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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Die Weide

Die Familie der Weidengewéchse (Salicaceae) umfasst 55 Gattungen und insgesamt 1010 Arten
(Stevens 2012). Darunter befindet sich, neben der ebenfalls artenreichen Gattung Populus, die
Gattung Salix L., welche je nach taxonomischer Bewertung zwischen 330-500 Arten umfasst
(Ghahremaninejad et al. 2012; Meier und Meier-Liebi 2007). Die Weidengewachse kommen auf der
ndrdlichen Hemisphare weitverbreitet von der Arktis bis zu tropischen Gebieten vor. Auf der
sudlichen Hemisphare sind hingegen nur wenige Arten beheimatet (Ghahremaninejad et al. 2012).
Von den in Mitteleuropa heimischen Arten (ca. 35) kommt die Halfte im alpinen Raum vor (Meier
und Meier-Liebi 2007). Es handelt sich bei der Gattung Salix um Baume (z.B. S. alba, S.
daphnoides, S. fragilis) oder Straucher (S. caesia, S. helvetica). In der Arktis sowie in den Alpen
kommen auch Zwergstraucher (S. arctica, S. alpina) und Straucher mit unterirdischen Trieben (S.
herbacea) vor (Abb. 1; Chmelar und Meusel 1976). Die Blatter sind meist langlich bis lanzettlich
und am Rand leicht gesagt (Wichtl 2002). Eine Blattbehaarung kann je nach Art auftreten (Meier
und Meier-Liebi 2007). Die didzischen Weiden blihen meist vor oder mit Erscheinen der Blatter.
Die Blitenstande (die Weidenkatzchen, Ahren) sind sitzend oder kurz gestielt und die
Blutenstandsachsen meist behaart. Die ménnliche Blute (m, Abb. 1) besteht aus 2-5 (max. 24)
gelben, weit hervorragenden Staubblattern. Die weibliche Blute (w, Abb. 1) besteht aus einem
grinen Fruchtknoten mit zwei Fruchtblattern (Meier und Meier-Liebi 2007; Wichtl 2002). Der Griffel
fehlt oder ist kurz ausgepréagt. Die Blute besitzt zwei Narben die sich meist zur Seite biegen. Die
Bestaubung der Bliiten erfolgt hauptsachlich durch Insekten (Meier und Meier-Liebi 2007).

Abb. 1 Weide am Ufer der Donau sowie weibliche (w) und mannliche (m) Blutenstdande zweier Weiden (Donauufer
zwischen Pentling und Matting, stidlich von Regensburg).
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1.2 Die Weidenrinde

1.2.1 Von der Weide zum Aspirin®

Aufzeichnungen dber pflanzliche Arzneimittel, welche einen analgetischen Effekt von
Weidenblattern beschrieben, gab es bereits im antiken Agypten 1300 v. Chr. Die griechische und
chinesische Zivilisation wandte Weidenrinde gegen Fieber und Schmerzen bereits vor mehr als
2000 Jahren an. Auch der griechische Philosoph Hippokrates (460-370 v. Chr.) empfahl das Kauen
von Weidenrinde bei hoher Korpertemperatur und bei Schmerzen. Spater verschrieb der
griechische Arzt Dioscorides (1. Jahrhundert n. Chr.) Weidenrinde, um Entziindungssymptome zu
mildern (Dombrowski und Alftermann 1993; Mahdi et al. 2006). Die moderne Forschung zu den
Inhaltsstoffen und zur Wirkung begann im 18. Jahrhundert mit Edward Stone, welcher in einer
klinischen Studie Patienten mit Schuttelfrost mit gemahlener Weidenrinde behandelte (Stone
1763). Maclagan (1876) verabreichte gemahlene Weidenrinde an Patienten mit akutem Rheuma
und konnte einen vollstandigen Rickgang des Fiebers und der Entziindung beobachten. Die
Untersuchungen zum wirksamen Prinzip gipfelten in der Isolierung des Salicins aus Weidenrinde
1828 durch Buchner. Bereits in kleineren Menge gelang diese Isolierung ein paar Jahre zuvor auch
den Italienern Fontana und Brugnatelli (Hedner und Everts 1998). Piria gelang 1838 die Gewinnung
der Salicylsédure durch saure Hydrolyse und Oxidation aus Salicin (Wagner et al. 2003; Mahdi et al.
2006). Die chemische Synthese der Salicylsdure im GrolBmaf3stab wurde von Kolbe etabliert,
welche daraufhin von der Heyden Chemical Company als Analgetikum und Antipyretikum
vertrieben wurde (Kolbe 1874). Aufgrund der starken Nebenwirkung wie Magenblutungen wurde
die Salicylsaure von Hoffmann 1897 acetyliert (Mahdi et al. 2006; Wagner et al. 2003). Die daraus
entstandene Acetylsalicylsdure wurde von der Firma Bayer am 6. Marz 1899 registriert und unter
dem Namen Aspirin® an Kliniken verteilt, um Patienten zu behandeln. In Tablettenform kam
Aspirin® 1900 auf den Markt und wird seitdem weltweit vertrieben (Mahdi et al. 2006). Mit dem
Siegeszug des Aspirins verlor die Weidenrinde an therapeutischer Bedeutung. Erst in den letzten

20 Jahren rickte sie wieder in den Fokus der modernen Phytotherapie (Wagner et al. 2003).

1.2.2 Die Weidenrinde (Salicis cortex)- Die Droge und ihre Monographien

Bei der Weidenrinde handelt es sich um 1-2 mm dicke, manchmal réhrenférmig eingerollte

Rindenstiicke mit glatter, glanzender grunlich-gelber bis braunlich-grauer AuBenseiten (Wichtl
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2002). Die Qualitatsanforderungen sind im Europaischen Arzneibuch aufgefuhrt. Fur die
Gewinnung der arzneibuchkonformen Weidenrinde werden im Arzneibuch die Stammpflanzen S.
purpurea, S. daphnoides und S. fragilis namentlich erwahnt, jedoch sind auch alle weiteren
Stammpflanzen arzneibuchkonform, welche einen Gesamt-salicylalkoholgehalt = 1,5% aufweisen.
Fur die Drogengewinnung wird die Rinde von 6-10 m hohen Baumen genutzt. Neben der schonend
getrockneten Weidenrinde sind zusatzlich die getrockneten Stiicke junger Zweigspitzen, welche
ebenfalls einen erhthten Gesamt-salicylalkoholderivatgehalt aufweisen, zugelassen (Ph. Eur.
2015). Der monographierte Weidenrindentrockenextrakt (Salicis corticis extractum siccum) wird aus
der Droge unter Verwendung von Wasser oder Wasser-Ethanol-Mischungen (max. 80% Ethanol
(VIV)) hergestellt. Der Trockenextrakt muss einen Gesamt-salicylalkoholderivatgehalt von
mindestens 5% aufweisen (Ph. Eur. 2015). Monographien zu Salicis cortex, welche Aussagen zur
Qualitat, Quantitat, Anwendung, Wirksamkeit, Toxikologie u.v.m. treffen, wurden zusatzlich von der
WHO (World Health Organisation), der EMA (European Medicines Agency), der ESCOP (European
Scientific Cooperative on Phytotherapy) sowie der Kommission E des BfArMs (Bundesinstitut fur

Arzneimittel und Medizinprodukte) veroffentlicht.

1.2.3 Dosierung und Anwendung

Indiziert ist die Weidenrinde laut Kommission E des BfArMs bei fieberhaften Erkrankungen,
rheumatischen Beschwerden und Kopfschmerzen. Weiter wird in der Monographie von 1984 eine
mittlere Tagesdosis von 60-120 mg Gesamt-salicin in flissigen oder festen Darreichungsformen
zur innerlichen Anwendung empfohlen (Wichtl 2002). Die Monographie der ESCOP fihrt als
Indikationsgebiete = Rickenschmerzen sowie leichte rheumatische und osteoarthritische
Beschwerden auf. Auch empfiehlt die ESCOP im Gegensatz zur Kommission E eine hdhere
Dosierung als standardisierter Trockenextrakt in Tablettenform mit 240 mg Gesamt-salicin pro Tag
(E/S/C/O/P monographs 2003). Die HMPC (Committee on herbal medicinal products) Monographie
der EMA wurde 2009 veréffentlicht. Darin wird eine Anwendung als Trockenextrakt (DEV 8-14:1,
Auszugsmittel Ethanol 70% (V/V)) mit einem Gesamt-salicingehalt von 15% beschrieben. Das
indizierte Anwendungsgebiet ist die befristete Behandlung von Riickenschmerzen. Traditionelle
Anwendungsgebiete laut HMPC sind Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen (HMPC 2009).
Empfohlen wird auch hier eine Dosierung von 240 mg Gesamt-salicin pro Tag. Auch die WHO
erstellte 2009 eine Monographie zur Weidenrinde. Darin ist die Darreichungsform als Teedroge,
trockener alkoholischer oder wassriger Extrakt, Fluidextrakt oder Tinktur angegeben. Eine

Dosierung von 120-240 mg Gesamt-salicin pro Tag sollte in zwei Dosen verabreicht werden.
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Aufgefiihrte klinisch belegte Indikationsgebiete sind laut WHO Fieber, Schmerzen sowie
symptomatische Behandlung von leichten rheumatischen Beschwerden (WHO 2009).

1.2.4 Vertraglichkeit, Kontraindikationen und Nebenwirkungen

Aufgrund der wirksamen Bestandteile der Weidenrinde kénnten prinzipiell sehr &hnliche
Nebenwirkungen wie nach Gabe von Acetylsalicylsdure auftreten, da beide u. a. Salicylsdure als
Metaboliten bilden. Dies kann aber aufgrund der geringen Dosis an Salicin und der Metabolisierung
nach Resorption von Salicylalkohol im Gegensatz zur Acetylsalicylsdure nicht erwartet werden
(Bracher et al. 2015). Auch in den zur Weidenrinde durchgeflihrten klinischen Studien konnten nur
wenige unerwinschte Arzneimittelwirkungen wie allergische Hautreaktionen oder gastrointestinale
Stérungen beobachtet werden (Chrubasik et al. 2000; Schmid et al. 2000, 2001b; Chrubasik et al.
2001b; Biegert et al. 2004; Uehleke et al. 2013). Weidenrinde gilt deshalb allgemein als sehr gut
vertraglich. Zudem konnte in Ratten keine Schadigung oder Lasionen der Magenschleimhaut durch
Salicin beobachtet werden (Akao et al. 2002). Auch hemmte Weidenrindenextrakt bei einer
taglichen Einnahme von 240 mg Gesamt-salicin die Thrombozytenaggregation nicht (Krivoy et al.
2001). Kontraindiziert ist Weidenrinde und deren Extrakte bei bekannter Hypersensitivitat
gegeniber anderen Salicylaten oder anderen NSAIDs (non steroidal anti-inflammatory drugs)
sowie bei Asthma, im dritten Trimenon von Schwangerschaften und einem Glucose-6-phosphat
Dehydrogenase Mangel (HMPC 2009). Des Weiteren sollte Weidenrinde bei bestehenden Leber-
oder Nierenfunktionsstérungen, Blutgerinnungsstérungen sowie bei Magen- und Darm-Ulcera nur
unter arztlicher Aufsicht eingenommen werden. Die Anwendung bei Kindern wird aufgrund der
moglichen Ausbildung eines Reye Syndroms nicht empfohlen (HMPC 2009; WHO 2009).

1.2.5 Inhaltsstoffe von Salicis cortex

Da es ca. 500 Salix Arten gibt und sich das Inhaltsstoffspektrum von Art zu Art unterscheiden kann,
wird im Folgenden nur auf die pharmazeutisch vorrangig verwendeten Arten S. daphnoides, S.
fragilis und S. purpurea eingegangen. Die Hauptinhaltsstoffe kdnnen in drei Klassen eingeteilt
werden. Weidenrinde enthédlt ein breites Spektrum an Phenolglykosiden, welche am besten
untersucht sind, dartber hinaus Flavonoide und Chalkone sowie die Klasse der Gerbstoffe. Im

Folgenden soll auf die einzelnen Klassen genauer eingegangen werden.
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1.2.5.1 Phenolglucoside

In Weidenrinde sind zahlreiche Salicylalkoholderivate enthalten. Sie basieren meist auf der
Grundstruktur des Salicins (Abb. 2). Durch Veresterung mit Benzoyl-, Acetyl-, Salicoyl- und
Cumaroyl-gruppen oder mit der 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexen-1-carbonyl-Untereinheit (HCC-
Untereinheit) am Zucker oder an der phenolischen Teilstruktur entstehen Verbindungen wie z.B.
das Hauptsalicylalkoholderivat Salicortin (Abb. 2). Daneben wurden Tremulacin, Tremuloidin,
Fragilin, Populin, Populosid B, Salicoylsalicin, Salicoyltremuloidin, Salireposid, 2'-Acetylsalicortin
und Trichocarposid aus den pharmazeutisch verwendeten Weiden isoliert (Abb. 2; Pearl und
Darling 1971; Palo 1984; Kammerer et al. 2005; Poblocka-Olech et al. 2007; Boeckler et al. 2011;
Freischmidt 2011). Das Salicin sowie das nach Deglucosidierung entstehende Saligenin ist nur in
geringerem Ausmal in der Droge enthalten (Meier und Meier-Liebi 2007; Kammerer et al. 2005).
Neben den Salicylalkoholderivaten sind in Weidenrinde zusatzlich phenolische Verbindungen zu
finden, welche nicht den Grundkérper Salicin besitzen. Darunter sind die glucosidisch gebundenen
Ce-Cs-Korper Salidrosid, Triandrin und Vimalin und die 1,2-Cyclohexandiolderivate Grandidentatin
und sein  Diastereomeres  Purpurein  sowie  Isograndidentatin A und 6'-O-4-
Hydroxybenzoylgrandidentin (Pearl und Darling 1962, 1970; Palo 1984; Kammerer et al. 2005;
Poblocka-Olech et al. 2007; Freischmidt 2011). Zusatzlich konnte schon friih gezeigt werden, dass
es sich bei manchen Salicylalkoholderivaten um labile Substanzen handelt. Julkunen-Tiitto und
Sorsa (2001) beobachteten eine starke Veranderung im Phenolglucosid-Spektrum nach Gefrier-
oder Hitzetrocknung im Vergleich zur Frischpflanze. Auch kann die Extraktionsdauer das
Phenolglykosid-Spektrum beeinflussen (Lindroth und Pajutee 1987). Besonders Verbindungen mit
HCC Untereinheit, wie Salicortin und Tremulacin, zahlen zu diesen labilen Substanzen. Unter
Einfluss von Enzymen oder durch basischen pH-Wert kann beispielsweise aus Salicortin unter
Abspaltung der HCC-Untereinheit Salicin entstehen. Aus der HCC-Untereinheit kann wiederum
durch Decarboxylierung und Oxidation Catechol gebildet werden (Mattes et al. 1987; Julkunen-
Tiitto und Meier 1992; Haruta et al. 2001; Ruuhola et al. 2003). Von Knuth et al. (2011) konnte
zusatzlich eine Entstehung von Catechol aus Salicortin unter in vitro Bedingungen (37 °C,
Zellkulturmedium) beobachtet werden. Hierbei wurde das Salicortin ohne Einfluss von Enzymen
oder basischem pH-Wert sukzessive abgebaut. Fiir eine genauere Ubersicht der daran beteiligten

Prozesse dient Abb. 5, S.20 und die dazugehdrige Beschreibung ist unter 2.1.2.2, S.19 zu finden.
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Abb. 2 Salicylalkoholderivate in pharmazeutisch genutzten Salix Arten (S. daphnoides, S. purpurea und S. fragilis).

1.2.5.2 Flavonoide

Die in Salix Arten hauptsachlich vorkommenden Flavonoidunterklassen sind die Flavanone und
Chalkone. Daneben kommen Flavone, Flavonole und Flavanonole vor (Meier und Meier-Liebi
2007). Zu den Flavanonen zahlt das in Weidenrinde dominierende Naringenin, welches im
Pflanzenmaterial glucosidisch gebunden vorliegt. Je nach Extraktionsbedingungen kénnen im
Weidenrindenextrakt auch Flavonoid-aglyka vorkommen. Die identifizierten Naringeninderivate in
den pharmazeutisch verwendeten Salix Arten sind Naringenin-7-O-B-D-glucosid, (2R/2S)-
Naringenin-5-O-B-D-glucosid sowie cumaroylierte Derivate zu denen das 6”-O-trans-p-Cumaroyl-
(2R/2S)-naringenin-5-O-B-D-glucosid zu zéhlen st (Freischmidt 2011). Der Gehalt der
Naringeninderivate wurde in S. purpureae cortex zu 7,5% bestimmt (Krauze-Baranowska et al.

2013). In Weidenrinde konnten zusatzlich das im B-Ring dihydroxylierte Flavanon Eriodictyol und

6



EINLEITUNG

dessen 7-O-B-D-Glucosid nachgewiesen werden (Jarrett und Williams 1967; Freischmidt 2011).
Zudem konnte aus S. purpurea das Flavon Apigenin-7-O-glucosid und die Flavanonole Taxifolin,
Dihydrok&mpferol sowie dessen Derivat Dihydrokdmpferol-7-O-B-D-glucosid isoliert werden (Jarrett
und Williams 1967; Freischmidt 2011). Die in Weidenrinde prasenten Chalkone sind Isosalipurposid
und dessen cumaroyliertes Derivat 6”-O-trans-p-Cumaroyl-isosalipurposid (Freischmidt 2011;
Jarrett und Williams 1967). In der Rinde von S. daphnoides betrug deren Gehalt 2,4% (Krauze-
Baranowska et al. 2013). Einen Uberblick tber die wichtigsten Flavanon- und Chalkonderivate in
Weidenrinde liefert Abb. 6, S.22. Zuséatzlich konnte aus S. daphnoides das Anthocyan Cyanidin-3-
O-glucosid isoliert werden (Bridle et al. 1970).

1.2.5.3 Mono-, oligo- und polymere Flavan-3-ole

Zu den polyphenolischen Inhaltsstoffen der Weidenrinde gehoren auch die Catechingerbstoffe.
Deren Gehalt wurde in der Rinde zu 3-20% bestimmt (Meier und Meier-Liebi 2007). Es handelt sich
hauptséachlich um oligomere oder polymere Verbindungen aus den Flavan-3-olen (+)-Catechin und
(-)-Epicatechin (Kolodziej 1990; Jurgenliemk et al. 2007; Esatbeyoglu et al. 2010). Daneben
entstehen nach oxidativer Spaltung auch Delphinidin und Pelargonidin als Untereinheiten von
polymeren Proanthocyanidinen (Wiesneth et al. 2015). Als Besonderheit der Proanthocyanidine der
Weidenrinde kann die von den Phenolglucosiden bekannte HCC-Untereinheit auch an Catechin
verestert vorliegen. Aus S. purpurea, S. acutifolia und S. sieboldiana konnte das monomere HCC-
Catechin isoliert werden sowie aus S. sieboldiana dimere und trimere Procyanidine mit HCC-

Untereinheit (Hsu et al. 1985; Zapesochnaya et al. 2002; Jirgenliemk et al. 2007).

1.3 Pharmakokinetische Untersuchungen

Es existieren nur wenige Arbeiten zur Pharmakokinetik der Inhaltsstoffe von Weidenrinde nach
oraler Einnahme. Bekannt ist, dass aus den Salicylalkoholderivaten Tremulacin, Salicortin und 2°-
Acetylsalicortin bei der Extraktherstellung das Salicin entstehen kann, welches nach oraler
Einnahme durch B-Glucosidasen im Darm zu Saligenin gespalten und durch Oxidation zur
Salicylsdure umgewandelt werden kann (Shara und Stohs 2015). Salicylsdure kann dann analog zu
Acetylsalicylsdure metabolisiert werden, wobei Gentisinsaure und Salicylursaure identifiziert
wurden (Fotsch et al. 1989; Gopalan et al. 1992). Schmid et al. (2001a) untersuchten die
Pharmakokinetik des Salicins und seiner Hauptmetaboliten. Hierfir wurde ein Weidenrindenextrakt
(entsprechend 240 mg Salicin) in Tablettenform zu zwei Zeitpunkten (0 und 3 h) von zehn
Freiwilligen eingenommen und die Konzentrationen der Salicylsaure, Gentisinsdure und

Salicylursaure in Urin und Serum Uber 24 h bestimmt. Hauptmetabolit bei dieser Studie war im
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Serum Salicylsaure, und die Eliminierung erfolgte hauptséchlich renal als Salicylursaure. Die
maximale Serumkonzentration der Salicylsdure wurde nach weniger als 2 h (orale Einnahme)
erreicht und lag bei 1,2 mg/l. Die ermittelte AUC (Area under the serum concentration curve) der
Salicylsaure war einer Einnahme von nur 87 mg Acetylsalicylsdure &quivalent. Schmid et al.
(2001a) schlossen aufgrund der geringen &quivalenten Acetylsalicylsaure Menge (therapeutische
Dosis 500 mg) darauf, dass die in klinischen Studien nachgewiesene analgetische und anti-
rheumatische Wirksamkeit der Weidenrinde nicht allein durch Salicylsaure zu begriinden sei.
Zusatzlich postulierten Schmid et al. (2001a) aufgrund der maximalen Serumkonzentrationen der
Metaboliten bereits 1-3 h nach Einnahme, dass die Resorption im Dunndarm erfolgt. In einer
weiteren kinetischen Studie wurde ebenfalls ein Weidenrindenextrakt (aquivalent zu 240 mg
Salicin/Tag) an 10 Probanden verabreicht. Die maximale Serumkonzentration der Salicylsaure lag
nach 2,7 h bei 25 uyM und damit leicht Gber den von Schmid et al. (2001a) ermittelten Werten
(Knuth et al. 2013). Zusatzlich zeigten die Arbeiten von Knuth und Mitarbeitern (2013) eine weitere
Substanzklasse auf, die zur anti-inflammatorischen Wirkung der Weidenrinde beitragen kann. Nach
Applikation eines Weidenrindenextrakts konnten relevante Mengen Catechol (13 uM, 1,2 h nach
Applikation, nach enzymatischer Hydrolyse mit 8-Glucuronidase und Sulfatase) im Serum gesunder
Probanden detektiert werden. Da der applizierte Weidenrindenextrakt Salicortin und Tremulacin
(Trager der HCC-Untereinheit) aber auch Catechol enthielt, wurde eine Genese des
Serumcatechols sowohl aus der HCC-Untereinheit als auch aus dem genuin im Extrakt enthaltenen
Catechol postuliert (Knuth et al. 2013). AuRerdem konnte nach Applikation von Salicortin an Ratten
Catechol-sulfat als Metabolit der HCC-Untereinheit detektiert werden (Knuth et al. 2013). Eine

Ubersicht zur Metabolisierung von Salicylalkoholderivaten liefert Abb. 3.
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Abb. 3 Hauptsalicylalkoholderivate der Weidenrinde und ihre postulierte Metabolisierung im Menschen; Salicortin,
Tremulacin und 2‘-Acetylsalicortin kdnnen bei Extraktion, im basischen Milieu oder unter in vitro Bedingungen zu Salicin
und Catechol abgebaut werden; nach Abspaltung der Glucose durch B-Glucosidasen des GIT (Gastrointestinaltrakt) und
Oxidation des Salicins sowie Phase-II-Metabolisierung des Catechols sind Salicylsaure und das Catechol-sulfat die
Hauptmetaboliten im humanen Serum; die Eliminierung der Salicylsdure und ihrer beiden Metaboliten Salicylursaure und
Gentisinsaure erfolgt renal (Schmid et al. 2001a; Knuth et al. 2013).
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1.4 In vivo Untersuchungen zur pharmakologischen Wirkung

von Weidenrinde

1.4.1 Praklinische Untersuchungen

Das anti-inflammatorische, analgetische, antioxidative und antipyretische Potential der Weidenrinde
wurde in verschiedenen Rattenmodellen untersucht. EI-Shemy et al. (2007) testeten einen
methanolischen S. tetrasperma Extrakt hinsichtlich seiner anti-entziindlichen Aktivitdt und
ermittelten die Hemmung des Carrageen induzierten Rattenpfotentédems, welches ein Modell der
akuten Entziindung darstellt. Nach oraler Verabreichung von 120 mg/kg Ko&rpergewicht des
Extrakts an funf Ratten konnte eine 52%ige Hemmung des Odems beobachtet werden. Dies lag im
Bereich der Positivkontrolle Diclofenac (4 mg/kg Korpergewicht), welche zu einer 54%igen
Hemmung flhrte (funf Ratten). Khayyal et al. (2003) untersuchten ebenfalls den Effekt eines
Weidenrindenextrakts (150 mg/kg) und dessen Fraktionen im Vergleich zu Acetylsalicylsaure
(150 mg/kg) auf das Carrageen induzierte Rattenpfotenddem. Der Extrakt konnte das Odem im
selben Ausmal wie Acetylsalicylsaure hemmen. Die Untersuchung der einzelnen Extraktfraktionen
zeigte, dass nicht nur die salicinhaltige Fraktion sondern ebenso die polyphenolischen Fraktionen
aktiv waren und somit auch zur anti-inflammatorischen Wirkung des Extraktes beitragen. In den
Studien von Khayyal et al. (2005) wurde der Effekt des Weidenrindenextraktes in zwei
Entziindungsmodellen untersucht, um den anti-inflammatorischen Wirkmechanismus genauer zu
beschreiben. Der Effekt eines Weidenrindenextrakts auf verschiedene Entziindungsparameter
wurde im 6-Tage Airpouch Modell als Beispiel der akuten Entziindung und im Adjuvant Induzierten
Arthritis Modell als Modell der chronischen Entziindung gegen die Kontrollen Acetylsalicylsaure und
Celecoxib untersucht. Der Extrakt zeigte eine mit Acetylsalicylsdure vergleichbare Reduktion des
entziindlichen Exsudates, der Leukozyteninfiltration, der Entstehung der Prostaglandine und der
Entstehung von Zytokinen (Khayyal et al. 2005). Ebenso konnte gezeigt werden, dass
Weidenrindenextrakt die GSH Werte (Glutathion) starker steigerte als Acetylsalicylsdure und
Celecoxib und damit einer Lipidperoxidation entgegenwirken konnte. Weidenrindenextrakt konnte
somit oxidativem Stress besser entgegenwirken als Acetylsalicylsdure und Celecoxib. Auch in
diesen Untersuchungen zeigte sich aufgrund der in Weidenrinde enthaltenen geringen Menge an
Salicin (hier ca. 24%), dass die Wirkung nicht durch Salicin allein erklarbar ist. Die analgetische
Wirkung von Weidenrindenextrakten wurde durch den Writhing Test in Mausen und dem Randall-

Selitto Test in Ratten untersucht. EI-Shemy et al. (2007) nutzten den Writhing Test um den
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methanolischen S. tetrasperma Extrakt (120 mg/kg Korpergewicht) hinsichtlich seines
analgetischen Potentials zu untersuchen. Die durch intraperitoneale Applikation von Essigsaure
induzierten Muskelkontraktionen konnten durch den Extrakt um 55% im Vergleich zur Kontrolle
reduziert werden. Daraus schlossen die Autoren auf eine Schmerzhemmung und somit auf ein
analgetisches Potential des untersuchten Weidenrindenextrakts (EI-Shemy et al. 2007). Auch die
Untersuchungen mittels Randall-Selitto Test, welcher auf der Testung der Druckempfindlichkeit auf
ein Bierhefe induziertes Rattenpfotenddem basiert, zeigten nach oraler Gabe von 150 mg
Weidenrindenextrakt pro kg Korpergewicht eine aquipotente Schmerzhemmung wie nach Gabe
von Acetylsalicylsaure (150 mg/kg Korpergewicht; Khayyal et al. 2003). Zuséatzlich unterstreichen
diese Ergebnisse von Khayyal et al. (2003), dass der analgetische Effekt der Weidenrinde nicht nur
durch Salicin verursacht werden kann, da es im untersuchten Extrakt nur ca. 25% ausmachte. Der
Beitrag anderer Inhaltsstoffgruppen zur analgetischen Wirkung, besonders der Polyphenole (unter
besonderer Beriicksichtigung der Proanthocyanidine), wurde von Nahrstedt et al. (2007) diskutiert.
Auch die Untersuchungen zum antipyretischen Effekt der Weidenrinde an Ratten mittels Bierhefe
induzierter Hyperthermie und dem Airpouch Modell zeigen, dass die Wirkung nicht allein durch

Salicin erklart werden kann (Khayyal et al. 2003).

Zusammenfassend zeigen Weidenrindenextrakte in den in vivo Rattenmodellen anti-
inflammatorisches, antipyretisches, analgetisches und antioxidatives Potential. Die eingesetzten
Extrakte sind zudem in den hier beschriebenen in vivo Versuchen im selben Ausmal} aktiv wie die
synthetischen Wirkstoffe Acetylsalicylsaure, Diclofenac oder Celecoxib. Jedoch kann die
Wirksamkeit des Weidenrindenextrakts aufgrund seines niedrigen Gesamt-salicylalkoholgehalts
nicht nur auf Salicin und der daraus in vivo entstehenden Salicylsaure zuriickgefiihrt werden. Es
mussen vielmehr andere Inhaltsstoffklassen, wie Flavonoide oder Gerbstoffe zur Wirkung

beitragen.

1.4.2 Wirksamkeitsstudien

Um die Wirksamkeit von Weidenrindenpraparaten bei Schmerzen im unteren Ricken, Arthrose und
rheumatischer Arthritis zu untersuchen, wurden eine Reihe klinischer Studien durchgefuhrt
(Ubersicht bei Vlachojannis et al. 2009).

Allen voran untersuchte die Arbeitsgruppe um S. Chrubasik in drei klinischen Studien die
Wirksamkeit der Weidenrinde bei Rickenschmerzen. In einer randomisierten, doppelblinden Studie

wurden 210 Patienten mit chronischen Riickenschmerzen in drei Gruppen unterteilt. Dabei hahm
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eine Gruppe ein niedrig dosiertes Weidenrindenpraparat (entsprechend 120 mg Salicin/Tag), eine
Gruppe ein hoch dosiertes Weidenrindenpréparat (entsprechend 240 mg Salicin/Tag) und eine
weitere Gruppe ein Placebopréparat oral tber vier Wochen ein. Als Notfallmedikation wurde
Tramadol eingesetzt. Primarer Endpunkt der Studie war eine Schmerzfreiheit ohne Tramadol
Medikation fir mindestens finf Tage in der letzten Studienwoche. Die Einstufung der
Ruckenschmerzen erfolgte mittels Arhus Index, welcher verschiedenste Parameter wie Schmerz,
Invaliditat und Funktionseinschrankungen bei Rickenschmerzen bericksichtigt. Von den 191
Patienten, welche die Studie reguldar beendeten, waren 39% der hoch dosierten Gruppe, 21% der
niedrig dosierten Gruppe und 6% der Placebogruppe schmerzfrei (Chrubasik et al. 2000). Dies liel3
die Autoren auf eine gute Wirksamkeit und gute Vertraglichkeit bei chronischen Riickenschmerzen
schlieBen (Chrubasik et al. 2000). In einer weiteren offenen, nicht randomisierten Studie
untersuchten Chrubasik und Mitarbeiter (2001a) 451 Patienten welche entweder ein
Weidenrindenpraparat aquivalent zu 120 oder 240 mg Gesamt-salicin oder die konventionelle
Therapie (NSAIDs, non steroidal anti-inflammatory drugs) bei Rickenschmerzen tber vier Wochen
erhielten. Die Rulckenschmerzen wurden Uber den Arhus Index und dber den globalen
Schmerzscore bewertet. Am Ende der Studie konnte ein dosisabhéngiger Effekt des
Weidenrindenpraparats beobachtet werden, jedoch war die Therapie mit Weidenrinde der
konventionellen Therapie gleichwertig und nicht tberlegen einzustufen (Chrubasik et al. 2001a;
Vlachojannis et al. 2009). Chrubasik und Mitarbeiter (2001b) untersuchten in einer zusatzlichen
Studie die Wirksamkeit eines Weidenrindenpraparats (entsprechend 240 mg Salicin/Tag) bei
Rickenschmerzen gegeniiber dem synthetischen NSAID und COX-2 (Cyclooxygenase-2) Hemmer
Rofecoxib. Am Ende der Studie konnte keine signifikante Uberlegenheit des
Weidenrindenpraparats gegeniiber dem NSAID gezeigt werden.

In einer Studie zur Wirksamkeit eines Weidenrindenextrakts (entsprechend 240 mg Salicin/Tag)
gegeniber eines Placebos bei Arthrose waren die beurteilten Parameter die Schmerzdimension im
WOMAC Osteoarthritis Index (the western Ontario and McMaster Universities Arthritis Index), die
Steifigkeit der Gelenke und deren physiologische Funktion. Es zeigte sich in dieser randomisierten,
doppelblinden Studie an 78 Arthrosepatienten eine Reduzierung um 14% vom Basallevel des
WOMAC Index fur den Weidenrindenextrakt. In der Placebogruppe wurde hingegen eine Erhdhung
um 2% des WOMAC Index festgestellt (Schmid et al. 2000, 2001b). Die Autoren folgerten daher
einen moderaten analgetischen Effekt von Weidenrinde in der Arthrosetherapie (Schmid et al.
2000, 2001b). Jedoch wurde in einer Studie zur Wirksamkeit bei Arthrose und rheumatoider

Arthritis von Biegert et al. (2004) keine Uberlegenheit des eingesetzten Weidenrindenextrakts
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(entsprechend 240 mg Salicin/Tag) gegeniber dem Placebo festgestellt. Auch in dieser
doppelblinden, randomisierten Studie mit einem Patientenkollektiv von 127 (mit Arthrose) und 27
(mit rheumatoider Arthritis) wahlten die Autoren eine Verbesserung des WOMAC Schmerzindex als
priméren Endpunkt (Biegert et al. 2004). Beer und Wegener (2008) untersuchten die Wirksamkeit
von Weidenrindenextrakt gegentiber der konventionellen Therapie bei 131 Patienten mit Knie- oder
Huftgelenkarthrose. Nach einer Studiendauer von sechs Wochen und einer Beurteilung durch den
WOMAC Schmerzindex konnte von den Autoren ein vergleichbarer Effekt des Phytopharmakons
gegenuber der herkdmmlichen Therapie bei leichter bis mittelgradiger Arthrose gefolgert werden
(Beer und Wegener 2008). Trotz der beiden positiven Studien ist die Wirksamkeit des
Weidenrindenextrakts in der Therapie der Arthrose und rheumatoider Arthritis aufgrund der nicht

einheitlichen Studienlage bislang nicht vollstéandig belegt (Chrubasik et al. 2007).

In einer aktuellen Studie wurde ein groReres Patientenkollektiv (insgesamt 436), erkrankt an
Arthrose und/oder Rlckenschmerzen, Uber einen Zeitraum von sechs Monaten mit einem
Weidenrindenpréparat (Proaktiv®) behandelt. Zudem war eine Comedikation mit NSAIDs oder
Opioiden erlaubt (Uehleke et al. 2013). Die zur Bewertung der Studie verwendete
Schmerzintensitatsscala konnte im Vergleich zum Anfangswert um 33-44% gesenkt werden.
Deshalb schlugen Uehleke et al. (2013) eine Basistherapie mit Proaktiv® in der
Langzeitbehandlung von Erkrankungen des Bewegungsapparats vor. Zudem kann wenn notig eine

Kombination des Phytopharmakons mit NSAIDs oder Opiaten erfolgen.

AbschlieBend bleibt zu bemerken, dass die Wirksamkeit von Weidenrindenpraparaten in der
Ruckenschmerztherapie durch klinische Studien gut belegt ist, was eine Verwendung von
Weidenrindenextrakten aufgrund ihrer analgetischen und anti-inflammatorischen Aktivitat
rechtfertigt (Shara und Stohs 2015). Jedoch sind die Studienergebnisse zur Behandlung von
Arthrose und rheumatoider Arthritis nicht ganz einheitlich. Nicht zuletzt aufgrund der
Anwendungsempfehlung der ESCOP zur Behandlung von Arthrose und rheumatoider Arthritis

sollte deshalb hierzu eine weitere gréRer angelegte klinische Untersuchung erfolgen.
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1.5 Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Weidenrinde

Wie zahlreiche Studien belegen, sind fir die Wirkung der Weidenrinde nicht nur die enthaltenen
Salicylalkoholderivate verantwortlich (Nahrstedt et al. 2007). Eine Reihe an in vitro Testungen
wurde deshalb durchgefiihrt, um die Wirkung der Weidenrinde zu erklaren. Im Gegensatz zur
Acetylsalicylsdure, welche die COX acetyliert und damit irreversibel hemmt, konnte fur seinen
Metaboliten (bzw. Metaboliten der Salicylalkoholderivate) Salicylsaure aus Weidenrinde kein
hemmender Effekt auf die isolierte COX beobachtet werden. Jedoch wurde fur Salicylsaure bzw.
sein korrespondierendes Natriumsalz eine Hemmung der COX-2 vermittelten Prostaglandin
Biosynthese in intakten Zellen beobachtet (Amann und Peskar 2002). Fiebich und Chrubasik
(2004) postulierten eine COX-2 vermittelte PGE, (Prostaglandin E,) Hemmung durch andere in
Weidenrinde enthaltene Verbindungen, da die Einzelsubstanzen Salicin und Natriumsalicylat keine
Aktivitat zeigten. Zusatzlich konnten sie eine Hemmung der Freisetzung von TNFa (Tumor
Necrosis Factor a), IL-18 (Interleukin) und IL-6 in LPS-aktivierten (Lipopolysaccharid), humanen
Monozyten zeigen. Salicin und Natriumsalicylat waren auch in diesem Experiment inaktiv (Fiebich
und Chrubasik 2004). AuBerdem wurden weitere, nicht mit den Cyclooxygenasen in Verbindung
stehende Effekte des Natriumsalicylats beschrieben. So konnte ein Einfluss auf die MAPK (mitogen
activated protein-kinase) Kaskade beobachtet werden. Zusatzlich konnten hemmende
Eigenschaften des Natriumsalicylats auf Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (Nuklear Factor kappa
B) und AP-1 (Activator protein 1) gezeigt werden (Amann und Peskar 2002). Untersuchungen zum
genauen Mechanismus zeigten eine Hemmung der ATP-bindenden Region von IKKB durch
Natriumsalicylat (Yin et al. 1998). Fur eine genauere Ubersicht der NF-kB abhangigen
Entzindungsprozesse dient 4.1.1, S.110. Eine weitere Erklarung des Wirkmechanismus von
Salicylsaure bzw. Salicylat wird in den Arbeiten von Furst et al. (2006) diskutiert, welche ein NF-kB
unabhangiges Target des Salicylats, die HO-1 (heme oxygenase-1) beschreiben. In einem
Endothelzellsystem, welches mit IL-4 (Interleukin-4) stimuliert wurde, konnte eine Hemmung der P-
Selektin Expression durch Natriumsalicylat erreicht werden. Dies war wiederum auf eine HO-1
Induktion durch Natriumsalicylat zuriickzufihren, was ein weiterer Ansatz zur Erklarung des
Wirkmechanismus sein konnte. Jedoch ist die pharmakologische in vivo Relevanz der Ergebnisse
von First et al. (2006) aufgrund der getesteten sehr hohen Natriumsalicylat-konzentration (10 mM)
fraglich. Jaggi et al. (2003) fuhrten eine Reihe an in vitro Untersuchungen mit einem wassrigen
Weidenrindenextrakt durch. Zusatzlich wurde der Extrakt in Fraktionen unterschiedlicher Lipophilie
unterteilt und diese ebenso getestet. Hierbei konnte an den bei der Entziindung beteiligten

Enzymsystemen COX-1, COX-2, LOX-5 (5-Lipoxygenase) und HLE (human leucocyte elastase)
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eine Hemmung durch polyphenolhaltige Fraktionen, nicht jedoch durch die Salicylalkoholderivate
enthaltende Fraktion beobachtet werden (in: Nahrstedt et al. 2007). Genauere Untersuchungen an
humanen LPS stimulierten Monozyten ergaben eine Hemmung der mRNA- und Proteinexpression
von TNFa und COX-2 (Bonaterra et al. 2010). Zudem konnte in aktivierten, proinflammatorischen
Monozyten eine Hemmung der NO-Synthese durch den Weidenrindenextrakt und eine
proanthocyanidinhaltige Fraktion gezeigt werden (Bonaterra et al. 2010). Fur die polyphenolischen,
inklusive der flavonoidhaltigen, Fraktionen konnten auch Radikalfangereigenschaften
nachgewiesen werden (Germann 2005). Da die Aktivierung von NF-kB und TNFa auch durch freie
Radikale vermittelt werden kann, kdnnten diese Inhaltsstoffe so zur Entziindungshemmung
beitragen (Nahrstedt et al. 2007). Auch Ishikado et al. (2013) konnten eine Induktion durch eine
salicinarme Fraktion der Weidenrinde von antioxidativen Enzymen und gleichzeitig einen Schutz
vor oxidativem Stress durch Aktivierung von Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2)
nachweisen. Freischmidt et al. (2012) zeigten eine TNFa induzierte Hemmung der ICAM-1
Expression durch einen Weidenrindenextrakt sowie durch die Inhaltsstoffe Catechol und Eriodictyol
an Endothelzellen. Knuth et al. (2011) und Knuth (2013) fiihrten die Reduktion der TNFa induzierte
ICAM-1 Expressionshemmung durch die Salicylalkoholderivate und Trager der HCC-Untereinheit
Salicortin und Tremulacin auf eine in vitro Instabilitdt und gleichzeitige Entstehung von Catechol
zuriick. Yang et al. (2013) beobachtete eine signifikante Hemmung der NO-Produktion in LPS-
stimulierten Microgliazellen durch verschiedene Salicylalkoholderivate mit HCC-Untereinheit.
Catechol hemmt nicht nur die ICAM-1 Expression, sondern konnte auch die LPS-induzierte NF-kB
Aktivierung, NO- und TNFa-Produktion in BV-2 Microgliazellen reduzieren (Zheng et al. 2008). Als
ReslUmee lasst sich festhalten, dass aus Weidenrinde hergestellte Extrakte sowie Fraktionen oder
einzelne Inhaltsstoffe in verschiedenen in vitro Testsystemen auf ihr anti-inflammatorisches,
analgetischens oder antioxidatives Potential getestet wurden. Die Ergebnisse aus in vitro
Untersuchungen weisen stark auf einen gemeinsamen Beitrag von Catechol, Flavonoiden und

Gerbstoffen zur Wirkung hin.
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1.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die anti-inflammatorische Wirkung der Weidenrinde wird am besten Uber das Zusammenspiel
vieler Inhaltsstoffe und Inhaltsstoffgruppen erklart. Neben dem aus den Salicylalkoholderivaten
entstehenden Salicin, welches in vivo zur Salicylsaure metabolisiert wird, tragen Flavonoide und
auch Gerbstoffe zur Wirkung bei (Nahrstedt et al. 2007). Die Bedeutung des aus der 1-Hydroxy-6-
0x0-2-cyclohexen-1-carbonyl-Untereinheit  (HCC-Untereinheit) einiger  Salicylalkoholderivate
entstehenden, in vitro anti-inflammatorisch aktiven Catechols, wurde in jingeren Arbeiten diskutiert
und als zuséatzliches Wirkprinzip beschrieben (Knuth et al. 2011). Die sulfatierte und glucuronidierte
Derivate des Catechols stellen in vivo Metaboliten dar. Jedoch wurde im Gegensatz zur
Salicylsaure kein freies Catechol im Serum humaner Probanden detektiert (Knuth et al. 2013). Die
Diskrepanz zwischen den haufig pharmakologisch inaktiven Phase-lI-Metaboliten von
Polyphenolen in vitro und der, insbesondere anti-inflammatorischen Aktivitat von Extrakten,
Fraktionen oder phenolischen Substanzen in vivo, wird seit jingerer Zeit durch die Dekonjugierung
der Phase-lI-Metabolite zu den korrespondierenden Aglyka erklart. Gerade im entziindeten
Gewebe scheint eine B-Glucuronidase aktiv zu sein, welche fir diesen Effekt verantwortlich

gemacht wird (Ishisaka et al. 2013).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte deshalb die Untersuchung des Dekonjugierungs-
verhaltens polyphenolischer Glucuronide durch humane B-Glucuronidase in einem in vitro System
erfolgen. Dafiir sollte ein Testsystem entwickelt werden, um im Rahmen einer moglichst breiten
Untersuchung verschiedene Polyphenol- und inshesondere Flavonoid-glucuronide hinsichtlich ihrer
Umsetzung durch humane B-Glucuronidase zu analysieren. Dies ist nicht nur fir die
(poly)phenolischen Inhaltsstoffe der Weidenrinde von Relevanz, sondern flr viele weitere
flavonoidhaltige Drogen. Da die Flavonoide aus Weidenrinde hinsichtlich ihrer in vivo
Metabolisierung im Gegensatz zu den Salicylalkoholderivaten noch nicht untersucht wurden, sollten
diese aus Serumproben einer pharmakokinetischen Studie identifiziert und ein Metabolitenprofil
erstellt werden. Ferner sollten die ermittelten Hauptmetabolite in vitro hinsichtlich ihres anti-
inflammatorischen Potentials getestet werden. Ein weiteres Ziel war die Entwicklung und
Validierung einer Gehaltsbestimmungsmethode, welche eine Quantifizierung der HCC-Untereinheit
als Catechol in Weidenrinde zulasst. Zudem sollte eine Quantifizierungsmethode fir die
enthaltenen Flavanon-glucoside etabliert werden, welche eine simultane Bestimmung der
mengenmafig dominierenden Naringenin-glucoside, der Chalkon-glucoside sowie der Eriodictyol-

glucoside, erméglicht.
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2 QUANTIFIZIERUNG VON PHENOLISCHEN
INHALTSSTOFFEN AUS WEIDENRINDE

2.1 Grundlage

Die Wirkung der Weidenrinde wird Uber eine Multikomponenten- / Multitarget- Theorie erklart
(Nahrstedt et al. 2007). So sind fur den pharmakologischen und Klinischen Effekt des
Weidenrindenextrakts nicht nur die Salicylalkoholderivate verantwortlich. Polyphenole wie
Flavonoide und Gerbstoffe tragen ebenfalls zur Wirkung bei (Vlachojannis et al. 2009). Zusatzlich
konnte in einer aktuellen Studie gezeigt werden, dass das aus Salicortin entstehende Catechol
anti-inflammatorische Eigenschaften besitzt und somit fur die Wirkung des Weidenrindenextrakts
mitverantwortlich sein kénnte (Knuth et al. 2011). Bisherige quantitative Untersuchungen zu Salix
spec. fokussierten jedoch hauptsachlich auf die Gruppe der Salicylalkoholderivate. Diese werden
nach basischer Hydrolyse mit Natriumhydroxid (Ph. Eur. 2015) oder Kaliumhydroxid (Poblocka-
Olech et al. 2007) der Quantifizierung als Salicin mittels HPLC Analytik zuganglich gemacht. Die
simultane Quantifizierung einzelner Salicylalkoholderivate (u.a. Salicin, Salicortin und Tremulacin)
in Weidenrindenextrakt kann mittels HPLC und Gaschromatographie durchgefuihrt werden (Meier et
al. 1988).

2.1.1 Quantifizierung von Flavonoiden

Nur wenige Arbeiten beschéftigten sich bisher mit der Quantifizierung von Flavonoiden aus
Weidenrinde. Verschiedene Flavanon-, Flavon- und Flavonolglycoside wurden jeweils einzeln
mittels HPLC Analytik unter Verwendung der entsprechenden Standardsubstanzen quantifiziert
(Nyman und Julkunen-Tiitto 2000; Julkunen-Tiitto und Sorsa 2001; Tegelberg und Julkunen-Tiitto
2001; Kammerer et al. 2005; Zhao et al. 2014). Eine Gesamtbestimmung, wie sie im Europaischen
Arzneibuch (Ph. Eur. 2015) fur die Salicylalkoholderivate Anwendung findet, wurde fir die in S.
purpurea mengenmalig dominierenden Flavanone (vorwiegend Naringeninderivate) etabliert.
Neben unveresterten Naringeninglucosiden wurden mit dieser Methode auch cumaroylierte
Naringenin- und korrespondierende Chalkonglucoside, welche fur S. purpurea beschrieben sind,
einer Gehaltsbestimmung zugéanglich (Freischmidt 2011). Eriodictyol, ein weiteres in Weidenrinde

hauptsachlich als Eriodictyol-7-O-B-glucosid prasentes Flavanon, besitzt in vitro eine starke anti-
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inflammatorische Aktivitat (Freischmidt et al. 2012). Eriodictyol und dessen Derivate wurden bisher
aus S. alba und S. purpurea isoliert (Jarrett und Williams 1967; Du et al. 2009).

Um die Gruppe der in Weidenrinde vorkommenden und pharmakologisch wichtigen
Flavanonglucoside und Chalkonglucoside zu quantifizieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
simultane Bestimmung von Naringenin- und Eriodictyolderivaten entwickelt und validiert. Die Arbeit
basiert auf der von Freischmidt (2011) beschriebenen Methode, welche durch die vorliegenden
Ergebnisse um die Bestimmung des Eriodictyolgehalts erganzt wurde.

2.1.2 Quantifizierung von Catechol

2.1.2.1 Vorkommen der HCC-Untereinheit

In Salix spec. findet man die HCC-Untereinheit vorwiegend an Salicylalkoholderivate gebunden,
des Weiteren an Catechin und an Catechingerbstoffen (vgl. Abb. 2, S.6). Viele Populus Arten
(Salicaceae) besitzen ebenfalls ein breites, den Salix Arten &hnliches Spektrum an Substanzen mit
dieser Untereinheit. Aus Populus fremontii und P. deltoides wurde ein fir Salix spec. unbekanntes
HCC-Salicortin isoliert (Abb. 4), welches zwei HCC-Untereinheiten besitzt (Boeckler et al. 2011).
Andere Gattungen und Arten aus der Familie der Salicaceen, wie Hamalium ceylanicum und
Dovyalis hebecarpa seien hier exemplarisch als Vertreter mit weiteren Salicylalkoholderivaten mit
HCC-Untereinheit wie Homalosid B und ein Hydroxyanaloges des Tremulacins (4-

Hydroxytremulacin) genannt (Abb. 4; Ekabo et al. 1993; Rasmussen et al. 2006).

HCH-Salicortin Homalosid B 4-Hydroxytremulacin

Abb. 4 Salicylalkoholderivate aus anderen Gattungen der Salicaceae; HCC-Salicortin aus Populus fremontii, Homalosid
B aus Hamalium ceylanicum und ein Hydroxyanaloges des Tremulacins aus Dovyalis hebecarpa.
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2.1.2.2 Abbaumechanismus der HCC-Untereinheit zu Catechol

Catechol, ein Bestandteil vieler Weidenrindenextrakte, wird als Abbauprodukt u.a. von Salicortin
beschrieben. Es entsteht aus der HCC-Untereinheit des Salicortins via Decarboxylierung und
anschlieRender Oxidation mit Luftsauerstoff (Pearl und Darling 1971; Clausen et al. 1989;
Julkunen-Tiitto und Meier 1992; Haruta et al. 2001; Lindroth und Pajutee 1987). Ruuhola und
Mitarbeiter (2003) zeigten im Gegensatz zu Mattes et al. (1987), dass der Abbau nicht nur
enzymatisch durch Esterasen sondern auch nicht enzymatisch durch basischen pH bedingt sein
kann. Eine detaillierte Ubersicht der am Abbau von Salicortin beteiligten Prozesse findet sich in
Abb. 5. Das aus Salicortin entstehende Salicin kann durch B-Glucosidase Aktivitat unter Spaltung
des Vollacetals zu Glucose und Saligenin abgebaut werden. Das freigesetzte 1-Hydroxy-6-oxo-2-
cyclohexen-1-carboxylat decarboxyliert zu 2-Hydroxy-3-cyclohexenon (2-HCH), welches mit
Luftsauerstoff zu Catechol oxidiert wird. Unter Beteiligung weiterer Oxidationsprozesse oder auch
enzymatisch durch Polyphenol Peroxidasen entsteht o-Chinon. Ausgehend von 2-HCH ist durch
Enolisierung eine Umlagerung zu 6-Hydroxy-2-cyclohexenon (6-HCH) mdoglich (Ruuhola et al.
2003).

2.1.2.3 Etablierte Catechol-gehaltsbestimmungen

Quantitative Arbeiten bezlglich des genuinen im Weidenrindenextrakt enthaltenen Catechols und
einzelner Salicylalkoholderivate wie Salicortin und Tremulacin wurden von Freischmidt (2011) und
Knuth (2013) unter Verwendung externer Standards und HPLC-DAD Analytik durchgefiihrt. Hierbei
wurden die Einzelkomponenten nebeneinander bestimmt. Eine quantitative Erfassung der
Freisetzung des Catechols aus Salicylalkoholderivaten wurde von Ruuhola et al. (2003) etabliert,
wobei Salicortin als Einzelsubstanz und in Extrakten aus S. myrsinifolia, S. repens und S.
pentandra in einem Kaliumphosphatpuffer (pH=9) hydrolysiert und mittels HPLC-DAD analysiert
wurde. Ruuhola et al. (2003) bestimmten ebenfalls den Catecholgehalt in intakten und
homogenisierten Blattern der genannten Stammpflanzen. In Anwesenheit pflanzlicher Enzyme wie
Esterasen und B-Glucosidasen (hach Homogenisation) fand eine Umsetzung zu Catechol statt. Die
von Ruuhola et al. (2003) beschriebene Methode wurde jedoch weder validiert noch wurde auf eine
guantitative Abspaltung und Oxidation der HCC-Untereinheit geachtet. Eine validierte Catechol-
gehaltsbestimmungsmethode mit Hilfe von HPTLC und HPLC wurde hingegen von Poblocka-Olech
et al. (2010) etabliert. Es erfolgte dabei der Vergleich des Catecholgehalts von vier Salix Arten (S.
purpurea, S. daphnoides, S. acutifolia und S. alba) vor und nach Hydrolyse mit Kaliumhydroxid.

Jedoch blieb eine quantitative Umsetzung zu Catechol aul3er Acht.
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Auf dieser Grundlage wurde in der vorliegenden Arbeit ein enzymatischer Assay fir die
Quantifizierung des genuin enthaltenen Catechols und der HCC-Untereinheit als Catechol in
Weidenrindenextrakt entwickelt und validiert.

OH

HO HO
HO R
HO o HO

Esterase/ alkalischer pH OH SGlucosidase
Salicin Saligenin
(0] HO HO
00— L
o
HO (0]
-OH
(@)
1-Hydroxy-6-oxo-2- Enol-Form 6-HCH
cyclohexencarboxylat
+H,0 lco2
(0] o HO o O
D Oxidation :@ Oxidation D
_— _—
HO HO o]
2-HCH Catechol o-Chinon

Abb. 5 Hydrolyseschema fur Salicortin nach Ruuhola et al. (2003); durch alkalischen pH oder Esterasen wird Salicin und
das 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarboxylat freigesetzt; Salicin kann unter Einfluss von Glucosidase zu Saligenin
abgebaut werden; das Anion wird unter CO, Abspaltung zum 2-HCH; dieses kann durch oxidative Prozesse zu Catechol
und weiter zu o0-Chinon reagieren; eine weitere Reaktion des 2-HCH ist die durch Enolisierung bedingte Bildung von 6-

HCH.
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2.2 Ergebnisse und Diskussion

2.2.1 Simultane Quantifizierung von Naringenin- und Eriodictyol-

glucosiden

2.2.1.1 Reaktionsprinzip

Freischmidt (2011) zeigte, dass Flavanon-5-O-8-glucoside und deren cumaroylierte Derivate sich
durch saure Hydrolyse leicht in ihre Aglyka spalten lassen, wohingegen Flavanon-7-O-B-glucoside
unter diesen Bedingungen nur sehr schwer gespalten werden kénnen. Unter Einfluss von g-
Glucosidase war die Spaltung des 7-O-B-Glucosids mdglich, jedoch entzogen sich 5-O-3-Glucoside
und acylierte Flavanon-glucoside dieser Umsetzung. Da die Flavanon-glucoside diese
unterschiedlichen Hydrolyseverhalten zeigen, wurde von Freischmidt (2011) eine kombinierte
Hydrolyse mit TFA (Trifluoressigsdure) und nachfolgendem B-Glucosidase Verdau entwickelt.
Hierbei werden sowohl Naringenin-7-O- und -5-O-8-glucoside als auch cumaroylierte Derivate und
Chalkon-glucoside quantitativ erfasst und zu Naringenin umgesetzt. Um die Gehaltsbestimmung
der Flavanonderivate zu komplettieren, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit Eriodictyol-7-O-
B-glucosid mit dieser Methode zu Eriodictyol umgesetzt und in die Quantifizierung einbezogen
(Abb. 6). Die Bestimmung des Gesamt-flavanongehalts erfolgte per HPLC unter Zusatz von

Hesperetin als internen Standard und Kalibrierung fir Naringenin und Eriodictyol.

2.2.1.2 Anwendbarkeit der Methode zur simultanen Bestimmung von Naringenin und

Eriodictyol

Zur Ubersicht der zu erfassenden Flavanon- und Chalkon-glucoside wurde ein
Weidenrindenextrakt (STW-Extrakt der Firma Steigerwald) per HPLC aufgetrennt und die
verschiedenen Peaks mittels Retentionszeiten und UV Spektren den Referenzsubstanzen
zugeordnet (Abb. 7; Freischmidt 2011). Neben den mengenm&Rig dominierenden
Naringeninderivaten liegen die Chalkone Isosalipurposid und dessen cumaroyliertes Derivat sowie
Eriodictyol und sein Glucosid, als Minorkomponenten vor. Zur Uberpriifung ob Eriodictyol-7-O-8-
glucosid mit dieser Hydrolysemethode zum Aglykon gespalten wird, wurde es als Einzelsubstanz
dem Versuch unterzogen. Naringenin-7-O- und -5-O-B-glucosid dienten als Vergleichssubstanzen
und wurden ebenfalls hydrolysiert. Eine quantitative Umsetzung zu den Aglyka Naringenin und

Eriodictyol konnte beobachtet werden (Abb. 8). Somit war die entwickelte Methode nach
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Freischmidt (2011) fur die simultane Bestimmung geeignet. Der bisher gewéhlte RP18-HPLC
Gradient war aufgrund einer Uberlagerung des Eriodictyolpeaks mit dem einer anderen,
unbekannten Substanz zur Quantifizierung aber ungeeignet. Aus diesem Grund wurde fir die
Bestimmung an Stelle einer isokratischen Elution eine Gradientenelution dber 25 min mit
anschlielendem Spil- und Rekalibrierungsschritt gewéhlt, welche eine separierte Auftrennung von
Naringenin, Eriodictyol und des internen Standards lieferte (Abb. 9). Somit war eine quantitative

Auswertung beider Analyten gegen den internen Standard Hesperetin moglich.

OH
HO Q
HO 0 o
OH R
OH O
o o
ORZHO o 1. TFA Hydrolyse 30 min, 120 °C HO o R4

o 2. B-Glucosidase, 30 min, 37 °C
HO 0o o OH O
OH
on 1

HO
s
Hoﬁ/ o R4=H (2R,2S)-Naringenin-7-O-4-glucosid
HO o R4= OH (2R,2S)-Eriodictyol-7-O-s-glucosid

OH R,=H (2R,2S)-Naringenin-5-0-glucosid
R,= trans-p-Cumaroyl| 6"-O-trans-p-Cumaroyl-(2R,2S)-naringenin-5-O-4-glucosid
R3=H Isosalipurposid
R3= trans-p-Cumaroyl| 6"-O-trans-p-Cumaroyl-isosalipurposid
R4=H Naringenin
R4= OH Eriodictyol

Abb. 6 Ubersicht der bei der simultanen Gehaltsbestimmung von Naringenin und Eriodictyol erfassten Flavanon- und
Chalkonglucoside; die teils cumaroylierten Naringenin-, Eriodictyol- und Chalkonglucoside werden nach Hydrolyse mit
TFA und nachfolgender Inkubation mit 8-Glucosidase zu den Aglyka Naringenin und Eriodictyol.
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Abb. 7 HPLC-Chromatogrammausschnitt des unhydrolysierten STW Extrakts (5 mg/ml); A und B: (2R/2S)-Naringenin-5-

O-B-glucosid, C: Eriodictyol-7-O-8-glucosid, D: Naringenin-7-O-8-glucosid, E: Isosalipurposid, F: Eriodictyol, G und H: 6”
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Abb. 8 Hydrolyse der Einzelsubstanzen zum korrespondierenden Aglykon; A: Lésungsmittelkontrolle, B: E7G (0,2 mg/ml)
vor Hydrolyse, C: E7G nach Hydrolyse, D: N5G (0,6 mg/ml) vor Hydrolyse, E: N5G nach Hydrolyse, F: N7G (0,3 mg/ml)
vor Hydrolyse, G: N7G nach Hydrolyse; Gradient NE3 (289 nm); E7G: Eriodictyol-7-O-8-glucosid, N5G: Naringenin-5-O-
B-glucosid, N7G: Naringenin-7-O-B-glucosid, E: Eriodictyol, N: Naringenin.
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Abb. 9 HPLC Chromatogramm des hydrolysierten STW-Extrakts (Ceng=207 pg/ml); 15,70 pg/ml Interner Standard (IS),
16,40 pg/ml Naringenin (N) und 1,11 pg/ml Eriodictyol (E); Gradient NE2 (289 nm).

2.2.1.3 Validierungsparameter

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bestimmung der Validierungsparameter fir Naringenin

komplettiert und fir Eriodictyol vollstandig durchgefihrt.

Linearitat

9-Punkt-Kalibriergeraden im Bereich von 0,2-10 pg/ml (0,6-35 uM) fir Eriodictyol und von 0,5-
70 pg/ml (1,8-257 uM) fur Naringenin wurden angefertigt (n=6), der interne Standard wurde
dreifach als Referenz vermessen und jeder Kalibrierldosung zugesetzt. Die Kalibriergeraden
ergaben sich aus der Auftragung der Analyten Konzentration gegen die Flache (Aanayt-korigiert;
Formel 1, S.43). In Tab. 1 sind die Kalibrierfunktionen und je das BestimmtheitsmaR r* angegeben.
Als Linearitatskriterien wurden das BestimmtheitsmaR (r?> 0,9980), der y-Achsenabschnitt (b < O-
5% der Zielkonzentration) und die Reststandardabweichung (0 < 1,5-2% der Zielkonzentration;
Formel 5, S.46) betrachtet (Kromidas 1999). Fir Eriodictyol lag die Reststandardabweichung
aulBerhalb des akzeptablen Bereichs (bei 4,12%). Deshalb wurde hier zusatzlich der
Responsefaktor betrachtet (Formel 2, S.45). Nach Auftragung gegen die Konzentration ergab sich

ein abgesicherter linearer Arbeitsbereich von 0,32-8,10 pg/ml (1,1-28 uM).
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Detektions-und Quantifizierungslimit

Die Bestimmung der Detektions- und Quantifizierungslimits (Formel 3 und Formel 4, S.45) erfolgte
durch Berechnung aus der Reststandardabweichung (o, Formel 5, S.46) und der Steigung der
Kalibriergeraden (S) analog den Vorgaben der ICH Guidelines fur Methodenvalidierung (ICH 2005).
Detektions- und Quantifizierungslimits fir die beiden Analyten finden sich in Tab. 1.

Tab. 1 Detektions-und Quantifizierungslimit, Peakreinheit (n=6) und Liniaritatsparameter der simultanen Quantifizierung
von Naringenin und Eriodictyol.

Parameter Eriodictyol Naringenin

Kalibrierfunktion (y=S*x-b)  y=393436x-17072  y=403989x-268

BestimmtheitsmaR r’ 0,9997 1,0000
Detektionslimit (uM) 0,45 0,77
Quantifizierungslimit (uM) 1,35 2,34
Totale Peakreinheit (%) 67,76 95,01

Spezifitat

Die totale Peakreinheit wurde mit Hilfe der HPLC Software berechnet. Ein Algorithmus verglich
hierbei die UV-Spektren an jedem Punkt des Peaks des Analyten im Chromatogramm miteinander.
Die Peakreinheit fir Eriodictyol und Naringenin ist in Tab. 1 gelistet (n=6). Die niedrige Reinheit
des Eriodictyolpeaks war dessen geringer Konzentration geschuldet, da der Dioden Array Detektor

mit sinkender Analytenkonzentration an Genauigkeit verliert.

Prazision (Wiederhol- und Laborpréazision sowie Reproduzierbarkeit)

Der Vergleich von Analysen eines Tages bzw. mehrerer Tage ergab Variationskoeffizienten
(Vi) < 5% (Kromidas 1999). Auffallend ist auch, dass die bestimmten V, Werte in einem engen
Bereich lagen (Tab. 2). Somit wurden beide Analytenkonzentrationen im selben Mafie an einem
und an mehreren Tagen prazise bestimmt. Aufgrund des hohen apparativen Aufwands der
Methode wurde der Gesamt-flavanongehalt des STW-Extrakts von drei unterschiedlichen Personen
bestimmt. V, lag bei 4,86% und somit im akzeptablen Bereich (n=6). Die Methode kann somit als

reproduzierbar betrachtet werden.
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Tab. 2 Eriodictyol- und Naringenin-gesamtgehalt, Wiederhol- und Laborprazision der simultanen Gehaltsbestimmung
(n=6); Vi: Variationskoeffizient.

Analyt Eriodictyol (%) Naringenin (%)
Gesamtgehalt (MW + StabW) 0,54 + 0,01 8,12+ 0,52
Wiederholprazision (V) 2,16 2,08
Laborpréazision (V) 1,96 1,88

Wiederfindung

Die Wiederfindung der wichtigsten im STW-Extrakt vorkommenden Flavanonglucoside (Naringenin-
7-0O- und -5-O-B-glucosid sowie Eriodictyol-7-O-B-glucosid) wurde bestimmt. Hierflr wurden die im
Extrakt vorliegenden Konzentrationen der Glucoside abgeschatzt. 20 und 40% (flr Eriodictyol-7-O-
B-glucosid und Naringenin-5-O-8-glucosid) sowie 40 und 80% (fur Naringenin-7-O-8-glucosid)
dieser geschatzten Konzentrationen wurden als Referenzsubstanz der Aufarbeitung unterzogen.
Das Verhéltnis ermittelter Naringenin- bzw. Eriodictyolkonzentration zu der Uiber die Molare Masse
errechneten Konzentration an Naringenin bzw. Eriodictyol ergab die Wiederfindung (Tab. 3). Es
wurden Wiederfindungsraten von 89,4-99,2% erzielt. In einem zweiten Experiment wurde die
Wiederfindung in der Matrix (Additionsmethode) ermittelt. Hierfir wurde der Eriodictyol- bzw.
Naringeningehalt des STW-Extrakts bestimmt, welcher als Grundwert diente. Im selben Versuch
(gleiche Einwaage) wurden die Referenzsubstanzen, 20 und 40% (fur Eriodictyol-7-O-B-glucosid
und Naringenin-5-0O-B-glucosid) sowie 40 und 80% (fur Naringenin-7-O-B-glucosid) der genuinen
Menge zum STW-Extrakt pipettiert. Aus dem Naringenin- bzw. Eriodictyolgehalt des Grundwerts
und den zugesetzten errechneten Referenzkonzentrationen ergab sich der theoretische Gehalt.
Das Verhdltnis aus gemessenem zu theoretischem Gehalt wurde als Wiederfindung definiert. Die
Wiederfindungsraten lagen im Bereich zwischen 92,6-101,9% (Tab. 3). Sie sollten sich fir
Wirkstoffgehalte < 10% in einem Bereich zwischen 97-103% befinden (Kromidas 1999). Eine
mogliche Ursache fur die niedrigeren Werte von Naringenin-7-O--glucosid (80%) und Naringenin-
5-O-B-glucosid (20%) kdnnten eventuelle Schwankungen des Basalwerts sein, welche schon bei
der Methodenentwicklung von Freischmidt (2011) beobachtet wurden und sich auch wahrend der
vorliegenden Arbeiten zeigten. Beurteilt man die Wiederfindungsraten unter Einbeziehung von Vi
der Methode fur Naringenin, so sind Werte fur die Wiederfindung ab 91,7% (100%- 4 * V,) noch

ausreichend (Kromidas 1999).
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Tab. 3 Wiederfindungsraten der Referenzen und der Additionsmethode fiir Eriodictyol- und Naringenin-glucoside (MW +
StabW, n=6, in Duplikaten); E7G: Eriodictyol-7-O-B-glucosid, N5G: Naringenin-5-O-B-glucosid, N7G: Naringenin-7-O-f3-
glucosid.

E7G 20% E7G 40% N5G 20% N5G 40% N7G 40% N7G 80%

Referenz 912+9,1 89,4+115 97,1+27 99,2+ 3,5 94,0+6,0 94,8 +£ 8,9

Additionsmethode 101,9+6,0 99,6+7,4 92,6 +6,9 97,1+6,2 99,6 + 5,6 935+7,8

Stabilitat

Die mittlere Naringeninkonzentration von sechs Proben betrug 17,54 + 0,36 pg/ml, und nach
Lagerung von acht Stunden lag diese bei 17,31 £ 0,34 pg/ml. Fur Eriodictyol lagen die Werte vor
und nach Lagerung fur acht Stunden bei 0,93 £ 0,05 pg/ml. Durch statistische Auswertung mittels t-
Test (p<0,05) konnten keine signifikanten  Unterschiede ermittelt werden. Die
Analytkonzentrationen in den Proben waren somit mindestens acht Stunden stabil.

2.2.2 Quantifizierung der HCC-Untereinheit als Catechol

2.2.2.1 Reaktionsprinzip

Die Abspaltung der HCC-Untereinheit kann entweder im Basischen bei pH=9 oder enzymatisch
durch Esterasen erfolgen (Ruuhola et al. 2003). Gemal der Reaktionsgleichung sollten z.B. aus
Salicortin  &quimolare Mengen Catechol und Salicin entstehen (Abb. 10). Dies war die
Grundannahme auf welcher die Versuche basierten. In Vorversuchen konnte jedoch keine
guantitative Spaltung in basischen Puffern erzielt werden und das Verhdlinis des entstandenen
Catechols zu Salicin war hier ca. 1:2. Dies liel8 vermuten, dass das entstandene Catechol unter
den Versuchsbedingungen nicht stabil war und zu o-Chinon oxidiert wurde (Ruuhola et al. 2003).
Eine zweite Mdglichkeit bestand darin, dass der oxidative Prozess welcher zur Entstehung des
Catechols notig ist, noch nicht vollstandig war. Deshalb wurde eine schonende, enzymatische
Methode entwickelt, welche eine mdglichst vollstandige Umsetzung zu Catechol ermdglicht. Ein
Weidenrindenextrakt (STW-Extrakt) wurde unter Zugabe von Schweineleberesterase in einem
Kaliumphosphatpuffer (pH=8) im Wasserbad (37 °C) inkubiert. AuRerdem wurde Ascorbinsaure als
wasserlosliches Antioxidans zugesetzt, um die Stabilitédt des Catechols zu erhéhen. Da das Enzym
im Uberschuss eingesetzt wurde, ist aufgrund einer unspezifischen B-Glucosidase Aktivitat des

Enzyms ein weiterer Abbau des Salicins zum Saligenin denkbar (Abb. 10).
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OH Esterase, Ascorbinséure :@ + OH
Phosphatpuffer, pH=8
phatp p HO
Salicortin Catechol Salicin
HO
HO

Saligenin

Abb. 10 Reaktionsschema der Gesamt-catecholgehaltsbestimmung; Salicortin wird unter Einfluss von Esterase zu
Catechol und Salicin abgebaut; aufgrund der Enzymunspezifitét ist eine Spaltung von Salicin zu Saligenin mdglich.

2.2.2.2 Methodenentwicklung

Interner Standard

Fur die Quantifizierung von Catechol musste ein dem Catechol strukturell &hnlicher und gleichzeitig
unter den Versuchsbedingungen inerter interner Standard verwendet werden. Methylcatechol
besitzt diese Eigenschaften, und es weist ein dem Catechol &hnliches UV-Spektrum auf
(Amax=281 nm). An jedem Versuchstag wurde Methylcatechol in Methanol zu 50 pM geldst. 50 pl
dieser internen Standard Lésung wurden jeder Analyse kurz vor der HPLC Analyse zugesetzt.

HPLC Methodenentwicklung

Als Standardsubstanz wurde Salicortin verwendet, welches das Hauptsalicylalkoholderivat des
STW-Extrakts darstellt. Als mdgliche Abbauprodukte wurden Catechol, Salicin und Saligenin
betrachtet. Alle vier Analyten und der interne Standard wurden in Methanol zu je 100 puM verdinnt.
Um diese Analyten mittels RP-18-HPLC-DAD aufzutrennen, wurde ein fur die HPLC Analytik von
Salicylalkoholderivaten Ubliches FlieBmittel verwendet. Es bestand aus einer wassrigen Ldsung
von 1,8% THF und 0,5% Phosphorsaure und als starkeres Eluens an RP-18 Material Methanol

(Meier et al. 1988). Der entwickelte Gradient (CG) ermdoglichte eine Auftrennung aller
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Standardsubstanzen innerhalb von 48 min (Abb. 11). Er wurde sowohl zur quantitativen
Bestimmung als auch zur Uberprufung der vollstandigen Hydrolyse von Salicortin verwendet. Eine
Vermessung des STW-Extrakts mit der entwickelten Methode ergab, dass die funf Substanzen
ebenfalls basisliniengetrennt in der Matrix analysiert werden konnten (Abb. 11). Eine Uberlagerung
mit anderen Substanzen der Matrix konnte durch Vergleich der UV-Spektren ausgeschlossen
werden. Die vier Analyten wurden jeweils in ihrem UV-Maximum integriert und ausgewertet.
Aufgrund des geringen Chromophors hétte eine einheitliche Auswertungswellenldange zu falschen

Ergebnissen gefihrt.
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Abb. 11 Esterasehydrolyse des Weidenrindenextrakts; A: Standardsubstanzen (je 100 pM) in Methanol, B: STW Extrakt
nicht hydrolysiert (1,7 mg/ml, IS: 500 uM), C: STW Extrakt (1,7 mg/ml, IS 500 puM) hydrolysiert mit Esterase
(co=12 mg/ml); Gradient CG (270 nm); CA: Catechol, SG: Saligenin, S: Salicin, SC: Salicortin, IS: Interner Standard
(Methylcatechol).

Probenvorbereitung

Der STW-Trockenextrakt wurde in Methanol 5% zu 14 mg/ml und Schweineleberesterase in einem
Kaliumphosphatpuffer (pH=8) zu 12 mg/ml gelést. Dem Puffer wurden 5 mg/ml Ascorbinsdure
zugesetzt, um eine Oxidation des Catechols zu verhindern. Die Reaktionsmischung bestehend aus
600 pl Extrakt und 1400 ul Esterasepuffer wurden in einem 5 ml Messkolben verschlossen im

Wasserbad bei 37 °C fur 50 min inkubiert. Nach dem Abkuhlen wurde die leicht basische Ldsung
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mit 2,5 pl Essigsdure neutralisiert, um eine Deprotonierung der phenolischen Hydroxylgruppen
zurickzudrangen. Nachdem der Interne Standard zugesetzt war (Ceng=500 pM), wurde um ein
einheitliches Volumen zu erhalten und um das Enzym zu denaturieren, mit Methanol auf 5 ml
aufgefullt. Nach Membranfiltration tGber einen Spritzenvorsatzfilter wurden die Proben an der RP18-
HPLC vermessen (Abb. 11). An jedem Versuchstag wurde ein STW-Extrakt aus der gleichen
Einwaage nicht hydrolysiert vermessen. Hierzu wurden 600 pl Extrakt und 1400 pl Methanol 5%
sowie 50 pl interne Standard Losung zu 5000 pl mit Methanol verdinnt. Diese Probe diente als
Basis fur die Quantifizierung der im genuinen Extrakt vorhandenen Menge an Salicortin und
Catechol (Abb. 11). Gleichzeitig wurde Uber die Stoffmenge des genuinen Salicortins die

theoretische maximale Stoffmenge an entstehendem Catechol bestimmt.

Hydrolysedauer

Um die optimale Inkubationsdauer zu bestimmen wurde der STW-Extrakt wie oben beschrieben
vorbereitet, fur 10, 20, 30, 40, 50, 60 und 70 min inkubiert und danach aufgearbeitet. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min war kein Salicortin mehr im Chromatogramm detektierbar. Jedoch
zeigte sich durch Auswertung des Catecholgehalts in den einzelnen Analysen deutlich, dass erst
nach 50 min die maximale Catecholkonzentration erreicht wurde (Abb. 12A). Dieses Ergebnis
deutete darauf hin, dass die Bildung des Catechols durch Oxidation nach Abspaltung der HCC-
Untereinheit etwas Zeit benotigt. Aus Abb. 12A ist ebenfalls deutlich erkennbar, dass sich der
Catecholgehalt bei Inkubationszeiten von 50-70 min nicht mehr nennenswert @nderte und sich ein
Plateau bildete, was fur die Robustheit der Methode hinsichtlich der Inkubationszeit spricht.
Vergleicht man den V, des bestimmten Gesamt-catecholgehalts der Inkubationszeiten von 30-
70 min so lag dieser bei 1,91%. Demnach erzielt man in diesem Inkubationsbereich richtige
Ergebnisse. Fir die Gehaltsbestimmung wurde daher die mittlere Inkubationszeit von 50 min

gewahlt. Die Bestimmung erfolgte in drei unabh&ngigen Experimenten.
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Abb. 12 Robustheitsparameter; A: Einfluss der Inkubationszeit (10-70 min) und B: der Ascorbinsdurekonzentration (O-
30 mg/ml) auf den Catecholgehalt (MW + StabW, n=3, in Duplikaten).

Ascorbinsaurekonzentration

Aus der Catecholamin-analytik ist Ascorbinséaure als wirksames Antioxidans bekannt. Es dréangt die
im Basischen oder unter thermischer Belastung ablaufende Oxidation des Catechols zum o-Chinon
zuriick (Hugh et al. 1987). Deshalb wurde in den Versuchen zur Quantifizierung von Catechol
ebenfalls Ascorbinsdure zugesetzt, um das entstandene Catechol zu stabilisieren. Zur Ermittlung
der optimale Ascorbinséaure-Konzentration, wurden die Versuche (siehe oben: Probenvorbereitung)
mit 0-30 mg/ml Ascorbinsdure durchgefihrt. Aus Abb. 12B wird deutlich, dass der ermittelte
Catecholgehalt von der Ascorbinsaurekonzentration abhangig ist. Wurde keine oder wenig
Ascorbinsaure zugesetzt, lag der erhaltene Catecholgehalt weit unter den maximal ermittelten
Werten. Bei zu hohen Konzentrationen an Ascorbinséaure (c,=20-30 mg/ml) sank der ermittelte
Catecholgehalt ebenfalls. Eventuell ist dies auf unzulangliche Enzymaktivitdt aufgrund der
lonenstarke zurtickzufiihren. Der V, der bestimmten Gesamt-catecholgehalte unter Zusatz von 2,5-
15 mg/ml Ascorbinsdure lag bei 3,82%. Demnach erzielte man fur diesen Konzentrationsbereich
richtige Ergebnisse bzw. war die Methode hinsichtlich der Ascorbinsdurekonzentration robust. Fir
den hier beschriebenen Versuchsaufbau wurde eine Ascorbinsdurekonzentration von 5 mg/ml

gewahlt. Die Bestimmung erfolgte in drei unabhangigen Experimenten.
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Abb. 13 Catecholgehalt in Abhangigkeit von der Einwaage (MW = StabW, n=3, in Duplikaten); co(STW Extrakt)=12-
20 mg/ml.

Ermittlung der optimalen Einwaage

Um die fir die Enzymmenge (co=12 mg/ml) optimale Extrakteinwaage zu finden, wurden
verschiedene STW-Extraktkonzentrationen hergestellt (12-20 mg/ml) und entsprechend der
Probenaufarbeitung (siehe oben: Probenvorbereitung) behandelt. Der resultierende Catecholgehalt
der verschiedenen Einwaagen wurde verglichen. Aus Abb. 13 ist ersichtlich, dass er fir alle
Einwaagen in einem engen Bereich liegt. Der héchste Catecholgehalt konnte bei einer Einwaage
von 140 mg STW Extrakt ermittelt werden, welche deshalb als Einwaagemenge festgelegt wurde.
Vergleicht man den V, des Catecholgehalts bei verschiedenen Einwaagen, so wird ersichtlich, dass
fur die eingesetzte Enzymmenge und Extrakteinwaagen von 120-180 mg (V(=4,73%) richtige
Ergebnisse produziert werden konnten. Dies bedeutet, dass bei Weidenrindenextrakten mit
geringerer oder héherer Menge an HCC-Untereinheiten die Gehaltsbestimmung ohne Anderung
der Enzymmenge oder Einwaage erfolgen kann. Die Bestimmung erfolgte in drei unabhangigen

Experimenten.

2.2.2.3 Validierungsparameter

Linearitat

Um einen genauen Uberblick iber die Konzentrationen der Abbauprodukte Salicin, Saligenin und
Catechol sowie dem Referenzedukt Salicortin zu erhalten, wurden vier 9-Punkt Kalibriergeraden
(50-1000 pM) angefertigt (n=3). Aus drei unabhangigen Einwaagen wurden methanolische
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Stammldsungen der Substanzen hergestellt, welche je zu neun Kalibrierldsungen verdiinnt wurden.
Jeder Kalibrierlosung wurde der interne Standard zugesetzt (Ceng=500 pM). Generiert wurden die
Kalibriergeraden durch Auftragung der Konzentrationen der Analyten gegen das Signalverhéltnis
von Analyt zu internem Standard. Die Kalibrierfunktionen und das BestimmtheitsmaR r®sind in Tab.
4 angegeben. Da es sich bei Catechol um den eigentlichen Analyten handelte, wurde hier
besonders auf einen linearen Zusammenhang geachtet. So wurden als Linearitatskriterien das
Bestimmtheitsmal3, der Achsenabschnitt und die Reststandardabweichung betrachtet (vgl. 2.2.1.3).
Da das BestimmtheitsmaR (r’=0,9927) und die Reststandardabweichung (0>5% der
Zielkonzentration) auflerhalb der vorgegebenen Kriterien lagen, wurde mit Hilfe des
Responsefaktors ein abgesicherter linearer Bereich festgelegt. Fir Catechol lag dieser bei 100-
1000 pM. Eine mdgliche Erklarung fur die leichte Ungenauigkeit der Kalibrierung war, dass sie in
Methanol vermessen wurde anstatt in Puffer, da sich Salicortin im Puffer (pH=8) bereits zu
zersetzen begann. Durch Wiederholung der Experimente kdnnte man ein genaueres Ergebnis
erzielen.

Tab. 4 Detektions- und Quantifizierungslimit, Peakreinheit (n=6) und Liniaritdtsparameter bei der Quantifizierung des
Gesamt-catecholgehalts fir die Analyten Catechol, Salicin, Saligenin und Salicortin.

Parameter Catechol Salicin Saligenin Salicortin
Kalibrierfunktion y=1,0486x+0,0454 y=0,8062x-0,0142 y=0,9762x+0,0198 y=0,7783x+0,0383
BestimmtheitsmaR r*  0,9927 0,9978 0,9939 0,9938
Detektionslimit (UM) 0,20 0,11 0,18 0,18
Quantifizierungslimit 0.60 0.33 055 055

(UM)

Z,Z;a'e Peakreinheit  gg 53 99,72 74,53 95,40

Detektions- und Quantifizierungslimit

Analog den Vorgaben der ICH wurden die Detektions-und Quantifizierungslimits aus der Steigung
der Kalibriergeraden (S) und der Reststandardabweichung (o) errechnet (ICH 2005). Trotz des
schwachen Chromophors der Analyten lagen die Detektionslimits im Bereich 0,11-0,20 uM und die
Quantifizierungslimits im Bereich 0,33-0,60 uM (Tab. 4).
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Spezifitat

Die absolute Peakreinheit wurde bestimmt (vgl. 2.2.1.3, S.24). Fir Catechol, Salicin und Salicortin
lag diese bei > 95% (Tab. 4). Eine ausreichende Spezifitat der Methode war somit gegeben. Mit
sinkender Konzentration des Analyten sank die Genauigkeit des Detektors. Dies erklarte die etwas
geringere Peakreinheit von Saligenin, welches in den Analysen nur als Minorkomponente vorlag.
Die absolute Peakreinheit wurde in sechs unabhangigen Experimenten bestimmit.

Prazision (Wiederhol-, Labor- und Injektionsprazision)

Aus sechs unabhéngigen Einwaagen an einem Tag (Wiederholprézision) oder an mehreren Tagen
(Laborprazision) wurden Analysenansatze aufgearbeitet und vermessen. Beurteilt wurde die
Prazision anhand von V,. Dieser lag immer unter 5%, jedoch war erkennbar, dass die
Gehaltsbestimmung innerhalb eines Tages praziser verlief, als an verschiedenen Tagen (Tab. 5).
Dies kann durch Pipettierungenauigkeiten, kleine W&agefehler oder durch Instrument
Ungenauigkeiten von Tag zu Tag bedingt sein. Durch sechsmalige Injektion (Injektionsprazision)
derselben Analyse und Vergleich der gefundenen Peakflachen fiir Catechol und internen Standard
wurde die Genauigkeit der HPLC Anlage Uberprift. Es wurde fur Catechol eine Peakflache (Flache
+ StabW) von 1041355 + 14160 und fur den internen Standard von 6388563 + 67836 ermittelt. V
war hier 1,36% fur Catechol und 1,06% fir den internen Standard. Dies spricht flr eine hohe

Préazision der Anlage.

Tab. 5 Wiederhol- und Laborprézision der Catechol-gehaltsbestimmung (MW + StabW, n=6, in Duplikaten).

Gesamtgehalt (%) Vi (%)

Wiederholprazision 3,33+ 0,05 1,42

Laborpréazision 3,11+0,14 4,39
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Wiederfindung

Fur die Ermittlung der Wiederfindung wurde Uberprift, ob Catechol, welches einerseits genuin
vorlag und andererseits durch Aufarbeitung entstanden war, stabil ist und richtig ermittelt werden
konnte. Hierfir wurden drei verschiedene methanolische Catechol-stammldsungen hergestellt,
welche in etwa 15, 30 und 60% der im STW-Extrakt enthaltenen Gesamtmenge entsprachen.
Diese wurden entweder dem STW-Extrakt vor dem Versuch zugesetzt (Additionsmethode) oder
ohne Matrix den Versuchsbedingungen unterzogen (Referenz). Der STW-Extrakt wurde zusatzlich
ohne Catecholzusatz aufgearbeitet, um einen Catecholbasalwert zu erhalten. Aus dem erhaltenen
Basalwert plus der aus der Einwaage errechneten Menge an zugesetzten Catechol ergab sich der
theoretische Gesamt-catecholgehalt. Dieser wurde mit den ermittelten Gehalten der
Additionsmethode ins Verhéaltnis gesetzt. Prozentual ausgedriickt ergab dieses Verhaltnis die
Wiederfindung. Fur die Referenz wurde die Wiederfindung aus dem Quotienten ermittelter
Catecholgehalt durch errechneten Catecholgehalt prozentual ausgedriickt. Aus Tab. 6A wird
ersichtlich, dass Catechol ohne Matrix sehr niedrige Wiederfindungsraten (41,3-83,1%) besitzt.
Dies deutete auf eine starke Instabilitdt des Catechols hin. In der Matrix hingegen war Catechol
stabil und wurde zu 100% wiedergefunden. Catechol wird somit wahrscheinlich durch Begleitstoffe
des STW-Extrakts stabilisiert. In einem weiteren Experiment sollte geprift werden, ob sich aus
Salicortin unter Versuchsbedingungen aquimolare Mengen Salicin und Catechol bilden. Hierfir
wurden Salicortinstammlésungen hergestellt, welche ebenfalls in etwa 15, 30 und 60% der im
STW-Extrakt enthaltenen Menge Salicortin entsprachen. Mit diesen Losungen wurde, wie oben fir
die Additions- und Referenzmethode beschrieben, analog verfahren. Der theoretische Gesamt-
catechol- bzw. —salicin-gehalt ergab sich fir die Referenzmethode aus der eingesetzten
errechneten Stoffmenge des Salicortins. Fur die Additionsmethode ergab sich der theoretische
Wert aus dem Basalwert von Catechol bzw. Salicin plus die eingesetzte errechnete Stoffmenge
Salicortin. Aus Tab. 6B ist erkennbar, dass die Wiederfindung fur Salicortin als Catechol ohne
Matrix wiederum sehr gering war. In der Matrix wurden 89,8-92,7% des Catechols wiedergefunden.
Der geringe Wert von nur 76,8% fur die Addition von Salicortin 60% (Tab. 6) kann durch die nicht
optimale Einwaagemenge erklart werden. Es wurden bei der Wiederfindung 60% mehr Salicortin
eingesetzt als im Extrakt vorhanden ist. Eine unzureichende enzymatische Aktivitat war jedoch
schon ab einer Steigerung der Einwaage von 43% zu beobachten (vgl. 2.2.2.2, S.32). Da Catechol
aus der Matrix zu 100% wiedergefunden wurde, lasst sich folgern, dass das bereits vorhandene
und entstandene Catechol richtig bestimmbar war, die HCC-Untereinheit jedoch nur zu ca. 90%

umgesetzt bzw. wiedergefunden wurde. AbschlieRend wurde die Wiederfindung von Salicin aus

35



QUANTIFIZIERUNG VON PHENOLISCHEN INHALTSSTOFFEN AUS WEIDENRINDE

Salicortin betrachtet, diese lag bei 86,2-90,0% ohne Matrix (Tab. 6C). Diese Werte lassen sich
durch die Entstehung kleiner, nicht quantifizierbarer Mengen Saligenin als Abbauprodukt des
Salicins teilweise erklaren. In der Matrix wurde kein Abbau zum Saligenin beobachtet. Hier lagen
die Wiederfindungsraten fur Salicin bei 92,3-103,2%. Die geringeren Werte fur Salicortin 60% in der
Referenz und der Additionsmethode (vgl. Tab. 6C) erklaren sich vermutlich ebenfalls aus der
unzulanglichen Enzymaktivitat in diesem Konzentrationsbereich.

Tab. 6 Wiederfindungsraten der Referenzen (ohne Matrix) und der Additionsmethode (MW * StabW, n=3, in Duplikaten);

A: fiir Catechol, B: fur Salicortin, gefunden und berechnet als Catechol, C: fir Salicortin, gefunden und berechnet als
Salicin; C: Catechol, SC: Salicortin, S: Salicin.

A C 15% C 30% C 60%
Referenz 41,3+1,7 68,7+45 83,1+1,9
Additionsmethode 100,7 £ 5,7 98,9+ 3,3 101,9+2,6
B SC 15% SC 30% SC 60%
Referenz 314+21 53,1+5,0 53,3+2,6
Additionsmethode 92,7+2,8 89,8+2,9 76,8 +6,9
C SC 15% SC 30% SC 60%
Referenz 88,8+1,7 86,2 + 6,8 90,0 + 4,2
Additionsmethode 103,2+25 101,7 + 2,6 92,3+ 16,7

Stabilitat

Drei Proben wurden nach siebenstindiger Lagerung ein weiteres Mal vermessen und mittels t-Test
verglichen (p<0,05%). Der Gesamtgehalt (MW % StabW) vor Lagerung (452,2 + 56,5 uM)
unterschied sich nicht signifikant vom Gesamtgehalt nach sieben Stunden (456,3 + 57,0 uM). Somit

kann eine Stabilitat der Proben fur sieben Stunden angenommen werden.
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Richtigkeit

Um die Richtigkeit zu tberprifen, wurden wie oben beschrieben Salicortin und Catechol im nicht
hydrolysierten Extrakt quantifiziert und als Catechol berechnet. Diese Hilfsmethode wurde
verwendet, um die ermittelten Werte der Catechol-gesamtgehaltsmethode zu bewerten.
Ausgewertet wurden jeweils sechs Einwaagen des STW-Extraktes hydrolysiert und nicht
hydrolysiert. Der prozentuale Gehalt (MW + StabW) wurde fiur die Catechol-
gesamtgehaltsbestimmung zu 3,11 + 0,14% und fir die Hilfsmethode zu 4,30 £ 0,30% bestimmt
(n=6). Dies ergab im direkten Vergleich eine Richtigkeit von 72% der Catechol-
gesamtgehaltsbestimmung. Dieser niedrige Wert hat auch in der geringen Wiederfindung von nur
ca. 90% seine Ursache und konnte auf eine eventuelle Ungenauigkeit der Referenzmethode

schliel3en, welche nicht validiert wurde.

2.2.3 Catechol-, Naringenin-, und  Eriodictyol-gesamtgehalt in

verschiedenen Weidenrindenpraparaten

Die entwickelten Gehaltsbestimmungsmethoden aus 2.2.1, S.21 und 2.2.2, S.27 fanden
Anwendung an vier verschiedenen Weidenrindenpraparaten. Neben dem zur Validierung
gewahlten STW-Extrakt der Firma Steigerwald, einem Trockenextrakt aus S. purpurea
(Extraktionsmittel: Wasser; DEV 16:23-1) wurde ein Trockenextrakt aus S. daphnoides
(Extraktionsmittel: Methanol 80%; DEV 4,32:1) untersucht. Ein Trockenextrakt und ein
Fertigarzneimittel (Optovit® ActiFLEX) der Firma Hermes, ohne definierte Weidenrindenart
(Extraktionsmittel: Ethanol 70%; DEV 8-14:1) sind gleichermalRen untersucht worden. Fir den
STW-Extrakt fand sich der hdchste Gehalt an Catechol (3,33%), Eriodictyol (0,54%) und
Naringenin (8,12%). Der S. daphnoides Extrakt enthielt 2,09% Gesamt-catechol und im Vergleich
am wenigsten Flavanonderivate. Der Eriodictyolgehalt lag hier sogar unterhalb des
Quantifizierungslimits. Dies galt ebenfalls fir das Fertigarzneimittel Optovit® ActiFLEX. Das
Fertigarzneimittel enthielt 1,70% Gesamt-catechol und 1,85% Gesamt-naringenin und lag damit im
mittleren Bereich. Der Hermes Extrakt setzte sich aus relativ geringen Mengen Gesamt-catechol
(1,41%) und Gesamt-flavanone (1,27%) zusammen. Der Gesamt-eriodictyolgehalt wurde hier zwar
bestimmt, lag aber mit 0,93% im Bereich des Quantifizierungslimits (Tab. 7). Krauze-Baranowska
et al. (2013) fokussierten die ebenfalls HPLC-basierte Bestimmung von Flavanonglucosiden aus
Weidenrinde auf Einzelsubstanzen unter Verwendung externer oder interner Standards ohne

Hydrolyse. Hierbei wurden das Chalkon Isosalipurposid und dessen cumaroyliertes Derivat sowie
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Naringenin und dessen 5-O- und 7-O-B-Glucosid in verschiedenen Salix Praparaten quantifiziert
und ein Gesamt-gehalt mittels Addition der Einzelsubstanzen bestimmt. Die von Krauze-
Baranowska et al. (2013) gefundenen Gehalte bewegten sich in einer gro3en Spannweite (5-
105 mg/g Droge) abhéngig von der Weidenart und lagen im Bereich der im Rahmen dieser Arbeit
ermittelten Gehalte. Bei den Arbeiten von Krauze-Baranowska et al. (2013) blieb jedoch die
Quantifizierung von Eriodictyol und des cumaroylierten Naringenin-5-O-B-glucosids auf3er Acht.
Freischmidt (2011) ermittelte einen genuinen Catecholgehalt von 2,3% fir den hier untersuchten
STW-Extrakt. Neben Ruuhola et al. (2003), welche den Catecholgehalt nach Hydrolyse in
Kaliumphosphatpuffer untersuchten, betrachtete Poblocka-Olech et al. (2010) den Gehalt nach
Hydrolyse mit 4%igem Kaliumhydroxid. Die Autoren konnten ebenfalls einen Anstieg des
Catecholgehalts im basischen Hydrolysat nachweisen. So lagen die ermittelten Gehalte im Bereich
von 1,77-12,57 mg/g Extrakt, je nach Weidenart und damit unter den in der hier vorliegenden Arbeit
ermittelten Werten. Auf Vollstandigkeit der Hydrolyse wurde in den bisher vorliegenden Arbeiten
nicht geprouft. Aufgrund der verschiedenen Herstellungsverfahren und Stammpflanzen der
untersuchten Trockenextrakte konnten die ermittelten Gehalte nur schwer miteinander verglichen
werden. Fir einen Vergleich der Inhaltsstoffquantitaten muisste Drogenmaterial verschiedener
Salix-Arten auf dieselbe Art und Weise extrahiert werden und identische Extrakte mit den
unterschiedlichen Methoden quantifiziert und dier erhaltenen Ergebnisse statistisch miteinander
verglichen werden.

Tab. 7 Vergleich des Gesamtcatechol-, Gesamteriodictyol- und Gesamtnaringenin-gehalts verschiedener

Weidenrindenextrakte (MW + StabW, n=6); n.g.: nicht quantifizierbar (Methoden vgl. 2.4.3.1, S.48, Gradient CG bzw.
2.4.2.1,S.42, Gradient NE2)

Extrakt Gesamt-catechol Gesamt-eriodictyol Gesamt-naringenin Gesamt-flavanon
[%] [%] [%] [%]

STW Extrakt 3.33+£ 0,05 0,54 + 0,02 8,12+ 0,18 8,66 + 0,19

Hermes Extrakt 1,41 + 0,02 0,18 £ 0,02 1,09+£0,12 1,27 +£0,14

Optovit® 1,70 £ 0,04 n.g. 1,85 + 0,25 1,85 + 0,25

S. daphnoides 2,09 £ 0,07 n.q. 0,93+0,18 0,93+0,18

Extrakt
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2.3 Zusammenfassung und Ausblick

Freischmidt (2011) entwickelte eine Methode zur Quantifizierung von Naringenin-glycosiden. In der
vorliegenden Arbeit wurde diese Methode auf Eriodictyol-glycoside ausgeweitet, da es einerseits
Salix-Arten gibt, in denen Eriodictyol-glycoside Uberwiegen (Julkunen-Tiitto und Sorsa 2001).
Andererseits gibt es Hinweise das Eriodictyol pharmakologisch interessanter sein konnte. Im
Gegensatz zu Naringenin hemmt es beispielsweise die TNFa-induzierte ICAM-1 Expression in vitro
(Freischmidt 2011). Durch die validierte, kombiniert saure und enzymatische Hydrolyse wurden
Naringenin-glucoside, deren cumaroylierte Derivate, Eriodictyol-glucoside sowie Isosalipurposid
und dessen cumaroyliertes Derivat als Naringenin und Eriodictyol (jeweiliges Aglykon) mittels
HPLC-DAD Analytik erfasst. Fir den STW-Weidenrindenextrakt lie3 sich so ein Flavanon-
gesamtgehalt von 8,66% ermitteln, welcher sich aus 8,12% Gesamt-naringenin und 0,54%
Gesamt-eriodictyol zusammensetzte (Tab. 2). Im Vergleich dazu ermittelten Julkunen-Tiitto und
Sorsa (2001) uber die Quantifizierung von Einzelsubstanzen einen Gehalt von 3% Eriodictyol-7-O-
B-glucosid und 0,4% Naringenin-7-O-B-glucosid bezogen auf die getrocknete Blattdroge von S.
purpurea. Einige Weidenarten fihren neben den Flavanonen auch Flavanonole, wie Taxifolin und
Dihydrokampferol in glucosidischer Form (Agnolet et al. 2012). Durch Anpassung des Gradienten
und durch eventuelle Hydrolyseoptimierungen sollten diese mit der hier entwickelten Methode
ebenfalls einer Quantifizierung zuganglich sein. Es wurden ebenfalls Flavone und Flavonole, wie
Myricetin, Apigenin, Luteolin oder Quercetin in glucosidischer Form, in grof3eren Mengen im
Blattmaterial fur die Gattung Salix beschrieben und als Einzelsubstanzen (Aglykon oder Glucosid)
quantifiziert (Nyman und Julkunen-Tiitto 2000; Tegelberg und Julkunen-Tiitto 2001; Zhao et al.
2014). Deshalb wéare die Quantifizierung aller fir Salix beschriebenen Flavonoidglucoside als deren
korrespondierenden Aglyka mit der kombinierten sauren und enzymatischen Hydrolyse ein
interessanter Aspekt und eine Herausforderung fur zukinftige Arbeiten. Diese effektive Methode
zur Quantifizierung von Flavanonen und Chalkonen fir Weidenrindenpraparate konnte
gleichermafen fur andere Préparate, welche diese Inhaltsstoffe insbesondere Eriodictyolderivate
fuhren, Anwendung finden. Die Mdglichkeit einer breiten Anwendung der entwickelten Methode ist

daher ebenfalls ein Aspekt, welcher in Zukunft untersucht werden kénnte.

Durch friihere Arbeiten war bekannt, dass sich nach basischer Hydrolyse von Weidenpraparaten
Catechol als Abbauprodukt des Salicortins bilden kann (Ruuhola et al. 2003). Unter verschiedenen
basischen pH-Werten wurde der Catecholgehalt in Weide per HPLC bestimmt (Ruuhola et al. 2003;
Poblocka-Olech et al. 2010). Julkunen-Tiitto und Meier (1992) konnten zeigen, dass Catechol auch

durch den Einfluss von Esterasen aus Salicortin und Tremulacin freigesetzt werden kann. Da in
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Vorversuchen unter basischen Bedingungen keine vollstédndige Hydrolyse des Salicortins, dem
Hauptsalicylalkoholderivat der Weide, erreicht werden konnte, wurde eine quantitative Hydrolyse
mit Schweineleberesterase etabliert. Hierbei wurde auf eine vollstandige Hydrolyse des Standards
Salicortin geachtet. Als Kontrolle dafiir dienten die Wiederfindung des entstehenden Salicins und
Catechols sowie die Stabilitdt des bereits im genuinen Extrakt enthaltenen Catechols. Es konnte in
dem fur die Etablierung und Validierung verwendeten STW-Extrakt ein Gesamt-catecholgehalt von
3,33% bestimmt werden. Die entwickelte und validierte Methode ist die erste, welche eine
Quantifizierung von genuinem und in der HCC-Untereinheit gebundenem Catechol als Gesamt-
catechol zulaf3t. Ob mit der entwickelten Methode auch andere Substanzen quantifizierbar sind,
welche die Vorstufe des Catechols, die HCC-Untereinheit, enthalten, kénnte anhand von
Standardsubstanzen ermittelt werden. So bleibt zu Uberprufen, ob die Wiederfindung von z.B.
Tremulacin  oder HCC-Catechin  ausreichend ist. Eine Chance der Catechol-
gesamtgehaltsbestimmung ware ebenfalls eine Anwendung bei anderen Gattungen aus der Familie
der Salicaceae (vgl. 2.1.2.1, S.18), wie z.B. Populus Arten, welche auch ein breites Spektrum an
Salicylalkoholderivaten mit HCC-Untereinheit besitzen (Boeckler et al. 2011).

Mit den beiden entwickelten Gehaltsbestimmungsmethoden kénnen nun Weidenrinde und deren
Praparate umfassender charakterisiert werden. So sind nicht nur die Salicylalkoholderivate tber die
Arzneibuchmethode (Ph. Eur. 2015) und die Gerbstoffe Uber die Hautpulvermethode (Ph. Eur.
2015), sondern nun auch die Flavanone, sowie das Gesamt-catechol einer Quantifizierung
zuganglich. Da alle vier angeflihrten Substanzgruppen zur Wirksamkeit von Weidenrinde beitragen
kénnen, ist eine umfassende guantitative Aussage Uber die wichtigsten

wirksamkeitsmitbestimmenden Stoffgruppen maoglich (Nahrstedt et al. 2007).
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2.4 Experimenteller Teil

2.4.1 Ausgangsmaterial

2.4.1.1 Weidenrindentrockenextrakt (STW)

Fur die Etablierung und Validierung der hier beschriebenen Gehaltsbestimmungsmethoden wurde
ein Trockenextrakt aus S. purpurea L. der Firma Steigerwald verwendet (STW 33-I, Charge WB 06-
01). Hierbei handelte es sich um einen wassrigen Extrakt mit einem Droge-Extrakt-Verhaltnis
(DEV) von 16-23:1. Der Trockenextrakt wurde vom Hersteller mit 3,0% Siliciumdioxid (Ph. Eur.)
und 1,2% Magnesiumstearat (Ph. Eur.) versetzt, der deklarierte Gesamt-salicingehalt betrug 23-
26%.

2.4.1.2 Fertigarzneimittel

Der Gesamt-naringenin-, Gesamt-eriodictyol-, und Gesamt-catecholgehalt wurde fiir Optovit®
ActiFLEX (Charge: 0113911) der Firma Hermes Arzneimittel GmbH bestimmt. Hierbei handelte es
sich um Uberzogene Tabletten eines standardisierten Weidenrindentrockenextrakts (393 mg),
entsprechend 60 mg Salicin. Als Auszugsmittel wurde laut Hersteller Ethanol 70% verwendet und
das DEV lag bei 8-14:1. Zur Vorbereitung der Extraktion wurde eine Tablette im Mdorser zerkleinert
und homogenisiert. Zur Bestimmung des Gesamt-naringenin- und Gesamt-eriodictyolgehalts wurde
das Homogenistat (393 mg) zu 100 ml Methanol/Wasser 7/3 (V/IV), zur Bestimmung des Gesamt-
catecholgehalts zu 25 ml Methanol/Wasser 0,5/9,5 (V/V) geldst und wie unter 2.4.2.1, S.42
respektive 2.4.3.1, S.48 beschrieben verfahren.

2.4.1.3 Weidenrindentrockenextrakt (Hermes)

Die beschriebenen Gehaltsbestimmungen wurden weiter mit einem Weidenrindentrockenextrakt
(97% nativ) der Firma Hermes Arzneimittel GmbH (Charge: 07001523) durchgefiihrt. Das DEV
betrug 8-14:1 und der Gehalt an Gesamt-salicyl-Derivaten 15-18%.

2.4.1.4 Salix daphnoides Extrakt

Zur Herstellung dieses Extrakts wurde Rinde von S. daphnoides ViILL. (Artikelnummer: 174702) der
Firma Phytolab mit einer Ultrazentrifugalmuhle zerkleinert (Sieb 0,5), 619,77 g des erhaltenen

Drogenpulvers 1:1 mit Seesand vermengt und mit etwa 25 | Methanol/Wasser 8/2 (V/V) perkoliert.
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Der erhaltene Extrakt wurde eingeengt und gefriergetrocknet. Erhalten wurden 143,559 S.
daphnoides Trockenextrakt mit einem DEV von 4,32:1.

2.4.2 Methoden fir die simultane Quantifizierung von Naringenin- und

Eriodictyolderivaten

Fiur die folgenden Versuche wurde ausschlieBlich Reinstwasser und fiur die Chromatographie
geeignetes Methanol verwendet.

2.4.2.1 Extraktvorbereitung

50 mg des STW Extrakts wurden in 10 ml Methanol/Wasser 7/3 (V/V) im Ultraschallbad fur 15 min
geldst. Nach Filtration durch einen Faltenfilter, wurde 1 ml des Extrakts und 1 ml einer TFA-LOsung
(11,5% TFA in einer entgasten Methanol/Wasser 3/7 (V/V) Mischung) in ein TFA-Hydrolysegefald
gegeben und bei 120 °C im Trockenschrank fur 30 min hydrolysiert. Nach dem Abkuhlen wurde
das Hydrolysat mit 0,6 ml Natriumhydroxidlésung (2 M in Wasser) versetzt und quantitativ in einen
5 ml Messkolben Uberfihrt. Nach Zugabe von 1 ml Phosphatpuffer (1 M, NaH,PO, x H,O /
Na,HPO, x 2H,0 in Wasser, pH=6,4) wurde mit Wasser zu 5 ml aufgefillt. An dieser Stelle wurde
der pH-Wert jeder Probe mit pH-Papier Uberpriift. Lag dieser zwischen 6-7, wurde weiter verfahren,
lag er aulRerhalb dieses Bereichs, wurde die Probe verworfen. Flir den zweiten Hydrolyseschritt
wurde 1 ml dieser Losung in einen weiteren 5 ml Messkolben pipettiert, mit 0,6 ml einer G-
Glucosidase-Losung (2 mg/ml in Wasser, ex amygdale, Tab. 15, S.55) und 1 ml Wasser versetzt.
Diese Mischung wurde fiir 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Nach dem Abkihlen wurde
1 ml der Internen-Standard-L6sung (7,5 mg Hesperetin, Tab. 15, S.55) in 10 ml Methanol und
anschlieende 1:10 Verdinnung mit Methanol/Wasser 1/1 (V/V)) zugesetzt und zu 5 ml mit
Methanol aufgefillt. Nach Filtration durch einen Membranfilter wurden die Proben mittels
analytischer HPLC (Gradient NE2, Tab. 9) vermessen. Die Herstellung der internen
Standardlésung erfolgte an jedem Versuchstag frisch, fur die Referenzmessung wurde sie 1:5 mit
Methanol verdinnt und dreifach vermessen. Nicht hydrolysierte Proben wurden gel6st (s. oben),
1:25 mit Methanol/Wasser 7/3 (V/V) verdunnt, Uber einen Membranfilter filtriert und per HPLC
(Gradient NE1, Tab. 9) vermessen.
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2.4.2.2 Vorbereitung von Einzelsubstanzen

6 mg Naringenin-5-O-B-glucosid, 3 mg Naringenin-7-O-B-glucosid und 2 mg Eriodictyol-7-O-f-
glucosid (alle Tab. 15, S.55) wurden in Methanol/Wasser 7/3 (V/IV) zu je 10 ml geldst. Mit diesen
Einzelsubstanzen wurde wie unter 2.4.2.1, S.42 beschrieben verfahren. Nicht hydrolysierte Proben
wurden 1:25 mit Methanol/Wasser 7/3 (V/IV) verdunnt, dber einen Membranfilter filtriert und an der
HPLC (Gradient NE3, Tab. 9) vermessen.

2.4.2.3 Berechnung

Der interne Standard wurde dreifach injiziert und der Mittelwert der Flachen wurde berechnet. Fur
jede Probe wurde der Quotient der Flache des Analyten (Aanayt) zur Flache des Internen Standards
(Ais) gebildet und mit dem Mittelwert der Flache des Internen Standards (Aisreferenz) Multipliziert
(Formel 1). Diese erhaltene Flache (Aanaytkorrigier) Wurde in eine Naringenin- bzw. Eriodictyol-

kalibrierfunktion eingesetzt, um die Konzentration des Analyten im Probenansatz zu erhalten.

A . AAnaIyt * AIS—Referenz
‘Analyt—Kkorrigiert —
As

Formel 1 Berechnung der Flache des Analyten (Aanaytkorigiert) flr die Kalibriergerade; Aanayt: gemessene Flache des
Analyten, Ais: gemessene Flache des internen Standards im Probenansatz, Ais.referenz: Mittelwert der Flachen der
Internen Standard Referenz.

2.4.2.4 HPLC-Methoden

Folgende Gerateparameter (Tab. 8) und Gradienten (Tab. 9) wurden fur die Gehaltsbestimmung

verwendet.

Tab. 8 Gewahlte Geréateparameter der analytischen HPLC fiir die simultane Quantifizierung von Naringenin- und
Eriodictyolderivaten.

Parameter Spezifikation Hersteller

Saule 250-4 Purospher®Star-RP-18e (5 um) Merck, Darmstadt, Deutschland
Vorsaule Purosher®Star RP-8e (5 pm) Merck, Darmstadt, Deutschland
Injektionsvolumen 30 pl

Ofentemperatur 30 °C

Autosampler-temperatur 20 °C

Detektionswellenlange 289 nm
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Fortsetzung Tab. 8.

Parameter Spezifikation Hersteller
FlieBmittel A 0,1% Ameisensaure in Wasser
FlieRmittel B 95% Acetonitril in Wasser

Tab. 9 Ubersicht des Gradienten zur Uberpriifung der Hydrolysedauer NE1, des Gradienten zur simultanen
Quantifizierung NE2 und des Gradienten zur Hydrolyse der Einzelsubstanzen NE3; G: Gradient, A/B:
FlieBmittelzusammensetzung (V/V), t: Zeit (min), flow (ml/min).

G t A/B flow
NE1 0-35 90/10—80/20 0,75
35-45 80/20—75/25 0,75
45-70 75/25—55/45 0,75
70-73 55/45—0/100 0,75
73-77 0/100 0,75
77-81 0/100—90/10 0,75
81-85 90/10 0,75
NE2 0-25 75/25—55/45 1,00
25-26 55/45—0/100 1,00
26-30 0/100 1,00
30-31 0/100—75/25 1,00
31-35 75/25 1,00
NE3 0-7 75125 0,75
7-9 75/25—30/70 0,75
9-14 30/70 0,75
14-16 30/70—75/25 0,75
16-20 75/25 0,75
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2.4.2.5 Methodenvalidierung

Kalibrierung

Eine Eriodictyol- (50 pg/ml), respektive eine Naringenin-stammlésung (70 pg/ml), wurden mit
Methanol hergestellt. Aus dieser Stammlésung wurden neun Kalibrierldsungen verschiedener
Konzentrationen im Bereich 0,2-10 pg/ml (0,6-35 puM) fir Eriodictyol und im Bereich von 0,5-
70 pg/ml (1,8-257 uM) fir Naringenin durch Verdinnung mit Methanol hergestellt. Die interne-
Standard-L6sung wurde wie unter 2.4.2.1, S.42 beschrieben hergestellt und den Kalibrierlésungen
im Verhéltnis 1:5 zugesetzt. Die interne Standard Losung wurde ebenfalls (vgl. 2.4.2.1, S. 42)
dreifach vermessen. Fur die Erstellung der Kalibriergeraden wurde A(anayt-korigie) NACh Formel 1,
S.43 berechnet und gegenlber der errechneten Konzentration des Analyten aufgetragen. Die
Bestimmung der Kalibriergeraden erfolgte in sechs unabhéngigen Experimenten. Das
BestimmtheitsmaR r* wurde mit Hilfe von Excel (Microsoft Office 2010) errechnet. Die
Linearitatsprifung erfolgte an Hand des y-Achsenabschnitts (b) und der Reststandardabweichung
(o; Formel 5). Eine ermittelte Flache einer Analyse wurde gewahlt (Proben der Wiederholprézision)
und mit b bzw. ¢ prozentual ins Verhéltnis gesetzt. Die Ermittlung des Response-Plots erfolgte
durch die Auftragung der Responsefaktoren (Formel 2) gegen die Konzentrationen der
Kalibriergeraden. Durch Einfilhrung einer der x-Achse parallelen Geraden wurde manuell (Punkte,

welche sich auf der Geraden befanden) der abgesicherte lineare Arbeitsbereich festgelegt.

Formel 2 Ermittlung des Responsefaktors R; c;: Kalibrierkonzentration, A;: Flache der Kalibrierkonzentration.

Nachweisgrenze (LOD) und Quantifizierungsgrenze (LOQ)

Die Bestimmung der Nachweis-und Quantifizierungsgrenze erfolgte nach Formel 3 respektive
Formel 4 durch Berechnung aus der Reststandardabweichung (o; Formel 5) und der Steigung (S)

der Kalibriergeraden.

LOD:@
S

Formel 3 Errechnung des LOD; S: Steigung der Kalibriergeraden, o: Reststandardabweichung.
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100
LOQ =—-
Q S

Formel 4 Errechnung des LOQ); S: Steigung der Kalibriergeraden, o: Reststandardabweichung.

GzJZ[yi—(S*Xi+b)]2

N-2

Formel 5 Errechnung der Reststandardabweichung (0); S: Steigung der Kalibriergeraden, b: Ordinatenabschnitt, N:
Anzahl der Kalibrierpunkte, x;: Konzentrationswert, yi: Signalwert (Absorption).

Total Peak Purity

Um die Peakreinheit zu bestimmen, wurde die HPLC Software EZChrom Elite 3.1.7 verwendet. Die
Peakreinheit wurde sechsfach aus unabhangigen Chromatogrammen bestimmt.

Stabilitat

Die Proben der Wiederholprazision wurden 8 h bei 10 °C im Autosampler gelagert und ein weiteres
Mal vermessen. Die erhaltenen Werte wurden mittels t-Test verglichen (p<0,05).

Wiederholprazision

Sechs Proben (sechs verschiedene Einwaagen) wurden innerhalb eines Tages aufgearbeitet und
vermessen (2.4.2.1, S.42). Die Auswertung erfolgte anhand des Variationskoeffizienten (Vi,

Formel 6). Lag dieser unter 5% wurde die Wiederholprazision akzeptiert.

V, =

x| w»

Formel 6 Berechnung des Variationskoeffizienten Vi; s: Standardabweichung, X: Mittelwert der Konzentrationen.
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Laborprazision

Sechs Proben (sechs verschiedene Einwaagen) wurden an verschiedenen Tagen aufgearbeitet
und vermessen (2.4.2.1, S.42). Die Auswertung erfolgte anhand von V, (Formel 6). Lag dieser

unter 5% wurde die Laborpréazision akzeptiert.

Wiederfindung

100 mg STW Extrakt wurden in 10 ml Methanol/Wasser 7/3 (V/V) im Ultraschallbad fir 15 min
gelést. Weiter wurde eine LoOsung Eriodictyol-7-O-B-glucosid (Tab. 15, S.55, 36 ug/ml)
Methanol/Wasser 7/3 (VIV) hergestellt, welche in etwa 40% der im Extrakt genuin enthaltenen
Menge an Eriodictyol-7-O-8-glucosid (E7G 40%) entsprach. Diese L6sung wurde 1:1 mit
Methanol/Wasser 7/3 (V/V) verdunnt (E7G 20%). Fur die Versuche zur Wiederfindung wurden die
in Tab. 10 gelisteten Proben vorbereitet und wie unter 2.4.2.1, S.42 beschrieben zur kombinierten
TFA- und B-Glucosidase-hydrolyse verwendet. Fur die Berechnung wurde mittels der Molaren
Massen (M) von Eriodictyol-7-O-8-glucosid (M=450,39 g/mol) die entstandene Menge Eriodictyol
(M=288,25 g/mol) im HPLC-Vial errechnet. Der gefundene Eriodictyolgehalt des Grundwerts diente
als Basis, um den theoretischen Gehalt mittels Addition der Proben STW+E7G 40% und
STW+E7G 20% zu errechnen (Tab. 10). Die Wiederfindungsrate errechnet sich aus Formel 7. Die

Wiederfindung wurde in sechs unabhéngigen Experimenten bestimmit.

W =%*100%

Formel 7 Errechnung der Wiederfindungsrate (W); G: gemessener Wert, B: berechneter Wert.

Tab. 10 Pipettierschema der fiir die Wiederfindung benétigten Proben; LM: Losungsmittel (Methanol/Wasser 7/3 (V/IV)),
E7G: Eriodictyol-7-O-B-glucosid.

Bezeichnung STW-Extrakt E7G 40% E7G 20% LM

Grundwert 0,5 ml 0,5 ml
Blank 1,0 ml
LM+E7G 40% 0,5 ml 0,5 ml
LM+E7G 20% 0,5 ml 0,5 ml
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Fortsetzung Tab. 10.

Bezeichnung STW-Extrakt E7G 40% E7G 20% LM
STW+E7G 40% 0,5 ml 0,5 ml
STW+E7G 20% 0,5 ml 0,5 ml

2.4.3 Methoden fiur die Quantifizierung des Gesamt-catecholgehalts

Fur die folgenden Versuche wurde ausschlieBlich Reinstwasser und fiir die Chromatographie

geeignetes Methanol verwendet.

2.4.3.1 Extraktaufarbeitung

140 mg STW Extrakt wurden in 10 ml Methanol/Wasser 0,5/9,5 (V/V) 15 min im Ultraschallbad
gelost. In einem Phosphatpuffer (100 mM, KH,PO, / K;HPO, x 3H,O in Wasser, pH=8) wurde
Ascorbinsadure (Tab. 15, S.55) frisch zu 5 mg/ml gelost. Daraufthin  wurde eine
Schweineleberesterase-Lésung (Tab. 15, S.55, 12mg/ml) mit diesem Ascorbinséure-
Phosphatpuffer hergestellt. 600 ul des Extrakts und 1400 pl der Esterase-L&sung wurden in einen
5 ml Messkolben pipettiert und fir 50 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Nach dem Abkihlen
wurden 2,5 ul Essigsaure und 50 ul der Internen-Standard-Losung (L6sung von Methylcatechol
(Tab. 15, S.55) 50 mM in Methanol) zugesetzt und anschlieRend auf 5 ml mit Methanol aufgefullt.
Nach Filtration tber einen Membranfilter wurde die Probe an der analytischen HPLC (Gradient CG,
Tab. 12) stets doppelt vermessen. Eine nicht hydrolysierte Probe wurde immer mitgefiihrt. Dazu
wurden 600 ul STW Extrakt mit 1400 pl Methanol/Wasser 0,5/9,5 (V/V) versetzt und wie oben
behandelt.

2.4.3.2 Einzelsubstanzen

Salicortin, Catechol, Saligenin, Salicin und Methylcatechol (vgl. Tab. 15) wurden in DMSO zu
100 mM geldst. Nach 1:1000 Verdinnung mit Methanol und Filtration durch einen Membranfilter
wurden die Proben an der HPLC (Gradient CG, Tab. 12) vermessen.

2.4.3.3 Reinheitsprifung

Der Standard Salicortin wurde im Rahmen einer Masterarbeit aus S. daphnoides analog dem
Isolierungsschema von Knuth (2013) isoliert. Die Uberpriifung der Identitét erfolgte mittels *H NMR
(400 MHz, 293 K, in Methanol-d,;) und einem Vergleich mit dem aus der Literatur bekannten H
NMR Spektrum. Die NMR Daten von Salicortin sind in 8.3.1, S.183 abgebildet. Die Uberpriifung der
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Reinheit erfolgte mittels HPLC-DAD (Gradient CG, Tab. 12). Fir die Standardsubstanz konnte so
eine Reinheit (HPLC) von = 95% ermittelt werden.

2.4.3.4 Berechnung

Aus den erhaltenen Flachen des Analyten und des internen Standards wurde ein Quotient gebildet.
Aus der Kalibriergerade errechnete sich unter Einbeziehung der Konzentration des internen
Standards (immer 500 uM) die Konzentration des Analyten im Probenansatz. Unter
Berlcksichtigung der Verdunnung, der Molaren Masse des Analyten und der Einwaage liel3 sich
der prozentuale Gehalt berechnen. Die Berechnung des genuinen Catecholgehalts sowie des
Salicortingehalts erfolgte analog aus dem nicht hydrolysierten Extrakt.

2.4.3.5 HPLC-Methode

Folgende Gerateparameter (Tab. 11) und Gradienten (Tab. 12) wurden fur die Gehaltsbestimmung

verwendet.

Tab. 11 Gewahlte Gerateparameter der analytischen HPLC fir die Quantifizierung des Gesamt-catecholgehalts.

Parameter Spezifikation Hersteller

Saule Hibar®RT 250-4 cartridge with Merck, Darmstadt, Deutschland
Purospher®Star-RP-18e (5 pm)

Vorsaule Purosher®Star RP-8e (5 um) Merck, Darmstadt, Deutschland

Injektionsvolumen 20 ul

Ofentemperatur 25°C

Autosampler-temperatur 10 °C

Detektionswellenlange 275 nm fur Catechol
268 nm fur Salicin
273 nm fur Saligenin
270 nm fur Salicortin

FlieBmittel A 1,8% THF und 0,5% o-Phosphorséure
85% in Wasser

FlieBmittel B Methanol
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Tab. 12 Ubersicht des Gradienten CG der Gehaltsbestimmung; G: Gradient, A/B: FlieRmittelzusammensetzung (V/V), t:
Zeit (min), flow (ml/min).

G t A/B flow
CG 0-5 100/0 0,80
5-10 100/0—97/3 0,80
10-12 97/3—95/5 0,80
12-17 95/5—90/10 0,80
17-45 90/10—70/30 0,80
45-48 70/30—0/100 0,80
48-53 0/100 0,80
53-58 0/100—100/0 0,80
58-65 100/0 0,80

2.4.3.6 Methodenvalidierung

Kalibrierung

Es wurden fir Catechol und Saligenin (100 mM), fir Salicortin und Salicin (10 mM) sowie fir den
internen Standard (50 mM) Stammlésungen in Methanol hergestellt. Aus den Stammlésungen
wurden neun Kalibrierlésungen im Bereich von 50-1000 uM unter Zusatz des internen Standards
(Endkonzentration in der Kalibrierldosung war immer 500 uM) in Methanol verdinnt. Die
Kalibrierlosungen wurden nach Filtration durch einen Membranfilter an der HPLC je zweimal
vermessen. Zur Erstellung der Kalibriergeraden wurden der Quotient aus der Konzentration des
Analyten zur Konzentration des internen Standards auf der Abszisse und der Quotient aus der
Flache des Analyten zur Flache des internen Standards auf der Ordinate aufgetragen. Das
BestimmtheitsmaR r? wurde mit Hilfe von Excel (Microsoft Office 2010) errechnet. Die Bestimmung
der vier Kalibriergeraden erfolgte je in drei unabhangigen Experimenten. Die vier Kalibriergeraden
stellen somit jeweils den Mittelwert aus drei Bestimmungen dar. Die Linearitatsprifung erfolgte
analog zu 2.4.2.5, S.45.
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Detektions- und Quantifizierungsgrenze

Die Bestimmung von LOD und LOQ erfolgte analog zu 2.4.2.5, S.45.

Total Peak Purity

Fur die vier Analyten Catechol, Salicin, Saligenin und Salicortin wurde die Peak-Reinheit wie unter
2.4.2.5, S.45 beschrieben berechnet.

Stabilitat

Bereits vermessene hydrolysierte Proben wurden bei 10 °C fir 7 h gelagert und erneut vermessen.

Die Gehalte vor und nach der Lagerung wurden mittels t-Test verglichen (p<0,05).

Robustheit

In einem ersten Experiment wurde der STW Extrakt wie unter 2.4.3.1, S.48 beschrieben behandelt
und fir variierende Zeiten (10-70 min) im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. In einem zweiten
Versuchsaufbau wurden der Esterase-Phosphatpuffer (vgl. 2.4.3.1, S.48) hergestellt (hier ohne
Ascorbinsaurezusatz). Es wurde in ReaktionsgefalRen Ascorbinsaure im Bereich von 0-45 mg
vorgelegt und je mit 1500 pl Esterase-Phosphatpuffer gelést. Mit 1400 pl dieser Ascorbinséure-
Enzym-Pufferlésungen (0-30 mg/ml Ascorbinsaure) wurde die Hydrolyse durchgefihrt (vgl. 2.4.3.1,
S.48). Beide Versuchsvarianten wurden in je drei unabhéangigen Experimenten durchgefuhrt. Die

erhaltenen Konzentrationen wurden anhand von Vi verglichen (Formel 6, S.46).

Einwaage

Mit verschiedenen Extrakteinwaagen (120, 140, 160, 180, 200 mg) wurde wie unter 2.4.3.1, S.48
beschrieben verfahren. Die Bestimmung erfolgte in drei unabhdngigen Experimenten. Die

erhaltenen Konzentrationen wurden anhand von Vi verglichen (Formel 6, S.46).
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Wiederfindung

Es wurden Stamml6sungen von Salicortin (4 mM) und Catechol (2,5 mM) in Methanol hergestellt
(60% Wert). Diese Stammlosungen wurden je 1:1 (30% Wert) und 1:4 (15% Wert) mit Methanol
verdunnt. Die sechs Losungen wurden den Proben nach unten stehendem Schema zugesetzt
(Tab. 13). Mit den so erhaltenen aufgestockten Proben wurde die Hydrolyse, wie unter 2.4.3.1,
S.48 beschrieben, durchgefihrt und chromatographiert (2.4.3.5, S.49). Da aus Salicortin
(424,40 g/mol) nach Hydrolyse theoretisch &quimolare Mengen Catechol (110,11 g/mol) entstehen
sollten, wurden aus der Einwaage, der Verdinnung und der Molaren Masse die Konzentrationen
an Catechol (in uM) in den Analysenansétzen errechnet. Diese wurden fir die Wiederfindung aus
der Matrix zu dem im Grundwert erhaltenen Catecholgehalt addiert. Die Wiederfindungsrate
berechnet sich nach Formel 7, S.47. Die Wiederfindung wurde in drei unabhéngigen Experimenten
bestimmit.

Tab. 13 Spikingschema der fir die Wiederfindung benétigten Proben; LM: Lésungsmittel (Methanol/Wasser 0,5/9,5
(VIV)), SC: Salicortin, C: Catechol, STW: Weidenrindenextrakt.

Bezeichnung  STW SC15% SC30% SC60% C15% C 30% C 60% LM

Grundwert 300 pl 300 pl
Blank 600 ul
LM+SC 15% 300 pl 300 pl
LM+SC 30% 300 300 pl
LM+SC 60% 300 pl 300 pl
LM+C 15% 300 pl 300 pl
LM+C 30% 300 pl 300 pl
LM+C 60% 300 300 pl

STW+SC 15% 300 pl 300 pl

STW+SC 30% 300 pl 300 pl
STW+SC 60% 300 pl 300 pl

STW+C 15% 300 pl 300 pl

STW+C 30% 300 ul 300 pl

STW+C 60% 300 pl 300 pl
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Wiederhol- und Laborprazision

Die Versuche zur Wiederhol- und Laborprézision wurden analog zu 2.4.2.5, S.45 ausgefthrt und

bewertet.

Messprazision

Eine Probe wurde sechsmal an der HPLC injiziert und wie unter 2.4.3.5, S.49 beschrieben
vermessen. Die Flachen des Analyten und des Internen Standards wurden anhand von Vi beurteilt.

Die Messpréazision war gegeben bei einem V, < 5% (Formel 6, S.46).

Richtigkeit

Die Flachen von Salicortin und Catechol in der nicht hydrolysierten Probe wurden Uber die
Kalibriergeraden in Konzentrationen umgerechnet. Die Stoffmengen wurden addiert und als
Catechol (in puM) berechnet. Im Hydrolysat (selbe Extrakteinwaage) wurde der Gesamt-
catecholgehalt wie unter 2.4.3.1, S.48 und 2.4.3.4, S. 49 beschrieben bestimmt. Die Richtigkeit
stellt das Verhaltnis von Gesamt-catecholgehalt zur additiven Bestimmung aus dem genuinen
Extrakt dar.

2.4.4 Gerate und Chemikalien

Die im Kapitel 2 ,Quantifizierung von phenolischen Inhaltsstoffen aus Weidenrinde® verwendeten

Gerate und Chemikalien sind in Tab. 14 und Tab. 15 zusammengefasst.

Tab. 14: Auflistung der verwendeten Geréte und Materialien im Kapitel 2.

Bezeichnung Modell Hersteller
Analysenwaage R 160 P Sartorius, Gottingen,
Deutschland
Einmalspritzen (sterile) Norm-Ject, Tuberculin, 1 ml Henke Sass Wolf, Tuttlingen,
Deutschland
Faltenfilter Grade 1289, 84 g/m? 90 mm Sartorius, Gottingen,
Durchmesser Deutschland
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Fortsetzung Tab. 14.

Bezeichnung

Modell

Hersteller

Gefriertrocknungsanlage

HPLC, analytisch

HPLC-Vial

Isopropanolbad
Messkolben

NMR

Oberschalenwaage

Pasteurpipetten

pH-Meter

pH-Papier

Pipetten

Pipettenspitzen

Reinstwasseranlage

Rotationsverdampfer

Schttler

Spritzenvorsatzfilter

TFA-Hydrolysegefald

P 10 mit Pumpe PK8D
Elite LaChrom, Autosampler
L2200, Pumpe L2130, Saulenofen

L2350, Dioden-Array-Detektor
L2444;

Software: EZChrom Elite 3.1.7

11 mm CrimpSnap-Vial, braun,
2ml

Kuhler EK 30
Verschiedene Volumina

Avance IIl HD 400

MC 1, Laboratory LC 6200 S

150 mm, 230 mm

InoLab pH Level 1, Elektrode
SenTix Mic

Universal Indikator, pH 1-10

2,5 Research (0,1-2,5 pl)

10 Reference (2,5-10 pl)

100 Reference (10-100 pl)
1000 Reference (100-1000 pl)
0,5 ul, 10 pl

100 pl, 1000 pl

Astacus LS
Laborota 4003 control, MR 3004
safety S, Rotavac vario control

Vortex Genie 2

Perfect-Flow RC membrane
(0,2 um)

Wheaton-V-Vials, 5 ml, mit
PTFE/Silicon Septum

lImvac, llmenau, Deutschland

Hitachi, Tokio, Japan; Vertrieb:
VWR, Darmstadt, Deutschland

Wicom, Heppenheim,
Deutschland

Haake, Karlsruhe, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland

Bruker Corporation, Billerica,
MA, USA

Sartorius, Goéttingen,
Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

WTW, Weilheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Kinesis, Lengenfeld,
Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

MembraPure, Berlin,
Deutschland

Heidolph, Firth, Deutschland

Bender & Hobein, Zirich,
Schweiz

Wicom, Heppenheim,
Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland
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Fortsetzung Tab. 14.

Bezeichnung

Modell

Hersteller

Trockenschrank

Ultraschallbad

Ultrazentrifugalmuhle

Vial-Verschlusskappe

Wasserbad

771 364

Ultrasonic cleaner

Ultrazentrifugalmihle 2011,
Sieb 0,5

PP Schnappkappe, blau, fir
11 mm SnapCrimp-Vial, mit
Teflon/Silikon-Septum

Hbr 24 digital

Memmert, Schwabach,
Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland
Retsch, Haan, Deutschland

Wicom, Heppenheim,
Deutschland

IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Tab. 15: Auflistung der verwendeten Referenzsubstanzen und Chemikalien im Kapitel 2.

Bezeichnung

Spezifizierung

Hersteller

4-Methylcatechol

Acetonitril LiChrosolv®

Ameisensaure

Catechol
D-(-)-Salicin
Dikaliumhydrogenphosphat-

Trihydrat

Dinatriumhydrogenphosphat-
dihydrat

Eriodictyol
Eriodictyol-7-O-B-glucosid
Essigsaure/ Eisessig

Esterase

Hesperetin

Kaliumdihydrogenphosphat

purum, 295,0% (HPLC)

Reag. Ph. Eur., gradient grade for

liquid chromatography
98-99%, p.A.

2 99%

> 99% (GC)

p.A., 2 99,0% (acidimetrisch)

p.A., 99,5% (acidimetrisch)

2 99%, HPLC
2 99%, HPLC
p.A., 100%, wasserfrei

Aus Schweineleber, lyophilisiert,
> 15 U/mg

2 95%, HPLC

p.A., 99,5-100,5% (acidimetrisch)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Extrasynthese, Lyon, Frankreich
Extrasynthese, Lyon, Frankreich
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Fortsetzung Tab. 15.

Bezeichnung

Spezifizierung

Hersteller

L-(+)-Ascorbinsaure

Methanol

Methanol-d,

Methanol LiChrosolv®

Naringenin

Naringenin-5-O--glucosid

Naringenin-7-O-8-glucosid

Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat

Natriumhydroxid

ortho-Phosphorséaure

Salicortin
Salicylsaure
Saligenin (2-Hydroxy-

benzylalkohol)

Seesand

Tetrahydrofuran, LiChrosolv®

Trifluoressigséure

B-Glucosidase

99%

p.A.

= 99,8%

Reag. Ph. Eur., gradient grade for
liquid chromatography

2 99%, HPLC

> 99%, HPLC

> 90%, HPLC

p.A., 99,0-102,0% (acidimetrisch)
Pellets for analysis, = 99%
(acidimetrisch)

85%, p.A.

95%, HPLC

p-A., 299%

= 99%

extra pure, 0,1-0,315 mm
for liquid chromatography, =
99,9% (GC)

ReagentPIus®, 99%

= 1000 U/mg, ex amygdale

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Deuterio GmbH, Kastellaun,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Extrasynthese, Lyon, Frankreich

Isoliert aus STW-Extrakt
(Freischmidt 2011)

Extrasynthese, Lyon, Frankreich

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Isoliert von D. Flittner aus Salix
daphnoides VILL.

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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3 ANALYSE VON PHASE-II-METABOLITEN NACH
EINNAHME EINES WEIDENRINDENEXTRAKTS

3.1 Grundlage

Die Flavonoide und weitere Polyphenole der Weidenrinde wurden - im Gegensatz zu den
Salicylalkoholderivaten - hinsichtlich ihrer nach Applikation entstehenden Metaboliten noch nicht
untersucht (Nahrstedt et al. 2007). Deshalb sollten in dieser Arbeit die polyphenolischen
Metaboliten eines Weidenrindenextraktes aus Serumproben einer pharmakokinetischen Studie
identifiziert werden (Knuth et al. 2013). Durch die Identifizierung der relevanten in vivo Metaboliten
soll ein grundlegender Beitrag zur Rolle der Polyphenole und ihrer Metabolite fir die Wirkung bzw.
Wirksamkeit von Salicis cortex geleistet werden. Die bisherigen Studien beschéftigten sich
hauptsachlich mit der Resorption, Metabolisierung und Eliminierung von Flavonoiden und
insbesondere Flavonolen aus Nahrungsmitteln. Hierbei galten Flavonoide langere Zeit als wenig
bioverfigbar. Polyphenole, besonders Flavonoide, kdnnen nach Resorption renal oder biliar
eliminiert werden (Scalbert et al. 2002). Untersuchungen mit radioaktiv markierten Flavonoiden
zeigten zusatzlich eine Eliminierung als CO, mit der Atemluft (Walle 2004). Fur das in Weidenrinde
mengenmaliig dominierende Flavanon Naringenin betragt die renale Exkretion nach Applikation
des Aglykons bzw. eines Orangensafts ca. 5-8% (Kanaze et al. 2007; Manach et al. 2005). Die im
Urin und im Plasma detektierten Metaboliten sind Naringenin-7-O-glucuronid und Naringenin-4‘-O-
glucuronid sowie Naringenin-di-O-glucuronid (Mullen et al. 2008; Bredsdorff et al. 2010; Brett et al.
2009). Im Urin wurden auf3erdem ein Naringenin-O-sulfat und ein gemischtes Naringenin-
glucuronid-sulfat detektiert (Zhang und Brodbelt 2004). Fir das Flavanon Eriodictyol, welches meist
nur als Nebenkomponente in Weidenrindenextrakt prasent ist, konnte nach Applikation von
Rooibos Tees der Metabolit Eriodictyol-O-sulfat im Urin nachgewiesen werden (Stalmach et al.
2009). Nach Applikation von Orangensaft, welcher 5 pmol Eriodictyol-7-O-rutinosid enthielt, konnte
Eriodictyol-O-sulfat im Urin detektiert werden (Pereira-Caro et al. 2014). Neuere Studien zeigen die
Bedeutung des Flavonoid-metabolisierung durch die Mikroflora des Kolons. Naringenin kann unter
C-Ring Spaltung zu kleineren phenolischen Verbindungen abgebaut werden, welche resorbiert und
im Urin gefunden werden konnten (Pereira-Caro et al. 2014). Betrachtet man diesen zusétzlichen
Metabolisierungsweg, so entspricht die Summe der Metaboliten fast zu 100% der eingenommenen
Menge an Naringenin (Pereira-Caro et al. 2014). In den nachfolgenden Kapiteln sollen die

komplexen Resorptions- und Metabolisierungsprozesse der Flavonoide dargestellt werden.
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3.1.1 Resorption und Metabolisierung der Flavonoide

3.1.1.1 Freisetzung des Flavonoid-aglykons

Flavonoide liegen in pflanzlichem Material haufig glycosidisch bzw. im hier untersuchten
Weidenrindenextrakt Uberwiegend glucosidisch vor. Fiur eine Resorption muss diese glycosidische
Bindung gespalten werden (Scalbert und Williamson 2000; Hollman 2004). Dies kann an drei
Stellen passieren. Es konnte gezeigt werden, dass Flavonoid-glucoside bereits an der
Mundschleimhaut einerseits von bakterieller andererseits vom Schleimhautepithel ausgehender -
Glucosidase Aktivitat zum Aglykon gespalten werden kénnen. Eine Resorption des Aglykons in der
Mundschleimhaut wurde jedoch nicht beobachtet (Walle et al. 2005). Ein wichtiger Ort der
Resorption und Metabolisierung der Flavonoide ist der Dinndarm. Im Gegensatz zu der oben
genanneten Flavonoid-glycosid-spaltung im vor Resorption, kénnen hier die Flavonoid-glucoside
Uber den Glucose Transporter SGLT1 (sodium dependent glucose transporter 1) in die Enterozyten
aufgenommen werden und durch eine intrazellulare B-Glucosidase CBG (cytosolic B-glucosidase)
zum Aglykon gespalten werden (Scalbert und Williamson 2000; Nemeth et al. 2003; Walle 2004;
Hollman 2004). Dieser beschriebene Resorptionsweg Uber SGLT1 unterliegt jedoch einer
Regulierung durch einen massiven Efflux, gesteuert von einem apikalen Transporter MRP2
(multidrug resistance-associated protein 2). Dieser transportiert das aufgenommene Flavonoid-
glucosid direkt zurtck in das Darmlumen (Walle 2004). Durch die an den Mikrovilli lokalisierte,
membrangebundene LPH (lactase phloridzin hydrolase) kann ebenfalls eine Spaltung von
Flavonoid-glucosiden erfolgen, was den verbleibenden Aglyka eine passive Diffusion in die
Enterozyten erlaubt (Scalbert und Williamson 2000; Nemeth et al. 2003; Walle 2004; Hollman
2004). Abschlieend konnte gezeigt werden, dass die Hydrolyse von Flavonoid-glykosiden auch
durch bakterielle Enzyme erfolgt (Rechner et al. 2004). Dies ist in der Hauptsache auf im Dickdarm
befindliche B-Glucosidase und a-Rhamnosidase Aktivitdét von Bakterien zurtickzufihren (Aura
2008). AbschlieRend bleibt zu bemerken, dass die CBG sowie die LPH Aktivitdt gegeniber
Flavonoid-glucosiden besitzen, wahrend andere Glycoside wie -rhamnoside hauptsachlich im

Kolon metabolisiert werden (Scalbert und Williamson 2000; Hollman 2004).

3.1.1.2 Phase-llI-Konjugation

Nach Flavonoid-glykosid-Applikation konnten nur selten freie Aglyka im Blut beobachtet werden
(Scalbert et al. 2002). Die Hauptmetaboliten im Serum stellen glucuronidierte, sulfatierte oder

gemischte Verbindungen dar (Hollman 2004; Santos-Buelga et al. 2012). Diese Verbindungen
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konnen direkt in den Enterozyten oder im Zuge der enterohepatischen Phase-II-Metabolisierung
entstehen. Das in den Enterozyten durch passive Diffusion aufgenommene Flavonoid-aglykon kann
durch  UGT (UDP-Glucuronosyltransferase) und SULT  (Sulfotransferase) zu den
korrespondierenden Phase-II-Metaboliten umgesetzt werden (Walle 2004; Scalbert et al. 2002;
Scalbert und Williamson 2000). Die Aglyka werden einerseits udber das MRP3 (multidrug
resistance-associated protein 3) in den systemischen Kreislauf aufgenommen, andererseits kdnnen
sie Uber das MRP2 in das Darmlumen zurticktransportiert werden und stehen dann der bakteriellen
Metabolisierung zur Verfigung (Walle 2004). Eine chinesische Arbeitsgruppe beschrieb zusatzlich
einen lokalen Recyclingmechanismus. Das in den Enterozyten gebildete Flavonoid-glucuronid
Wogonin wurde ins Darmlumen zurlcktransportiert, durch enterale B-Glucuronidase wieder
gespalten und stand somit zur Resorption in die Enterozyten wieder zur Verfliigung (Xia et al.
2012). In der Leber werden die Uber das Pfortadersystem transportierten Flavonoid-aglyka, Phase-
[I-Metaboliten oder Spaltprodukte der Flavonoide durch die Leberenzyme verstoffwechselt. Durch
B-Glucuronidase Aktivitat kann es zur Abspaltung der Glucuronsaure kommen (O'Leary et al.
2003). UGT und SULT der Leber lassen neue glucuronidierte und sulfatierte Verbindungen
entstehen (O'Leary et al. 2003). Uber die Galle werden diese wieder in das Darmlumen abgegeben
und der enterohepatische Kreislauf schliel3t sich. Eine Vorhersage, welche Phase-II-Metaboliten
entstehen, ist schwer zu treffen. Die SULT- und die UGT-Familie sind in viele Isoenzyme unterteilt,
welche sich in Leber und in den intestinalen Geweben unterschiedlich verteilten. Auf3erdem
besitzen sie unterschiedliche Substratspezifitdt gegenliber den Flavonoidklassen (Wu et al. 2011).
Eine weitere Konjugationsreaktion ist die Methylierung von Flavonoiden mit Catecholstruktur. Diese
kénnen Uber die COMT (Catechol-O-Methyltransferase), welche in vielen Geweben vorkommt, mit
einer Methylgruppe versehen werden (Scalbert und Williamson 2000; Hollman 2004). Im Zuge
dessen kann es auch Uber die Cytochrom P 450 (CYP P450) Enzyme zu Demethylierungen des
Flavonoids kommen. Eine Demethylierung wurde aber ausschlie3lich an der 4‘-Position, nicht an

der 3'-Position des B-Rings nachgewiesen (Scalbert und Williamson 2000).

3.1.1.3 Metabolisierung durch die Darmmikroflora

Die Uber den enterohepatischen Kreislauf ricktransportierten Flavonoid-metaboliten sowie nicht
resorbierte Flavonoid-glykoside als auch die der lokalen enterischen Metabolisierung
unterliegenden Flavonoide gelangen in das Kolon und kdnnen dort von der Mikroflora metabolisiert
werden (Scalbert und Williamson 2000; Abb. 14). Das Kolon enthalt ca. 10" Mikroorganismen/cm?®
(Scalbert und Williamson 2000). Diese Mikroflora besitzt ein grof3es Potential, Flavonoide zu

modifizieren. Flavonoid-glucuronide oder auch -glykoside werden hier gespalten (Aura 2008). Das

59



ANALYSE VON PHASE-II-METABOLITEN NACH EINNAHME EINES WEIDENRINDENEXTRAKTS

Flavonoid-aglykon kann von den Bakterien ebenfalls zersetzt werden. Dies erfolgt tUber eine
Spaltung des C-Rings des Flavonoids und es entstehen kleinere phenolische Verbindungen (Aura
2008). Im Folgenden soll explizit auf die denkbare Metabolisierung der Flavanone eingegangen
werden, da diese die mengenméalig dominierenden Flavonoide im hier untersuchten

Weidenrindenextrakt darstellen.

Flavanon-glucosid ‘ Leber Blut Organe
Dekonjugation
Dinndarm _  bildre Sekretion

* Phase | und |l Metabolismus — -

Dekonjugation Kolon

OH
H — - —
/ HOOC. _N
R
(0]
R = OH 3,4-Dihydroxyhippursaure
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Abb. 14 Schema zur Resorption, Metabolisierung, Verteilung und Eliminierung von Flavonoiden nach van Duynhoven et
al. (2011) und mdgliche Metabolisierung von Flavanonen durch die Mikroflora des Kolons tber Spaltung des C-Rings zu
kleineren phenolischen Verbindungen (Rechner et al. 2004); Nach Resorption kann es in der Leber zu oxidativen
Prozessen (z.B. B-Oxidation) und Kopplungsreaktionen kommen; Exemplarisch ist hier die Kopplung an Glycin

dargestellt.

Durch bakterielle 8-Glucosidase, B-Glucuronidase oder Sulfatase-Aktivitat entstehen die Flavanon-
aglyka (Hollman 2004; Aura 2008). Beziiglich der Weidenrinde sind hierbei besonders Naringenin
und Eriodictyol von Bedeutung. Durch C-Ring Spaltung kdnnen Bruchsticke mit intaktem A-Ring
entstehen, wie Phloroglucinol (Rechner et al. 2004). Bei den Bruchstiicken mit intaktem B-Ring

handelt es sich um C4-Cs-Korper wie 4-Hydroxyphenylpropionsédure. Zusatzlich wurde eine
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Dehydroxylierung des phenolischen Rings beobachtet (Rechner et al. 2004). Diese
Ringspaltprodukte gelangen nach Resorption in den enterohepatischen Kreislauf (Hollman 2004).
Uber die verschiedenen Prozesse der Leber konnen sie modifiziert werden. Oxidation, 8-Oxidation
oder Konjugation mit Glucuronsaure, Sulfat bzw. Glycin wurden nachgewiesen (Rechner et al.
2002; Hollman 2004; Aura 2008) So kénnen an der Seitenkette ungesattigte Phenolcarbonséauren,
wie Kaffeesaure und Cumarsaure oder an Glycin gekoppelte, durch B-Oxidation verkirzte Ce-C;-
Korper wie 4-Hydroxyhippursaure, entstehen (Rechner et al. 2004; Heilmann und Merfort 1998).
Freie Cs-C, Korper, wie 4-Hydroxybenzoesaure, wurden im Urin detektiert (Roowi et al. 2009). Ein
Schema zum mdglichen Metabolisierung von Eriodictyol und Naringenin durch bakterielle
Ringspaltung ist in Abb. 14 dargestellt. Zuséatzlich sind Methylierungen fir viele entstehende
Ringspaltprodukte, welche eine Catecholstruktur besitzen, tber die COMT denkbar (Rechner et al.
2002). Diese Ergebnisse stitzen sich meist auf die in vitro Untersuchung mit Hilfe von humanen
fakalen Mikroorganismen. Welche dieser mdglichen Metaboliten entstehen, ist stark von der
vorhandenen Mikroflora abhangig. Zudem ist das Resorptionsverhalten dieser Metaboliten jedoch
noch nicht ausreichend untersucht. Roowi et al. (2009) postulierte fir das Flavanon Hesperetin
eine Ringspaltung zwischen der Ether-O-Verknipfung und dem A-Ring und zwischen C4 und A-
Ring, da Verbindungen wie 3-Hydroxyphenylhydracrylsdure im Urin detektiert wurden. Ein weiterer
Abbau zu Cs-C,-Korpern, wie 3-Hydroxyphenylessigsaure wurde daraus abgeleitet, da diese
ebenfalls im Urin nachgewiesen wurden (Roowi et al. 2009). Alternativ kbnnten Cg-Co-Korper tber
eine bakterielle a-Oxidation der Cq-C3-Korper entstehen (Orrego-Lagaron et al. 2015).

3.1.2 Klinische Priufung

Aus den Serumproben einer pharmakokinetischen Studie mit einem Weidenrindenpréparat sollen
Phase-ll-Metaboliten von phenolischen Inhaltsstoffen, insbesondere von Flavonoiden, identifiziert
und ein Metabolitenprofil Gber 24 h erstellt werden. Die Vorbereitung und Durchfihrung der
klinischen Studie wurde von Susanne Knuth und Mitarbeiter Gbernommen (Knuth et al. 2013).
Hierbei wurde die fur die klinische Prifung notwendige Genehmigung des BfArM und eine positive
Bewertung der Ethikkommission der bayerischen Arztekammer eingeholt. Ebenfalls wurde eine
EudraCT Nummer (2011-001829-24) sowie ein Studiencode (WBCat-1) bei der European Union
Drug Regulating Authorities Clinical Trials (EudraCT) beantragt. Als Priifmedikation wurde Optovit®
ActiFLEX, ein Weidenrindentrockenextrakt in Tablettenform der Firma Hermes Arzneimittel gewahlt
(genauere Angaben sind Tab. 33, S.106 zu entnehmen). Die Tagesmaximaldosis von vier

Tabletten a 393 mg (entsprechend 240 mg Salicin) wurde von den Studienteilnehmern
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eingenommen, und es erfolgten jeweils 11 Blutentnahmen zwischen 0-24 h nach Applikation. Es
wurden zehn Probanden rekrutiert, zusammengesetzt aus finf Frauen (22-24 Jahre, Body-Mass-
Index (BMI) 20,1-24,8 (kg/m?)) und fiinf M&nnern (21-28 Jahre, BMI 21,5-23,8 (kg/m?)). Vier Frauen
und vier Manner dieser Probanden erhielten die Prufmedikation und zwei Probanden erhielten
keine Medikation, hielten sich aber an den Diatplan und nahmen am Kinetiktag an den
Blutabnahmen und Mahlzeiten teil. Um eine Verfalschung der Ergebnisse durch polyphenolische
Inhaltsstoffe der Nahrung zu unterbinden, wurde ein strenger Diatplan erstellt und eingehalten (vgl.
Tab. 24, S.92).
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3.2 Ergebnisse und Diskussion

3.2.1 Metaboliten-Datenbank

Die Analyse der Serumproben erfolgte nach Aufarbeitung mittels HPLC-MS. Da in der
Prufmedikation ein breites Spektrum an genuinen polyphenolischen Verbindungen zu erwarten war
und sich daraus ein umso groReres Spektrum an zu erwartenden polyphenolischen Metaboliten
ergab, wurde eine Datenbank angelegt. Diese enthielt alle denkbaren polyphenolischen
Inhaltsstoffe des Weidenrindenextrakts sowie Phase-ll-Metaboliten aller Flavonoide und anderer
Phenole. Die eingetragenen Phase-llI-Metaboliten waren mono-sulfatierte und —glucuronidierte,
diglucuronidierte sowie mit Glycin gekoppelte Verbindungen und gemischte Glucuronid-sulfate.
Ebenfalls in die Datenbank aufgenommen wurden die denkbaren Flavonoid-Spaltprodukte der
Metabolisierung der Mikroflora (vgl. 3.1.1.3, S.59). Zudem wurden mdgliche Phase-II-Metaboliten
der Spaltprodukte bertcksichtigt. Um mdglichst alle Metaboliten in den Serumproben zu erfassen,
wurde die Datenbank in eine Reportmethode eingebettet und jeder HPLC-MS Lauf damit
ausgewertet (vgl. 3.4.5.1, S.99). Das sich daraus ergebende Metabolitenprofil wurde gegen die
Kontroll-gruppe und die in den Serumproben zum Zeitpunkt t=0 befindlichen Metaboliten
abgeglichen und falls dort vorhanden, nicht berticksichtigt.

3.2.2 Zusammensetzung der Prufmedikation

3.2.2.1 Qualitative Zusammensetzung

Um einen Uberblick der qualitativ und quantitativ verabreichten Substanzen der Prifmedikation
Optovit® ActiFLEX zu erhalten, wurde ein Dragee des Fertigarzneimittels zerkleinert und mit
Acetonitril zu 100 ml geldst. Nach einer 1:100 Verdinnung mit Acetonitril (Ceng=39 pug/ml) wurde es
mittels HPLC-MS qualitativ untersucht. Nach Datenbank-Analyse und zusétzlicher Uberpriifung
durch Extraktion der verschiedenen relevanten Massen, konnten die in Abb. 15 gezeigten Massen
in der Prifmedikation ermittelt werden. Neben Salicylsdure, Saligenin und Catechol (A, C und D in
Abb. 15) fanden sich hauptsachlich Vertreter der Flavonoid- und Chalkon-glucoside. Es wurde die
Masse von Naringenin-glucosid (MasSeewae M/z 434,1213) vier Mal zu verschiedenen
Retentionszeiten (E, F, H und | in Abb. 15) ermittelt, was auf das Substitutionsmuster (7-O- und 5-
O-glucosid), die Auftrennung der Diastereomeren ((2R/2S)-5-O-glucoside) und der Massegleichheit

mit dem korrespondierenden Chalkon Isosalipurposid zurtickzufiihren ist.
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RT m/z Error Score Summen- Mdgliche Verbindung
(min) (exp.) (ppm) (%) formel
A 7,83 138,0320 2,26 87,01 C;HgO3 Salicylsaure
B 9,00 290,0796 2,06 83,06 Ci15H1406 Catechin
C 9,19 124,0523 0,53 86,88 C;HgO, Saligenin
D 9,38 110,0295 0,20 86,83 CeHsO2 Catechol
E 10,04 434,1220 1,61 97,88 C,1H»,019 Naringenin-glucosid
F 10,16 434,1220 1,51 97,46 C,1H»,049 Naringenin-glucosid
G 10,62 450,1088 0,50 80,94 C,1H2,011 Eriodictyol-glucosid,
Dihydrokampferol-glucosid
H 11,40 434,1220 1,54 85,48 C,1H»,049 Naringenin-glucosid,
Isosalipurposid
| 11,81 434,1220 1,63 80,59 C,1H2,010 Naringenin-glucosid,
Isosalipurposid
K 11,96 288,0640 2,08 76,33 C15H1,06 Eriodictyol, Dihydrokéampferol
L 12,58 580,1588 1,21 69,91 C30H25012 Cumaroyl-naringenin-glucosid
M 12,87 580,1588 1,25 95,19 C3oH25012 Cumaroyl-naringenin-glucosid
N 13,93 580,1590 1,56 72,16 C30H25012 Cumaroyl-isosalipurposid
(0] 14,20 272,0688 1,26 99,04 C15H1,05 Naringenin

Abb. 15 TCC (total compound chromatogram) und die daraus ermittelten Massen der Priifmedikation; Bezifferung A-O
des TCC bezieht sich auf die Zuweisung in der darunterliegenden Tabelle; RT: Retentionszeit, Masse (exp.): ermittelte
exakte Masse; Gradient FM2.
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Dasselbe gilt fur das cumaroylierte Derivat des Naringenin-glucosids. Es wurde zu drei
Retentionszeiten detektiert (L, M und N in Abb. 15). Die Massen des Eriodictyol-glucosids und
dessen Aglykons (Masseeya: 450,1162 und 288,0685) konnten ermittelt werden, wobei wegen der
Massegleichheit nicht ausgeschlossen werden konnte, dass es sich um Dihydrokampferol, einem
weiteren fir Weidenrinde beschriebenen Flavonoid, handelte (G und K in Abb. 15) (Freischmidt
2011). Des Weiteren konnten die Massen von Naringenin und Catechin (Massegya 272,0685 und
290,0790) zugeordnet werden (B und O in Abb. 15). Fur eine moglichst vollstandige Ubersicht der
in der Prifmedikation enthaltenen Polyphenole, wurde ein Dragee zusatzlich mit einem anderen
Extraktionsmittel (Methanol/Wasser (7/3, V/IV)) nach Zerkleinerung zu 100 ml gelést und mittels
HPLC-DAD und Vergleich mit entsprechenden Standardsubstanzen analysiert (Abb. 16). In der
Prifmedikation enthalten waren Dihydrokampferol-7-O-B-D-glucosid (A), (2R/2S)-Naringenin-5-O-
B-D-glucosid (B und C), Naringenin-7-O-B-D-glucosid (D), Dihydrokampferol (E), Isosalipurposid
(F), Eriodictyol (G), 6”-O-trans-p-Cumaroyl-(2R/2S)-naringenin-5-O-B-D-glucosid (H und ),
Naringenin (K) und 6”-O-trans-p-Cumaroyl-isosalipurposid (L, alle in Abb. 16). Diese Ergebnisse
stimmten mit den MS-Daten nahezu Uberein. Aus der HPLC-DAD Bestimmung ist aul3erdem

ersichtlich, dass in der Prifmedikation sowohl Dihydrokampferol als auch Eriodictyol vorkamen.
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Abb. 16 Ubersichtschromatogramm der relevanten Polyphenole in der Priifmedikation (Cena=3,9 mg/ml); A:
Dihydrokampferol-7-O-8-b-glucosid, B und C: (2R/2S)-Naringenin-5-O-8-b-glucosid, D: Naringenin-7-O--D-glucosid, E:
Dihydrokdmpferol, F: Isosalipurposid, G: Eriodictyol, H und I. 6”-O-trans-p-Cumaroyl-(2R/2S)-naringenin-5-O-8-D-
glucosid, K: Naringenin, L: 6”-O-trans-p-Cumaroyl-isosalipurposid; Gradient FM1 (289 nm).
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3.2.2.2 Quantitative Zusammensetzung

Zusatzlich zur qualitativen Untersuchung des Prifmedikaments wurde es mit den in Kapitel 2
beschriebenen Methoden quantitativ untersucht. So belief sich die verabreichte Gesamt-
catecholmenge auf 26,72 mg und die Gesamt-naringeninmenge auf 29,08 mg. Der Gesamt-
eriodictyolgehalt lag knapp auf3erhalb des in Kapitel 2 (vgl. 2.2.1.3, S.24) vorgegebenen LOQs, der
hier ermittelte Wert von 1,57 mg kann deshalb nur als Anhaltspunkt dienen, was somit auch fir die
verabreichte Gesamt-flavanonmenge von 30,65mg gilt. Laut Packungsbeilage des
Prifmedikaments war dieses auf eine Gesamt-salicylalkoholmenge von 60 mg pro Tablette
standardisiert. Somit wurden 240 mg Gesamt-salicin verabreicht. Als Ubersicht der applizierten
Mengen an Polyphenolen dient Tab. 16. Verschiedene Studien zur Pharmakokinetik von
Naringenin (verabreichte Menge 3,8-199 mg) aus Tomaten, Orangensaft oder Grapefruitsaft
ermittelten maximale Plasmakonzentrationen an Naringenin nach enzymatischer Aufarbeitung mit
Sulfatase und B-Glucuronidase von 0,12-5,99 uM (Erlund et al. 2001; Bugianesi et al. 2002;
Manach et al. 2003; Manach et al. 2005; Kanaze et al. 2007). Die im Rahmen dieser Studie
verabreichte einmalige Menge von ca. 30 mg Naringenin lag damit im unteren Bereich, bezogen
auf die Literaturdaten.

Tab. 16 Quantitative Zusammensetzung der Prifmedikation Optovit® ActiFLEX; ? bezieht sich auf die ermittelten Gehalte
in Kapitel 2; ® ermittelt analog zu Kapitel 2, jedoch unter dem LOQ fiir Eriodictyol; © gemaR den Angaben des Herstellers.

Verbindung Gehalt (%) Verabreichte Menge (mg)
Catechol (Gesamt)? 1,70 26,72

Naringenin (Gesamt)® 1,85 29,08

Eriodictyol (Gesamt)” 0,10 1,57

Flavanone (Gesamt)® 1,95 30,65
Salicylalkoholderivate (Gesamt)® 15,27 240,00
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3.2.3 Screening der Phase-lI-Metaboliten von Polyphenolen durch HPLC-
MS Analyse im Serum gesunder Probanden nach Einnahme eines

Weidenrindenextrakts

3.2.3.1 Probenvorbereitung

Die Serumproben (270 ul) der zehn Probanden (zwei davon Kontrolle) von je t=0-24 h wurden mit
einem ascorbinsaurehaltigen (10 mg/ml) Natriumacetatpuffer (30 ul) versetzt, um die enthaltenen
Polyphenol-metaboliten zu stabilisieren. Durch eine 1:3 Fallung mit Acetonitril wurden die Proteine
denaturiert und abzentrifugiert. Aufgrund der geringen verabreichten Menge an Flavonoiden
wurden die Serumproben aufkonzentriert. Hierzu wurden die Analysen (1200 pl) unter Stickstoff zur
Trockne eingeengt und in 100 pl 0,1% Ameisensaure in Wasser und 50 pl Acetonitril 95%
aufgenommen, geschuttelt und zentrifugiert. Nach Membranfiltration wurden die Analysen direkt an
der HPLC-MS vermessen und Uber eine Reportmethode mit integrierter Datenbank analysiert.
Nach Abgleich mit den zum Zeitpunkt t=0 und in der Kontroll-gruppe ermittelten Massen konnten
21 mogliche polyphenolische Phase-lI-Metaboliten ermittelt werden.

3.2.3.2 Phase-lI-Metaboliten der Flavonoide

Die in Tab. 17 angegebenen acht Verbindungen stellen die ermittelten glucuronidierten, sulfatierten
und gemischt glucuronidierten / sulfatierten Flavonoid-metaboliten im Serum dar. Die
Retentionszeiten, die experimentell ermittelten Massen [M-H]’, die Angabe zur Abweichung von der
theoretischen Masse (Error) sowie der sich aus einem Programmalgorithmus errechnende Score
sind hier beispielhaft fiir einzelne Probanden angegeben (Tab. 17). Es konnte die Masse von
Naringenin-glucuronid 1a/b zu zwei verschiedenen Retentionszeiten detektiert werden, die Masse
des Eriodictyol-glucuronids bzw. des massegleichen Dihydrokdmpferol-glucuronids 2a-c zu drei
verschiedenen Retentionszeiten. Das Vorhandensein mehrerer Retentionszeiten weist auf
verschiedene Konjugationspositionen am Aglykon hin, da fir Naringenin bevorzugt eine
Konjugation mit Glucuronsaure an C7 und C4‘ beschrieben ist (Brett et al. 2009). Fir Eriodictyol
respektive Dihydrok&mpferol sind drei Glucuronidierungspositionen denkbar (C7, C3‘ und C4° fur
Eriodictyol; C3, C4‘ und C7 fur Dihydrok&dmpferol).

Es wurden zwei gemischt glucuronidierte / sulfatierte Verbindungen detektiert. Die Massen von

Verbindungen 3a/b und 4 entsprechen Naringenin-glucuronid-sulfat und Catechin-glucuronid-sulfat.
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Verbindungen 3a/b wurden zusatzlich zu zwei unterschiedlichen Retentionszeiten ermittelt, was auf

einen strukturellen Unterschied bei Massegleichheit hindeuten konnte.

Die grofdte Heterogenitat fand sich unter den sulfatierten Metaboliten. Es konnten vier Massen
unterschiedlicher Sulfate ermittelt werden. Naringenin-sulfat 5a/b zu zwei unterschiedlichen
Retentionszeiten, Catechin-sulfat 6, Eriodictyol-sulfat / Dihydrokampferol-sulfat 7 und Taxifolin-
sulfat 8. Die zum Metaboliten 7 passende Masse konnte im Gegensatz zur Masse der
korrespondierenden glucuronidierten Verbindungen 2a-c nur zu einer Retentionszeit ermittelt
werden. Dies konnte auf eine selektive Entstehung nur einer sulfatierten Verbindung hinweisen
oder auf eine zu geringe Konzentration der anderen Sulfate (unterhalb des Detektionslimits von
1000 Counts).

Das mdgliche Aglykon der Verbindung 8 stellt keine genuin in der Prifmedikation enthaltene
Substanz dar. Es zeigte sich hier nicht nur eine Sulfatierung sondern zusatzlich eine
Hydroxylierung am Aglykon. Taxifolin als Grundkdrper ist hier lediglich eine Mdglichkeit. Eine
Hydroxylierung kénnte auch an anderen Positionen am Aglykon stattfinden.

Als Kontrolle fiir eine stabile Retentionszeit und gentigender Detektorsensitivitat diente Naringenin-
7-0O-B-D-glucuronid (10 uM), welches jeweils nach ca. acht Serumanalysen vermessen wurde. EIC
(extracted ion chromatogram) und MS-Spektren zu Verbindung 1-8 sind unter 8.1, S.169
abgebildet. Es wurden zusétzlich die Massen zu einem diglucuronidierten Naringenin und einem
methylierten Catechin-sulfat ermittelt, die Identifizierung mittels MS/MS-Fragmentierung blieb
jedoch noch ergebnislos. Mit Hilfe von Referenzsubstanzen kdnnten diese Metaboliten zusatzlich
identifiziert werden. Alle weiteren in der Metaboliten-Datenbank (Tab. 30, S.99) gelisteten
Verbindungen wurden in den Probandenseren nach Einnahme des Weidenrindenpraparats nicht
detektiert. Darunter waren auch intakte dimere Flavan-3-ole und deren Phase-lI-Metaboliten,

welche im Serum nicht nachgewiesen werden konnten.
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Tab. 17 Phase-llI-Metaboliten der Flavonoide identifiziert in humanem Blutserum von Proband 2 bzw. 4 zum Zeitpunkt
t=0,5 bzw. 1 h nach Einnahme eines Weidenrindenextrakts mittels HPLC-MS, klassifiziert nach Konjugationsreaktion; #:
Nummer der Verbindung, RT: Retentionszeit, NAR: Naringenin, ERI: Eriodictyol, CAT: Catechin, TAX: Taxifolin; Gradient
FM2.

Phase-ll-Reaktion # RT [M-H] Error Score  Summen- Moglicher
(min) (experimentell) (ppm) (%) formel Metabolit
Glucuronidierung la 9,73 447,0941 1,66 98,46 C,1H50011 NAR-glucuronid
1b 9,79  447,0940 1,09 99,27
2a 7,72  463,0881 0,27 66,24  CyH»01> ERI-glucuronid
2b 9,64  463,0889 1,29 79,77
2c 10,00 463,0884 0,92 79,62
Sulfatierung und 3a 8,36 527,0501 1,35 65,74 Cy1H50014S NAR-
Glucuronidierung 3b 9,40 527,0502 1,47 53,68 glucuronid-
sulfat
4 9,79  545,0623 3,00 85,19 CyH» 0158 CAT-
glucuronid-
sulfat
Sulfatierung 5a 11,28 351,0184 0,78 98,54  Ci5H1,08S NAR-sulfat
5b 11,69 351,0184 1,05 98,96
6 8,57  369,0291 1,52 97,59  CysH1400S CAT-sulfat
7 11,48 367,0133 1,00 98,47  CisH1,06S ERI-sulfat
8 10,04 383,0085 0,97 98,29  CisH1,040S TAX-sulfat

3.2.3.3 Phase-lI-Metaboliten phenylpropanoider Verbindungen

Neben den Phase-lI-Metaboliten der Flavonoide konnten sieben weitere phenolische Metaboliten
bestimmt werden (Tab. 18). Es handelte sich hierbei hauptsachlich um sulfatierte Metaboliten. Die
Verbindungen 9 und 12 stellen das Glucuronid und das Sulfat des Catechols dar. Sie wurden im
2013).

glucuronidierte Verbindung 10 mit einer Masse, die dem Saligenin-glucuronid entspricht, wurde

Rahmen dieser Kklinischen Studie bereits identifiziert (Knuth et al. Eine weitere
ermittelt. Das korrespondierende Sulfat 13 des Saligenins konnte ebenfalls gefunden werden.
Saligenin war in der Prifmedikation enthalten, aul3erdem ist Saligenin ein Zwischenprodukt der
Metabolisierung von Salicin zur Salicylsaure (Steinegger und Hovel 1972). Bei Verbindung 11
kénnte es sich um das Sulfat der Salicylsaure handeln. Die Metaboliten 14 und 15 stellen sulfatierte
Ce-Cs-Korper dar. Ermittelt werden konnten auf3erdem die Massen von Ferulasaure-sulfat 14 und
Hydroxyphenylpropionséure-sulfat 15. Da Cumarsaure nach eigenen Ergebnissen zwar nicht frei in
der Prufmedikation detektiert werden konnte, aber mit verschiedenen Flavonoid-glucosiden

verestert ist, kdnnte eine Freisetzung und Resorption dieser Cumarséure ebenso moglich sein wie
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die Entstehung nach C-Ring Spaltung von Naringeninderivaten. Verbindung 14 kénnte einen
Metaboliten der Cumarséaure darstellen. Die freie, nicht an Sulfat gebundene Form von 15 stellt ein
Ringspaltprodukt des Naringenins dar (Orrego-Lagaron et al. 2015). 15 kdnnte Uber oxidative
Prozesse und Methylierung via COMT zu Verbindung 14 reagieren. EIC und MS-Spektren der
Verbindungen 9-15 sind unter 8.1, S.169 abgebildet. Wahrend der Experimente wurde auch die
Masse des Cumarsaure-sulfats ermittelt, jedoch konnte dessen Identitat noch nicht mittels MS/MS
bestétigt werden. Zusatzlich gab es Hinweise auf viele weitere phenolische Metaboliten. Darunter
waren die Massen von Cg-Cs-Korpern, wie Kaffeesdure-sulfat und von Cg-Ci-Kérpern sowie teils
sulfatierte oder glucuronidierte trihydroxylierte Benzoesaure bzw. -aldehyd. Die beiden
letztgenannten kénnten Ringspaltprodukte darstellen und Derivate des Flavonoid A-Rings oder von
Flavan-3-olen sein. Aufgrund der sehr heterogenen Verteilung im Probandenkollektiv konnte jedoch
keine definitive Aussage zur ldentitat dieser Cg-Ci-Korper getroffen werden. Die Untersuchung
einer grélReren Kohorte kdnnte eine Strategie zur Identifizierung darstellen.

Tab. 18 Andere phenolische Verbindungen identifiziert in humanem Blutserum von Proband 6 bzw. 1 zum Zeitpunkt t=1 h
nach Einnahme eines Weidenrindenextrakts mittels HPLC-MS, klassifiziert nach Konjugationsreaktion; #: Nummer der

Verbindung, RT: Retentionszeit, CL: Catechol, SG: Saligenin, SS: Salicylsdure, FS: Ferulasdure, HPPS:
Hydroxyphenylpropionsaure; Gradient FM2.

Phase-ll-Reaktion # RT [M-H] Error Score  Summen- Moglicher
(min) (experimentell) (ppm) (%) formel Metabolit

Glucuronidierung 9 5,51 285,0619 0,08 94,26 C1oH140g CL-glucuronid

10 7,18 299,0766 0,80 52,86 Ci3H160g SG-glucuronid
Sulfatierung 11 8,43 216,9813 4,24 88,12 C7HsO06S SS-sulfat

12 7,86 188,9862 0,37 97,51 CeHeO6S CL-sulfat

13 7,05 203,0019 0,24 99,16 C;HgOsS SG-sulfat

14 491 273,0081 1,10 69,96 C10H100+;S FS-sulfat

15 9,50 245,0135 1,75 92,97 CoH1006S HPPS-sulfat

3.2.3.4 Weitere phenolische Verbindungen

Neben den zahlreichen mit Sulfat oder Glucuronséaure konjugierten Verbindungen konnten die
Massen eines freien und eines an Glycin gebundenen Metaboliten, der Salicylsdure 16 und der
Salicylursdure 17, detektiert werden (Tab. 19). Bei Verbindung 17 kdnnte es sich aufgrund der
Massengleichheit ebenfalls um 4-Hydroxyhippursaure oder 3-Hydroxyhippursaure handeln. Diese
Metaboliten konnten durch Flavonoid-Ringspaltung entstanden sein. EIC und MS-Spektren zu
Verbindungen 16 und 17 sind unter 8.1, S.169 abgebildet.
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Tab. 19 Weitere phenolische Verbindungen identifiziert in humanem Blutserum von Proband 6 zum Zeitpunkt t=1 h nach
Einnahme eines Weidenrindenextrakts mittels HPLC-MS; #: Nummer der Verbindung, RT: Retentionszeit, SS:
Salicylsaure, SU: Salicylursaure; Gradient FM2.

# RT [M-H] Error Score  Summen- Méglicher
(min) (experimentell) (ppm) (%) formel Metabolit

16 7,92 137,0241 2,41 99,10 C;Hg¢O3 SS

17 7,96 194,0458 0,50 99,78  CyHgNO, SuU

3.2.4 Identifizierung der polyphenolischen Phase-lI-Metaboliten

Da die durchgefiihrten HPLC-MS Analysen der Serumproben aller Probanden nur die exakten
Massen der moglichen Phase-llI-Metaboliten lieferten, konnen die unter 3.2.3 postulierten 17
Verbindungen nur unter Vorbehalt mit einem Substanznamen belegt werden. Es kann nicht definitiv
ausgeschlossen werden, dass es ich bei den 17 Verbindungen um massegleiche Substanzen mit
anderer Struktur handelt. Da polyphenolische, inshesondere Phase-lI-Metaboliten der Flavonoide
nicht oder nur sehr teuer beziehbar sind, wurden zunachst, nach enzymatischer Aufarbeitung der
Serumproben mit Sulfatase und B-Glucuronidase, die Polyphenol-aglyka mittels MS und
Retentionszeitvergleich mit entsprechenden Referenzsubstanzen identifiziert (vgl. 3.2.4.1). Es
erfolgte eine Absicherung der Ergebnisse der enzymatischen Aufarbeitung durch MS/MS Analyse
der relevanten Massen der Phase-II-Metaboliten (vgl. 3.2.4.2, S.72).

3.2.4.1 Identifizierung der polyphenolischen Aglyka nach enzymatischer Aufarbeitung

Die Serumproben von drei Probanden wurden wie unter 3.2.3.1, S.67 beschrieben aufgearbeitet.
Zuséatzlich wurden 270 ul Blutserum derselben Probanden zeitgleich mit Sulfatase (3,5 mg)
versetzt. Es wurden 30 ul eines ascorbinsaurehaltigen (10 mg/ml), mit 8-Glucuronidase versetzten
(10 mg/ml) Natriumactetatpuffers zugesetzt und die Losung bei 37 °C fur 1,5 h inkubiert. Die beiden
Enzyme wurden im Uberschuss eingesetzt, da die in den Serumproben enthaltenen sulfatierten
und glucuronidierten Verbindungen vollstandig gespalten werden sollten. Die behandelten
Analysen wurden nach Inkubation wie unter 3.2.3.1, S.67 beschrieben weiter aufgearbeitet und
mittels HPLC-MS vermessen. Zusatzlich wurden Standardsubstanzen (10 uM) mdoglicher Aglyka in
150 pl 0,1% Ameisensaure / 95% Acetonitril (2:1) geldst und analysiert. Die Standardproben
wurden zusatzlich in Rattenserum gelést, wie oben unter 3.2.3.1, S.67 beschrieben aufgearbeitet
und vermessen. Die in Rattenserum durchgefiihrte Analyse der Standardsubstanzen diente zur

Ermittlung des Einflusses der Matrix auf die Retentionszeit. In Tab. 20 sind die ermittelten
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Retentionszeiten der vermessenen Aglyka (RT (min) Aglykon Referenz) angegeben. Verbindungen
16 und 17 konnten Uber einen direkten Vergleich mit den in den Serumproben ermittelten
Retentionszeiten der Salicylsdaure bzw. der Salicylursaure zugeordnet werden (Tab. 20). Nach
enzymatischer Hydrolyse konnten in den Serumproben die Massen des Naringenins, Catechols,
Saligenins und der Ferulasaure ermittelt werden. Diese konnten tber den Retentionszeitvergleich
ihren Referenzsubstanzen zugeordnet werden (Tab. 20). GleichermalRen waren die Massen der
korrespondierenden Phase-II-Metaboliten und Verbindung 11, das Sulfat der Salicylsdure nach
Hydrolyse nicht mehr nachweisbar. So konnten 1a/lb, 3a/b und 5a/b als Metaboliten des
Naringenins, 9 und 12 als Metaboliten des Catechols, 10 und 13 als Metaboliten des Saligenins
sowie 14 als Metabolit der Ferulasdure bestétigt werden. Jedoch wurden 2a-c, 4, 6-8 und 15 durch
den enzymatischen Verdau nicht gespalten (Tab. 20). Es wurde kein korrespondierendes, freies
Aglykon detektiert. Dies wurde von Donovan et al. (2006) fir den Verdau mit Enzymen aus Helix
pomatia bereits beobachtet. Auch dort wurden andere Sulfate gespalten das Quercetin-3‘-O-sulfat
jedoch nicht. Da die enzymatische Hydrolyse nur teilweise erfolgte und scheinbar nur fir bestimmte
Substrate moglich ist, kdnnte hier eine selektive Spaltung durch die verwendete Sulfatase aus Helix

pomatia und der bovinen B-Glucuronidase vorliegen.

3.2.4.2 Identifizierung der polyphenolischen Phase-ll-Metaboliten durch MS/MS-

Fragmentierung

Da manche Phase-lI-Metaboliten, besonders Sulfate, einer enzymatischen Aufarbeitung nicht oder
in ungentigendem Ausmalfd zugadnglich waren, wurde eine MS/MS-Fragmentierung der relevanten
Metaboliten durchgefiihrt. Hierzu wurden Serumproben von acht Probanden (nicht Kontroll-gruppe)
der Blutentnahme-zeitpunkte 0,5 h und 1 h vorbereitet (3.2.3.1, S.67). Zusatzlich zur HPLC-MS
Analyse wurden die relevanten Massen 1-15 in Kombination mit deren Retentionszeiten (vgl. Tab.
17; Tab. 18 und Tab. 19) extrahiert und mittels Tandem-MS analysiert.
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Tab. 20 Identifizierung der polyphenolischen Phase-II-Metaboliten in humanen Blutseren verschiedener Probanden zum
Zeitpunkt t=0,5 bzw. 1 h nach Einnahme eines Weidenrindenextrakts mit Hilfe von MS/MS Fragmentierung und Vergleich
der Retentionszeiten (RT) mit Referenzsubstanzen nach enzymatischer Hydrolyse (n. E. H.); #: Nummer der Verbindung,
GIluA: Glucuronyl-, SOs: Sulfat-, n.d.: nicht detektiert, n.u.: nicht untersucht, exp.: experimentell, NAR: Naringenin, ERI:
Eriodictyol, CAT: Catechin, TAX: Taxifolin, FS: Ferulasiure, HPPS: Hydroxyphenylpropionséure, CL: Catechol, SG:
Saligenin, SS: Salicylsaure, SU: Salicylursaure.

# RT [M-H] Fragment lonen RT (min)  RT (min)  Mdoglicher
(min) exp. Aglykon  Aglykon Metabolit
n. E. H. Referenz

la 9,73 447,0945 271,0625 (-GluA); 175,0258 (-NAR) 14,11 14,08 NAR-

b 9,79 447,0948 271,0620 (-GluA); 175,0254 (-NAR) glucuronid

2a 7,72 463,0882 n.d. n.d. 13,60 ERI-

2b 9,64 463,0874  287,0564 (-GluA); glucuronid

2c 10,00  463,0883 287,0563 (-GluA); 175,0213 (-NAR)

3a 8,36 527,0508 n.d. 14,11 14,08 NAR-

3b 9,40 527,0508 n.d. glucuronid-
sulfat

4 9,79 545,0636  369,0250 (-GluA) n.d. 9,19 CAT-
glucuronid-
sulfat

5a 11,28 351,0174 271,0611 (-SO3) 14,11 14,08 NAR-sulfat

5b 11,69 351,0199 271,0609 (-SOs)

6 8,57 369,0292  289,0718 (-SO5) n.d. 9,19 CAT-sulfat

7 11,48  367,0135 287,0563 (-SO3) n.d. 13,60 ERI-sulfat

8 10,04  383,0079 303,0512 (-SOs,) n.d. 11,46 TAX-sulfat

9 5,51 285,0616 n.d. 9,25 9,38 CL-glucuronid

10 7,18 299,0783  123,0451 (-GluA) 9,11 9,17 SG-
glucuronid

11 8,43 216,9819 137,0251 (-SOs,) 7,90 7,96 SS-sulfat

12 7,86 188,9864 109,0302 (-SO3) 9,25 9,38 CL-sulfat

13 7,05 203,0028 123,0456 (-SOs) 9,11 9,17 SG-sulfat

14 491 273,0083  193,0504 (-S0O3); 178,0260 (-CHs) 7,18 7,22 FS-sulfat

15 9,50 245,0494  165,0926 (-S0O3); 79,9578 (-HPPS)  n.d. n.d. HPPS-sulfat

16 7,92 137,0241 n.u. n.u. 7,96 SS

17 7,96 194,0458 n.u. n.u. 7,99 SuU
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Das MS/MS Experiment wurde mit den Referenzsubstanzen Naringenin-7-O-8-D-glucuronid und
Naringenin (je 10 uM) etabliert. Als Referenzsubstanz der sulfatierten Verbindungen wurde 4-
Methylumbelliferyl-sulfat (10 uM) gewahlt, die StoRenergie betrug wahrend des gesamten
Experiments 15 eV. Die ermittelten Fragmentionen der Verbindungen 1-15 sind in Tab. 20
aufgefuihrt. Bis auf Verbindung 2a (erste Retentionszeit), 3a/b und 9 konnte flr alle Verbindungen
eine Fragmentierung durch Verlust der Glucuronyl- oder Sulfateinheit beobachtet werden. Fur 14
konnte zusétzlich ein Verlust der Methylgruppe beobachtet werden. Die gemischt glucuronidierte
und sulfatierte Verbindung 4 zeigte nur eine Abspaltung der Glucuronyl-Einheit. Die Abspaltung der
Sulfatgruppe wurde nicht beobachtet. Eventuell reichte die hier gewéhlte StoRenergie fir die
Abspaltung der Sulfatgruppe nicht aus. Es konnten somit durch die kombinierte Analyse des
Vergleichs der jeweiligen Retentionszeiten und der MS/MS-Fragmentierung 17 polyphenolische
Metaboliten in  humanem Blutserum nach Applikation der Tagesmaximaldosis eines
Weidenrindenextrakts detektiert werden, darunter befanden sich die fir Weidenrinde bereits
bekannten Metaboliten Salicylsdure, Salicylursdure, Catechol-sulfat und —glucuronid (Pirker et al.
2004; Knuth et al. 2013). Fir die mit dem Weidenrindenextrakt verabreichten Flavanon- und
Chalkon-glucoside konnten eine Reihe an Phase-llI-Metaboliten im Serum ermittelt werden. So
konnten die Monoglucuronide von Naringenin und von Eriodictyol identifiziert werden. Da die
Masse des Naringenin-glucuronids zu zwei Retentionszeiten und die Masse des Eriodictyol-
glucuronids zu drei Retentionszeiten ermittelt werden konnte, handelte es sich wahrscheinlich um
an verschiedenen Stellen des Aglykons glucuronidierte Phase-II-Metaboliten. Dies war mit den
Ergebnissen einiger Arbeitsgruppen konsistent, welche ebenfalls Naringenin-glucuronid nach
Applikation eines Orangensafts zu zwei Retentionszeiten detektierten und als Naringenin-7-O-
glucuronid bzw. -4‘-O-Glucuronid identifizierten (Zhang und Brodbelt 2004; Mullen et al. 2008;
Bredsdorff et al. 2010). Fur Eriodictyol wurde bisher nur nach Applikation in Ratten eine
glucuronidierte Form im Urin beschrieben (Miyake et al. 2000). Denkbar wére auch, dass es sich
um Diastereomerenpaare handelt, da sowohl Naringenin als auch Eriodictyol an C2 ein
Stereozentrum besitzen. Im Falle des zweiten Peaks, der dem Naringenin-glucuronid zugeordnet
werden kann, kdnnte es sich auch um das ringoffene Chalkon handeln, welches dieselbe Masse
aufweist. Endglltig lieRe sich dies aber nur mit Referenzsubstanzen beweisen. Verbindung 4
konnte als gemischtes Glucuronid-Sulfat mittels MS/MS identifiziert werden. Die Metaboliten des
Naringenins 3a/b wurden zu zwei Retentionszeiten detektiert, was auf ein unterschiedliches
Substitutionsmuster oder eine unterschiedliche Stereochemie an C2 schlie3en lief3. Die Identitat
konnte mit MS/MS jedoch nicht verifiziert werden. Zhang und Brodbelt (2004) ermittelten nach

Grapefruitsafteinnahme von drei Freiwilligen ebenfalls die Masse des Naringenin-glucuronid-sulfats
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zu zwei Retentionszeiten. Das gemischte Glucuronid-sulfat 4 wurde bereits im Urin und im Plasma
von Ratten nachgewiesen (Liang et al. 2014). Unter den ermittelten sulfatierten Phase-II-
Metaboliten 5-8 befand sich Naringenin-sulfat 5a/b, fur welches zwei Retentionszeiten ermittelt
wurden. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Zhang und Brodbelt (2004) Uberein. Die
unterschiedliche Retention kann wieder durch stereochemische oder strukturelle Unterschiede
bedingt sein. Substanz 6 wurde von Del Rio et al. (2010) ebenfalls als Metabolit des Catechins
beschrieben. Nach Rooibos Tee Applikation konnte wie hier fir Weidenrinde der Metabolit 7
nachgewiesen werden (Stalmach et al. 2009). Substanz 8 erwies sich als sulfatierte Form des
Taxifolins, welche von Vacek et al. (2012) bereits als mdglicher Metabolit von Taxifolin in in vitro
Experimenten beschrieben wurde. Jedoch konnte Taxifolin weder in glucosidischer noch in freier
Form in der Prufmedikation detektiert werden. Somit stellt 8 und insbesondere sein Aglykon einen
Metaboliten dar. Dieser konnte nach Deglucosidierung und durch Hydroxylierung des B-Rings
mittels CYP-Enzymen aus dem in der Prifmedikation enthaltenen Dihydrokampferol-7-O-8-D-
glucosids entstehen. In vitro als auch in vivo konnten solche Hydroxylierungsreaktionen fir
Kampferol zum Quercetin bereits gezeigt werden (Breinholt et al. 2002). Substanz 15 stellt ein
Ringspaltprodukt des Naringenins bzw. eventuell des Isosalipurposids dar. Von Rechner et al.
(2004) wurde das Aglykon von 15 als Ringspaltprodukt des Naringenins in in vitro Versuchen mit
Kolonbakterien identifiziert. Phenolcarbonsauren zirkulieren nach Resorption im Blut hauptséchlich
in ihrer konjugierten Form (sulfatiert oder glucuronidiert), was auch in dieser Arbeit fir 14 und 15
gezeigt werden konnte (Piazzon et al. 2012). Verbindung 14 kann entweder einen Metaboliten von
15 oder einen Metaboliten der in der Prifmedikation enthaltenen, an Flavonoid-glucoside
gebundenen Cumarsaure darstellen. Die MS/MS Spektren der identifizierten Verbindungen la/lb
sind unter 3.2.4.3 abgebildet und die Spektren von 2a-c und 4-15 unter 8.2, S.176.
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ESI-TIC, m/z 447,0940 [M-H]- extrahiert

; 1 Standard: Naringenin-7-O-glucuronid

1 Serum des Probanden 1, Zeitpunkt 0,5 h
] !, 1a
-l ESI-Scan; m/z 447,0940 [M-H]-; 9,57-9,65 min
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Abb. 17 Identifizierung von Naringenin-7-O-B-p-glucuronid (1b) im Serum eines Probanden (grin) mit Hilfe des
synthetisierten Standards Naringenin-7-O--D-glucuronid (10 pM, grau); abgebildet sind der ESI-TIC des m/z von 1a/lb
477,0940 [M-H] von Proband 1, t=0,5 h (grin) und des Standards (grau), sowie die zugehotrigen MS- sowie MS/MS-
Spektren von Proband 1, t=0,5 h; Molekilpeak: schwarzer Pfeil, Fragmente: griiner Pfeil, NAR: Naringenin, GIuA:

Glucuronsaure; Gradient: FM2.
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3.2.4.3 Metabolitenscreening und -identifizierung am Beispiel Naringenin-glucuronid

Da Flavanon-glucuronide und -sulfate nicht oder nur teuer zu erwerben sind, wurde im Rahmen
einer Bachelorarbeit Naringenin-7-O-B-D-glucuronid synthetisiert und hier als Standardsubstanz
verwendet (vgl. 3.4.2.3, S.96 und 4.4.3., S.136) Da fur das m/z von 447,0940 [M-H] von
Naringenin-glucuronid zwei Peaks zu unterschiedlichen Retentionszeiten ermittelt werden konnten,
wurde mit Hilfe des synthetisierten Standards (10 uM) die Identitat bestimmt (Abb. 17). Bei der
Verbindung 1b handelte es sich demnach um das 7-O-Glucuronid des Naringenins. Am MS/MS
Fragmentmuster lie sich erkennen, dass es sich bei beiden Verbindungen l1a und 1b um
Naringenin-glucuronide handelte, jedoch war anhand der Fragmentierung kein Schluss auf die
Glucuronidierungsposition moglich. Bei 1a konnte es sich um den in der Literatur beschriebenen
zweiten Metaboliten, das 4-O-Glucuronid des Naringenins handeln (Zhang und Brodbelt 2004;
Brett et al. 2009). Es kénnte sich auch um das Diastereomer des (2S)-Naringenin-7-O-glucuronids
handeln, da in der Prifmedikation ebenfalls Verbindungen vorlagen, welche 2R konfiguriert waren.
Wegen der zu geringen Substanzkonzentrationen nicht auswertbaren UV-Spur konnte zudem nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich bei 1a um das ringoffene, korrespondierende, massegleiche

und glucuronidierte Chalkon handelte.

3.2.5 Verteilung der polyphenolischen Metaboliten in den Seren des

Probandenkollektivs

Um einen Uberblick tber die Verteilung der 17 ermittelten Metaboliten auf die acht Probanden zu
erhalten, den Einfluss der verabreichten standardisierten Nahrung zu analysieren und um die
interindividuelle Diversitat darzustellen, wurden die 17 Metaboliten nach Vorkommen in den Seren
der einzelnen Probanden aufgeschliusselt. Hierzu wurden alle ermittelten Massen zu allen
Blutentnahme-zeitpunkten mit weniger 10 ppm Abweichung und einer Intensitat gréRer 1000
Counts bertcksichtigt. Der Vergleich erfolgte tabellarisch unter Verwendung einer Farbkodierung
(von blau nach rot), um das quantitative Vorkommen der Metaboliten (von 1-8 Probanden) in den

Seren der Verum-Probanden zu erfassen (Tab. 21 und Tab. 22).

3.2.5.1 Verteilung der Phase-lI-Metaboliten der Flavonoide

Die Betrachtung der Phase-lI-Metaboliten der Flavonoide unter Berlcksichtigung der einzelnen
Blutentnahme-zeitpunkte (0 h bis 24 h nach Applikation der Prifmedikation) und die Verteilung der

ermittelten Metaboliten unter den acht Verum-Probanden, zeigten folgende Unterschiede in der
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Verteilung: Insgesamt fand man die grofdte Diversitéat an Metabolisierungsreaktionen am Aglykon
Naringenin. Hier konnten sechs Metabolite detektiert werden. Fir das Aglykon Eriodictyol waren
vier, fur Catechin zwei und fir Taxifolin ein Phase-llI-Metabolit nachweisbar. Eine mdégliche
Erklarung liegt in der verabreichten htheren Menge an Naringenin (ca. 30 mg) im Vergleich zu
Eriodictyol (ca. 1,6 mg). Dadurch konnten entstehende Metaboliten des Eriodictyols unterhalb des
Detektionslimits liegen. Diese Erklarung lasst jedoch Unterschiede in der Bioverfiigbarkeit der
einzelnen Aglyka aul3er Acht. Betrachtet man das gesamte Metabolitenkollektiv, so sind sulfatierte
Verbindungen haufiger vertreten. Des Weiteren konnten alle Metabolite bereits 0,5 h nach
Applikation der Priifmedikation nachgewiesen werden, und nach 24 h war kein Phase-lI-Metabolit
der Flavonoide mehr detektierbar (Tab. 21). 5a (RT 11,28 min) und 7 waren am langsten (bis 12 h)
nach Applikation nachweisbar. Daneben waren 1a/1b sowie 6 bis 8 h nach Applikation detektierbar.
Der Einfluss der am Versuchstag standardisiert eingenommenen Nahrung wurde ebenfalls deutlich.
So konnten in den Blutproben nach dem Friihstiick 2a-c und 8 nicht mehr ermittelt werden. Einen
weiteren Einfluss hatte das Mittagessen. Danach konnten 3a/b, 4 und 5b (RT 11,69 min) nicht
mehr gefunden werden. Durch den Vergleich der einzelnen Naringenin-glucuronide wird deutlich,
dass 1la in allen untersuchten Probanden gefunden werden konnte, 1b jedoch nur in ca. der Halfte
der Probanden. Dies zeigte sich ebenfalls, wenn auch in abgeschwéchter Form, fir die Naringenin-
sulfate 5a/b. Hier kam das zur RT 11,28 min ermittelte Derivat 5a in allen Probanden vor, das
Derivat 5b zur RT 11,69 min jedoch nicht. Auffallig ist auch, dass 3a/b im Gegensatz zu la/b und
5a/b nur in maximal finf Probanden detektiert wurde. Dies zeigt sich ebenfalls fiir die Metaboliten
des Eriodictyols. So war das Sulfat 7 in allen Probanden prasent, die glucuronidierten
Verbindungen 2a-c jedoch nur in maximal funf Probanden. Verbindungen 8 und 6 konnten in allen
Probanden nachgewiesen werden, das gemischt glucuronidierte und sulfatierte Catechin jedoch
nur in sechs Probanden. Die Ergebnisse zeigen also, dass die Flavonoid Phase-lI-Metabolisierung
starken interindividuellen Schwankungen unterliegen kann (Tab. 21). Zusétzlich scheint die
Nahrung einen entscheidenden Einfluss auf die Verfugbarkeit der Flavonoid-metaboliten im

Blutserum zu haben.

3.2.5.2 Verteilung der phenylpropanoiden Metaboliten

Unter den neun ermittelten phenolischen Metaboliten fanden sich vorwiegend glucuronidierte und
sulfatierte Verbindungen. Alle Verbindungen waren bereits 0,5 h nach Applikation der Medikation
nachweisbar (Tab. 22). Die Metaboliten der Salicylalkoholderivate 12, 16 und 17 wurden bereits
zum Zeitpunkt O h detektiert. Dies kénnte darauf hinweisen, dass die Auswaschphase vor Beginn

des Priiftages zu kurz gewahlt wurde oder es sich bei 12 und 17 (nicht jedoch 16, da nur in einem
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Probanden detektiert) zusatzlich um Metaboliten aus anderen Nahrungsmitteln oder endogenen
Substanzen handelte. Eine genauere Analyse der Verteilung von 12 und 17 wird unter 3.2.6.2, S.86
diskutiert. Aufféllig ist auch die Prdsenz vieler Metaboliten bis 24 h nach Applikation der
Prifmedikation. Bis auf die glucuronidierten Verbindungen 9 und 10, welche nur bis 6 h nach
Applikation nachweisbar waren, konnten alle Metabolite der Salicylalkoholderivate 24 h im Serum
nachgewiesen werden (Tab. 22). Dies ist ein Unterschied zu den Flavonoid-metaboliten welche bis
maximal 12 h im Serum zu finden waren. Betrachtet man, die beiden Cg-Cs-Kérper 14 und 15, so
fallt auf, dass beide bereits nach 0,5 h prasent waren. Dies spricht gegen eine Entstehung der
beiden Substanzen durch die Mikroflora des Kolons. Die Metaboliten waren hier aufgrund der
Darmpassage erst nach ca. 5-10 Stunden zu erwarten gewesen (Pereira-Caro et al. 2014). Eine
Entstehung von 15 wurde fir das in der Prifmedikation enthaltene Isosalipurposid sowie die
Naringeninderivate beschrieben, konnte aber ebenfalls nur als Metabolit des Kolons ermittelt
werden (Tomas-Barberan und Clifford 2000). Da 15 im Zeitraum zwischen 6-10 h nicht
nachweisbar aber nach 12 h in einem Probanden wieder prasent war, kann eine mdgliche
mikrobielle Entstehung von 15 postuliert werden (Tab. 22). Bei Verbindung 14 kdnnte es sich um
einen Metaboliten der Cumarsdure handeln (vgl. 3.2.4.2, S.72). Die Spaltung der an die Glucose
des Naringenin-5-B-O-glucosids veresterten Cumarsaure ist nur durch die Esteraseaktivitat der
Mikroorganismen des Kolons mdglich (Rechner et al. 2002). Da 14 bis 12 h nach Applikation
nachweisbar ist, ist die Entstehung durch mikrobielle Metabolisierung fur die spéateren
Blutentnahme-zeitpunkte nicht ausgeschlossen. Jedoch missen 14 als auch 15, bedingt durch die
frihe Présenz im Serum, im oberen Gastrointestinaltrakt (GIT) resorbiert worden sein. Ein
markanter Einfluss der Mahlzeiten des Priftages, welcher fir die Phase-lI-Metaboliten der
Flavonoide beobachtet werden konnte, wurde fir die phenolischen Metaboliten nicht beobachtet.
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Tab. 21 Schema zur interindividuellen Verteilung der ermittelten Phase-II-Metaboliten der Flavonoide von 0-24 h nach
Applikation der Prifmedikation an acht Probanden unter Beriicksichtigung der Mahlzeiten; Farbkodierung analog der
unten stehenden Legende; #: Nummer der Verbindung, F: Frihstick, M: Mittagessen, A: Abendessen, RT:
Retentionszeit, NAR: Naringenin, ERI: Eriodictyol, TAX: Taxifolin, CAT: Catechin.

Zeitpunkt der Blutentnahme nach Applikation der Prifmedikation (h)

Moglicher Metabolit # RT 0O 05 1 15 2 3 4 6 8 10 12 24
(min)

NAR-glucuronid la 9,73

NAR-glucuronid 1b 9,79

NAR-sulfat 5a 11,28

NAR-sulfat 5b 11,69

NAR-glucuronid-sulfat 3a 8,36

NAR-glucuronid-sulfat 3b 9,40

ERI-glucuronid 2a 7,72
ERI-glucuronid 2b 9,64
ERI-glucuronid 2c 10,00
ERI-sulfat 7 11,48
TAX-sulfat 8 10,04
CAT-sulfat 6 857

CAT-glucuronid-sulfat 4 9,79

Anzahl der Erfassungen (Probanden)
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Tab. 22 Schema zur interindividuellen Verteilung der ermittelten phenolischen Phase-lI-Metaboliten von 0-24 h nach
Applikation der Prifmedikation an acht Probanden unter Berlicksichtigung der Mahlzeiten; Farbkodierung analog der
unten stehenden Legende; #: Nummer der Verbindung; F: Fruhstick, M: Mittagessen, A: Abendessen, RT:
Retentionszeit, FS: Ferulasaure, HPPS: Hydroxyphenylpropionsaure, CL: Catechol, SG: Saligenin, SS: Salicylsaure, SU:

Salicylursaure.

Zeitpunkt der Blutentnahme nach Applikation der Priifmedikation (h)

Mdglicher Metabolit # RT 0 05 1 15 2 3 4 6 8 10 12 24
(min)
FS-sulfat 14 4,91
HPPS-sulfat 15 9,50
SG-sulfat 13 7,05
SG-glucuronid 10 7,18
CL-sulfat 12 7,86
CL-glucuronid 9 5,51
SS-sulfat 11 8,43
SS 16 7,94
SuU 17 7,96

Anzahl der Erfassungen (Probanden)
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3.2.6 Semiquantitative Analyse der Phase-llI-Metaboliten nach Einnahme

der Prifmedikation im Serum uber 24 h

Aufgrund fehlender Phase-llI-Metaboliten der Flavonoide als Referenzsubstanzen und der hohen
Diversitat der ermittelten Metaboliten wurde keine quantitative Bestimmung der Einzelsubstanzen
durchgefihrt. Stattdessen wurden die Peakflachen des EIC Scans der relevanten Massen jedes
Probanden zu jedem Blutentnahme-zeitpunkt von 0-24 h nach Verabreichen der Medikation
ausgewertet und als MW * StabW auf eine Zeitachse aufgetragen. Fur die semiquantitative
Auswertung wurden Peakflachen gréf3er 1000 beriicksichtigt. Da in der HPLC-MS-Analytik die
Substanzen unterschiedlich stark ionisiert werden und somit flr jede Substanz eine
Kalibrierfunktion erstellt werden misste, lieRen die erhaltenen Peakflache-Zeitkurven zwar keine
absolute quantitative Aussage zu, und es konnten keine maximalen Serumkonzentrationen der
Metaboliten errechnet werden, jedoch konnten die Zeitpunkte mit maximaler Peakflache (des

Weiteren als t.x bezeichnet) ermittelt werden.

3.2.6.1 Phase-lI-Metaboliten der Flavonoide

Die Peakflache-Zeitkurven aller acht identifizierten Phase-lI-Metaboliten der Flavonoide sind in
Abb. 18, Abb. 19, und Abb. 20 angegeben. Bei néherer Betrachtung der beiden Naringenin-
glucuronide 1a und 1b wurde deutlich, dass die maximale Flache fir 1a nach 1 h und fur 1b bereits
nach 0,5 h ermittelt werden konnte (Abb. 18A). Da von Yanez et al. (2008) kein Einfluss des
Chiralitatszentrums der Flavanone Naringenin und Eriodictyol auf die Pharmakokinetik beobachtet
wurde, konnte dies hier fir 1a bedeuten, dass es sich um das 4'-O-Glucuronid handelt. Fir den
gemischt glucuronidierten und sulfatierten Metabolit 3a (RT 8,36 min) fand sich die maximale
Peakflache 2 h nach Einnahme des Weidenrindenextrakts. Von Mullen et al. (2006) wurde ein tyax
von 2-3h fur das gemischte glucuronidierte und sulfatierte Quercetin im Gegensatz zu der
monokonjugierten Verbindungen des Quercetins mit einem t,,x von 0,5-1 h beobachtet. Sie
postulierten deshalb eine Entstehung der gemischten Metaboliten in der Leber und nicht bereits am
Dunndarmepithel. Die Peakflaiche-Zeitkurve von 3b (RT 9,40 min) war aufgrund starker
interindividueller Schwankungen und somit hohen Standardabweichungen nicht auswertbar (Abb.
18B). Fur die beiden Naringenin-sulfate 5a/b konnte fiir das spéater retinierende Derivat 5b ein tpax
von 0,5 h und fur die eher retinierende Verbindung 5a ein ty,,x von 1 h ausgemacht werden, was mit
den Daten fur la/lb Ubereinstimmt (Abb. 18C). In der Literatur ist ein t.. fUr Naringenin,

verabreicht in Grapefruitsaft-, Orangensaftmatrix oder als Aglykon, nach enzymatischer
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Aufarbeitung in humanem Plasma von 2-5,5 h beschrieben worden (Erlund et al. 2001; Bugianesi
et al. 2002; Manach et al. 2005; Kanaze et al. 2007; Brett et al. 2009). Von Brett et al. (2009)
wurden zwei Naringenin-glucuronide im Urin von freiwilligen Probanden als Naringenin-7-O- und 4'-
O-glucuronid identifiziert. Zhang und Brodbelt (2004) beobachteten ebenfalls zwei Naringenin-

glucuronide in humanem Urin und konnten keine Unterschiede hinsichtlich des ty.x im Urin

feststellen.
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Abb. 18 Ubersicht der Peakflichen der EIC Peaks der verschiedenen Naringenin (NAR) Phase-II-Metaboliten in
Abhangigkeit von der Zeit (h) nach Applikation der Prifmedikation; A: NAR-glucuronid 1a und 1b, B: NAR-glucuronid-
sulfat 3a/b zu beiden Retentionszeiten (RT), C: NAR-sulfat 5a/b zu beiden RT; alle Angaben als MW * StabW aus

Proben von acht Probanden.
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Abb. 19 Ubersicht der Peakflaichen der EIC Peaks der verschiedenen Eriodictyol (ERI) Phase-ll-Metaboliten; ERI-
glucuronide 2a-c zu den drei ermittelten Retentionszeiten (RT) und von ERI-sulfat 7 in Abh&ngigkeit von der Zeit (h) nach
Applikation der Prifmedikation; alle Angaben als MW * StabW aus Proben von acht Probanden.

Fur die ermittelten Eriodictyol-glucuronide 2a-c wurde fir 2a (RT=7,72 min) ein ty. von 1h
ermittelt, fir die beiden anderen 2b/c (Retentionszeiten 9,64 und 10,00 min) ein t,,x von 0,5 h. Das
Eriodictyol-sulfat 7 hatte ebenfalls nach 0,5 h sein t.,, erreicht. Die glucuronidierten Verbindungen
2a-c fielen bereits nach 2 h unter das Detektionslimit, wohingegen das Sulfat erst nach 10 h nicht
mehr zu detektieren war (Abb. 19). Das in humanem Urin detektierte Eriodictyol-sulfat war dort von
2-10 h vorhanden (Pereira-Caro et al. 2014). Fir die beiden Catechin-metabolite 4 und 6 ergab
sich fur das Sulfat 6 ein tn,x von 0,5h, und fur das gemischte Glucuronid-sulfat wurde eine
Plateauphase von 0,5-1,5 h beobachtet (Abb. 20). Diese Ergebnisse entsprechen den fir die
Naringenin-metaboliten ermittelten Werte in dieser Arbeit und zusatzlich mit den in der Literatur
ermittelten tna-Werten von 0,5-3 h fir Catechin nach enzymatischer Aufarbeitung (Manach et al.
2005). AbschlieRend wurde fir 8, dessen Aglykon eventuell selbst einen Metaboliten darstellt, ein
tmax VON nur 0,5 h ermittelt (Abb. 20). Dies wirde bedeuten, dass die Hydroxylierung und die
Kopplung an Sulfat des genuinen Dihydrok&mpferols sehr schnell erfolgen konnten. Die hier

ermittelten t,.-Daten wiesen auf eine Resorption von Naringenin-, Eriodictyol-glucosiden und
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Catechin im oberen intestinalen Trakt hin. Da die Metaboliten teils bis 10 h nach Applikation im

Serum noch nachweisbar waren, ist eine rezyklische Resorption oder eine Resorption im Kolon

nicht auszuschlieBen (Pereira-Caro et al. 2014).
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Abb. 20 Ubersicht der Peakflachen der EIC Peaks der verschiedenen Catechin Phase-ll-Metaboliten; CAT-glucuronid-
sulfat 4 und von CAT-sulfat 6 sowie von TAX-sulfat 8 in Abhé&ngigkeit von der Zeit (h) nach Applikation der
Prifmedikation; RT: Retentionszeit, CAT: Catechin, TAX: Taxifolin; alle Angaben als MW + StabW aus Proben von acht

Probanden.
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3.2.6.2 Phenylpropanoide Metaboliten
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Abb. 21 Ubersicht der Peakflachen der EIC Peaks verschiedener phenolischer Phase-lI-Metaboliten in Abhangigkeit von
der Zeit (h) in den Verum- und Kontroll-probanden nach Applikation der Prifmedikation; A: CL-glucuronid 9 und CL-sulfat
12, B: SG-glucuronid 10 und SG-sulfat 13; RT: Retentionszeit, CL: Catechol, SG: Saligenin; alle Angaben als MW +
StabW aus Proben von acht Verum-probanden, fiir Kontrolle aus Proben von zwei Probanden.

Unter den in 3.2.3.3, S.69 identifizierten phenolischen Metaboliten besitzen Ferulasdure-sulfat 14
und Hydroxyphenylpropionsaure 15 ein tn, von 1,5 h bzw. 0,5 h. Dies spricht flr eine schnelle
Resorption und gleichzeitig gegen eine Entstehung durch Mikroorganismen des Kolons. Jedoch
zeigte sich im spateren zeitlichen Verlauf, dass 14 und 15 bis 12 bzw. 24 h nach Einnahme der
Priufmedikation vorhanden waren. Es konnte sogar ein leichter Anstieg fur 15 im Zeitraum von 12-
24 h beobachtet werden (Abb. 23). Dies kdnnte bedeuten, dass die Quelle der Cg¢-Cs-Korper, 14
und 15 fur den Zeitraum von 0-6 h eine andere war als zu spateren Zeitpunkten. Die genauere
Analyse der identifizierten Metaboliten der Salicylalkoholderivate zeigt unterschiedliche t.x Werte
fur die aus Catechol entstandenen Verbindungen 9 und 12. So war 9 bereits nach 0,5 h maximal

vorhanden aber nach 6 h bereits nicht mehr detektierbar. Das tn, vOon 12 hingegen lag bei 1,5 h.
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AuRerdem war 12 bis 12 h nach Applikation hoch nachweisbar. Der Metabolit war in den Seren der
beiden Kontroll-probanden, wenn auch im Verhaltnis in einem weit aus geringerem Ausmal3,
ebenfalls vorhanden (Abb. 21A). Knuth et al. (2013) ermittelte dasselbe t,.x fur Catechol nach
enzymatischer Hydrolyse und detektierte kein Catechol in der Kontroll-gruppe. Dies ist auf die von
Knuth et al. (2013) angewandte analytische Methode zurtickzufiihren, da in den hier beschriebenen
Experimenten eine sensitivere HPLC-MS Analyse verwendet wurde. Fir Salicylsdure 16 wurde von
Knuth et al. (2013) ein t,, von 2,68 h ermittelt und keine basale Salicylsaure 16 im Serum der
Probanden wie auch der Kontroll-probanden detektiert. Die vorliegenden Ergebnisse konnten das
ermittelte t,ax von Knuth et al. (2013) verifizieren. Zusatzlich wurde 16 in den Seren der Kontroll-
probanden identifiziert, war aber im Vergleich zu den Verum-Probanden in einem weitaus
geringeren Ausmalfd vorhanden. Der Verlauf der Peakflache-Zeitkurven von 11 und 17 gleicht der
von 16 (Abb. 22). Das Vorhandensein einer sulfatierten Form der Salicylsdure 11 kdnnte die von
Knuth (2013) ermittelte 2,7-fach héhere Maximalkonzentration an Salicylsdure im Gegensatz zur
von Schmid et al. (2001a) ermittelten Maximalkonzentration bei selber Menge an applizierter
Gesamt-salicylalkoholderivaten erklaren. Knuth et al. (2013) verwendete eine enzymatische
Hydrolyse mit Sulfatase und Glucuronidase vor Quantifizierung, Schmid et al. (2001a) jedoch nicht.
tmax VON Saligenin-sulfat 13, einem Metaboliten des Salicins, lag bei 2 h, und es war bis 12 h
nachweisbar. Das korrespondierende Glucuronid 10 war bereits nach 6 h nicht mehr nachweisbar
(Abb. 21B). Eine solch frihe Abnahme der Konzentration im Gegensatz zum korrespondierenden
Sulfat wurde auch fur 9 beobachtet (Abb. 21A). Es wurde kein freies Saligenin detektiert, wie von

Foétsch et al. (1989) aus humanem Urin beschrieben.
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Abb. 22 Ubersicht der Peakflachen der EIC Peaks von SS-sulfat 11, SS 16 und SU 17 in Abhéngigkeit von der Zeit (h) in
den Seren der Verum- und Kontroll-probanden nach Applikation der Prifmedikation; RT: Retentionszeit, SS: Salicylsaure,
SU: Salicylurséaure; alle Angaben als MW + StabW aus Proben von acht Verum-Probanden, fir Kontrolle aus Proben von
zwei Probanden.
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Abb. 23 Ubersicht der Peakflachen der EIC Peaks der verschiedenen phenolischen Cs-C3 Phase-ll-Metaboliten; FS-
sulfat 14 und von HPPS-sulfat 15 in Abhangigkeit von der Zeit (h) nach Applikation der Prifmedikation; RT:
Retentionszeit, HPPS: Hydroxyphenylpropionsaure, FS: Ferulasdure; alle Angaben als MW + StabW aus Proben von
acht Probanden.
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3.3 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen einer Klinischen Studie wurde einer Gruppe von zehn gesunden Probanden am
Pruftag die Tagesmaximaldosis eines Weidenrindenpraparats verabreicht. Es erfolgten elf
Blutentnahmen (Blutentnahme niichtern zum Zeitpunkt 0 bis 24 h nach Applikation). Zwei der zehn
Probanden nahmen keinen Extrakt ein und dienten als Kontroll-gruppe. Ab 19 h vor Applikation
wurde eine strenge polyphenolfreie Diat eingehalten. Am Priftag nahmen die Probanden an
standardisierten, polyphenolfreien Mahlzeiten teil. Eine Analyse der Prifmedikation ergab eine
verabreichte Menge an Flavanonen von 29 mg Gesamt-naringenin, 2 mg Gesamt-eriodictyol sowie
27 mg Gesamt-catechol und 240 mg Gesamt-salicylalkoholderivate berechnet als Salicin. Die
Flavanone lagen hauptsachlich glucosidisch gebunden vor. Neben cumaroylierten Flavanon-
glucosiden lagen zuséatzlich Dihydrokampferol-7-O-B-D-glucosid, Catechin und das Chalkon

Isosalipurposid vor.

Anhand der in der Prifmedikation enthaltenen Verbindungen wurde eine Datenbank erstellt,
welche alle denkbaren Metaboliten enthielt. Sowohl Phase-II-Metaboliten als auch die fir
Flavonoide beschriebene Ringspaltprodukte sowie deren konjugierte Verbindungen wurden darin
bertcksichtigt. Ein HPLC-MS Screening der Serumproben aller Probanden zu allen Zeitpunkten
wurde durchgefuhrt. Die Identifizierung der Metaboliten erfolgte einerseits Uber einen
Retentionszeitvergleich nach enzymatischer Hydrolyse mit den korrespondierenden Aglyka. Da
aber nicht fir alle Flavonoid-sulfate eine Spaltung zu den korrespondierenden Aglyka moglich war
und deshalb eine Enzymspezifitat der verwendeten Sulfatase diskutiert werden koénnte, wurde
andererseits eine ldentifizierung Uber eine MS/MS-Fragmentierung durchgefiihrt. Insgesamt
wurden 17 polyphenolische Metaboliten identifiziert. Darunter fanden sich acht Phase-II-
Metaboliten der Flavonoide, Uberwiegend sulfatierte aber auch glucuronidierte Verbindungen
neben gemischten Glucuronid-sulfaten (1-8). Verbindungen 1a-3b und 5a/b wurden zu mehreren
Retentionszeiten detektiert, was auf einen strukturellen Unterschied wie z.B. der
Glucuronidierungsposition hindeutet. Verbindung 1b konnte als Naringenin-7-O--D-glucuronid
bestatigt werden. Des Weiteren konnten mit 14 und 15 zwei mdgliche Ringspaltprodukte der
Flavonoide ermittelt werden. AuRerdem konnten die bereits fur Salicylalkoholderivate bekannten
Metaboliten 9, 12, 16 und 17 identifiziert werden. Ebenso waren Phase-lI-Metaboliten des

Saligenins und der Salicylsaure im Serum prasent (10-13).

Eine Betrachtung der Seren einzelner Probanden und der verschiedenen Blutentnahme-zeitpunkte

zeigte einen starken Einfluss der am Priftag verzehrten Nahrung. So waren nach dem
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standardisierten Fruhstick bzw. Mittagessen viele Metabolite nicht mehr nachweisbar. Insgesamt
unterlag die Flavonoid-metabolisierung starken interindividuellen Schwankungen. So waren
manche Metaboliten nur im Serum von 50% der Probanden Uberhaupt nachweisbar. Alle an
Glucuronséaure und/oder Sulfat gebundenen Flavonoide waren bereits nach 0,5 h prasent, was auf
eine sehr schnelle Resorption im oberen GIT hinwies. Nur die Glucuronide 1la und 1b sowie die
Sulfate 5a-7 waren bis 8 h nach Gabe der Prifmedikation noch nachweisbar. Dies kdnnte durch
eine lange Verweildauer im Serum, aber auch durch eine zusatzliche rezyklische Resorption oder
Resorption im Kolon bedingt sein. Die potentiellen Ringspaltprodukte durch die Mikroflora des
Kolons (14 und 15) waren, wie die konjugierten Flavonoide, bereits nach 0,5h im Serum
nachweisbar. Dies spricht gegen eine mikrobielle Entstehung, jedoch eventuell fiir eine Entstehung
aus der in der Prifmedikation an Flavonoid-glucoside veresterten Cumarsaure. Verbindungen 14
und 15 wurden nach 12-24 h im Serum einzelner Probanden detektiert. Hier war aufgrund der Zeit
eine mikrobielle Entstehung wahrscheinlich. Unter den Metaboliten der Salicylalkoholderivate
wurden nur geringe interindividuelle Schwankungen beobachtet. Lediglich die glucuronidierten
Verbindungen 9 und 10 waren nicht im Serum aller Probanden prasent und nach 6 h nicht mehr
nachweisbar. Die sulfatierten Verbindungen 11-13 sowie die Salicylsaure 16 und Salicylursaure 17
waren von 0,5 h bis 24 h im Serum aller Probanden nachweisbar. In einem zweiten Schritt wurden
Peakflache-Zeit-Plots angefertigt, um eine Aussage Uber das zeitliche Profil der Anwesenheit
verschiedener Metabolite im Serum der Probanden von 0-24 h zu erhalten. An dieser Stelle sei
angemerkt, dass es sich dabei nicht um eine korrekte quantitative Bestimmung zur Ermittlung
.wahrer® Konzentrationen handelte, sondern dass, aufgrund fehlender Referenzsubstanzen und der
hohen Diversitat der relevanten Phase-lI-Metaboliten nur eine semiquantitative Auswertung
erfolgte. Die Analyse der Peakflache-Zeit-Plots ergab, dass die ta bei 0,5-1 h fir die konjugierten
Flavonoide lagen. Die gemischten Glucuronid-sulfate 3a und 4 hatten ihr Maximum bei 2 h, was
sich durch den fiur die Bildung der Metaboliten nétigen Ablauf zweier Phase-lI-Reaktionen erklaren
lasst. Fur die Verbindungen la/b, 2a-c und 5a/b, welche zu mehreren Retentionszeiten detektiert
wurden, konnte jeweils fiir das spéter Retinierende (jeweils b bzw. c) ein friiheres tya von 0,5 h, fur
das eher Retinierende (jeweils a) ein spateres tna Vvon 1h nachgewiesen werden.
Zusammengefasst lasst dies darauf schlieen, dass z.B. 1b, das Naringenin-7-O-8-D-glucuronid,
schneller oder bevorzugt gebildet wurde und im Serum vorlag als la, welches ebenfalls ein
Naringenin-glucuronid darstellt und langsamer gebildet wurde. Fur den Metaboliten 8, dessen
Aglykon nicht genuin in der Prifmedikation enthalten war, wurde ein t,,x von nur 0,5 h ermittelt,
was eine sehr schnelle Metabolisierung vermuten lasst. Die Betrachtung der aus den

Salicylalkoholderivaten entstandenen Metaboliten ergab flr 12 und 16 hinsichtlich t.,x und des
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zeitlichen Verlaufes eine Ubereinstimmung mit den von Knuth et al. (2013) ermittelten Werten.
Zusatzlich konnte das basale Vorkommen von 12 und 16 in Verum- und Kontroll-probanden gezeigt

werden.

Die fur Flavonoide beschriebene, exzessive Phase-ll-Metabolisierung des oberen GIT sowie des
Kolons konnte fur die mit der Prifmedikation verabreichten, relativ geringen Mengen an
Flavanonen belegt werden. Ob die Serumkonzentrationen und die Konzentrationsverhaltnisse der
Flavonoid-metaboliten pharmakologische Relevanz besitzen, sollte durch deren quantitative
Bestimmung erfasst werden. Diese ist aber aufgrund der ermittelten Diversitat an Metaboliten
schwer durchfuhrbar. Fur Naringenin-7-O-glucuronid und Naringenin-4‘-O-glucuronid sowie deren
Aglykon Naringenin konnten sehr unterschiedliche Effekte auf Genexpressionsebene nach
Inkubation der Substanzen auf aktivierten Macrophagen ermittelt werden (Dall'Asta et al. 2013).
Deshalb sollten die einzelnen, hier ermittelten in vivo Metaboliten weiter auf ihre in vitro Aktivitat
untersucht werden, um den Beitrag der Flavonoide zur Wirkung der Weidenrinde besser zu
verstehen. Auch sollte Uberprift werden, ob eine Freisetzung der in vitro aktiven Flavonoid-aglyka
oder der Ringspaltprodukte aus ihrer konjugierten Form am Wirkort wahrscheinlich ist. Dies gilt

auch fir das detektierte Catechol-sulfat, Salicylsdure-sulfat und Saligenin-sulfat.
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3.4 Experimenteller Tell

3.4.1 Klinische Studie

Sponsor der klinischen Studie war Dr. Georg Mair (Neurologische Reha Intensiv, Bezirksklinikum
Regensburg). Die Planung und Durchfihrung der Klinischen Studie wurde von Dr. Susanne Knuth
Ubernommen. Die medizinische Anamnese, die kdrperliche Untersuchung, die Blutentnahmen und
das EKG fuhrten zwei Priufarzte durch, Prof. Dr. Frank Schweda (Institut fir Physiologie der
Universitat Regensburg) und Dr. Georg Mair. Die Urinuntersuchung fand am Prifzentrum, die
Blutanalyse am Universitatsklinikum Regensburg statt. Als Prifzentrum wurde die anerkannte
Prifstelle des Lehrstuhls flr Pharmakologie der Universitat Regensburg unter Leitung von Prof. Dr.
Frieder Kees gewahlt (Knuth et al. 2013; Knuth 2013). Es wurden zehn studentische Probanden
rekrutiert, welche den Ein- und Ausschlusskriterien entsprachen (Tab. 23). Alle Probanden wurden
mundlich und schriftlich Uber den Ablauf und die Risiken der Studie aufgeklart. Durch einen
unmittelbar vor der Prifung durchgeflhrten Schwangerschaftstest wurden Schwangerschaften
ausgeschlossen. Am Kinetiktag erschienen diese Probanden am Priufzentrum und bekamen eine
Venenverweilkanile gelegt. Acht der zehn Probanden wurde die Prufmedikation, die maximale
Tagesdosis Optovit® ActiFLEX (vier Dragees) appliziert. Alle Probanden nahmen am Kinetiktag
gemalR Tab. 24 am Ablauf teil. Es wurden bei jeder Blutabnahme ca. 7 ml Blut entnommen,
welches in S-Monovetten gesammelt und sofort bei 4000 U/min 20 min zentrifugiert wurde. Der
Uberstand, das Blutserum, wurde abgenommen und im Tiefkiihlschrank bis zur analytischen
Auswertung gelagert. Zwischen der Blutabnahme t=0-12 h wurde die Verweilkanile mit einer
Mandrin verschlossen. Nach der Blutabnahme t=12 h wurde die Verweilkanile entfernt und die

Blutentnahme am néchsten Tag erfolgte mittels Venenpunktion (Knuth et al. 2013; Knuth 2013).

Tab. 23 Ein- und Ausschlusskriterien der Probandenrekrutierung zur klinischen Studie WBCat-1 (Knuth 2013).

Einschlusskriterien

Bodymassindex (kg/mz) zwischen 18,0 und 27,5
Alter zwischen 18 und 45 Jahren

Schriftliche Einverstandniserklarung der Probanden
Sichergestellte Kontrazeption

Erfullung aller Einschlusskriterien der medizinischen Anamnese, Blut- und Urinanalyse, EKG sowie der
kérperlichen Untersuchung
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Fortsetzung Tab. 23.

Ausschlusskriterien

Teilnahme an einer anderen Klinischen Studie vor weniger als vier Wochen vor Studienbeginn
Blutspende oder grof3erer Blutverlust vor weniger als zwei Monaten vor Studienbeginn

Besondere Diaten (z.B. Vegetarier, Veganer)

RegelmaRige Einnahme von Medikamenten in den letzten zwei Wochen vor Prifbeginn (z.B. Antazida,
CYP3A4 Hemmstoffe oder Induktoren) welche Einfluss auf die Pharmakokinetik der Prifmedikation
haben kdnnten

Einnahme von Medikamenten jeglicher Art wahrend der Priifung (ausgenommen orale Kontrazeption)

Bekannte Uberempfindlichkeiten gegeniiber dem Priifpraparat oder Arzneistoffen mit chemisch ahnlicher
Struktur (z.B. Salicylsdure, Acetylsalicylsdaure oder sonstige Bestandteile des Prifpraparats)

Vorliegen von Asthma bronchiale oder spastischer Bronchitis

Bekannte Uberempfindlichkeit gegen andere Antirheumatika oder Entziindungshemmer
Allergieneigung oder allergische Schockreaktionen in der Anamnese

Akuter gastrointestinaler Ulkus oder manifeste Niereninsuffizienz

Hepatitis oder HIV-Infektion

Sonstige akute oder chronische Erkrankungen des GIT, der Leber, der Harnwege oder des Herzens
Unzureichende Kooperation mit dem Prifer (Verdacht auf Non-Compliance)

Schwangerschaft oder Stillzeit

Medikamenten-, Drogen-, Nikotin- oder Alkoholabusus

Das Vorliegen eines geistigen Zustandes, welcher es dem Betreffenden nicht mdglich macht, das Wesen
der Prifung, deren Tragweite und mdgliche Folgen zu verstehen

Tab. 24 Diatplan und zeitlicher Ablauf der Klinischen Studie WBCat-01; t=Zeitpunkt ab Prifmedikationseinnahme (Knuth
2013).

Zeitlicher Verlauf Ereignis

Vortag, ab 12:00 Uhr Jeglicher Verzicht auf Obst, Gemise, Schokolade, Vollkornprodukte, Niisse,
Sprossen, Krauter, Kaffee, schwarzer Tee, Rotwein, Bier, Cola, Safte und
Olivendl

Vortag, ab 22:00 Uhr Kompletter Verzicht auf Nahrung, Alkohol, Coffein und Nikotin

Kinetiktag, 7:00 Uhr, t=0 h  Nichterne Blutentnahme mit nachfolgender Applikation der Priifmedikation
mit 250 ml Wasser

7:30 Uhr, t=0,5 h Blutentnahme
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Fortsetzung Tab. 24.

Zeitlicher Verlauf

Ereignis

8:00 Uhr, t=1 h
8:30 Uhr, t=1,5h

9:00 Uhr, t=2 h

10:00 Uhr, t=3 h
11:00 Uhr, t=4 h

11:30 Uhr, t=4,5h

13:00 Uhr, t=6 h
15:00 Uhr, t=8 h

17:00 Uhr, t=10 h

19:00 Uhr, t=12 h

Blutentnahme
Blutentnahme

Blutentnahme mit anschlieBendem standardisiertem Frihstiick, welches aus
1-2 hellen Brétchen mit Butter oder Rahmfrischkése bestand. Wasser wurde
nach Bedarf gereicht.

Blutentnahme
Blutentnahme

Standardisiertes Mittagessen, bestehend aus Nudeln mit Sahnesauce (aus
Sahne, jungem Gouda und Salz). Wasser wurde nach Bedarf gereicht.

Blutentnahme
Blutentnahme

Blutenthahme mit anschlieRendem standardisiertem Abendessen,
bestehend aus Weil3brot mit Butter oder jungem Gouda. Wasser wurde nach
Bedarf gereicht.

Blutentnahme, sowie mdglichst Verzicht auf Nahrung tGber Nacht bis zur

24 h Blutentnahme. In jedem Fall aber Verzicht auf Obst, Gemuse,
Schokolade, Vollkornprodukte, Nusse, Sprossen, Krauter, Kaffee, schwarzer
Tee, Rotwein, Bier, Cola, Séafte und Olivenol sowie Alkohol, Coffein und
Nikotin.

Folgetag, 7:00 Uhr, t=24 h  Blutentnahme

3.4.2 Probenvorbereitung

Fiur die folgenden Versuche wurde ausschlie3lich Reinstwasser und fir die Chromatographie

geeignetes Methanol verwendet.

3.4.2.1 Prufmedikation

Ein Dragee Optovit® ActiFLEX (393 mg) wurden im Mérser pulverisiert, in einen 100 ml Messkolben
tberfihrt und zu 100 ml mit Acetonitril im Ultraschallbad fir 20 min gel6st. Nach einer 1:100
Verdinnung mit Acetonitril (Ceng=0,039 mg/ml) wurde die Lésung Uber einen Spritzenvorsatzfilter
filtriert und via HPLC-DAD-MS vermessen. Fur die Analyse mit analytischer HPLC-DAD wurde ein

Dragee der Prifmedikation im Morser pulverisiert und in einen 100 ml Messkolben Uberfihrt, zu
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100 ml mit Methanol/Wasser (7/3, V/V) verdinnt und fir 20 min im Ultraschallbad geldst und tber

einen SpritzenvorsatZzfilter filtriert.

3.4.2.2 Serumproben

Nicht-enzymatische Aufarbeitung

Die Seren aller Probanden zu allen Zeitpunkten wurden im Tiefkihlschrank (T=-80 °C) zu 1 ml
aliquotiert gelagert. Ein Natriumacetatpuffer (2 M, pH=4,7) wurde hergestellt und mit Essigsaure
auf den geforderten pH-Wert eingestellt. Dieser wurde sterilfiltriert, zu 2 ml aliquotiert und im
Tiefkiihlschrank (T=-80 °C) gelagert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Serumproben und der
Puffer aufgetaut und auf Eis gelagert. 270 pl einer Serumprobe wurden mit 30 pl einer frisch
hergestellten Natriumacetatpuffer-Ascorbinsaure-Mischung (10 mg/ml) versetzt und geschuttelt.
Die Probe wurde daraufhin mit 900 pl eiskaltem Acetonitril versetzt, fur 5 min geschuttelt und
anschlieRend fir 20 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in ein
Reaktionsgefal® uberfiihrt und unter Stickstoff zur Trockne gebracht. Zum trockenen Rickstand
wurden 50 pl Acetonitril/Wasser 9,5/0,5 (V/V) und 100 yl Ameisenséure (0,1% in Wasser) gegeben,
anschlieend wurde die Ldsung fir 10 min geschittelt und 5 min bei 14000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Nach Filtration durch einen Spritzenvorsatzfilter in ein HPLC-Vial mit einem 200 pl
Insert wurden die Proben an der HPLC-DAD-MS vermessen.

Enzymatische Aufarbeitung

Zur Identifizierung der relevanten Flavonoid-aglyka der Phase-lI-Metaboliten wurden einige
Serumproben mit Sulfatase und B-Glucuronidase behandelt. Hierflr wurden die Serumproben und
der Natriumacetatpuffer (s. oben) am Versuchstag aufgetaut, 270 ul Serumprobe wurden mit
3,5 mg Sulfatase versetzt und durch schdtteln fiir ca. 5 min in einem Reaktionsgefal3 geldst. Dieser
Losung wurden 30 pl einer frisch hergestellten Natriumacetatpuffer-Ascorbinsaure-Mischung
(20 mg/ml), welche 10 mg/ml B-Glucuronidase enthielt, zugesetzt. Der Versuchsansatz, welcher
final 35 U Sulfatase und 3030 U B-Glucuronidase enthielt, wurde fur 1,5 h im Inkubator bei 37 °C

belassen. Die weitere Aufarbeitung erfolgte analog der nicht-enzymatischen Aufarbeitung.
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3.4.2.3 Standardlésungen

Alle Standardsubstanzen wurden jeweils in DMSO zu 100 mM gelost. Nach einer 1:100
Verdinnung des jeweiligen Standards mit Acetonitril/Wasser 9,5/0,5 (V/V) wurden davon je 1,5 pl
zu 150 pl einer Mischung aus 50 pl Acetonitril/Wasser 9,5/0,5 (V/V) und 100 pl Ameisensaure
(0,1% in Wasser) gegeben. Nach Membranfiltration Uber einen Spritzenvorsatzfilter wurden die
Proben (10 pM) in ein HPLC-Vial mit einem 200 pul Insert Gberfihrt und anschlieend mittels HPLC-
DAD-MS analysiert. Die im Rahmen einer Bachelorarbeit synthetisierte Standardsubstanz
Naringenin-7-O-B-D-glucuronid diente in dieser aufgearbeiteten Form als Standard fir alle HPLC-
MS Laufe. Naringenin-7-O-B-D-glucuronid (10 uM) wurde an jedem Versuchstag vor der
Probenmessung analysiert um die Eignung des HPLC-MS Systems zu gewahrleisten. Wéahrend der
Probenmessungen diente Naringenin-7-O-8-D-glucuronid als Qualitatsstandard. Es wurde jeweils
nach 7-10 Messungen injiziert, um so den MS-Detektor auf Sensitivitat zu Uberprifen. Die
Reinheits- und ldentitatsprifung des Standards Naringenin-7-O-8-D-glucuronid wurde wie unter
4.4.3, S.136 beschrieben durchgefuhrt. Die in DMSO geldsten Standardsubstanzen wurden in
einem zweiten Versuch ebenfalls 1:100 mit Acetonitril/Wasser 9,5/0,5 (V/V) verdinnt und 1,5 pl zu
270 yl Rattenserum gegeben. Dieses mit Standardsubstanzen versetzte Rattenserum wurde wie
unter 3.4.2.2, S.95 (nicht-enzymatische Aufarbeitung) beschrieben behandelt. Fir die
Identifizierung von phenolischen Inhaltsstoffen mittels HPLC-DAD der Prufmedikation wurden
verschiedene Standardsubstanzen zu ca. 500 pM in Methanol/Wasser (7/3, V/V) gelost, filtriert und
analysiert.
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3.4.3 HPLC-DAD-Methode

Folgende Gerateparameter (Tab. 25) und folgender Gradient (Tab. 26) wurden fir die Analyse der

in der Prifmedikation enthaltenen Polyphenole verwendet.

Tab. 25 Gewahlte Gerateparameter der HPLC fir die Identifizierung von Polyphenolen in Optovit® ActiFLEX.

Parameter Spezifikation Hersteller

Saule Hibar®RT 250-4 cartridge with Merck, Darmstadt, Deutschland
Purospher®Star-RP-18e (5 pm)

Vorsaule Purosher®Star RP-8e (5 pum) Merck, Darmstadt, Deutschland

Injektionsvolumen 20 ul

Ofentemperatur 40 °C

Autosampler-temperatur 10 °C

Detektionswellenlénge 289 nm

FlieBmittel A 0,5% o-Phosphorsaure 85% in Wasser

FlieRmittel B Methanol

Tab. 26 Ubersicht des Gradienten FM1 der Identifizierung von Inhaltsstoffen der Prifmedikation; G: Gradient, A/B:
FlieBmittelzusammensetzung (V/V), t: Zeit (min), flow (ml/min).

G t A/B flow
FM1 0-45 80/20—20/80 0,60
45-50 20/80 0,60
50-51 20/80—80/20 0,60
51-60 80/20 0,60
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3.4.4 HPLC-DAD-MS-Methode

Folgende Gerateparameter (Tab. 27 und Tab. 29) und folgender Gradient (Tab. 28) wurden flr die
Analyse von Phase-II-Metaboliten verwendet.

Tab. 27 Gewahlte Gerateparameter der analytischen HPLC-DAD fiir die Analytik von Phase-lI-Metaboliten.

Parameter Spezifikation Hersteller

Saule Phenomenex Kinetex (5 um), XB-C18, Phenomenex, Aschaffenburg,
100 A, 250*4,6 mm Deutschland

Injektionsvolumen 20 ul

Ofentemperatur 30 °C

Autosampler-temperatur 5 °C
Detektionswellenléange 190-640 nm
FlieBmittel A Ammoniumacetat (10 mM) in Wasser

FlieRmittel B Acetonitril

Tab. 28 Ubersicht des Gradienten FM2 der Phase-II-Metaboliten Analytik; G: Gradient, A/B: FlieRmittelzusammensetzung
(VIV), t: Zeit (min), flow (ml/min).

G t A/B flow

FM2 0-3 95/5 1,0
3-15 95/5—40/60 1,0
15-16 40/60—5/95 1,0
16-19 5/95 1,0
19-20 5/95—95/5 1,0
20-24 95/5 1,0

98



ANALYSE VON PHASE-II-METABOLITEN NACH EINNAHME EINES WEIDENRINDENEXTRAKTS

Tab. 29 Ubersicht der Massenspektrometer-Einstellungen fiir die Analytik der Phase-1I-Metaboliten.

Parameter Einstellung

Aufnahmebereich 80-1200 m/z
lonenpolaritat negativ

Scan Rate 3,00 Spektren/s
Gas Temperatur 300 °C

Gas Fluss 10 I/min
Nebulizer 45 psi

Hullgas Temperatur 300 °C

Hullgas Fluss 12 I/min

3.4.5 Datenverarbeitung

3.4.5.1 Metaboliten-Datenbank

Die Summenformeln und exakten Massen mdglicher in Optovit® ActiFLEX enthaltener
polyphenolischer Inhaltsstoffe und deren denkbarer Metaboliten wurden in eine Datenbank
aufgenommen (Tab. 30). Diese wurde mittels Excel (Microsoft Office 2010) erstellt und in die
Reportmethode der HPLC-MS-Software eingebettet.

Tab. 30 Erstellte MS Datenbank der méglichen polyphenolischen Verbindungen in der Priifmedikation sowie der
denkbaren polyphenolischen Metaboliten.

Summenformel Exakte Masse Verbindung

CeHgO, 110,0368 Catechol

C,HgO, 124,0524 Saligenin

CeHgO3 126,0317 Phloroglucinol

C;HgO3 138,0317 Salicylsaure

CgH1005 138,0681 Methylsaligenin

C,HgO; 140,0473 Methylphloroglucinol

CgHgO3 152,0473 Hydroxyphenylessigsaure, Dihydroxyphenylacetaldehyd
C/HeOy4 154,0266 Trihydroxybenzaldehyd, Gentisinsaure

CgHgO3 164,0473 trans-p-Cumarséure

99



ANALYSE VON PHASE-II-METABOLITEN NACH EINNAHME EINES WEIDENRINDENEXTRAKTS

Fortsetzung Tab. 30.

Summenformel Exakte Masse Verbindung

CoH1003 166,0630 Hydroxyphenylpropionsaure, Methyldihydroxyphenylacetaldehyd

CgHgO4 168,0423 Vanillinsaure, Methylgentisinsaure, Dihydroxyphenylessigsaure

C;HgOs 170,0215 Trihydroxybenzoesaure

CoHgNO3 179,0582 Hippursaure

CyHgO, 180,0423 Kaffeesaure

C10H1203 180,0786 Methylhydroxyphenylpropionséure

CoH1004 182,0579 Dihydroxyphenylpropionsaure, Homovanillinsaure

CgHgOs 184,0372 Methylgallussaure

CsHsO5S 189,9936 Catechol-sulfat

C10H1004 194,0579 Ferulasaure

CyHgNO, 195,0532 Salicylurséure

C1oH1204 196,0736 Dihydroferulasaure

C;HgOsS 204,0092 Saligenin-sulfat

CeHeO6S 205,9885 Phloroglucinol-sulfat

C11H120,4 208,0736 Methylferulasaure

C10H11NO, 209,0688 Hydroxyphenylessigséaure-glycinkonjugat, Methylsalicylurséure

CoHgNO5 211,0481 Gentisinsaure-glycinkonjugat, Dihydroxyphenylessigsaure-
glycinkonjugat

C;HgO6S 217,9885 Salicylsaure-sulfat

C11H13NO4 223,0845 Hydroxypropionséaure-glycinkonjugat

C1oH11NOs 225,0637 Vanillinsaure-glycinkonjugat

CoHgNOg 227,0430 Gallusséaure-glycinkonjugat, Trihydroxybenzoeséure-glycinkonjugat

CgHgO6S 232,0042 Hydroxyphenylessigsaure-sulfat, Dihydroxyphenylacetaldehyd-sulfat

C;HsO;S 233,9834 Trihydroxybenzaldehyd-sulfat, Gentisinsédure-sulfat

C12H14NO, 236,0923 Cumarsaure-glycinkonjugat

C11H11NOg 237,0637 Kaffeesaure-glycinkonjugat

C11H13NOs 239,0794 Dihydroxyphenylpropionsaure-glycinkonjugat, Homovanillinsédure-
glycinkonjugat

CyHgOgS 244,0042 Cumarsaure-sulfat
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Fortsetzung Tab. 30.

Summenformel Exakte Masse Verbindung

CoH1006S 246,0198 Hydroxyphenylpropionsaure-sulfat

CgHgO,S 247,9991 Vanillinsaure-sulfat, Dihydroxyphenylessigsaure-sulfat

C;HeOgS 249,9783 Trihydroxybenzoesaure-sulfat

C12H13NOsg 251,0794 Ferulasaure-glycinkonjugat

C12H15NOs 253,0950 Dihydroferulaséure-glycinkonjugat

CyHgO,S 259,9991 Kaffeesaure-sulfat

CoH100+7S 262,0147 Dihydroxyphenylpropionsaure-sulfat, Homovanillinsaure-sulfat

CgHgOsS 263,9940 Methylgallussaure-sulfat

C15H1,05 272,0685 Naringenin

C10H1005S 274,0147 Ferulasaure-sulfat

CyHy0O,S 275,0100 Salicylursaure-sulfat

C10H120,S 276,0304 Dihydroferulasaure-sulfat

C12H140g 286,0689 Catechol-glucuronid

C16H1405 286,0841 Naringenin, methyliert

C15H1,06 288,0685 Eriodictyol, Dihydrokampferol

C15H1405 290,0790 Catechin

C13H160g 300,0845 Saligenin-glucuronid

C1oH140g 302,0638 Phloroglucinol-glucuronid

C16H1406 302,0790 Hesperetin

Ci5H1,07 304,0583 Taxifolin

C16H1606 304,0947 Methylcatechin

Ci15H1406 306,0740 Gallocatechin

C13H140g 314,0624 Salicylsaure-glucuronid

C16H1607 320,0896 Gallocatechin, methyliert

C13H12010 328,0430 Gentisinsaure-glucuronid

C14H1609 328,0794 Hydroxyphenylessigsaure-glucuronid, Dihydroxyphenylacetaldehyd-
glucuronid

C13H14019 330,0587 Trihydroxybenzaldehyd-glucuronid

C15H1609 340,0794 Cumarsaure-glucuronid
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Fortsetzung Tab. 30.

Summenformel Exakte Masse Verbindung

C15H180g 342,0951 Hydroxyphenylpropionsaure-glucuronid

C14H16010 344,0743 Vanillinsaure-glucuronid, Dihydroxyphenylessigsaure-glucuronid

C13H14011 346,0536 Trihydroxybenzoesaure-glucuronid

C15H1208S 352,0253 Naringenin-sulfat

C15H16010 356,0743 Kaffeesaure-glucuronid

C1sH18010 358,0900 Dihydroxyphenylpropionsaure-glucuronid, Homovanillinsaure-
glucuronid

C14H16011 360,0693 Methylgallussaure-glucuronid

C15H1204S 368,0202 Eriodictyol-sulfat, Dihydrokampferol-sulfat

C15H1400S 370,0359 Catechin-sulfat

C16H15010 370,0900 Ferulasaure-glucuronid

C15H17NO1o 371,0852 Salicylursaure-glucuronid

C16H20010 372,1056 Dihydroferulasaure-glucuronid

C16H1400S 382,0359 Hesperetin-sulfat

Ci5H12040S 384,0151 Taxifolin-sulfat

C16H1609S 384,0515 Methylcatechin-sulfat

Ci5H14040S 386,0308 Gallocatechin-sulfat

C16H16010S 400,0464 Gallocatechin-sulfat, methyliert

Ci5H12011S, 431,9821 Naringenin-disulfat

C,1H2,049 434,1213 Isosalipurposid, Naringenin-7-O-B-D-glucosid, Naringenin-5-O--D-
glucosid

C,1H20014 448,1006 Naringenin-glucuronid

C1H»04 450,1162 Eriodictyol-7-O-B-D-glucosid, Dihydrokampferol-7-O-8-D-glucosid

C16H14015S, 461,9927 Hesperetin-disulfat

C,1H20015 464,0955 Eriodictyol-glucuronid, Dihydrok&ampferol-glucuronid

C,1H,,015 466,1111 Catechin-glucuronid

C,,H5,015 478,1111 Hesperetin-glucuronid

C,1H50013 480,0904 Taxifolin-glucuronid

C,oH24015 480,1268 Methylcatechin-glucuronid
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Fortsetzung Tab. 30.

Summenformel Exakte Masse Verbindung

Cy1H5,043 482,1060 Gallocatechin-glucuronid

CyH24013 496,1217 Gallocatechin-glucuronid, methyliert

C1H20014S 528,0574 Naringenin-glucuronid-sulfat

Cy1H20015S 544,0523 Eriodictyol-glucuronid-sulfat, Dihydrokampferol-glucuronid-sulfat

C,1H2,015S 546,0679 Catechin-glucuronid-sulfat

CyH2,015S 558,0679 Hesperetin-glucuronid-sulfat

Co1H50016S 560,0472 Taxifolin-glucuronid-sulfat

CyH24015S 560,0836 Methylcatechin-glucuronid-sulfat

C39H26015 578,1424 Procyanidin B1

C3oH2501, 580,1581 6”-O-trans-p-Cumaroyl-isosalipurposid, 6”-O-p-trans-Cumaroyl-
naringenin-5-O-B-D-glucosid

C31H2501> 592,1581 Procyanidin B1, methyliert

C,7H55017 624,1326 Naringenin-diglucuronid

Cy7H25015 640,5004 Eriodictyol-diglucuronid, Dihydrokdmpferol-diglucuronid

Cy7H30018 642,1432 Catechin-diglucuronid

CygH30018 654,1432 Hesperetin-diglucuronid

Cy7H25019 656,1225 Taxifolin-diglucuronid

CygH3,015 656,1589 Methylcatechin-diglucuronid

C30H26015S 658,0992 Procyanidin B1l-sulfat

C31H25015S 672,1149 Procyanidin B1-sulfat, methyliert

C35H34018 754,1745 Procyanidin B1-glucuronid

C37H36018 768,1902 Procyanidin B1-glucuronid, methyliert

C36H34021S 834,1313 Procyanidin B1-glucuronid-sulfat

C37H360,1S 848,1470 Procyanidin B1-glucuronid-sulfat, methyliert

C42H42024 930,2066 Procyanidin B1-diglucuronid

C43H4404 944,2223 Procyanidin B1-diglucuronid, methyliert
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3.4.5.2 MS Reportmethode

Die Auswertung aller MS-Daten erfolgte mit der Software Masshunter Qualitative Analysis
(B. 05.00, Agilent). Die generierten MS-Rohdaten wurden zunachst mit der Reportmethode
ausgewertet (Tab. 31). Die Datenbank wurde als csv-Datei in die Reportmethode integriert. Die
daraus resultierenden ,Compound Reports® aller Zeitpunkte wurden miteinander verglichen. Die
bereits im Nullwert vor Gabe der Prifmedikation und die in den Seren der beiden Kontroll-
probanden gefundenen Massen wurden bei der Auswertung der einzelnen Zeitpunkte nicht
berticksichtigt. Das daraus erstellte Metabolitenprofil wurde weiterhin Uber die Extraktion und
Integration der relevanten Massen in jedem Chromatogramm Uberprft. Die Einstellungen wurden
hierbei so gewahlt, dass nur Massen mit weniger als 10 ppm Abweichung extrahiert und nur Peaks
mit einer Flache von mehr als 1000 Counts integriert wurden. Somit wurden fir die endgultige
Auswertung nur diese Massen berlcksichtigt. Die ermittelten Peakflachen der relevanten
Metaboliten wurden fir jeden Zeitpunkt und Probanden als Mittelwert £+ StabW ausgedriickt (n=8).
Als t,.x Werte wurden die Zeitpunkte mit der gréf3ten Peakflache bezeichnet, diese wurden aus den

Peakflache-Zeit-Plots abgelesen.

Tab. 31 Gewahlte Einstellungen der MS-Reportmethode.

Parameter Einstellung

MS Chromatogramm Peak Filter 21000 Counts, < 10 ppm
Molecular Feature Extraktion: m/z Bereich 100-1200

Molecular Feature Extraktion: lonenladung Negativ

Molecular Feature Extraktion: Zugelassene lonen  -H,+CH3;COO

3.4.5.3 Auswertung der MS/MS-Daten

Zur Uberprifung der ermittelten Verbindungen 1-15 wurden MS/MS-Spektren der relevanten
Massen angefertigt. Dies erfolgte in einem eigenen Experiment. Hierbei wurden die Serumproben
wie unter 3.4.2.2, S.95 beschrieben nicht-enzymatisch aufgearbeitet und wie unter 3.4.4, S.98
angegeben vermessen. Der MS-Software wurden die 15 Massen (experimentell ermittelte Masse)
mit relevanter Retentionszeit (x 0,25 min) angegeben, um von diesen MS/MS-Spektren zu
generieren. Zur Methodenentwicklung dienten Naringenin-7-O-3-D-glucuronid und Naringenin (je
10 pM). Als Vertreter der sulfatierten Verbindungen wurde 4-Methylumbelliferyl-sulfat (10 pM)
gewahlt. Aufgearbeitet wurden diese wie unter 3.4.2.3, S.96 beschrieben. Das Stol3gas war

Stickstoff, und die StolRenergie fur das gesamte Experiment 15 eV. Es wurden nur einfach
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geladene lonen zugelassen, und das Auswahlfenster betrug + 2 Da, um auch die *C Isotope zu

erfassen.

3.4.6 Geréate und Chemikalien

Die im Kapitel 3 ,Analyse von Phase-lI-Metaboliten nach Einnahme eines Weidenrindenextrakts®

verwendeten Geréate und Chemikalien sind in Tab. 32 und Tab. 33 zusammengefasst.

Tab. 32 Auflistung der verwendeten Gerate und Materialien im Kapitel 3.

Bezeichnung

Modell

Hersteller

Analysenwaage

Einmalspritzen (sterile)

Gefrierschrank (T=-80 °C)

HPLC-DAD, analytisch

HPLC-DAD-MS, analytisch

HPLC-Vial

HPLC-Vial Insert

Inkubator

Mandrin

Massenspektrometer

Monovetten-Zentrifuge

Oberschalenwaage

R 160 P

Norm-Ject, Tuberculin, 1 ml

Modell 995

Elite LaChrom, Autosampler
L2200, Pumpe L2130, Saulenofen
L2350, Dioden-Array-Detektor
L2444,

Software: EZChrom Elite 3.1.7

Agilent, Binary Pump G4220A,
HiP Sampler G4226A, Column
Comp. G1316C, DAD G4212A,

11 mm CrimpSnap-Vial, braun,
2ml

Micro Insert, 300 pl, I=30 mm,
2=6 mm

AutoFlow IR Direct Heat, NU-
5500 E

T=37 °C, CO,=5%

Vasofix® Mandrin

Agilent MS Q-TOF 6540 UHD,
lonenquelle: AJS ESI G6540A

Heraeus Megafuge 1.0 R
Sepatech

MC 1, Laboratory LC 6200 S

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Henke Sass Wolf, Tuttlingen,
Deutschland

Thermo Electron Corporation,
Waltham, USA

Hitachi, Tokio, Japan; Vertrieb:
VWR, Darmstadt, Deutschland

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Wicom, Heppenheim, Deutschland

Wicom, Heppenheim, Deutschland

Integra Biosciences GmbH,
Fernwald, Deutschland

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Thermo scientific, Langenselbold,
Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland
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Fortsetzung Tab. 32.

Bezeichnung

Modell

Hersteller

pH-Meter

Pipetten

Pipettenspitzen

Reaktionsgefard

ReaktionsgeféaR-Zentrifuge

Reinstwasseranlage
Schuttler

S-Monovette

SpritzenvorsatZzfilter

Ultraschallbad

Verweilkantle

Vial-Verschlusskappe

inoLab pH Level 1, Elektrode
SenTix Mic

2,5 Research (0,1-2,5 pl)

10 Reference (2,5-10 pl)

100 Reference (10-100 pl)
1000 Reference (100-1000 pl)

0,5 ul, 10 pl
100 pl, 1000 pl

Eppendorf Tubes 3810X, 1,5 ml
Jouan BR4i multifunction
centrifuge

Astacus LS

Vortex mixer VV3

7,5 ml S-Monovette®
Perfect-Flow RC membrane
(0,2 pm)

Ultrasonic cleaner

Vasofix® Brauniile®

PP Schnappkappe, blau, fur

11 mm SnapCrimp-Vial, mit
Teflon/Silikon-Septum

WTW, Weilheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kinesis, Lengenfeld, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Thermo Electron Corporation,
Waltham, USA

MembraPure, Berlin, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland

Sarstedt AG u. Co., Nimbrecht,
Deutschland

Wicom, Heppenheim, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Wicom, Heppenheim, Deutschland

Tab. 33 Auflistung der verwendeten Referenzsubstanzen und Chemikalien im Kapitel 3.

Bezeichnung

Spezifizierung

Hersteller

(2R/2S)-Naringenin-5-O--D-
glucosid

3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsaure

4-Methylumbelliferyl-sulfat

Isolat aus STW-Extrakt

2 98%

Kalium-Salz, 2 99% (HPLC)

Isoliert im Rahmen einer
Doktorarbeit (Freischmidt 2011)

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland
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Fortsetzung Tab. 33.

Bezeichnung

Spezifizierung

Hersteller

6”-O-trans-p-Cumaroyl-(2R/2S)-
naringenin-5-0O-B-D-glucosid

6”-O-trans-p-Cumaroyl-
isosalipurposid
Acetonitril LiChrosolv®

Ameisensaure

Ammoniumacetat

Catechin

Catechol

Dihydrokampferol
Dihydrokampferol-7-O-8-D-
glucosid

DMSO

Eriodictyol

Eriodictyol-7-O-8-D-glucosid

Fertigarzneimittel
Weidenrindenextrakt

Ferulasaure

Isosalipurposid

L-(+)-Ascorbinsaure

Methanol LiChrosolv®

Naringenin

Isolat aus STW-Extrakt
Isolat aus STW-Extrakt
Reag. Ph Eur, gradient grade for
liquid chromatography

98-99%, p.A.

Fir die Massenspektrometrie
(+/-) Catechinhydrat
1,2-Dihydroxybenzen, = 99%
Isolat aus STW-Extrakt
Isolat aus STW-Extrakt

p.A., 99%
> 99% (HPLC)
> 99% (HPLC)

Optovit® ActiFLEX 393 mg

(100 st.),
Weidenrindentrockenextrakt (8-
14:1) entspricht 60 mg Salicin,
Auszugsmittel Ethanol 70%, Zul.
Nr.: 40294.00.00, PZN: 3768629,
Charge: 0113911, verwendbar bis:
09/13

> 98%

Isolat aus STW-Extrakt

99%

Reag. Ph Eur, gradient grade for

liquid chromatography

> 99,5% (HPLC)

Isoliert im Rahmen einer
Doktorarbeit (Freischmidt 2011)

Isoliert im Rahmen einer
Doktorarbeit (Freischmidt 2011)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Isoliert im Rahmen einer
Doktorarbeit (Freischmidt 2011)

Isoliert im Rahmen einer
Doktorarbeit (Freischmidt 2011)

Merck, Darmstadt, Deutschland
Extrasynthese, Lyon, Frankreich
Extrasynthese, Lyon, Frankreich

Hermes Arzneimittel,
GrofR3hesselohe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Isoliert im Rahmen einer
Doktorarbeit (Freischmidt 2011)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Extrasynthese, Lyon, Frankreich
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Fortsetzung Tab. 33.

Bezeichnung

Spezifizierung

Hersteller

Naringenin-7-O-8-D-glucosid

Naringenin-7-O-6-D-glucuronid
(1b)

Natriumacetat
o-Phosphorsaure

Rattenserum

Salicylsaure (16)

Salicylursaure (17)

Saligenin

Sulfatase

Taxifolin

B-Glucuronidase

> 99% (HPLC)

2 95%

p.A., wasserfrei, = 99,0%
85%, p.A.

Wistar & Rattenserum (vom
29.08.2012)

p.A., 2 99,0%
2-Hydroxyhippursaure, = 97%
2-Hydroxybenzylalkohol = 99%
Aus Helix pomatia, Type H-1,
lyophilisiert, = 10000 U/g

> 85% (HPLC)

Type B-10, aus boviner Leber,
10100 U/mg

Extrasynthese, Lyon, Frankreich

Synthetisiert im Rahmen einer
Bachelorarbeit von S. Pitzl

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Ratten: Animal Breeding Unit of
the National Ophtalmology
Institute, Giza, Agypten,
Serumgewinnung analog Knuth
(2013)

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland
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4 IN VITRO UND IN SILICO ANALYSEN ZU
POLYPHENOLISCHEN PHASE-II-METABOLITEN

4.1 Grundlage

Obwohl Polyphenole, besonders Flavonoide, einer ausgepragten Phase-lI-Metabolisierung und die
entstehenden Phase-lI-Metaboliten einer starken Eliminierung unterliegen, konnte die
Akkumulierung dieser Verbindungen in vielen Geweben nachgewiesen werden. So finden sich in
Herz, Lunge, Gehirn oder in Schaumzellen arteriosklerotischer Arterien erhéhte Konzentrationen an
Phase-ll-Metaboliten der Flavonoide, was einer kontinuierlichen, taglichen, flavonoidhaltigen
Nahrung zuzuschreiben ist (de Boer et al. 2005; Kawai et al. 2008; Ishisaka et al. 2014). Die
beschriebenen pharmakologischen Wirkungen der Flavonoide reichen von anti-inflammatorischen,
antioxidativen, hepatoprotektiven und antimikrobiellen Eigenschaften tber antiproliferative Effekte
bis hin zur Pravention koronarer Herzkrankheit (Kumar und Pandey 2007). In vitro wurden die anti-
inflammatorischen Effekte hauptséachlich fur die Flavonoid-aglyka beobachtet (Nijveldt et al. 2001).
Jedoch findet man in vivo fast ausschlief3lich Phase-II-Metaboliten oder Ring-Spaltprodukte und nur
sehr wenige Aglyka der Flavonoide (Rechner et al. 2002; Walle 2004). Flavonoid-glucuronide,
besonders das 3-O-Glucuronid des ubiquitér in pflanzlichen Nahrungsmitteln und in pflanzlichen
Arzneimitteln vorkommenden Quercetins, welches gleichzeitig zu den meist untersuchten
Flavonoid-glucuroniden zahlt, zeigt nur geringe Aktivitat in anti-inflammatorischen Zellkultur Assays
(Day et al. 2000; Williamson et al. 2005). Gleichzeitig konnte in ex vivo Versuchen eine Spaltung
des Baicalin-glucuronids, einem Flavon-glucuronid, in isolierten Geweben, wie Darm, Leber, Lunge,
Niere, Prostata oder Pankreas gezeigt werden (Lu et al. 2014). Das Flavonoidratsel, also die Frage
ob die in vivo vorkommenden aber in vitro tberwiegend inaktiven Phase-II-Metaboliten oder die
korrespondierenden in vitro stark aktiven, jedoch in vivo kaum vorhandenen Flavonoid-aglyka fur
die pharmakologischen Wirkungen der Flavonoide verantwortlich sind, wurde von verschiedenen
Arbeitsgruppen diskutiert (Sies und Packer 2005; Menendez et al. 2011; Perez-Vizcaino et al.
2012; Galindo et al. 2012). In Kapitel 4.1.2, S.111 und 4.1.3, S.112 werden die aktuellen Studien

zur moglichen Freisetzung der Flavonoide aus ihren glucuronidierten Verbindungen néher erlautert.
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4.1.1 Bedeutung des ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1)

Die molekularen Mechanismen einer Entziindungsreaktion sind sehr komplex und héngen u.a. von
einem diffizilen Zusammenspiel vieler Zytokine und Transkriptionsfaktoren ab. Zusatzlich spielt die
Adhasionskaskade der Leukozyten an Endothelzellen bei der Immunantwort auf pathogen
induzierte oder autoimmun bedingte Entziindungen eine zentrale Rolle (Cronstein und Weissmann
1993). Im Folgenden sollen die wichtigsten Aspekte und die Bedeutung des Immunglobulins ICAM-

1 kurz umrissen werden.

Die Extravasation von Leukozyten aus dem Blut ins entziindete Gewebe lauft Uber einen
mehrstufigen Prozess ab, welcher vom initialen Abbremsen der Leukozyten im Blutstrom bis zu
deren Migration ins Gewebe reicht. Auf inflammatorische Stimuli hin exprimieren Endothelzellen
der BlutgefaRe E- und P-Selectin, welche mit dem P-Selectin Glykoprotein-1 der Leukozyten in
Wechselwirkung treten und somit ein erstes Anheften und Verlangsamen (,tethering und rolling®)
der Leukozyten veranlasst (Ley et al. 2007; Chavakis et al. 2009). Der nachste Schritt ist die
Aktivierung und das finale Anheften der Leukozyten an das Endothel. Dies wird Uber eine
Expression von Adhasionsmolekilen ICAM-1 und VCAM-1 (vascular cell-adhesion molecule-1),
von Zytokin aktivierten Endothelzellen vermittelt. Die Integrine der 81 und B2 Unterfamilie der
Leukozyten binden an diese Adhasionsmolekile, wobei VLA4 (very late antigen 4) an VCAM-1 und
LFA1 (lymphocyte function-associated antigen 1) an ICAM-1 binden (Cronstein und Weissmann
1993; Ley et al. 2007; Chavakis et al. 2009). Die anschlielende Migration der Leukozyten ins
Gewebe (Diapedese) kann para- oder transzellular erfolgen. Beim transzellularen Transport spielt
das Immunglobulin ICAM-1 fir die Bildung von Kandlen an der endothelialen Zellmembran
ebenfalls eine wichtige Rolle (Ley et al. 2007). Die ICAM-1 Expression kann durch viele
Substanzen stimuliert werden, darunter TNFa (Roebuck und Finnegan 1999). Der
Transkriptionsfaktor NF-kB, bestehend aus zwei Untereinheiten p65 und p50, nimmt hierbei eine
Schlisselrolle ein (Roebuck und Finnegan 1999; Tak und Firestein 2001). Er kann durch Zytokine
(TNFa), Pathogene wie LPS (Lipopolysaccharid), Zellschaden oder Stress aktiviert werden und
reguliert Gene, welche fir Entzindungen, Immunantwort, Apoptose und Zelldifferenzierung
verantwortlich sind. Eine Ubermalige NF-kB-Aktivierung wird mit Autoimmunkrankheiten,
chronischer Entziindung und diversen Krebsarten assoziiert (Oeckinghaus et al. 2011). Im
Zytoplasma liegt NF-kB in seiner inaktiven Form als Dimer gebunden an IkB (Inhibitor of kB) vor.
Nach Stimulierung durch TNFa kommt es durch Phosphorylierung von IkB durch den IKK Komplex

(IkB kinase complex), welcher aus zwei katalytischen Kinasen IKKa und IKKB besteht, zur

110



IN VITRO UND IN SILICO ANALYSEN ZU POLYPHENOLISCHEN PHASE-II-METABOLITEN

Freisetzung von NF-kB. IkB selbst wird ubiquitiniert und proteolytisch abgebaut (Tak und Firestein
2001; Oeckinghaus et al. 2011). NF-kB transloziert nach seiner Freisetzung in den Zellkern und
bindet an seine Promotorregion welche eine Transkription von u.a. ICAM-1 erméglicht (Roebuck
und Finnegan 1999; Tak und Firestein 2001). Diese kurze Zusammenfassung soll
Hintergrundinformation zur Wahl des Testsystems der TNFa induzierten ICAM-1
Expressionshemmung liefern und stellt das zellulare Entziindungsgeschehen nur auszugsweise

dar.

4.1.2 Vorkommen der B-Glucuronidase und deren Bedeutung fir die

Flavonoid-metabolisierung

Fur das in vivo und in vitro kardiovaskular protektive Quercetin konnte im Rattenmodell gezeigt
werden, dass nach Metabolisierung zum Quercetin-glucuronid ein blutdrucksenkender Effekt
eintritt, welcher sich durch den spezifischen B-Glucuronidase-Inhibitor D-Saccharolacton
unterdricken lasst. Diese Ergebnisse lassen auf eine in vivo Dekonjugierung durch g-
Glucuronidase und somit Aktivierung des Quercetins schlieBen (Menendez et al. 2011; Perez-
Vizcaino et al. 2012; Galindo et al. 2012). Eine erhthte Freisetzung lysosomaler B-Glucuronidase
wurde fur nekrotisches Gewebe von Tumoren gezeigt, welche dort hauptsachlich von Zellen der
akuten und chronischen Entziindung sezerniert werden (Bosslet et al. 1998). Am Entziindungsort
konnte eine erhohte Freisetzung von Granulozyten, hauptséchlich von Neutrophilen und
Eosinophilen beobachtet werden (Marshall et al. 1988). B-Glucuronidase kann aufRerdem von
Makrophagen sezerniert werden, welche in das entziindete Gewebe einwandern (Marshall et al.
1988; Ishisaka et al. 2013). Von Shimoi et al. (2001) sowie Sies und Packer (2005) wurde eine
Freisetzung von Luteolin aus seiner glucuronidierten Form fir humanes hamolytisches Serum, LPS
behandeltes Rattenplasma sowie fir das Zelllysat von neutrophilen Granulozyten und der Zelllinien
Caco-2 (human), HUVEC (human) und IMR-90 (human) beobachtet. Dies liel3 die Arbeitsgruppe
auf eine Freisetzung der B-Glucuronidase und gleichzeitig auf eine héhere Enzymaktivitdt am
Entzindungsort schlieBen. Die glucuronidierten Phase-llI-Metaboliten gewinnen damit einen
Prodrug-Charakter. Korrespondierende Zelllinien von Makrophagen, Neutrophilen etc. wie RAW264
(murin), J774-1 (murin) oder d-THP-1 (human) besitzen ebenfalls B-Glucuronidase-Aktivitat und
kénnen als Testsysteme dienen (Ishisaka et al. 2013). O'Leary et al. (2001) bestimmte die Kinetik
der Dekonjugation verschiedener Quercetin-glucuronide durch zellfreie Extrakte aus der humanen

Leber, von Neutrophilen und des Diunndarms sowie durch humane rekombinante 8-Glucuronidase.
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Da Flavonoide im Zuge der Phase-ll-Metabolisierung nicht nur glucuronidiert sondern auch
sulfatiert werden, lag der Fokus vieler Arbeitsgruppen gleichermaf3en auf einer Sulfatase-Aktivitat
von Geweben, Zellen oder Zelllinien (Williamson et al. 2005). So sind Arylsulfatasen fir
Granulozyten beschrieben, jedoch konnte bis heute keine signifikante Dekonjugation der
sulfatierten Flavonoide in Entziindungsmodellen detektiert werden (Isman et al. 2005; Ishisaka et
al. 2013).

4.1.3 Postulierter Mechanismus der Flavonoid-glucuronid Spaltung

durch B-Glucuronidase

Aufgrund der Akkumulation von Quercetin-3-O-glucuronid in arteriosklerotischen Aorten und
besonders in den Schaumzellen, wurden Makrophagen als ein biologisches Target von Quercetin-
3-O-glucuronid identifiziert (Kawai et al. 2008). Eine weitere japanische Arbeitsgruppe beobachtete
eine Dekonjugation des Metaboliten und postulierte einen Mechanismus der Dekonjugation von
Quercetin-glucuroniden (Ishisaka et al. 2013). Es wurde zusatzlich beobachtet, dass eine durch
entzlindliche Prozesse bedingte Schadigung von Mitochondrien in Abhangigkeit einer erhéhten
intrazellularen Calciumkonzentration zur Sekretion von B-Glucuronidase aus RAW264-
Makrophagen fiihrte. Das Ausmal3 der Sezernierung des Enzyms war nicht abhangig von einer
proinflammatorischen Stimulierung mit LPS. Gleichzeitig fiihrte jedoch die durch LPS induzierte
mitochondriale Schadigung zu erhdhten intrazellularen Lactatkonzentrationen und folglich Gber eine
erhdhte Protonenkonzentration zur Erniedrigung des pH-Werts an der Zelloberflache. Dieser
erniedrigte pH-Wert stellte die Grundvoraussetzung fir eine B-Glucuronidase-Aktivitat dar.
Quercetin-glucuronid band anionisch an DIDS-sensitive (4,4'-Diisothiocyanostilben-2,2"-
disulfonsaure) Oberflachenproteine der Makrophagen und wurde dort zum Aglykon dekonjugiert
(Abb. 24). Uber einfache Diffusion kann das Aglykon in die Zelle und somit zum Wirkort gelangen,
wo es durch intrazellulare COMT weiter methyliert werden kann (Ishisaka et al. 2013). Die
Konservierung der Flavonoide, als bei physiologischem pH stabile Glucuronide im Blutplasma, stellt
einen weiteren Aspekt dieses Modells dar. Am Entziindungsort konnten diese in die aktiven, aber
im physiologischen Plasma nicht stabilen Aglyka in situ freigesetzt werden (Ishisaka et al. 2013).
Die Anwendbarkeit dieses Modells wurde jedoch noch nicht fir eine gréRere Anzahl von méglichen
Flavonoid-glucuroniden untersucht. Deshalb war es ein Ziel dieser Arbeit die Dekonjugation
polyphenolischer Glucuronide durch humane g-Glucuronidase in einem in vitro System zu

untersuchen. Daflr sollte ein Testsystem entwickelt werden, um im Rahmen einer méglichst breiten
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Untersuchung verschiedenste Flavonoid-glucuronide hinsichtlich ihrer Umsetzung durch humane g-

Glucuronidase zu analysieren.

Q-Glu _ ]

DIDS Dekonjugation
ve Q

y Q-Glu H+*

H

, 4 H | einfache Diffusion
L Esid ‘
t Q |

Ca?t LactatT

t _/) l COMT | Aktive Form
@ MeQ

geschadigte Mitochondrien

Abb. 24 Mdglicher Mechanismus der Dekonjugation von Quercetin-glucuroniden durch Makrophagen nach Ishisaka et al.
(2013); B-Glu: B-Glucuronidase, Q-Glu: Quercetin-glucuronid, Q: Quercetin, MeQ: methyliertes Quercetin, COMT:
Catechol-O-Methyltransferase, DIDS: 4,4'-Diisothiocyanostilben-2,2‘-disulfonsaure.
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4.2 Ergebnisse und Diskussion

4.2.1 Untersuchung der anti-inflammatorischen Eigenschaften von

Phase-lI-Metaboliten aus Weidenrinde

Die beiden Phase-II-Metaboliten Naringenin-7-O-B-D-glucuronid 1b und Catechol-sulfat 12, welche
als wichtige Metaboliten der pharmakokinetischen Studie WBCat-1 identifiziert werden konnten
(vgl. Kapitel 3, S.57), wurden im Rahmen einer Bachelorarbeit synthetisiert und hier auf ihre
biologische Aktivitat untersucht. Da Weidenrinde entziindungshemmende Eigenschaften besitzt,
wurde das ICAM-1 Assay Testsystem gewahlt. Wie TNFa eine E-Selectin Expression in HUVEC
Zellen (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) induziert, welches mittels eines E-Selectin
spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikorpers per Durchflusszytometrie quantifiziert werden kann
(Dirsch et al. 2004), induziert es in HMEC-1 Zellen (Human Microvascular Endothelial Cells-1) die
Expression von ICAM-1 (Calis et al. 2008). HMEC-1 Zellen sind mit einem Virusgen enthaltenden
Plasmid transfizierte und damit immortalisierte Endothelzellen, welche die morphologischen und
funktionellen Eigenschaften normaler humaner Endothelzellen besitzen (Ades et al. 1992). Der
konfluente Zell-Monolayer wurde mit dem proinflammatorischen Stimulus TNFa (10 ng/ml) 24 h
stimuliert, woraufhin das Oberflachenprotein ICAM-1 vermehrt exprimiert wurde. Die Aufgabe der
Testsubstanzen (5, 25 und 50 uM fir 1b; 10, 50 und 100 uM fir 12) erfolgte eine halbe Stunde vor
der TNFa Stimulierung. Nach der Inkubation fur 24 h und Fixierung der Zellen in Formalin wurde
die ICAM-1 Expression der Zellen Uber einen spezifischen FITC (Fluorescein-lIsothiocyanat)-
markierten Antikorper an ICAM-1 mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die ICAM-1 Expression
der nur mit TNFa stimulierten Zellen wurde als 100 Prozent gesetzt und alle anderen Daten
prozentual hierzu ausgedrickt (Calis et al. 2008; Knuth et al. 2011; Freischmidt et al. 2012). Als
anti-inflammatorisch wirksame Positivkontrolle wurde das Sesquiterpenlacton Parthenolid (5 uM)
verwendet, welches die TNFa induzierte ICAM-1 Expression unterdriickt (Hehner et al. 1999). Die
Zellen wurden ebenfalls ohne TNFa-Stimulierung vermessen, um einen Wert der natirlichen ICAM-

1 Expression zu erhalten.

Es konnte im Versuchsansatz weder fur die glucuronidierte Verbindung 1b noch fur die sulfatierte
Verbindung 12 eine signifikante Hemmung der TNFa induzierten ICAM-1 Expression im getesteten
Konzentrationsbereich gezeigt werden. Die ICAM-1 Expression lag stets Uber 90% (Abb. 25). Die

Positivkontrolle hemmte die Expression des Oberflachenproteins auf 31% der totalen Expression

114



IN VITRO UND IN SILICO ANALYSEN ZU POLYPHENOLISCHEN PHASE-II-METABOLITEN

und die nattrliche ICAM-1 Expression lag bei 4%. Das Aglykon Naringenin (50 puM) selbst wurde
von Freischmidt (2011) untersucht und zeigte eine geringe aber signifikante Aktivitat. Es reduzierte
die Expression von ICAM-1 auf 83%. Ein weiter getesteter Phase-lI-Metabolit war Catechol-
glucuronid 9, welcher wie das hier gezeigte Catechol-sulfat 12, im Gegensatz zum sehr aktiven
Aglykon Catechol keine Aktivitdt im Assay zeigte (Knuth 2013). Die Testung weiterer Phase-II-
Metaboliten, darunter sulfatierte, sowie mono- und diglucuronidierte Verbindungen des Kampferols
zeigten ebenfalls keine Aktivitat (Bucherl 2014).
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Abb. 25 TNFa induzierte ICAM-1 Expressionshemmung von Naringenin-7-O-8-p-glucuronid (1b) (je 5, 25, 50 uM) und
Catechol-sulfat (12) (10, 50, 100 uM) auf HMEC-1 Zellen nach 24 h Inkubation; Parthenolid (5 uM) diente als
Positivkontrolle und die ICAM-1 Expression nur mit TNFa behandelter Zellen als 100% Wert; n=3 in Duplikaten, MW *
StabW.

Die Konjugation mit Sulfat oder Glucuronsaure fuhrt zu einer hoheren Polaritdt der Phase-lII-
Metaboliten im Vergleich zu ihren Aglyka. Der Verteilungskoeffizient &ndert sich durch die
Konjugation erheblich und der Metabolit kann nicht mehr passiv durch die Zellmembran
diffundieren (Williamson et al. 2005; Sies und Packer 2005). Da die TNFa induzierte ICAM-1
Expression von Flavonoiden Uber intrazellulare Targets gehemmt wird, kénnte der Effekt deshalb
ausbleiben (Kobuchi et al. 1999; Chen et al. 2004). Aufgrund der fehlenden Aktivitat ist eine
Spaltung der Phase-ll-Metaboliten durch Enzyme der HMEC-1 Zellen unter diesen
Versuchsbedingungen also vermutlich auszuschlief3en.
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4.2.2 Strukturabhangige Dekonjugation von Flavonoid-glucuroniden

durch humane B-Glucuronidase

4.2.2.1 Entwicklung eines Deglucuronidierungsassays

Um das Dekonjugationsverhalten der B-Glucuronidase gegentiber 14 Polyphenol-glucuroniden
(Abb. 27) zu untersuchen, wurde eine humane Monozyten-Zelllinie, die Mono Mac 6 Zellen (MM6)
gewahlt. Diese zeigt die phanotypischen und funktionellen Eigenschaften reifer Monozyten (Ziegler-
Heitbrock et al. 1988). MM6-Zellen zeigten nach TNFa-Stimulierung neben einer erhohten
Phagozytoserate auch eine Wachstumsretardierung. Aul3erdem erzielte eine TNFa Stimulierung
eine moderate Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen (Weber et al. 1993).

In dieser Arbeit wurden MM6-Zellen nach Kultivierung in 24 Well Platten fur 48 h stichprobenartig
gezahlt und durch Zentrifugation vom Uberstand getrennt. Der Zelliiberstand wurde mit Essigsaure
auf einen pH-Wert von 4-5 eingestellt, da die B-Glucuronidase hier ihr pH-Optimum aufweist
(Bartholomé et al. 2010). Die fur die Assayentwicklung genutzten Substanzen 4-
Methylumbelliferon-B-b-glucuronid 18 und Baicalin 26 (je 50 uM) wurden dem Uberstand zugesetzt
und fir 0, 2, 4, 6 und 8 h bei 37 °C im Inkubator gelagert. Nach Fallung der Proteine mit Methanol
und Justierung des pH-Werts auf 7 wurden die Proben an der HPLC analysiert. Nach Integration
wurde der Mittelwert der jeweils zum Zeitpunkt O h ermittelten Flachen als 100% gesetzt. Die
ermittelten Flachen zu den Zeitpunkten 2, 4, 6 und 8 h wurden prozentual dazu ausgedriickt.
Stabilitatskontrollen der Substanzen im Zellmedium wurden zu jeder Zeit mitgefiihrt und dienten als
Vergleich. Hierbei wurde eine Umsetzung der Substanzen 18 und 26 zu ihren Aglyka beobachtet
(Abb. 26). Eine Steigerung der Umsetzung in Anwesenheit eines proinflammatorischen Pathogens
(LPS) wurde in der Literatur fur Rattenplasma beschrieben (O'Leary et al. 2001). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde TNFa als proinflammatorisches Stimulanz nach 24 h Kultivierung der
Zellen zugesetzt. Eine Steigerung der Umsetzung der glucuronidierten Verbindungen zu ihren
korrespondierenden Aglyka konnte hierbei nur marginal beobachtet werden, was eine konstitutive
Sezernierung der B-Glucuronidase durch MM6-Zellen impliziert (Ishisaka et al. 2013). Shimoi et al.
(2001) beobachteten jedoch einen signifikanten Anstieg der B-Glucuronidase-Aktivitat im Plasma
LPS-behandelter Ratten. Eine leichte, wenn auch statistisch nicht signifikante Steigerung der
Umsetzung nach TNFa-Stimulierung (Abb. 26) motivierte zur Durchfihrung aller weiteren
Experimente unter TNFa-Zusatz (110 U/ml). Um eine unspezifische Spaltung durch Esterasen
auszuschlieBen, wurde 26 im Versuchsansatz exemplarisch zusatzlich mit dem spezifischen B-

Glucuronidase-Inhibitor D-Saccharolacton (10 uM) versetzt (Levvy 1952). Dadurch konnte eine
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vollstdndige Inhibierung der B-Glucuronidase-Aktivitat erzielt werden (Abb. 26). Die hier
entwickelten optimalen Assayparameter sind den von Ishisaka et al. (2013) fur Makrophagen

beschriebenen Bedingungen sehr ahnlich.
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Abb. 26 Verbindungen 18 und 26 (je 50 uM) wurden dem Deglucuronidierungsassay unterzogen, welcher mit oder ohne
TNFa Stimulierung oder mit Zusatz des spezifischen B-Glucuronidase Inhibitors b-Saccharolacton (10 pM) durchgefiihrt
wurde; es wurden mindestens drei unabhangige Experimente in Duplikaten durchgefuhrt; Daten aller Graphen sind als
MW + StabW dargestellt, sie wurden einer zweifachen ANOVA mit einem Bonferroni Posttest unterzogen
(Signifikanzlevel: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

4.2.2.2 Testung von Polyphenol-glucuroniden im Deglucuronidierungsassay

Es wurden 14 Polyphenol-glucuronide hinsichtlich ihrer Dekonjugation durch B-Glucuronidase
untersucht (Abb. 27). Darunter befanden sich Naringenin-7-O-8-D-glucuronid 1b und Catechol-
glucuronid 9, welche als Phase-lI-Metaboliten von Naringenin und Catechol - zwei wichtige
Bestandteile des Weidenrindenextrakts - identifiziert wurden (Kapitel 3). Das in der Literatur meist
untersuchte Flavonoid-glucuronid Quercetin-3-O-8-D-glucuronid 19 wurde durch die im MM6-
Zelliiberstand befindliche B8-Glucuronidase gespalten. Durch HPLC Analyse konnte gezeigt werden,
dass innerhalb von 0-8 h 19 sukzessive zum korrespondierenden Aglykon Quercetin Q abgebaut
wird (Abb. 28). Eine Auftragung der Flachen der Zeitpunkte 2-8 h, bezogen auf die Flache zum
Zeitpunkt O h zeigte, dass nur die Polyphenol-glucuronide 18, 19, 21-28 signifikant gespalten
wurden. Eine Ubersicht hierzu findet sich in Abb. 29.
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Abb. 27 Hinsichtlich der Dekonjugation durch humane B-Glucuronidase untersuchte Flavonoid- (1b und 19-28) und
Phenol-glucuronide (18, 29, 9); A: 4-Methylumbelliferon-gB-b-glucuronid (18) und die Flavonole Quercetin-3-O-3-D-
glucuronid (19), Kampferol-4’-O-B-p-glucuronid (20), Kampferol-7-O-B-p-glucuronid (21) und Kéampferol-3-O-6-p-
glucuronid (22), B: Flavone Luteolin-7-O-B-b-glucuronid (23), Scutellarein-7-O-B-b-glucuronid (24), Apigenin-7-O-8-D-
glucuronid (25), Baicalin (26) und Wogonin-7-O-8-bd-glucuronid (27), C: weitere Flavonoide und Phenole Naringenin-7-O-
B-D-glucuronid (1b), Genistein-7-O-B-b-glucuronid (28), Phenol-O-B-p-glucuronid (29) und Catechol-O-B-D-glucuronid (9).
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Abb. 28 HPLC Chromatogramm des MM6-Zelliberstands nach 0-8 h Inkubation mit Quercetin-3-O-B-p-glucuronid 19
(50 pM); die Glucuronsaure wurde abgespalten und das korrespondierende Aglykon Quercetin (Q) entstand; Gradient
DG2 (370 nm).

Zu jedem dieser Glucuronide konnte die Entstehung des korrespondierenden Aglykons HPLC-
chromatographisch beobachtet werden. Eine genauere Betrachtung unter Bertcksichtigung der fur
alle Experimente parallel durchgefiihrten Stabilitdtskontrolle ergab eine signifikante Umsetzung der
Substanzen 18, 19, 22-28 (Abb. 30). Hierbei wurde ersichtlich, dass Substanz 19 erst nach 6-8 h
und 21 nicht signifikant gespalten wurde. Eine strenge Stabilitdtskontrolle war daher fur die
Deglucuronidierungsversuche unabdingbar. Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass sich die
Glucuronide tber den Zeitraum von 8 h unterschiedlich schnell spalten lieBen (Abb. 29). So waren
nach 8 h Inkubation von 22 nur noch 17%, von 24 noch 9%, von 26 noch 12% und von 27 noch
20% der Ausgangsmenge vorhanden. Von Substanz 18, 19, 23, 25 lagen nach 8 h noch 37-52%
des untersuchten Phase-II-Metaboliten vor. Von 28 wurden nach 8 h noch 81% detektiert. Im
Gegensatz hierzu wurde von 1b, 9, 20, 21 und 29 keine Deglucuronidierung von 0-8 h beobachtet.
Diese unterschiedlichen Dekonjugationsverhalten der Polyphenol-glucuronide wurden daher

genauer untersucht.
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Abb. 29 Ausmal der Dekonjugation der Substanzen 1b, 9, 18-29 (je 50 uM, auf3er 9 und 29 100 uM; Bezifferung analog
Abb. 27, S.118), getestet im Deglucuronidierungsassay; die Versuche wurden mit TNFa Stimulation durchgefiihrt; es
wurden mindestens drei unabhangige Experimente in Duplikaten durchgefuhrt; Daten aller Graphen sind als MW +

StabW dargestellt, sie wurden einer ANOVA mit einem Dunnetts Posttest unterzogen (Signifikanzlevel: *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001).
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Abb. 30 Ausmalf} der Dekonjugation von 1b, 9, 18-29 (je 50 uM, auf3er 9 und 29 100 uM; Bezifferung analog Abb. 27,
S.118) im Deglucuronidierungsassay (schwarz) mit Stabilitdtskontrolle (wei3); die Versuche wurden mit TNFa
Stimulierung durchgefuhrt; es wurden mindestens drei unabhéngige Experimente in Duplikaten durchgefiihrt; Daten aller
Graphen sind als MW + StabW dargestellt, sie wurden einer zweifach ANOVA mit einem Bonferroni Posttest unterzogen
(Signifikanzlevel: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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4.2.2.3 Einfluss der Substratstruktur auf die Dekonjugation durch B-Glucuronidase aus
MM6-Zellen

Betrachtet man die Umsetzung der Polyphenol-glucuronide durch die B-Glucuronidase unter
Berlcksichtigung der Substratstruktur, so wird deutlich, dass die Glucuronidierungsposition der
Kampferol-glucuronide Einfluss auf die Enzymaktivitdit nimmt. So war das 3-O-Glucuronid 22
Substrat der B-Glucuronidase, das 4‘-O-Glucuronid 20 und das 7-O-Glucuronid 21 jedoch nicht
(Abb. 31A). Somit kann eine Abhangigkeit der Deglucuronidierung durch B-Glucuronidase von der
Glucuronidierungsposition postuliert werden. Da von Bartholomé et al. (2010) und O'Leary et al.
(2001) fur die verschiedenen Quercetin-glucuronide keine Unterschiede beziglich der
Umsetzungskinetik festgestellt wurden, gilt dies anscheinend nur fur die Kampferol-glucuronide und

kann nicht allgemein fur Flavonole angenommen werden.
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Abb. 31 Vergleich der im Deglucuronidierungsassay untersuchten Substanzen (je 50 uM; Bezifferung analog Abb. 27,
S.118); A: Substanzen 20, 21 und 22 mit unterschiedlichen Glucuronidierungspositionen, B: Substanzen 21, 25 und 1b
mit unterschiedlichem Hydroxylierungs- und Sattigungsgrad des C-Rings, C: Flavone 23 und 25 mit unterschiedlichem
Hydroxylierungsprofil am B-Ring, D: Substanzen 24, 26 und 27 mit unterschiedlicher A-Ring Substitution; es wurden
mindestens drei unabhangige Experimente in Duplikaten durchgefuhrt; Daten aller Graphen sind als MW + StabW
dargestellt, sie wurden einer zweifach ANOVA mit einem Bonferroni Posttest unterzogen (Signifikanzlevel: *p<0,05,

#0<0,01, **p<0,001).
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Der Vergleich des Ausmal3es der Dekonjugation eines Flavonol-, Flavon- und eines Flavanon-7-O-
glucuronids (21, 25 und 1b) zeigte Unterschiede in der Umsetzung. Verbindungen 21 und 1b
wurden durch die B-Glucuronidase nicht gespalten, wohingegen das Flavon 25 ein Substrat
darstellte (Abb. 31B). Da sich die hier untersuchten Flavonoide nur an der C-Ring-Hydroxylierung
und -Sattigung unterscheiden, kann ein positiver Effekt der Doppelbindung zwischen C2/C3 und ein
negativer Einfluss der Hydroxylierung am C3 auf die Spaltung des Substrats angenommen werden.
Um den Einfluss der C-Ring-Variationen von Flavonoiden zu vervollstandigen, wurde das
Isoflavonoid-7-O-glucuronid 28 untersucht, welches ein Konstitutionsisomer von 25 darstellt. Beide
getesteten 7-O-Glucuronide 28 und 25 waren Substrate des Enzyms, wie ebenfalls von O'Leary et
al. (2001) beobachtet. Jedoch ergab sich aus den experimentellen Daten eine etwas bessere
Umsetzung von 25, was eventuell auf eine bessere Stabilisierung des Flavons in der
Bindungstasche des Enzyms hinweisen konnte (Abb. 32). Ein weiterer, struktureller Aspekt war der
Einfluss des Hydroxylierungsgrads am B-Ring. Es wurden die Flavon-7-O-glucuronide 23 und 25,
sowie die Flavonol-3-O-glucuronide 19 und 22, welche entweder eine oder zwei Hydroxygruppen
am B-Ring besitzen, verglichen. Exemplarisch ist in Abb. 31C der Vergleich von 23 und 25 gezeigt.
Fur 19 und 22 ergab sich ein signifikanter Unterschied nach 4-8 h Inkubationszeit, jedoch war
dieser der Instabilitat von 22 geschuldet. Alle diese Flavonoid-glucuronide erwiesen sich als
Substrate des Enzyms. Somit konnten hier keine Unterschiede im Dekonjugationsverhalten
festgestellt werden. Folglich scheint der Hydroxylierungsgrad von Flavonen und Flavonolen des B-
Rings keinen Einfluss auf die Enzymkinetik zu besitzen, was den Untersuchungen von O'Leary et
al. (2001) zu 19 und 22 entspricht. Unter den getesteten Flavon-7-O-glucuroniden 24, 26 und 27
konnte ein quantitativer Unterschied im Dekonjugationsverhalten beobachtet werden, da 27 im
Gegensatz zu 24 zu einem geringeren Anteil umgesetzt wurde (Abb. 31D). Dies lasst auf einen
eventuellen Einfluss der A-Ring-Substitution schlieRen, zumal ein Einfluss der B-Ring-
Hydroxylierung von 24 und 26 abermals zu keinem Unterschied der Kinetik fuhrte (Abb. 31D).
Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu dem fiur die Assayentwicklung genutzten
und in der Literatur oft als Positivkontrolle beschriebenen Cumarin 18, die einfachen Phenole 9 und
29 nicht durch B-Glucuronidase gespalten wurden. Dieser Sachverhalt lasst vermuten, dass
Substrate der B-Glucuronidase mehr als einen phenolischen Ring besitzen missen, oder dass
einfache Phenole nur sehr langsam gespalten werden. Da fur 4-Nitrophenyl-8-D-glucuronid, einem
weiteren einfachen Phenol-glucuronid, viel héhere K, Werte und eine niedrigere Wechselzahl (K,
~ 1400 uM, ke ~ 0,7 s7) im Gegensatz zu Flavonol-glucuroniden (Kn, ~ 200 pM, ket ~ 1,5 8™)
beschrieben wurden, wird eine geringere Affinitdt der einfachen Phenol-glucuronide zum Enzym
diskutiert (O'Leary et al. 2001).
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Abb. 32 Vergleich der Dekonjugation im Deglucuronidierungsassay von 25 und 28 (je 50 uM; Bezifferung analog Abb.
27, S.118); die Versuche erfolgten mit TNFa-Stimulierung; es wurden mindestens drei unabhangige Experimente in
Duplikaten durchgefuhrt; Daten aller Graphen sind als MWt + StabW dargestellt, sie wurden einer zweifach ANOVA mit
einem Bonferroni Posttest unterzogen (Signifikanzlevel: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

4.2.3 In silico Untersuchungen zur strukturabhangigen Dekonjugation

durch humane B-Glucuronidase

Alle in silico Analysen wurden am Lehrstuhl fir Pharmazeutische/Medizinische Chemie Il der
Universitat Regensburg von Frau PD Dr. Andrea Strasser und Herrn Dr. Hans-Joachim Wittmann

durchgefihrt.

4.2.3.1 Lage und Stabilisierung verschiedener Flavonoid-glucuronide im Aktiven Zentrum

des Enzyms

Ein stabiler Bindungsmodus konnte fir 19, welches fir die in silico Untersuchungen als
Modellsubstanz verwendet wurde, durch Molekulardynamik-Simulation erreicht werden. Die
Glucuronsaure-untereinheit ist in einer tiefen Tasche des aktiven Zentrums, welche von Tyr5°4,
GIu™®, Arg®® und Lys®® gebildet wird, gebunden (Abb. 33A,B). Dort interagiert die Carboxylat

% und Lys®®. Der restliche Teil des Substrats

Funktion des Substrats elektrostatisch mit Arg®
befindet sich an der Oberfliche des Enzyms und ist durch Tyr®® und Tyr*® stabilisiert (Abb.
33B,C). Hierbei stabilisiert Tyr"®® die 3‘,4‘-Dihydroxyphenyl-Untereinheit (B-Ring) des Substrats
durch hydrophobe und aromatische Wechselwirkungen (Abb. 33B). Die Hydroxygruppe an C4‘ des
B-Rings bildet eine Wasserstoffbriicke zur Seitenkette von Asn*®*, wohingegen die Hydroxygruppe

04 qusbhildet. Die Abwesenheit dieser

am C3' eine Wasserstoffbriicke zum NH des Tyr
Hydroxygruppe in 22 kann in einer leichten Konformationsanderung des B-Rings resultieren. Da
der B-Ring und das aktive Zentrum (besonders Glu**® und GluH*") benachbart sind, kann ein
Einfluss auf die Dekonjugationskinetik nicht ausgeschlossen werden, obwohl keine Unterschiede

zwischen 19 und 22 oder zwischen 23 und 25 wahrend der in vitro Testung beobachtet werden
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konnten. Die in vitro Testung von Myricetin-3-O-B-D-glucuronid, welches eine dritte Hydroxygruppe
am C5°' des B-Rings tragt, ware ein interessanter Aspekt fur zukunftige Untersuchungen. Da eine
Interaktion der zusatzlichen Hydroxygruppe mit GluH>*' des aktiven Zentrums zu erwarten ist,
wirde der Abstand zum aktiven Zentrum grof3er und so wéren die Protonendonatoreigenschaften

von GluH*! limitiert.
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Abb. 33 A: Modell der humanen B-Glucuronidase mit Quercetin-3-O-8-b-glucuronid 19 gebunden an das aktive Zentrum;
B: Momentaufnahme der Molekulardynamik-Simulation von 19 im aktiven Zentrum; C: Stabilisierung der
Substratkonformation durch die Interaktion des Sauerstoffs (O) mit Trp507 und Lyseoe.

Zusétzlich ergab die Molekulardynamik-Simulation eine moégliche Wasserstoffbriicke zwischen der
Hydroxygruppe an C5 und Glu®** (Abb. 33B). Deshalb kann vermutet werden, dass die
Abwesenheit dieser Hydroxygruppe am C5 anderer Flavonoid-3-O-glucuronide zu einer leicht
veranderten Bindungskonformation fihrt und dadurch die Dekonjugationskinetik beeinflusst werden
konnte. Flavonoide kommen aufgrund der Flavonoidbiosynthese und der daraus resultierenden
Phloroglucinol-Partialstruktur jedoch selten ohne Hydroxygruppe an C5 vor. Die Untersuchungen
ergaben auRerdem Interaktionen zwischen Trp®®" und Lys®® mit dem Sauerstoff der
Carbonylfunktion, welche die 3-O-Glucuronide im aktiven Zentrum zusatzlich stabilisieren kénnen
(Abb. 33C).
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4.2.3.2 Einfluss der Glucuronidierungsposition

Der mogliche Bindungsmodus der Derivate 19 und 22 (3-O-Glucuronide), 20 (4‘-O-Glucuronid) und
1b, 21, 23-27 (7-O-Glucuronide) ist in Abb. 34 dargestellt. Die Glucuronsaureuntereinheit ist in der
Hauptbindungstasche lokalisiert (Abb. 34A, Pfeil 1). Die verschiedenen x-O-Glucuronid Liganden
besetzen verschiedene Seitentaschen (Abb. 34A, B, Pfeil 2 und 3). Die 3-O-Glucuronide binden in
der Seitentasche (2), wie oben fur 19 beschrieben. Im Gegensatz dazu besetzen die 4‘-O-
Glucuronide weder die Seitentasche (2) noch (3). Die 7-O-Glucuronide dagegen binden zusétzlich
in der Seitentasche (3). Eine detaillierte Analyse des Substrats 1b, welches als Diastereomer in
vitro untersucht wurde, zeigte, dass das (2R)-konfigurierte Flavanon wie alle anderen 7-O-
Glucuronide in die Bindungstasche passt. Im Gegensatz dazu fligt sich der B-Ring des (2S)-
konfigurierten Flavanons, welches die aus der Biosynthese entstehende genuine Konfiguration
aufweist, nicht passgenau in die Tasche bzw. das Bindungsverhalten ist anders als das des (2R)-
konfigurierten Flavanons. Deshalb wére eine unterschiedliche Kinetik der Dekonjugation der beiden

Diastereomere zu erwarten, was Gegenstand zukinftiger in vitro Untersuchungen sein kénnte.

~ v - =
83 & &4 3-0-‘lcuronidel§j, -,

. a 4 . . 4
4-0-Glucuronid undl8 « 7-0-&curonide At & =,

Abb. 34 Vorgeschlagene Bindung der Flavonoide 19, 22 (3-O-Glucuronide), 20 (4'-O-Glucuronid), 1b, 21, 23-27 (7-O-
Glucuronide) und 18 am aktiven Zentrum der humanen S-Glucuronidase; die Flavonoide 1b, 20-27 wurden, basierend auf
dem Bindungsmodus von 19, welcher durch Molekulardynamik-Simulation erhalten wurde, in das Zentrum gedockt; A:
Overlay der vorgeschlagenen Bindungen von 1b, 19-27, Pfeil 1: Bindungstasche der Glucuronséureuntereinheit von 1b,
19-27, Pfeil 2: zusatzliche Bindungstasche, welche von der Hydroxyphenyl-Untereinheit der 3-O-Glucuronide besetzt
wird, Pfeil 3: weitere Bindungstasche, welche von der (Hydroxy)phenyl-Untereinheit der 7-O-Glucuronide besetzt wird; B:
Overlay von 19 und 22; C: Overlay von 18 und 20; D: Overlay von 1b, 21, 23-27.
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4.2.3.3 Einfluss der aktiven Zentren der tetrameren B-Glucuronidase

Die B-Glucuronidase wird als Tetramer beschrieben (Hassan et al. 2013). Jedoch befinden sich nur
zwei aktive Zentren zweier Monomere in unmittelbarer N&he (Hassan et al. 2013). Um den
gegenseitigen Einfluss der beiden Bindungstaschen zu untersuchen, wurden zwei Baicalin (26)
Molekile in die aktiven Zentren des Modells der dimeren B-Glucuronidase gedockt (Abb. 35).
Dieses Modell schlug einen Kontakt des Pro®*® des Monomer 1 mit 26 gedockt an Monomer 2 und
vice versa vor. Somit lasst dies auf eine mdgliche Interaktion der beiden Monomere mit

gebundenen Substraten schliefl3en.

Abb. 35 Benachbarte Bindungstaschen des Monomer 1 und 2 der humanen B-Glucuronidase; Bailcalin 26 ist an das
aktive Zentrum beider Monomere gebunden.

4.2.3.4 Vergleich humaner mit boviner B-Glucuronidase

Da in der Analytik, besonders der quantitativen Untersuchung von Phase-II-Metaboliten, die bovine
B-Glucuronidase standardméaRig zum Spalten der Glucuronide zum Einsatz kommt, wurden die
bovine mit der humanen B-Glucuronidase in vitro und in silico verglichen (Santos-Buelga et al.
2012). Ein Vergleich der Aminoséuresequenzen der humanen und der bovinen B-Glucuronidase
(hBG und bBG) zeigte, dass die fur die Bindung des Substrats verantwortlichen Aminosauren
beider Spezies identisch sind (Abb. 36, griine Boxen). Jedoch ist Thr**® der hBG dem Substrat 26
direkt benachbart (Abb. 35), und bei der bBG ist an dieser Stelle ein Valin vorhanden (Abb. 36,
rote Buchstaben). Aufgrund dieser unterschiedlichen Seitenketten ist ein Einfluss auf die
Bindungskonformation des Substrates und deshalb auch ein Einfluss auf die Kinetik-eigenschaften
denkbar. Zusatzlich kénnte bei Substraten mit Hydroxygruppen am B-Ring eine Wasserstoffbriicke
zum Thr®* der hBG ausgebildet werden. Die bBG besitzt auBerdem an Position 544 ein Aspartat
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(Abb. 36, rote Buchstaben). Wegen der im Vergleich zum Glutamat der hBG reduzierten
Kettenl&dnge des Aspartats konnte die Interaktion der Position 544 mit den Hydroxygruppen des
Substrats verandert sein und somit in einer unterschiedlichen Kinetik der humanen und bovinen -
Glucuronidase resultieren. Diese Hypothese miuisste jedoch durch ortsgerichtete
Mutageneseuntersuchungen uberprift werden. Substanz 26 wurde daraufhin zuséatzlich im bovinen
B-Glucuronidase Assay untersucht. Hierzu wurde 26 (50 uM) mit 20 U/ml bBG in einem
Natriumacetatpuffer (pH=4,7) tber einen Zeitraum von 0-8 h inkubiert. Ein Vergleich dieser Daten
mit der Stabilitatskontrolle und den Daten des Deglucuronidierungsassays mit hBG zeigte
Unterschiede im Dekonjugationsverhalten (Abb. 37). So wurde 26 mit hBG nach 4-8 h signifikant
gespalten, mit bBSG jedoch nicht. Ein Grund daflir kbnnten auch die verschiedenen Assayparameter
sein. So war die Enzymmenge im bovinen B-Glucuronidase Assay bekannt, im humanen
Deglucuronidierungsassay jedoch aufgrund des Zellsystems nicht. Nichtsdestotrotz kénnten die

oben beschriebenen Speziesunterschiede dafir verantwortlich sein.

hBG MARGSAVAWAALGPLLWGCALGLQGGML-YPQESPSRECKELDGLWSFRADFSDNRRRGFEEQWYRRPLWESGPTVDMPVPS-81
bBG MLRGSAGAWAVLGPLLWGCGLSLLQGGMLYPRESRSRERKELDGLWSFRADFSDNRRQGFEQQWYRAPLRESGPTLDMPVPS-82

hBG SENDISQDWRLRHEVGWVWYEREVILPERWTQDLRTRVVLRIGSAHSYAIVWVNGVDTLEHEGGYLPFEADISNLVQVGPLP-163
bBG SFNDVGQDGQLRSEFVGWVWYEREITLPQRWTEDLGTRVVLRIGSAHYYAIVWVNGVHVLEHEGGHLPFEADISKLVQSGPLS-164

hBG SRLRITIAINNTLTPTTLPPGTIQYLTDTSKYPKGYFVONTYFDFFNYAGLQRSVLLYTTPTTYIDDITVTITSVEQDSGLVN-245
bBG SCRITIAINNTLSPHT-LPPGTILYKTDPSMYPKGYFVONTKEFDFENYAGLHRSVLLYTTPTTYIDDITVITDMDQDIGLVN-245

hpG YQISVKGSNLFKLEVRLLDAENKVVANGTGTQGQLKVPGVSLWWPYLMHERPAYLYSLEVQLTAQTSLGPVSDFYTLPVGIR-327
bBG YQIIVQGSDHFQVDVSLLDEEGKVMAKGAGAEGQLQVPSAHLWWPYLMHEHPAYLYSLEVKLTAQTAVGPVSDFYTLPVGIR-327

hBG TVAVTKSQFLINGKPFYFHGVNKHEDADIRGKGFDWPLLVKDFNLLRWLGANAFRTSHYPYAEEVMQOMCDRYGIVVIDECPG-409
bBG TVAVTKSQFLINGKPFYFRGVNKHEDADIRGKGFDWPLLVKDENLLRWLGANAFRTSHYPYSEEVLQLCDRYGIVVIDESPG-409

hBG VGLALPQFEFNNVSLHHHMQVMEEVVRRDKNHPAVVMWSVANEPASHLESAGYYLKMVIAHTKSLDPSRPVTEVSNSNYAADK-491
bpG VGIVLVESFSNVSLOHHLEVMEEMIRRDKNHPAVVMWSLANEPASFLKPAGYYFKTLIAHTKALDPSRPVTFVINTNYEADL-491

hBG GAPYVDVICLNSYYSWYHDYGHLELIQLQLATQFENWYKKYQKPIIQSEYGAETIAGFHQDPPLMEFTEEYQKSLLEQYHLGL-573
bBG GAPYVDIICVNSYYSWYHDYGHMEVIQLQLATQFENWYKAYQKPMIQSEYGADAIEGFHEDPPLMFSEEYQKGLLQQYHVVL-573

hBG DQKRRKYVVGELIWNFADFMTEQSPTRVLGNKKGIFTRQRQPKSAAFLLRERYWKIANETRYPHSVAKSQCLENSLFT-651
bBG DQOKRKEYVVGELIWNEFADEMTNQSPVRMIGNRKGIFTRQRQPKSAAFLLRERYWKLANETRYQRSAVTSQCVGSGLEFTV-652

Abb. 36 Vergleich der Aminosauresequenz der humanen (hBG) und der bovinen (bBG) B-Glucuronidase;
Aminosauresequenzen wurden von www.uniprot.org bezogen, UniProtKB Zugangscodes: hBG: P08236, bBG: ASKMYS;
graue Boxen: Aminosauren nahe dem Aktivem Zentrum, grine Boxen: Aminosauren, die an der Bindung des Substrats
beteiligt sind, blaue Boxen: Aminosduren, die an der Dekonjugation des Substrats beteiligt sind, gelbe Boxen:
Aminoséauren, welche an der Substratbindung des Dimers beteiligt sind, rote Buchstaben: Aminoséauren, welche augrund
ihrer Néahe zum aktiven Zentrum vermutlich fir den Speziesunterschied zwischen hBG und bBG verantwortlich sind.
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Abb. 37 Ausmafll der Dekonjugation von 26 (50 uM) getestet im bov. Glucuronidase Assay (bBG) und im
Deglucuronidierungsassay (hBG) im Vergleich zur Stabilitatskontrolle; es wurden mindestens drei unabhéngige
Experimente in Duplikaten durchgefiihrt; Daten aller Graphen sind als MW + StabW dargestellt, sie wurden einer
zweifach ANOVA mit einem Bonferroni Posttest unterzogen (Signifikanzlevel: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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4.3 Zusammenfassung und Ausblick

4.3.1 ICAM-1 Expressionshemmung von Phase-llI-Metaboliten

Die Metaboliten Naringenin-7-O-B-D-glucuronid 1b und Catechol-sulfat 12 der klinischen Studie
wurden exemplarisch im ICAM-1 Assay auf ihre Fahigkeit zur Hemmung der TNFa induzierten
ICAM-1 Expression untersucht. Weder das getestete Glucuronid 1b noch das Sulfat 12 zeigten im
gemessenen Konzentrationsbereich (5, 25, 50 uM fir 1b; 10, 50 und 100 uM fir 12) eine
signifikante Aktivitat. Dieses Ergebnis korreliert mit den fir Catechol-glucuronid, sowie fur
verschiedene Kampferol-glucuronide und -sulfate ermittelten Werten (Knuth 2013; Blcherl 2014).
Alle getesteten Verbindungen zeigten keine Aktivitdt. Diese in vitro Inaktivitdit der Phase-II-
Metaboliten wurde oft in der Literatur beschrieben. So scheinen die Phase-ll-Metaboliten in anti-
inflammatorischen in vitro Testsystemen nicht aktiv oder weniger aktiv als ihre korrespondierenden
Aglyka zu sein (Kroon et al. 2004; Williamson et al. 2005; Tribolo et al. 2008).

Fur die Monozyten, welche im Entziindungsgeschehen eine wichtige Rolle spielen und die
Vorlauferzellen der Makrophagen darstellen, konnte mit Hilfe der humanen Zelllinie MM6 eine
konstitutive 8-Glucuronidase Aktivitat nachgewiesen werden. Eine Stimulierung mit TNFa fihrte zu
einer leichten aber nicht signifikant gesteigerten Freisetzung des Enzyms. Die B-Glucuronidase
Aktivitdt konnte durch einen spezifischen Enzyminhibitor unterdriickt werden, wodurch eine
Dekonjugation durch UDP-Glucuronyltransferase ausgeschlossen werden konnte (Levvy 1952;
Peters et al. 1986). Das hier entwickelte Testsystem wurde verwendet, um das
Dekonjugationsverhalten von Polyphenol-glucuroniden zu untersuchen. Im Gegensatz zu der
postulierten breiten Substratspezifitdat der B-Glucuronidase konnte gezeigt werden, dass das
Enzym gegenlber bestimmten Polyphenolen eine signifikante Spezifitdt besitzt (O'Leary et al.
2001; Bartholomé et al. 2010). Unter den getesteten Flavonolen mit Kampferol als Grundkdrper
und unterschiedlichen Glucuronidierungspositionen wurde nur das 3-O-B-Glucuronid gespalten.
Aufgrund dieser Tatsache scheint die Glucuronidierungsstelle hier einen Einfluss auf die
Enzymkinetik zu haben. Auch andere Strukturelemente des Aglykons konnen die Kinetik
beeinflussen. Die Untersuchung von 7-O-Glucuroniden der verschiedenen Flavonoidunterklassen
zeigte auch einen Einfluss des Oxidationsgrades des C-Rings auf die Kinetik. So scheint das
Vorhandensein einer Doppelbindung zwischen C2 und C3 des C-Rings ein Vorteil und eine
Hydroxylierung an C3 von Nachteil fur eine Spaltung durch die B-Glucuronidase zu sein. Der

Vergleich der Position des B-Rings (Flavon oder Isoflavon) ergab keinen signifikanten Unterschied
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im kinetischen Verhalten. Die Untersuchung des Hydroxylierungsgrades des B-Rings von Flavon-7-
O-glucuroniden und Flavonol-3-O-glucuroniden ergab keinen Einfluss auf die Enzymkinetik.
Zusatzlich wurden alle Flavon-7-O-glucuronide unabh&ngig von der A- oder B-Ring Substitution in
annahernd gleichen Raten gespalten, so dass nur ein leichter Einfluss der A-Ring Substitution
vermutet werden kann. Nur die 7-O-Glucuronide des getesteten Flavanons 1b und des Flavonols

21 wurden nicht hydrolysiert.

Die zusétzlich durchgefiihrten in silico Analysen lieferten Informationen zur Bindung der Flavonoid-
glucuronide am Enzym. Es konnte gezeigt werden dass die Glucuronsaure-Untereinheit in der
Haupttasche des Enzyms bindet, die x-O-Glucuronide aber verschiedene Seitentaschen belegen.
Deshalb kann postuliert werden, dass der Ubergangszustand des Enzym-Substrat-Komplexes von
der Substratstruktur abhangig ist. Experimente zur genauen Bestimmung der Enzymkinetik der
Substrate waren deshalb wichtig und werden Gegenstand zukunftiger Projekte sein. Die weiteren in
vitro Ergebnisse kdnnen nur teilweise mit den Molecular Modelling Ergebnissen zu einer genauen
Deckung gebracht werden. Die in vivo Wechselwirkungen von Substrat und Enzym sind sehr
komplex und sollten genauer untersucht werden, um die Deglucuronidierung der Polyphenole zu
verstehen. Im Gegensatz zum Mechanismus der Resorption, der Metabolisierung und der
Eliminierung der Flavonoide, sind die Bioverfligbarkeit und die Konzentration der Metaboliten am
Entzindungsgeschehen nur wenig untersucht. Das Prinzip der in situ Aktivierung durch die -
Glucuronidase wahrend eines entziindlichen Vorgangs koénnte eine Erklarung fir die anti-
inflammatorischen Eigenschaften der Flavonoide sein (Perez-Vizcaino et al. 2012; Ishisaka et al.
2013). Jedoch missen der pH-Wert und wie hier gezeigt, die Substratspezifitat der g-
Glucuronidase in Betracht gezogen werden. Aul3erdem sind im humanen Plasma diglucuronidierte,
sulfatierte oder gemischt sulfatierte und glucuronidierte Flavonoide zu finden. Die Mdglichkeiten zur
Dekonjugation dieser Metaboliten sollte in Zukunft ebenfalls untersucht werden. Es sind eine Reihe
an Sulfatasen bekannt, dennoch konnte im Rahmen dieser Arbeit und bisher durch andere
Arbeitsgruppen keine Spaltung der sulfatierten Metaboliten zu ihren Aglyka beobachtet werden
(Ishisaka et al. 2013).
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4.4 Experimenteller Teil

Fiur die folgenden Versuche wurde ausschlie3lich Reinstwasser und fur die Chromatographie
geeigneter Methanol und Acetonitril verwendet.

4.4.1 Zellkultur

Alle Zellkulturversuche wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuihrt. AuRerdem wurden alle
Reagenzien und Medien auf 37 °C im Wasserbad vorgewarmt. Fur die Testung mittels ICAM-1
Assay wurden immortalisierte, humane, mikrovaskulare Endothelzellen (HMEC-1 Zellen)
verwendet, welche dankenswerter Weise von Dr. E. Ades und F.J. Candel (CDC, USA) und Dr. T.
Lawley (Emory University, USA) zur Verflgung gestellt wurden (Ades et al. 1992). Fiur die
Dekonjugation mittels B-Glucuronidase wurde eine humane Monozyten-Zelllinie (Mono Mac 6
(MM®6)) verwendet, welche aus dem peripheren Blut eines Patienten mit akuter monoblastischer
Leukamie isoliert wurden (Ziegler-Heitbrock et al. 1988). Die Zelllinie wurde vom Leibniz-Institut
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) bezogen (DSMZ-
Nummer: ACC 124).

4.4.1.1 Passagieren und Kultivieren

HMEC-1 Zellen

Nach Entfernen des ECGM-Mediums (Endothelial Cell Growth Medium versetzt mit 10%
hitzeinaktiviertem FKS (Fetales Kalber Serum), 23,5 ml Supplement Mix und 3,5 ml Antibiotika)
wurden die konfluent gewachsenen Zellen zweimal mit PBS (Phosphate Buffered Saline)
gewaschen, mit 4 ml Trypsin/EDTA Lésung (1:10 mit PBS verdinnt) versetzt und 5 min im
Inkubator (37 °C, 5% CO,) inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden sofort mit 50 ml
Abstoppmedium  (M199 Medium mit 10% hitzeinaktiviertem FKS) verdinnt, in ein
Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und bei 1000 rpm fur 5 min zentrifugiert. Nachdem das
Abstoppmedium entfernt war, wurde der Zellkuchen in ECGM-Medium resuspendiert. Die Zellen
wurden, je nach Wachstum bis 1:12 gesplittet, in eine mit Kollagen-Lésung (0,25% Kollagen G in
PBS) gecoatete Kulturflasche (75 cm?) gegeben und mit ECGM-Medium zu 25 ml verdiinnt. Das
Passagieren wurde alle 3-4 Tage durchgefthrt. Fir den ICAM-1 Assay wurden HMEC-1 Zellen bis

Passage 12 verwendet.
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Mono Mac 6 Zellen (MM6)

MM6-Zellen wurden in RPMI (Roswell Park Memorial Institute) Medium, versetzt mit 10%
hitzeinaktiviertem FKS, 2 mM L-Glutamat, 1% nicht essentielle Aminosauren, 1 mM Natriumpyruvat
und 9 pg/ml humanem Insulin, kultiviert. Sie wurden alle 2 Tage passagiert. Hierbei wurde die
Zellzahl von héchstens 1,2*10° Zellen/ml immer auf 0,3*10° Zellen/ml reduziert. Da es sich bei
MM6-Zellen um Suspensionszellen handelt, wurden die Zellen in der Kulturflasche vor dem
Passagieren aufsuspendiert, ein Aliquot zur Zellzahlbestimmung entnommen und der Rest bei
700 rpm 5 min zentrifugiert. Der nach dem Entfernen des Mediums entstandene Zellkuchen wurde
entsprechend einer Zellzahl von 0,3*10° Zellen/ml verdiinnt und in eine Kulturflasche (25 cm?)
gegeben. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5% CO, gelagert. Fur den Deglucuronidierungsassay

wurden Passagen von 3-15 verwendet.

4.4.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Aus der Zellsuspension wurden 50 pl entnommen und mit 50 pl Medium verdinnt. Aus dieser
Verdinnung wurden 10 pl mit 10 pl Trypanblau-Lésung (0,4% Trypanblau in PBS, steril filtriert)
versetzt. 10 pl hiervon in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und alle vier Felder ausgezahlt. Die

Zellzahl/ml ergab sich aus der Summe der vier ausgezéhlten Felder mal 10000.

4.4.1.3 ICAM-1 Assay

Nach dem Passagieren einer konfluenten Zellschicht wurden 1:3 gesplittete Zellen (3 ml
Zellsuspension auf 10 ml ECGM-Medium) in 24-Well-Platten (500 ul pro Well) ausgesat, fir 48 h
bis zur Konfluenz inkubiert, das Medium am Versuchstag entfernt und mit PBS gewaschen. Als
Negativkontrolle diente 0,1% DMSO in ECGM-Medium, welches gleichzeitig die hdchste
verwendete DMSO-Konzentration darstellte. 500 pl davon wurden in zwei Wells gegeben, welche
auch im weiteren Versuchsablauf nicht mit TNFa stimuliert wurden, um einen Wert flr die
natirliche ICAM-1 Expression der HMEC-1 Zellen zu erhalten. Alle anderen Wells wurden mit
TNFa (Ceng=10 ng/ml) stimuliert. Als Positivkontrolle wurde Parthenolid (5 uM in ECGM-Medium,
500 pl) verwendet. Medium (500 pl) mit Testsubstanzen in der zu untersuchenden Konzentration
wurde in die freien Wells pipettiert. Zwei weitere Wells wurden mit 500 pl ECGM-Medium versetzt
und mit TNFa stimuliert, um einen Wert fur die maximale ICAM-1 Expression zu erhalten, welcher
fur die Auswertung als 100% gesetzt wurde. Die Stimulation mit TNFa erfolgte immer 30 min nach
Aufgabe der Testsubstanzen der Positiv- und Negativkontrolle. Es wurden 5 pl TNFa-Lésung (1

png/ml TNFa in ECGM-Medium) zu den jeweils vorgelegten 500 ul in den Wells pipettiert. Nach 24 h
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wurden die Zelluberstande entfernt, mit PBS gewaschen, jedes Well mit 200 pl Trypsin/EDTA-
Losung versetzt und 5 min bei 37 °C inkubiert. Um das Ablosen der Zellen zu beschleunigen wurde
die Trypsin-Zell-Mischung mehrmals mit der Pipette schnell aufgezogen und ausgestof3en und
danach in FACS-Rohrchen, welche 100 pl Formaldehydldsung enthielten, Uberfuhrt. Zur
Zellfixierung wurde diese Mischung geschuttelt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Zentrifugation bei 1200 rpm fir 5 min und Abdekantieren des Uberstands wurde zum Zellkuchen
mit anheftendem Restvolumen 5 pul eines fluoreszenzmarkierten ICAM-1 Antikoérper gegeben und
mit dem Vortex geschuttelt. Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss
wurden 1000 ul PBS zugegeben, mit dem Vortex geschittelt und bei 1200 rpm 5 min zentrifugiert,
um den nicht an ICAM-1 gebundenen Antikorper zu entfernen. Der Uberstand wurde wiederum
durch Abdekantieren entfernt und 400 ul PBS zum Zellkuchen gegeben. Diese Ldsung wurde
mittels Durchflusszytometrie vermessen. Die Bestimmung der ICAM-1 Expression erfolgte fur die
Testsubstanzen, Negativ- und Positivkontrollen immer in Duplikaten und in drei unabhangigen

Experimenten mit unterschiedlichen Zellpassagen.

4.4.1.4 Deglucuronidierungsassay

MM6-Zellen wurden in 24-Well Versuchsplatten ausgesét (0,3 x 10° Zellen/Well, 500 pl pro Well)
und fir 48 h kultiviert. 5 pul TNFa (ceng=110 U/ml) wurde optional 24 h nach der Aussaat zugegeben.
Nach 48 h wurde mindestens 1 Well pro Platte auf die Zellzahl Gberprift und nach Bestimmung der
Zellzahl verworfen. Die Zellzahl betrug nach 48 h immer 0,6-1,2 X 10° Zellen/ml. Die Zellsuspension
jedes Wells wurde in ein Reaktionsgefal3 Uberfiihrt und um die Zellen zu entfernen bzw. den
Zelliberstand zu gewinnen bei 14000 rpm und 4 °C fir 10 min zentrifugiert. Vom Zellliberstand
wurden 400 pl abgenommen und mit 0,5 pl Essigsaure versetzt, um einen pH-Wert von 4-5 des
Zelliberstands zu erreichen (pH-Kontrolle erfolgte sporadisch mit Universalindikator bzw. visuell
durch Farbumschlag nach gelb des im Kulturmedium enthaltenen Indikators Phenolrot). Die
Stammldsungen der Testsubstanzen wurden in DMSO zu 50 mM bzw. fur Catechol-O-B-D-
glucuronid 9 und Phenol-O-B-D-glucuronid 29 zu 100 mM hergestellt. Nach 1:10 Verdinnung mit
Kulturmedium wurden 4 ul der Testsubstanzen zu 400 pl des Zelliberstands gegeben. Im Falle von
Inhibierungsexperimenten wurden an dieser Stelle zusatzlich 8 pl einer b-Saccharolacton-L6sung
(500 uM in DMSO 5%) zum Versuchsansatz gegeben (cen¢=10 uM). Dieser Zelliberstand wurde
mit den Testsubstanzen (Ceng immer 50 uM, aulRer fiir 9 und 29 100 pM) tber einen Zeitraum von 0O,
2, 4, 6 und 8 h bei 37 °C inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen und Proteine zu fallen wurden
400 pl eiskalter Methanol zugegeben, fir 10 min bei 4 °C geschittelt und danach 10 min bei

14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde (iber einen Spritzenvorsatzfilter in ein
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HPLC-Vial filtriert und an der analytischen HPLC vermessen (siehe 4.4.2.) Die Bestimmung der
Dekonjugation durch B-Glucuronidase aus dem Zelliiberstand erfolgte immer in Duplikaten und in
drei unabhangigen Experimenten mit unterschiedlichen Zellpassagen.

4.4.1.5 Boviner B-Glucuronidase Assay

Ein Natriumacetatpuffer (2 M, pH=4,7) wurde hergestellt, mit Essigsdure auf den genauen pH-Wert
eingestellt und sterilfiltriert. Bovine B-Glucuronidase wurde in diesem Natriumacetatpuffer zu
10100 U/ml geldst. Nach einer 1:50 Verdinnung im Natriumacetatpuffer wurden 4 pl der Enzym-
Pufferldsung zu 400 pl Natriumacetatpuffer pipettiert (Ceng=20,2 U/ml), welcher weiter mit 4 pl
Testsubstanz (c.ng= 50 pM) versetzt wurde. Die Reaktionsmischung wurde im Inkubator bei 37 °C
Uber einen Zeitraum von 0, 2, 4, 6 und 8 h inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 400 pl
eiskaltem Methanol gestoppt. Weiter wurde analog zu 4.4.1.4 verfahren. Die Bestimmung der
Dekonjugation durch bovine B-Glucuronidase erfolgte immer in Duplikaten und in drei
unabhangigen Experimenten mit unterschiedlichen Zellpassagen.

4.4.2 HPLC-Methoden

Folgende Gerateparameter (Tab. 34) und folgende Gradienten (Tab. 35) wurden fir die Analyse
der Zelluberstande hinsichtlich Dekonjugation durch 8-Glucuronidase und fir die Stabilitatskontrolle
verwendet. Der Gradient DG1 diente zur Analyse von 24, 26 und 27, der Gradient DG2 fur 18 und
19, der Gradient DG3 fur 20-23 und 25, der Gradient DG4 fir 9 und 29 sowie der Gradient DGS5 fur
1b (DG1-DG5 in Tab. 35). Jeder Gradient wurde mit einem Waschschritt (5 min 100% B) und einer
anschliel3enden Equilibrierungsphase (5 min Anfangsbedingungen) beendet.
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Tab. 34 Gewahlte Gerateparameter der analytischen HPLC fir die Untersuchung der Zelliberstande und
korrespondierenden Stabilitatskontrollen.

Parameter Spezifikation Hersteller

Saule Hibar®RT 250-4 cartridge with Merck, Darmstadt, Deutschland
Purospher®Star-RP-18e (5 pm)

Vorsaule Purosher®Star RP-8e (5 um) Merck, Darmstadt, Deutschland

Injektionsvolumen 20

Ofentemperatur 20 °C

Autosampler-temperatur 10 °C

Detektionswellenlange 315 nm (18), 370 nm (19), 366 nm (20-22),
348 nm (23), 333 nm (24), 336 nm (25),
276 nm (26), 273 nm (27), 289 nm (1b),
259 nm (28), 264 nm (29) und 272 nm (9)

FlieRmittel A 0,1% Ameisensaure in Wasser

FlieRmittel B 95% Acetonitril in Wasser

Tab. 35 Ubersicht der Gradienten DG1-5 der Analyse der Zelliiberstiande, Stabilitatskontrollen und Reinheitspriifungen;
G: Gradient, A/B: FlieBmittelzusammensetzung (V/V), t: Zeit (min), flow (ml/min).

G t A/B flow
DG1 0-17 70/30—39/61 1,00
DG2 0-17 90/10—55/45 1,00
DG3 0-17 90/10—45/55 1,00
DG4 0-17 95/5—70/30 1,00
DG5 0-17 80/20—40/60 1,00

4.4.3 Reinheitsbestimmung der Testverbindungen

Die im Deglucuronidierungsassay getesteten Substanzen 1b, 9 und 20-22 sind synthetisierte
Polyphenol-glucuronide und wurden auf ihre Reinheit mittels HPLC-DAD analysiert (Knuth 2013;
Biicherl 2014; Untergehrer et al. 2015). Auch die isolierte Verbindung 19, welche von Frau Prof. Dr.
Irmgard Merfort (Lehrstuhl flr Pharmazeutische Biologie, Universitat Freiburg) freundlicherweise
zur Verfigung gestellt wurde, und Verbindung 12 welche im ICAM-1 Assay getestet wurde, wurden

auf ihre Reinheit Uberpruft. Hierfir wurden die Substanzen aus ihren 50 mM (100 mM fir 9 und 12)
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Stammldsungen in DMSO je zu 50 uM (100 uM fir 9 und 12) in 0,1% Ameisensaure in Wasser/
Acetonitril 95% (50/:50, V/V) verdinnt und mit dem Gradienten DG5 fur 1b, DG4 fur 9, DG2 fur 12
und 19 und DG3 fir 20-22 analysiert (alle Tab. 35). Fir alle verwendeten Testsubstanzen konnte
unter diesen Bedingungen eine Reinheit von = 95% bestatigt werden. Die genauen Angaben zur
Reinheit sind Tab. 38, S.141 zu entnehmen. Die wahrend einer Bachelorarbeit synthetisierten
Verbindungen 12 und 1b wurden zusétzlich hinsichtlich ihrer Reinheit und Identitat mittels *H NMR
(12) bzw. *H und **C NMR (1b) und ESI-MS (12 mM/Zey,. 188,9873 [M-HI, M/Zeoretiscn 188,9863 [M-
H]; 1b m/zeyp,. 447,0941 [M-H], M/Zpeoretisch 447,0927 [M-H]) untersucht. Die NMR Daten der
Verbindungen 12 und 1b sind in 8.3.2, S.184 bzw. 0, S.185 abgebildet und wurden mit der

Software Topspin 2.1 (Bruker) ausgewertet.

4.4.4 Durchflusszytometrie

Zur Ermittlung der ICAM-1 Expression der Zellen wurden die Analysen mittels FACS (Fluorescence
Activated Cell Sorting) vermessen. Es erfolgte eine durchflusszytometrische Auftrennung der Zellen
und der Zellfragmente nach GrofRe (Vorwartsstreulicht, FSC) und Granularitat (Seitenstreulicht,
SSC). Durch den an das Oberflachenprotein ICAM-1 der intakten Zellpopulation gebundenen,
fluoreszenzmarkierten Antikorper wurde die ICAM-1 Expression als Fluoreszenzintensitét
bestimmt. Pro Well wurden 5000 Zellen per FACS analysiert. Die entsprechenden
Gerateeinstellungen sind in Tab. 36 wiedergegeben. Nachdem die Daten mit der Software Cell
Quest Pro (Becton Dickinson) prozessiert wurden, erfolgte eine Auswertung der Fluoreszenz mit
der Software WinMDI 2.9 (Windows Multiple Documents Interface for Flow Cytometry). Hierbei
wurde die auszuwertende Zellpopulation im Densityplot ein weiteres Mal festgelegt. Der Mittelwert
der Fluoreszenzintensitat der unbehandelten aber mit TNFa stimulierten Zellen wurden als 100%
Wert gewahlt, alle anderen Ergebnisse als prozentuale ICAM-1 Expression auf diesen Wert

bezogen.
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Tab. 36 Gewahlte Gerateeinstellungen des FACS.

Parameter Einstellung
Fluss 60 pl/min
Anregungswellenlénge 495 nm
Emissionswellenlange 519 nm
FSC 0,1V

SSC 320V
Spannung FL1 500 V

4.4.5 In silico Analysen

Alle in silico Analysen wurden am Lehrstuhl fir Pharmazeutische/Medizinische Chemie Il der
Universitat Regensburg von Frau PD Dr. Andrea Strasser und Herrn Dr. Hans-Joachim Wittmann
durchgefuihrt. Die experimentell verwendeten Methoden des Modellings der humanen -
Glucuronidase sowie der Molekulardynamik-Simulationen sind der Literatur (Untergehrer et al.

2015) zu entnehmen.

4.4.6 Statistik

Die Ergebnisse wurden als MW + StabW angegeben und beziehen sich auf den Mittelwert der
Flachen zum Zeitpunkt t=0, welche als 100% gesetzt wurden. Es wurden wenigstens drei
unabhangige Experimente in Duplikaten durchgefiihrt, und die statistische Auswertung erfolgte mit
Hilfe der GraphPad Prism 4 Software (GraphPad Software Inc.). Die Daten der Versuche mit -
Glucuronidase wurden entweder einer zweifachen ANOVA gefolgt von einem Bonferroni Posttest
oder einer einfachen ANOVA mit Dunnetts Posttest unterzogen. Die Daten des ICAM-1 Assays
wurden Uber eine einfache ANOVA mit Dunnetts Posttest ausgewertet (Signifikanzlevel: *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001).
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4.4.7 Gerate und Chemikalien

Die im Kapitel ,in vitro und in silico Analysen zu polyphenolischen Phase-lI-Metaboliten®

verwendeten Geréte und Chemikalien sind in Tab. 37 und Tab. 38 zusammengefasst.

Tab. 37 Auflistung der verwendeten Gerate und Materialien im Kapitel 4.

Bezeichnung Modell Hersteller
Analysenwaage R 160 P Sartorius, Gottingen, Deutschland
Autoklaven Melag Autoklav 23 Melag Medizintechnik, Berlin,
Deutschland
Varioklav 500 HP Medizintechnik,

Durchflusszytometer

Einmalspritzen (sterile)

FACS Rohrchen

HPLC-DAD, analytisch

HPLC-DAD-MS, analytisch

HPLC-Vial

HPLC-Vial Insert

Inkubator

Kulturflaschen

Massenspektrometer

NMR

Oberschalenwaage

Becton Dickinson Facscalibur™,
Software: CellQuestPro

Norm-Ject, Tuberculin, 1 ml

5 ml Polystyren Round Bottom Tube

Elite LaChrom, Autosampler L2200,
Pumpe L2130, Saulenofen L2350,
Dioden-Array-Detektor L2444;

Software: EZChrom Elite 3.1.7
Agilent, Binary Pump G4220A, HiP
Sampler G4226A, Column Comp.
G1316C, DAD G4212A,

11 mm CrimpSnap-Vial, braun, 2 ml

Micro Insert, 300 pl, I=30 mm,
=6 mm, fur 11 mm Snap Crimp-Vial

AutoFlow IR Direct Heat, NU-5500 E
T=37 °C, CO,=5%

25/75 cm?

Agilent MS Q-TOF 6540 UHD,
lonenquelle: AJS ESI G6540A

Avance 300
Avance 111 600 kryo

MC 1, Laboratory LC 6200 S

Oberschleifheim, Deutschland

Becton Dickinson, Franklin, USA

Henke Sass Wolf, Tuttlingen,
Deutschland

Becton Dickinson, Franklin, USA

Hitachi, Tokio, Japan; Vertrieb:
VWR, Darmstadt, Deutschland

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Wicom, Heppenheim, Deutschland
Wicom, Heppenheim, Deutschland

Integra Biosciences GmbH,
Fernwald, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Bruker Corporation, Billerica, MA,
USA

Sartorius, Gottingen, Deutschland
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Fortsetzuna Tab. 37.

Bezeichnung

Modell

Hersteller

Pasteurpipetten

pH-Meter

Pipetten

Pipetten, serologische

Pipettenspitzen

Reaktionsgefard

ReaktionsgeféaR-Zentrifuge

Reinstwasseranlage
Schuttler
Spritzenvorsatzfilter

Thoma-Zahlkammer, Neubauer
Improved

Ultraschallbad

Vial-Verschlusskappe

Wasserbad

Werkbank, steril

Zellkulturtestplatte

Zentrifuge

Zentrifugenréhrchen

230 mm

inoLab pH Level 1, Elektrode SenTix
Mic

2,5 Research (0,1-2,5 pl)

10 Reference (2,5-10 pl)

100 Reference (10-100 pl)
1000 Reference (100-1000 pl)

5, 10, 25 ml, steril

0,5 ul, 10 pl
100 pl, 1000 pl

Eppendorf Tubes 3810X, 1,5 ml

Jouan BR4i multifunction centrifuge

Astacus LS
Vortex mixer VV3
Perfect-Flow RC membrane (0,2 um)

0,100 mm Tiefe, 0,0025 m*
Ultrasonic cleaner

PP Schnappkappe, blau, fur 11 mm
Snap Crimp-Vial, mit Teflon/Silikon-
Septum

WB 22

HeraSafe KS

24-well Platte

Heraeus Megafuge 1.0 R Sepatech

15/50 ml, steril fir die Zellkultur

VWR, Darmstadt, Deutschland

WTW, Weilheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Kinesis, Lengenfeld, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Thermo Electron Corporation,
Waltham, USA

MembraPure, Berlin, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland
Wicom, Heppenheim, Deutschland

LO-Laboroptik, Lancing, UK

VWR, Darmstadt, Deutschland

Wicom, Heppenheim, Deutschland

Memmert, Schwabach,
Deutschland

Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland
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Tab. 38 Auflistung der verwendeten Referenzsubstanzen und Chemikalien im Kapitel 4.

Bezeichnung

Spezifizierung

Hersteller

4-Methylumbelliferyl-O-B-D-
glucuronid (18)

Aceton-dg

Acetonitril LiChrosolv®

Ameisensaure
Antibiotika fur (ECGM)

Apigenin-7-O-B-D-glucuronid (25)

Baicalin (26)

Catechol-sulfat (12)

Catechol-O-B-D-glucuronid (9)

DMSO

DMSO-dg

D-Saccharolacton
(p-saccharic acid 1,4-lactone)

Endothelial Cell Growth Medium
(ECGM)

Essigsaure

Fetales Kéalberserum (FKS)
FITC-markierter Antikbrper (ICAM-
1)

Formaldehydldsung

Genistein-7-O-B-D-glucuronid (28)

Insulin, rekombinant, human

Kampferol-3-O-8-D-glucuronid (22)

> 98% (HPLC)

= 99,8%

Reag. Ph. Eur., gradient grade for
liquid chromatography

98-99%, p.A.

3,5 ml

> 95% (HPLC)

> 99% (HPLC)

> 99% (HPLC)

> 97% (HPLC)

p.A., 99%
> 99,8%

Monohydrat, = 98% (HPLC)

500 ml

Eisessig 99%

FKS Superior, hitzeinaktiviert
FITC-markierter Mausantikorper
(Fluorescein-Isothiocyanat) 1IgG1
gegen CD54 (ICAM-1)

Formaldehydldsung 10%,
phosphatgepuffert

> 95% (HPLC)

= 27,5 U/mg

> 97% (HPLC)

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Deuterio GmbH, Kastellaun,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Provitro, Berlin, Deutschland

Phytolab GmbH & Co. KG,
Vestenbergsgreuth, Deutschland

Extrasynthese, Lyon, Frankreich

Synthetisiert im Rahmen einer
Bachelorarbeit von S. Pitzl

Synthetisiert im Rahmen einer
Doktorarbeit (Knuth 2013)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Deuterio GmbH, Kastellaun,
Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Provitro, Berlin, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Biozol, Eching, Deutschland

Applichem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Extrasynthese, Lyon, Frankreich

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Synthetisiert im Rahmen einer
Doktorarbeit (Blicherl 2014)
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Fortsetzung Tab. 38.

Bezeichnung

Spezifizierung

Hersteller

Kampferol-4’-O-B-D-glucuronid
(20)
Kémpferol-7-O-B-D-glucuronid (21)

Kollagen G

L-Glutamat

Luteolin-7-O-B-D-glucuronid (23)
M199

Methanol LiChrosolv®
Naringenin-7-O--D-glucuronid
(1b)

Natriumacetat

Natriumpyruvat

Nicht essentielle Aminosauren

Parthenolid

PBS

Phenyl-O-B-D-glucuronid (29)

Quercetin-3-O-B-D-glucuronid (19)

RPMI 1640

Scutellarein-7-O-B-D-glucuronid
(24)
Supplement Mix fur ECGM

Trypanblau

Trypsin/EDTA

= 97% (HPLC)

2 98% (HPLC)

Kollagen G aus bovinem
Kéalberserum 4 mg/ml

200 mM

> 95% (HPLC)
Medium 199
Reag. Ph. Eur., gradient grade for

liquid chromatography
> 95% (HPLC)

p.A., wasserfrei, = 99,0%

100 mM

(100x)

297%

Dulbebecco’s phosphate buffered
saline

> 99% (HPLC)

> 95,0% (HPLC)

2,0 g/l NaHCOg;, ohne Glutamat,
low endotoxin

> 95% (HPLC)

23,5 ml

37%

Trypsin/EDTA Solution
0,5%/0,2% in 10x PBS

Synthetisiert im Rahmen einer
Doktorarbeit (Blicherl 2014)

Synthetisiert im Rahmen einer
Doktorarbeit (Buicherl 2014)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Phytolab GmbH & Co. KG,
Vestenbergsgreuth, Deutschland

PAN Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Synthetisiert im Rahmen einer
Bachelorarbeit von S. Pitzl

Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Calbiochem, Bad Soden,
Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Zur Verfligung gestellt von Fr.
Prof. Dr. I. Merfort (Universitat
Freiburg)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Phytolab GmbH & Co. KG,
Vestenbergsgreuth, Deutschland
Provitro, Berlin, Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
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Fortsetzuna Tab. 38.

Bezeichnung

Spezifizierung

Hersteller

Tumor Nekrose Faktor-alpha
(TNFa)

Wogonin-7-O-8-D-glucuronid (26)

B-Glucuronidase

2 97%, rekombinant, human, E.
coli

> 95% (HPLC)

Type B-10, aus boviner Leber,
10100 U/mg

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Phytolab GmbH & Co. KG,
Vestenbergsgreuth, Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die anti-inflammatorische Wirkung der Weidenrinde wird Uber das Zusammenspiel vieler
Inhaltsstoffe und Inhaltsstoffgruppen erklart. Neben dem aus den Salicylalkoholderivaten
entstehenden Salicin, welches in vivo zur Salicylsdure metabolisiert wird, tragen die Flavonoide
und auch die Gerbstoffe zur Wirkung bei. Die Bedeutung des aus der 1-Hydroxy-6-oxo-2-
cyclohexen-1-carbonyl Untereinheit einiger Salicylalkoholderivate entstehenden in vitro anti-
inflammatorisch aktiven Catechols wurde krzlich als weiteres wirksames Prinzip der Weidenrinde
beschrieben (Knuth et al. 2013). Auch fur die Flavanon-aglyka Naringenin und Eriodictyol, welche
in der Droge glucosidisch gebunden vorkommen, konnte in vitro eine anti-inflammatorische
Wirkung gezeigt werden (Bodet et al. 2008; Freischmidt et al. 2012).

Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Gehaltsbestimmungsmethoden zur Erfassung des
Gesamt-catechol- und des Gesamt-flavanon-gehalts entwickelt. Die Bestimmung der HCC-
Untereinheit und des genuin enthaltenen Catechols als Gesamt-catechol konnte durch eine
enzymatische Esterhydrolyse und anschlieBende Oxidation durch Luftsauerstoff erreicht werden.
Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC-DAD Analyse. Der Hauptvertreter der
Salicylalkoholderivate und gleichzeitig die Vorstufe des Catechols und Salicins, das Salicortin,
wurde als Standardsubstanz verwendet. Neben weiteren Validierungsparametern dienten die
Wiederfindungen des entstehenden Salicins und Catechols sowie die Stabilitit des bereits im
genuinen Extrakt enthaltenen Catechols, als Kontrolle. Es konnte in dem fur die Etablierung und
Validierung verwendeten Weidenrindenextrakt ein Gesamt-catecholgehalt von 3,33% bestimmt

werden.

Die simultane Quantifizierung von Flavanon-glucosiden, Chalkon-glucosiden sowie von
cumaroylierten Flavanon-glucosiden basierte auf der von Freischmidt (2011) entwickelten Methode,
welche um die Bestimmung der Eriodictyolderivate erweitert wurde. Durch die kombinierte saure
Hydrolyse mit nachfolgendem enzymatischen B-Glucosidase-Verdau konnten unter Entwicklung
eines geeigneten HPLC-DAD Gradienten die oben genannten Verbindungen als Naringenin und
Eriodictyol quantifiziert werden. Fur den STW-Weidenrindenextrakt lie3 sich so ein Flavanon-
gesamtgehalt von 8,66% ermitteln, welcher sich aus 8,12% Gesamt-naringenin und 0,54%
Gesamt-eriodictyol zusammensetzte. Mit den beiden in der vorliegenden Arbeit entwickelten und
validierten Gehaltsbestimmungsmethoden kdnnen nun neben den Salicylalkoholderivaten, welche

nach der Arzneibuchmethode als Salicin quantifiziert werden, mit den Flavanonen und den
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potentiell Catechol-liefernden Strukturen zwei weitere Inhaltsstoffgruppen quantifiziert werden,
welche zur Wirksamkeit der Weidenrinde beitragen kénnen.

Die mit Weidenrinde verabreichten polyphenolischen Verbindungen, besonders die Flavanon-
glucoside, wurden hinsichtlich ihrer Metabolisierung im Gegensatz zur Metabolisierung des Salicins
und der HCC-Untereinheit, noch nicht untersucht. Deshalb war ein Ziel der Arbeit auch die
Identifizierung polyphenolischer Metaboliten in humanem Serum zu realisieren. Im Rahmen einer
klinischen Studie wurde einer Gruppe von zehn gesunden Probanden am Priftag die
Tagesmaximaldosis eines Weidenrindenpraparats (Optovit® ActiFLEX) verabreicht. Es erfolgten 11
Blutentnahmen (Blutentnahme nlichtern bis 24 h nach Applikation). Zwei der zehn Probanden
nahmen keinen Extrakt ein und dienten als Kontroll-gruppe. Ab 19 h vor Applikation wurde eine
strenge polyphenolfreie Diat eingehalten. Am Priftag nahmen die Probanden an standardisierten
polyphenolfreien Mahlzeiten teil. Nach qualitativer und quantitativer Untersuchung der
Prufmedikation hinsichtlich polyphenolischer Inhaltsstoffe wurde eine Datenbank tber mdgliche

Phase-lI-Metaboliten der Inhaltstoffe erstellt.

Mittels HPLC-MS und HPLC-MS/MS Analyse der Serumproben sowie Abgleich mit der Datenbank
und Vergleich mit Referenzsubstanzen nach enzymatischer Aufarbeitung mit 8-Glucuronidase und
Sulfatase einiger Analysen, konnten 17 Metaboliten identifiziert werden. Darunter waren acht
Uberwiegend sulfatierte als auch glucuronidierte neben gemischten glucuronidiert-sulfatierten
Flavonoid Phase-lI-Metaboliten. Die Massen einzelner Metaboliten wurden teils zu mehreren
Retentionszeiten detektiert. Eine Verbindung konnte als Naringenin-7-O--D-glucuronid bestatigt
werden. Des Weiteren konnten zwei mogliche Ringspaltprodukte der Flavonoide ermittelt werden.
Die bereits fiir Salicylalkoholderivate bekannten Metaboliten Salicylsaure, Salicylursaure, Catechol-
sulfat und -glucuronid konnten ebenfalls detektiert werden und waren nur geringfigigen
interindividuellen Schwankungen unterlegen. Ebenso waren Phase-lI-Metaboliten des Saligenins
und der Salicylsdure im Serum prasent, welche bisher noch nicht beschrieben wurden. Eine
differenzierte Analyse der einzelnen Probanden zu den einzelnen Zeitpunkten ergab, dass das
Vorkommen aller entstehenden Phase-lI-Metaboliten der Flavonoide starken interindividuellen
Schwankungen unterlag. Sie waren bereits nach 0,5 h im Serum detektierbar, jedoch sanken sie
maximal 8 h nach Applikation der Prifmedikation wieder unter das Detektionslimit. Aufgrund der
ermittelten t,.x Werte von 0,5-2 h fiir die Phase-II-Metabolite der Flavonoide ist eine Resorption im
oberen GIT wahrscheinlich. Zudem konnten Unterschiede in der Geschwindigkeit der Entstehung
der einzelnen Metaboliten beobachtet werden. So hatten z.B. die einfach konjugierten nach 0,5-1 h,

die zweifach konjugierten erst nach 2 h ihr t,. erreicht. Die potenziellen Ringspaltprodukte waren
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ebenfalls nach 0,5 h detektierbar. Dies spricht gegen einen Ursprung aus der mikrobiellen
Flavonoid-metabolisierung des Kolons. Jedoch waren sie bis zu 24 h im Serum prasent, was im
hinteren Zeitverlauf flr eine Entstehung durch die Metabolisierung im Kolon sprechen wirde. Die
hier durchgefihrte Identifizierung der in vivo entstandenen polyphenolischen Metaboliten liefert
einen Uberblick Uiber die relevanten humanen Phase-II-Metaboliten und kann so einen Beitrag zur
Aufklarung des wirksamen Prinzips der Weidenrinde leisten.

Die Tatsache, dass im Gegensatz zur Salicylsdure kein freies, in vitro aktives Catechol oder freie
Flavonoide oder Ringspaltprodukte im Serum humaner Probanden detektiert wurden, war Anlass
fur in vitro Testungen mit Phase-1I-Metaboliten. Die Diskrepanz fir die pharmakologische Aktivitat
der in vivo ermittelten polyphenolischen Phase-II-Metaboliten, welche meist im in vitro Modell
»inaktiv' sind und ihrer ,aktiven* korrespondierenden Aglyka, wird tber eine in vivo Dekonjugation
durch B-Glucuronidase erklart. Auch im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Inaktivitat in vitro von
zwei im anti-inflammatorischen ICAM-1 Assay getesteten Phase-lI-Metaboliten (Naringenin-7-O-f3-
D-glucuronid und Catechol-sulfat) beobachtet werden. Die Entwicklung eines Dekonjugations-
Testsystems an fur im Entzindungsgeschehen wichtige Monozyten wurde mit Hilfe einer
monozytischen humanen Zellline realisiert. Diese Zellline besitzt konstitutive B-Glucuronidase
Aktivitat, welche durch einen spezifischen Inhibitor unterdriickt werden konnte. Das Testsystem mit
anschlielender HPLC-DAD Analyse wurde verwendet um das Dekonjugationsverhalten von 14
Polyphenol-glucuroniden zu untersuchen. Im Gegensatz zu der postulierten breiten
Substratspezifitat der B-Glucuronidase konnte gezeigt werden, dass das Enzym gegeniber
bestimmten Polyphenolen eine Substratspezifitat besitzt. So war die Glucuronidierungsposition der
Kampferol-glucuronide ausschlaggebend fiir eine Dekonjugation. Auch ein Einfluss der
Doppelbindung zwischen C2 und C3 von 7-O-Glucuroniden konnte gezeigt werden. Der
Hydroxylierungsgrad des B-Rings scheint dagegen keinen Einfluss auf die Spaltung durch g-
Glucuronidase zu haben. Die Ergebnisse des in vitro Testsystems wurden von in silico Analysen
begleitet, welche teilweise kongruent waren. Desweiteren lieferten die in silico Analysen
Informationen zur Bindungsweise der Flavonoid-glucuronide am Enzym. Es konnte gezeigt werden,
dass die Glucuronséaure-Untereinheit in der Haupttasche des Enzyms bindet, die x-O-Glucuronide
aber verschiedene Seitentaschen belegen. Deshalb kann postuliert werden, dass der
Ubergangszustand des Enzym-Substrat-Komplexes von der Substratstruktur abhangig ist und die

Geschwindigkeit der Dekonjugation beeinflusst.

Das komplexe Zusammenspiel der Metabolisierung von Polyphenolen und der in vivo

Dekonjugation am Entziindungsort ist von vielen Faktoren abhéangig und noch nicht aufgeklart. Die
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vorliegende Arbeit liefert durch die Identifizierung der relevanten polyphenolischen Phase-II-
Metaboliten aus Salix und der gleichzeitigen Ermittlung potentiell aktiver Substanzen hierzu einen
Beitrag. Die Ergebnisse sind nicht nur fur die in vivo Metabolisierung und Wirksamkeit der
polyphenolischen Inhaltsstoffe der Weidenrinde von Bedeutung, sondern ebenfalls flr
flavonoidhaltige Drogen oder Nahrungsmittel wertvoll.
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

UM Mikromolar

um Mikrometer

2-HCH 2-Hydroxy-3-cyclohexenon

6-HCH 6-Hydroxy-2-cyclohexenon

Abb. Abbildung

AJS Agilent Jet Stream

ANOVA Analysis of Variance (Varianzanalyse)
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AUC Area Under the serum concentration Curve
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BfArM Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte
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COMT Catechol-O-Methyltransferase
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d Duplett
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8.1 EIC und MS Spektren

Die Bezifferung der gezeigten extrahierten ESI-lonenchromatogramme (ESI-EIC) und die

zugehdrigen MS Spektren beziehen sich auf Tab. 18 und Tab. 19.
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8 4140880 \A(M'H)-
1
05

3| a5jess 4237669 2a Zoom des MS-Spektl’umS von m/z 463,0882 [M-H]-, RT: 7,72 min

L “LJL] I“A..J‘Al JJ bl L1

42 41s 416 4i8 ado 432 ads 4d6 ads 4l ad 4M 4ds 4d a0 b2 454 456 458 46D 462 464 488 468 4N0 472 474 4¥6 478 480 4d) 4d: 4d5 488

Ly ‘.‘,\unJ.Lu |1 ‘MJL‘.‘J‘.M L. ‘I‘lAlu‘
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ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

-ES1 Scan (5,609-9,687 min, 15 Scans) Frag=120.0V narin_p4_2d Subiract

203.0026

34,1999

3931565
L

2b MS-Spektrum von m/z 463,0882 [M-H]'; RT: 9,64 min

5432807

63,0889
X 3392546

9992150

1075 1100 1125 1150 1175 12D

55 550 57

-ES1 Scan (5,608-9,687 min, 15 Scans) Frag=120,0V narin_p4_2d Subiract

i

2b Zoom des MS-Spektrums vorlmngggz 463,0882 [M-HJ]’; RT: 9,64 min

2470933
4850678

%10 |-ESI Sean (9.971-10,093 min, 23 Scans) Frag=120,0V narin_p4_2.d Subtract

3 1870073

25

2

15

1

05 4131868

o] 1079507 1ss0718 R 3371426 L 4630884 5041736 8454051

T 1o 1% 1% 1 2% 0 3% %o s &5 & 5 s 535 s o &35 sho efs

10+ |-E51 Scan (8.971-10.093 min, 23 Scans) Frag=120.0V narin_p# 2.6 Subtract

3371426 3449978
I i

2¢ Zgom des MS-Spektrums von m/z 463,0882 [M-H]; RT: 10,00 min

5041736

4630884

428,1972 i

4952291

R

L 45 & 455 55 520

g5 g s 4

425 435 a4
Counis vs. Mass-to-Charge (miz)

-ESI EIC(527.0501) Scan Frag=120.0V narin_p4_2.d

3 ESI-EIC von m/z 527,0501 [M-H]

725,44
8367

361130
9,392

§ 95 10 108 T 15 12 135 13 135 1z 145 15 155 15 185 17 175 18 185 1
Counts vs. Acauisition Time (i)

%103 |-ES| Scan (8.345-8.451 min, 20 Scans) Frag=120,0 narin_p4_2.d Subtract

172.5320

. 4458 |

3311341

3a MS-Spektrum von m/z 527,0501 [M-H]'; RT: 8,36 min

527.0501 8623955

1o 135 150 175 25 3o 35 o afs

4f5 slo 535 550 505 5 750 7i5 ado &k sk &ls

Counis vs. Mass-to-Charge

-ESI Scan (9,386-9.442 min, 11 Scans) Frag=120.0V narin_pé_2d Subtract

212,0028

3b MS-Spektrum von m/z 527,0501 [M-H]’; RT: 9,40 min

898.5000 80,0162

170

435 450 475 S00 525 50 515 60

075 1100 1125 1150 1175 1200
Counts v




ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

x10%

e s e 3b Zoom des MS-Spektrums von m/z 527,0501 [M-H]; RT: 9,40 min
\ 5572840
527.0502
456,9968 ‘ s7 1721 STAI0
g1l ‘\ | iy PR ST WY P £ DV TFII | RS P J\, P T P N N |
5 40 485 a0 475 4D 450 45 00 505 50 55 50 55 S 3 555 560 585 50 505 580 585 EETGE
Counts vs. Mass-to-Charge (m'z)
-ESI EIC{545,0606) Scan Frag=120,0V rarin_pé 2.¢ -
] T s 4 ESI-EIC von m/z 545,0606 [M-H]
301454
5077
05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 05 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18 185 19 195 20 205 21 215 22 25 23 235
Counts vs. Acquisition Time (mir)
-ESI Scan (9.759-8,848 min, 17 Scans) Frag=120.0 narin_p4_2d Subiract 4 MS'SpektrUm von m/z 545,0606 [M'H]_, RT: 9,79 min
447,092

187.0074
3721128

2489731
s Ll

158.1030
el

T~

545.0623
PR

895,1939

4690755

L

o 335 3o afs

5 180 175

[ 3310310 \.\ L 15157

8331409 980.0163 1031 1086

435 450 475 s 535 58 25 75 1100 1125 1150 1175 1200 '

10+ [-ESI EIC(351.0180) Scan Frag=120.0V prob_2_1 ¢ N
ot .. 5ESI-EIC von m/z 351,0180 [M-H] .
3
25
2
15 11285
1
o8 6800
R A
05 1 5 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 85 10 05 11 115 12 125 13 135 14 45 15 185 16 165 17 175 18 185 19 195 20 205 21 215 2 25 23 245
Counts vs. Acauisition Time (mir)
10 |-ES1 Scan (11.246-11412 min, 31 Scens) Frag=120.0V preb_2_1.4 Subract -, K .
s 5a MS-Spektrum von m/z 351,0180 [M-H]; RT: 11,29 min
2430335
3%7.0132
2881918 wms 9800165
" 210252 173008 22107 | mioa L X b ‘J‘ | 5243388 m"‘:m wgsosf“-‘l‘m 1785020
R T 225 230 275 300 35 ;0 5 450 475 500 65 550 sl &is 0 &5 S0 85 950 00 1025 1050 1075 1100 1125 1150 o

x104

104

65 650 615
5 vs. Mass-to-Charge

-ES| Scan (11.246-11.412 min, 31 Scans) Frag=120.0V prob_2_1.d Subtract

5a Zoom des MS-Spektrums von m/z 351,0180 [M-H]’; RT: 11,29 min

3510184 3670132

061511
. 210438 29,1967 B ) . ) e L]y wsaeer aegess . .
3is #5035 M0 s S ] 4o 45 4 45 435 450
vs. Mass-to-Charge (miz)
-ESI Scan (11.657-11.752 min, 18 Scans) Frag=120.0V prob_2_1.d Subiract 5b MS'SpektrUm von m/z 351.0180 [M_H]- RT: 11.69 min
' ’ . '
2671244
12,9852 Tezoeee
2130230
o108 528.2641
295,087 5502459 7
1329820 3851694 4312286 980,017
i ‘u‘{ b bl i o1 e JSBEEL L EReEE e L
7 o 15 150 25 250 2/5 30 35 /O IS 0 5 )75 1100 1125 1150 1175 1200

65 650 675
vs. Mass-to-Charge
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ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

mﬁ; -ES1 EIC(365,0286) Scan Frag=120,0V narin_p4_2.d . 6 ESI-EIC von m/z 369,0286 [M-H]_
.

3

25

2

15

1

5 2;1;351

o5 1 5 3 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 &5 § 9 w5 11 o1ls 12 15 13 135 14 1ds 15 185 16 165 17 175 13 185 1% 195 20 205 21 215 2 225 A 2ds
Counts vs. fcquisitien Time (min)
103 |-ES1 Sean (8.545-8.601 min, 11 Seans) Frag=120.0¥ narin_p4_2.d Subtract 6 MS-Spektrum von m/z 369.0286 [M_H]- RT: 8.57 min
’ ’ - O,

12 202,003

16

14

12

1

369,0291 -
248.57R 439.1251 5152710 SEOT g1,1005 967.9662

25 20 25 w0 5 B

5 450 475 500 525 S50 575

975 1000 1025 1050 1075 1100 1125 1150 1175 1200

625 650 675 a5 g0 g5

Mass-to-Charge

Count

10 [-ESIEIC(367.0129) Scan Frag=120.0V narin_p4_2.¢ N
' e 7 ESI-EIC von m/z 367,0129 [M-H]
3
25
2
15
1
05
05 1 15 2 25 & 35 i 45 5 55 & 65 7 75 & 85 % 105 T 15 12 145 13 135 12 145 15 155 1s 165 17 175 18 185 19 21 215 2 25 23 2i5
Counts vs. Acquisition Time (min)
104 [-ESI Scan (11,£51-11,529 min, 15 Scans) Frag=1200V 2.4 Subiract " . i
Y i 138 PreemZ0 QU et ph 2 St mm? MS-Spektrum von m/z 367,0129 [M-H]’; RT: 11,48 min
5 ;
25
2 \ .
- 3670133 5392503
. 2231820
185,135 , 980,013
05 112.9860 1243.0883 98 9647 323, 1628 2712432 608.3132 6743219
. ) 2 431,282 471 S - 7 .
. O 0 T A Y o > e bl B TRzl 805,966 B 11675200
s 15 180 175 35 250 275 3 475 65 650 675 %5 750 715 800 075 1100 1125 1150 1175 1200
Mass-to-Charge
10 |-ESIE1C(283.0078) Scan Frag=120.0v narin_p4_ 2.6 .
- 8 ESI-EIC von m/z 383,0078 [M-H]
12 10043
1
o T . as
o5 1 15 2 25 4 35 i 25 & 55 6 85 U 75 & &5 ¢ g 135 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18 185 19 185 20 205 21 A5 2 235 23 25
vs. Acquisiticn Time (min)
10 % [-ES1 Scan (10,021-10.177 min. 28 Scans) Frag=120.0V narin_p4_2.d Subiract 8 MS-Spektrum von m/z 383.0078 [M_H]- RT: 10.04 min
;s 187.0075 p ! ! ) !
5
3 413,648
2
1 231,003
N gy 1| ‘“M‘Z“fm 27,143 54165 sgoesp 6493650 698367 e454059 8894318 s800165
"o 125 150 175 200 25 250 275 300 325 B0 5 500 55 550 505 5 650 675 75 750 75 800 825 850 875 75 75 1100 1125 1150 1175 120
Counts vs. Mass-to-Charge (m
%104 [-ES1 Scan (10,021-10,177 min. 29 Scans) Frag=120,0 narin_p4_2d Subtract 8 Zoom des MS-SpektrumS von m/z 383.0078 M-H]_' RT: 10,04 min
) o ’ . )
25
2
5
! \ 3911767
0 383.0085
4291960
N 3602394 3BLBTI 3721124 et ‘ , 389.1602 | L
3ig 0 3Bz /e b5 3P/ 30 362 W4 386 368 370 3/2 374 378 /8 360 32 3\ 3¢ 3w W %6 8 22 2la 2lg 2l a0 42 44 adp 2d8 a0
Counts vs. Massto-Charge
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ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

-ES| EIC(285,0616) Scan Frag=120,0V narin_p6_1.d
16 120696,55
5417

9 ESI-EIC von m/z 285,0616 [M-H]

js 11 15 12 135 13 135 14

5 15 155 16 165 17 175 18 185 19 185 20 225 2 @5 A s

Counts vs. fcquisition Time (min)

410+ [+E51 Scan (5.445-5,757 min, 57 Scans) Frag=120.0 narin_g6._1.d Subrract
225
2
7
15
125
1 \
)7 265 081
TieiEe2 191,0197
255222
141016
RN O =

9 MS-Spektrum von m/z 285,06%D§71M-H]'; RT: 5,51 min

805.3063 10300128

100 135 15

)75 1100 1125 1150 1175 1200

5 800 85 850 875

%10 |-ESI EIC(299.0772) Scan Frag=120.0V narin_pé_1.¢ -
10 ESI-EIC von m/z 299,0772 [M-H]
3
25
2
s e
1
05
. L. | Ll | |Hll|\|]hl| T m“]
o5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 & $ 85 10 185 11 115 12 125 13 135 12 145 15 155 15 165 17 175 18 185 19 195 20 205 1 215 2 25 23 25
Counts vs. Acquisition Time (mir)
04 [-ES1 Scan (7.154-7.294 min, 26 Scans) Frag=120.0v 6 1.d Subt - ) .
i 10 MS-Spektrum von m/z 299,0772 [M-H]; RT: 7,18 min
1.
263,102
125,023
: 1819915 | 257 0571 i mwfsw oy 5T ST2Ms s gan . 306.8187 ssnﬁm s

450 475 500 525 550 5i5 60N

65 650 675 5 800 85 850 875 )75 1100 1125 1150 1175 1200

vs. Mass-to-Charge

Cou

-ESI EIC(216.981) Scan Frag=120.0V narin_pb_1.d

11 ESI-EIC von m/z 216,9812 [M-H]

il
o5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 o 105 11 15 12 135 13 135 1t 145 15 185 16 165 17 175 18 185 19 195 20 205 21 2fs 2 225 23 245
Counts vs. Acquisition Time (mir)
10+ [-ES1 Scan (2.250-6.552 min, 30 Scans) Frag=120.0V narin_p6_1.d Subtract -, . f
o 11 MS-Spektrum von m/z 216,9812 [M-H]’; RT: 8,42 min
- 1723812
15
3
25
2
15
] 9800171
) 135,083 .
5 . 630285 sgaem O smees 8059855 86239 1093,9933
" ik 135 150 ) 35 30 375 400 425 450 475 500 55 550 55 600 65 680 675 I EED 1025 1050 1075 1100 1125 1150 1175 1200
Couts vs. Mass-to-Charge (
%102 |-ESI Scan (8,230-8.552 min. 30 Scans) Frag=120,0v narin_p6_1.d Subtract 11 Zog q?§ MS-SpektrUmS von mlz 216 9812 [M_H]' RT 8 42 min
2169813 % 71 7] ' ' )
3
5
. 2271287
3 2209958 2832645
2 271.0823
2431712
1 2080505 2110943 | 2611312 ‘
195,0650 g 23,093
. e PE0 T L LD L L P D D AT . R L e
wo s 2 a5 ozl 25 20 25 2 a5 2o 2fs 25 %0 25 20 255 280 28 20 25 30 s 3o s 3 ks '

Counts vs. Mess-to-Charge (miz)
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ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

& |-ESI EIC(188,9863) Scan Frag=120,0V narin_pb_1.d e 12 ESI-EIC von m/z 188,9863 [M-H]_

w5 11 o1ls 12 15 13 135 14 1ds 15 185 16 165 17 175 13 185 13 195 20 205 21 215 2 225 A 2ds
Counts vs. Acquisition Time (i)

10% [-ESl Scan (7.600-7.611: 7.824-8,057 min. 28 Scans) Frag=120,0V narin_pf_1d Subiract -, . H
- 12 MS-Spektrum von m/z 188,9863 [M-H]; RT: 7,86 min
188,8262
’ T~
N 137.0241
3
2
1 109,024
. | T 331.0602 4212187 4851669 839.2770 10133534 10580270 11099891
" abo 125 150 175 200 25 250 2% N S0 475 SG0 25 50 515 slo els ef0 @5 o 7 1100 1125 1150 1175 '
10 [-ESIEIC(203.0019) Scan Frag=120.0V narin_pé_1.d =
13 ESI-EIC von m/z 203,0019 [M-H]
s T 234930341
5 85%
28
3
28 77704151
2 9,588
8
: 23823588
10,122
05
05 1 15 2 25 i 35 4 45 &5 65 & &5 7 75 & &5 ¢ 105 T 15 12 145 13 135 12 145 15 155 18 165 17 175 18 185 13 21 215 2 25 23 2i5
Counts vs. Acquisition Time (min)
103

%104
1.1

B 13 MS-Spektrum von m/z 203,0019 [M-H]’; RT: 7,05 min

203.0013

T~

1230448
T 2832644 323,0835 336,0543 423:9899 6532666 205,9866 1124,0037

100 135 150 175 200 235 250 295 300 335 .BD 3 445 450 475 500 525 550 515 600 635 650 675 75 750 T5 800 85 850 875 25 1050 1075 1100 1125 1150 1175

Counis vs. Mass-to-Charge

-ESI EIC(273,0074) Sean Frag=120,0V narin_p6_1.d S 14 ESI_EIC von m/Z 273,0074 [M_H]-

W5 12 135 13 135 12 145 15 155 16 165 17 175 18 185 19 195 20 205 N 215 2 25 23 235
vs. Acquisiticn Time (min)

os 1 15 2 25 i 35 L 45 5 55 & 65 7 75 & 85 &

Lt L Y RV AR T YT PO

5 S e e S 14 MS-Spektrum von m/z 273,0074 [M-H]; RT: 4,91 min

9800172

164,0715

1910196

L s \.

1190362
2832645

3220611 3710615 805.9858 08,0546 10200134

075 1100 1125 1150 1175

0 675 75 750 7i5 800 85 850 875 9

Mass-to-Charge (m

W0 135 150 175 2 35 B0 35 450 475 500 55 550 515

Count

e 14 Zoom des MS-Spektrums von m/z 273,0074 [M-HJ ; RT: 4,91 min

2832645
2552331 583917 273,0081
2283938

217.1080 2995358

2220300 236953
' '

i 306.0837
I

a5 3de 3f0 312 3tz ale ate 20

42 23 23 238
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ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

-ESI EIC(245,0125) Scan Frag=1200V pro_t1.d

15 ESI-EIC von m/z 245,0135 [M-H]

12678
9439
4205
o I ok W }Um L k;. d
o5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 & 65 1 75 8 85 § o5 1bds 11 1f5 12 125 13 135 1% 145 15 185 15 165 17 175 16 185 19 165 20 205 21 205 22 235 23 235 2 2d5 5 285 2 265
Counts vs. Acquisition Time (min)
10 |-ES1 Scan (9460-8.633 min, 14 Scans) Frag=120.0 pro_t1 d Subiract 15 MS'SpektrUm von m/z 245.0135 [M_H]- RT: 9.50 min
’ , -,
7 2450135
5 \
5
; A1.0706
2 4240710
S 33,0822
1 “ TDJ_‘. \ Ll u 5250723 srase ©15007 ee7.a87 7283350 7830887 9987583 1065,6817 1145,6873
' 225 250 25 300 5 30 5 55 & EE 1025 1050 1075 1100 1125 1150 1175 1200
vs. Mass-to-Charge (m’
10% [-ES1 EIC(137.0224) Soan Frag=120 0V rarin_pb_1 ¢ -
: 16 ESI-EIC von m/z 137,0244 [M-H]
. Tdi7
5
3
2
1
05 1 15 2 25 3 a5 4 45 5 55 & 65 § g5 & es 0 s 11 105 12 135 13 135 14 145 15 185 & €5 17 175 13 185 1% 21 2ds
Counts vs. Acauisition Time (min)
105 [-ESI Scan (7,278-2,128 min, 46 Scans) Frag=120,0 narin_pé_1.d Subtract 16 MS-Spektrum von m/z 137.0244 [M_H]— RT: 7.92 min
5 188,988 p ! ’ s
N 137.0241
3
109.0294
0 | by . 1118 3200510 369.0563 4272183 4851669 698, 4 2392768 1058,0285  1109,3883
" b0 s 150 17 300 395 30 375 400 435 450 475 500 55 550 505 6 7 35 75 800 835 850 875 9 025 1050 1075 1100 1125 1150 1175 '
Couts vs. Mass-to-Charge (s
10 |-ESI EIC(194.0459) Scan Frag=120.0V rarin_p6_1.¢ N
7 e 17 ESI-EIC von m/z 194,0459 [M-H]
746
3
5
3
2
1
05 1 15 2 25 3 35 6 65 7 75 8 85 9 85 10 5 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18 185 19 N N5 2 w5 B s
vs. Boquisition Time (mir)
5105 [-ESI Scan (7.923-2106 min, 34 Scans) Frag=120.0 narin_pb_1.d Subtract 17 MS-S - _ .
-Spektrum von m/z 194,0459 [M-HJ; RT: 7,96 min
5. 188.9882 p ’ ) ’
N 137.0241
3
2
" 10agess
N | 2832645 4291619 4851685 10580265 11093884

100 125 150

260 25 30 s I}/ 305

0 425 450 475 500 525 550

025 1050 1075 1100 1125 1150 1175 120

-ESI Scan (7,323-8,106 min, 34 Scans) Frag=120,0V narin_p6_1.d Subiract
18,9862

17 Zoom des MS-Spektrums von m/z 194,0459 [M-H]’; RT: 7,96 min

189.9892 7 184,0458
(5% 190.9837 151 559 098 1950490 2010253 204,086 2050698 206,080
[T B 1%0 181 182 JERRE 185 186 97 198 261 26 23 206 205 26 27 2s s 20 21 212 213

o-Charge (miz)
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ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

8.2 MS/MS Spektren

Die

x10 4
14
13
12
14

09
0.8
07
06
05
04
03
02
0.1

x102
11

xi0t
15
14
13
12
11

09
08
07
06
05
04
03
0z
0.1

x102
24
22

14
12

0.8

06
0.4

176

Bezifferung der gezeigten MS/MS Spektren beziehen sich auf Tab. 17 und Tab. 18.

Cpd 11:9.544: -ES| Scan (9.495-9.574 min, 6 Scane) Frag=120.0V p1_1d 2b MS-Spektl’um von m/Z 463'0885 [M_H]" RT 9'57 mln

980.0164
223.1823
256.9770
2832649
141.0174
119.0368
177.0198
d I u \‘ { 827139 368.0812 4372289 517.2864 8059851
bl \‘ \ ol PR e || A | . |
Cpd 11: 9.544: -ES| Praduct lon (9.504-9 582 min. 6 Scans) Frag=120.0V CID@15.0 (463.0885[z=1] -> **) p1_1.d %bSmMS/MS S -, . .
-Spektrum von m/z 463,0885 [M-H]’; RT: 9,57 min

463.0874

1130245 287.0564
151.0036

237.0585
306.5060

217.0022

|m HJ. b 1l ‘um b .‘Iu‘mlm‘ AT I A Y |

80 50 100 120 140 160 130 200 220 240 260 250 300 320 340 360 330 400 420 440 460 430 500 520 540 560 580 600 620 640 660 630 700 720 740 760 780 00 820 840 860 830 000 020 940 950 930
Couns vs. Mass-to-Charge (miz)

Cpd 15:9.887: -ES| Scan (9.861-9.916 min, 4 Scans) Frag=120.0V p1_1d 2C MS‘Spektrum von m/Z 463,0885 [M‘H]-, RT 9’9 mln

2231818

980.0164

2832641

541.2653
1410186 2001290 2552327
463.0881

6053330
d | L ‘ { \ FEEE 4a3445
! ‘u.u\HH LA R N udl sl TIER NP N

| 2850709 [ Rt |‘ | 8453341 8059850 L

Cpd 15: 9.887: -ES| Product lon (9.856-9.928 min, 7 Scans) Frag=120.0V CID@15.0 (463.0885[z=1] -> **) p1_1.d Subtract - ‘ .
2¢ MS/MS-Spektrum von m/z 463,0885 [M-H]’; RT: 9,9 min

463.0883

287.0563

113.0235

175.0213

3310518 577 1610 496.9922

ot b b L,..\‘.MI A .Luu.\ A R TR R

50 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 630 700 720 740 760 780 800 820 840 860 880 900 920 940 960 9E0
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)




ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

Cpd 13:9.628: -ESI Scan (9.559-9.688 min. 8 Scans) Frag=120.0V p5_1d - .

4 MS-Spektrum von m/z 545,0696 [M-H]’; RT: 9,7 min
4470946
391.1776
2231825
187.0082
155.0719 2832653 ‘ 469.0765 980.0164
119.0371 5412683 8951939
) bbbl b b L T e e g NGl MR TAEY

Cpd 13: 9.628: -ES| Product lon (9.555-9.702 min, 9 Scans) Frag=120 0V CID@15.0 (545.0696[z=1] -> ™) p5_1.d Subira; - .

ZEIEEID\E/BIES/MS-Spektrum von m/z 545,0696 [M-HJ; RT: 9,7 min
485.0466
369.0250
175.8787 509.0149
wibl s [ R | T TR | WA | | A T

Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000 1025 1050 1075

Cpd 25: 11216: -ESI Sean (11.146-11.266 min, 15 Scans) Frag=120.0v p3_2.d

2231817

2832640
141.0164

l 1740410 l L

‘.‘. [P TH O bbbl

N ol

351.0182

5a MS-Spektrum von m/z 351,0184 [M-H]’; RT: 11,2 min

980.0170

541.2661

4132006 457.1542

AT Y T

7504390 8434600
| S N A e |

2710611

151.0027

. oL

Cpd 25: 11.216: -ES| Product lon (11.183-11.240 min, 8 Scans) Frag=120.0V CID@15.0 (351.0184[z:

**)p3_2d Sublract

“5a MS/MS-Spektrum von m/z 351,0184 [M-HJ; RT: 11,2 min

351.0174
.

75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000 1025 1050 1075

Counts vs. Mass-to-Charge (miz)
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ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

x102

65
6
55
5
4.5
4
35
3
25
2
15
1
05

Cpd 28: 11672 -ESI Scan (11.629-11 688 min, 7 Scans) Frag=120.0V p3_2.d

5b MS-Spektrum von m/z 351,0184 [M-H]’; RT: 11,7 min

267.1248
5102541
480.2249
165.0929
2231322 2886203 3510187 72107
- 623.2280 980.0147
121.1028 3292333\‘ 391.1750 | ‘ J 549.3276 7204284
L |H|‘d L Lo M.L FhaT e AR XA A W1 RUA 1 YO VO e13e 7 BT I

0

x10%

0.95:

0.5

Cpd 28: 11.672: -ES| Product lon (11.635-11.685 min, 6 Scans) Frag=120.0V CID@15.0 (351.0184[2=1] -> **) p3_2.d Subtract

151.0067

elie Ll b

271.0609

|

5b MS/MS-Spektrum von m/z 351,0184 [M-H]’; RT: 11,7 min

351.0190
*

75 100 135 150 175 200 235 250 275 300 335 350 375

400 435 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 735 750 775 800 825 350 275 900 035 950 075 1000 1025 1050 1075
Couns vs. Mass-to-Charge {miz)

GCpd 14: 8.462: -ES| Scan (8.343-8.492 min, 12 Scans) Frag=120.0V p3_2.d

123.0459
b

203,

255.0883

i [

174.0417

6 MS-Spektrum von m/z 369,0293 [M-HJ'; RT: 8,5 min

9800165
4289942 ‘

|,307.0596 | 090290 4o 970 | | 5152716 5802333 6312010 7270832 8059857

178

Cpd 14: 8.462: -ESI Product lon (8.353-8.502 min, 12 Scans) Frag=120.0V CID@15.0 (369.0293[z=1] ->

289.0718

2309949

ebiadason b

6 MS/MS-Spekirum von m/z 369,0293 [M-HJ; RT: 8,5 min

369.0292

i - Ll . L . e

60

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840 860 880 900 920 940 960 980
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)




ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

Cpd 26 11.332: -ESI Scan (11.286-11.375 min, 10 Scans) Frag=120.0v p3_2.d

141.0170

Hun U

0k by J. It

2231819

2832645
2552332

Ll

327.1812 3911768

P T

7 MS-Spektrum von m/z 367,0133 [M-H]; RT: 11,4 min

583.2574
609.3142

476.1927

L

539.2505
Ly IJLL.mL‘l b

tﬁ.ﬂ 2958
il

8474918

,681.2259 7592892 |

980.0164
9315126 ‘
i

Cpd 26: 11.332: -ESI Product lon (11.302-11.362 min, 7 Scans) Frag=120.0V Cl

151.0034

2870563

367.0135

ID@15.0 (367.0133[z=1] > **) p3_2.d_Subtract

7 MS/MS-Spektrum von m/z 367,0133 [M-H]’; RT: 11,4 min

75 100 125 150 175 200 235 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 735 750 775 £00 35 £50 875 000 935 950 975 1000 1025 1050 1075

Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Cpd 23: 9.925: -ES| Sean (9.893-9.962 min, § Scans) Frag=120.0V p3_2d

8 MS-Spektrum von m/z 383,0083 [M-H]; RT: 9,9 min

2231825
3911775
246.9923 283.2651
383.0085
255.2340
2001298 4271799
170036 377.1620
263.0607 299.0231 317.1145 361.1668 419.1879
i | | | | A | |
P [ YN 11T P R | A T can Ll 1 T . . il 7Y SR PR PRSI (PO | A I | [ I b Al
Cpd 23: 9.925:-ES| Product lon (3.907-9.958 min. 4 Scans) Frag=120.0V CID@15.0 (383.0083[z=1] > **) p3_2.d Subiract
3839079

8 MS/MS-Spektrum von m/z 383,0083 [M-H]; RT: 9,9 min

2170035 230.9939

285.0415

303.0512

nal il L

|

185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330

Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

335 340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440
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ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

%10 3 |Cpd 7:7.023: -ES| Scan (6.984-7.094 min, 12 Scans) Frag=120.0V p1_2d

145.0630

1290567 | 173.0101

115|0514 1580621 191.0208
- Ll PN Ll I

Al |

10 MS-Spektrum von m/z 299,0766 [M-H]; RT: 7,1 min

263.1055

217.0630

2281281 2417208 PO | e 2987 3151021 3261007

123.0451
113.0243

145.0627

04 175.0241
108.0223 1290185 157.0132

ol | .|‘J|‘\ ‘u‘ml I §

i \..\HH |l

Cpd 7 7.023: ESI Product lon (6.991-7.100 min, 12 Scans) Frag=120.0V CID@15.0 (299.0766[z=1] > **) p1_2.d Su

203

iO MS/MS-Spektrum von m/z 299,0766 [M-H]; RT: 7,1 min

0831

*
TP S | VN Llib

105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 160 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330

Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

%10 ¢ |Cpd 12: 8.257: -ESI Scan (8.198-8.330 min, 13 Scans) Frag=120.0v p3_2.d

28
26 824

24

255.0886

137.0250

283.2652
172.9925
02

| 1725
0 b

331 ‘1352 407

) T 11 A O

4712458
. L

11 MS-Spektrum von m/z 216,9818 [M-H]’; RT: 8,3 min

980.0164

862.3961
5552667 |

x103
6.5

6 137.0251

108.0224
216.9819
.

80.0656
05 J

Cpd 12: 8.257:-ES| Produst lon (8.214-8.301 min, 8 Scans) Frag=120.0V CID@15.0 (216.0818[z=1] -> **) p3_2.d Subtract

11 MS/MS-Spektrum von m/z 216,9818 [M-H]’; RT: 8,3 min

60

180

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 540 860 580 900 920 940 960 980

Counts vs. Mass-to-Charge (miz)




ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

x1

x1

Cpd 11:7.729: -ES| Scan (7.715-7.774 min, 7 Scans) Frag=120.0V p3_2.d

104.0473

137.0252

389.1002
. 2282099 3030806 il

930352 . oLl 4272194 4851674 5261146

12 MS-Spektrum von m/z 188,9863 [M-H]; RT: 7,7 min

617.7387 6612544

7130674 7633277 8553159 942.3470 9800164

Cpd 11:7.720:-ES| Produet lon (7.711-7.771 min, 7 Scans) Frag=120.0V CID@15.0 (188.0863[z=1] -> **) p3_2.d Subtract

12 MS/MS-Spektrum von m/z 188,9863 [M-H]’; RT: 7,7 min

109.0302

188.9864
*

212926

TS YT AT AU R PTS DUTTON I TR

666.0450

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 340 860 880 900 920 940 960 980

Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Cpd 6:6.836: -ESI Scan (6.840-6.864 min, 4 Scans) Frag=120.0v p1_2.d

203.0031

326.1116

134.0478

2832654

302.0673
182.0466

HLll‘lmumhm\‘\ ‘u.‘l‘ L

533.1870
387.1094 432 }52‘ ‘
Ll R .

13 MS-Spektrum von m/z 203,0190 [M-H]’; RT: 6,9 min

980.0163

805.9258
|

Cpd 6: 6.836: -ESI Product lon (6.836-6.853 min, 3 Scans) Frag=120.0v CID@15.0 (203.0190[z=1]-> ~*) p1_2d Subtract

123.0456

96.9605 2030028
*

Al

PN

13 MS/MS-Spektrum von m/z 203,0190 [M-H]’; RT: 6,9 min

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840 860 880 900 920 940 960 980

Counts vs. Mass-to-Charge (miz)
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ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

xtsg Cpd 2:4.721: -ES| Scan (4. 677-4.748 min, 9 Scans) Frag=1200V p3_2.d 14 MS'Spektrum von m/Z 273’0077 [M'H]-, RT 4,8 m|n

32 1290564

187.0084 2832652
1410175 2269971 2552340

“ 266, ‘0903

119.0369

02
ssgapn P00 ‘H_|

3020667 3261115
|, |, 3710631

|| ‘I 1560677, ‘H‘.H

x10 1 |Cpd 2: 4.721: -ESI Product lon (4.674-4.753 min, 10 Scans) Frag=120.0V CID@15.0 (273.0077[z=1] > **) p3_2.d Subiract

75 14 MS/MS-Spektrum von m/z 273,0077 [M-H]’; RT: 4,8 min

7 178.0260

193.0504

2 273.0083
*

130.0564
15 96.9594

ZHH | H Ll ‘.\h MH l‘fni “M‘“L \inmul‘mH | ‘MlH‘ [T L l|h\. R N [ R N

Wl
80 90 100 110 120 130 40 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 470 420 430
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

%10 * |Cpd 17:9.534: -ESI Scan (9.503-9.568 min, 5 Scans) Frag=120.0V p3_2.d 15 MS_Spektrum von m/Z 245,0132 [M-H]-, RT 9,5 min

11
1.05
1 2390935
0.95
09
0.85
08 9800164
075
07
0.65
06
0.55
05
0.45
04
035 155.0719
05 119.0369
025 2030027

o2 1740418
015 321.1352
i

01 349.1670
“u“ [N |

oo L Ll .‘\I‘_ sl I i |

2832650
368.0823

2086
5432819

5031899 l | 597.3132 7543719 205 ‘9555

. N h

‘ 1372315 481
L Ll |

x10 2 |Gpd 17: 9.534: -ES| Praduct lon (9.510-9 556 min, 4 Seans) Frag=120.0V CID@15.0 (245.0132[z=1] -> **) p3_2.d Subtract 3

8 15 MS/MS-Spektrum von m/z 245,0132 [M-H]’; RT: 9,5 min
15 165.0926

7
6.5
6
55
5
4.5
s
35
3
25
2 79.9578
15
1
05
ot i TR WO VI A PR TR | A ST UV I A - —

245.0494
-

76 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 G650 675 700 725 750 775 200 225 350 75 000 035 050 475 1000
Couns vs. Mass-to-Charge (miz)
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ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

8.3 NMR Daten

8.3.1 Salicortin

'H NMR Spektrum, Signalzuweisung und Vergleich mit den Literaturdaten von Salicortin (in

Methanol-d4, 400 MHz, 298 K).

Osu4 N 12
o) 2 11
& on'e
OH o)
H "0 1
EO y 20 2 6
3 5
4

3

7b 7a

4unde| o 10

-

2.4

Ermittelte Werte

Literaturwerte von Knuth (2013)

0 [ppm], Signalaufspaltung, (J [Hz])

0 [ppm], Signalaufspaltung, (J [Hz])

o o

12a
12b
13a
13b

4,93; d (7,6)

3,47: m

3,47: m

3,47: m

3,41:m

3,70; dd (5,2; 12,0)
3,89; dd (2,0; 12,0)
7,21;d (7,9)

7,33; m

7,02; m

7,30;m

5,27; d (12,4)
5,38;d (12,4)

5,75; m

6,15; m

2,51; m

2,66; m

2,51; m

2,88; m

4,92; d (7,7)

3,47; m

3,47; m

3,47; m

3,39; m

3,69; dd (5,5; 12,1)
3,88; dd (2,2; 12,1)
7,20; d (8,0)

7,31; m

7,01; m

7,28; m

5,26; d (12,3)

5,37; d (12,3)

5,75; m

6,14; m

2,49; m

2,65; m

2,53; m

2,88: m
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ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

8.3.2 Catechol-sulfat

'H NMR Spektrum und Signalzuweisung von Catechol-sulfat 12 (in Aceton-dg, 300 MHz, 298 K).

frel]

T
0.14

\ ‘_, OH
E:[ O\\ _0 4und 5
5 y P \/ K+ l
5 07 %o- [ )
3und 6
|
2-OH [ | |
'9.;o T '9.;5 l{/ lf{u ' 7.’0 T ' s!s ' T s.’a T ‘ ' af7 ’[ppmi
'H 5 [ppm], Signalaufspaltung, (J [Hz])
3und6 6,80; dd (1,6; 8,0)
7,00; dd (1,6; 7,9)
4und 5 6,94; dt (1,6; 7,7)
6,72; dt (1,6; 7,6)
2-OH 9,27; s
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ANHANG: EIC, MS, MS/MS UND NMR-SPEKTREN

8.3.3 Naringenin-7-O-B-D-glucuronid

'H und **C NMR Daten und Signalzuweisung von Naringenin-7-O-8-d-glucuronid 1b (in DMSO-ds,
600/150 MHz, 298 K); n.d.: nicht detektiert.

HOOC, o , . OH £
3" OH 7 5y &
3'und &' W -
OH OH °
2' und &' 3nd
6 4 .
8
2 o Fa
ALJL,_MJLAA_J L ) \JM
7 ¢ : H "3 pem
1H lSC
0 [ppm], Signalaufspaltung, (J [Hz]) |0 [ppm]
2 5,49; dd (12,9; 2,9) 78,7
3a 2,73; dd (3,0; 6,3) 42,0
3b 3,31; dd (n.d.) 42,0
4 197,3
5 162,9
6 6,17; dd (n.d.) 95,3
7 164,0
8 6,12; dd (7,4; 2,2) 06,4
9 162,8
10 103,3
1 128,6
2'6 7,32;d (8,4) 128,5
3'5 6,78; d (8,5) 115,2
4 157.,8
1 5,07; dd (14,1; 7,5) 99,1
2" 3,21; m 72,7
3" 3,26; m 75,8
4 3,26; m 71,4
5 3,79;m 74,6
6 n.d. n.d.
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