung gewéhlt, da diese Methode ohne grossen
apparativen Aufwand durchgefiihrt werden kann und sich zur Trennung und Isolierung von

Diterpenalkaloiden eignet.

53



Neue Wirkstoffe aus der Flora des Himalaya? Identifizierung von Diterpenalkaloiden aus Aconitum-Arten

B.4 Material und Methoden

B.4.1 Auswahl der Referenzsubstanzen

Die verwendeten Referenzsubstanzen wurden durch die Gruppe von Dr. A. Katz,
Laboratorium fiir Naturstoff-Forschung in Basel isoliert und mir zur Verfiigung gestellt. Die
folgenden elf Alkaloide isolierten Hanuman & Katz (1993a; 1993b; 1994b) aus der indischen
Art A. ferox neben weiteren. Veratroylpseudaconin (7), Pseudaconitin (16), Falconericin (17)
und Indaconitin (27) wurden als vier der zwolf auch fiir A. falconeri bisher bekannten
Alkaloide gewihlt (siehe A.4). Weiter standen Bikhaconin (2), Isotalatizidin (6), Neolin (8),
Veratroylbikhaconin (9), Bikhaconitin (15), Chasmaconitin (21) und Yunaconitin (23) zur
Verfiigung. Zum Vergleich wurde Aconitin (20), das Hauptalkaloid der europdischen Art

A. napellus, eingesetzt.

B.4.2 Chemikalien

Als Losungsmittel wurden Pentan, Chloroform, Methylenchlorid, Methanol und Ethanol “zur
Synthese” oder “zur Analyse” (Merck, Darmstadt, D) vor der Verwendung fiir Extraktion,
Reinigung und Diinnschichtchromatographie destilliert. Na,SO4 wurde zum Trocknen der
Fraktionen verwendet. Zur Detektion von Alkaloiden wurden Diinnschichtchromatogramme
mit Dragendorff-Reagens nach Munier und Machebeef (Stahl, 1967) in Form der

modifizierten Spraylosung (Katz & Staehelin, 1979) bespriiht.
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B.4.3 Proben

In dieser Arbeit wurden sowohl Knollen von drei Aconitum-Arten des indischen Himalajas als
auch tibetische Juwelenpillen Byu-Dmar 25 und Byu-Dmar 13 untersucht, welche als einen
Bestandteil Aconitum-Knollen unbekannter Herkunft enthalten. In Tabelle 14 ist eine
Ubersicht iiber die untersuchten Proben und die Abkiirzungen gegeben, mit welchen sie

bezeichnet wurden. Im Folgenden werden die Proben genauer beschrieben.

Tabelle 14: Ubersicht iiber untersuchte Proben und verwendete Abkiirzungen:

Probenbeschreibung und Herkunft und Erwerbsdatum Abkiirzung

[EEN

. Aconitum-Knollen

Vom Autor gesammelte Art:

A. violaceum JAQUEM. (Chamba, H.P., Nordwest-Indien) (9.1995) ......... AcKyiolac
Kommerzielle Muster von A. sp. nicht identifiziert (aus Delhi, Indien):
Erste Lieferung (12. 1995): nach Identifizierung unterteilt in:

A. spicatum STAPF, Delhi (12.1995) ...ccoviioiiiiieieeieeeieeee e AcKpel 1

A. falconeri STAPF, Delhi (12.1995) .ccvvieieiiieeeeeeeeeeeee e AcKpel 2
Zweite Lieferung (4. 1996): nach Identifizierung wurden verwendet:

A. falconeri STAPF, unbehandelt, Delhi (4.1996) .......ccccovvveerveeviecrieennn, AcKpel 3

A. falconeri STAPF, behandelt,  Delhi (4.1996) ........cccoeciiiiniccnnnee. AcKopel p

2. Byu-Dmar-Pillen: tibetische Juwelenpillen

e Verschiedene Chargen aus Delhi:

DElhi (9.1992) ... Pillpel g2
DElhi (3.1993) .t Pillpel o3
DI (1994) ...t Pillpel 94
Delhi (51995) ............................................................................................ Pi”De| 95
e Verschiedene Herkunft aus dem Himalaja:
Dharamsala (Indien) (1994) ......c.oooviiiiiiieiieeeceeeeeeee e Pillphr
Kathmandu (Nepal) (8.1994).......coouieiiiieieieseee et Pillkat
Ladakh (Nordwest-Indien) (1993).......cccoovveiieiiieiiiieieeieeeee e Pill _aq
Leh/Ladakh (Nordwest-Indien) (1993) .....c.ooovvieviiiiiieiiecieeeeeeeeee, Pill en
Lhasa (Tibet) (1993)..cueevieeeeeieieeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeee et Pill ha
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B.4.3.1 Aconitum-Knollen: Herkunft und Identifizierung

Sammlung von A. violaceum in Chamba, Nordwest-Indien

Die Spezies A. violaceum Jaquem. wurde vom Verfasser im September 1995 in Nordwest-
Indien im Distrikt Chamba (Bundesstaat Himachal Pradesh) auf einem gefiihrten Trek am Pir
Panjal-Gebirgszug des ,lower Himalaya“ gefunden. Von dieser sehr kleinwiichsigen Art

wurden etwa sechzig Exemplare gesammelt.

Von ,,Chamba* (900 m) - der Hauptstadt des Distrikts Chamba - wurde das Sammelgebiet

,Duggha Bhadrwah* - ein das Alptal mit einfachen Hirtenunterstinden (ca. 3900 m) via die

Ladakh Divisions
i Kashmir
|'u P Zanskar
' —=— Lahaul and Spiti
T Kinnaur
o Kumaon
C PR Garhwal .,

ﬂw_ Himalayan
7

Arunachal

Sikkim

o

Abbildung 7: Lage von Chamba im indischen Himalaya
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Dorfer ,,Saho* (1°000 m), ,,Sara“ (ca. 2100 m), den Pass und die Alp ,,Ain Pukhar* (ca.
3300 m), und ,,Speka* (ca. 3800 m) erreicht. Im beweideten Nordhang der Talseite (ca.
4’000 m) wurden in einer zu dieser Jahreszeit trockenen Rinne die meisten Exemplare
gefunden (sieche Abbildung 8). Die Sammelorte der Exemplare sind in Tabelle 15

zusammengefasst.

Die gesammelten Exemplare wurden als ganze Pflanze gepresst und die kleinen Knollen an
der Luft getrocknet. Herbar-Exemplare befinden sich im Herbarium des Labors fiir
Naturstoff-Forschung, Dr. A. Katz, Basel und beim Autor (siche Abbildung 9). Die Knollen
der Probe AcKyioe waren im Bruch mehlig weich und weiss. Bei jeder der sehr kleinen

Knollen wurde die kontinuierliche Anlage des Kambium bestétigt.
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Abbildung 8: Aconitum violaceum Jaquem. am Standort und ausgegrabene ganze Pflanze

Tabelle 15: Ubersicht zu den in Indien gesammelten Exemplare von A. violaceum:

Sammelort Hohe" Koll.-Nr. Anzahl Datum
Koordinaten Exemplare (1995)

»Speka™ ' 95-9-23-8 1 23.9.

(Westhang des beweideten ca.o3 6(,)0 n,l, 95-9-23-9 1 dito

. 32°38° 00’ N, .
Gipfelplateaus) 76°20° 30" O 95-9-23-10 1 dito
95-9-24-3) 15 24.9.

Berg siidostlich von ,,Duggha ca. 4'000 m

Bhadrwah* 32°37° 00" N, 95-9-24-1) 23 24.9.

(Nordhang, trockene Rinne)  76°22° 00’ O

»Duggha Bhadrwah* bis ca. 3'800 m

,.Speka“ 32°37° 30 N, 95-9-24-2? 21 24.9.

(Weg am Nordhang) 76°21° 30 O

1

Koordinaten auf halbe Minute abgeschitzt anhand Tactical Pilotage Chart, Sheet TPC G-

7D (1:500°000) photomechanisch vergrossert, sowie Himachal Pradesh, Ed. Leomann -
Trekking Routes, Sheet 4 (1:200°000); 2 gleiche Sammel-Nr. fiir alle Exemplare dieses

Standorts
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Aeovtam violacewm

c, (( quuir
(ott Lo .D:y ? C Qaméa Qﬁ‘ﬁw‘cf Cladc;
ndra . Mk ca-Yoom

Bttt 34 & 1005 Gl EMaec

Cott No.: 95-9-2%- 1(d ?fam)
caf adore Hha ';‘uéérd

H‘\”nem.gj Chawba  Jabo, fom

Abbildung 9: Herbarexemplar von Aconitum violaceum JACQUEM.
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Identifizierung kommerzieller Muster von Aconitum-Knollen aus Indien
Zwei Muster von botanisch nicht identifizierten Aconitum-Knollen wurden im ,,crude drug
market* in Old Delhi von Prof. J.C. Aschoff, Departement Neurologie, Universitdt Ulm 1995

und 1996 erworben und mir zur Verfiigung gestellt.

Die Identifizierung der Knollen erfolgte erstens anhand der Anlage des Kambiums im
Querschnitt sowie zweitens durch die mikroskopische Untersuchung anhand von Vorkommen
und Lage der Steinzellen zur Endodermis, um die Knollen von Arten innerhalb des Napellus-
Typs unterscheiden zu konnen (siche Tabelle 2). Im Abzug und mit Staubschutzmaske wurde
in halber Hohe der Knolle eine ca. 5 mm dicke Scheibe herausgesdgt und wéhrend einer
Woche in einer Mischung aus Wasser/Ethanol 96%/Glycerin 85% (1+1+1) eingeweicht. Zur
Mikroskopie (Vergrosserung vierzig- bis hundertfach) wurde von Querschnitten zuerst das
Chloralhydrat-Préaparat und anschliessend das Phloroglucin-Salzsidure-Priparat hergestellt.

Die identifizierten Knollen wurden in die entsprechende Proben aufgeteilt.

Erste Lieferung Delhi 12.1995

Das Muster der ersten Lieferung vom 12.1995 bestand aus unbehandelten nicht identifizierten
Aconitum sp. Knollen und war mit "BTSANDUG” (tibetisch fiir Aconitum) beschriftet.
Entsprechend der Identifizierung als zwei verschiedene Arten wurden die einzelnen Knollen
in zwei Proben ACKpe 1 (A.spicatum) und AcKpe 2 (A. falconeri) aufgeteilt (siche

Tabelle 16).

Zweite Lieferung Delhi 4.1996: Behandelte und unbehandelte Aconitum sp.
Die zweite Lieferung Aconitum-Knollen bestand einerseits aus der kéuflichen Droge,
andererseits wurde ein Teil dieser Droge im April 1996 von Dr. T.Y. Tashigang am Institute

of Tibetan Medicine in Delhi tibetisch behandelt. Fiir die Behandlung wurden die ganzen
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Knollen in téglich frischem Kuhurin bei Umgebungstemperatur eingelegt und anschliessend
getrocknet. Die gegeniiber Dash (1994) auf fiinf Tage verkiirzte Behandlungsdauer war
wegen der Aufenthaltszeit von Prof. Aschoff limitiert. Die behandelten Knollen hatten einen
scharfem Geruch nach Kuhurin. Ein kleines Stiick einer behandelten Knolle fiihrte auf der
Zunge zu einem beissenden und anschliessend einem tauben Gefiihl der Mundschleimhaut.
Dieser organoleptische Test zeigte, dass Diesteralkaloide im behandelten Knollenmaterial

weiter anwesend waren (siche A.3.2.2).

Die Identifizierung der Knollen anhand der Untersuchung auf kontinuierliches Kambium und
Steinzellenvorkommen konnte sowohl fiir die unbehandelten als auch fiir die behandelten
Knollen durchgefiihrt werden, da letztere im Unterschied zur Tibetan Pharmacopoeia (Dash,
1994) unzerkleinert und mit der intakten Wurzelrinde behandelt waren. Zur weiteren
Untersuchung wurden vom behandelten und unbehandelten Muster nur die als A. falconeri
identifizierten Knollen verwendet (sieche Tabelle 16). Nicht weiter untersucht wurden dagegen
Knollen der zweiten Lieferung, welche als A. spicatum identifiziert wurden oder bei welchen

die klare Zuordnung anhand des Steinzellvorkommens nicht moglich war.

Zusammenfassung der identifizierten Aconitum-Knollenproben
Die makroskopischen und mikroskopischen Befunde zur Identifizierung der verschiedenen
Knollenproben sind in Tabelle 16 zusammengefasst. Die in dieser Arbeit weiter untersuchten

Proben sind fett gedruckt.
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Tabelle 16: Ubersicht zur Identifizierung der Aconitum-Knollen und Aufteilung in Proben

Bezeichnung Behandelt Identifizierung Identifizierung Knollengrésse Anzahl
& Aufteilung anhand als (cm) Knollen
der Proben Liange Breite
Gesammelte Aconitum-Art aus Chamba (H.P., Indien):
e A.violaceum
AcKyiolac nein ganze Pflanze  A. violaceum 0,5-2 0,2-0,5 (;agr(_)e)
Kommerzielle Aconitum-Knollenproben:
e Aconitum sp.: Erste Lieferung Delhi 12/95
AcKpel 1 nein Stz A. spicatum 56 1,8-2,5 4
AcKpel 2 nein Stz A. falconeri 5-8 2,5-3)5 5
- nein Stz n. id. k.A. kA. 2
e Aconitum sp.: Zweite Lieferung Delhi 4/96: unbehandelte und behandelte Knollen
AcKpel 3 nein Stz A. falconeri 45-8 15-3 14
- nein Stz A. spicatum 5-6,5 1,52 8
- nein Stz n. id. k.A. kA. 2
AcKpel p ja Stz A. falconeri kA.  kA. 13
- Ja Stz A. spicatum k.A.  kA.
- ja Stz n. id. k.A.  kA.

Stz Steinzellvorkommen (gem. A.2.1); n. id. nicht identifiziert; k.A. keine Angabe

B.4.3.2 Tibetische Juwelenpillen

Die untersuchten tibetischen Byu-Dmar Juwelenpillen stammten von verschiedenen Orten des

Himalajas (Indien, Nepal und Tibet) sowie aus Delhi. Sie wurden von Prof. J.C. Aschoff,

Departement Neurologie der Universitit Ulm zwischen 1992 und 1995 vor Ort gesammelt

und mir fiir diese Untersuchungen zur Verfligung gestellt. Es wurden Proben von Byu-Dmar-

Pillen mit 25 wie auch mit 13 Komponenten untersucht (siche Tabelle 10). Herkunft und

Konfektionierung der Pillen sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.

Die kugelférmigen Pillen hatten einen Durchmesser von ca. 1 bis 1,3 cm und wogen ca. 0,8

bis 1,2 g (Byu-Dmar 25) respektive ca. 0,6 g (Byu-Dmar 13) (siche Tabelle 21). Dies ist in
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Tabelle 17: Herkunft und Konfektionierung der untersuchten Byu-Dmar-Pillenproben

Herkunft, Hersteller Konfektionierung
Probenbe- Erwerbs- besondere Bezeichnung Stick zur  Vp  Sg St
zeichnung  datum Verfligung

Delhi, Tibetan Medicinal Institute

Pillpe o 9.1992  Byu-Dmar 25" 1 R - -

Pillper o3 3.1993 3 R - -

Pillpe; o4 1994  Byu-Dmar 13" 5 - - -

Pillpe; o5 5.1995 2 - - -
Dharamsala, Tibetan Medical &Astro Institute

Pillpy, 1994  Byu-Dmar 25" 2 R+ +
Kathmandu, Kunphen, Tibetan Medical Industry

Pillg, 8.1993  Rinchen Jumar 25 1 R+ -

Leh/Ladakh, Branch Clinic Tibetan Medical & Astro Institute

PillLag 1993 Byu-Dmar 25" 1 R+

Pillp en 1993 ) 1 R + +
Lhasa, The Pharmaceutical Factory of Tibetan Medicine

Pill; pa 8.1993  Rinchen Jumar 25 (Precious Coral 25) 5 . - -

Vp Verpackungsart; Sg briunliche Versiegelung liber dem Abschluss; St Stempel auf der
Versiegelung; R einzeln in rosa Stoff eingepackt, zum Abschluss mit bunten Fiden
zusammengebunden;  Rezept mit 25 Bestandteilen (siche Tabelle 10); vereinfachtes
Rezept mit 13 Bestandteilen (siehe Tabelle 10), verwendet fiir die klinische Pilotstudie
(Aschoff et al., 1997); zusitzlich einzeln verpackt in durchsichtigen Kunststoffwiirfel mit
Prigung ,, KUNPHEN® und Etikette versehen; in Folie eingeschweisst mit Aufdruck des
Herstellers.

jedem Fall wesentlich mehr als das von der Tibetischen Pharmakopde (Dash, 1994)
vorgegebene Pillengewicht von 250 mg (siehe A.6). Sie waren mit einer sehr harten rétlich-
braunen Schicht iiberzogen. Die ocker-braune Pillenmatrix war dagegen weich und enthielt
von Auge sichtbare faserige Teile pflanzlicher Herkunft. Unter dem Mikroskop waren mit
vierzigfache Vergrosserung rote Bestandteile eventuell von der Koralle sichtbar (siche

Tabelle 10, Bestandteil No. 7). Die Pillen hatten einen aromatischen Geruch u.a. durch

dtherische Ole (siehe Tabelle 10, Bestandteile No. 10 und 11).

B.4.4 Gerate

Mikroskopische Untersuchungen wurden mit einem Mikroskop (Wild, Heerbrugg, CH) mit

vierzig- und hundertfacher Vergrosserung durchgefiihrt. Das Pflanzenmaterial wurde mit
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einem Mahlgerdt (Waring, USA) zerkleinert. Zur Einwaage von pflanzlichem Probenmaterial
wurde eine Waage Typ P 1200, fiir Pillenproben, Fraktionen aus praparativer DC sowie fiir
Referenzsubstanzen eine Analysenwaage H 51 benutzt (beide Mettler, Ziirich, CH). Zur pH-
Kontrolle wihrend der Extraktion wurden angefeuchtete Alkalit® pH-Indikatorstibchen
(Merck, Darmstadt, D) eingesetzt. Extrakte und Alkaloidfraktionen wurde mit einem
Rotavapor Typ RE 111 mit Wasserstrahlpumpe bei 30-35 °C in einem Wasserbad Typ 461
(beide  Biichi, Flawil, CH) eingeengt. Die analytische und préparative

Diinnschichtchromatographie wurde mit in Tabelle 18 angegeben Sorbentien durchgefiihrt.

Tabelle 18: DC-Sorbentien

DC-Sorbentien Schichtdicke
(auf Glasplatten 10x10 respektive 10x20 cm; Merck, Darmstadt, D) (mm)
Aluminiumoxid 60 (basisch) Fys4 0,25
Kieselgel 60 Fas4 0,25
(breite Korngrdssenverteilung, mittlere Korngrosse ~12 um)

Kieselgel 60 Fyss HPTLC 0,2

(schmale Korngrossenverteilung, mittlere Korngrdsse 5 pm)

Die diinnschichtchromatographische Entwicklung erfolgte einerseits in Doppeltrogkammern
(Camag, Muttenz, CH) fiir 10x10 cm respektive 10x20 cm DC-Platten, andererseits in zwei
Typen von Horizontalkammern, wie in Tabelle 19 angegeben. Losungen der Extrakte
respektive Referenzsubstanzen wurden manuell mit Kapillaren a 1 oder 2 pul (Microcaps,

Camag AG, Muttenz, CH) auf DC-Platten aufgetragen. Die Detektion der entwickelten
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Tabelle 19: DC-Horizontalkammern

DC-Horizontalkammern Gasraum Kammerabdeckung
(Camag, Muttenz, CH) Typ: in der Kammer (Begrenzung des Gasraums)
Camag HPTLC Linear « Kunststoffhaube iiber ganzer
im Folgenden ,,Linearkammer* »El0sS Kammer
e Typ 28510 (10x10 cm) ca. 650 cm’
e Typ 28520 (10x20 cm) ca. 980 cm’
Camag Horizontal Developing Chamber Klein® Glasplatte auf Kammer
im Folgenden ,,Horizontalkammer* ” ca. 5 mm oberhalb DC-Platte
e (10x10 cm) ca. 60 cm’
o (10x20 cm) ca. 120 cm’

Diinnschichtchromatogramme erfolgte einerseits mit einer Universal-UV-Lampe bei
A 254 nm (Camag, Muttenz, CH), andererseits am Pharmazeutischen Institut der Universitit
Basel mit einem DC-Scanner (TLC-Scanner II, Camag, Muttenz, CH), welcher mit einer
Deuteriumlampe ausgeriistet war. Am gleichen Institut wurden auf einem Bruker 200

Spektrometer 'H- und *C-NMR-Spektren aufgenommen.

B.4.5 Methoden

B.4.5.1 Extraktion der Aconitum-Knollen und Reinigung der Rohextrakte

Herstellung der Knollen-Rohextrakte

Die Extraktion erfolgte geméss der unter A.7.1 allgemein beschriebenen Methode. Das
Knollenpulver wurde mit dem entsprechenden Medium im Rundkolben durch Ausriihren mit
dem Magnetrithrer extrahiert und {iber eine Porzellan-Nutsche (Biichnertrichter) mit
Papierfilter unter leichtem Vakuum filtriert. Der pH-Wert wurde bei jedem Extraktionsschritt
mit einem angefeuchteten pH-Indikatorstdbchen kontrolliert. Die Losungsmittelmengen sind

pro 100 g urspriinglich extrahiertes Pflanzenmaterial angegeben.
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Droge

Zerkleinern, Mahlen

Pulver
Pentanauszug /
Pentan —» ,,Entfettung”
(Fraktion A)
pH9
Rohextrakt pH 9
CHCI, (Fraktion B)
pH 12
Rohextrakt pH 9
CHCI, > (Fraktion C)
CHCl,/ | _RohextraktpH12
MeOH (1+4) (Fraktion D)

(vereinigter Rohextrakt)

Pentan / pH 1-2
! Pentanphase
0’|1Et|;|1al_r|lgll (Fraktion E)
pH9
\ Alkaloidextrakt R pH 9
CHCI, (Fraktion F)
pH 12

\ Alkaloidextrakt R pH 12
CHCl, (Fraktion G)

Abbildung 10: Extraktionsschema fiir Aconitum-Knollen

Zur Pulverisierung wurden die z.T. fast holzharten Knollen der Proben AcKpei 1, AcKpei 2,
AcKpe 3 und AcKpe p, in ein Tuch eingeschlagen, mit dem Hammer zerkleinert und

anschliessend mit einem Mahlgerdt unter Vermeidung von Erwdrmung gemahlen. Die
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mehligen Knollen der Probe AcKiolac konnten direkt gemahlen werden. Zur Entfettung wurde
das Knollenpulver dreimal mit 150ml Pentan je 30-45min im geschlossenen
Erlenmeyerkolben mit dem Magnetrithrer ausgeriihrt und abfiltriert. Der Riickstand nach
Eindampfen der Pentanphase war 6lig und goldgelb (Fraktion A, siche Tabelle 20). Bei der
ersten extrahierten Probe AcKpe 1 wurde die Entfettung nicht durchgefiihrt, wobei ein

vergleichbarer Fettanteil bei der Reinigung des Rohextrakts erhalten wurde.

Zur Extraktion wurde das entfettete Ausgangsmaterial dreimal wéhrend 45 min mit 150—
300 ml CHCI; bei pH 9 extrahiert. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von je ca. 1 ml NH,OH
25 % unter Riihren eingestellt. Wéahrend der Extraktion wurde der pH-Wert kontrolliert und
bei Bedarf mit tropfenweiser Zugabe von NH4OH 25 % korrigiert. Der Riickstand der
Extraktion bei pH 9 war eine braune klebrige Masse oder ein ockerfarbiger, milchiger Film
(Fraktion B, siche Tabelle 20). Bei pH 11-12 wurde das Knollenpulver weiter dreimal 45 min
lang mit 150-300 ml CHCI; extrahiert. Die pH-Einstellung erfolgte unter Riithren durch
tropfenweise Zugabe von gesittigter NaOH (in H,O/MeOH 1+1). Die Extrakte bei pH 12
wurden je dreimal mit 5 ml H,O/100 ml CHCl; gewaschen. Der Riickstand der vereinigten
pH 12-Extrakte war ocker-braun (Fraktion C, siche Tabelle 20). Zuletzt wurde dreimal 45 min
mit 150-300 ml CHCl3/Methanol (4+1) ohne weitere Alkalizugabe extrahiert. Diese Extrakte
wurden nicht gewaschen, damit nicht polarere, in Methanol 16sliche Substanzen entfernt
werden. Der Riickstand nach Vereinigen und Eindampfen des CHCIs/Methanol (4+1)-
Extrakts war rotlich braun bis gelb und teilweise geschdaumt (Fraktion D, siche Tabelle 20).

Bei der Probe AcKp. » wurde dieser letzte Extraktionsschritt nicht durchgefiihrt.

DC-Kontrolle der Entfettung und Rohextrakte
Am Beispiel der Probe AcKpe , wurde gezeigt, dass in 100 ng Entfettungsriickstand
(Fraktion A) nach Trennung im DC-System 1 keine Alkaloide mit Dragendorff-Reagens
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detektiert werden konnten. Zum Vergleich der Rohextrakte (Fraktionen B-D) einer
Knollenprobe wurde jeweils 100 pg mit DC-System 1 getrennt und mit UV bei 254 nm und
Dragendorff-Reagens detektiert. In den Chromatogrammen waren die verschiedenen
Rohextrakte einer Probe einander jeweils dhnlich und wurden daher fiir die anschliessende
Reinigung (siche B.4.5.1) vereinigt. Lediglich bei der Probe AcKyione zeigte der Rohextrakt
mit CHCI3/MeOH (4+1) im DC vergleichsweise wenige und nur schwach mit Dragendorff

angefarbte Flecken, weshalb diese Fraktion nicht weiter untersucht wurde.

Reinigung der Knollen-Rohextrakte

Zur der Reinigung der Rohextrakte wurden zuerst im sauren Milieu Neutralstoffe mit Pentan
ausgeschiittelt und anschliessend die Alkaloide basisch zuriickgeschiittelt. Die
Losungsmittelmengen sind pro 100 g urspriinglich extrahiertes Pflanzenmaterial angegeben.
Die organischen Phasen wurden je dreimal mit 2 ml H,O gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet

und eingedampft.

Der vereinigte Rohextrakt wurde in einen Scheidetrichter mit 20-25 ml 0,1 N HCL, 25-30 ml
Pentan und 5 ml Ethanol iiberfiihrt. Insgesamt wurde dreimal mit 20-30 ml Pentan
ausgeschiittelt. Der Riickstand der Pentanausschiittelung war ein goldgelbes bis braunes zdhes
Ol (Fraktion E, siche Tabelle 20). Die saure wissrige Phase wurde in Eiswasser gekiihlt, mit
2N NaOH neutralisiert und anschliessend auf den gewiinschten pH-Wert eingestellt. Bei pH 9
wurde dreimal mit 20-30 ml CHCI; ausgeschiittelt. Der Alkaloidextrakt R pH 9 war nach
dem Eindampfen ein gelber bis leicht braunlicher Film (Fraktion F, siehe Tabelle 20). Bei
pH 12 wurde dreimal mit 20-30 ml CHCI; ausgeschiittelt. Nach dem Eindampfen blieb der

Alkaloidextrakt R pH 12 als gelbbrauner Film zuriick (Fraktion G, siche Tabelle 20).
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DC-Kontrolle der Alkaloidextrakte R pH 9 und R pH 12
Innerhalb der einzelnen Proben AcKyioac, ACKper 1, AcKper 2, AcKper 3 und AcKpy  zeigten

die jeweiligen Alkaloidextrakte R pH 9 und R pH 12 bei Trennung mit DC-System 1 eine

dhnliche qualitative Zusammensetzung.

Tabelle 20: Ubersicht der erhaltenen Knollenextrakte verschiedener Aconitum-Arten

Die Prozent-Angaben sind auf die eingesetzte Menge Knollenpulver bezogen.
Abkiirzungen: A-G Fraktionen der Extraktion respektive Reinigung.

Proben AcKpei 1 | AcKpel2 | AcKper 3 | AcKpel p | AcKyiolac
Pulver der Knollen (g) 20,8 37,4 112,6 108.,5 7,6
Anzahl Knollen 3 4 13 12 ~60
Durchschnittsgewicht pro 6,9 9,4 8,7 9,0 ca. 0,12
Knolle (g)

Extraktion mg % |mg % |mg % |mg % |mg %
A Entfettung @ - 1105 03258 02 |252 02 [35 05

Rohextrakte:

B -pH9 185 09 | 166 04207 02 | 254 02 |, 4 g
C -pH 12 37 0,2 | 104 0,3 95 0,1 | 193 0,2 '
D - CHCI3/MeOH (4+1) 194 0,9 - - {1211 1,1 | 961 09 |54 0,7

vereinigter Rohextrakt: | 415 2,0 | 233 06 |1514 1,3 |1408 1,3 |76 1,09

Zur Reinigung eingesetzte | g0 BIC BiIc/D | BicD | BICY

Rohextrakte:

Reinigung mg % |mg % |mg % |mg % |mg %
E Riickstand Pentanphase 126 0,6 &1 0,2 1429 04 |413 04 |20 0,3
F Alkaloidextrakt R pH 9 198 1,0 (128 0,3 509 05 | 629 058|22 0,3
G Alkaloidextrakt R pH 12 20 0,1 3 <001 23 0,02f 18 0,02 9 0,08

" Knollenpaare (Mutter- & Tochterknollen); ® Angabe hier pro Knollenpaar; © bei der

Probe AcKpe 1 wurde keine Entfettung des Knollenpulvers durchgefiihrt; @) vereinigter
Rohextrakt pH 9 und pH 12; © Rohextrakt D wurde nicht einbezogen (siche B.4.5.1).

Ausbeute und Extraktionseffektivitét

Die Mengen der eingesetzten Knollen sowie die Ausbeuten der Extraktion und Reinigung

sind in Tabelle20 zusammengefasst. Von den durch Ausschiitteln gereinigte

Alkaloidextrakten machte jeweils der Alkaloidextrakt R pH 9 (Fraktion F) den Hauptanteil

aus. Mit dieser Fraktion wurden die spiteren Untersuchungen mit DC und HPLC-MS

durchgefiihrt.
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Die Extraktionseffektivitdt wurde am Beispiel der Probe AcKp. 3 tiberpriift. Die Ausbeute der
drei Rohextrakte ist in Tabelle 20 ersichtlich. Die zuletzt erfolgte CHCls3/MeOH (4+1)-
Extraktion wurde flinf- statt dreimal durchgefiihrt. Die Ausbeute der einzelnen Fraktionen 1-5
betrug hierbei 435, 255, 302, 115 und 105 mg. Je ca. 150 pug der Rohextrakte bei pH 9 und
pH 12 sowie von den fiinf Fraktionen der CHCl;/MeOH (4+1)-Extraktion wurden mit den
DC-Systemen 1 und 2 getrennt. Wahrend die Rohextrakte bei pH 9 und pH 12 sowie die erste
Fraktion der CHCl3/MeOH (4+1)-Extraktion mit Dragendorff-Reagens etwa gleich intensiv
angefdrbten Flecken aufwiesen, nahm die Grosse und Intensitdt der Alkaloid-Flecken mit
fortschreitender CHCl3/MeOH (4+1)-Extraktion ab. Die zeigt, dass der Hauptteil der

Alkaloide mit dem gewihlten Extraktionsverfahren extrahiert wurde.

B.4.5.2 Extraktion von Alkaloiden aus Juwelenpillen

Die Kontrolle der Roh- und Alkaloidextrakte der Aconitum-Knollenproben mit DC zeigte,
dass der pH-Wert keinen Einfluss auf die qualitative Zusammensetzung hat. Aus diesem
Grunde wurde bei den Pillenproben die Extraktion und Reinigung vereinfacht und nur bei
pH 12 durchgefiihrt. Die angegebenen Losungsmittelmengen beziehen sich auf 0,9 bis 3,5 g
eingesetztes Pillenpulver. Die organischen Phasen wurden mit 1 ml H,O gewaschen und {iber
Na,SO, getrocknet. Eine Ubersicht iiber die eingesetzten Mengen Pillenpulver sowie die

Ausbeuten nach der Extraktion und Reinigung wird in Tabelle 21 gegeben.

Herstellung des Pillen-Rohextrakts

Zum Pulverisieren der Pillen wurden die Pillen im Porzellanmoérser durch starkes Klopfen mit
dem Pistill aufgebrochen und zu Pulver verrieben. Zur Entfettung wurden die pulverisierten
Pillen dreimal 30 min mit je 10 ml Pentan im Erlenmeyerkolben mit dem Magnetriihrer

ausgeriihrt. Der Riickstand nach dem Eindampfen war ein dliger Film (Fraktion A, siehe
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Tabelle 21). Bei den Proben Pillpei 94, Pillpei 95 und Pillie, wurde die Entfettung nicht
durchgefiihrt. Zur Extraktion wurde das gegebenenfalls entfettete Pillenpulver dreimal 30 min
bei pH 12 mit je 10-15 ml CHCIl; ausgeriihrt. Der pH-Wert des Gemischs wurde mit ca. 10
Tropfen 2N NaOH respektive ca. 2 Tropfen gesittigter ethanolischer NaOH auf pH 12
eingestellt. Nach dem Eindampfen war der Rohextrakt brdunlich (Fraktion C, siehe
Tabelle 21). Bei den Proben Pillpei 95 und Pilliep, wurde das Pillenmaterial zusétzlich dreimal
30 min mit 10 ml CHCl3/MeOH (4+1) ausgeriihrt. Der Riickstand war nach dem Eindampfen

braunlich (Fraktion D, siche Tabelle 21).

Reinigung des Pillen-Rohextrakts

Der Rohextrakt wurde in 10 ml Pentan und 10 ml 0,1N HCI aufgenommen. Bei der Probe
Pillie, wurde zusétzlich 0,5ml Ethanol verwendet, um den Rickstand des
CHCIl3/MeOH (4+1)-Extrakts 16sen zu konnen. Insgesamt wurde dreimal mit 10 ml Pentan
bei pH 12 ausgeschiittelt. Der Riickstand war gelblich und von aromatischem Geruch
(Fraktion E, siehe Tabelle 21). Die wissrige Phase wurde mit 2 N NaOH auf pH 12 gestellt
und dreimal mit je 10 ml CHCI; ausgeschiittelt. Als Riickstand blieb ein braunlicher

Alkaloidextrakt R pH 12 zuriick (Fraktion G, siehe Tabelle 21).
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Tabelle 21: Ubersicht iiber die erhaltenen Alkaloidextrakte der Byu-Dmar-Pillenproben.

Die Prozent-Angaben sind auf die Menge der pulverisierten Pillen bezogen.
Abkiirzungen: A-G Fraktionen der Extraktion respektive Reinigung. Abkiirzungen der Byu-Dmar-Pillenproben siehe Tabelle 14.

Juwelenpillen Byu-Dmar 25 Byu-Dmar 13 Byu-Dmar 25
Herkunft Delhi Delhi verschiedene Herkunft aus dem Himalaja
Probenbezeichnun| Pillpe o2 Pillpel o3 Pillpel_o4 Pillpel_os Pillpnr Pillkat Pill_ad Pill en Pill_ha
g
Pulver der Pillen (mg) 907 2’213 2’468 1’330 2°223 934 1’148 1’000 3428
Anzahl Pillen 1 2 4 2 2 1 1 1 4
Durchschnittsgewicht
pro Pille (mg) 912 1°107 623 669 1°115 941 1°156 1°001 862
Extraktion mg % mg % mg % mg % mg % mg % mg %N mg % mg %
A Entfettung 242 2,7 60,0 2,7 - - - - 704 3,2 236 25 414 3,6 - - 110,8 3,2
Rohextrakte:
C-pH 12 93 10 289 13 505 20 492 37 (342 15 98 10 188 16 453 45 66,0 19
D - CHCI3 /MeOH (4+1)| - - - 24,1 1,8 - - - 13,8 14 -
vereinigter Rohextrakt:| 93 10 289 13 (505 20 733 55 (342 15 98 10 188 16 59,1 59 660 19
zur Reinigung einge-
setzte Rohextrakte: C C C C/D C C C C/D C
Reinigung mg % mg % mg % mg % mg % mg % mg % mg % mg %
E Pentanphase 60 07 182 08 227 09 212 16 221 10 49 05 11,1 10 41,1 41 531 15
G Alkaloidextrakt 30 033 7,8 035|131 053 28 021|6,7 030 21 022 45 039 22 0,22 155 045
R pH 12
Alkaloidextrakt pro 3,0 3,9 33 14 33 2.1 45 2,2 3,9
Pille (mg)
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B.4.5.3 DC-Trennung und Detektion (TLC-Scanner)

B.4.5.3.1 DC-Systeme

Fiir die analytische und préaparative DC wurden die folgenden sechs DC-Systeme eingesetzt
(siche Tabelle 22). Die Sorbentien wurden - wenn nicht anders angegeben - in einer

Schichtdicke von 0,25 mm eingesetzt.

Tabelle 22: DC-Systeme

DC- Fliessmittel Sorbentien” DC-  Referenz’
System (Angaben in Volumenteilen) Kammer

1 Cyclohexan-Ethylacetat- Alox H Liu (1995)
Ethanol absolut (7+2+1)

2 Diethylether-Methanol (9,7+0,3), Alox H
2 Entwicklungen

3 Cyclohexan-Ethylacetat-Diethylamin Kieselgel H
(7+2+1), 2 Entwicklungen

4 Cyclohexan-Ethylacetat- Kieselgel HTLC H
Diethylamin:

1.&2. Entwicklung: (7+2+1),
3. Entwicklung: (5+4+1)

5 Cyclohexan-Chloroform-EtOH abs.  Kieselgel DT Liu (1995)
(2,3+7,5+0,2)

6 Cyclohexan-Chloroform- Kieselgel H Katz und
Diethylamin (5+4+1) Staehelin (1979)

siche Tabelle 18;° Mengenverhiltnisse z.T. gegeniiber den Angaben der Referenz
gedndert; Alox Aluminiumoxid 60 (basisch) Fs4, Schichtdicke 0,25 mm;
Kieselgel Kieselgel 60 F,s4, Schichtdicke 0,25 mm; Kieselgel HPTLC Kieselgel 60
Fys4 HPTLC, Schichtdicke 0,2 mm; H Horizontalkammern; DT Doppeltrogkammer.

B.4.5.3.2 Entwicklung der DC-Platten

Von den Referenzsubstanzen wurden jeweils 1042 pg, von den Alkaloidextrakten je
100£10 pg in CHCl; oder CH,Cl, geldst und in 1 oder 2 pl-Portionen manuell 10 mm vom
unteren Plattenrand strichformig 5 mm lang aufgetragen. Der Abstand zwischen den Strichen

betrug 4-5 mm. In Doppeltrogkammern wurden DC-Platten (10x10 respektive 10x20 cm) mit
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10 respektive 20 ml Fliessmittel bei Kammersittigung iiber ca. 8 cm entwickelt. Bei
Verwendung von Horizontalkammern wurde die DC-Platte vorher wiahrend 5 min in den
Fliessmittelddmpfen édquilibriert. Hierzu wurde die Platte in die Horizontalkammer gelegt mit
der Sorbens-Schicht ca. 5 mm iiber einem Fliesspapier gleicher Grdsse, welches mit dem
Fliessmittel gleichmédssig angefeuchtet war. Anschliessend wurde iiber eine Distanz von ca.
8 cm entwickelt. Als Fliessmittelmengen wurden je 2 respektive 4 ml fiir die Konditionierung
und ebenso fiir die Entwicklung der DC-Platten (10x10 respektive 10x20 cm) eingesetzt. Bei
Mehrfachentwicklung wurden die DC-Platten jeweils in der gleichen Richtung entwickelt und

zwischen den Entwicklungen mindestens 30 min im Abzug trocknen gelassen.

B.4.5.3.3 DC-Trennungen

Tabelle 23 gibt eine Ubersicht iiber die mit DC in den DC-Trennungen I-V auf vier DC-
Systemen getrennten Referenzsubstanzen und Aconitum-Knollenproben. Von letzteren wurde

jeweils der Alkaloidextrakt R pH 9 verwendet.

B.4.5.3.4 Detektion der Dinnschichtchromatogramme

Die entwickelten Diinnschichtchromatogramme wurden zuerst unter einer Universal-UV-
Lampe bei A 254 nm untersucht und manuell auf UV-durchléssige Folien kopiert. Mit einem
DC-Scanner wurden Densitogramme (Remissionsortskurven) der Chromatogramme bei
verschiedenen Wellenlingen im Mehrwellenldngen-Scan (MWL) aufgenommen. Zuletzt
wurde die DC-Platte mit Dragendorff-Reagens bespriiht. Die Retention wurde mit dem Rg-

Wert durch Bezug auf Bikhaconitin (15) ausgedriickt (siehe A.7.2.1.1).
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Tabelle 23: Ubersicht iiber die DC-Trennungen I bis V mit verwendeten Referenzsubstanzen
und untersuchten Proben.

DC-Trennung | 1 i v V
DC-System* 1 2 3 1 4
DC-Kammer H gr H ki H gr H ki DT
Referenzsubstanzen™ E&M  E&M  E&M M M
Bikhaconin (2) + + +
Isotalatizdin (6) + + +
Veratroylpseudaconin (7) + + + + +
Neolin (8) + + +
Veratroylbikhaconin (9) + + + + +
Bikhaconitin (15) + + - + +
Pseudaconitin (16) + + + + +
Falconericin (17) + +
Aconitin (20) + + +
Chasmaconitin (21) + + - + +
Yunaconitin (23) + + + + +
Indaconitin (24) + + + + +
Untersuchte Proben *
AcKyiolac A. violaceum + + i
ACKpel 1 A. spicatum + + +
AcKopel 3 A. falconeri (unbehandelt) + + + + +
AcKpel p A. falconeri (behandelt) + + +

" B.4.53.1; | siche B44; * siehe B.4.1; H gr Horizontalkammer mit grossem
Gasraum; H kl Horizontalkammer mit kleinem Gasraum; DT Doppeltrogkammer;
E&M Referenzsubstanzen sowohl einzeln als auch im Mischpunkt aufgetragen;
M Referenzsubstanzen nur im Mischpunkt aufgetragen. *  Alkaloidextrakte R pH 9
B.4.5.3.4.1 DC-Scanner: In-situ-UV-Remissionsspektren und Mehrwellenlangen-Scan

Der DC-Scanner wurde generell auf Absorption/Reflexion, Spaltbreite 5, Spaltlinge 3 und
Optik ,,Mikro* eingestellt. In-situ-UV-Remissionsspektren wurden zwischen 200-400 nm von
Referenzsubstanzen aufgenommen, welche einzeln aufgetragen und mit der DC-Trennung 111
entwickelt wurden. Die Aufnahme erfolgte jeweils am Signalmaximum der Flecken, welches
anhand der Densitogramme bei 230 nm - Ap. von Aconitin (20) (Liu, 1995) - bestimmt
wurde. Fiir den Mehrwellenlingen-Scan (MWL) wurden hauptsidchlich Wellenldngen

ausgewdhlt, welche fiir die charakteristischen Absorptionsmaxima bei Veresterung mit

Benzoe-, Anis- und Veratrumséure typisch sind (siche Tabelle 24).
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Tabelle 24: Fiir Mehrwellenlédngen-Scan (MWL) ausgewéhlte Wellenldngen

A Charakteristisch fur Bemerkungen
(nm) Esterfunktion oder
Substanzklasse

Wellenlidnge 210 nm an der unteren Grenze des

210 (Alkamine) messbaren Bereichs wurde fiir Alkamine gewahlt
220  Veratroyl-

233  Benzoyl-

254 - zum Vergleich der Detektion mit der Universal-

UV-Lampe bei gleicher Wellenlidnge
263  Anisoyl- und Veratroyl-
273 Benzoyl-
295  Veratroyl-

Zur Uberlagerung im MWL wurden die Densitogramme zuvor Basislinien-korrigiert. Die
Absorption eines Flecken wurde in relativer Intensitdt ausgedriickt in Bezug auf den am

intensivsten absorbierenden Flecken einer Platte.

B.4.5.3.5 Identifizierung der Alkaloide mit DC

Wenn ein Alkaloid aus einem Alkaloidextrakt in drei der fiinf durchgefiihrten DC-
Trennungen (sieche Tabelle 23) nachgewiesen werden konnte, wurde es als identifiziert
betrachtet, sofern es mit der jeweiligen Referenzsubstanz vergleichbar war beziiglich Rg-Wert
(innerhalb +6,5 %), Uberlagerung im MWL oder - bei fehlender UV-Absorption - durch
Orangefarbung mit Dragendorff-Reagens. Alkaloide, fiir welche identische Rg-Werte mit
Referenzsubstanzen nur fiir ein bis zwei DC-Systeme vorlagen, wurden dagegen als tentativ

identifiziert bezeichnet.

B.4.5.4 lIsolierung von Alkaloiden mit praparativer DC

Auf eine DC-Platte von 10x20 cm mit 0,25 mm Schichtdicke des Sorbens wurden jeweils

5 bis 10 mg Alkaloidextrakt oder zu reinigende Alkaloide manuell linear aufgetragen. Nach
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Entwicklung wurden die im UV bei 254 nm detektierten Banden ausgekratzt, im
Porzellanmorser pulverisiert, dreimal mit je 10-20 ml CH,Cl,/MeOH 5 % extrahiert, liber

Glasfritten (P3) filtriert und eingeengt.

Isolierung von Alkaloiden aus Knollen von A. falconeri STAPF (Probe AcKpe 2)

Zur Isolierung von Alkaloiden wurde der Alkaloidextrakt der Knollenprobe AcKpq 2
ausgewdhlt, da weitere Proben von A. falconeri fiir andere Zwecke zur Verfiigung standen.
Hierzu wurden von den Alkaloidextrakten R pH 9 und R pH 12 mit 120 mg respektive
2,5mg die nach DC-Vergleichen {ibrige Gesamtmenge eingesetzt. Da diese beiden
Alkaloidextrakte im DC-Vergleich qualitativ dhnlich waren, konnten sie vereinigt werden.
Durch mehrfache préparative Diinnschichtchromatographie wurden die sieben Alkaloide
Veratroylpseudaconin (7), Bikhaconitin (15), Pseudaconitin (16), Falconericin (17),

8-Acetylfalconerin (18), Yunaconitin (23) und Indaconitin (24) isoliert.

Die Alkaloidextrakte RpH 9 und R pH 12 wurden mit dem DC-System 6 grob in fiinf
Banden (AcKpei »-1 bis AcKpe 2-5) getrennt. Hiervon wurden die Fraktionen AcKpe »-2 bis

-5 mit dem DC-System | weiter in je vier bis fiinf Banden getrennt (siche Tabelle 25).

Die siebzehn Fraktionen, welche aus der zweiten Trennung resultierten, wurden mit folgenden
acht Referenzsubstanzen Veratroylpseudaconin (7), Veratroylbikhaconin (9), Bikhaconitin
(15), Pseudaconitin (16), Falconericin (17), Chasmaconitin (21), Yunaconitin (23), und
Indaconitin (24) in den drei DC-Systemen 1, 2 und 3 verglichen. Dadurch konnten einzelne

Alkaloide z.T. gezielt isoliert werden, wie nachstehend beschrieben wird.
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Tabelle 25: Fraktionen aus der praparativen Trennung der Alkaloidextrakte der Probe

AcKpel 2
. 1. Trennung: 5 Banden 2. Trennung: 17 Banden
Bande Ausbeute (mg) Banden’ Fraktionen
AcKpq 2-1 11,7 - —
AcKpel 2-2 92,0 = | AcKpel 2-2-1 bis AcKpl 2-2-5 5
AcKpe -3 5,1 = | AcKpel 2-3-1 bis AcKpy 2-3-4 4
AcKpe 2-4 6,7 = | AcKpel 2-4-1 bis AcKpy »-4-4 4
AcKpel 2-5 4,3 2> | AcKpel 2-5-1 bis AcKpyl 2-5-4 4

Total: 119.8"

* Numerierung der Banden steigen mit wachsender Laufstrecke, daraus gewonnene
Unterfraktionen entsprechend ergénzt. ** entspricht 97,8% der eingesetzten Menge an
Alkaloidextrakten RpH9 und RpH12; — nicht weiter getrennt.

Die Fraktion AcKpe -2-2 (58 mg) wurde mit DC-System 5 getrennt, wobei hier die
Hauptbande (AcKpg 2-2-2-3; 55 mg) mit 'H- und "C-NMR als Pseudaconitin (16)

identifiziert wurde (Daten zu *C-NMR siehe B.6).

Die Fraktionen AcKpe 2-2-5 (5,6 mg), AcKpe 2-3-1 (1,2 mg) und AcKpe »-3-2 (2,8 mg)
enthielten Indaconitin (24) und wurden gemeinsam als Mischfraktion AcKp. »-C nochmals
mit dem DC-System 1 chromatographiert. Das >*C-NMR Spektrum der Hauptbande AcKpei »-
C-3 (7,1 mg) zeigte, dass es sich hierbei noch um eine Substanzmischung handelte. Mit DC-
System 5 konnte Indaconitin (24) (AcKpe »-C-3-1: 4,1 mg) von der apolareren Bande
(AcKpel 2-C-3-2: 1,6 mg) getrennt werden. Letztere wurde mit '"H- und C-NMR als

8-Acetylfalconerin (18) identifiziert (‘*C-NMR siche B.6).

Zusitzlich wurden aus der Knollenprobe AcKpe » noch die folgenden Alkaloide
Veratroylpseudaconin (7), Bikhaconitin (15), Falconericin (17) und Yunaconitin (23) isoliert.

Die verwendeten Fraktionen und DC-Systeme sind in Tabelle 26 angegeben. Die
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Identifizierung dieser Alkaloide erfolgte durch Vergleich mit Referenzsubstanzen in den drei

DC-Systemen 2, 3 und 6, bei letzterem auf HPTLC-Kieselgel.

Tabelle 26: Isolierung weiterer Alkaloide aus der Knollenprobe AcKpy 2

Fraktionen aus 2. Trennung Trennung mit

isolierte Alkaloide™  Ausbeute

DC-System
(mg) (mg)
AcKpel 2-2-1 12,1 2,dann 1 - Veratroylpseudaconin (7) 7,9
AcKper 2-2-4 9,3 2 = Yunaconitin (23) 7,8
AcKpy 2-4-2 3,9 _ N
AcKpe 2-5-2 0.4 2 - Bikhaconitin (15) 3,5
AcKpe 2-4-3 0,4 -
AcKpe 2-5-3 2.6 4 -> Falconericin (17) 1,3

* siehe Tabelle 25; ** identifiziert durch Vergleich mit Referenzsubstanzen in drei DC-

Systemen

B.4.5.4.1 NMR-Spektren zur ldentifizierung der isolierten Alkaloide

Die Frequenzen zur Aufnahme der NMR-Spektren waren fiir 'H-NMR 200 MHz und fiir "*C-

NMR 50 MHz. Es wurden Losungen in CDCIl; verwendet. Die chemische Verschiebung

wurde in ppm (), feldabwirts zu TMS (6 = 0 ppm) als internem Standard angegeben.
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B.5 Resultate und Diskussion

B.5.1 DC-Scanner-Detektion

B.5.1.1 In-situ-Remissionsspektren

Von den zwolf in B.4.1 fiir die DC-Trennungen ausgewihlten Referenzsubstanzen 2, 6, 7, 8,
9, 15, 16, 17, 20, 21, 23 und 24 wurden nach DC-Trennung UV-Absorptionsspektren oder
sogenannte In-situ-Remissionsspektren zwischen 200-400 nm aufgenommen. Wihrend bei
den Alkaminen, die ja kein Chromophor enthalten, die Absorption bei Wellenldngen >200 nm
rasch abfiel, unterschieden sich die Spektren der Mono- und Diesteralkaloide je nach

aromatischem Saureteil, wie im Folgenden dargestellt wird.

B.5.1.1.1 Esterfunktionstypen

Anhand der fiir Benzoe-, Anis- sowie Veratrumsaure charakteristischen Absorptionsmaxima
liessen sich mit diesen Sduren veresterte Alkaloide in drei Esterfunktionstypen einteilen (siche
Tabelle 27). Die gefundenen UV-Absorptionsmaxima sind mit den Literaturwerten
vergleichbar. Von jedem Esterfunktionstyp ist in Abbildung 11 das charakteristische In-situ-
UV-Remissionsspektrum eines Vertreters iiberlagert dargestellt. Anhand der typischen UV-
Absorptionsmaxima konnten Alkaloide dieser drei Esterfunktionstypen unterschieden und
geeignete Wellenldngen fiir den Mehrwellenldngen-Scan (MWL) ermittelt werden. Die

Darstellung der relativen Absorption einer Substanz lisst keinen quantitativen Vergleich zu.
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Tabelle 27: UV-Absorptionsmaxima und -minima der In-situ-Remissionsspektren (200-
400 nm) einiger untersuchter Norditerpenalkaloide und Literaturvergleich.

Hauptmaximum: fett, zweites Maximum: unterstrichen;
Hauptminimum: kKursiv fett, zweites Minimum kursiv.

Esterfunktionstyp
Alkaloide/Substanzen

UV-Absorptionsmaxima (nm)
in Klammern: relative Absorption, resp. bei Literaturwerten
Absorptionskoeffizient (log &)

Typ | (Anisoyl-):

ein Maximum
Minimum (23): 224 nm (22 %)

*Yunaconitin (23) 260 (95 %)
Zum Vergleich:
- p-Anissdure in MeOH! 253 (4,22)

Typ Il (Benzoyl-):

zwei Maxima
Minima: 207-209 nm (ca. 35-38 %); 258-260 nm (ca. 17-28 %)

* Aconitin (20) 232 (95 %) 272 (32 %)
Chasmaconitin (21) 231 (96 %) 274 (21 %)
Indaconitin (24) 231 (95 % ) 270 (25 %)
Zum Vergleich:
- 20 in wissriger Saure’ 234 (4,18) 275 (kA) -
- 20 in EtOH? 230 (4,23) 273 (2,68) 280 (2,49)
- Benzoesiure in MeOH? 227 (4,04) 272 (2,95 280 (2,87)
- in wissriger Séure’ 230 (4,05) 273 (3,02) —
Typ I (Veratroyl-): drei Maxima
Minima: 235-238 nm (ca. 35-50 %); 280-284 nm (ca. 70-80 %)
Veratroylpseudaconin (7) 224 (77%) 266 (95 %) 296 (86 %)
Veratroylbikhaconin (9) 218 (75%) 263 (96 %) 292 (82 %)
Bikhaconitin (15) 219 (76 %) 264 (96 %) 293 (83 %)
*Pseudaconitin (16) 220 (75%) 265 (95 %) 293 (84 %)
Falconericin (17) 220 (70 %) 264 (95 %) 294 (76 %)
Zum Vergleich:
- Veratrumsiure in MeOH' 217 435) 258 (3,06) 290 (3,74)
Typ IV (Alkamine) Maximum: <200 nm, im Allg. keines zwischen 200-400 nm
unverestert
Bikhaconin (2) <200
*Isotalatizidin (6) 206 (95%)
Neolin (8) <200

* Spektren dargestellt in Abbildung 11; ' Weast & Grasselli (1989); > Moffat et al. (1986);
3 Liu (1995); * siche B.5.1.1; kA keine Angabe
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Abbildung 11:

Charakteristische UV-Absorptionsmaxima von In-situ-UV-

Remissionsspektren zur Unterscheidung von Alkaloiden nach

Esterfunktionstypen

B.5.1.2 Unterscheidung der aromatischen Esterfunktion mit MWL

Fiir den Mehrwellenldngen-Scan (MWL) wurden mit dem DC-Scanner Densitogramme bei

sieben Wellenldngen (siche Tabelle 24) aufgenommen und anschliessend iiberlagert farbig

dargestellt. Fiir die rasche Erkennung respektive Differenzierung der oben beschriebenen

Esterfunktionstypen waren vor allem die bei 233, 260 und 295 nm aufgenommenen
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Densitogramme wichtig (siche Abbildung 11) sowie ergénzend die Intensitatsverhéltnisse bei

den tibrigen Wellenlidngen.

B.5.1.3 Unterscheidung Uberlagerter Substanzen

Die bei der DC-Trennungl nicht getrennten Verbindungen Aconitin (20) und
Veratroylbikhaconin (9) lassen sich durch die unterschiedlichen, charakteristischen MWL-
Uberlagerungen der Esterfunktionstypen I (Benzoyl-) und III (Veratroyl-) noch
unterscheiden, da deren jeweilige Signalmaxima leicht voneinander abweichen (siche
Abbildung 12). In der DC-Trennung II (siche Abbildung 13) kann Veratroylbikhaconin (9)
bei 295 nm, wo der Esterfunktionstyp II (Veratroyl-) ein charakteristische zweites Maximum
hat, im MWL noch detektiert werden, obwohl es von Yunaconitin (23) iiberlagert wird,
welches bei der genannten Wellenlinge nur minimal absorbiert (siche Abbildung 11,

Tabelle 27).

B.5.1.4 Einsatzgrenzen der DC-Scanner-Detektionsmethode

Wihrend fiir die Mono- und Diesteralkaloide, welche mit einer aromatischen Sdure verestert
sind, die UV-Detektion gut geeignet war, war dies wegen der geringer UV-Absorption
zwischen 200 — 400 nm (siche A.7.3.2) bei den unveresterten Alkaminen schwierig. Die
Alkamine Bikhaconin (2), Isotalatizidin (6) und Neolin (8) konnten mit dem DC-Scanner nur
detektiert werden, wenn diese Substanzen einzeln aufgetragen waren. In der
Referenzmischung waren sie durch stark absorbierende Alkaloide oder weitere Alkamine
iiberlagert. Beispiele hierfiir sind die Co-elution von 2 mit 7 oder von 6 mit 7 und 16 in den
DC-Trennungen I und III oder der beiden Alkamine 2 und 8 in den DC-Trennungen II und III

(sieche Tabelle 28). Einzig bei der Knollenprobe AcKyion. konnte mit dem DC-Scanner das
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Signal eines Alkamins, vermutlich Neolin (8), detektiert werden (DC-Trennungen I und III,

siche Tabelle 28).

Als Moglichkeit, Alkamine bei guter Trennung zu detektieren, blieb die Orange-Farbung mit
Dragendorff. So wurde beispielsweise Isotalatizidin (6) in einigen Extrakten detektiert (siche

Tabelle 28).

Vergleich der Detektion bei 254 nm und mit dem DC-Scanner

Wie die Detektion mit MWL gegeniiber der UV-Universallampe verbessert werden konnte,
soll an folgendem Beispiel illustriert werden. Alkaloide vom Esterfunktionstyp II (Benzoyl-)
haben ein Absorptionsminimum bei ca. 260 nm und absorbieren daher bei der
Standardwellenldnge 254 nm relative gering (siche Abbildung 11 und Tabelle 27). Bei
254 nm konnte beispielsweise Indaconitin (24) im Referenzgemisch in den DC-Trennungen I
und II (siche Abbildung 12 und Abbildung 13) weder mit der UV-Universallampe, noch im
Densitogramm zwischen den benachbarten Substanzen detektiert werden. Im MWL konnte
dagegen Indaconitin (24) durch Uberlagerung mit den Densitogrammen derjenigen
Wellenldngen detektiert werden, bei welchen diese Substanz stirker respektive maximal

absorbiert.
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B.5.2 Kommentare zu Trennung und Detektion

Grosse des Gasraums von Horizontalkammern und Fliessmittelzusammensetzung

Zur horizontalen DC-Entwicklung wurden zwei Typen Kammern -eingesetzt (siche
Tabelle 19). Die Kammern unterschieden sich hauptséchlich in der Grosse des Gasraums, in
welchen das Fliessmittel verdampften kann. Wihrend das Volumen, welches der
Sorbensschicht zugewandt ist, bei beiden Typen dhnlich ist, ist der Raum iiber der Riickseite
der Platte bei der ,Camag Linearkammer” rund achtmal grdésser als bei der ,,Camag
Horizontalkammer®. Dieser Unterschied wirkte sich bei zwei DC-Systemen aus: Mit DC-
System 2, welches Ether als Hauptteil der mobilen Phase enthilt (siche Tabelle 22), konnte
nur mit der ,Camag Horizontalkammer*“ (kleiner Gasraum) sowie vertikal im
Doppelkammertrog entwickelt werden, welcher mit dem Fliessmitteldampf gesittigt war. In
der ,,Camag Linearkammer* (grosser Gasraum) verdunstete das Fliessmittel dagegen zu rasch,
so dass die Laufstrecke von ca. 8 cm nicht erreichte wurde. Eine geeignetere Aquilibrierung
anstelle des angefeuchteten Fliesspapiers, welches im Falle von DC-System 2 rasch
austrocknet, wire die mobile Phase in den Tank unter der DC-Platte zu fiillen (sogenannte

Sandwich-Konfiguration).

Das DC-System 1 wurde sowohl fiir die DC-Trennungen I und IV verwendet, jedoch mit
unterschiedlichen Horizontalkammern (siehe Tabelle 23). Dies konnte erkldren, warum sich
einerseits die Rg-Werte und andererseits sogar die Trennung unterschieden (sieche Tabelle 28
und Tabelle 29). Waren Veratroylbikhaconin (9) und Indaconitin (24) in den DC-
Trennungen I noch gut getrennt (siche Abbildung 12) so kam es bei Trennung IV praktisch zu

einer Co-elution, obwohl hier Aconitin (20) weggelassen wurde, da es mit 9 co-eluierte.
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Detektion mit Dragendorff und Diethylamin-haltige Fliessmittel

Bei Verwendung von Kieselgelplatten und Dietylamin-haltigen Fliessmitteln (DC-Systeme 3,
4 und 6) konnte die Detektion mit Dragendorff erst am folgenden Tag durchgefiihrt werden,
wenn das Diethylamin kaum mehr geruchlich wahrnehmbar war. Ansonsten war die
Detektion mit Dragendorff beeintrachtigt, da sich wegen des restlichen Diethylamins die

ganze Platte beim Sprayen gelb farbte.

B.5.3 Resultate des DC-Screeenings

B.5.3.1 Ergebnisse der DC-Trennungen von Aconitum-Knollenproben

Die aus vier Aconitum-Knollenproben extrahierten Alkaloide wurden mit Hilfe der
Diinnschichtchromatographie getrennt. Untersucht wurde jeweils der Alkaloidextrakt R pH 9
(siche Tabelle 20). Im Vergleich zu Referenzsubstanzen wurden einige Alkaloide identifiziert
und zusitzliche Alkaloide tentativ identifiziert (siche Tabelle 31). Weiter wurden Hinweise
auf hier nicht zugeordnete Alkaloide erhalten. Im Folgenden sind die Ergebnisse der DC-
Trennungen der vier Knollenproben AcKpei 1, AcKper 3, AcKper p und AcKyiole anhand der
Rpg-Werte tabellarisch aufgefiihrt (siche Tabelle 28 und Tabelle 29). Fiir die graphischen

MWL-Darstellungen wurde hauptséchlich die Probe AcKp, 3 ausgewdhlt.

Versuche zur DC-Trennung der Extrakte aus tibetischen Juwelenpillen waren erfolglos, da
Matrixreste die Detektion mit MWL storten und die Probenmengen nicht fiir weitere DC-
Versuche ausreichten. Die HPLC-MS"-Untersuchung dieser Proben wird in Teil C

beschrieben.
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Rg-Wert zur Darstellung der Retention

Die Retention der detektierten Flecken wurde in Bezug auf Bikhaconitin (15) mit dem Rg-
Wert ausgedriickt (A.7.2.1.1). Bikhaconitin (15) wurde gewéhlt, da dieses Alkaloid einerseits
mit den DC-Systemen 1 bis 4 jeweils gut von den anderen Alkaloiden abgetrennt war und
somit leicht identifiziert werden konnte, andererseits wurde 15 zudem in allen untersuchten
Knollenproben ausser AcKyiolae gefunden. Zur Berechnung der Retention der {ibrigen
Substanzflecken eines Extrakts wurden deren Laufstrecken auf die Laufstrecke des ,,internen
Bikhaconitins” bezogen. Fiir das ,,interne Bikhaconitin” selber wurde in den Resultaten
jedoch nicht der als 1,00 definierte Rg-Wert angegeben, sondern dessen Laufstrecke auf
Bikhaconitin (15) in der mitentwickelten Referenzsubstanz-Mischung bezogen. Der so fiir
eine Probe erhaltene Rg-Wert des “internen Bikhaconitins” gibt ein Mass dafiir, wie stark die

Trennungen von Probe und Referenzsubstanz iibereinstimmen.
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Tabelle 28: Ubersicht zu DC-Trennungen I-III von Aconitum-Knollenproben: Rg-Werte der getrennten Substanzen:

Abkiirzungen der Proben sieche Tabelle 14, Strukturen der Alkaloide siche Tabelle 4

Alkaloide * DC-Trennung | (DC-System 1) DC-Trennung Il (DC-System 2) DC-Trennung Il (DC-System 3)
= “ g o o y 8 o o S &
w2 xg xg f w2 g gy xg w2 g ¢y yf
L‘a L‘a (&) (&) (&) qq; cs (&) (&) (&) (&) cs qq; (&) (&) (@] (&)
x 2 < < < |&£ ¥ < < < I |2 < < < <
? —  — 134 — —  — 138
Chasmaconitin (21) 1,17 121 |121Y% 1,22Y% 1,24¥%]1,29 1,33 11,32Y 1,347 1,32Y  — [1,59 1,53 |1,52Y 1,537 1,52V 1,51"5
7" 1,155 1,177 1,168 — — 125 128" 126  1,28° 128" 1,30° 130" —
? 1,20°
Bikhaconitin (15)* 097 1,00 1,00 099 — |09 1,00 1,01 098 100 — [1,05 1,00 1,02 101 1,01 —
Veratroylbikhaconin (9) [0,87 0,86 086" 0,87" — (066 066"" — — — — 092 092 — — — —
Aconitin (20) 08 08 — — — |08 08  — — — — 1079079  — — — —
Indaconitin (24) 0,78 0,80 0,80 0,80 0,80° (0,69 0,72 0,74 0,73 0,74 073%]0,74 0,73 0,72 0,72 0,72 0,72
Yunaconitin (23) 0,72 0,73 074 0,73 — 064 0,63 063 063 064 — 061 060 060 059 060 —
. 0,56"°"'S —
Pseudaconitin (16) 059 061 060 061 — [042 044 046 046 047 — (049 045 048 046 047 —
Neolin (8) 0,55° - — — 055 (029 026" — 027% 026™ 0,26”(0,59 056" — — — 055
Bikhaconin (2) 0,51 - — — — 1027 026™ — 027" 026™ 026”055 056 — — — 055
Veratroylpseudaconin (7) |0,49 0,51 0,51 0,50 — [029 031 031 030 031 — [045 045 048 046 047 —
Isotalatizdin (6) 040 039° — 039° 039°020° 0,16° — 0,17° 0,17° 0,16° 046 —  — — — —

Wenn nicht anders vermerkt: Detektion mit MWL und Dragendorff; internes Bikhaconitin der Proben fett.

# nach fallendem Rg-Wert gemidss DC-Trennung I; $ RiWert der Referenzsubstanz Bikhaconitin (15) betrug 0,56 in DC-Trennung I (DC-
System 1), 0,63 in DC-Trennung II (DC-System 2) respektive 0,38 in DC-Trennung III (DC-System 3); Ref E Referenzsubstanzen einzeln
aufgetragen; Ref M Referenzsubstanzen als Mischpunkt aufgetragen; B breiter Fleck (mit Dragendorff); D Detektion nur mit Dragendorff;
k kleines Signal (MWL); S Schulter (MWL); V Detektion nur im UV mit MWL; * Alkaloid vom Esterfunktionstyp III; ** Alkaloid vom
Esterfunktionstyp I; + kann nur mit der Remissionsgrad-Ortskurve bei 295 nm von der Uberlagerung durch Yunaconitin (23) unterschieden

werden; — nicht detektiert; ! nicht identifizierbar wegen Co-elution respektive gleichem Rg-Wert von zwei Referenzsubstanzen; ?

ohne Referenzsubstanz.
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Tabelle 29: Ubersicht zu DC-Trennungen IV und V: Rg-Werte der getrennten Substanzen:
Abkiirzungen der Proben siche Tabelle 14, Strukturen der Alkaloide siehe Tabelle 4.

Alkaloide * DC-Trennung IV DC-Trennung V
(DC-System 1) (DC-System 4)
Ref_M ACKDel 3 Ref_M ACKDel 3
Chasmaconitin (21) 1,21 1,22 1,18 1,17
Falconericin (17) 1,15 1,15 1,14 1,14
Bikhaconitin (15)° 1,00 0,97 1,00 1,00
Veratroylbikhaconin (9) 0,74! 0,73! 0,93 0,93
Indaconitin (24) 0,75! 0,74! 0,71 0,72
Yunaconitin (23) 0,64 0,63 0,65 0,65°
Pseudaconitin (16) 0,49 0,46 0,60 0,62
Veratroylpseudaconin (7) 0,37 0,35 0,53 0,52
Wenn nicht anders vermerkt: Detektion mit MWL und Dragendorff; internes Bikhaconitin der
Proben fett;

# nach fallendem Rg-Wert gemidss DC-TrennungI; $ R~Wert der Referenzsubstanz
Bikhaconitin (15) betrug 0,64 in DC-Trennung IV (DC-System 1) respektive 0,65 in DC-
Trennung V (DC-System 4); ! nicht identifizierbar wegen Co-elution respektive gleichem
Re-Wert von zwei Referenzsubstanzen; k kleines Signal (MWL);
Ref M Referenzsubstanzen als Mischpunkt aufgetragen; S Schulter (MWL)

Tabelle 30: Legende zur MWL-Uberlagerungsdarstellung der DC-Trennungen I-111
(siche Abbildung 12, Abbildung 13, Abbildung 14)

x-Achse: der Auftrageort entspricht auf der Skala 10 mm; Start- und Frontlinie wurden oft
nicht aufgenommen, da die Bleistiftlinien die UV-Absorption storten.
Die iiberlagerten Densitogramme sind Basislinien-korrigiert.

Abkiirzungen:
Vr Verunreinigung aus Referenzsubstanzen; F Frontlinie; ? nicht resp. tentativ identifiziert

[bei Falconericin (17) ohne direkten Vergleich mit einer Referenzsubstanz].

Farbe der Kurve (Densitogramm) aufgenommen bei Wellenlange (nm)

dunkelblau 295
schwarz 273
rot-violett 263
gelb 254

rot 233
hellblau 220
grin 210
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a) Probe AcKpe 3; b) Mischung der Referenzsubstanzen; Legende siehe Tabelle 30
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a) Probe AcKpe 3; b) Mischung der Referenzsubstanzen; Legende siehe Tabelle 30
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Abbildung 14:  DC-Trennung III in MWL-Darstellung
a) Probe AcKpei 3; b) Mischung der Referenzsubstanzen; Legende siehe Tabelle 30
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B.5.3.2 Mit DC identifizierte sowie tentativ identifizierte Alkaloide

Die in vier Aconitum-Knollenproben mit DC identifizierten und tentativ identifizierten
Alkaloide sind in Tabelle 31 zusammengefasst und mit der Literatur verglichen. Die Kriterien
zur Identifizierung sind in B.4.5.3.5 angegeben.

Gegeniiber der Literatur wurden neu Veratroylpseudaconin (7) und Indaconitin (24) fiir
A. falconeri sowie Bikhaconitin (15) und Yunaconitin (23) fiir A. spicatum nachgewiesen. Bei
A. violaceum konnte neu Neolin (8) nachgewiesen und 24 nicht aber 15 bestétigt werden.
Tentativ identifiziert wurden beispielsweise die bisher fiir A. falconeri und A. spicatum nicht
beschriebenen Alkaloide Veratroylbikhaconin (9) und Chasmaconitin (21). Ebenfalls
Falconericin (17) wurde tentativ identifiziert, da die Referenzsubstanz nur in den beiden DC-

Trennungen IV und V mit der Probe AcKpe 3 entwickelt wurde. Ein entsprechendes Signal

Tabelle 31: Mit Diinnschichtchromatographie identifizierte sowie tentativ identifizierte
Alkaloide in Aconitum-Knollenproben.

Abkiirzungen der Proben siehe Tabelle 14, Strukturen der Alkaloide siehe Tabelle 4

A. spicatum A. falconeri A. violaceum
g T s
= = S 3
Alkaloide * g8 £ gs 8% 2
2 = | $E £ = 5 =
< = — < = < o - < —
Veratroylpseudaconin (7) + + ti X
Isotalatizidin (6) ti ti ti
Neolin (8) +
Veratroylbikhaconin (9) ti ti ti
Bikhaconitin (15) + X + ti X
Pseudaconitin (16) + X + ti X
Falconericin (17) ti, F ti ti, F X
Chasmaconitin (21) ti ti ti ti
Yunaconitin (23) + X + ti
Indaconitin (24) + + ti X + X

# geordnet nach Nummer; + identifiziert; ti tentativ identifiziert; F Kommentar zu
Falconericin (17) siehe Text; Lit. Literatur; X von den in der Literatur genannten Alkaloide
(siehe Tabelle 7) sind hier nur die iibereinstimmenden erwahnt.
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wurde bereits in den DC-Trennungen I-III dieser und weiterer Knollenproben mit der MWL-
Uberlagerungsdarstellung detektiert (siche Tabelle 28, Abbildung 12, Abbildung 13 und
Abbildung 14). Da die Rg-Werte dieses Signals in den beiden mit DC-System 1 entwickelten
DC-Trennungen I und IV vergleichbar waren, wurde 17 auch fiir A. falconeri und A. spicatum

als tentativ identifiziert betrachtet.

B.5.3.3 Vergleich der Aconitum-Knollenproben AcKpyg 3/ AcKpg p und
AcKpel 1

Wie aus der Ubersicht in Tabelle 31 hervorgeht, wurden in der DC-Untersuchung dieselben
Alkaloide in den - unbehandelten und behandelten - Knollen von A. falconeri (Knollenproben
AcKper 3 und AcKpe p) sowie von A. spicatum (Knollenprobe AcKpe 1) detektiert. Somit
konnten diese Arten weder unterschieden werden, noch ein Unterschied bei behandelten

Aconitum-Knollen nachgewiesen werden.

B.5.3.4 Hinweis auf weitere vorhandene Alkaloide

In den DC-Trennungen der Knollenextrakte traten weiter auch Hinweise auf Alkaloide auf,
welche mit den verwendeten Referenzsubstanzen nicht identifiziert werden konnten. Diese
DC-Flecken sind in Tabelle 28 nur mit dem Rg-Wert aufgefiihrt. Solche DC-Flecken wurden
einerseits mit Dragendorff als Alkaloide detektiert, andererseits zeigten sich im MWL weitere
Hinweise. So wurde z.B. bei der Probe AcKpe 3 in der DC-Trennung II eine Signalschulter
(Rg-Wert 0.56) sichtbar (siehe Abbildung 13). Diese entspricht in der Uberlagerung im MWL
dem Esterfunktionstyp I, so dass eine Substanz vermutet wird, welche mit Anisséure verestert
ist. Es konnte sich um das Anisoyl-Typ-Alkaloid Deacetylyunaconitin (11) handeln, das

spater mit HPLC-MS in derselben Probe detektiert wurde (siche C.5.5.3.1).
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B.5.4 Isolierte Alkaloide

Aus der Knollenprobe AcKpe 2, welche als Aconitum falconeri STAPF identifiziert wurde,
wurden sieben Alkaloide isoliert. Tabelle 32 fiihrt diese mit der Art der Identifizierung und im
Vergleich zur Literatur auf. Bikhaconitin (16) und Yunaconitin (23) wurden bisher in der

Literatur fiir Aconitum falconeri nicht beschrieben.

Tabelle 32: Isolierte Alkaloide aus AcKpe » (Aconitum falconeri)

Isolierte Alkaloide Ausbeute Identifizierung Aus der Literatur fur
(mg) mittels A. falconeri bekannt
Veratroylpseudaconin (7) 7,9 DC* 1
Bikhaconitin (15) 3,5 DC* ---
Pseudaconitin (16) 55 'H- und “C-NMR 1
Falconericin (17) 1,3 DC* 3
8-Acetylfalconerin (18) 1,6 'H- und “C-NMR 2
Indaconitin (24) 4,1 'H- und "C-NMR 1
Yunaconitin (23) 7,8 DC* ---

* identifiziert durch Vergleich mit Referenzsubstanzen in drei DC-Systemen
! Pelletier et al. (1977a); > Desai et al. (1986); > Desai & Pelletier (1989)
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B.6  Daten zur “C-Kernresonanzspektroskopie

Zur ldentitatsbestitigung von einigen isolierten sowie zwei semisynthetisch hergestellten
Substanzen wurden 'H- und "“C-NMR-Spektren aufgenommen, letztere jeweils mit 'H-
Breitband-Entkopplung sowie teilweise mit DEPT-Technik. In Tabelle 33 sind nur die "°C-
NMR-Daten von 8-Acetylfalconerin (18) und Pseudaconitin (16) angegeben, welche aus
AcKpy » isoliert wurden (siehe B.4.5.4), sowie der semisynthetisch durch Hydro- respektive
Pyrolyse hergestellten Alkaloide Ludaconitin (10) und Falaconitin (27) (siehe C.4.1.2). Die in
Tabelle 33 angegeben Daten der selbst gemessenen “C-NMR-Spektren stimmten meist gut
mit den Literaturdaten iiberein. Im Folgenden werden Anderungen in der Zuordnung und

weitere Unterschiede gegeniiber Literatur kommentiert.

10, 16, 18 27
Alkaloide R R, R; R4
G® 13 149 ddd
Ludaconitin (10) OH OH OBz H
Pseudaconitin (16) OAc OH OVr H
8-Acetylfalconerin (18) OAc H OVr H
Falaconitin (27) - OH OVr -

R
Vr = Veratroyl- (R;’=R,’=0CH;3) |Ac = Acetyl-
Bz = Benzoyl- (R;,'=R,'=H)

Abbildung 15: Strukturen zu Tabelle 33
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Tabelle 33: Chemische Verschiebung” in *C-NMR-Spektren einiger Norditerpenalkaloide im
Vergleich mit Literaturwerten

Kohlen- 10 16 18 27
stoff * eM A eM B eM C eM D

| 82,68 82,67 82,342 8233%| 83,57 83,5 83,92 83,8
2 e, 33,76 33,74 33,67 33,65 33,46 334 *33,39 38,0
3 72,02 72,04 71,64 71,62 71,89 71,6 72,07 71,4
4 . 43,40 43,40 43,26 4322 43,17 43,1 44,07 44,0
5 48,09 48,10 48,83 48,69 48,87 48.6 48,16 48,0
6 e 82,58 82,56 83,192 83,162 | 8244 82,4° 83,67 83,7
T o, 53,54 53,41 4751 4733 44,93 448 49,82 49,5
8 e, 73,87 73,88 85,56 85,55 85,84 85,8 146,74 146,6
Qe 48,09 48,10 44 81 44,67 4711 46,9 48,34 48,2
10 ............ *42.11 42,19 40,91 40,87 43,63 43,5 46,31 46,2
| 50,36 50,36 50,32 50,28 50,53 50,4 51,78 51,6
12 ol 36,07 36,06 35,23 35,19 28,32 28,2 *38,04 334
13 e, 76,08 76,09 74,85 74,83 39,37 393 77,48 77,4
14 ... 80,33 80,32 78,63 78,61 75,36 75,3 78,17 78,1
15 o, *42.17 42,12 39,76 39,76 38,27 38,2 116,16 116,1
16 ............ 83,23 83,23 83,82 83,77 82,85 82,82 83,21 83,1
17 e 61,84 61,89 61,68 61,70 61,39 61,3 77,97 77,8
18 .. 77,45 77,51 77,24 77,03 77,36 77,0 76,73 76,1
19 e 47,53 47,54 4751 47,46 | *47,68 48.6 *47,80 497
20 .ol 48,98 49,01 48,88 48,82 | *48,67 47,6 *49,82 47,7
21 13,56 13,56 13,34 13,36 13,30 13,3 13,61 13,5
| 56,02 56,06 56,05 56,05 55,65 55,6 56,37 56,2
6 e, 5755 57,58 | 57,81 5781 | 57,86 57,9 58,12 58,0
16" ... 58.36 58,36 58.85 58.84 56,65 56,6 57,46 57,3
18" .ueeeee. 59,22 59,23 59,17 59,16 59,16 59,1 59,31 59,2
O=|C ......... — — 169,86 169,87 |169,76 169,7 — —

CHs..... — — 21,68 21,68 21,77 21,7 — —

Aromatisch:

C=0......... 166,82 166,83 165,99 166,00 | 165,97 165.,9 167,68 167,5
| 130,12 130,12 122,78 122,72 123,02 122,9 123,04 122,9
2 129,75 129,77 110,51 110,46 |110,46 110,4 b 110,36 110,3
3 128,56 128,57 148,78 148,74 | 148,77 148,7 148,62 148.,5
4o, 133,15 133,18 153,16 153,11 | 153,08 152,9 153,10 153.,0
5 e, 128,56 128,57 112,13 112,03 | 112,22 112,0 b 112,65 112,5
6 e 129,75 129,77 123,77 123,75 |123,70 123.,6 124,17 kA
3 — — 55,90 55,88 56,04 55,9 56,05 55,9
A — — 55.84 55,88 55,94 56,0 56,05 55,9

* 0 in ppm relativ zu TMS; # Numerierung siche Abbildung 15; eM eigene Messung; kA keine
Angabe; A Hanuman & Katz (1994a); B Hanuman & Katz (1993a); C Desai et al. (1986);
D Pelletier et al. (1977¢); a resp. b Zuordnung kann innerhalb einer Kolonne ausgetauscht
werden (gemadss obigen Arbeiten A und B); * Zuordnungswechsel gegeniiber der Literatur siche
auch Kommentar im Text.
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Ludaconitin (10)

Bei Hanuman & Katz (1994a) und der eigenen Messung sind C(5) und C(9) bei 'H-
Breitbandentkopplung isochron, wihrend im DEPT 135°-Spektrum zwei sehr nahe gelegene
CH-Signale von 48.00 ppm und 48.07 ppm erhalten wurden. Die Zuordnung von C(10) und
C(15) wurde gegeniiber Hanuman & Katz (1994a) anhand des DEPT 135°-Spektrums
umgekehrt: 42,11 ppm konnte als CH,-Gruppe dem Kohlenstoff C(10) und 42,17 ppm als
CH-Gruppe C(15) zugeordnet werden. Das Signal 77,45 ppm fiir C(18) war im CDCls-
Triplett gerade noch sichtbar. Im DEPT 135°-Spektrum konnte dieses Signal mit 77.48 ppm
als CH,-Gruppe bestitigt werden und liegt nun nur noch 0,03 ppm unter der Messung von

Hanuman & Katz (1994a).

Pseudaconitin (16)

Wegen Uberlagerung mit dem CDCls-Tripplet ist fiir das Signal 77.24 ppm, welches C(18)
zugeordnet wird, eine grossere Abweichung von der Literatur festzustellen, liegt dieses doch
0,21 ppm iiber den Messung von Hanuman & Katz (1993a) respektive praktisch 1 ppm {iber
76,2 ppm von Pelletier et al. (1977¢c). Da von 16 nicht zusitzlich ein DEPT-Spektrum
aufgenommen wurde, konnte dieser Wert selber nicht weiter liberpriift werden. Weiter sind in
der eigenen Messung die Signale 48,88 und 48,83 ppm fiir C(7) und C(19) praktisch isochron,

konnten aber mit DEPT-Technik als CH- respektive CH,-Gruppe unterschieden werden.

8-Acetylfalconerin (18)

Desai et al. (1986) geben 48,6 ppm als isochrones Signal von C(5) und C(19) an. In der
eigenen Messung wurden zwei Signale erhalten, wobei mit Hilfe des DEPT 135°-Spektrums
48,87 ppm C(5) als CH-Gruppe zugeordnet werden konnte. Dagegen steht das zweite Signal

48,67 ppm fiir eine CH,-Gruppe, welche jedoch C(20) zugeordnet wird. Dies erfolgt analog
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zur Interpretation von Hanuman & Katz (1993a) bei Pseudaconitin (16). Das Signal C(18)
konnte in der eigenen Messung wegen Uberschneidung mit dem CDCls-Tripplet erst im
DEPT 135°-Spektrum als CH,-Gruppe bei 77,36 ppm detektiert werden, wihrend Desai et al.
(1986) 77,0 ppm angeben. Die Signale fiir die beiden aromatischen Methylgruppen wurden
analog zu den Veratroyl-Estern 7, 9, 15 und 16 geméss Hanuman & Katz (1993a) zugeordnet

und sind somit gegeniiber Desai et al. (1986) umgekehrt.

Falaconitin (27)

Die Signale fiir C(2) und C(12) sowie fiir C(19) und C(20) wurden in Anlehnung an Hanuman
& Katz (1993a) respektive Hanuman & Katz (1994a) analog zu 10 und 16 zugeordnet und
sind somit gegentiber Pelletier et al. (1977¢) umgekehrt. Fiir die aromatischen C-Atome 1 bis
6” werden bei Pelletier et al. (1977¢) nur fiinf nicht zugeordnete Werte angegeben, welche

hier analog zu Pseudaconitin (16) gemiss Hanuman & Katz (1993a) aufgefiihrt wurden.
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B.7  Schlussfolgerungen zur DC-Untersuchung

Mit der einfach durchzufiihrenden Diinnschichtchromatographie und DC-Scanner-Detektion
war es moglich, die Extrakte der Knollenproben AcKpei 1, AcKper 3 und AcKpe , zu trennen
und die Hauptalkaloide im Vergleich mit Referenzsubstanzen zu identifizieren. Die Methode

eignet sich auch fiir Routineuntersuchungen.

Trotz der mit Diinnschichtchromatographie erhaltenen Resultate waren die Trennungs- und
Detektionsmoglichkeiten beschrinkt. Insbesondere fiir Alkamine sowie sdmtliche
Pillenproben und die Knollenprobe AcKyioac Wurde keine zufriedenstellende Detektion mit
MWL erreicht. Die verfiigbaren Extraktmengen dieser Proben waren zudem zu gering fiir
weitere DC-Untersuchungen. Aus diesen Griinden wurden diese Extrakte mit HPLC-MS
untersucht, womit auch kleine Probenmengen aufgetrennt und spezifisch detektiert werden

konnen.
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C HPLC-MS" zum Nachweis von
Norditerpenalkaloiden

C.1  Einleitung

Pflanzliche Extrakte sind typischerweise Vielstoffgemische. Ebenso enthalten die
Alkaloidextrakte aus Aconitum-Arten eine Vielzahl von Diterpenalkaloiden. Meistens werden
Substanzen zur Strukturaufkldrung mit spektroskopischen Methoden praparativ isoliert, was
jedoch bei geringen Probenmengen nicht mdglich ist. In der vorangehenden DC-
Untersuchung wurden einige wichtige Norditerpenalkaloide in Extrakten aus Aconitum-
Knollen anhand von Referenzsubstanzen identifiziert. Ohne Referenzsubstanzen konnten
weitere Substanzen dagegen nicht identifiziert werden. Zudem war die Trennleistung der DC

sowie die Detektion beispielsweise der UV-inaktiven Alkamine begrenzt.

C.2 Ziel

HPLC-MS soll zur Trennung, Identifizierung und Quantifizierung von Norditerpenalkaloiden
in Extrakten von indischen Aconitum-Arten und Byu-Dmar-Pillen eingesetzt werden. Zur

Identifizierung sollen die Moglichkeiten der Strukturaufkldrung mit MS" untersucht werden.

C.3  Begrindung

Bei der Kopplung der sehr effizienten HPLC-Trennung mit den Detektionsmoglichkeiten der
multiplen Massenspektrometrie handelt es sich um die modernste Analysentechnik zur
Untersuchung von nichtfliichtigen Substanzen auch im Spurenbereich. Norditerpenalkaloide

sind Basen und als protonierte Molekiile ionisiert fiir die Massenspektrometrie geeignet.
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C.4 Material und Methoden

C.4.1 Referenzsubstanzen

Insgesamt wurden fiir HPLC-Trennungen zwanzig Referenzsubstanzen eingesetzt, wobei
fiinfzehn fiir die Trennung mit Trennsystem 1 und achtzehn mit Trennsystem 2 untersucht

wurden.

C.4.1.1 Auswahl der Referenzsubstanzen

Als Referenzsubstanzen fiir die HPLC-Trennungen wurden einerseits diejenigen Mono- und
Diesteralkaloide eingesetzt, welche in der vorangehenden DC-Untersuchung in den Aconitum-
Knollenproben entweder identifiziert oder tentativ identifiziert werden konnten (siche
B.5.3.2). Es handelt sich um Veratroylpseudaconin (7), Veratroylbikhaconin (9), Bikhaconitin
(15), Pseudaconitin (16), Falconericin (17), Yunaconitin (23), Indaconitin (24) und
Chasmaconitin (21). Zum Vergleich diente weiter Aconitin (20) aus der europdischen Art
Aconitum napellus. Ausserdem wurden Pseudaconin (1), Bikhaconin (2), Senbusin A (4),
Karakolin (5), Isotalatizidin (6) und Neolin (8) als Alkamine ausgewihlt, da diese
unveresterten Alkaloide in der DC-Untersuchung generell schwierig detektiert und
identifiziert werden konnten. Zusétzlich wurden Ludacontin (10), 8-Deacetylyunaconitin (11),
8-Acetylfalconerin (18), Crassicaulin A (22) und Falaconitin (27) eingesetzt, welche zuvor in
Proben mit Trennsystem 1 und MS"-Spektren tentativ identifiziert wurden. Hierfiir wurde 10
durch Hydrolyse aus Indaconitin (24) und 27 durch Pyrolyse aus Pseudaconitin (16)
hergestellt (siche C.4.1.2) sowie 18 aus der Knollenprobe AcKpy » isoliert (siche B.4.5.4).
Die verwendeten Referenzsubstanzen wurden mit Ausnahme von 10, 16, 18, und 27 durch die

Gruppe von Dr. A. Katz, Laboratorium fiir Naturstoff-Forschung in Basel isoliert und mir zur
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Verfligung gestellt. Die Reinheit der Referenzsubstanzen wurde jeweils mit DC und DC-

Scanner-Detektion, dann mit HPLC-MS unter Verwendung von Trennsystem 1 iiberpriift.

C.4.1.2 Semisynthese von Ludaconitin und Falaconitin

Ludacontin (10) und Falaconitin (27) wurden semisynthetisch hergestellt, um sie als
Referenzsubstanzen einsetzen zu konnen. Die zur préparativen Reinigung eingesetzten DC-
Systeme sind in B.4.5.3 beschrieben. Die Identitit wurde jeweils mit ">*C-NMR bestitigt. Die

zugehorigen Daten sind unter B.6 zu finden.

Teilhydrolyse von Indaconitin (24) zu Ludaconitin (10)

Als Ausgangsmaterial wurde Indaconitin (24) von Hanuman & Katz (1994a) verwendet und
mit dem DC-System 1 nachgereinigt. 8,4 mg hiervon wurden nach der Methode von Mori
etal. (1989) mit 1,5 ml Dioxan und 1,5 ml H,O wihrend 4 h am Riickfluss erhitzt. Nach
Trennen mit dem DC-System 1 wurde neben restlichem 24 (1,2 mg) die Hauptbande (6,6 mg)

als die gesuchte Deacetylverbindung Ludaconitin (10) erhalten.

Pyrolyse von Pseudaconitin (16) zu Falaconitin (27)

Von Hanuman & Katz (1993b) isoliertes Pseudaconitin (16) wurde eingesetzt und mit dem
DC-System 2 nachgereinigt. 11 mg hiervon wurden in mehreren Portionen zwischen zwei
Deckgldsern auf dem Koflerblock bis zum Schmelzen auf 195-200 °C erhitzt. Die Temperatur
wurde wihrend 5 min weiter zwischen 203-215 °C gehalten. Beim Schmelzen bildeten sich
Blaschen, was als Austritt von Essigsdure interpretiert wurde. Das Pyrolyseprodukt wurde
préparativ zweimal mit DC-System 1 mit je zwei Entwicklungen und anschliessend mit DC-
System 5 gereinigt. Aus der gegeniiber Pseudaconitin (16) apolareren Bande wurden 4,3 mg

Falaconitin (27) gewonnen.
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C.4.2 Chemikalien

Als organische Losungsmittel wurden Methanol pestipur (SDS, Peypin, France) und
Acetonitril grade “far UV 90” (Romil, Cambridge, GB) eingesetzt. Das Wasser fiir die HPLC
wurde aus einer ,,Elgastat maxima HPLC*“-Wasserdeionisationsanlage (Elga Ltd., Bucks, GB)
erhalten und hatte einen totalen organischen Kohlenstoffgehalt <2 ppb. Ammoniumacetat
reinst (Merck, Darmstadt, D) wurde zur Pufferung verwendet. Als Gase wurden fiir die
HPLC-MS Helium und Stickstoff je mit 99,999 % Reinheit (beide Carbagas, CH) eingesetzt,
ersteres auch zum Entgasen der Losungsmittel. Reserpin (Sigma, Lot. 33H1198) wurde als

interner Standard fiir die Quantifizierung eingesetzt (Struktur siche Abbildung 16).

H,CO

OCH
CHs0 : C33H40N209
OCH, MG 608,7

Abbildung 16: Struktur von Reserpin

C.4.3 Proben

Wie in der vorangehenden DC-Untersuchung wurden von den Aconitum-Knollen die vier
Proben AcKyiolac, AcKpel 1, AcKpel 3, AcKpel , und von den tibetischen Juwelenpillen die
neun Proben PillDel_gz, PillDel_93, PillDel_94, PiHDel_gs, PiHDhr, PﬂlKat, PﬂlLad, PiHLeh, Piltha

untersucht. Daher wird hier fiir deren Herkunft, Beschreibung und Extraktion auf das Kapitel
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B.4.3 verwiesen und auf Tabelle 14, welche eine Ubersicht zu allen Proben und den

verwendeten Abkiirzungen gibt.

Von den Aconitum-Knollenproben wurde jeweils der Alkaloidextrakt R pH 9 (siehe
Tabelle 20) und von den tibetischen Juwelenpillen jeweils der Alkaloidextrakt R pH 12 (siehe

Tabelle 21) untersucht.

C4.4 Gerate

Zur Einwaage von pg-Mengen von Referenzsubstanzen und Extrakten zur Herstellung der
Standardlosungen wurde eine Microwaage M3 (Mettler, Ziirich, CH) verwendet. Die
Abmessung der Volumina fiir die Herstellung der Losungen von Standards und Proben
wurden mit Hamilton-Spritzen abgemessen. Proben wurden vor der Messung durch eine
Polyesterfiltermembran (Chromafil PES-20/15, Macherey & Nagel, Oensingen, CH) filtriert.
Der Schmelzpunkt fiir die Pyrolyse von Pseudaconitin (16) wurde mit dem Koflerblock
gemessen und ist nicht korrigiert. Die Massenspektren wurden am Departement Chemie,
organische-analytische Chemie, Universitit Basel von Herrn S. Kolliker auf folgender HPLC-
MS-Instrumentierung aufgenommen. Der HPLC-Teil bestand aus einer bindren Niederdruck-
Pumpe (Rheos 4000, Flux Instruments, Basel, CH) und den unten angegebenen Sédulen. Die
Proben wurden mit einem Valco Cheminert Ventil injiziert, welches mit einer 5 pl-
Stahlkapillarschleife mit 0,25 mm ID ausgeriistet war. Die Trennung erfolgte liber eine mit
hohem C-Gehalt Cjs-polymerbelegte Phase (Nucleosil, 100 A Porengrésse, Macherey &
Nagel, Oensingen, CH), welche mit folgenden Varianten verwendet wurde:

- Séule I (5 um Partikel, 250 mm Lange, 3 mm ID)

- Séule II (3 um Partikel, 125 mm Lénge, 3 mm ID)

- Vorsdule (5 um Partikel, 8 mm Liange, 3 mm ID)
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Der HPLC-Teil war mit einem lonenfallen-Massenspektrometer (LCQ, Finnigan MAT, San
Jos¢, California, USA) iiber dessen Atmosphirendruck-lonenquellen APCI und ESI im

Positivionenmodus gekoppelt.

C.45 Methoden

C.4.5.1 HPLC-Trennung und Detektion (multiple MS)

C.45.1.1 Trennsysteme

Mit Hilfe von Herrn S. Koélliker wurden am Departement Chemie, organische-analytische
Chemie, Universitit Basel die Trennsysteme entwickelt und die Trennungen aufgenommen.

Das Trennsystem 1 bestand aus Sdule I mit Vorsdule und dem Gradienten 1. Die totale
Chromatographiedauer betrug 30 min. Der Gradient1 ging von MeOH/0,01 M
Ammoniumacetat (4+6 Volumenteile) aus und wurde linear innert 20 min nach 90 % MeOH
gefahren. Anschliessend wurde wihrend 10 min isokratisch mit 100% MeOH

chromatographiert. Der Fluss war 500 pl/min.

Fiir das Trennsystem 2 wurden Vorsédule, Sdule II und Séule I nacheinander geschaltet und
mit dem Gradienten 2 eluiert. Die totale Chromatographiedauer betrug 60 min. Der Gradient 2
verlief linear von 40% MeOH auf 95 % MeOH wéhrend 40 min mit 0,05 M Ammoniumacetat
als wéssriger Phase. Anschliessend wurde wihrend 20 min isokratisch mit 95% MeOH

eluiert. Der Fluss war 300 pl/min.

Die Sdulen wurden jeweils mit der Startzusammensetzung der mobilen Phase wéhrend 15 min

aquilibriert.
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C.45.1.2 HPLC-Trennungen

Tabelle 34 gibt eine Ubersicht iiber die mit HPLC getrennten Proben mit Angabe der
verwendeten Referenzsubstanzen, Standards und Trennsysteme. Weiter wird angegeben, ob
zur Detektion Basisionenchromatogramme oder MS"-Spektren aufgenommen wurden. In
HPLC-Trennung I wurde pro Referenzsubstanz je ca. 40 ng injiziert, von den Proben je
ca. 1 pg. Fiir HPLC-Trennung II sind letztere Angaben unter C.4.5.2.2 resp. C.4.5.2.3 zu

finden.

C.45.1.3 Standards

Die Referenzsubstanzen wurden jeweils als Mischungen in vier Standards gelost eingesetzt.
Die jeweils enthaltenen Referenzsubstanzen sind in Tabelle 34 ersichtlich. Standard I enthielt
die Alkaloide Veratroylpseudaconin (7), Veratroylbikhaconin (9), II und III aufgeteilt, wie in
Tabelle 34 ersichtlich ist. Die Standards I bis III enthielten pro Alkaloid je ca. 20 ng/ul in
Methanol gelost. Vor der Untersuchung wurden die Standards I bis III frisch mit Wasser 1+1
zu den entsprechenden Messlosungen I bis III verdiinnt, je mit einer Konzentration von ca.
10 ng/ul des einzelnen Alkaloids. Standard IV enthielt achtzehn Referenzsubstanzen und

diente auch fiir die Quantifizierung (siche C.4.5.2.2).
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Tabelle 34: Ubersicht iiber die HPLC-Trennungen mit verwendeten Trennsystemen,
Referenzsubstanzen, Standards und untersuchten Proben.

HPLC-Trennung | 1
Trennsystem ) 1 2
Referenzsubstanzen in Standard * in Standard *
Pseudaconin (1) + 11T + v
Bikhaconin (2) + III + v
Senbusin A (4) + I1, III
Karakolin (5) + III
Isotalatizidin (6) + 11, 111 + 1\%
Veratroylpseudaconin (7) + I + v
Neolin (8) + 11, 11 + v
Veratroylbikhaconin (9) + I + v
Ludaconitin (10) + v
8-Deacetylyunaconitin (11) + 1\%
Bikhaconitin (15) + I + v
Pseudaconitin (16) + I + v
Falconericin (17) + II, TII + v
8-Acetylfalconerin (18) + v
Aconitin (20) + I + v
Chasmaconitin (21) + I, 111 + v
Crassicaulin A (22) + v
Yunaconitin (23) + I + v
Indaconitin (24) + I + v
Falaconitin (27) + v
Untersuchte Proben Detektion Detektion
AcKpe 1 + B
ACKDeI_Z + B
ACKDe|_3 + B, MS" + B, MS"
ACKDe|_p + B
ACKvioIac + B, Msn
Pillpel o2 + B
Pillpel o3 + B
Pillpe o4 + B + B, MS"
Pillpel 95 + B
Pillpnr + B + B
Pillkat + B, MS" + B
Pill_ag + B
Pill _en + B
Pillyha + B

" siche C.4.5.1.1;" siehe C.4.1.1; ° eingesetzte Referenzsubstanz resp. detektierte
Alkaloide; * Standards I-IV (siche C.4.5.1.3): Aufnahme jeweils von B und MS";
B Basisionenchromatogramm; MS" MS?- und MS>-Spektren.
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C.45.1.4 Atmosphéarendruck-lonisierung

Fir die Aufnahme von Basisionenchromatogrammen und MS"-Spektren erfolgte die
Ionisierung mit ESI im Positivionenmodus bei einer Spray-Spannung von 4 kV und einer

Kapillarentemperatur von 240 °C. Der Schiessgassfluss betrug 20 willkiirliche Einheiten.

Fir die Quantifizierung wurde mit APCI im Positivionenmodus ionisiert, wobei die
Verdampfertemperatur 350 °C, die Kapillarentemperatur 150 °C und der Ionisationsstrom
5 uA Dbetrug. Der Schiessgassfluss betrug 20 willkiirliche Einheiten. Es wurden

Basisionenchromatogramme im Massenbereich 300-1000 u aufgenommen.

C.45.1.5 Multiple Massenspektrometrie zur Strukturaufklarung

Zur Aufnahme von MS"-Spektren wurden MS"-Experimente mit Ionenfallen-CID nach
Elektrospray-lonisation im Positivionenmodus durchgefiihrt. Referenzsubstanzen wurden
einerseits einzeln zu ca. 0,1 pg in 2 pul Methanol/Wasser (1+1) einem Fluss von 100 pl/min
direkt liber die Spritzenpumpe injiziert. Die Kollisionsenergie betrug 35 %. Andererseits
wurden MS"-Spektren (bis n=3) nach HPLC-Trennung von Standards und Proben ,,on-line*
aufgenommen. Die Kollisionsenergie lag bei Kopplung mit Trennsystem 1 zwischen
0 und 20 min bei 35 % und wurde ab 20 min auf 45 % erhoht, wéahrend sie bei Kopplung mit
Trennsystem 2 wihrend der ganzen Chromatographiedauer bei 35 % konstant gehalten wurde.
Zur automatischen Fragmentierung wurde das jeweilige Basision ausgewdhlt. So wurde das
im MS Full Scan als [M+H]" erhaltene Basision im MS*-Experiment fragmentiert und das so

erhaltene MS*-Basision im MS’-Experiment weiter fragmentiert.
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C.4.5.2 Quantifizierung

Fiir die Quantifizierung wurden achtzehn Referenzsubstanzen ausgewihlt und als Standard IV
eingesetzt (sieche C.4.5.1.3). Die daraus hergestellte Kalibrierreihe und die
Probenmesslosungen enthielten Reserpin als internen Standard und wurden mit
Trennsystem 2 getrennt. Es wurde APCI im Positivionenmodus verwendet. Von jeder
Referenzsubstanz wurde der Ansprechfaktor berechnet und damit die entsprechenden

Substanzen in den Proben quantifiziert.

C.45.2.1 Reserpin als interner Standard und Herstellung der ISTD-L6sung

Das Indolalkaloid Reserpin aus Rauwolfia serpentina, welches als Testsubstanz zur Kontrolle
der Empfindlichkeit des Ionenfallen-Massenspektrometers (Finnigan MAT, 1996) sowie zur
Optimierung verschiedener experimenteller Parameter wie Verdampfertemperatur oder
Kapillarspannung (Zhou & Hamburger, 1996) bekannt ist, wurde hier als interner Standard
eingesetzt, um Detektions-Schwankungen wihrend der Messzeit in der Berechnung
ausgleichen zu konnen. Losungen in Ethanol sowie Wasser bei pH 3—4 sind stabil (Roth et al.,

1990). Zur Herstellung der ISTD-Losung wurden 631 pg Reserpin in 6,30 ml Methanol /

Essigsdure 1 % (3+7) gelost, was einer Konzentration von 100 pg/ml entspricht.

C.45.2.2 Herstellung von Standard 1V mit Verdinnungs- und der Kalibrierreihe

Zur Herstellung von Standard IV wurde von jeder der achtzehn Referenzsubstanzen (siehe
Tabelle 34) je ca. 40 ug eingewogen und gemeinsam in 400 pl Acetonitril geldst, was einer
Konzentration von ca. 100 ng/ul pro Alkaloid entspricht. Ausgehend von Standard IV wurde

eine Verdiinnungsreihe mit vier Verdiinnungslosungen (Vd-1 bis Vd-4) durch schrittweise
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Verdliinnung mit Acetonitril hergestellt, was den Standard IV eingeschlossen fiinf

Konzentrationen entsprechend ca. 100, 20, 5, 1 und 0,2 ng/ul pro Alkaloid ergab.

Frisch vor der Messung wurde die Kalibrierreihe mit sechs Kalibrierlosungen (KL-1 bis
KL-6) aus Standard IV und den Losungen der Verdiinnungsreihe hergestellt. Jeweils 100 pl
einer Losung der Verdiinnungsreihe, 100 pl ISTD-Losung und 300 ul Wasser wurden
gemischt. Fiir die schwichste Konzentrationsstufe Kalibrierlosung KL-6 wurden nur 20 pl
Vd-4 verwendet, welche mit 80 pul Acetonitril ergédnzt wurden. Die Blindlosung bestand aus
100 ul  Acetonitril, 100 ul ISTD-Losung und 300 pl Wasser. Bei der Messung der
Kalibrierrethe wurde zuerst die Blindlosung, dann die Kalibrierlosungen in steigender
Konzentrationfolge entsprechend ca. 0,04 bis 100 ng/5 ul injiziert. Die genauen Einwaagen
der einzelnen Referenzsubstanzen sowie die in der Verdiinnungs- und Kalibrierreihe

resultierenden Konzentrationen sind in D.1.1 angegeben.

C.4.5.2.3 Probenlésungen

Von jeden Alkaloidextrakten der Knollen- und Pillenproben wurde jeweils eine Stammldsung
hergestellt. Hierflir wurde je ca. 100 bis 500 ug Extrakt mit 500 ul Acetonitril versetzt und
zur raschen Auflosung 3 min ins Ultraschallbad gestellt. Analog zur Herstellung der
Kalibrierreithe wurden die Messlosungen aus 100 pl Stammlésung, 100 pl ISTD-Losung mit
300 pl Wasser hergestellt. Zur Entfernung von Schwebestoffen wurden die Messlosungen vor
der Messung durch eine Polyesterfiltermembran filtriert. D.1.2 gibt eine Ubersicht iiber

Alkaloidextrakte und deren Konzentration in den Stamm- und Messlosungen.
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C.45.2.4 ldentifizierung und Integration der Signale

Die automatische Signalidentifizierung erfolgte anhand des protonierten Molekiilions
[M+H]", welches ausser bei Falaconitin (27) das Basisions darstellte. Die Retentionszeiten
wurden am Signalmaximum gemessen und zur erwarteten Retentionszeit ein Fenster von + 20
sec fiir die Kalibrierreihe und + 25-35 sec fiir die Proben festgelegt. Von den so identifizierten
Signalen wurde ebenfalls automatisch die Signalflichen integriert mit den Vorgaben ,,Valley
Detection* und ,,5 smoothing points“. Es wurde anschliessend kontrolliert, ob Signalanfang
und -ende jeweils korrekt erkannt wurde. Die Retentionszeiten und Signalflichen der
Kalibrierreihe respektive der Proben sind unter D.1.1 resp. D.1.2 zu finden. Die mittlere
Standardabweichung der Retentionszeiten war bei den untersuchten Proben mit 1,1 % (bei bis
zu 14 Durchgéngen) doppelt so gross, als bei Aufnahme der Kalibrierreihe mit 0,6 % (bei 6

Durchgingen).

C.45.25 Berechnung der Kalibriergeraden und Ansprechfaktoren

Nach dem internen Standardverfahren wurde das Flachenverhidltnis R geméss (GI. 1) durch

Bezug der Signalflichen auf die Flache des Internen Standards (Reserpin) berechnet.

Flache aikaloid
R - (Gl 1)
Flache ISTD

Mit Ausnahme der vier Messungen von Kalibrierlosung KL-2 konnte pro Kalibrierlésung nur
ein Messpunkt aufgenommen werden. Daher ist es bei der Beschreibung der Kalibriergeraden
nicht sinnvoll, zusdtzlich zur Steigung m den Achsenabschnitt b als weitere Variable
einzubeziehen, also die Geradenfunktion y = mx + b als Modell anzunehmen. Vielmehr

wurde b = 0 gesetzt und so die Geradengleichung auf'y = mx vereinfacht. Hiermit werden alle
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Tabelle 35: Steigung m der Kalibriergeraden y = mx fiir 18 Norditerpenalkaloide,
Verwendbarkeit fiir die Quantifizierung sowie Angabe von mittleren
Ansprechfaktoren flir Alkamine, Mono- und Diesteralkaloide

No. Referenzsubstanzen m Srel  Srel Verwendet fur
Quantifizierung
(siehe C.5.3)
% %
Alkamine
1 Pseudaconin 0,094 28,4 -
2 Bikhaconin 0,104 34,6 -
6 Isotalatizidin 0,046 11,8 -
8 Neolin 0,136 9,5 +
mittlerer Ansprechfaktor Alkamine 0,095 39

Monoesteralkaloide

7 Veratroylpseudaconin 0,148 144 +
9 Veratroylbikhaconin 0,116 104 +
10 Ludaconitin 0,205 8,7 +
11 8-Deacetylyunaconitin 0,144 9,2 +

mittlerer Ansprechfaktor 0,153 24

Monoesteralkaloide

Diesteralkaloide
15 Bikhaconitin 0,316 5,3 +
16 Pseudaconitin 0,260 8,1 +
17 Falconericin 0,279 7,1 +
18 8-Acetylfalconerin 0,304 4.5 +
20 Aconitin 0,286 4,7 +
21 Chasmaconitin 0,304 6,4 +
22 Crassicaulin A 0,292 9,1 +
23 Yunaconitin 0,301 7,0 +
24 Indaconitin 0,319 6,0 +

mittlerer Ansprechfaktor 0,296 6

Diesteralkaloide

Pyrodelphinin-Typ-Alkaloide

27 Falaconitin (als m/z 630: [M+H]") 0,133 11,2 -

" relative Standardabweichung der einzelnen Wertepaare; " relative Standardabweichung
bei Berechnung des Mittelwerts ,,mittlerer Ansprechfaktors® von Vertretern eines Estertyps.

Messwerte gleich gewogen. Die so berechnete jeweilige Steigung m, welche dem
Ansprechfaktor entspricht, ist fiir die einzelnen Referenzsubstanzen in Tabelle 35 angegeben.
Zusétzlich wurde fiir jeden Estertyp ein mittlerer Ansprechfaktor berechnet. Die Rohdaten der

injizierten Mengen (X) eines Alkaloids und die Signalfldchen sind unter D.1.1 zu finden.
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Abbildung 17: Darstellung der Linearitit anhand der auf m normalisierten Ansprechfaktoren
der Kalibrierreihen der verwendeten Referenzsubstanzen, geordnet nach
Veresterungsgrad.
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C.4.5.2.6 Berechnung der Alkaloidgehalte in Proben

Ausgehend von der Kalibriergeraden y = mx wurde die in Proben gefundenen
Alkaloidmengen in ng / 5 ul injizierter Messlosung berechnet. Entsprechend Gl. 2 wurde das
Flachenverhdltnis (siche Gl.1) durch den jeweiligen in Tabelle 35 angegebenen

Ansprechfaktor m geteilt.

Alkaloid gefunden (ng/ 5 pl) = _ (GlL.2)

C.45.2.7 Linearitat

Die Linearitét tiber den Kalibrierbereich wurde anhand der Abweichung dargestellt, welche
die Ansprechfaktoren aus den einzelnen Kalibrierpunkten bezogen auf die Steigung m

aufwiesen (siche Abbildung 17).

C.45.2.8 Prazision

Zur Uberpriifung der Prizision der Messung mit HPLC-MS und APCI wurde die
Kalibrierlosung KL-2 als Kontrolle wihrend der dreiwdchigen Messzeit viermal gemessen:
Zu Beginn, nach acht Tagen sowie nach zwanzig Tagen am Ende der Messserie als frisch
hergestellte Losung zweimal gemessen. Die ganze Kalibrierreihe konnte dagegen aus
zeitlichen Griinden nur einmal zu Beginn der Messperiode aufgenommen werden. Die
Prizision der Ansprechfaktoren bei Kalibrierlosung KL-2 iiber den Zeitraum von drei Wochen

war sehr gut (siche Abbildung 18).
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Abbildung 18: Kalibrierlosung KL-2: Ansprechfaktoren der 18 Referenzsubstanzen
normalisiert auf den Mittelwert aus vier Messungen iiber drei Wochen (0, 8,
2x20 Tage), mit relativer Standardabweichung

Bei den untersuchten Proben konnte aus zeitlichen Griinden jeweils nur eine Messung
durchgefiihrt werden, ausser im Fall der Probe AcKp , mit zwei Messungen. Bei der
Doppelmessung von AcKp. , wichen die Signalfldchen im Mittel um 3 % vom Mittelwert ab.
Nach Korrektur mit dem internen Standard war die mittlere Abweichung bei den

Flachenverhéltnissen auf 1,3 % reduziert.
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C5 Resultate und Diskussion

C.5.1 lonisierungsmethode und Eignungsabklarung an Modellsubstanzen

Fiir den Nachweis von Diterpenalkaloiden mit HPLC-MS wurden als lonisierungsmethoden
bisher sowohl APCI als auch ESI eingesetzt (siche A.7.3.3.3). Um zu entscheiden, welche
dieser beiden lIonisierungsmethoden fiir Norditerpenalkaloide geeigneter ist, wurde mit den
Modellsubstanzen Aconitin (20) als Diesteralkaloid und dem Alkamin Aconin (102) (Struktur

siche Tabelle 5) untersucht.

Bei der Direktinjektion von Aconitin (20) in methanolischer Losung und APCI-Ionisierung
(Temperaturen: Verdampfer: 350 °C, Kapillare: 200 °C) wurde neben dem Pseudomolekiilion
[M+H]" das Fragment [M+H-CH;COOH]" als Basision beobachtet, was auch von Wada et al.
(1994) beschrieben wurde. Das Alkamin Aconin (102) zeigte dagegen mit APCI kaum

Fragmentierung.

Mit ESI wurde dagegen von Aconitin (20) das Pseudomolekiilion [M+H]" als Basision ohne
Fragmentierung erhalten (Bedingungen siehe C.4.5.1). Zudem war die Ionisierungsausbeute
hoher als bei APCI. Daher wurde die Elektrospray-lonisierung zur Aufnahme insbesondere

der MS"-Spektren gewéhlt.
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C.5.2 Strukturaufklarung mit multipler Massenspektrometrie

C.5.2.1 Wahl der Basisionen zur MS"-Fragmentierung

Ausgehend von verschiedenen Fragmenten des MS*-Spektrums von Veratroylpseudaconin (7)
wurden MS’-Spektren aufgenommen. Es zeigte sich, dass bei der Fragmentierung des MS*-
Basisions [M+H-H,0-MeOH]" sowie der Fragmente [M+H-H,O]" und [M+H-MeOH]"
jeweils MS’-Spektren mit denselben Massen entstanden. Wurde das MS?-Basision und das
daraus entstandene MS’-Basision fragmentiert, war die absolute Ionenhiufigkeit der

entstehenden Fragmente am hochsten, weshalb dieses Vorgehen gewahlt wurde.

C.5.2.2 Relative Intensitat der MS?- und MS*-Fragmente

Fiir die achtzehn Referenzsubstanzen, welche fiir Trennung 2 verwendet wurden, sowie fiir
Senbusin A (4) und Karakolin (5) sind die Fragmente der MS*- und MS’-Spektren mit
relativer Intensitdt und Zuordnung in Tabelle 36 und Tabelle 37 dargestellt. Die Alkaloide

sind hierbei nach Strukturtyp (geméss A.3.1.1) und Anzahl funktioneller Gruppen geordnet.

Die MS"-Spektren von Norditerpenalkaloiden des Bikhaconitin- und Pseudaconitin-Typs
enthalten relativ wenige Fragmente, wobei die Abspaltungen gut zugeordnet werden kdnnen.
Durch zusétzliche Substituenten wie die Hydroxylgruppe an C(15) beim Aconitin-Typ werden
die Spektren dagegen komplizierter. Daher soll an Alkaloiden mit geringerem
Substitutionsgrad, welche in indischen Aconitum-Arten vorkommen, der Einfluss einzelner
Substituenten auf das Fragmentierungsverhalten diskutiert werden. Es sollte ausserdem
untersucht werden, inwiefern es moglich ist, strukturidhnliche Alkaloide anhand von MS"-

Spektren unterscheiden zu konnen.
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Tabelle 36: MS*-Spektren von Referenzsubstanzen: Fragmente mit relativer Intensitit in Klammern und Zuordnung:

No Referenzsubstanzen ['\/H‘H]+ P,-W P-Me P-2W Pi-W-Me P;-3W Pi-A; Pi-2Me Pi-2W P-W P-3Me Pi-A; P-A P-A
(m/z) -Me -2Me -W -Me  W-Me

Pseudaconitin-Typ:

1 Pseudaconin 484|466 (23) 452 (47) 434 (100) 420 (18)416 (1) 402 (25) 388 (5)

7 Veratroylpseudaconin 648 630 (27) 616 (55) 598 (100) 584 (12) 566 (15) 552 (3)

10 Ludaconitin 588 570 (24) 556 (46) 538 (100) 524 (13) 506 (19) 492 (4)

11 8-Deacetylyunaconitin 618 600 (25) 586 (52) 568 (100) 554 (13)550 (1) 536 (17) 522 (3)

16 Pseudaconitin 690 658 (2) 640 (2) 630 (100) 612 (1) 598 (5) 580 (3)

23 Yunaconitin 660 628 (2) 610 (3) 600 (100) 582 (1) 568 (5) 550 (3)

24 Indaconitin 630 598 (2) 580 (3) 570 (100) 552 (1) 538(5) 520(4)
Bikhaconitin-Typ:

2 Bikhaconin 468 436 (100) 418 (2) 404 (19) 386 (4) 372 (5)

9 Veratroylbikhaconin 632 600 (100) 582 (1) 568 (15) 550 (3) 536 (3)

15 Bikhaconitin 674 642 (4) 614 (100) 582 (9)

21 Chasmaconitin 614 582 (3) 554 (100) 522 (10)

22 Crassicaulin A 644 612 (5) 584 (100) 552 (11)
Aconitin-Typ:

20 Aconitin 646 614 (2) 596 (3) 586 (100) 554 (5) 546 (2)
Isotalatizidin-Typ:

6 Isotalatizidin 408 390 (100) 372 (8) 358 (5) 340 (3)
Neolin-Typ:

4 Senbusin A 424|406 (100) 388 (65) 374 (8) 370 (22) 356 (31)

8 Neolin 438 420 (100) 402 (4) 388 (37) 370 (10) 356 (10)

17 Falconericin 658 626 (6) 598 (100) 566 (13)

18 8-Acetylfalconerin 674 642(2) 624 (3) 614 (100) 596 (2) 582 (7) 564 (3)
Pyrodelphinin-Typ:

27 Falaconitin 630 |612(10) 598 (100) 580 (92) 566 (12) 548 (8) 534 (1)
Alkamine (weitere):

5 Karakolin 378 360 (100) 342 (16) 328 (6) 310 (6)

P.: [M+H]"; W: 18 u (H,0); Me: 32 u (MeOH); A;: 60 u (CH;COOH) die in MS® von C(8) abgespaltene Siure.
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Tabelle 37: MS’-Spektren von Referenzsubstanzen (Teil 1): Fragmente mit relativer Intensitit in Klammern und Zuordnung:

No Referenzsubstanzen P, P,-W P,-28 P,-Me P,-W P,-Me P, P,-W  P,-Me P, P,-3 Me
-Me -28 -2Me -2Me -CO-Me -3 Me -W

Pseudaconitin-Typ: (m/2)

1 Pseudaconin [M+H-W-Me]® 434 [416 (2) 402 (100) 384 (6) 370 (22) 352 (7) 338 (6) 320(4)

7 Veratroylpseudaconin | [M+H-W-Me]® 598 |580 (2) 566 (100) 548 (5) 534 (14) 516 (2) 502 (1)

10 Ludaconitin [M+H-W-Me]* 538 [520(2) 506 (100) 488 (5) 474 (17) 456 (3) 442 (3)

11 8-Deacetylyunaconitin | [M+H-W-Me]* 568 |[550 (2) 536 (100) 518 (6) 504 (16) 486 (2) 472 (2)

16 Pseudaconitin [M+H-A]" 630 |612(10) 598 (100) 580 (94) 566 (12) 548 (7) 516 (2)

23 Yunaconitin [M+H-A]" 600 |582 (13) 568 (100) 550 (96) 536 (13) 518 (7) 504 (3) 486 (2)

24 Indaconitin [M+H-A]" 570 |552(10) 538 (94) 520 (100) 506 (12) 488 (9) 474 (2) 456 (3)
Bikhaconitin-Typ 28 =et

2 Bikhaconin [M+H-Me]* 436 |418 (10) 404 (100) 386 (26) 376 (4)* 372 (30) 354 (12) 340 (5)

9 Veratroylbikhaconin [M+H-Me]* 600 |582 (8) 568 (100) 550 (26) 540 (1)* 536 (22) 518 (4) 504 (2)

15 Bikhaconitin [M+H-A]" 614 582 (100) 554 (2) 550 (5) 518 (1)

21 Chasmaconitin [M+H-A]" 554 522 (100) 494 (2) 490 (6) 458 (2)

22 Crassicaulin A [M+H-A]" 584 552 (100) 524 (2) 520 (6) 488 (1)
Aconitin-Typ: -28=CO

20 Aconitin [M+H-A]" 586 |568 (2) 554 (38) 536 (14) 526 (100) 522 (5) 504 (3) 494 (12)
Isotalatizidin-Typ:

6 Isotalatizidin [M+H-WT1* 390 |372(54) 362 (35) 358 (100) 340 (32) 326 (14)
Neolin-Typ:

8 Neolin [M+H-WT1* 420 (402 (11) 388 (100) 370 (38) 356 (32) 338(13) 324 (5) 306 (6)

17 Falconericin [M+H-A]" 598 566 (100) 358 (3) 534 (5) 502 (1)

18 8-Acetylfalconerin [M+H-A]" 614 |596 (10) 582 (100) 564 (81) 550 (13) 532(12) 500 (2)
Pyrodelphinin-Typ:

27 Falaconitin [M+H-Me]" 598 |[580 (100) 566 (26) 548 (11) 534 (5) 516 (3)

P,: Vorldufer-Ton (Parent Ion) = Basision aus MS?; W: 18 u (H,0); CO: 28 u (CO); et: 28 u (C,H,); Me: 32 u (MeOH); As: 60 u (CH;COOH)

die in MS? von C(8) abgespaltene Sdure; * stirkeres Signal nach Abspaltung von Am 26 u.
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Tabelle 38: MS’-Spektren von Referenzsubstanzen (Teil 2): Charakteristische Fragmente nach Abspaltung der aromatischen Séure von Mono-
und Diesteralkaloiden mit relativer Intensitédt in Klammern und Zuordnung:

No Referenzsubstanzen P, X Y A P,-X P,-X P,-X P>-Y P,-X P,-X Po-Y P,-X P,-X P,-X
(u) -As -W-A, -Me-A, -Me-A, -Me-W -2 Me -2Me -2Me -3Me -3Me
-A, -A, -A; -W-A, -A, -W-A,
Pseudaconitin-Typ:
7 Veratroylpseudaconin |[M+H-W-Me]*| / [ 1182 (416 (4) 384 (4) 366 (1) 352 (3) 334 (2) 320(2) 302(1)
10 Ludaconitin [M+H-W-Me]*| / [ 122 (416 (2) 384 (3) 366 (2) 352 (4) 334 (2) 320(3) 302(2)
11 8-Deacetylyunaconitin [M+H -W-Me]"| / [ | 152|416 (4) 384 (5) 366 (2) 352 (3) 334 (2) 320(2) 302(1.5)
16 Pseudaconitin [M+H-A;]" | Me| / |182 398 (1.5) 366 (3) 334 (3) 302 (1.5)
23  Yunaconitin [M+H-A;]" | Me| / |152 398 (1.5) 366 (3) 334 (4) 302 (1.5)
24 Indaconitin [M+H-A;]" | Me| / [122 398 (2) 366 (2.5) 334 (3) 302 (1.5)
Bikhaconitin-Typ
9 Veratroylbikhaconin [M+H-Me]" [ | W | 182|418 (2.5) 400 (2) 386(11) 368(9) 354 (5) 336 (5)
15 Bikhaconitin [M+H-A;1" | Me | Me | 182 |400 (9)* 368 (10)* 336 (7)*
21 Chasmaconitin [M+H-A;1" | Me | Me | 152 |400 (10)* 368 (11)* 336 (10)*
22 Crassicaulin A [M+H-A;1" | Me | Me | 122 [400 (9)* 368 (11)* 336 (10)*
Aconitin-Typ:
20 Aconitin [M+H-A;]" | Me-| Me | 122 |404 (4) 376 (2) 368 (15)
CcO
Neolin-Typ:
17 Falconericin [M+H-A;1 / [ 1182 384 (2)* 352 (2)* 320 (1)*
18 8-Acetylfalconerin [M+H-A;]" | Me | Me | 182 382 (2) 368 (1) 350 (4) 318 (5)
Pyrodelphinin-Typ:
27 Falaconitin [M+H-Me]" 182 398 (1.5) 384 (0.8) 366 (2.5) 352 (0.8) 334 (2)

As: 60 u (CH;COOH) die in MS” von C(8) abgespaltene Siure; Az in MS® von C(14) abgespaltene Siure: aromatische Sduren (182 u:
Veratrumsdure, 152 u: Anissdure, 122 u: Benzoesédure); CO: 28 u (CO); Me: 32 u (MeOH); W: 18 u (H,O); P,: Vorldufer-lon (Parent Ion) =
Basision aus MS%; P,-X resp. P2-Y: Fragment vor Abspaltung von Ay * relative Intensitdten aus MS* iibernommen, da im MS*-Spektrum <1%;

/ keine Abspaltung.
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C.5.2.3 Grundsatzliche Kommentare zur Fragmentierung

Fiir die folgenden Kommentare zur Fragmentierung der untersuchten Referenzsubstanzen
wurden die relativen Intensititen bestimmter Fragmente in den MS*-und MS’-Spektren

miteinander verglichen (siehe Tabelle 36 und Tabelle 37).

C.5.2.3.1 Bildung des MS?-Basisions:

In den MS*-Spektren der untersuchten Alkaloide wurden in Bezug auf das MS*-Basision die

im Folgenden dargestellten Unterschiede festgestellt.

Diesteralkaloide und C(8)-O-Acetylfunktion
Die hier untersuchten Diesteralkaloide bilden das MS>-Basision durch Verlust von Am 60 u,

was auf die Abspaltung von Essigsdure aus der C(8)-O-Acetylfunktion zu [M+H-

CH;COOH]" zuriickgefiihrt wird.

Monoesteralkaloide und Alkamine

Bei Alkaloiden ohne C(8)-O-Acetyl-Funktion wird das Basision in den MSZ-Spektren

folgendermassen gebildet:

e durch Abspaltung von Am 18 u als Wasser, wenn eine C(1)-Hydroxylgruppe vorhanden
ist, wie dies meistens beim Neolin- und Isotalatizidin-Typ der Fall ist (siche Tabelle 4),

e durch Abspaltung von Am32u als Methanol, wenn keine C(3)-Hydroxylgruppe
vorhanden ist, wie beim Bikhaconitin-Typ (siche Abbildung 3),

e durch kombinierte Abspaltung von Am 32 u und Am 18 u als Methanol und Wasser, wenn

eine C(3)-Hydroxylgruppe vorhanden ist, wie beim Pseudaconitin-Typ (siche

Abbildung 3).
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Die Bildung des Basisions in MS*-Spektrum wird in Abbildung 19 zusammengefasst mit den

daraus erhiltlichen Hinweisen auf das Substitutionsmuster von Norditerpenalkaloiden.

[M+H]*
Bildung des Basisions
in MS2
-18u -32u -50u -60 u
(-H,0) (-MeOH) (-MeOH -H,0) (-CH,COOH)
C(1)-OH kein C(3)-OH C(3)-OH C(8)-OAc
Alkamine Alkamine & Alkamine & Diesteralkaloide
mit C(1)-OH Monoesteralkaloide Monoesteralkaloide

Abbildung 19: Bildung des Basisions in MS? als Hinweise auf das Substitutionsmuster von
Norditerpenalkaloiden.

C.5.2.3.2 Position von Hydroxylgruppen

Der Einfluss der Position der verschiedenen Hydroxylgruppen auf die Bildung des Fragments
[M+H-H,0]" lisst sich anhand der Unterschiede in den Spektren der Alkamine Bikhaconin
(2) und Pseudaconin (1) sowie Isotalatizidin (6) und Neolin (8) darstellen (siche Tabelle 39).
Weitere Alkaloide mit unterschiedlichem Hydroxylierungsgrad sind dort zum Vergleich

erganzt.

123



Neue Wirkstoffe aus der Flora des Himalaya? Identifizierung von Diterpenalkaloiden aus Aconitum-Arten

Tabelle 39: Relative Intensitit des Fragments [M+H-H,0]" in den MS*-Spektren und

Substitution des Norditerpenalkaloid-Gertists.

Alkaloide * Substitution* Rel. Int. von

Stellung des Substituenten [M+H-H,0]"

Cl) C(3) C(6 C(8 C(13 C(149 c(18
o B o o

Bikhaconitin (15) OCHj; H OCH; OAc OH OVr OCH; <1
Veratroylbikhaconin (9) | OCHj3 H OCH; OH OH OVr OCH; <1
Bikhaconin (2) OCH; H OCH; OH OH OH OCH; <1
Pseudaconitin (16) OCH; OH OCH; OAc OH OVr OCH; 1
Veratroylpseudaconin (7) | OCH; OH OCH; OH OH OVr OCHs; 27
Pseudaconin (1) OCH; OH OCH; OH OH OH OCH; 23
Neolin (8) OH H OCH; OH H OH OCH; 100
Isotalatizidin (6) OH H H OH H OH OCH; 100
Karakolin (5) OH H H OH H OH H 100
Senbusin A (4) OH H OH OH H OH OCH; 100

" geordnet nach steigender relativer Intensitit von [M+H-H,0]"; * siche Abbildung 20;
Hydroxylgruppen fett hervorgehoben.

Abbildung 20: Numerierung des Norditerpenalkaloid-Gerdsts

An der Bildung des Fragments [M+H-H,O]" im MS*-Spektrum sind weder die beiden

tertidren Hydroxylgruppen an C(8) und C(13) noch die sekundire C(14)-OH-Gruppe beteiligt,

wie bei Bikhaconin (2) zu sehen ist (siche Tabelle 39). Bei einer zusitzlichen sekundiren

C(3)-OH-Gruppe, wie in 1 und 4, erreicht dieses Fragment relative Intensitit von ca. 25 %.

Sitzt dagegen die OH-Gruppe am sekundiren C(1), wird durch die Wasserabspaltung sogar

das Basision gebildet. Sind sowohl die Hydroxylgruppen an C(1) als auch an C(8) vorhanden,

kann aus diesem Vergleich geschlossen werden, dass nur die C(1)-OH-Gruppe zur Bildung

von [M+H-H,O]  beitrdgt, was nicht mit der Interpretation von Chen et al. (1999)
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iibereinstimmt, wonach die Bildung von [M+H-H,0]" durch Abspaltung der

Hydroxylgruppen an C(1) oder C(8) bewirkt wird.

Die C(13)-Hydroxylgruppe, welche bei 1 und 2 vorhanden ist, wird weder im MS?- noch
MS?*-Experiment abgespalten. Letzteres bestitigt sich auch am Verhalten der Diesteralkaloide
15, 21 und 22 vom Bikhaconitin-Typ, bei welchen diese C(13)-OH-Gruppe die einzige freie
Hydroxylgruppe ist. Insofern entzieht sich diese Hydroxylgruppe der bei Chen et al. (1999)
beschriebenen Moglichkeit, die Art und Anzahl aller oxygenierter Gruppen mittels MS"
bestimmen zu konnen. Auf die Anwesenheit der C(13)-OH-Gruppe kann nur indirekt
geschlossen werden, beispielsweise durch Spektrenvergleich entsprechender sterischer

Isomere, wie 15 und 18 (sieche C.5.2.6), oder wenn Verbindungen eine analoge

Tabelle 40: Relative Intensitit des Fragments [M+H-H,O-MeOH]" in den MS?-Spektren in
Abhingigkeit der Substitution:

Alkaloide * Substitution* Relative Intensitat von
Stellung des Substituenten [M+H-H,0-MeOH]"
C(3) C@B) C(13) C(15)
B o

Falconericin (17) H OAc H H <1
Bikhaconitin (15) H OAc OH H <1
Chasmaconitin (21) H OAc OH H <1
Crassicaulin A (22) H OAc OH H <1
8-Acetylfalconerin (18) OH OAc H H 2,9
Pseudaconitin (16) OH OAc OH H 2
Yunaconitin (23) OH OAc OH H 2,5
Indaconitin (24) OH OAc OH H 2,5
Aconitin (20) OH OAc OH OH 2,9
Karakolin (5) H OH H H 6
Senbusin A (4) H OH H OH 8
Bikhaconin (2) H OH OH H 2,5
Veratroylbikhaconin (9) H OH OH H 1
Pseudaconin (1) OH OH OH H 100
Veratroylpseudaconin (7) OH OH OH H 100
Ludaconitin (10) OH OH OH H 100
8-Deacetylyunaconitin (11) OH OH OH H 100

" gruppiert nach Substitution und steigender relativer Intensitit von [M+H-H,0-MeOH]";
* siehe Abbildung 20; Hydroxylgruppen fett hervorgehoben.
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Fragmentierung aufweisen, wobei die Massen aber z.B. jeweils um 16 u verschoben sind, wie

bei 15 und 17 (siehe Tabelle 36 und Tabelle 37).

Kommen Hydroxylgruppen ausser an C(1) auch an C(6) wie bei Senbusin (4) vor, so nimmt
auch die Intensitdt der Fragmente, die durch zwei und drei Wasserabspaltungen gebildet

werden sowie von [M+H-H,0-MeOH]" (siche Tabelle 40) bedeutend zu.

Bei den Diesteralkaloiden wird im MS>~Spektrum wie erwihnt hauptsichlich Essigsiure
abgespalten. Nur Verbindungen mit einer C(3)-OH-Gruppe wie Pseudaconitin (16), zeigen
zusitzlich das Fragment [M+H-H,0]" mit niedriger Intensitit. Im MS’~Spektrum dagegen
ergibt die Wasserabspaltung Intensititen des Fragments [M+H-CH3;COOH-MeOH-H,0]" von
ca. 80-100 %. Bei Diesteralkaloiden ohne C(3)-OH-Gruppe fehlt das letztere Fragment
dagegen ginzlich. Beide Diesteralkaloide bilden das Fragment [M+H-CH;COOH-MeOH]"

als Basision oder mit hoher Intensitédt >90 %.

Tabelle 41: Relative Intensitit des Fragments [M+H-Essigsdure-H,0-MeOH] " im MS>-
Spektrum als Indikator fiir das Vorhandensein einer C(3)-OH-Gruppe bei

Diesteralkaloiden.
Alkaloide Substitution Relative Intensitat im
Stellung des Substituenten |\/|S3-Spektrum von:
C(3) C(8) C(13) C(15) [M+H-Essigsaure-
B o H,O-MeOH]"
Falconericin (17) H OAc H H <1
Bikhaconitin (15) H OAc OH H <1
Crassicaulin A (22) H OAc OH H <1
Chasmaconitin (21) H OAc OH H <1
8-Acetylfalconerin (18) OH OAc H H 80
Pseudaconitin (16) OH OAc OH H 95
Yunaconitin (23) OH OAc OH H 95
Indaconitin (24) OH OAc OH H 100
Aconitin (20)° OH OAc OH OH 15

* hier ist [M+H-Essigsiure-MeOH-CO]" das Basision; Hydroxylgruppen fett hervorgehoben.
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C.5.2.3.3 Abspaltung von aromatischen Sauren und charakteristische Fragmente fur
Pseud- und Bikhaconitin-Typ

Die Abspaltung einer aromatischen Séure an C(14) von Mono- und Diesteralkaloiden wird
erst in den MS*-Spektren sichtbar mit einer relativen Intensitit <5 %. Werden jedoch weitere
MS"-Spektren aufgenommen, so nimmt die relative Intensitét dieser Fragmente zu. Je nach
aromatischer Sdure mit welcher die untersuchten Mono- und Diesteralkaloide verestert sind,
wurden in den MS’-Spektren die Abspaltungen von Am 122 u, 152 u oder 182 u beobachtet.
Dies entspricht den abgespaltenen Siuren Benzoe-, Anis- resp. Veratrumséure. (siche

Tabelle 4 fiir die Strukturen der Saurereste).

Die Abspaltung der aromatischen Séure ergab wiederkehrende Fragmentsequenzen. Im Falle
des Pseudaconitin-Typs waren dies bei den Diesteralkaloiden die Fragmente m/z 398, 366
und 334 und zusitzlich bei den Monoesteralkaloiden die Fragmente m/z 384, 352 und 320.
Beim Bikhaconitin-Typ war die Fragmentsequenz m/z 400, 368 und 336 charakteristisch fiir
Diesteralkaloide, wihrend bei den Monoesteralkaloiden zusitzlich die Fragmente m/z 386

und 354 auftraten.

Die nach Abspaltung der aromatischen Sdure erhaltenen Massen sind fiir die Zuordnung zu
einer gemeinsamen Struktur erst dann als charakteristisch fiir einen bestimmten Typ
einzustufen, wenn dessen Fragmentierungsmerkmale ebenfalls im MS*- und MS*-Spektum

vor der Abspaltung der aromatischen Sdure vorhanden sind.
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C.5.2.4 Bildung einer C(8)-C(15)-Doppelbindung und Vergleich von
Pseudaconitin (16) und Falaconitin (27)

Betrachtet man die Fragmentierung von Pseudaconitin (16) nach Abspaltung der Essigséure,
so entspricht dessen MS*-Spektrum genau dem MS?-Spektrum von Falaconitin (27), dem
Pyrolyseprodukt von 16 (siche A.3.1.3, C.4.1.2). Die weitere Fragmentierung beider
Substanzen verlduft jeweils um eine MS"-Stufe versetzt gleich. Die Fragmentierung von

Vorlaufer-lonen gleicher Masse ergeben hierbei dieselben Massenspektren (siche Tabelle 42).

Tabelle 42: Ionen identischer Masse, welche durch Abspaltung von funktionellen Gruppen
aus 16 und 27 entstehen und bei Weiterfragmentierung gleiche Massenspektren

ergeben:

Pseudaconitin (16) Falaconitin (27)
MS" Basision (m/z) | MS" Basision
MS? [M+H-CH;COOH]" 630 | MS [M+H]"
MS®  [M+H-CH;COOH-MeOH]" 598 | MS? [M+H-MeOH]
MS*  [M+H-CH;COOH-MeOH-H,0]" 580 | MS® [M+H-MeOH-H,0]"
MS®  [M+H-CH;COOH-2 MeOH-H,0]" 548 | MS' [M+H-2 MeOH-H,0]

- —. - .
MS2
—
- CH,COOH
(-60 u)
m/z 690 m/z 630
[Pseudaconitin+H]" [Pseudaconitin+tH-CH;COOH]’,

respektive [Falaconitin+H]"

Abbildung 21: Bildung von Falaconitin (27) aus Pseudaconitin (16) durch Essigséure-
Abspaltung im MS*~Speltrum oder durch Pyrolyse.
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Da das MS’—Spektrum von Pseudaconitin (16) dem MS>~Spektrum von Falaconitin (27)
entspricht, kann man annehmen, dass bei 16 die Essigsdure aus der C(8)-O-Acetylgruppe mit
dem C(15)-B-H und iiber die Bildung eines sechsgliedrigen Ubergangszustands eliminiert
wird (McLafferty-Umlagerung). Diese sogenannte syn-Eliminierung ist typisch fiir die
Pyrolyse von Estern (Latscha & Klein, 1982). Daher kann man annehmen, dass das Basision
[M+H-CH;COOH]" im MS*-Spektrum von 16 dieselbe Struktur hat wie das protonierte
Molekiil [M+H]" im MS von Falaconitin (27). Dies bedeutet, dass bei der Fragmentierung
von 16 ebenfalls die C(8)-C(15)-Doppelbindung ausgebildet wird, wie dies bei der Pyrolyse

von 16 zu 27 geschieht (sieche Abbildung 21).

Bei den iibrigen Diesteralkaloiden des Pseudaconitin- und Bikhaconitin-Typs, welche die
Partialstruktur C(8)-Acetyl-/C(15)-H, gemeinsam haben, kann man davon ausgehen, dass
nach Abspaltung von Essigsdure analoge Strukturen des Pyrodelphinintyps mit der
C(8)-C(15)-Doppelbindung gebildet werden. Beispielsweise ist Mithaconitin (108) das
C(8)-C(15)-ungesittigte Analoge zu Indaconitin (24), wurde in dieser Arbeit aber nicht

untersucht (Struktur siehe Tabelle 4).
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C.5.2.5 Bildung des C(15)-Ketons und Vergleich von Aconitin (20) und
Pseudaconitin (16)

Aconitin (20) unterscheidet sich von Pseudaconitin (16) durch eine zusitzliche a-OH-Gruppe
an C(15). Bei Pyrolyse von 20 wird Pyroaconitin (103) gebildet. Die Eliminierung der
Essigsdure verlduft wie bei 16 ab. Die Doppelbindung stabilisiert sich aber nicht als Enol,

sondern als C(15)-Keton (siche Abbildung 22).

+ +
MS2
—>
- CH,COOH
(-60 u)
m/z 646 m/z 586
[Aconitin+H]" [Pyroaconitin+H]", respektive vorgeschlagene

Struktur fiir [Aconitin+H-CH3;COOH]"

Abbildung 22: Postulierte Essigsdure-Abspaltung von Aconitin (20) zu Pyroaconitin (103)
im MS*-Spektrum

In der MS"-Fragmentierungen unterscheiden sich Pseudaconitin (16) und Aconitin (20) ab
dem MS3—Spektmm (siche Abbildung 23 und Abbildung 24). Wenn man bei Aconitin (20) fiir
[M+H-CH3COOH]", das Basision im MS>*-Spektrum, als Struktur protoniertes Pyroaconitin
(103) oder wie Wang et al. (2002) das Keto-Enol annimmt, so konnte dies eine Erkldrung
sein, warum sich das MS’-Fragmentierungsmuster von demjenigen der Diesteralkaloide des

Pseudaconitin- und auch des Bikhaconitin-Typs unterscheidet (siche auch Tabelle 37).
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690 MS T +1Z Full ms2 690.30 [ 190.00 - 700.00] w0
b) -18 ms? E
32 T 672 -
658 K
-60 . 7 C)
640 :
8
OCH
OCHg 3 630 s
OCH,4 ) Ms? a
612 :
Erklarung: i £o8 !
a) Pseudaconitin (16) g !
b) MS"-Fragmentierungssequenz . - 580 O
von Pseudaconitin (16) [M+H] -
C) 1\/IS2 von Pseudaconitin (16) 2653 ) T + ¢ Full ms3 690.30 630.30 [ 175.00 - 700.00] s
+ - 10
[M+H] 9 580.2
548
m/z 690: Scan N
d) MS? von Pseudaconitin (16) 534 : d)
[M+H]+ -32 - 516 :
m/z 690 = 630: Scan :
8 61
fett: Basisionen 182 §5
398
Abspaltungen: s
Am 18: H,O '32 .
Am 32: MeOH 366 . _
Am 60: CH3COOH B 548.2 o
Am 182: Veratrumsiure VO A OO N W P S R
334 e

Abbildung 23: MS"-Fragmentierung von Pseudaconitin (16) als Beispiel fiir Diesteralkaloide vom Pseudaconitin-Typ
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Abbildung 24: MS"-Fragmentierung von Aconitin (20)
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Das Basision m/z 526 im MS’-Spektrum von Aconitin (20) entspricht formal [M+H-2x60 u]",
was als [M+H-2 CH;COOH]" interpretiert werden konnte. 20 hat allerdings nur eine
C(8)-0-Acetylgruppe, welche im MS*-Spektrum schon eliminiert wurde. Deshalb wird
postuliert, dass m/z 526 durch Verlust von Am 32 u und anschliessend Am 28 u aus dem
C(15)-Keton entsteht und wird daher als [M+H-CH;COOH-MeOH-CO]" interpretiert, was
auch Wang et al. (2002) entspricht. Dieses MS’-Basision wurde dagegen bei

Diesteralkaloiden des Pseudaconitin- und Bikhaconitin-Typs nie beobachtet.

Im unteren Bereich des MS-Spektrums nach Abspaltung von Benzoesdure wird bei 20 zum
zweiten Mal eine Abspaltung von Am 28 u sichtbar (siche Abbildung 24 oder Tabelle 36 und
Tabelle 37). Es kommen also zwei verschiedene Abspaltungen von Am 28 u in Serie vor,
einmal vor und einmal nach Abspaltung der aromatischen Siure. Die zweite Abspaltung von
Am 28 u tritt am Ende desjenigen Asts der Fragmentierungssequenz auf, welche nur bei
Aconitin (20) beobachtet wurde. Der Ubergang von m/z 404 nach m/z 376 wird hier als
Ethylen-Abspaltung der N-Ethyl-Gruppe interpretiert. Statt des Verlustes von Am 29 u fiir
eine Ethyl-Gruppe, werden hier Am 28 u vermutlich deswegen abgespalten, weil ein Proton
der Ethyl-Kette zum verbleibenden Geriist umgelagert wird, welches nach mehreren
Abspaltungen einige Doppelbindungen trigt. Bei Diesteralkaloiden des Pseudaconitin- und
des Bikhaconitin-Typs wurde ebenfalls eine Am 28 u-Abspaltung kleiner Intensitit jedoch nur

vor Eliminierung der aromatischen Séure beobachtet (siche Tabelle 37).

Im MS*-Spektrum von 20 teilt sich die Fragmentierungssequenz des Ions [M+H-CH;COOH-
MeOH]" (m/z 554) in zwei Zweige auf. Neben der Fragmentierung, welche Alkaloide des
Pseudaconitin- oder  Bikhaconitin-Typs  zeigen, tritt  zusdtzlich ein  zweites

Fragmentierungsmuster durch die CO-Abspaltung auf, welche das Basision im MS’-Spektrum
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bildet (siche Abbildung23 und Abbildung 24). MS’-Spektren von Alkaloiden des
Bikhaconitin- und Pseudaconitin-Typs zeigen dagegen nur Fragmentierungssequenzen mit
Abspaltungen von Am 32 u respektive 18 u und 32 u. Am Beispiel von Aconitin (20) wird

somit der Einfluss der C(15)-OH-Gruppe im MS’-Spektrum deutlich.

C.5.2.6 Vergleich der sterischen Isomere Bikhaconitin (15) und
8-Acetylfalconerin (18)

Die beiden sterischen Isomere Bikhaconitin (15) und 8-Acetylfalconerin (18) unterscheiden
sich in der Lage der einzigen freien OH-Gruppe, welche bei 15 an C(13) und bei 18 an C(3)
sitzt. Die MS"-Fragementierung unterscheidet sich folgendermassen:

18 verhilt sich im MS>-Spektrum wie ein Diesteralkaloid vom Pseudaconitin-Typ (siche
Tabelle 36). Neben Essigsdure zum Basision wird Wasser abgespalten, was zu Signalen mit
geringer Intensitit fithrt. Im MS’-Spektrum zeigt sich die Wasserabspaltung im Fragment
[M+H-CH;COOH-MeOH-H,0]", welches wie [M+H-CH;COOH-MeOH]™ relative

Intensitédten von ca. 80-100 % erreicht.

[M+H]" m/z 674: R R,
Bikhaconitin (15) H OH
8-Acetylfalconerin (18) OH H

Abbildung 25: Strukturen der Isomeren Bikhaconitin (15)
und 8-Acetylfalconerin (18)
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Bei 15 tritt dagegen im MS*~Spektrum keine Wasserabspaltung auf (siche C.5.2.3.2). Die
Fragmentierung verlduft wie bei den anderen Diesteralkaloiden vom Bikhaconitin-Typ ab. Im
MS3-Spektrum fehlt das Fragment [M+H-CH3COOH-MeOH-H20]+ und daher auch die
C(3)-OH-Gruppe, wihrend [M+H-CH3;COOH-MeOH]" das Basision ist. Die Fragmente im
MS*- und MS’-Spektrum entsprechen jenen von Falconericin (17), sind aber um 16 u zu
hoheren Massen verschoben. Dies ist der einzige Hinweis auf die C(13)-OH-Gruppe bei 15,

welche ja an der Fragmentierung nicht teilnimmt (siehe C.5.2.3.2).

C.5.2.7 Tentativ identifizierte Alkaloide

Neben den mit Referenzsubstanzen identifizierten Alkaloiden wurden in getrennten Extrakten
weitere Substanzen detektiert und zum Teil anhand ihrer MS"-Spektren tentativ identifiziert
(siche Tabelle 43). Hierzu zdhlen auch Abbauprodukte, welche in der zwei Monate bei 2-8 °C
gelagerten Messlosung I von Standard I (sieche C.4.1.1) detektiert wurden. Die Fragmente der
MS* und MS>-Spektren sind in Tabelle 44, Tabelle 45 und Tabelle 46 wiedergegeben. IThre
Spektren werden diskutiert, wenn es sich entweder um neue Substanzen handelt oder wenn

die Alkaloide fiir einen bestimmten Extrakt von Bedeutung sind.

Die zunidchst tentative Identifizierung von folgenden fiinf Alkaloiden konnte anschliessend
mit Reinsubstanzen bestétigt werden. Somit wurden Ludaconitin (10), 8-Deacetylyunaconitin
(11), 8-Acetylfalconerin (18), Crassicaulin A (22) und Falaconitin (27) als zusitzliche
Referenzsubstanzen fiir die weiteren Trennungen mit Trennsystem 2 einbezogen (siche

C.4.1.1). Ihre Massenspektren wurden daher unter C.5.2.2 beschrieben.
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Tabelle 43: Einige anhand ihrer MS"-Spektren tentativ identifizierte Alkaloide mit Angabe

ihres Vorkommens in untersuchten Proben und des verwendeten Trennsystems:

Tentativ identifizierte Alkaloide [M+H]'| RT (min) ¥ Proben

— N

S S N

2 = — BI % o - - G

mz | & o|d ¥ v| B8 5 =

c E|3|2 2EE®

o e

o F
Chasmanin (3) 452 11,3 +
Ludaconitin (10)* 588 | 9,3 + | + + + +
8-Deacetylyunaconitin (11)* 618 | 9,7 + | + +
Falconerin (12) 632 22,7 +
8-Deacetyl-8-O-Methyl-Pseudaconitin (13) 662 |10,6 +
Falconeridin (14) 616 24,5 +
8-Acetylfalconerin (18)* 674 12,6 + +9
8-Deacetyl-8-O-Methyl-Indaconitin (19) 602 (12,8 +
Crassicaulin A (22)* 644 |13,1 + +
8-Deacetyl-8-Veratroyl-Yunaconitin (25) 782 |14,5 +
8-Benzoyl-14-Veratroyl-pseudaconin (26) 752 14,8 +
Falaconitin (27)* 630 |17.9 +
Lipopseudaconitin_1 (28) 928 (23,8 +
Linoleoylpseudaconitin (29) 910 |26,5 + +
Palmitoylpseudaconitin (30) 886 (27,8 +
Lipopseudaconitin_2 (31) 912 |28,2 +
Palmitoylindaconitin (32) 826 [30,5 +

a) RT als gemittelte Werte der untersuchten Proben; b) detektiert ohne MS"-Spektren
anhand RT und Masse des [M+H]" Basisions; ¢) Co-elution mit 17; ML 1 Messlésung I
aus Standard I nach zwei Monaten Lagerung bei 2-8 °C erneut getrennt; + mit Hilfe von

MS"-Spektren tentativ identifiziert; * in Trennsystem 2 als Referenzsubstanzen eingesetzt.
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Tabelle 44: MS*-Spektren von tentativ identifizierten Substanzen: Fragmente mit relativer Intensitit in Klammern und Zuordnung:

Nr. Alkaloid Probe [M+H]+ A P,-W P,-Me P-W-Me P-Aq P-2Me Pi-W Pi-3Me P-Aq P-Aq Pi-A;
m/z (W) -2 Me -W -Me -W-Me
Pseudaconitin-Typ:
13 8-Deacetyl-8-O-Methyl- ML 1 | 662 (21) 644 (25) 630 (67) 612 (100) 598 (21) 580 (22) 566 (31)
Pseudaconitin
19 8-Deacetyl-8-O-Methyl- ML 1 602 584 (27) 570 (59) 552 (100) 538 (24) 520 (28) 506 (42)
Indaconitin
25 8-Deacetyl-8-Veratroyl- | AcKpe 3| 782 (53) | 182 750 (6)" 600 (100)
Yunaconitin N
26 8-Benzoyl-14-Veratroyl- | AcKpe 3 | 752 (12) | 122|734 (1)" 720 (2)* 630 (100)
pseudaconin® }
28 Lipopseudaconitin_1 Pillkat 928 298 630 (100) 598 (3)"
29 Linoleoylpseudaconitin Pillg 910 280 878 (3) 860(2) 630 (100) 612 (1)" 598 (2) 580 (3)
30 Palmitoylpseudaconitin Pillka 886 256 868 (1) 854(2) 836(1) 630(100) 598 (5) 580 (1)
31 Lipopseudaconitin_2 Pillga 912 282 (894 (1) 862 (1) 630 (100) 612(2) 598 (3) 580(6)
32 Palmitoylindaconitin Pillka 826 256 570 (100) 552 (0.5)" 538 (2)" 520 (6)
Neolin-Typ:
3 Chasmanin AcKyiolac 452 420 (100) 402 (3) 388(22)370 (10) 356 (8)
12 Falconerin Pillpe 94 632 614 (24) 600 (48) 582 (100) 568 (12) 550 (20) 536 (6)
14 Falconeridin Pillpet o4 616 584 (100) 566 (3) 552 (19)534 (6) 520 (4)

Pi: [M+H]; W: 18u (H,0); Me: 32u (MeOH); W: 18 u (H,0); A:: in MS* von C(8) abgespaltene Sdure: aromatische Sduren (182 u:
Veratrumsdure, 122 u: Benzoesdure) sowie diverse Fettsduren (280 u: Linolensédure; 282 u: Palmitinsdure; 298 u resp. 282 u: nicht zugeordnete
Fettsduren); ML 1 Messlosung I aus Standard I nach zwei Monaten Lagerung bei 2-8 °C erneut getrennt; # Ionen-Héufigkeit bei Aufnahme
<10’; * die relative Intensitit der Fragmente war vergleichbar mit den MS* und MS>-Spektren, welche mit Ionen-Hiufigkeit >10° von
derselben Verbindung als Verunreinigung in Standard I erhalten wurden.
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Tabelle 45: MS*-Spektren von tentativ identifizierten Substanzen (Teil 1): Fragmente mit relativer Intensitit in Klammern und Zuordnung:

Nr. Alkaloid Probe P, A P,-W P,-Me P,-W P, P>-W P, P,-3 Me
(m/z) | () -Me -2 Me -2 Me -3 Me -W
Pseudaconitin-Typ:
13 8-Deacetyl-8-O-Methyl- | ML 1 |[M+H-W-Me]" 612 580 (100) 548 (19)
Pseudaconitin
19 8-Deacetyl-8-O-Methyl- | ML 1 |[M+H-W-Me]" 552 520 (100) 488 (40)
Indaconitin
25 8-Deacetyl-8-Veratroyl- | AcKpe 3| [M+H-A]® 600 |182 | 582(5)" 568 (100) 550 (40)" 536 (10)"
Yunaconitin -
26 8-Benzoyl-14-Veratroyl- | AcKpe 3| [M+H-A]" 630 |122| 612 (13)" 598 (100) 580 (85) 566 (14)" 548 (16)"
pseudaconin }
28 Lipopseudaconitin 1 Pillka [M+H-A;]" 630 |298|612(6)" 598(49) 580 (100) 566 (3)" 548 (23)"

29 Linoleoylpseudaconitin Pillg [M+H-A;]* 630 |280 | 612(2)"° 598(79) 580 (100) 566 (30) 548 (25)
30 Palmitoylpseudaconitin | Pillgy | [M+H-AJ" 630 |256|611,9  598(98) 580 (100) 566 (22) 548 (14) 516 (7)

16
31 Lipopseudaconitin 2 Pillga [M+H-A;]" 630 |282 (612)(7)# 598 (15)" 580 (100) 566 (50) 548 (11)" 516 (4)"
32 Palmitoylindaconitin Pilliy [M+H-A]"* 570 |256 552 538 (61)  520(100) 506 (15)" 488 (39)
(1.5)
Neolin-Typ:
3 Chasmanin AcKyione | [M+H-Me]" 420 402 (11) 388 (100) 370 (40) 356 (35) 338(16) 324(6) 306 (6)
12 Falconerin Pillpe o4 |[M+H-Me-W]" 582 550 (100) 532 (3)"  518(10) 500 (1)
14 Falconeridin Pillpe 04 | [M+H-Me]" 584 566 (18)" 552 (100) 534 (45) 520 (18)" 502 (2)"

P,: Vorldufer-Ion (Parent Ion) = Basision aus MS”; W: 18 u (H,0); Me: 32 u (MeOH); Ay: in MS” von C(8) abgespaltene Séure: hier
aromatische Sduren (182 u: Veratrumséure, 122 u: Benzoesiure) sowie diverse Fettsduren (280 u: Linolenséure; 256 u: Palmitinsdure; 298 resp.
282 u: nicht zugeordnete Fettsduren); ML 1 Messlosung I aus Standard I nach zwei Monaten Lagerung bei 2-8 °C erneut getrennt; # Ionen-
Hiufigkeit bei Aufnahme < 10°; * die relative Intensitit der Fragmente war vergleichbar mit den MS?- und MS’-Spektren, welche mit Ionen-
Hiufigkeit >10° von derselben Verbindung als Verunreinigung in Standard I erhalten wurden.
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Tabelle 46: MS*-Spektren von tentativ identifizierten Substanzen (Teil 2): Fragmente nach Abspaltung der aromatischen Séure von Mono- und

Diesteralkaloiden mit relativer Intensitdt in Klammern und Zuordnung:

Nr. Alkaloid P, X Y A A, P,-Y P,-X P,-X P,-X P,-X P>-X P,-X P,-X
) | () -A; -A; -W-A;  -Me-A;, -MeW -2Me -2Me  -3Me
-A, -A; -W-A;, -W-A,

Pseudaconitin-Typ:

13 8-Deacetyl-8-O-Methyl- [M+H-W-Me]] Me | / 182 398 (7) 384 (4)" 366 (6)
Pseudaconitin

19 8-Deacetyl-8-O-Methyl- [M+H-W-Me]| Me | / 122 | 430 (4)" 398 (15) 366 (8)
Indaconitin

25 8-Deacetyl-8-Veratroyl- | [M+H-A;]" | Me | / | 182|152 384 (4 366 (3)" 334 (9)"
Yunaconitin

26 8-Benzoyl-14-Veratroyl- | [M+H-A]" | Me | / | 122|182 398 (1) 366 (2)" 334 (2 302 (1)
pseudaconin®

28 Lipopseudaconitin_1 [M+H-A]" | Me | W | 298 | 182 | 430 (4)" 398 (2)"

29 Linoleoylpseudaconitin | [M+H-A;]" | Me | / | 280 | 182 384 (2)" 366 (2) 334 (10)"

30 Palmitoylpseudaconitin [M+H-A]" | Me | / | 256 | 182 398 (3)" 366 (6) 334 (8)

31 Lipopseudaconitin_2 [M+H-A]" | Me | W | 282 | 182 | 430 (3)"

32 Palmitoylindaconitin [M+H-A.]" | Me | / | 256 | 122 398 (5)" 366 (5)" 334 (5)" 302 (12)"
Neolin-Typ:

12 Falconerin M+H-Me-W]| Me | / 182 400 (5)° 368 (5)" 336 (5) 318 (3)"

14 Falconeridin [M+H-Me]* | Me | / 182 402 (5)" 370 (16)" 352 (15)" 338 (4)" 320 (5)

A;: in MS® von C(8) abgespaltene Siure: aromatische Siuren (182 u: Veratrumsiure, 122 u: Benzoesiure) sowie diverse Fettsiuren

(280 u: Linolensdure; 256 u: Palmitinsiure; 298 resp. 282 u: nicht zugeordnete Fettsiuren); A,: in MS® von C(14) abgespaltene Siure:
aromatische Séuren (182 u: Veratrumséure, 152 u: Anisséure, 122 u: Benzoesdure); Me: 32 u (MeOH); W: 18 u (H,0O); P,: Vorldufer-lon (Parent
Ton) = Basision aus MS?%; P,-X resp. P,-Y: Fragment vor Abspaltung von Ay; "
Fragmente der Verblndung aus AcKDel 3 bis auf m/z 334 (3)", weshalb jene derselben Verbindung angegeben werden, welche als Verunrelnlgung

in Standard [ detektlert wurde;

nicht aber in MS*-Spektrum; / keine Abspaltung.
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C.5.2.7.1 Hydrolyse- und Methanolyseprodukte

In der gelagerten Messlosungl aus Standardl wurden Ludaconitin (10) und
8-Deacetylyunaconitin (11) als Hydrolyseprodukte der Referenzsubstanzen Indaconitin (24)
und Yunaconitin (23) identifiziert. Auch in Knollen- und Pillenproben wurden 10 und 11
detektiert, deren natiirliches Vorkommen fiir gewissen asiatischen Aconitum-Arten bekannt ist
(Pelletier et al., 1984; Pelletier & Joshi, 1991). Als zusitzlich entstandene
Methanolyseprodukte wurden 8-Deacetyl-8-O-Methyl-Pseudaconitin (13) und 8-Deacetyl-
8-O-Methyl-Indaconitin (19) tentativ identifiziert. Die fehlende Wasserabspaltung in den
MS?-Spektren von 13 und 19 ist ein auffilliger Unterschied gegeniiber Substanzen, welche an
C(8) mit einer OH-Gruppe substituiert sind. Da Diterpenalkaloide in wissrigen und
alkoholischen Losungen nicht stabil sind (siche A.3.1.3), war zu erwarten, dass
Abbauprodukte aus den Referenzsubstanzen in Messlosung 1 durch Hydrolyse und

Methanolyse entstehen.

Tabelle 47: Ubersicht charakteristischer Fragmente und Abspaltungen in den MS"-Spektren
der Methanolyseprodukte 13 und 19

Ms" Vorllgﬁfer- Fragmente / Abspaltungen Schlussfolgerung Verweis
MS®>  [M+H]'
e [M+H-H,0]": C(3)-OH vorhanden C.5.2.32
~25 % relative Intensitit
e Basision: C(8)-O-Acetyl nicht C.5.23.1
[M+H-H,0-MeOH]" vorhanden
e Die Fragmentierung im MS” bis Tabelle 36

hierher wie bei den
Monoesteralkaloiden 4, 10 und
11 vom Pseudaconitin-Typ

e [M+H-3 MeOH]": Dieser Unterschied scheint
30-40 % relative Intensitét statt auf die zusitzliche
<5 % wie bei den Methoxygruppe an C(8)

Monoesteralkaloiden 10 und 11 zuriickzugehen.

MS® [M+H-H,O-MeOH]"
e keine weitere Wasserabspaltung Die C(3)-OH-Gruppe C.5.232
im Unterschied zu den wurde schon im MS*—
erwihnten Monoesteralkaloiden Spektrum abgespalten,
keine weitere abspaltbar
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C.5.2.7.2 Lipoalkaloide

Verschiedene Lipoalkaloide wurden in den Proben AcKpe 3 und insbesondere Pillga
detektiert, wie auch aus dem ESI(+)-Basisionenchromatogramm in Abbildung 26 sichtlich ist.
Diese Substanzen eluierten mit Trennsystem 1 mit 100 % MeOH. Die Kollisionsenergie fiir
die MS"-Fragmentierung der Lipoalkaloide wurde fiir diesen Retentionszeitbereich von 35 %

auf 45 % erhoht, da sonst keine ausreichende Fragmentierung eintrat.
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Abbildung 26: ESI(+)-Basisionenchromatogramm des Extrakts Pillg,; getrennt mit
Trennsystem 1. Die Masse des Basisions ist jeweils am Signal angeschrieben.

Tabelle 48 gibt eine Ubersicht der in der Pillenprobe Pillg, detektierten Lipoalkaloide mit
Retentionszeit und charakteristischen Fragmenten. Die MS*- und MS’-Spektren entsprachen
nach Abspaltung des Lipidrestes (z.B. Am 280 u, Linolsidure) im MS*-Spektrum denjenigen
der analogen 8-O-acetylierten Diesteralkaloiden nach Verlust von Am 60 u (Essigsédure).

Somit konnte die Anwesenheit von Lipoalkaloiden angenommen werden.
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Tabelle 48: Tentativ identifizierte Lipoalkaloiden aus der Pillenprobe Pillk,, bei Trennung
mit Trennsystem 1 mit Angabe der charakteristischen Massen und Abspaltungen
in den MS"-Spektren.

Nr. Lipoalkaloid [M+H]| MS>-  Abgespaltene Saure | MS>-Spektrum
Basision in MS? gleich wie bei:
(m/z) | (m/z) Abspaltung Zuordnung
von
28 Lipopseudaconitin_1 928 630 Am 298 u ? Pseudaconitin (16)
29 Linoleoylpseudaconitin =~ 910 630 Am280u  Linolsdure 16
30 Palmitoylpseudaconitin 886 630 Am 256 u Palmitinsdure 16
31 Lipopseudaconitin_2 912 | 630 Am282u  Olsdure ?/ 16
Elaidinsdure?
32 Palmitoylindaconitin 826 570 Am 256 u Palmitinsdure| Indaconitin (24)

? nicht zugeordnet.

Von einigen Pseudaconitin-Derivaten, vermutlich ebenfalls Lipoalkaloiden, konnten die in
den MS*-Spektren zum Basision der Masse 630 abgespaltenen Sduren noch keiner Fettsiure
zugeordnet werden, jedoch z.T. solche vorgeschlagen werden. Beispiele hierzu sind die in
Tabelle 48 als Lipopseudaconitin_1 (28) respektive Lipopseudaconitin 2 (31) bezeichneten

Substanzen mit Abspaltungen von Am 298 u respektive Am 282 u (siche Tabelle 48).

C.5.2.7.3 8,14-Diaroylalkaloide

Diesteralkaloide, welche mit zwei aromatischen Sduren verestert sind, werden hier 8,14-
Diaroylalkaloide genannt. Das von Sing et al. (1966) beschriebene Benzoyl-Veratroyl-
Diester-Norditerpenalkaloid ,,Bishaconitin® kann hierzu gezéhlt werden (vergl. A.4). Mit

spektroskopischen Methoden wurden bisher keine Vertreter identifiziert.

Im Extrakt aus der Knollenprobe AcKpe 3 (A. falconeri unbehandelt) wurden zwei 8,14-
Diaroylalkaloide in Spuren detektiert (siche Tabelle 43): 8-Deacetyl-8-Veratroyl-Yunaconitin
(25) und 8-Benzyl-14-Veratroylpseudaconin (26). Im Folgenden werden die MS"-Spektren

von 26 beschrieben.
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CH

OCH

[M+H]" 752, RT 14,8 min (Trennsystem 1)
Abbildung 27: 8-Benzoyl-14-Veratroylpseudaconin (26)

Die Hauptabspaltung im MS?-Spektrum ist hier nicht wie bei Diesteralkaloiden iiblich
Essigsdure, sondern die aromatische Benzoesiure. Das MS’-Spektrum ist identisch mit
demjenigen von 16, jeweils ausgehend vom Vorldufer-Ion m/z 630. Im MS>-Spektrum ist
auch die Abspaltung der zweiten aromatischen Sdure (Veratrumsdure) sichtbar. Da bei allen
untersuchten Diesteralkaloiden im MS*-Spektrum die Siure aus dem C(8)-Ester und im MS’-
Spektrum jene aus dem C(14)-Ester abgespalten wird, kann hier die Substanz mit [M+H]"

m/z 752 als 8-Benzoyl-14-Veratroylpseudaconin (26) interpretiert werden.

Tabelle 49: MS"-Spektren von 8-Benzoyl-14-Veratroylpseudaconin (26): Ubersicht
charakteristischer Fragmente und Abspaltungen.

MS" Vorlaufer-

lon Fragmente / Abspaltungen Schlussfolgerungen Verweis
MS? [M+H]" (m/z 752)
e Basision: kein C(8)-O-Acetyl C.523.1
[M+H-122]" (m/z 630)
e Abspaltung: als Benzoesdure C5.23.1
Am 122 u interpretiert:

C(8)-O-Benzoyl

MS® [M+H -182]" (m/z 630)
e Gleiches Spektrum wie MS*-

Spektrum von 16 mit Vorlaufer-
TIon [M+H-CH;COOH]"

(ebenfalls m/z 630)
e Abspaltung: als Veratrumséure C5233
Am 182 u interpretiert:

C(14)-O-Veratroyl
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C.5.2.7.4 Falconerin (12)

[I\/H‘H]+ m/z 632: R1 R,
Falconerin (12) OH H
Veratroylbikhaconin (9) H OH
Abbildung 28: Strukturen der Isomeren Veratroylbikhaconin (9)
und Falconerin (12)

Falconerin (12) wurde als Hauptsignal in der Pillenprobe Pillpe 94 mit RT 22,7 min
(Trennsystem 2) detektiert und anhand der MS"-Fragmentierung tentativ identifiziert. Die
gesamte Fragmentierung von 12 verlduft in den MS* und MS*-Spektren analog zu
Veratroylpseudaconin (7). Dabei sind die Massen jeweils um 16 u niedriger, was auf eine
grosse Strukturdhnlichkeit der beiden Alkaloide hinweist. Der Unterschied von 16 u erklart
sich durch Fehlen von O in Form einer OH-Gruppe, welche in 12 gegentiber 7 an C(13) fehlt

analog zu 8-Acetylfalconerin (18) (siche C.5.2.6). Das Hauptsignal im Extrakt der Pillenprobe

Tabelle 50: Ubersicht charakteristischer Fragmente und Abspaltungen in den MS"-Spektren
von Falconerin (12):

" Vorlaufer-

M lon Fragmente / Abspaltungen Schlussfolgerungen Verweis
MS* [M+H]" (m/z 632)
e Basision: kein C(8)-O-Acetyl C.523.1
[M+H-H,0-MeOH]" kein C(1)-OH C.5.232
(m/z 582) C(3)-OH vorhanden Dito
MS® [M+H-H,0-MeOH]" (m/z 582)
e Abspaltung: Abspaltung von C5233
Am 182 u Veratrumséiure:

C(14)-O-Veratroyl
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Pillpel 94 wurde daher als Falconerin (12) interpretiert. Es ist ein Stellungsisomer von
Veratroylbikhaconin (9) und das analoge Monoesteralkaloid zum Diesteralkaloid

8-Acetylfalconerin (18), welches ebenfalls in dieser Probe detektiert wurde (siehe C.5.5.3).

C.5.2.7.5 Falconeridin (14)

[M+H]" m/z 616
Abbildung 29: Struktur von Falconeridin (14)

Falconeridin (14) wurde unter anderem in der Pillenprobe Pillpe o4 mit RT 24,5 min

(Trennsystem 2) detektiert und anhand der MS"-Fragmentierung tentativ identifiziert.

Tabelle 51: Ubersicht charakteristischer Fragmente und Abspaltungen in den MS"-Spektren
von Falconeridin (14):

MS" Vorlaufer-

lon Fragmente / Abspaltungen Schlussfolgerungen Verweis
MS? [M+H]" (m/z 616)
e Basision: kein C(8)-O-Acetyl C.523.1
[M+H-MeOH]" kein C(3)-OH C.5.232
kein C(1)-OH C.5232

MS’ [M+H-MeOH]" (m/z 584)

e Fragmente mit
Wasserabspaltung:
[M+H-MeOH-H,0]"
[M+H-MeOH-H,0-MeOH]"

—> die relativen Intensitéten C(8)-OH wird Tabelle 37
sind entsprechend wie bei 9 abgespalten

e Abspaltung: Abspaltung von C5233
Am 182 u Veratrumsaure:

C(14)-O-Veratroyl
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Die in Tabelle 51 aufgefiihrten Massen und Abspaltungen von Falconeridin (14) deuten auf
ein Monoesteralkaloid vom Bikhaconitin-Typ. Die Wasserabspaltung tritt erst im MS’-
Spektrum mit den oben genannten Fragmenten auf, wie dies auch bei Veratroylbikhaconin (9)
der Fall ist. Die Massenspektren von 14 entsprechen im Ubrigen genau denjenigen von
Veratroylbikhaconin (9) (siehe Tabelle 36 und Tabelle 37), nur dass die Massen bei 14 jeweils
um 16 u tiefer liegen. Analog zur Interpretation bei Falconerin (12) (siche C.5.2.7.4) wird die
Massendifferenz mit O in Form der C(13)-OH-Gruppe erklirt, welches bei 14 gegeniiber 9
fehlt. Falconeridin (14) ist das analoge Monoesteralkaloid zum Diesteralkaloid Falconericin

(17).

C.5.2.7.6 Chasmanin (3)

Chasmanin (3) 1-epi-1-O-Methyl-Neolin (109)

Abbildung 30: Strukturen der Isomere Chasmanin (3) und 1-epi-Methyl-Neolin (109)

[M+H]" m/z 452 wurde mit RT 11,3 min (Trennsystem 2) als Hauptsignal der Knollenprobe
AcKyiolac (A. violaceum) detektiert (HPLC-Chromatogramm siehe C.5.5.3.2). Das MS%-
Basision (m/z 420) von Chasmanin (3) wird durch CH3;OH-Abspaltung von [M+H]" gebildet,
bei Neolin (8) dagegen durch Abspaltung der C(1)-Hydroxyl-Gruppe zu [M+H-H,O]"
(m/z 420) (sieche Tabelle 39). Trotz unterschiedlicher Molekiilmasse treten bei beiden

Substanzen im MS?-Spektrum dieselben Fragmente mit vergleichbaren Intensititen auf.
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Ebenso ist deren MS’-Fragmentierung vergleichbar (Tabelle 52). Dies fiihrt zur Interpretation,
dass es sich beim Hauptalkaloid in A.violaceum um Chasmanin (3) handelt, welches als

Analoges von Neolin (8) an C(1) statt der Hydroxyl- eine Methoxygruppe tragt.

Tabelle 52: Ubersicht charakteristischer Fragmente und Abspaltungen in den MS"-Spektren
von Chasmanin (3):

MS" Vorlaufer-

lon Fragmente / Abspaltungen Schlussfolgerungen Verweis
MS® [M+H]" (m/z 452)
e Basision: kein C(3)-OH C.5232
[M+H-MeOH]" kein C(1)-OH dito
kein C(8)-O-Acetyl C.5.2.3.1
e ab Basision gleiches MS*- Tabelle 36
Spektrum wie bei 8
(Vorlaufer-Ton [M+H]",
m/z 438)
MS® [M+H-MeOH]" (m/z 420)
e MS’-Spektrum entspricht 8 Tabelle 37
(Vorlaufer-Ton [M+H-H,0]",
m/z 420)

Zur Stereochemie an C(1)

Von den bekannten Isomeren mit protonierter Molekiilmasse m/z 452 ist einzig Chasmanin
(3) an C(1) a-substituiert und so diastereoisomer zur synthetisch hergestellten Verbindung
1-epi-1-O-Methyl-Neolin (109) (siche Abbildung 30). Natiirlich kommen dagegen von den
ca. 220 bekannten Norditerpenalkaloiden nur drei Verbindungen vor, welche
C(1)-B-substituiert sind (Pelletier & Etse, 1989). Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die
Grundstruktur von Chasmanin (3) mit multipler MS und Vergleich mit den Spektren von
Neolin (8) aufgekldrt werden konnte. Die sterischen Verhiltnisse an C(1) konnten jedoch mit
MS" nicht gekliart werden. In Anbetracht, dass 1-epi-Verbindungen in der Natur sehr rar sind
und im Fall von Chasmanin (3) das 1-epi-Analoge nur aus der Synthese bekannt ist (Pelletier
& Etse, 1989), wird postuliert, dass es sich bei A.violaceum bei [M+H]" mit der

Molekiilmasse m/z 452 um Chasmanin (3) handelt.
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C.5.3 Diskussion der Quantifizierung

Zur Quantifizierung mit HPLC-MS empfehlen Kolliker & Oehme (1997), einen
Konzentrationsbereich von zwei Zehnerpotenzen zu kalibrieren. Cunniff et al. (1996) geben
fiir das in dieser Arbeit verwendete HPLC-MS Gerit sogar einen linearen dynamischen
Bereich an, der drei Zehnerpotenzen iibersteigt. Um einen moglichst breiten
Konzentrationsbereich der Alkaloide in den untersuchten Proben erfassen zu kénnen, wurde
die Kalibrierrethe mit Injektionsmengen von ca. 0,04 bis 100 ng, also iiber knapp vier
Zehnerpotenzen aufgenommen. Um Detektions-Schwankungen wéhrend der Messzeit
korrigieren zu konnen, wurde bei quantitativen Bestimmung Reserpin als interner Standard
verwendet. Als lonisierungsmethode wurde APCI im Positivionenmodus gewihlt, welche
auch von Wada et al. (1993, 1994 und 1997) fiir die Quantifizierung verwendet wurde (siehe
Tabelle 13). Eine mit ESI erstellte Kalibrierkurve war dagegen schon innerhalb von zwei

Zehnerpotenzen nicht linear und flachte mit zunehmender Menge ab.

Uber den Kalibrierbereich waren praktisch alle Referenzsubstanzen innerhalb des
Abweichungsbereichs von + 20 % linear (siche C.4.5.2.7). Ausnahmen waren Pseudaconin
(1), Bikhaconin (2) sowie Falaconitin (27), bei welchen einzelne Kalibrierpunkte ausserhalb
dieses Abweichungsbereichs lagen. Bei den Diesteralkaloiden waren die meisten
Kalibrierpunkte innerhalb des Bereichs von 10 % linear. Als mogliche Griinde fiir
Linearitidtsabweichungen insbesondere bei den relativ polaren Alkaminen kdnnte Adsorption
am Sdulenmaterial und an den Glas-Innenfldchen von Probengldsern und Hamilton-Spritzen
bei der Herstellung der Verdiinnungs- und Kalibrierreihe eine Rolle spielen. Die Prizision
wurde tiber die dreiwdchige Messperiode viermal mit der Kalibrierlosung der zweithochsten
Konzentration (ca. 20 ng/5 pl) iiberpriift und war mit einer relativen Standardabweisung <5%

sehr gut (siche C.4.5.2.8).
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Bei den berechneten Ansprechfaktoren (siehe Tabelle 35) fiel auf, dass mit steigendem
Veresterungsgrad die Steigung, d.h. das Verhéltnis Signalfliche zu injizierter Menge
zunimmt: So hatten die Monoesteralkaloide etwa zweifach respektive die Diesteralkaloide
etwa dreifach grossere Ansprechfaktoren als die Alkamine. Dies konnte damit
zusammenhdngen, dass Alkamine die Ladung weniger gut stabilisieren konnen, da hierum
mehr freie Hydroxylgruppen mit dem Stickstoff konkurrieren, als bei den veresterten

Alkaloiden.

Fiir die eingesetzten vier Monoester- und besonders bei den neun Diesteralkaloiden wurden
jeweils dhnliche Ansprechfaktoren der einzelnen Vertreter festgestellt und hiermit der mittlere
Ansprechfaktor eines Estertyps berechnet (siche Tabelle 35). Die mittleren Ansprechfaktoren
konnten zur quantitativen Abschitzung der Menge einer Substanz des entsprechenden
Estertyps verwendet werden, wenn keine Referenzsubstanz zur Verfiigung steht. Dieses
Vorgehen wurde gewihlt, um die tentativ identifizierten Monoesteralkaloide Falconerin (12)
und Falconeridin (14) sowie das Alkamin Chasmanin (3) als wichtige Zielsubstanzen die
quantitative Untersuchung einbeziehen zu konnen. Bei Chasmanin (3) wurde zudem die
grosse relative Standardabweichung von 39 % in Kauf genommen, mit welchem der mittlere

Ansprechfaktor der untersuchten Alkamine behaftet war.

Einschluss / Ausschluss von Zielsubstanzen und Resultaten

Von den in Standard IV enthaltenen 18 Referenzsubstanzen wurden die folgenden vier
Alkaloide von der quantitativen Bestimmung ausgeschlossen (sieche Tabelle 35), aber fiir den
qualitativen Nachweis beibehalten. Einzelne Ansprechfaktoren der Alkaminen Pseudaconin
(1) und Bikhaconin (2) sowie des Pyrodelphinin-Typ-Alkaloids Falaconitin (27) der
Kalibrierreihe lagen ausserhalb des Abweichungsbereichs von + 20 % (siehe Abbildung 17).

Die  Ansprechfaktoren von Isotalatizidin (6) lagen zwar innerhalb dieses

149



Neue Wirkstoffe aus der Flora des Himalaya? Identifizierung von Diterpenalkaloiden aus Aconitum-Arten

Abweichungsbereichs, aber das Signal im Massenchromatogramm wies eine asymmetrische
Signalform auf und wurde deshalb ebenfalls ausgeschlossen. Eventuell handelte es sich um
ein Tailing, was aber bei den anderen Alkaloiden nie beobachtet wurde. Bei
Veratroylpseudaconin (7) wich der Kalibrierpunkt fiir die zweitschwéchste Konzentration um
24 % vom Mittelwert m ab. 7 wurde dennoch fiir die quantitative Bestimmung einbezogen, da

dieses Alkaloid in relativ hohen Alkaloidmengen in den Extrakten vorkam.

Die Quantifizierung wurde also mit vierzehn der achtzehn eingesetzten Referenzsubstanzen
sowie zusitzlich mit den oben erwihnten tentativ identifizierten Zielsubstanzen Chasmanin
(3), Falconerin (12) und Falconeridin (14) durchgefiihrt. Der breite Kalibrierbereich deckte
die meisten der gemessenen Konzentrationen ab. Ausnahmen waren Pseudaconitin (16) in den
Knollenproben AcKDel 1, AcKpe 3 und AcKpe p, welche den obersten Kalibrierpunkt bis
dreifach iiberschritten. Diese Werte wurden extrapoliert. Bei der Probe AcKpe , lag die
Menge an Veratroylpseudaconin (7) nur knapp liber dem obersten Kalibrierwert und wurde
ebenfalls extrapoliert. Analog wurde bei den Pillenproben verfahren, bei welchen einige
Werte unterhalb des Kalibrierbereichs lagen. In einigen Proben wurde die protonierte
Molekiilmasse 646 u detektiert (siche D.1.2), es waren aber keine MS"-Spektren dieses

Signals vorhanden, um es als Aconitin (20) zu identifizieren.

Verwendung der Messresultate

Die verwendete Extraktionsmethode der Alkaloide aus Aconitum-Knollen war fiir den Zweck
der Quantifizierung nicht validiert worden. Mit DC-Kontrollen wurden jedoch die Fraktionen
der Rohextrakte auf die Extraktionseffektivitit tiberpriift (siche B.4.5.1). Die folgenden
Resultate beziehen sich auf die Alkaloidextrakte und stehen streng genommen nicht fiir das
Ausgangsmaterial, z.B. pg eines Alkaloids / Pille. Fiir eine korrekte Angabe der einzelnen

Alkaloidmengen im Ausgangsmaterial miissten von jeder Probe mehrere Muster aufgearbeitet
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werden. Hierbei wiirde am besten ein internen Standard vor der Extraktion zugesetzt, um die
Wiederfindungsrate zu bestimmen. Weiter war eine mehrfache Aufnahme der Kalibrierreihe
im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich, da dies einen Tag beanspruchte und die HPLC-MS-

Apparatur stark ausgelastet war.

Aus diesen Griinden wurde auf eine Angabe der absoluten Gehalte im Ausgangsmaterial
verzichtet. Die gewonnenen Resultate wurden fiir Vergleiche der Alkaloidextrakte
herangezogen. Hierfir wurde der Gehalt eines Alkaloids in Prozent vom jeweiligen

Hauptalkaloid ausgedriickt.

C.5.4 HPLC-MS als Nachweismethode

Die hier untersuchten Alkaloide konnten als Referenzsubstanzen in Standards und in den
untersuchten Extrakten auf den verwendeten Umkehrphasen-HPLC-Sdulen gut getrennt
werden. Beim eingesetzten Sdulenmaterial Nucleosil HD (High Density) handelt es sich um
Kieselgel, dessen Oberfliche in hoher Dichte durch Derivatisierung der freien Silanol-
Gruppen zu Cs-Alkylsiloxanen und ,,Endcapping® modifiziert wurde (Kohlenstoffgehalt von
20 %). Die basischen Diterpenalkaloide konnten aber nur durch Pufferung (siche C.4.5.1.1)

tailingfrei getrennt werden.

Bei Aufnahme der HPLC-MS-Chromatogramme von Alkaloidextrakten wurde der
Weichmacher Dioctyl-Phthalat, mit dem charakteristischen Fragment der Masse 391 u
(protoniert) gegen Ende des Trennung (RT in Trennsystem 1 respektive 2 bei ca. 25
respektive 60 min) gegeniiber den Alkaloiden - z.T. mit hoher Intensitit detektiert. Die
Proben mussten wihrend der Extraktion und Aufarbeitung mit dem Weichmacher (z.B. in

PVC-Schlduchen) kontaminiert worden sein.
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C.5.5 Resultate des HPLC-MS-Trennungen

C.5.5.1 Vergleich von HPLC-Trennung 1 und 2

Die mit HPLC-Trennung 1 identifizierten Alkaloide der untersuchten Proben sind in
Tabelle 53 zusammengefasst. Die zusdtzlichen tentativ identifizierten Alkaloide wurden
bereits unter C.5.2.7  beschriecben.  Abbildung 31  vergleicht die  ESI(+)-
Massenchromatogramme der Probe AcKpe 3 aus den HPLC-Trennungen 1 und 2. Die
Chromatogramme sind trotz doppelter Chromatographiedauer mit Trennsystem 2
vergleichbar, es fehlen hier aber die Lipoalkaloide, welche nur in HPLC-Trennung 1 mit

100% MeOH eluierten.

Tabelle 53: Identifizierte Alkaloide der in HPLC-Trennung I untersuchten Alkaloidextrakte
mit Massen der [M+H]" Molekiilionen und Retentionszeiten (RT) in Trennung 1
im Vergleich zu Referenzsubstanzen.

Alkaloide [M+H]" RT Gefunden in Alkaloidextrakten
m/z (mln) AcKpg 3 Pi”De| 94 Pi”Dhr Pi”Kat

Pseudaconin (1) 484 3,2 + + + +

Bikhaconin (2) 468 3,7 + + + +

Senbusin A (4) 424 4,5

Karakolin (5) 378 5,7

Isotalatizidin (6) 408 6,1 + + +

Veratroylpseudaconin (7) 648 8,1 + + + +

Neolin (8) 438 8,2 + + +

Veratroylbikhaconin (9) 632 8,9

Bikhaconitin (15) 674 11,2 + + + +

Pseudaconitin (16) 690 11,5 + + + +

Falconericin (17) 658 12,5 + +%

Aconitin (20) 646 13,0

Chasmaconitin (21) 614 12,9 +

Yunaconitin (23) 660 13,8 + +

Indaconitin (24) 630 13,7 + +

" Retentionszeit der Referenzsubstanzen; + identifiziert; a) Co-elution mit 18 (siche
Tabelle 43)
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C.5.5.2 Zusammenhang der chromatographischen und pharmakologischen
Eigenschaften

Retentionszeit der untersuchten Alkaloide in der Umkehrphasen-HPLC

Betrachtet man die Reihenfolge der mit Umkehrphasen-HPLC getrennten Alkaloide, so
eluierten erwartungsgemadss apolarere Alkaloide generell spdter (Retentionszeiten in
Trennsystem 2 sieche D.1.1). Nach den relativ polaren Alkaminen folgten die
Monoesteralkaloide, die Diesteralkaloide sowie ein Pyroalkaloid und schliesslich die relativ
apolaren Lipoalkaloide (siehe Tabelle 54). Die Vertreter der fiinf Estertypen eluierten also in
fiinf aufeinander folgenden Retentionszeitbereichen, wenngleich sich diese teilweise
iiberlappten. Diese Beobachtung ist insofern bedeutsam, als der Estertyp der einzelnen
Norditerpenalkaloide einerseits das chromatographische Verhalten und andererseits gerade
auch die pharmakologischen und toxikologischen Eigenschaften stark beeinflusst (siche
Tabelle 5). Hypothetisch konnten so unbekannte Norditerpenalkaloide, welche mit HPLC-
MS" zumindest einem Estertyp zugeordnet werden konnen, pharmakologisch klassifiziert

werden.

Tabelle 54: Retentionszeitbereiche der untersuchten Alkaloide in HPLC-Trennung 1 und 2:

Elution nach Estertyp.
Retentionszeitbereiche Alkaloide
Bereich Trennsystem 1 Trennsystem 2 nach Estertyp Vertreter in Elutionsfolge
(min) (min) aufgefiihrt
1 3,2-8,3 8,5-21 Alkamine 1,2,6,8
2 8,1-9,8 18,5-24,5  Monoesteralkaloide 7, 9, 10, 11, 21, 22
3 11,2-13,8 24,9-30 Diesteralkaloide 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 23, 24
4 z.B. 17,9 z.B.37,5 Pyroalkaloide 27
5 23,2-30,5 — Lipoalkaloide z.B. Palmitoylpseudaconitin

(30) (siche C.5.2.7.2)

" nicht erfasst wegen zu schwacher Elutionsstirke am Ende der Chromatographie: 95 %
MeOH, statt 100 % MeOH wie in Trennsystem 2 (siche C.4.5.1).
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Die Retentionszeitbereiche der Estertypen iiberlappten teilweise bei Umkehrphasen-HPLC.
So eluierte zum Beispiel das Monoesteralkaloid Veratroylpseudaconin (7) bereits vor dem

letzten identifizierten Alkamin Neolin (8).

Mit (Normalphasen-)Diinnschichtchromatographie konnte dagegen keine vergleichbare

Trennung der Alkaloide nach Estertyp beobachtet werden (sieche Tabelle 28, Tabelle 29).

C.5.5.3 Alkaloidmuster der untersuchten Proben

Die identifizierten sowie tentativ identifizierten Alkaloide der untersuchten Proben werden in
Tabelle 55 zusammengefasst. Bei den quantifizierten Alkaloiden wird zusétzlich der relative
Gehalt in Prozent vom Hauptalkaloid angegeben. Hiermit wird die Bedeutung der einzelnen
Alkaloide im Alkaloidmuster (pattern”) ersichtlich. Im Folgenden basieren sédmtliche

Interpretationen auf dieser Ubersicht.

C.5.,5.3.1 Alkaloide aus A. falconeri und A. spicatum

Es wurden die meisten Norditerpenalkaloide gefunden, welche fiir A. falconeri und
A. spicatum bekannt sind. Dariiber hinaus wurden mehrere Alkaloide anhand von
Referenzsubstanzen detektiert, welche in diesen Arten bisher noch nicht beschrieben wurden

(siehe Tabelle 55).
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Tabelle 55: Identifizierte und tentativ identifizierte Alkaloide in Extrakten von Aconitum-Knollen und Juwelenpillen in HPLC-Trennung 2 mit
gerundetem relativem Gehalt in Prozent vom Hauptalkaloid.

A. spicatum A. falconeri  |A. violaceum Juwelenpillen
| mI Q'I i‘é S S > 8 - = k] o ©

o ) T T . =] . | | 2 2 < & 2 S &
Alkaloide * ¥ S|¥x ¥ S|y 5|2 38 3 8|2 = £ £ =
Pseudaconin (1) + * + + * + * + + + + + + + + +
Bikhaconin (2) + * + + * + * + + + + + + + + +
Chasmanin (3)" 100 *
Isotalatizidin (6) + * + + * + * + + + + + + +
Neolin (8) 02 * 4 7 * 26 * 7 11 21 9 13 7 5 8
Veratroylpseudaconin (7) 17 * 140 35 A 12 35 55 100 20 100 45 46 0.6
Veratroylbikhaconin (9) 1 * 1 1 * 05 08 3 2 05 3 2 2 0.6
Ludaconitin (10) 4 * 5 4 * 1 * 7 7 7 15 7 10 10 14 3
8-Deacetylyunaconitin (11) 3 * 9 6 * 6 11 13 24 6 2 18 24 7
Falconerin (12)" 0.1 05 B 100 100 100 46 | 95 1 1 2 2
Falconeridin (14)" 0.1 C 02 * 12 12 8 2 11 0.6 04 1
Bikhaconitin (15) 21 E |10 8 nd. G 1 8 3 3 2 3 9 5 2
Pseudaconitin (16) 100 F 100 100 A 13 69 18 94 29 23 100 100 1
Falconericin (17) 02 * 1 1 C 23 17 5 7 39 0.7 2 1 1
8-Acetylfalconerin (18) 0.1 * 0.7 1 B 69 54 10 33 |100 0.8 15 1
Chasmaconitin (21) 1 * 0.5 04 * 6 * 06 1 04 02| 1 1 8 7 6
Crassicaulin A (22) 0.7 * 05 03 * 05 1 05 02| 04 07 3 1 17
Yunaconitin (23) 11 * 117 14 * 4 18 4 20 9 1 37 44 70
Indaconitin (24) 21 * 113 12 A | 29 H 8 14 3 19 14 4 35 49 100
Falaconitin (27) + * + + D + + + + +

+ detektiert, aber nicht in quantitative Bestimmung einbezogen (siche C.5.3); A Pelletier et al. (1977a); B Desai et al. (1986); C Desai &
Pelletier (1989); D Pelletier et al. (1977b); E Dunstan & Andrews (1905); F Tsuda & Marion (1963); G Tiwari & Masood (1977); H Miana
etal. (1971);# geordnet nach Estertyp dann nach Elutionsfolge; n.d. nicht detektiert; * in der Literatur bisher nicht fiir diese Aconitum-Art

beschrieben; ti tentativ identifiziert; grau unterlegt
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C.5.5.3.2 Alkaloide von A. violaceum (AcKyiolac)

Das Alkaloidmuster des Knollenextrakts von Aconitum violaceum unterscheidet sich stark
sowohl von den weiteren untersuchten Arten A. falconeri und A. spicatum, als auch von den
Extrakten der verschiedenen Byu-Dmar-Pillen. Abbildung 32 stellt das HPLC-MS-
Chromatogramm dar, in welchem als Hauptalkaloide Indaconitin (24) neben dem tentativ
identifizierten Alkamin Chasmanin (3) (siehe C.5.2.7.6) ersichtlich sind. Die identifizierten
sowie tentativ identifizierten Alkaloide sind in Tabelle 55 aufgefiihrt. Weiter wurden mehrere
Alkaloide detektiert, welche als Alkamine interpretiert wurden, aber anhand der MS"-Spektren
nicht sicher einem der bekannten Isomeren zugeordnet werden konnten. Im Vergleich zum
Alkaloidmuster der anderen untersuchten Aconitum-Knollen, bei welchem das Diesteralkaloid
Pseudaconitin (16) das dominiert, kann angenommen werden, dass Aconitum violaceum weniger

toxisch ist.
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Abbildung 32: ESI(+)-Basisionenchromatogramm von AcKiolac (Alkaloidextrakts R pH 9 von
A. violaceum) getrennt mit Trennsystem 2.

Die Masse des Basisions ist jeweils am Signal angeschrieben
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C.5.56.3.3 Verhaltnis von Monoester- zu Diesteralkaloidanaloga als Ansatz zur
Abschéatzung des ,,processing*-Effekts auf das Alkaloidmuster von Aconitum-

Knollen

Da von gewissen Behandlungsmethoden ist bekannt, dass der Gehalt an Monoesteralkaloiden
aus den analogen Diesteralkaloiden durch Hydrolyse erhoht wird (siehe A.5.2; A.3.1.3), wurde
das Verhiltnis von Monoester- zu den zugehdrigen Diesteralkaloiden als Indikator zur
Abkldrung eines ,,processing‘“-Effekts gewihlt. Als Vergleichsbasis konnen die unbehandelten
Knollen von Aconitum falconeri und A. spicatum (Probe AcKpe 3 und AcKpe 1) herangezogen
werden, bei welchen der Anteil des Monoesteralkaloids Veratroylpseudaconin (7) bis 50 % des
Haupt-Diesteralkaloids Pseudaconitin (16) ausmachte. In den untersuchten Proben traten die
analogen Mono- und Diesteralkaloide meist beide auf. Paare dieser analogen Alkaloide sind in

Tabelle 56 aufgefiihrt.

Tabelle 56: Paare von Mono- und Diesteralkaloiden

Monoesteralkaloide Diesteralkaloide

Pseudaconitin-Typ:

A) Veratroylpseudaconin (7) Pseudaconitin (16)

B) 8-Deacetylyunaconitin (11) Yunaconitin (23)

C) Ludaconitin (10) Indaconitin (24)
Bikhaconitin-Typ:

D) Veratroylbikhaconin (9) Bikhaconitin (15)

E) Falconerin (12) 8-Acetylfalconerin (18)

F) Falconeridin (14) Falconericin (17)

Extraktionsausbeute und mogliche Verluste bei der Aufarbeitung beeinflussen den Extrakt-
Gehalt als Ganzes und damit die absoluten Gehalte der einzelnen Alkaloide. Es wird hier jedoch
davon ausgegangen, dass die Verhéltnisse unter den einzelnen Komponenten nicht durch diese

experimentellen Fehlerquellen verédndert wurden.
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Wihrend z.B. das Paar Veratroylpseudaconin (7) / Pseudaconitin (16) bei den Knollenproben
von A. falconeri und A. spicatum sowie bei den Pillenproben Pill;,4 und Pill ¢, das wichtigste
Mono-/ Diesteralkaloid-Paar ist, spielt demgegeniiber Falconerin (12) / 8-Acetylfalconerin (18)
bei den Pillen aus Delhi und Dharamsala eine in etwa gleich starke Rolle. In A. falconeri und
A. spicatum betragt 18 jedoch nur ca. 1 % vom Hauptalkaloid (siche Tabelle 55). Daraus ldsst
sich ableiten, dass zur Herstellung der verschiedenen Pillen unterschiedliche Aconitum-Arten
verwendet wurden, die aus dem ganzen Himalaja-Raum stammen. Andererseits ist es hier nicht
moglich, die verwendete Art anhand des Alkaloidmusters und dessen Hauptalkaloide zu
identifizieren, da nur von zwei wichtigen Arten - A.falconeri und A.spicatum, nebst
A. violaceum Basisionenchromatogramme zum Vergleich vorhanden sind. Andererseits wurden
die relativen Gehalte zwischen den Alkaloiden durch die Behandlung zum Teil verdndert. Weiter
sind innerhalb einer Art zudem auch Schwankungen im Alkaloidmuster je nach Standort oder

lokaler Varietit und Jahreszeit denkbar.

C.5.5.3.4 Knollenproben

Die Proben AcKpe 3 und AcKpe , wurden durch mikroskopische Untersuchung der Knollen als
A. falconeri und AcKp. ; als A. spicatum identifiziert. Das Alkaloidmuster wurde bei allen drei

Proben vom Hauptalkaloid Pseudaconitin (16) dominiert.

Vergleich von unbehandelten und behandelten Knollen von A. falconeri

Von A. falconeri wurde ausgehend von demselben Knollenmaterial ein Teil behandelt und ein
Teil nicht behandelt erhalten. Somit konnten die beiden Proben AcKpe , und AcKp, 3 direkt
verglichen werden. Bemerkenswerterweise war kaum ein Unterschied auszumachen. Dies
bestitigte die Resultate, welche schon in den DC-Trennungen diesbeziiglich erhalten wurden

(siche Tabelle 31). Bereits die organoleptische Priifung der behandelten Droge machte deutlich,
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dass die Probe AcKpq , nicht der Pharmacopoeia of Tibetan Medicine (Dash, 1994) entspricht,
da die anisthesierende Wirkung noch vorhanden war (sieche A.5.3.2). Fiir eine effektive

Behandlung miisste die Droge zerkleinert und langer behandelt werden.

Vergleich der beiden Arten A. falconeri und A. spicatum

Die Knollenextrakte AcKpe 3 (A. falconeri) und AcKpe 1 (A. spicatum) zeigten ein dhnliches
Muster beziiglich der vorkommenden Hauptalkaloide, wie auch bei der DC-Untersuchung (sieche
Tabelle 31) festgestellt wurde. In der Knollenprobe AcKp, | wurde dagegen Falconerin (12) und
Falconeridin (14) nicht nachgewiesen. Bezogen auf das Verhiltnis von Veratroylpseudaconin (7)
zum Hauptalkaloid Pseudaconitin (16) fillt auf, dass dies bei der Probe AcKp. | etwa halb so

gross war wie bei AcKp, 3, wihrend bei Bikhaconitin (15) das Verhéltnis doppelt so gross war.

C.5.,5.3.5 Tibetische Juwelenpillen (Byu-Dmar)

Das Alkaloidmuster in Extrakten von tibetischen Juwelenpillen kann einerseits durch das
eventuelle Behandeln der enthaltenen Knollen geprdgt sein. Andererseits ist ein Einfluss
denkbar, welchen das Verfahren der Pillenherstellung auf das Alkaloidmuster hat. Fiir diese
Fragestellung lagen aber keine entsprechenden Muster von Pillen und der hierfiir eingesetzten
Charge an Knollendroge vor. Die Prozesse, welche bei der Pillenherstellung eingesetzt werden,
wie Pulverisieren der Komponenten, Mischen, Befeuchten, Formen der Pillen und Trocknen,
werden als insgesamt relativ. mild und ohne wesentlichen FEinfluss auf die
Alkaloidzusammensetzung eingeschétzt und konnen im Folgenden vernachlédssigt werden. Die
Behandlung der Knollen erfolgt dagegen mit Mazerieren bis Kochen unter Bedingungen, die

einen weitaus dagegen ein weitaus grosseren Einfluss auf das Alkaloidmuster haben kénnen.
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Bei den Byu-Dmar-Pillenproben wurde der Alkaloidmuster der verschiedenen Herstellungen aus
Delhi (Tibetan Medical Institute) sowie derjenige von verschiedenen Orten des Himalaja

miteinander verglichen.

Vergleich mehrerer Chargen von Byu-Dmar-Pillen aus Delhi

Pillen desselben Herstellers in Delhi zeigten Unterschiede hinsichtlich des Alkaloidmusters und
der Konzentrationsverhiltnisse zwischen den Mono- und Diesteralkaloidanaloga. Verglichen mit
den Aconitum-Knollenproben AcKpe 1 undAcKpy 3, bei welchen das gesamte Alkaloidmuster
von Pseudaconitin (16) beherrscht wurde, war bei den vier untersuchten Pillenproben aus Delhi
das Hauptalkaloid ein Monoesteralkaloid. Dieses war Veratroylpseudaconin (7) im Fall von
Pillpe 95 und bei den iibrigen drei Proben aus Delhi jeweils Falconerin (12). Der relative Gehalt
der 1-2 wichtigsten Diesteralkaloide war dagegen sehr unterschiedlich. Bei der Pillenprobe
Pillpe o4 lag dieser unter 30 %, was als effektives ,,processing” der verwendeten Aconitum-
Knollen interpretiert wird. Bei den {iibrigen Pillenproben aus Delhi waren die Diesteralkaloide
noch stark vertreten. Der relative Gehalt der 1-2 wichtigsten Diesteralkaloide lag je zwischen ca.

50 und 90 %, was auf ein weniger effektives ,,processing® zuriickgefiihrt wird.

Vergleich von Pillen und Knollen von Delhi

Die Knollenproben AcKpe 3 und AcKpe 1 wurden vom selben Hersteller der Pillen in Delhi
gekauft, zeigten aber gegeniiber den in vorangehenden Jahren hergestellten Pillenchargen ein
anderes Alkaloidmuster. In den Pillen gehorte 8-Acetylfalconerin (18) respektive das analoge
Monoesteralkaloid Falconerin (12) zu den Hauptalkaloiden, wihrend diese In den
Knollenproben AcKpei 1, AcKpei 3, AcKpel p nur von geringer Bedeutung waren. Dies konnte von
unterschiedlicher Ware der Hidndler kommen. Die Droge ist ja oft schon eine Mischung

verschiedener Aconitum-Arten (siehe A.2.1.1; B.4.3.1)
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Vergleich der Byu-Dmar-Pillen von verschiedenen Orten des Himalaja
Unter den Pillenproben aus Dharamsala, Kathmandu, Ladakh/Leh und Lhasa fiel jenes aus
Kathmandu auf. Das Alkaloidmuster wurde hier vom Monoesteralkaloid Veratroylpseudaconin

(7) dominiert, was auf ein effektiv durchgefiihrtes ,,processing® zuriickgefiihrt wird.

Das Alkaloidmuster der Pillenproben aus Dharamsala und Delhi’92 sind dhnlich: Falconerin
(12) und 8-Acetylfalconerin (18) — ein Mono- und Diesteralkaloid-Paar - waren hier als

Hauptalkaloide etwa gleich bedeutend.

Pill ey, und Pilli,g, zwei Pillenproben des selben Herstellers in Nordwestindien, hatten ein
libereinstimmendes Alkaloidmuster, welches dem der unbehandelten Knollenprobe AcKpy 3

sehr dhnlich ist, mit Pseudaconitin (16) als Hauptalkaloid.

Bei den Pillen aus Lhasa waren dagegen die Alkaloide Indaconitin (24) und Yunaconitin (23)
beherrschend und kein ,,processing*“-Effekt war ersichtlich. Dies deckt sich mit dem Hinweis,
dass in Lhasa fiir die hier untersuchten Juwelenpillen unbehandelte Aconitum-Knollen eingesetzt

wurden (Aschoff et al., 1997).

C.5.5.4 Pharmakologische Bedeutung der Verhaltnisse zwischen Alkaloiden,
insbesondere Mono- und Diesteralkaloidanaloga

Die Toxizitdt von Aconitum-Knollen geht im iiberwiegenden Mass auf die Diesteralkaloide
zuriick (sieche A.3.2.2). Mit Behandeln der Knollen konnen der Alkaloidgehalt sowie die
quantitativen Verhiltnisse unter den Alkaloiden beeinflusst werden. Als effektiv wird das

»processing™ bezeichnet, wenn z.B. das natiirliche Verhéltnis zwischen Mono- und
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Diesteralkaloiden umgekehrt wird, also die Monoester- gegeniiber den Diesteralkaloiden
tiberwiegen. Anhand von Toxizititsdaten der betreffenden Substanzen (siche Tabelle 5) ldsst
sich annehmen, dass die Gesamttoxizitdt verglichen mit unbehandelten Knollen reduziert ist.
Dies wird auch unterstiitzt durch pharmakologische Untersuchungen, welche z.B. mit gekochten
Knollen durchgefiihrt wurden [Handa et al. (1951), siche A.5.3.1]. Neben der Reduktion der
Toxizitét wird auch angenommen, dass auch das arrhythmogene Potential sinkt, wéhrend jedoch
die erwiinschten Wirkungen wie Analgesie und Entziindungshemmung erhalten bleiben kann
(siehe Tabelle 5). Die Gesamttoxizitit von in dieser Hinsicht effektiv behandelten Drogen bleibt

dennoch eine Frage der Dosis.

Toxizitatsabschatzung bei den Juwelenpillen

Mit ca. 5 % in der Pillenmischung sind - bei einem Pillengewicht z.B. von Byu-Dmar 13 Pillen
von ca. 600 mg (siche Tabelle 21) - geméss den Rezepturen (sieche Tabelle 10) theoretisch ca.
30 mg Aconitum-Knollen pro Pille enthalten. Die in den Pillen enthaltene Menge Aconitum-
Knollen entspricht ohne ,,Prozessing-Effekt™ somit 1/100 der toxischen Dosis von 2-4 g (Seeger,

1994; siehe A.3.2.1).

Fir den Einsatz von Aconitum-Knollen als Einzelbestandteil in phytopharmazeutischen
Priparaten ist gerade die geringe therapeutische Breite der Diesteralkaloide das Hauptproblem
fiir den sicheren Einsatz in der Therapie. Dies ist auch der Grund, warum Aconitum im Westen
aus der westlichen Schulmedizin praktisch verschwunden ist (ausser z.B. einem Priparat in

Deutschland: Aconitysat® Biirger, welches bei Neuralgien eingesetzt wird).

Andererseits ist das Interesse an Aconitum-Alkaloiden in der letzten Zeit durch neue

pharmakologische Untersuchungen gestiegen, z.B. Effekte von Diterpenalkaloiden in
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Hirnschnitten (Ameri et al., 1996a; 1996b), Untersuchung des antiarrhythmischen Potentials von

Lappaconitin (Heubach & Schniile, 1998) und zur Migraneprophylaxe (Aschoff et al., 1997).

Falls in diesem Hinblick Aconitum-Extrakte bei bestimmten Indikationen eingesetzt werden
sollten, wire eine reduzierte Toxizitdt wiinschenswert. Durch validierte Verfahren konnten die
Wirkstoffverhidltnisse  eingestellt werden und die pharmazeutische Qualitdit und
Arzneimittelsicherheit gewihrleistet werden. Ein so standardisiertes Priaparat wiirde eine sichere

Therapie ermdglichen.

C.6  Schlussfolgerung und Ausblick

Die HPLC-MS"-Technik am Beispiel von Norditerpenalkaloiden indischer Aconitum-Arten
angewendet, ist eine sehr potente Methode zur Analyse im Spurenbereich mit gleichzeitig
maximaler Trennung und Indentifizierungsmoglichkeiten und somit eine revolutiondre jedoch

sehr anspruchsvolle Technik.

Bei den untersuchten Aconitum-Arten konnten die fiir sie in der Literatur beschriebenen
Alkaloide meist bestitigt werden. Andererseits wurden einige bekannte Alkaloide erstmals in

Extrakten dieser Arten detektiert.

Um Entgiftungsmethoden mit reproduzierbaren Ergebnissen sicher einsetzen zu konnen,
missten diese validiert werden, um zum Beispiel bestimmte Alkaloidverhéltnisse zu erreichen.
Zu standardisierten Methoden gibt es zwar einige chinesische Arbeiten wie Chen et al. (1995)
meist hinsichtlich der pharmakologischen und toxikologischen Parameter, wobei die analytische

Bestimmung der Alkaloide jedoch fehlt.
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Die Strukturen der mit multipler Massenspektrometrie gebildeten Fragmente nach der Bildung

des MS*-Basisions bleiben weitgehend aufzukléren.
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D Anhang

D.1  Quantifizierung von Diterpenalkaloiden mit HPLC-MS

D.1.1 Rohdaten zur Kalibrierreihe

Tabelle 57: Referenzsubstanzen des Standard IV. Angabe der bei APCI-lonisierung zu
detektierenden Massen der [M+H]" Ionen sowie der eingewogenen Mengen und
der Konzentrationen in den Losungen der Verdiinnungs- und Kalibrierreihe

Verdunnungsreihe: ng/ul

g _|& S Va1 va2 vas vds -9
Referenzsubstanzen T ¢ § dard IV " ] ] T

@ § g i= ’o;o Kalibrierreihe: ng/5 pl der injizierten Losung

2=2 — | KL-1 KL-2 KL-3 KL-4 KL-5 KL-6
Pseudaconin (1) 484,31 40 |[100,0 20,0 5,00 1,00 0,20 0,040
Bikhaconin (2) 468,3 | 38 95,0 19,0 4,75 0,95 0,19 0,038
Isotalatizidin (6) 408,3 | 53 [1325 26,5 6,63 1,33 0,27 0,053
Veratroylpseudaconin (7) 648,3 | 40 |100,0 20,0 5,00 1,00 0,20 0,040
Neolin (8) 4383 | 39 97,5 19,5 4,88 0,98 0,20 0,039
Veratroylbikhaconin (9) 632,3 | 55 |137,5 27,5 6,88 1,38 0,28 0,055
Ludaconitin (10) 588,3 ] 40 |100,0 20,0 5,00 1,00 0,20 0,040
8-Deacetylyunaconitin (11) 618,3 | 70 |[175,0 35,0 8,75 1,75 0,35 0,070
Bikhaconitin (15) 6743 | 113 |282,5 56,5 14,13 2,83 0,57 0,113
Pseudaconitin (16) 690,3 | 41 |102,5 20,5 5,13 1,03 0,21 0,041
Falconericin (17) 6583 | 40 |100,0 20,0 5,00 1,00 0,20 0,040
8-Acetylfalconerin (18) 6743 | 40 |100,0 20,0 5,00 1,00 0,20 0,040
Aconitin (20) 6463 | 46 |115,0 23,0 5,75 1,15 0,23 0,046
Chasmaconitin (21) 6143 | 50 [125,0 25,0 6,25 1,25 0,25 0,050
Crassicaulin A (22) 6443 | 70 |175,0 35,0 8,75 1,75 0,35 0,070
Yunaconitin (23) 660,3 | 40 |100,0 20,0 5,00 1,00 0,20 0,040
Indaconitin (24) 6303 | 51 |127,5 25,5 6,38 1,28 0,26 0,051
Falaconitin (27) 630,3| 62 [1550 31,0 7,75 155 031 0,062
Reserpin (ISTD) 609,7 | -9 je 100 ng/5 ul der injizierten Losung

Vd Verdiinnungslosung; KL Kalibrierlosung; ISTD interner Standard; 9 KL-6 aus Vd-4;
® [M+H]" Ion war nicht Basision; © als ISTD-L6sung Bestandteil der Kalibrierlosungen.
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Tabelle 58: Retentionszeiten der Referenzsubstanzen bei Aufhahme der Kalibrierreihe und
Berechnung der mittleren Retentionszeit:

Kalibrierlésung No.:| KL-6 KL-5 KL-4 KL-3 KL-2 KL-1
ungefahre Mengse

igiiziert e j 004ng ~02ng ~1ng ~4ng ~20ng ~100 Ng|RTumicel| Srel
Referenzsubstanzen Retentionszeit (min) (min) | (%)
Pseudaconin (1) 8,88 8,75 8,87 8,85 8,96 8,94 8,9 1,6
Bikhaconin (2) 10,1 991 10,05 10,1 10,17 10,13 | 10,1 1,9
Isotalatizidin (6) 15,72 15,76 15,779 15,78 15,98 16 15,9 1,5
Veratroylpseudaconin (7) 19,17 19,04 19,09 19,31 19,2 19,19 | 19,2 0,7
Neolin (8) 20,22 20,23 20,26 20,33 20,52 2049|204 1,0
Veratroylbikhaconin (9) 20,61 2047 20,5 20,79 20,62 20,6 |20,6 0,6
Ludaconitin (10) 21,35 21,25 21,3 21,54 2142 2141|214 0,5
8-Deacetylyunaconitin (11) 22,22 2208 22,17 224 22,22 2224|222 0,4
Bikhaconitin (15) 25,21 25,13 25,16 25,32 25,34 25,29 25,2 0,4
Pseudaconitin (16) 2584 2582 2584 26,04 2599 2596|259 0,3
Falconericin (17) 27,63 27,55 27,61 27,82 27,71 27,69 27,7 0,3
8-Acetylfalconerin (18) 2781 27,76 27,82 2803 2791 2791 27,9 0,3
Aconitin (20) 28,29 2821 28,24 284 28,36 28,34 | 28,3 0,2
Chasmaconitin (21) 28,56 2848 28,51 28,68 28,68 28,63 28,6 0,3
Crassicaulin A (22) 28,89 28,84 28,86 29,07 28,98 28,99 28,9 0,3
Yunaconitin (23) 30,09 30,07 30,09 30,28 30,18 30,19 |30,1 0,3
Indaconitin (24) 30,0 30,01 30,02 30,2 30,16 30,16 | 30,1 0,3
Falaconitin (27) 37,47 3741 3745 37,64 3744 3751|375 0,3
Reserpin (ISTD) 40,81 40,71 4082 41,0 40,71 40,82|40,8 0,3
Mittelwert: 0,6

RT & mittlere Retentionszeit
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Tabelle 59: Signalflichen der Kalibrierreihe:

Kalibrierlosung No.:| KL-6 KL-5 KL-4 KL-3 KL-2 KL-1
ungefahre Menge | _ N N N N N

iniiziert in 5 u- 0,04 ng 0,2 ng 1ng 4 ng 20 ng 100 ng
Referenzsubstanzen Signalflachen
Pseudaconin (1) 1,31E+06 2,30E+06 1,92E+07 1,20E+08 5,69E+08 3,09E+09
Bikhaconin (2) 1,18E+06 2,19E+06 1,78E+07 1,27E+08 6,61E+08 3,71E+09
Isotalatizidin (6) 7,64E+05 2,36E+06 1,46E+07 7,49E+07 3,29E+08 1,69E+09
Veratroylpseudaconin (7) |1,72E+06 5,42E+06 3,34E+07 1,92E+08 8,69E+08 4,39E+09
Neolin (8) 1,57E+06 5,49E+06 3,25E+07 1,61E+08 7,30E+08 3,68E+09
Veratroylbikhaconin (9) 1,96E+06 6,59E+06 3,59E+07 2,08E+08 8,76E+08 4,44E+09
Ludaconitin (10) 2,53E+06 8,75E+06 4,74E+07 2,52E+08 1,11E+09 5,62E+09
8-Deacetylyunaconitin (11) |2,92E+06 1,02E+07 5,97E+07 3,25E+08 1,39E+09 7,12E+09
Bikhaconitin (15) 1,01E+07 4,14E+07 2,14E+08 1,12E+09 4,79E+09 2,39E+10
Pseudaconitin (16) 2,76E+06 1,26E+07 6,05E+07 3,36E+08 1,49E+09 7,81E+09
Falconericin (17) 3,17E+06 1,34E+07 6,75E+07 3,25E+08 1,45E+09 7,76E+09
8-Acetylfalconerin (18) 3,79E+06 1,41E+07 7,35E+07 3,66E+08 1,54E+09 7,83E+09
Aconitin (20) 3,80E+06 1,60E+07 8,13E+07 3,92E+08 1,68E+09 §&,72E+09
Chasmaconitin (21) 4,65E+06 1,82E+07 9,08E+07 4,50E+08 1,94E+09 9.,92E+09
Crassicaulin A (22) 6,65E+06 2,38E+07 1,22E+08 6,03E+08 2,60E+09 1,31E+10
Yunaconitin (23) 3,74E+06 1,42E+07 7,18E+07 3,60E+08 1,53E+09 7,82E+09
Indaconitin (24) 4, 86E+06 1,98E+07 1,00E+08 4,90E+08 2,09E+09 1,05E+10
Falaconitin (27) 2,79E+06 9,46E+06 4,77E+07 2,59E+08 1,01E+09 5,13E+09
Reserpin (ISTD)" 2,79E+08 2,39E+08 242E+08 251E+08 245E+08 2,84E+08

* durchschnittliche Fliche ISTD: 2,57E+08 (sre1. 7,7 %)
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D.1.2 Rohdaten zu den untersuchten Extrakten von Aconitum-Knollen und
Byu-Dmar-Pillen

Tabelle 60: Einwaage der Alkaloidextrakte und deren Konzentration in den Stamm- und

Messlosungen.
Alkaloidextrakte der Einwaage Stammldésung | Messlosung injizierte
untersuchten Proben Alkaloidextrakt Menge
ug pg/pl pg/pl pug/S pl
Knollen (R pH 9):
AcKpel 3 136 0,272 0,054 0,272
AcKpei p 304 0,608 0,121 0,608
AcKpe 1 550 1,100 0,220 1,100
Pillen (R pH 12):
Pillper 92 518 1,036 0,207 1,036
Pillper o3 530 1,06 0,212 1,060
Pillpei o4 319 0,638 0,127 0,638
Pillpe; o5 344 0,688 0,137 0,688
Pillpy, 537 1,074 0,215 1,074
Pilla 200 0,4 0,08 0,400
Pill g 310 0,62 0,124 0,620
Pillen 197 0,394 0,078 0,394
Pilly pa 218 0,436 0,087 0,436

R pH 9 respektive R pH 12: bei pH 9 respektive 12 ausgeschiittelter Alkaloidextrakt
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Tabelle 61: Retentionszeiten in HPLC-Trennung 2 der Alkaloide in den untersuchten Proben

Angabe der Retentionszeit in min

Aconitum-Knollen Byu-Dmar-Pillen 3

Alkaloid S e T T S 4 3 2 £

a a a a 2 = 3 3 3 E 5 2 < e —
4 4 X N4 N4 L L 2 2 2 X = = = o Srel
< < < < < o o o o o o o o o |[(min)| (%)
Pseudaconin (1) 8,56 8,76 8,84 8,69 8.63| 8,86 8,63 8,55 8,85 8,93 9,15 8,74 8,80 8,61 8,8 1,9
Bikhaconin (2) 9,74 9,98 10,08 9,87 9.85(10,11 9,85 9,74 10,07 10,14 10,43 9,99 10,00 9,78 | 10,0 1,9

Chasmanin (3)" 11.32

Isotalatizidin (6) 15,55 15,70 15,74 15,91 16,26 15,78 15,78 15,75 16,24 16,14 16,03 15,9 1,5
Veratroylpseudaconin (7) 18,76 19,11 19,15 18,54 19,39 19,00 18,82 19,05 1941 19,36 19,16 19,07 19,65 | 19,1 1,6
Neolin (8) 20,06 20,22 20,22 20,18 20.62(20,83 20,29 20,35 20,28 20,77 20,66 20,56 20,23 20,4 1,2
Veratroylbikhaconin (9) 20,16 20,55 20,59 20,01 20,77 20,41 20,22 2044 20,83 20,75 20,53 2048 20,88 | 20,5 1,3
Ludaconitin (10) 20,96 21,32 21,33 20,83 21,54 21,19 20,99 21,21 21,60 21,55 21,36 2122 21,55 21,3 1,2
8-Deacetylyunaconitin (11) 21,78 22,18 22,18 21,80 22,37 22,02 21,85 22,07 22,46 22,41 22,16 2207 22,32 | 22,1 1,0
Falconerin (12)" 2236 22,76 22,76 2290 22,59 2239 22,63 23,00 22,99 22,74 22,60 2297|227 | 1,0
Falconeridin (14)" 24,27 2436 24,08 23,87 24,11 24,48 24,47 24,22 24,02 | 24,2 0,9
Bikhaconitin (15) 2490 25,17 25,12 25,05 25,47 25,10 25,07 25,10 25,55 25,55 25,35 25,11 26,27 | 25,3 1,4
Pseudaconitin (16) 25,58 25,87 25,88 25,74 26,14 25,79 25,74 25,80 26,24 26,22 26,03 25,82 26,82 | 26,07 1,2
Falconericin (17) 27,29 27,63 27,56 27,31 27,81 27,50 27,36 27,51 27,87 27,91 27,66 27,50 27,99 | 27,6 0,8
8-Acetylfalconerin (18) 27,51 27,83 27,82 27,48 28,03 27,71 27,61 27,72 28,11 28,09 2791 27,78 27,8 0,8
Aconitin (20)* 27,89 28,40 28,08 28,65 28,34 28,15 28,3 09
Chasmaconitin (21) 28,26 28,52 28,46 28,20 28.07(28,74 28,40 28,34 2843 28,85 28,87 28,68 28,43 28,18 | 28,5 0,8
Crassicaulin A (22) 28,61 28,89 28,80 28,55 29,08 28,74 28,68 28,74 29,16 29,21 28,96 2876 28,49 | 28,8 0,8
Yunaconitin (23) 29,81 30,13 30,12 29,78 30,29 29,99 29,89 2998 30,36 30,48 30,20 2999 29,63 | 30,1 0,8
Indaconitin (24) 29,79 30,05 30,01 29,76 29.49|30,26 29,95 29,89 29,94 30,31 30,42 30,15 29,96 29,65 | 30,0 0,7
Falaconitin (27) 37,30 37,50 37,43 37,20 37,58 37,34 38,07 37,42 36,85 | 37,4 0,9
Reserpin (ISTD) 40,67 40,86 40,83 40,54 40,63 40,68 40,52 40,63 40,81 41,40 40,78 40,69 40,07 | 40,7 0,7
Mittelwert:| 1,1

ti tentativ identifiziert; * m/z 646 mit RT passen zu [M+H]" Aconitin (20), aber keine Identititsbestitigung mit MS"! Mehrere Substanzen mit
gleicher Molekiilmasse.
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Tabelle 62: Signalflichen der Alkaloide in den untersuchten Proben

Aconitum-Knollen Byu-Dmar-Pillen

Alkaloid «

2 S il g 8 8 3 8

f«5) f<5} [«5) = — —_ — — — — o [

Yy ¥ ¥ v | 8 8 38 & 5§ 2 & & 3

Q Q Q o = = = = = = = = =

< < < < o o o o s} o o o o
Pseudaconin (1) 2,87E+07 6,91E+07 1,38E+08 8.78E+06 [9,43E+05 2,18E+07 4,72E+07 2,27E+07 1,50E+07 1,61E+07 9,20E+06 1,92E+06 1,44E+07
Bikhaconin (2) 5,29E+07 1,32E+08 8,95E+06 3.31E+08 |4,09E+06 1,15E+07 1,46E+07 843E+06 1,42E+07 2,39E+07 2,63E+06 8,89E+05 3,04E+06
Chasmanin (3)" 3.50E+09
Isotalatizidin (6) 6,45E+07 1,91E+08 5,46E+06 1.60E+08 |1,48E+07 1,91E+07 1,62E+07 1,48E+07 1,36E+07 2,20E+06 1,91E+06
Veratroylpseudaconin (7)  |{1,69E+09 4,35E+09 1,43E+09 1.12E+06|5,39E+07 1,34E+08 1,95E+08 3,15E+08 1,08E+08 2,49E+08 4,44E+07 1,26E+07 5,13E+05
Neolin (8) 1,47E+08 7,68E+08 1,39E+07 1.30E+09 |3,00E+07 3,83E+07 6,67E+07 2,60E+07 6,44E+07 1,66E+07 4,48E+06 1,94E+06
Veratroylbikhaconin (9)  |4,07E+07 7,71E+07 6,73E+07 1,63E+06 2,57E+06 7,21E+06 3,78E+06 1,93E+06 6,04E+06 1,56E+06 3,19E+05 4,26E+05
Ludaconitin (10) 2,87E+08 7,27E+08 4,10E+08 8.22E+07 [4,09E+07 3,92E+07 3,28E+07 6,34E+07 5,36E+07 3,26E+07 1,34E+07 5,15E+06 3,55E+06
8-Deacetylyunaconitin (11) [3,55E+08 7,23E+08 2,04E+08 2,73E+07 4,11E+07 4,61E+07 7,30E+07 3,19E+07 3,93E+06 1,74E+07 6,52E+06 5,67E+06
Falconerin (12)" 3,80E+06 6,52E+07 7.29E+05 |4,56E+08 3,99E+08 3,63E+08 1,51E+08 5,39E+08 2,49E+06 1,17E+06 4,96E+05 1,72E+06
Falconeridin (14)" 7,84E+06 9.30E+04 |5,72E+07 4,95E+07 2,75E+07 4,91E+06 6,13E+07 1,58E+06 4,06E+05 1,07E+06
Bikhaconitin (15) 8,97E+08 2,23E+09 3,81E+09 4.32E+06 |1,16E+07 6,71E+07 2.45E+07 1,69E+07 2,46E+07 1,32E+07 1,82E+07 2,67E+06 4,10E+06
Pseudaconitin (16) 7,43E+09 2,16E+10 1,48E+10 4.43E+06 |1,05E+08 4,69E+08 1,10E+08 5,22E+08 2,75E+08 1,01E+08 1,74E+08 4,85E+07 1,49E+06
Falconericin (17) 8,90E+07 2,83E+08 3,32E+07 9.08E+05|1,92E+08 1,21E+08 3,18E+07 3,97E+07 4,00E+08 3,49E+06 3,61E+06 7.42E+05 1,44E+06
8-Acetylfalconerin (18) 5,96E+07 2,91E+08 9,13E+06 1.37E+06 |6,24E+08 4,31E+08 7,47E+07 2,15E+08 1,12E+09 4,11E+06 2,98E+06 8,02E+05
Aconitin (20)" 4,25E+07 1,31E+06 3,03E+06 1,60E+06 4,86E+06 4,36E+06 2,90E+06
Chasmaconitin (21) 4,24E+07 1,03E+08 1,81E+08 7.16E+08 |5,63E+06 7,41E+06 2,55E+06 1,53E+06 9,29E+06 5,39E+06 1,71E+07 3,99E+06 1,11E+07
Crassicaulin A (22) 4,19E+07 7,89E+07 1,10E+08 4,32E+06 7,38E+06 3,17E+06 1,34E+06 4,40E+06 3,58E+06 6,05E+06 7,59E+05 2,81E+07
Yunaconitin (23) 1,46E+09 3,50E+09 1,85E+09 1.11E+06 |3,95E+07 1,38E+08 3,09E+07 1,31E+08 1,04E+08 6,10E+06 7,44E+07 2,47E+07 1,21E+08
Indaconitin (24) 1,21E+09 3,10E+09 3,79E+09 3.45E+09 |7,40E+07 1,16E+08 2,25E+07 1,28E+08 1,60E+08 2,15E+07 7,44E+07 2,91E+07 1,82E+08
Falaconitin (27) 2,24E+07 4,76E+07 4,44E+07 1,30E+06 1,21E+06 1,89E+06 1,44E+06 1,80E+06
Reserpin (1ISTD)™ 1,93E+08 2,62E+08 1,66E+08 1.76E+08 |1,49E+08 1,61E+08 1,29E+08 1,42E+08 1,79E+08 1,79E+08 1,57E+08 1,17E+08 1,48E+08

Mittelwert von 2 Bestimmungen; - [M+H]" 646 und RT-Bereich passen zu Aconitin (20), aber keine MS"-Bestitigung der Identitit!
Mehrere Substanzen mit gleicher Molekiilmasse; Mittelwert der Fldchen des ISTD: 1.73E+08 (sri: 25.9%), fiir Muster AcKpe , beide
Messungen einzeln einbezogen; ti tentativ identifiziert.
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