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1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Die Pharmakognosie oder die Kenntnis biogener Arzneimittel, befasst sich mit
allen pflanzlichen, tierischen und mikrobiellen Wirk- und Hilfsstoffen sowie
deren Produzenten. Besonderes Interesse liegt dabei seit jeher auf der
Verwendung von Pflanzen (Teuscher et al.,, 2004). Neben der anatomischen
und morphologischen Betrachtung und Identifizierung arzneilich verwendeter
Pflanzen stellen die phytochemischen Untersuchungen hinsichtlich der
Drogeninhaltsstoffe und daraus hergestellten Zubereitungen einen wichtigen

Bestandteil pharmakognostischer Forschung dar.

Pflanze/Zubereitung

\ 4
\ 4
Qualitatsstandards
=Arzneibuchmonographie
[ 4 \ 4 «

Abb. 1: Ubersicht von phytochemischen Untersuchunge n
Neben der Analyse der Drogeninhaltsstoffe, fallen auch bei Priifung der Qualitatsstandards, wie
Identitats-, Reinheits- und Gehaltsbestimmung eine Reihe phytochemischer Analysen an

Bevor jedoch Qualitatsstandards fur die Identitat, die Reinheit und den Gehalt
einer Droge oder Zubereitung, wie sie die Arzneibuchmonographien darstellen,
festgesetzt werden, ist also zunachst grundlegendes Wissen uber die Art und

Zusammensetzung der Inhaltsstoffe notig. Mithilfe verschiedenster Extraktions-,



Analyse- und Strukturaufklarungsmethoden konnten so eine Vielzahl
unterschiedlicher Inhaltsstoffgruppen identifiziert werden.

Eine groRe Gruppe phytochemischer Stoffe stellen bioaktive Peptide dar, die
aus Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen isoliert wurden. (Tab.l;

Ubernommen aus Gruber et al., 2010)

Tab. 1: Bioaktive Peptide nattrlichen Ursprungs

Quelle Peptide Klasse Geschatzte Aktivitat/Angriffspunkt
Zahl der
Peptide
Bakterien, antimikrobielle - Immunitat, antimikrobiell, insektizid,
Pflanzen, Tiere Peptide (AMPs), fungizid, enzymhemmend
(wirbellose, Defensine
Wirbeltiere)
Menschen
Tiere/Tiergifte Bienen, Wespen und  Hunderte bis h&molytisch, antimikrobiell, zytolytisch,
Ameisen Tausende® Rezeptor/G-protein /rezeptomimetisch

(z.B., Mastoparan)

Kegelschnecken, 50,000 schmerzunterdriickend (lonenkanéle,

Conotoxine Acetylcholin Rezeptor), Neurotensin R,
Entdothelin R, Adreno R, 5-HT R,
OT/AVP R, und viele weitere

Skorpione 100,000 lonenkanale, zytolytisch
Schlangen viele . Neurotoxine; muscarinische-, a-
Tausende adrenerge- und Neurotensin R
Spinnen 15-16 lonenkanale, cytolytisch
Millionen
Pflanzen Zyklotide >19,000- insektizid, anti-HIV, zytotoxisch,
59,000 uterotonisch, Neurotensin R

*Die Gesamtzahl wurde nicht zuverldssig bestimmt, aber aufgrund der Verbreitung und Vielfalt bilden
diese Peptide grof3e natirliche Peptidbibliotheken.

SNur wenige Peptide aus einzelnen Spezies wurden beschrieben, wenngleich einzelne Schlangengift-
Bestandteile im Detail untersucht wurden (z.B., Melittin und Mastoparan); allgemein wird angenommen,
dass Peptide aus Arthropoden groRRes pharmakologisches Potenzial besitzen.

*einschlieRlich Peptide und grof3ere Proteine

Ich beschaftige mich in dieser Arbeit mit der Untersuchung von cystein-haltigen

zyklischen Peptiden in Pflanzen, den sogenannten Zyklotiden, deren
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Vorkommen durch Gran (1970) in Oldenlandia affinis DC und Schopke (1993)
in Viola tricolor L. erstmals gezeigt werden konnte. Seither konnten einige
dieser Peptide aus O. affinis und verwandten Pflanzen nachgewiesen und
deren Struktur aufgeklart werden, jedoch fehlen auf diesem Gebiet noch viele
Informationen beziglich ihres Vorkommens, der Strukturvielfalt sowie ihrer

Wirkungen und Wirkmechanismen.

Ziel dieser Arbeit ist es, sowohl bekannte als auch neue Zyklotide aus Viola
tricolor L. sowie Oldenlandia affinis DC. aufzureinigen. Aus V. tricolor sind
bisher nur wenige Peptide genauer beschrieben (vgl. Kapitel 2.1.1, S. 7), daher
liegt hier das Interesse auf der Identifizierung und Charakterisierung neuer
Zyklotide sowie der in weiterer Folge durchzufihrenden pharmakologischen
Testung, vor allem hinsichtlich einer potenziellen uterotonischen Aktivitat. Da
einige Peptide wie Tricyclon A und B aus V. tricolor Sequenz- und
Strukturédhnlichkeiten mit dem humanen Oxytocin (OT) aufweisen (Abb.18, S.
32, Gruber et al., 2010), ist eine Untersuchung dieser Peptide im Hinblick auf
die Aktivitat auf OT und Vasopressin (AVP) Rezeptoren von grof3em Interesse.
Dazu muss zunéachst einerseits deren Aminosaurezusammensetzung mit Hilfe
von enzymatischer Sequenzierung aufgeklart werden, andererseits durch

pharmakologische Tests die Bioaktivitat bestimmt werden.



[ Rohextrakt ]

!

[preparative HPLC] _— [AnalytischeHPLUMS]

! —

[ semipreparative HPLC ] E— [Analytische HPLC + MS]

'

[ reine Peptide ]

Abb. 2: Ubersicht zur Aufreinigung von Zyklotiden a us Pflanzenextrakten
Ablauf der Aufreinigung, der Rohextrakt wird mittels HPLC fraktioniert, die Auswahl der

Fraktionen welche weiter aufgereinigt werden, erfolgt nach Analyse mit analytischer HPLC und
MS

Es werden dabei Rohextrakte von V. tricolor und O. affinis durch mehrfache
Fraktionierung mittels preparativer und semipreparativer HPLC aufgereinigt. Die
einzelnen Fraktionen werden mit analytischer HPLC auf ihre Reinheit und

mittels MS nach Massen der darin enthaltenen Peptide untersucht (Abb. 2).

[ Extraktion + C18-Aufreinigung ]

$

> [
RT und Masse

[ Reduktion und Alkylierung ] » { LC/MS ]
Massenshift AMW = 348 Da

Abb. 3: Ubersicht der Analyse zur Bestimmung von zy klotidhaltigen Pflanzen
Nach Extraktion und Aufreinigung werden die Rohextrakte mittels LCMS analysiert, nach
Reduktion und Alkylierung darin enthaltener Peptide wird eine zweite Messung durchgefihrt

Im Rahmen dieser Experimente werden 28 weitere Pflanzen, die aufgrund ihrer

botanischen Verwandtschaft oder ihrer ethnopharmakologischen Verwendung



potenziell Zyklotide enthalten, im Rahmen eines Screenings (Abb. 3, S. 4)
hinsichtlich des Vorkommens dieser neuen Stoffklasse untersucht.

Zum Nachweis werden die chemischen und biophysikalischen Eigenschaften
von Zyklotiden genutzt. So haben diese eine hydrophobe Oberflache, was eine
spate Elution bei RP-Chromatographie ergibt, und eine Gro3e zwischen 2500
bis 4000 Dalton. Weiters besitzen diese Peptide 3 Disulfidbriicken, welche
durch Behandlung mit einem Reduktionsmittel aufgespalten und anschliel3end
alkyliert werden kénnen. Bei sechsfacher Alkylierung — also bei Vorhandensein
von sechs freien CYS nach Reduzierung — kommt es bei MS-Analysen zu
einem definierten Massenshift von 348 Dalton. Die Identifizierung erfolgt somit
durch zweifache Messung mit LC/MS, zunachst der unbehandelten und danach
der reduzierten und alkylierten Proben. Dies ergibt einen ersten Hinweis, dass
sich im Extrakt Peptide befinden, welche aufgrund ihres molekularen Gewichts,
ihrer Hydrophobizitdt (HPLC Retentionszeit) sowie dem Auftreten von 6 CYS
Aminosauren eine Ahnlichkeit zu Zyklotiden aufweisen. Ein endgiltiger
Nachweis Uber das Vorhandensein von Zyklotiden kann jedoch nur durch die
Aminosauresequenzierung und Bestimmung der dreidimensionalen Struktur
eindeutig erbracht werden.

Sind die Inhaltsstoffe einer Pflanze einmal eindeutig identifiziert, werden
einerseits pharmakologische Tests durchgefuhrt, um die Wirkungen und
Wirkmechanismen zu erklaren, andererseits werden Standards festgelegt,
denen die jeweiligen Drogen und daraus hergestellte Zubereitungen
entsprechen mussen. Gesammelt stellen diese Qualitatsstandards, welche eine
Reihe phytochemischer Prifungen beinhalten, die Arzneibicher dar. Im

Rahmen der Uberarbeitung des 6sterreichischen Arzneibuchs (OAB), der



nationalen Erganzung des europaischen Arzneibuchs (Ph. Eur.), durch die
OAB-Expertengruppe werden die aktuellen Monographien an die Form und den
Methoden der Ph. Eur. angepasst, obsolet gewordene Drogenmonographien
gestrichen und bei Bedarf neue erstellt. Ziel ist es die, Monographien an den
aktuellen Stand der Wissenschaft und Technik anzugleichen und eine
Harmonisierung mit der Ph. Eur. zu erreichen.

Im Rahmen phytochemischer Untersuchungen beschéftige ich mich in dieser
Arbeit auch mit zwei Monographien, im speziellen ,Kolaextrakt' und
,Kolafluidextrakt‘, zwei Zubereitungen aus der Droge Kolasamen, welche in der
Ph. Eur. monographiert ist. Im Gegensatz zu Viola tricolor sind hier die
Inhaltsstoffe schon lange bekannt und eindeutig identifiziert. Die Aufgabe der
phytochemischen Untersuchungen liegt hier auf der Prifung der Qualitat der

Droge und ihrer Zubereitungen.



2 UNTERSUCHUNGEN ZU VIOLA TRICOLOR L. UND
VERWANDTER PFLANZEN HINSICHTLICH DES VORKOMMENS
NEUER ZYKLOTIDE

2.1 Einleitung

2.1.1 Viola tricolor L.

Viola tricolor L., im deutschen bekannt
als Wildes Stiefmutterchen, ist eine
Arzneipflanze aus der Familie der
Violaceae (Veilchengewachse) und ist
neben Viola arvensis Murray, dem
Ackerstiefmutterchen, auch
Stammpflanze fir die  Drogen-
monographie Violae herba cum flore

(wildes Stiefmutterchen mit Bluten) der

aktuellen Ph. Eur. Die traditionelle

Abb. 4: Viola tricolor L.
Anwendung der Dr09e1 verwendet (http://www.botanical.com/botanical/mgmh/h/hearts10-l.jpg)

wird das blihende Kraut, erfolgt vor allem in Form von Aufglissen oder
Abkochungen fiur die &uRerliche Anwendung bei verschiedenen
Hauterkrankungen, wie Seborrhoe oder Milchschorf bei Kindern oder als
Diuretikum und Diaphoretikum sowie bei Erkrankungen der Atemwege (Hansel
und Sticher, 2010; Wichtl und Loéw, 2009). V. tricolor ist in gemé&Rigten Zonen
Europas und Asiens heimisch und wird zum Teil aus Wildsammlungen als auch
aus Kulturen gewonnen. Als Inhaltsstoffe sind Flavonoide, nach Ph. Eur.
werden mindestens 1,5%, berechnet als Violanthin, gefordert, sowie etwa 10%

Schleimstoffe, Phenolcarbonsauren, Salicylsaurederivate, Gerbstoffe und



Cumarine bekannt (Wichtl und Léw, 2009). Entgegen alterer Untersuchungen,
in denen bis zu 5,2% hamolytisch aktive Saponine gefunden worden sein
sollen, wurde von Schoépke (1993) gezeigt, dass es sich bei diesen aktiven
Verbindungen nicht um Saponine, sondern um makrozyklische Peptide handelt.
Das Vorkommen dieser zyklischen Peptide konnte in verschiedenen Arbeiten
nachgewiesen werden, jedoch sind nur sehr wenige Peptide aus V. tricolor
bekannt (Mulvenna et al.,, 2005; Svangard et al., 2004) und lediglich ihre
hamolytischen sowie zytotoxischen Wirkungen beschrieben (Géransson et al.,
2003; Lindholm et al., 2002; Schopke et al., 1993; Svangard et al., 2004).
Jedoch fehlen Untersuchungen hinsichtlich der mdglichen uterotonischen
Wirkung dieser Peptide sowie detaillierte pharmakologische Untersuchungen

auf ihren moglichen Rezeptoren.

2.1.2 Zyklotide

Zyklotide sind Peptide mit einer GréRe von ungefdhr 30 Aminosauren und
einem Kopf-Schwanz Ringschluss des Proteinriickgrats. Weiters besitzen sie 6
Cysteine, die 3 Disulfidbriicken ausbilden, wodurch sich eine verknotete
Struktur ergibt, welche als ,cyclic cystine knot* (CCK) bezeichnet wird (Abb. 5,
S. 9). Diese komplexe Struktur verleiht ihnen eine sehr hohe Stabilitdt gegen
thermische, chemische und enzymatische Denaturierung (Colgrave and Craik,
2004; Craik et al., 1999). Ihre chemischen und biophysikalischen Eigenschaften
bieten die Mdglichkeit einer gezielten Untersuchung von Pflanzen hinsichtlich

des Vorkommens dieser Peptide (vgl. Kapitel 1, S. 5)



[Loop B]

Abb. 5: Struktur von Zyklotiden am Beispiel von Kal ata B1
(http://researchlt.imb.ug.edu.au/cybase/?page=card&table=protein&id=1)

Angabe der Aminosduren (Einbuchstabencode), des Ringschlusses (schwarz), sowie der 3
Disulfidbriicken (orange) des Zyklotids Kalata B1 aus O. affinis

Neben ihrer interessanten Struktur weisen Zyklotide eine Reihe
unterschiedlicher biologischer Aktivitaten, wie uterotonische (Gran et al., 2000),
zytotoxische (Lindholm et al., 2002), hamolytische (Schopke et al., 1993) und
insektizide (Gruber et al., 2007) Wirkungen sowie Neurotensin-Antagonismus
(Witherup et al., 1994) und anti-HIV Wirkung (Ireland et al., 2008) auf.

Das Vorkommen dieser zyklischen Peptide ist jedoch noch wenig untersucht.
Die erste Pflanze aus der Zyklotide isoliert wurden, ist Oldenlandia affinis DC.,
eine Rubiaceae (Kaffebaumgewachse), welche in der traditionellen
afrikanischen Medizin in Form eines Teeaufgusses angewendet wird (Gran et
al., 2000). Bisher konnten solche zyklischen Peptide in einigen Vertretern aus
den Familien der Violaceae (Veilchengewéachse), Rubiaceae
(Kaffeebaumgewachse), Cucurbitaceae (Kurbisgewachse) und Apocynaceae
(Hundsgiftgewachse) nachgewiesen werden (Gruber et al., 2008). O. affinis ist
die bisher am besten untersuchte Pflanze und dient bei vielen Experimenten
damit auch als Kontrolle. Da jedoch noch weitere grundlegende Information

Uber die Verbreitung von Zyklotiden im Pflanzenreich, ihre strukturelle Vielfalt



und pharmakologische Wirkungen dieser neuen Stoffklasse noch weitgehend
fehlen, bedarf es in den néchsten Jahren noch weiteren Untersuchungen und
Tests um gentigend Wissen lber Zyklotide zu erhalten, um diese auch als neue
Wirkstoffklasse zu etablieren und in weiterer Folge Qualitatsanforderungen an
zyklotidhaltige Drogen erarbeiten zu konnen. Ihre komplexe Struktur und die
zahlreichen biologischen Aktivitditen machen Zyklotide jedenfalls zu einem

interessanten Ziel pharmazeutischer Forschung (Craik et al., 2006).
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2.2 Material und Methoden

2.2.1 Material

2.2.1.1 Pflanzenmaterial

Die Untersuchungen wurden an dem in Tabelle 2 angefiihrten Pflanzenmaterial
durchgeftihrt. Far die Experimente an Viola tricolor L. wurde Ware in
Arzneibuchqualitdt der Firma Kottas verwendet. Die Samen von Oldenlandia
affinis DC, welche im Glashaus des Departements fiir Pharmakognosie der
Universitdt Wien gezuchtet wurde, sind ein Geschenk von David Craik (IMB,
Queensland University, Australien). Die Herkunft der verschiedenen Psychotria
Spezies (Pflanzen Nummer 15 bis 28) ist, wenn nicht anders angegeben, die
Osterreichische Tropenstation La Gamba in Costa Rica. Die Pflanzen wurden
dankenswerterweise von Harald Greger zur Verfigung gestellt (Departement
fur systematische und evolutionare Botanik, Universitat Wien). Des Weiteren
wurden verschiedene Pflanzen aus dem Glashaus des Departements fir

Pharmakognosie Wien und aus privaten Sammlungen verwendet.

Tab. 2: Pflanzenmaterial zur Peptidanalyse

Nr. Pflanze Familie” Herkunft

0 Viola tricolor L. Vio Firma Kottas; Ch.Nr. KLA-81247

1 Carissa bispinosa (L.) Desf. ex Apo Palmenhaus Schénbrunn, Wien
Brenan

2 Morinda citrifolia L. Rub Palmenhaus Schénbrunn, Wien

3 Psychotria sp. Rub Palmenhaus Schénbrunn, Wien
Acokanthera oblongifolia . .

4 (Hochst.) Codd Apo Palmenhaus Schoénbrunn, Wien

5 Serissa foetida (Thunb.) Rub Singapore Botanical Garden

6 Hibiscus sp. Ros Vanuatu, Tanna

11



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Sarcocephalus latifolia (J.E.
Smith) E.A. Bruce

Euclinia longiflora Salisb.
Viola sp.

Viola sp.

Vincetoxicum hirundinaria
MEDIK.

Oldenlandia affinis DC.

Rauwolfia tetraphylla L.

Rauwolfia serpentina (L.) BENTH.

Psychotria polyphlobia Donn. Sm.

Psychotria chiapensis Standl.

Psychotria borucana (A. R.
Molina) C. M. Taylor and W. C.
Burger

Psychotria buchtienii Standl.
Psychotria pillosa Ruiz and Pav.
Psychotria deflexa DC.

Psychotria mortomiana Standl.

Psychotria macrophylla Ruiz and
Pav.

Psychotria elata (Sw.) Hammel

Psychotria poeppigiana Mill. Arg.

Psychotria bifaria Hiern.

Psychotria solitudinum Standl.

Psychotria capitata Ruiz and Pav.

Psychotria chagrensis Standl.

Rub
Rub
Vio

Vio

Apo
Rub
Apo
Apo
Rub

Rub

Rub

Rub
Rub
Rub
Rub
Rub
Rub
Rub
Rub
Rub

Rub

Rub

Botanischer Garten, Berlin
Botanischer Garten, Berlin
Steinhof, Wien

Burtenbach, Deutschland
Pharmakognosie Garten, Wien
Pharmakognosie Glashaus, Wien
Pharmakognosie Glashaus, Wien
Pharmakognosie Glashaus, Wien
2907084

19070813

1907082

2607087
1907087
22070810
2407087
2907083
2407081
3007081

South Cameroon
2607083

24070811

2607082

# Vio...Violaceae, Rub...Rubiaceae, Apo...Apocynaceae, Ros...Rosaceae
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2.2.1.2 Reagenzien

Fur die Untersuchungen wurden folgende Reagenzien und Puffer verwendet,
welche analytische Reinheit besitzen:

* Acetonitril, VWR

* Dichlormethan, VWR

* Methanol, VWR

* Aqua dest.

» Trifluoressigsaure, Sigma-Aldrich

* lodacetamid, Sigma-Aldrich

» Dithiotreitol, Sigma-Aldrich

* TCEP, Sigma-Aldrich

» Tris-HCI, Sigma-Aldrich

» Harnstoff, Sigma-Aldrich

* Ameisensaure, Gatt-Koller

» Extraktionspuffer (50% DCM, 50% Methanol)

o Puffer A (100% Wasser, 0,05% TFA)

» Puffer B (90% Acetonitril, 10% Wasser, 0,045% TFA)

» Kieselgel C18, Zeoprep, 40-63 um (Zeochem, Schweiz)
» Strata C18-E (55u, 70A) 500mg/6mL( Phenomenex, Germany)

2.2.2 Methoden

2.2.2.1 Pflanzenextraktion

Fur die Peptid-Analyse werden 1 bis 2 getrocknete Blatter (~100-500 mg) mit
Hilfe einer kleinen Pulvermihle fein gepulvert und mit etwa 4 ml
Extraktionspuffer Gber Nacht auf einem Schiuttler extrahiert. Nach Zugabe des
gleichen Volumens Wasser wie Methanol vorhanden ist, wird kraftig geschuttelt,

und 3 Minuten bei 3500 rpm zentrifugiert. Die Uberstehende wéssrige Phase
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wird abpipettiert und mit Wasser auf eine Konzentration von weniger als 10%
Methanol verdiinnt, was eine Menge von etwa 20 ml Rohextraktldsung ergibt.

Fur die Extraktion zur weiteren Peptidaufreinigung werden dreimal etwa 250 g
V. tricolor und einmal 227 g O. affinis gepulvert und mit jeweils 1,5 |
Extraktionspuffer auf einem Magnetriihrer Uber Nacht extrahiert. Nach dem
Abfiltrieren des Pflanzenmaterials wird die Losung, aufgeteilt auf mehrere Teile,
im Scheidetrichter mit Wasser ausgeschuittelt und die wassrige Phase
anschlieend nochmals filtriert. Um sicher zu gehen, dass der Methanolgehalt
unter 10% ist, werden die Extrakte noch auf dem Rotationsverdampfer

eingeengt.

2.2.2.2 Aufreinigung der Rohextrakte mittels Festphasenextraktion

Die wassrigen Loésungen werden zur groben Vorreinigung tber C18 Kieselgel
laufen gelassen. Fur kleine Volumina werden dafir fertige Kartuschen
verwendet (Strata C18, 500 mg/6 mL). Nach dem Waschen mit je einmal (d.h.
ein Kartuschen-Volumen von ~6 mL) Methanol und 100% Puffer B wird zweimal
mit 100% Puffer A equilibriert und danach wird die Probe aufgetragen. Nach
dem Waschen mit je einmal Methanol und 100% Puffer B sowie zweimal 100%
Puffer A wird die Probe aufgetragen. Fiur die Proben Nr. 1-14 wird zunachst
einmal mit 10% Puffer B gewaschen und anschliel3end mit einmal 100% Puffer
B eluiert. Fir die Proben Nr. 15-28 wird einmal mit 20% Puffer B gewaschen
und anschlieBend einmal mit 80% Puffer B eluiert Die potenziell peptidhaltigen
Fraktionen zwischen 10% bis 100% (Proben Nr. 1-14) bzw. 20% bis 80%
(Proben Nr. 15-28) Puffer B werden gesammelt und gefriergetrocknet. Die

getrockneten Extrakte werden bei 4T gelagert.
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2.2.2.3 Reduktion und Alkylierung der Pflanzenpeptide

Zur Reduktion werden die Proben zunéchst in 0.2 M Tris-HCI, pH 8.3 (Proben
Nr. 1-14) oder 0.1 M NH4HCOg3, pH 7.8 (Proben Nr. 15-28) gelost. Fur die
Reduktion werden zu 25 pl dieser Losung 70 pl einer 8 M Harnstofflosung
gegeben sowie 5 pl einer 160 mM DTT-LOosung. Die Proben werden 1 h bei
37C im Dunkeln inkubiert. Danach werden 10 pl von einer 200 mM
lodacetamid-Losung dazugeben und die Proben fir eine Minute bei 65T
inkubiert. Nach der Zugabe von 4 ul FA, um die Reaktion zu stoppen, werden

die Proben in HPLC-Vials tberfuhrt und mit LC/MS analysiert.

2.2.2.4 LC/MS-Analyse von Zyklotiden und Pflanzenextrakten

Der Nachweis, ob die Proben Zyklotide enthalten oder nicht, basiert auf
Messung ihrer chemischen und biophysikalischen Eigenschaften. Dazu werden
zwei Messungen mittels gekoppelter LC/MS durchgefuhrt. Im ersten Lauf
werden die Rohextrakte nach erwarteten Retentionszeiten und dabei
auftretenden Massen analysiert. Im zweiten Lauf, nach Reduktion und
Alkylierung zeigen Zyklotide bei vollstandiger Reduktion der Disulfidbriicken
und sechsfacher Alkylierung einen Massenshift von genau 348 Da
(vgl. Kapitel 1, S. 5).

Des Weiteren wurde MS verwendet um bei der Peptidaufreinigung bereits
bekannt Peptide zu erkennen und damit gezielt bestimmte Fraktionen weiter
aufzureinigen.

Alle Messungen mittels gekoppelter LC/MS wurden an folgendem Gerat

durchgefuhrt:
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Liguid-chromatography (LC):

Nano-FluR HPLC, Ultimate 3000, Dionex Austria GmbH

Mass-spectrometry (MS):

Elektronen-Spray lonisierung Hybrid Triple Quadrupol - Lineare lonen Falle
Massenspektrometer, Applied Biosystems, Austria

Fur die Auswertung der Spektren wurde die Software Analyst 1.5 verwendet.

2.2.2.5 Peptid-Aufreinigung und Analytik

Die Peptidaufreinigung aus den Rohextrakten von V. tricolor und O. affinis
sowie alle analytischen HPLC-L&ufe wurden an folgendem HPLC-Geréat mit den
aus Tabelle 3 ersichtlichen Saulen durchgefihrt:

Perkin-Elmer Series 200 (Autosampler, Pumpe, UV/VIS-Detector)

Tab. 3: Eingesetzte Saulen fur die verschiedenen HP  LC-Anwendungen

Anwendung Saule FluRrate
, Phenomenex Jupiter, 10 u; C18 300A; 250 mm x ,
Preparative 8 ml/min
21.2 mm
Semipreparative  Kromasil C18 (10 mm x 250 mm) 3 ml/min
. Phenomenex Gemini, 5 u; C18 110A; 250 mm X :
Analytische 1 ml/min
4.6 mm
Nano-Eluss Dionex-Acclaim PepMap 75 pm i.d. x 15 cm, C18 300 nl/min
100, 3 um

Als mobile Phase wurden Puffer A und Puffer B verwendet. Je nach Grad der
Reinheit und Art der Anwendung wurden Gradienten von 0.5%, 1% oder 2%
Puffer B/min verwendet. Detektiert wurde bei 214 nm flir analytische und bei

280 nm flr preparative und semipreparative Untersuchungen.
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2.3 Ergebnisse und Diskussion

2.3.1 Zyklotid-Screening

Die Untersuchung der Extrakte mittels gekoppelter LC/MS hinsichtlich des
Nachweises von Zyklotiden lieferte folgende Ergebnisse, die aus
nachstehender Tabelle ersichtlich sind (Tab. 4, S. 18).

Es sind jeweils die Massen (,average“) der zweifach (+2 ion) und dreifach (+3
ion) geladenen lonen (m/z) moglicher oder bekannter Zyklotide, das daraus
berechnete Molekulargewicht in Dalton (calcMW Da), sowie die jeweiligen
Retentionszeiten (RT min) bei denen diese Massen detektiert wurden, jeweils
der unbehandelten (NATIVE) und der reduzierten/alkylierten (RED+ALK)
Proben zu entnehmen.

Durch die Kontrolle mit der Modellpflanze O. affinis (Abb. 6, S. 19) konnte
nachgewiesen werden, dass die Experimente technisch funktioniert haben. Bei
den neu untersuchten Pflanzen liefert die LC/MS Analyse der reduzierten und
alkylierten Proben jedoch kein eindeutig positiv auswertbares Ergebnis. Eine
maogliche Erklarung ist, dass die verwendeten Rohextrakte noch andere
Verbindungen enthalten, welche sich stérend auf die Signalaufnahme von
Peptiden auswirken. Des Weiteren ist es mdglich, das aufgrund der besonderen
Struktur der in den untersuchten Pflanzen potenziell enthaltenen Zyklotiden, die
Bedingungen der Reduktion und Alkylierung nicht ausgereicht haben, die
Disulfidbricken zu brechen, um eine anschlieende Alkylierung zu
ermdglichen. Ob es sich bei den untersuchten Pflanzen letztendlich um neue
Zyklotid-produzierende Spezies handelt, oder ob es sich bei den experimentell
erhaltenen Molekulargewichten von mdglichen Peptiden um Artefakte handelt,

kann erst durch weitere Experimente nachgewiesen werden.
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Tab. 4: Ergebnisse der LC/MS Analyse des Zyklotid-S  creenings

Aus LC/MS Analysen erhaltene Massen von Peptiden, die aufgrund ihrer Gréf3e (2,5-4 kDa)
und ihrer Retentionszeit, dem Massenshift nach Reduzierung und Alkylierung sowie der
Analyse ihrer Isotopenverteilung auf Zyklotide hinweisen

"+3 ion" "+2ion" "+3ion" | "+Zion"
RT min| MATIVE |calchW Da [ NATIVE |calchWyDa|RT min |RED+ALK[RED+ALK
2 Marinda citrifalia 382 8861 29553 14785 2955 B 11021 16852 5
9%iola sp. Steinhof 284 994 5 29817 1497 29814 20,44 11188 16735
26| 10003 2997 90 14998 2997 2 M.45 11107 1BBS 8
10 *iala sp. Burtenbach 278 10452 31416 15715 3141 23 11635
305 959 5 287558 14395 2877 B
12 Oldenlandia affinis 305 965 4 28932 14487 2891 4 22 10812 16214
210253 728 1837 0722 22 11411 171
328 1125 30357 1519 3036 237 11254 18924
13 Rauwalfia tetraphylla 2544 7258 217348 1087 3 2726 416 12613
36,74 9727 29151 1085 .7
2544 1087 3 32589 12033
3352 13229 39657 1435 .9
36,74 15449 4631.7 16609
45 1087 B 21732 1261 6
45 16291 32562 18031
20 P. deflexa 24| 10422 3236 15633 3124 6 1588, 1737 3
2ol 1024 33042 16538 33052 12184 1827 B
22 10341 30993 11501
23| 10425 3124 5 1158 .5
275 1031 3240 225 1197
A 1621 8 3241 .2 1795 6
26) 10909 3268.7 12069
23 1954 3 3108 6 17283
23 1646 4 32908 1820 4
23 1635 4 32788 1813 4
21 P.maortomiana 25 14552 2903 4 1629 2
2BAh 1457 9 291348 16319
2 12152 2428 4 1389 .2
22 P. macrophylla 27 8799 29367 1095 9
X 14581 29142 16321
24 P.poeppigiana 22 10458 31344 15683 3134 6 11618 17423
22 15398 3077 B 1713 .8
17 11704 3508 2 1286 4
26 P. solitudinum X 969 .5 2905 5 145 1085 .5
24 91891 2754 3 10351
24 10226 3064 8 1138 5
24 1034 3099 1150
25 10148 3041.7 11309
2B 1037 3105 1153
27 1035 3102 1151
2 1023 3031 1144
27 P. capitata 2 A 1466,7 2931 .4 16407
A 14783 2954 B 17] 1652 3
25 1463 3 2924 B 1637 3
24| 10463 337 4 1162 8
28 1492 2 2952 4 1666 2]
e 1485 5 29756 17] 1662 5

RT min...Retentionszeit in Minuten;

+2/+3 ion...zweifach/dreifach geladenes lon (m/z) eines moéglichen oder bekannten Zyklotids;
calcMW Da...berechnetes Molekulargewicht in Da;

NATIVE...unbehandelte Extrakte;

RED+ALK...reduzierte und alkylierte Extrakte
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Abb. 6: LC/MS Analyse von O. affinis Rohextrakt und chemisch modifziertem Extrakt

A) nativer (=unbehandelter) Extrakt B) reduzierter und alkylierter Extrakt; Angabe der average
mass (m/z) des zweifach und dreifach geladenen lons eines Zyklotids (m/z), sowohl das
zweifach als auch dreifach geladene lon zeigen nach Reduzierung und Alkylierung (B) den
erwarteten Massenshift von 348 Dalton
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Es konnte gezeigt werden, dass einige Pflanzen, wie beispielsweise Morinda
citrifolia (Abb. 7) oder Psychotria deflexa (Abb. 8), aber auch Rauwolfia
tetraphylla, P. mortomiana, P. macrophylla, P. poeppigiana, P. capitata und P.
solitudinum potenziell Zyklotide enthalten, da in den Chromatogrammen und
Spektren der unbehandelten Extrakte einige Peaks und Massen enthalten sind,
welche durch Analyse ihrer Isotopenverteilung auf Zyklotide hinweisen. Die
LC/MS Spektren aller untersuchten Pflanzen sind dem Anhang (S. ii bis vii) zu
entnehmen. Eine genaue Aussage, ob es sich tatsachlich um Zyklotide handelt,
ist jedoch nicht mdglich. Der Nachweis des Massenshifts nach Reduzierung
und Alkylierung zeigte kein positiv auswertbares Ergebnis. Einerseits konnten
keine Massenshifts von potenziellen Zyklotid-Peaks der unbehandelten Proben
in den reduzierten und alkylierten Extrakten detektiert werden, andererseits
wurden in den reduzierten und alkylierten Proben Peaks gefunden, die auf
Zyklotide hinweisen, jedoch fehlen hier die korrespondierenden Peaks (d.h. mit
einer Molekulargewichts-Differenz von 348 Da) in den Spektren der
unbehandlten Extrakte. Es werden daher noch weitere Experimente bendtigt.
Neben dem Einsatz alternativer Reduktionsbedingungen stehen auch
Techniken wie zum Beispiel MALDI-TOF oder gekoppelte MS/MS Experimente
zur Verfigung, um eine eindeutige ldentifizierung der Zyklotide zu erhalten.
Genauso ist nicht ausgeschlossen, dass Pflanzen, deren Spektren keine
Hinweise enthielten, dennoch Zyklotide enthalten. Fur den definitiven Nachweis
sind in weiterer Folge auch noch die Sequenzierung durch enzymatischen
Verdau sowie weitere Methoden der Strukturaufklarung wie auch NMR-

Untersuchungen notig.
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Abb. 7: LC/MS Analyse des unbehandelten Extrakts vo  n Morinda citrifolia
A)LC/MS - Angabe der average mass (m/z) des zweifach und dreifach geladenen lons eines
mdglichen Zyklotids B) Isotopenverteilung +3 lon C) Isotopenverteilung +2 lon
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Abb. 8: LC/MS Analyse des unbehandelten Extrakts vo  n Psychotria deflexa
A) LC/MS Angabe der average mass (m/z) des zweifach und dreifach geladenen lons eines
mdglichen Zyklotids B) Isotopenverteilung +3 lon C) Isotopenverteilung +2 lon
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2.3.2 ldentifizierung und Charakterisierung neuer z  yklotidhaltiger
Pflanzen

Neben der genauen pharmakologischen Betrachtung und Beschreibung der
Wirkungen und Wirkmechanismen bekannter Zyklotide (vgl. Kapitel 2.3.4, S.32)
soll das Auffinden neuer Zyklotide helfen, ihre strukturelle Vielfalt und
Verbreitung im Pflanzenreich naher zu erklaren. Aufgrund ihrer geschatzten
Anzahl (>50.000) stellen Zyklotide eine der grol3ten bioaktiven Proteingruppen
naturlichen Ursprungs dar (vgl. Tab. 1, S. 2) und bieten somit ein sehr grol3es
Potenzial an Mdglichkeiten fir die Arzneimittelforschung. Wie auch in dieser
Arbeit erfolgt die Auswahl der neu untersuchten Pflanzen einerseits nach
taxonomischer Verwandtschaft zu schon bekannten zyklotidhaltigen Familien
oder Spezies - vor allem Vertreter aus den Familien der Violaceae, Rubiaceae
und Apocynaceae - andererseits aufgrund der ahnlichen
ethnopharmakologischen Anwendung. Eine Vielzahl an Pflanzen, deren
traditionelle Anwendung auf dem  Gebiet der Frauenheilkunde,
Schwangerschaft und Geburt liegt, stehen fir weitere Untersuchungen
hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffe bereit (Gruber und O'Brien, 2010).

Des Weiteren ist es nétig, die Techniken der Identifizierung von Zyklotiden zu
verbessern, um eine schnellere und genauere Analyse zu gewahrleisten.
Neben der bekannten Methode mittels MS Analyse der Rohextrakte und den
reduzierten/alkylierten Peptiden in den Extrakten mit anschlieRender
Aufreinigung und Sequenzierung, bietet die Analyse mit ,state-of-the-art”
MALDI-TOF/TOF kombiniert mit ultrasensitiver und hochauflosender nano-LC-
MS/MS der enzymatisch verdauten Peptidproben eine neue Mdoglichkeit des

Zyklotidnachweises (Gruber, 2010).
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Die Suche nach neuen Zyklotiden versucht neue Erkenntnisse zur Verbreitung
und Evolution dieser Peptide im Pflanzenreich zu erhalten und in weiterer Folge
Peptide mit neuen, besseren und starkeren Aktivitaten als bei bisher
untersuchten Vertretern zu finden. Die weite Verbreitung, die strukturelle Vielfalt
und die unterschiedlichen biologischen Aktivitdten dieser naturlich
vorkommenden Peptide, von denen lediglich ein kleiner Bruchteil analysiert und
bekannt ist, machen diese zu einem interessanten Forschungsgebiet
hinsichtlich der Entdeckung neuer pflanzlicher Wirkstoffe mit pharmazeutischem

Entwicklungspotenzial.

2.3.3 Peptidaufreinigung

Aus der Extraktion von 750 g V. tricolor bzw. 227 g O. affinis erhalt man etwa
2,1 | wassrige Rohextrakt-Losung von V. tricolor bzw. 800 ml von O. affinis,
welche nach dem Trocknen eine Menge von 1.535 g V. tricolor Rohextrakt bzw.
427,5 mg O. affinis Rohextrakt ergeben.

Mithilfe preparativer und semipreparativer HPLC (Abb. 9, S. 24), der Analyse
mittels LC/MS (Abb. 10, S. 25) sowie analytischer HPLC konnten aus dem
Rohextrakt von V. tricolor 6 Peptidfraktionen (Abb. 9, S. 24, Abb. 11, S. 26)

aufgereinigt werden.
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RehextraktViela tricolor

/4////\\;\»

Fraktion 10-20 Fraktion 20-30 Fraktion 30-40 Fraktion 40-50 Fraktion 50-60 Fraktion 60-70
X X Fraktionen X X
Fraktionen 1 bis S : Fraktionen 1 bis 5
1his7

——
‘/ \ ‘L Semipreparative
HPLC
Fraktionen Fraktionen
1.1hisl5 2.1bis2.4

¢\

Fraktionen Fraktionen
2.1.1 221
2.1.2 2,22

Fraktionen
1.1bis1.3

Abb. 9: Ubersicht der Peptidaufreinigung mit prepar ativer und semipreparativer HPLC
des Rohextrakts von V. tricolor

Preparative Fraktionen des Rohextrakts wurden zwischen 10 und 70 Minuten alle 10 min
gesammelt (orange), nach Analyse mit analytischer HPLC wurden interessante Fraktionen mit
semipreparativcr HPLC weiter aufgereinigt (griin), Fraktionen, deren analytische HPLC-
Chromatogramme nur einen Peak zeigen, stehen fir LCMS Analysen bereit (rot )

Die LC/MS Spektren der preparativen Fraktionen wurden mithilfe der
Softwareanwendung ,LCMS-Reconstruct* nach darin enthaltenen Signalen des
Molekulargewichts von bekannten und unbekannten Peptiden (Abb. 10, S. 25)
analysiert. Eine Zuordnung der Massen Molekulargewichte zu einzelnen
Massepeaks und damit die Zuordnung der Zyklotide ist trotz der vielen Signale -
Rohextrakte kénnen bis zu mehrere hunderte Peptide enthalten - relativ gut
moglich. Die berechneten Massen Molekulargewichte der preparativen
Fraktionen 20-30min, 30-40min und 40-50min (Abb. 10, S. 25) sind nach Suche
in der Cybase Datenbank (http://researchlt.imb.ug.edu.au/cybase/) noch

unbekannt. Die daraus weiter aufgereinigten Fraktionen stehen daher nun
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einerseits fur Sequenzanalysen, andererseits fur pharmakologische Tests zur

Verfliigung.
A)
1“ T 2555,3 r 7 Fraktion 20-30min preparativ
E 28?5.9%082,0 Masse Peptide
” \ \ I 2955,33 unbekanntl
. S 2376,91 unbekannt2
. 308205 | unbekannt3
=y
?,-_911;3 - Fraktion 30-40min preparativ
Masse Peptide
2983 96 2983,96 unbekanntl
2924,62 unbekannt2
2911,73 unbekannt3
2894,23 unhekanntd
2935,44 unhekanntd
Frakriondd-50 min preparstiv

[Nasse Peptid

2882,2 Cycloviolacin 012

29084 unbelanntl

29244 unbelannt2

29385 unbekannts

- 2955,71
=a 29596 | unbekanntd
= 2892,2 28643 29222 | unbelanns

30511 unbelannts

2864,3 unbelannt?

29557 unbelannts

30268 unbelannts

30323 unbelanntld

30583 | unbelanntll

30176 unbekanntl2

Abb. 10: LC/MS Analyse der durch preparative HPLC e rhaltenen Fraktionen des V.
tricolor Rohextrakts

Es wurden von 10 bis 70 Minuten alle 10 Minuten Fraktionen gesammelt A) Fraktion 20-30 min
B) Fraktion 30-40 min C) Fraktion 40-50 min; in den nebenstehenden Tabellen sind jeweils die
durch die Softwareanwendung LCMS-Reconstruct errechneten Massen (average) sowie
bereits bekannte Peptide angegeben
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ARAAAANEE NN

V.tricolor semiprep. 20-30-2-1-1 Vitricolor semiprep. 20-30-2-2-1

V.tricolor semiprep. 20-30-2-1-2 Vitricolor semiprep. 20-30-2-2-2

L p byt aepqiti

V.tricolor semiprep. 40-50-1-1 Vitricolor semiprep. 20-30-1-5

Abb. 11: Analytische HPLC-Chromatogramme der 6 aufg ereinigten Fraktionen von V.
tricolor

Die durch mehrfache semipreparative HPLC Aufreinigungsschritte erhaltenen Fraktionen,
welche bei UV-Detektion der analytischen HPLC nur einen Peak zeigen und weiter mit LCMS
untersucht werden kénnen

Die 6 aufgereinigten Fraktionen (Abb. 11, vgl. Abb. 9, S. 24) kénnen nun mittels
LC/MS hinsichtlich der Massen der enthaltenen Peptide untersucht werden und
anschlielend durch enzymatischen Verdau ihre Aminosauresequenz bestimmt
werden. Falls diese von Interesse beziehungsweise neuartig sind, kénnen Sie

auf Struktur und Bioaktivitdt untersucht werden.
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Die aus dem Rohextrakt von O. affinis aufgereinigten Fraktionen (Abb. 12) und
bekannten Peptide (Abb. 15, S. 30, Abb. 16 und 17, S. 31), stehen nun flr
pharmakologische Tests vor allem auf dem Gebiet der uterotonischen und

insektiziden Wirkung zur Verfigung.

Rohextrakt Oldenlandia affinis

//4//;\\)\;

Fraktion 20-30 Fraktien 30-35 Fraktion 35-40 Fraktion 40-45 Fraktion 45-50 Fraktion 50-55

N L

Fraktionen
1 bis 3

semipreparative . l 1’
HPLC

Fraktionen 1 bis 7 Fraktionen 1 his 4

Fraktionen Fraktionen
5.1 4.1
5.2 4.2

Fraktionen
5.1.1
51.2

Abb. 12: Ubersicht der Peptidaufreinigung mit prepa  rativer und semipreparativer HPLC
des Rohextrakts von O. affinis

Preparative Fraktionen wurde zwischen 30 und 55 Minuten alle 5 min gesammelt (orange),
nach Analyse mit analytischer HPLC wurden interessante Fraktionen mit semipreparativr HPLC
weiter aufgereinigt (griin), Fraktionen, deren analytische HPLC-Chromatogramme nur einen
Peak zeigen, wurden mit LCMS weiter analysiert (rot )

Die ldentifizierung der Massesignale durch die Softwareanwendung ,LC/MS-
Reconstruct®* und der daraus berechneten Molekulargewichte von den
preparativen Fraktionen (Abb. 13, S. 28 und Abb. 14, S. 29) erfolgt ebenfalls
Uber die Suche in der Cybase Datenbank. In den Abbildungen 13 (S. 28) und
14 (S. 29) sind jeweils die LC/MS Spektren sowie in den nebenstehenden
Tabellen die Massen der darin enthaltenen Peptide abgebildet. Wie bei V.
tricolor ist auch hier die Zuordnung der Massen zu einzelnen Peaks trotz der

hohen Signaldichte gut mdglich.
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Fraktion 20-30min preparativ

Masse Peptid
2955,7 kB2
28923 kB1
3083 unbekanntl
30299 kEG

3035,9 unbekannt2
29767 kBL1S

3072,2 unbekanntd
29595 unbekannts
3024,1 unbelkannté
2987,7 unbelkannt?

) Fralktion 30-35min preparativ
. Izsse Peptid
294571
308314 295571 B2

3083,14 unkbekanntl
289208 kE1
3036 kB13

2976,71 unbekannt2
3092,96 unbekannt3
302438 unbekanntd
2824,38 unbekannts
259871 unbelkannts
3028,81 unbekannt?
2958,02 unhbekanntd

3026,0

2848208

\

289251 Fraltion 35-40min preparativ
304813 Ivlasse Peptid
28210 i !

2008,52 unbelkanntl

2910,98 unbelkannt?

289251 kB 1

29554 kB2

2596,35 unbkannt3

304812 KELO line ar

2821 unbelkanntd
3447 unbelkannts

Abb. 13: LC/MS Analyse der durch preparative HPLC e rhaltenen Fraktionen des
Rohextrakts von 0. affinis (1)

Es wurden eine Fraktion von 20 bis 30 Minuten und von 30 bis 55 Minuten alle 5 Minuten
Fraktionen gesammelt A) Fraktion 20-30 min B) Fraktion 30-35 min C) Fraktion 35-40 min; in
den nebenstehenden Tabellen sind jeweils die durch die Softwareanwendung LCMS-
Reconstruct errechneten Massen (average) sowie bereits bekannte Peptide angegeben
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A) Fraltion 40-45min preparativ

. IWlzsse Peptid
303019 303398 unbelkanntl
288354 25925 kB1
3048,28 KELO linear
28925 2896,24

3204,35 unbelkannt2
2910,54 unbekannt3
2596,24 unbekanntd

32343 unhbekannts
290963 unbelkannts
2973,88 unbekannt?
3090,1 unbekanntd

3030,19 kB&
288364 kBL11

B) Fraldion 45-50min preparativ
T IVlasse Peptid
3070,78 kBT
3099,3 25741 unbelkanntl

3072,38 unbekannt2
2955,92 kB2
2585592 3036,11 kBL13
3052,54 unbekannt3
22592,04 B 1
3083,34 unbekanntd
30993 unbekannts
2987.82 unhbekannté
288448 unbekannt?
29592 46 unbelanntd

208741

Fraltion S0-55min preparativ
C) IWlasse Peptid
3036,21 kEL3

29599 unbelkanntl
303049 unbelkannt2

00714 2576,91 unbelkannt3
29554 kB2
2892 66 2879428 unbekanntd
258509, 257253 unbelkannts

3083.39 unhakannts

2E92 66 kB 1

297528 kELS

’_/_J\/\/\_‘J 2875258 |unbekannt?
2557,22 unbelanntd

307241 kBT

300714 unbelkanntd

309337 unbelanntl0

Abb. 14: LC/MS Analyse der durch preparative HPLC e rhaltenen Fraktionen des
Rohextrakts von 0. affinis (2)

Es wurden eine Fraktion von 20 bis 30 Minuten und von 30 bis 55 Minuten alle 5 Minuten
Fraktionen gesammelt A) Fraktion 20-30 min B) Fraktion 30-35 min C) Fraktion 35-40 min; in
den nebenstehenden Tabellen sind jeweils die durch die Softwareanwendung LCMS-
Reconstruct errechneten Massen (average) sowie bereits bekannte Peptide angegeben
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Wie durch LC/MS und anschlieRende Cybase Datenbanksuche gezeigt werden
konnte, wurden die bekannten Peptide Kalata B1 (Abb. 15), Kalata B2 (Abb. 16,
S. 31) und Kalata B6 (Abb. 17, S. 31) aufgereinigt. Das Chromatogramm der
analytischen HPLC zeigt fur diese Fraktionen einen einzigen Peak. Die Analyse
mit LC/MS lieferte jedoch weitere Signale, welche auf das Vorhandensein
anderer Verbindungen zurickzufiihren sind, welche bei der verwendeten UV-
Detektion nicht zu sehen sind. Zum Teil sind auch noch andere Peptide in
Spuren enthalten, die aufgrund ihrer Strukturéhnlichkeit durch die verwendeten
Gradienten der mobilen Phase auf der semipreparativen Saule nicht getrennt
werden konnten. Reine Peptide koénnen nur durch wiederholte HPLC-
Fraktionierung, eventuell auch mit isokratischen Gradienten und anderen

Trennmethoden erhalten werden.
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Abb. 15: LC/MS Analyse und analytische HPLC der Fra  ktion 5.1.1 von O. affinis

A) LC/MS Chromatogramm, mit +2 und +3 geladenen lon (m/z) eines Zyklotids, welches nach
Suche in der Cybase Datenbank als Kalata Bl identifziert wurde B) Chromatogramm der
analytischen HPLC der Fraktion 5.1.1
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Abb. 16: LC/MS Analyse und analytische HPLC der Fra  ktion 5.1.2 von O. affinis

A) LC/MS Chromatogramm, mit +2 und +3 geladenen lon (m/z) eines Zyklotids, welches nach
Suche in der Cybase Datenbank als Kalata B2 identifziert wurde B) Chromatogramm der
analytischen HPLC der Fraktion 5.1.2
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Abb. 17: LC/MS Analyse und analytische HPLC der Fra  ktion 4.1 von O. affinis

A) LC/MS Chromatogramm, mit +2 und +3 geladenen lon (m/z) eines Zyklotids, welches nach
Suche in der Cybase Datenbank als Kalata B6 identifziert wurde B) Chromatogramm der
analytischen HPLC der Fraktion 4.1
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2.3.4 Testung der biologischen und pharmakologische n Aktivitat von
Zyklotiden

Da V. tricolor eine reichhaltige Quelle neuer Zyklotide ist (vgl. Kapitel 2.1.1, S.
7), stellt neben der Untersuchung hinsichtlich der Findung neuer Zyklotide (vgl.
Kapitel 2.3.2, S. 22) der Nachweis ihrer biologischen Aktivitaten eine
interessante Aufgabe dar. Es sind jedoch bisher nur wenige Peptide
beschrieben, auflerdem fehlen Nachweise fir deren uterotonische Aktivitat.
Zusatzlich konnten Struktur- und Sequenzahnlichkeiten einzelner Peptide mit
humanem Oxytocin (OT) aufgezeigt werden (Abb. 18, vgl. Kapitel 2.1.1, S. 7).

Die durch Peptidaufreinigung erhalten Fraktionen konnen nun auf ihre
pharmakologische Wirkung auf zellulare Rezeptoren getestet werden.
Besonderes Interesse liegt wie oben erwéahnt auf der Untersuchung der
uterotonischen Wirkung. Wie neue Ergebnisse zeigen, weisen einige Peptide,
wie Kalata B1 aus O. affinis, oder auch Tricyclon A und B aus V. tricolor

Sequenz- und Strukturédhnlichkeiten mit den aktiven Regionen des OT auf (Abb.

18).
human-oxytocin YTON 9
tricyclon-A YGTNGGTIFDCGES CYTKGCSCGEWKL 33
tricyclon-B YGENGGTIFDCGES CYTKGCSCGEWKL 33

Abb. 18: Oxytocin-ahnliche Sequenz der Viola-Peptid e
Aminosauresequenzen des OT und der Viola Peptide, Angabe der gleichen Aminosduren (rot)
sowie der Sequenzéahnlichkeit (kasten) , Ubernommen aus Gruber et al., 2010

Die Hypophysenhinterlappenhormone OT und Vasopressin (AVP) sind
multifunktionale Nonapeptide, die ihre Wirkung Uber G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (GPCRs) unter anderem auch auf die glatten Muskelzellen des

Uterus haben. Untersuchungen hinsichtlich der uterotonischen Wirkung dieser
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Peptide auf OT und AVP Rezeptoren sollen klaren, ob deren biologische
Aktivitat, durch Aktivierung (Agonist) oder Blockierung (Antagonist) der OT/AVP
Rezeptoren erfolgt oder Uber andere Signalwege wie Prostaglandin-,
a-Adreno-, Acetylcholin- oder Endothelin-Rezeptoren oder aber auch durch
nicht-rezeptorinduzierte Kalziumstrome.

Die Kollagen Kontraktilitatsassays ermoglichen es, in vitro Tests auf die
uteruskontrahierende Wirkung durchzufihren, bevor man auf menschliche

primar-Zellen oder Uterus Muskelpraparationen tbergeht (Abb. 19).

A. ,:]‘?‘,‘ )4 A \:X’/ Control
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Kalata B1 (20uM)
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Abb. 19: Uterusmuskel - Kontraktilitditsassay mit Ka  lata B1

(A.) Reprasentatives Kontraktilitatsexperiment von hTERT-HM Zellen (kultiviert in DMEM/ 10% Serum)
wurde in Serum freiem Medium durch Inkubation mit 20 uM Kalata B1, Ghrelin (negative Kontrolle, Uterus-
Muskel-Entspannungswirkstoff) oder links ohne Zugabe des Peptids durchgefuhrt. Die Experimente
wurden mit N=6 Zell/Kollagen Gele fiir jede Behandlung und Kontrollen durchgefiihrt. Die
Kollagenkontraktion wurde als Reduktion in Zell/Kollagen Gelflache, als Anzahl der Pixel in bestimmter
Region von Interesse, mittels Fluorchem Software gemessen

(B.) Kalata B1 kontrahierte glatte Uterusmuskelzellen signifikant um etwa 13% nach 5 h (P<0.01) im
Vergleich zum Ausgangszustand.

(Experimente durchgefiihrt und Abbildung erhalten von Margaret O’Brien, Galway, Irland)
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Fur Kalata B1 konnte die biologische Aktivitat bereits nachgewiesen werden
(Abb. 19, S. 33, Gran et al., 2000.) Die Wirkung der applizierten Substanzen auf
das Kollagennetz stellt dabei ein Modell fir die Gewebskontraktion des Uterus
dar.

Einige Fraktionen der preparativen HPLC Aufreinigung wurden bereits zu dieser
pharmakologischen Testung der uterotonischen Wirkung an die Kollaborateurin
in Irland (Margaret O’Brien, Galway Irland) geschickt. Die weitere
Charakterisierung der pharmakologischen Wirkung und der Nachweis, dass die
zyklotidinduzierten Uteruskontraktionen Uber GPCRs erfolgen, kann durch
Anwendung bekannter GPCRs Antagonisten (Indomethacin, COX-2 Hemmer,
Atosiban, Nifedipin oder B-Agonisten) vor Applikation der Peptide erfolgen.
Neben der anti-Neurotensin Wirkung von Cyclopsychotrid A (Witherup et al.,
1994) waren dies die ersten Zyklotide, fur die eine Wirkung auf GPCRs
beschrieben wird. GPCRs stellen eine groRe Gruppe an Angriffspunkten fur
verschiedene Arzneistoffe dar - etwa die Halfte aller verwendeten Arzneistoffe
wirkt Uber diese Rezeptoren - jedoch werden lediglich ca. 60 Rezeptoren
medizinisch genutzt.

Weitere pharmakologische Tests von einzelnen Fraktionen oder gereinigten
Peptiden wie ,one-point* oder ,full radio-ligand® Bindungsstudien und
Luciferase-Reporter-Gen Assays konnen im 96/384-Loch Platten durchgefihrt
werden, um Aussagen Uber die Funktionalitat (agonistisch/antagonistisch) der
an GPCRs angreifenden Proben treffen zu kdnnen. Im Rahmen dieser
Experimente konnen auch noch andere GPCRs leicht in die Testung

miteinbezogen werden.
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Die Untersuchung hinsichtlich der uterotonischen Wirkung dieser Peptide bringt
auch pharmako-6konomische Aspekte mit sich, da uterotonische und
tokolytische Substanzen in der Schwangerschaft und wahrend der Geburt
haufig eingesetzt werden. Es werden zur Zeit B,-Agonisten wie Ritodrin und
Terbutalin, PG-Synthesehemmer, Kalziumantagonisten oder OT Antagonisten
angewendet. Die Gefahren und Nebenwirkungen, vor allem kardiovaskulare
Zwischenfélle der aktuell verwendeten Arzneistoffe sind jedoch fur Mutter und
Kind zum Teil betrachtlich. Es besteht also eine groRe Nachfrage nach
Substanzen mit selektiver Wirkung auf die glatten Muskelzellen des
Uterusgewebes.

Uterotonisch aktive Zyklotide stellen somit, nicht zuletzt auch aufgrund ihrer
enormen Stabilitdt und Strukturvielfalt, potenzielle neue Leitsubstanzen fir die

Entwicklung neuer Arzneimittel dar.
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3 UBERARBEITUNG DER ARZNEIBUCHMONOGRAPHIEN
KOLAEXTRAKT UND KOLAFLUIDEXTRAKT

3.1 Einleitung

3.1.1 Kola — Botanik und Inhaltsstoffe

Die Gattung Cola, zu der etwa 50-60 Arten gezahlt werden, gehoért zur Familie

der Malvaceae (Malvengewéchse), Untergattung Sterculioideae. Heimat dieser

bis zu etwa 20 m hohen Baume ist das tropische Afrika, insbesondere - als

weltweit grof3ter Produzent - Nigeria. Durch den Anbau wurden jedoch einige

Arten weit verbreitet und kommen auch in tropischen Teilen Siud- und

Mittelamerikas sowie Indiens und Ostasiens vor (Seitz et al., 1992; Wichtl und

Low, 2009). Die drogenliefernden Arten sind vor allem Cola nitida (VENT.)

SCHOTT et ENDL. und Cola acuminata (P. BEAUV.) SCHOTT et ENDL. welche auch

als Stammpflanzen im  Europdaischen
Arzneibuch (Ph. Eur.) genannt werden.
Weitere Arten sind C. anomala K.SCHUM., C.
ballayi CORNU ex HEKKEL, C. cordifolia R.BR.,
sowie C. sphaerocarpa A.CHEVAL und C.
verticillata STAPF ex CHEV., die vor allem in
Afrika lokale Bedeutung als Kult-, Arznei-
und Genussmittel besitzen (Ratsch, 2007;
Seitz et al., 1992).

Verwendete Pflanzenteile sind die Samen,

Abb. 20: Kolasamen (Ubernommen
aus Niemenak et al, 2008)

falschlicherweise oftmals als Kolantsse bezeichnet, da hier die grofliten

Mengen an Alkaloiden zu finden sind. Auch die Unterscheidung der am
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haufigsten verwendeten Arten C. nitida und C. acuminata erfolgt Uber die
morphologischen Charakteristika der Samen (Abb. 20, S. 36)

Hauptinhaltsstoffe der Samen und wirksamkeitsbestimmend sind die
Purinalkaloide Koffein und Theobromin. Weiters enthalten sind Polyphenole und
grole Mengen an Starke. Der Gehalt an Purinalkaloiden (Abb. 21) liegt
zwischen 0,6 bis 3,7%, wobei der Hauptanteil auf Koffein fallt. Die Ph. Eur.

schreibt daher fur die Monographie Kolasamen einen Mindestgehalt von 1,5%

I I
H3C\N N H< N
N
LA A
0~ "N N 0~ "N N
CH, CH,
Coffein Theobromin

Koffein vor.

Abb. 21: In Kola enthaltene Purinalkaloide - Koffei n und Theobromin

Da Koffein vor allem in den noch nicht getrockneten Nissen als Komplex mit
Catechinen vorliegt, wurde es friher oftmals falschlicherweise als Colanin
bezeichnet (Seitz et al., 1992).

Polyphenolische Komponenten sind vor allem (+)-Catechin und (-)-Epicatechin
(Abb. 22), die Procyanidine B; und B, (Atawodi et al., 2007) sowie daraus weiter

kondensierte Gerbstoffe unterschiedlichen Polymerisationsgrades.

OH
Epicatechin

Catechin

Abb. 22: In Kola enthaltene Polyphenole - Catechin und Epicatechin
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Neben bis zu 45% Starke findet man auch noch geringe Mengen an Zucker,
Proteinen und Mineralstoffen (Niemenak et al., 2008; Seitz et al., 1992; Wichtl

und Low, 2009).

3.1.2 Anwendung, Wirkungen und pharmakologische Dat  en

Die wichtigste Wirkung und damit auch die haufigste Anwendung von
Kolasamen und seiner Zubereitungen ist die anregende, ZNS-stimulierende
Wirkung des enthaltenen Koffeins. Pharmakologisch gesehen greift Koffein auf
Adenosin A; und A, Rezeptoren an und wirkt dort antagonistisch. Vereinfacht
gesehen wird dadurch die zentral hemmende Wirkung von Adenosin auf die
Ausschittung von Acetylcholin, Noradrenalin, Dopamin, GABA und Serotonin
aufgehoben und so eine ZNS-Anregung erreicht. Die sich daraus ergebende
Anwendung zur Anregung bei Mudigkeit und Steigerung der Aufmerksamkeit ist
lange bekannt und wird weltweit geschatzt (Hansel und Sticher, 2010).

Der zweite wichtige Wirkmechanismus der Methylxanthine ist die Hemmung der
Phosphodiesterasen (PDEs), deren Aufgabe der Abbau von cyclischem
Adenosinmonophosphat (CAMP), einem wichtigem sekundaren Botenstoff, ist.
Bei Hemmung des Abbaus ist die Wirkung von cAMP verstarkt, was zu einer
Erschlaffung der glatten Muskulatur fuhrt, wodurch es zu einer Weitstellung der
Bronchien und peripheren Gefal3en kommt. Dieser Effekt ist jedoch bei Koffein
weit schwacher ausgepragt als der Adenosinantagonismus.

Die Hemmung der PDEs fuhrt auch zu einer gesteigerten Magensauresekretion
(Hansel und Sticher, 2010).

In der traditionellen afrikanischen Medizin werden daher auch die frischen

Samen nicht nur zur Anregung bei Mudigkeit, zur Unterdriickung von Hunger
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und Durst, sondern auch zur Steigerung der Magensaftsekretion vor Mahlzeiten
gekaut. Die gemahlenen Samen werden aufgrund ihres hohen Gehalts an den
aus Catechinen polymerisierten Procyanidinen gegen Diarrhoe eingenommen
und auch bei Wunden oder Entziindungen aufgelegt. Neben dieser Bedeutung
als Arznei- und GenufBmittel besitzt die Droge eine bedeutende Rolle im
kultischen und rituellen Leben der Einheimischen (Ratsch, 2007; Seitz et al.,
1992).

Fern ihrer tropischen Heimat werden Extrakte aus Kolasamen ebenso
geschatzt und in bekannten Genussmitteln gerne konsumiert, darunter in
verschiedene Cola-Limonaden, als weltweit bekanntestes Beispiel Coca-Cola®,
aber auch in dsterreichischen Produkten wie Vdslauer® Balance Limette-
Kolanuss, Willi Dungl Rauchfreie Pause Tee, Octain Brainbar, um nur einige
Beispiele zu nennen. Bei diesen nicht-medizinischen Anwendungen steht die
anregende und konzentrationssteigernde Wirkung von Koffein im Vordergrund.
Auch in zahlreichen Arzneiblchern findet man immer wieder Monographien von
verschiedene Zubereitungen aus Kolasamen, wie Trocken- und Fluidextrakte,
Tinkturen oder Weine (Seitz et al., 1992). Fertigarzneimittel und Phytopharmaka

sind derzeit nicht auf dem Markt.
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Material
3.2.1.1 Zubereitungen

Die Untersuchungen wurden an den dankenswerterweise von den Firmen Gatt-
Koller und Pharmonta aus Osterreich und von Finzelberg GmbH (Deutschland)

zur Verfigung gestellten, industriell gefertigten Zubereitungen (Tab. 5 und Tab.

6) durchgefuhrt.

Tab. 5: Untersuchungsmaterial Kolaextrakt

Nr.: | Herkunft Chargen- bzw. | Ablaufdatum

1 Gatt-Koller 0647/0307 02 2009
2 Gatt-Koller 5952/0109 01 2010
3 Gatt-Koller 2316/0608 06 2009
4 Gatt-Koller 5028/1107 11 2008
5 Gatt-Koller 1739/0508 05 2009
6 Gatt-Koller 2344/0609 06 2010
7 Finzelberg 09010469 k. A.

8 Finzelberg 08018847 k. A.

Tab. 6: Untersuchungsmaterial Kolafluidextrakt

Nr.: Herkunft Chargen- bzw. Kontrollnummer | Ablaufdatum
1 Gatt-Koller 4493/1008 1109 04 2009
2 Gatt-Koller 2767/0708 1109 01 2009
3 Gatt-Koller 0759/0309 1209 09 2009
4 Gatt-Koller 4946/1105 1209 05 2006
5 Gatt-Koller 3194/0808 1109 02 2009
6 Gatt-Koller 4265/0909 3809 03 2010
7 Pharmonta PH-094/09 02 2009
8 Pharmonta PH-482/09 05 2010

40




Da diese Zubereitungen nicht mehr stark verbreitet angewendet werden und
somit meist nur wenige Chargen pro Jahr produziert werden, wurden im
Hinblick auf eine bessere statistische Aussagekraft auch Proben verwendet,

deren Mindesthaltbarkeitsdatum schon Uberschritten war.

3.2.1.2 Reagenzien

Fur die Herstellung der Proben- und Referenzldsungen fir die
Dunnschichtchromatographie (DC) sowie der mobilen Phasen der DC und
HPLC wurden folgende Reagenzien verwendet:

e Aqua dest.

» Koffein, Fluka (Buchs, Schweiz)
» Ethanol 96%, VWR

* Ethylacetat, VWR

* Methanol, VWR

* lod

» Kaliumiodid

» Salzsaure, Gatt-Koller
Alle verwendeten Reagentien entsprechen bezilglich Reinheit und Gehalt den
Anforderungen des Ph. Eur. Fur die DC und HPTLC Prifungen wurden Platten
mit Kieselgel 60 F,s4, Korngréf3e 10-12 um (DC) und 5-7 um (HPTLC) der Firma

Merck (Darmstadt, Deutschland) verwendet.
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3.2.2 Methoden

3.2.2.1 Dunnschichtchromatographie (DC)

Zur Prufung auf Identitdt wurde die Methode der Dinnschichtchromatographie
herangezogen, eine in der Ph. Eur. etablierte Methode, die Identitat
festzustellen, mit der sich auch Verfalschungen leicht identifizieren lassen. Als
Vorlage diente das System der Monographie Kolasamen (Ph. Eur. 6.). Die
Prufung erfolgt gemafd Arzneibuch sowohl auf DC als auch High Performance
Thin Layer Chormatography (HPTLC) Platten.

~untersuchungslosung: 1,0 g pulverisierte Droge (355) (2.9.12)... wird ...mit 5
ml Ethanol 60 % R versetzt... und ...anschlie3end abfiltriert.

Referenzlosung a: 25 mg Coffein R werden in 10 ml Ethanol 60 % R geldst.
Referenzlésung b: 50 mg Theobromin R werden in 10 ml FlieBmittel gelost. Die
Losung wird filtriert.

Platte: DC-Platte oder HPTLC-Platte mit Kieselgel Fzs4 R

FlieBmittel: Wasser R, Methanol R, Ethylacetat R (10:13:77 V/IV/IV)

Auftragen: 20 ul oder 5 pl; bandférmig

Laufstrecke: 10 cm oder 8 cm

Trocknen: 5 min lang an der Luft

Detektion A: im ultravioletten Licht bei 254 nm

Detektion B: Die Platte wird mit einer Mischung gleicher Volumteile Ethanol 96
% R und Salzsdure R und danach mit einer unmittelbar vor Gebrauch
hergestellten Losung von 1 g lod R und 1 g Kaliumiodid R in 100 ml Ethanol
96% R bespriuht (Ph. Eur. 6)

Entsprechend 1,00 g Droge werden 0,15 g Kolaextrakt bzw. 1,0 ¢

Kolafluidextrakt verwendet.
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3.2.2.2 Flussigchromatographie (HPLC)

Die Gehaltsbestimmung wurde mit Hilfe der HPLC durchgefiihrt. Es wurde das
System der Monographie Kolasamen (Ph. Eur. 6) verwendet. Fur die

Untersuchungen wurde an folgendem HPLC-Geréat gearbeitet (Tab. 7):

Tab. 7: Technische Daten fir die HPLC-Gehaltsbestim  mung von Koffein

Pumpe Shimadzu LC-10AD

Detektor Shimadzu SPD-M10A

Degasser Shimadzu DGU-14A

Auto-Injektor Shimadzu SIL-10AD

System-Controller Shimadzu SCL-10A

Software LC solution

Saule Thermo Hypersil Keystone BDS C18 (5um)

,untersuchungslésung: 1,00 g (m1) pulverisierte Droge (355) (2.9.12)... wird in
Methanol R gel6st und ...mit Methanol R zu 200,0 ml verdinnt. 20,0 ml
Ldsung... werden ...mit der mobilen Phase zu 50,0 ml verdunnt.
Referenzlésung: 30,0 mg (m2) Coffein CRS und 15,0 mg Theobromin R werden
in einem 100-ml-Messkolben in der mobilen Phase zu 100,0 ml gel6st. 10,0 mi
Losung werden in einem 100-ml-Messkolben mit der mobilen Phase zu 100,0
ml verdiinnt.

Saule

— Grol3e: 1=0,25m, @ =4,6 mm

— Stationére Phase: octadecylsilyliertes Kieselgel zur Chromatographie R (5
um)

Mobile Phase: Methanol R, Wasser R (25:75 V/V)

Durchflussrate: 1 ml - min-1

Detektion: Spektrometer bei 272 nm (Ph. Eur. 6)"
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Entsprechend 1,00 g Droge werden 0,15 g Kolaextrakt bzw. 1,00 g

Kolafluidextrakt verwendet.

3.2.2.3 Ethanolgehalt

Die Bestimmung des Ethanolgehalts Gber die Bestimmung der relativen Dichte
mittels Pyknometer wurde nach der allgemeinen Monographie 2.9.10
Ethanolgehalt und Ethanolgehaltstabelle (Ph. Eur. 6) in Form einer
Doppelbestimmung durchgefihrt.

»... In den Destillationskolben werden 25,0 ml der bei 20 =+ 0,1 T
abgemessenen Zubereitung gegeben, mit 100 bis 150 ml destilliertem Wasser
R verdinnt und mit einigen Siedesteinchen versetzt. Nach Anbringen des
Vorstol3es und Aufsetzen des Kihlers werden mindestens 90 ml in einen 100-
ml-Messkolben destilliert. Das auf 20 + 0,1 T gebr achte Destillat wird mit
destilliertem Wasser R von 20 + 0,1 € zu 100,0 ml verdunnt. Die relative
Dichte wird bei 20 = 0,1 € mit Hilfe eines Pyknome ters bestimmt....(Ph. Eur.

6)"

3.2.2.4 Trocknungsverlust

Der Trocknungsverlust wurde nach der allgemeinen Monographie 2.8.17
Trocknungsverlust von Extrakten (Ph. Eur. 6) in Form einer Doppelbestimmung
durchgefuhrt.

.In ein Wageglas mit flachem Boden von etwa 50 mm Durchmesser und etwa
30 mm Hohe werden rasch 0,50 g des fein pulverisierten Trockenextrakts
eingewogen. Nach 3 h langem Trocknen im Trockenschrank bei 100 bis 105 €

wird der Ruckstand im Exsikkator tber Phosphor(V)-oxid R oder Silicagel R
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erkalten gelassen und gewogen. Das Ergebnis wird in Prozent (m/Ym) berechnet.

(Ph. Eur. 6)*

45



3.3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.1 Ergebnisse

Die dunnschichtchromatographische Prifung auf Identitat wurde sowohl auf DC
als auch HPTLC Platten durchgefuhrt. Wie in den Abbildungen zu sehen ist,
erreicht man mit dem verwendeten FlielBmittelsystem (MeOH:EtOAc:H,0O;
13:77:10; VIVIV) eine gute Auftrennung zwischen Theobromin und Koffein.
(Abb. 23 und Abb. 24) Sowohl bei Detektion A unter UVys, als auch bei

Detektion B unter Tageslicht sieht man die jeweils erwarteten Zonen.

Abb. 23: DC-Chromatogramme der Trocken- und Fluidex  trakte

FM: MeOH:EtOAc:H,O (13:77:10); Auftragemenge jeweils 20 ul (A) Trockenextrakte 1-7
Detektion A UV.s,; (B) Fluidextrakte 1-7 Detektion A UV,s,; (C) Trockenextrakte 1-7 Detektion B
nach Bespriihen mit lodldsung im Tageslicht; (D) Fluidextrakte 1-7 Detektion B nach Bespriihen
mit lodlésung im Tageslicht

1-7: Kolaextrakte Nr. 1-7 (0,03 mg/ml) bzw. Kolafluidextrakte Nr. 1-7 (0,2 mg/ml)

8: Referenzlésung Theobromin (5 mg/ml)

9: Referenzldsung Koffein (2,5 mg/ml)
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Abb. 24: HPTLC-Chromatogramme der Trocken- und Flui  dextrakte

FM: MeOH:EtOAc:H,O (13:77:10); Auftragemenge jeweils 5 pl (A) Trockenextrakte 1-5
Detektion A UV.s,; (B) Fluidextrakte 1-5 Detektion A UV,s4; (C) Trockenextrakte 1-5 Detektion B
nach Bespriihen mit lodldsung im Tageslicht; (D) Fluidextrakte 1-5 Detektion B nach Bespriihen
mit lodlésung im Tageslicht

1-5: Kolaextrakte Nr. 1-7 (0,03 mg/ml) bzw. Kolafluidextrakte Nr. 1-7 (0,2 mg/ml)

6: Referenzldsung Theobromin (5 mg/ml)

7: Referenzldsung Koffein (2,5 mg/ml)

Nach der Prufung auf Identitdt der untersuchten Proben, erfolgte die
Gehaltsbestimmung nach dem in der Ph. Eur. angebenen Verfahren zur
Bestimmung von Koffein und Theobromin in Kolasamen und lieferte folgende
Werte, die aus nachstehenden Tabellen (Tab. 8 und Tab. 9, S. 49) zu
entnehmen sind. In den Chromatogrammen der Referenzlésung (Abb.25, S. 48)
und des Kolafluidextrakts K.Nr. 4493 (Abb. 26, S. 48) sieht man sehr schon die
Auftrennung zwischen den Peaks von Theobromin (RT~5.6 min) und Koffein

(RT~14.1 min).
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Abb. 25: HPLC-Chromatogramm der Koffein-Gehaltsbest immung der Referenzlésung
Koffein und Theobromin
Koffein: 0,03 mg/ml; Theobromin: 0,0015 mg/ml; mobile Phase: 25% Methanol, isokratisch
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Abb. 26: HPLC-Chromatogramm der Koffein-Gehaltsbest immung des Kolafluidextrakts
K.Nr. 4493
Kolafluidextrakt: 0,002 mg/ml, mobile Phase: 25% Methanol, isokratisch

Die Chromatogramme der durchgefiihrten Doppelbestimmung aller Trocken-
und Fluidextrakte sind dem Anhang zu entnehmen (S. xxi bis xxiv).

Fur die Zubereitungen ,Kolaextrakt' liegen die ermittelten Werte zwischen 9,42
und 10,75 Prozent Koffein. Die aktuellen Grenzen des OAB sind 9,75 bis 10,25

Prozent Gesamtalkaloide, bestimmt als Koffein.
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Tab. 8: Ergebnis der HPLC-Gehaltsbestimmung von Kof

fein der Kolaextrakte

m(coff)...Einwaage Koffein der Referenzlésung, PA(probe)...Peakflache der Probe,

50...Aliquotierungsfaktor, m(probe)...Einwaage, PA(coff)...Peakflache Koffein

K.Nr.: m(coff) | PA(probe) | 50 | m(probe) | PA(coff) | Gehalt (%) | Mittelwert gerundet

Ch.Nr.

08018847 | 0,03045 2063609 | 50 0,1649| 1761807 | 10,8144821 10,752766 10,75
0,03045 2035107 | 50 0,1645| 1761807 | 10,6910489

Ch. Nr.

09010469 | 0,03045 2040107 | 50 0,168 | 1761807 10,494038 10,500557 10,5
0,03045 1970906 | 50 0,1621| 1761807 | 10,5070758

K.Nr.2344 | 0,03045 1684762 | 50 0,1535| 1761807 | 9,48482121 9,4210717 9,42
0,03045 1751988 | 50 0,1618| 1761807 | 9,35732212

K.Nr.5952 | 0,03045 1832326 | 50 0,1652| 1761807 | 9,58499016 9,5531665 9,55
0,03045 1792614 | 50 0,1627 | 1761807 | 9,52134279

K.Nr.2316 | 0,03045 1689501 | 50 0,1536 | 1761807 9,5053083 9,6127535 9,61
0,03045 1808682 | 50 0,1608 | 1761807 | 9,72019869

K.Nr.0647 | 0,03045 1905117 | 50 0,1605| 1761807 | 10,2575959 10,28565 10,29
0,03045 1947762 | 50 0,1632| 1761807 10,313705

K.Nr.1739 | 0,03045 1734369 | 50 0,1594 | 1761807 | 9,40269081 9,6290431 9,63
0,03045 1826996 | 50 0,1602 | 1761807 | 9,85539544

K.Nr.5028 | 0,03045 1757690 | 50 0,1592 | 1761807 | 9,54109431 9,4945223 9,49
0,03045 1814875 | 50 0,166 | 1761807 | 9,44795031

Die ermittelten Werte der Zubereitungen Kolafluidextrakt liegen zwischen 1,4

und 1,6 Prozent Koffein mit einer Ausnahme (K.Nr.4265). Die akutellen Grezen

des OAB sind 1,4 bis 1,6 Prozent Gesamtalkaloide, bestimmt als Koffein.

Tab. 9: Ergebnis der HPLC-Gehaltsbestimmung von Kof

fein der Kolafluidextrakte

m(coff)...Einwaage Koffein der Referenzlésung, PA(probe)...Peakflache der Probe,

50...Aliquotierungsfaktor, m(probe)...Einwaage, PA(coff)...Peakflache Koffein

m in (9) m(coff) | PA(probe) | 50 | m(probe) | PA(coff) | Gehalt (%) Mittelwert | gerundet

PH-482/09 0,03045 1815794 | 50 1,124 | 1761807 | 1,39604442 1,397152 1,4
0,03045 1786638 | 50 1,1042| 1761807 | 1,39825955

K.Nr.4265 0,03045 1063135 | 50 1,1032| 1761807 | 0,83278546| 0,8367498 0,8
0,03045 1112463 | 50 1,1435| 1761807 | 0,84071419

K.Nr.2767 0,03045 2104074 | 50 1,1575| 1761807 | 1,57086542 | 1,5699382 1,6
0,03045 1848673 | 50 1,0182 | 1761807 | 1,56901095

K.Nr.0759 0,03045 1825871 | 50 1,0288| 1761807 | 1,53369183| 1,5353829 1,5
0,03045 1960452 | 50 1,1022| 1761807 1,537074

K.Nr.3194 0,03045 2020499 | 50 1,1187| 1761807 1,5607882 | 1,5675309 1,6
0,03045 1999336 | 50 1,0975| 1761807 | 1,57427365

K.Nr.4493 0,03045 2114531 | 50 1,1984 | 1761807 | 1,52479418| 1,5288206 1,5
0,03045 2029737 | 50 1,1443| 1761807 | 1,53284711

PH-094/09 0,03045 1793302 | 50 1,1169| 1761807 | 1,38751636 1,391542 1,4
0,03045 1831969 | 50 1,1344| 1761807 | 1,39556758

K.Nr.4946 0,03045 1959864 | 50 1,1305| 1761807 | 1,49814669| 1,5004873 1,5
0,03045 2125980 | 50 1,2225| 1761807 1,502828
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Die Ergebnisse des Trocknungsverlusts sind aus nachstehender Tabelle (Tab.
10) zu entnehmen. Die aktuellen Grenzen des OAB liegt, wie jene der
Monographie Extracta (Ph. Eur. 6) bei maximal 5% Trocknungsverlust.

Tab. 10: Ergebnis der durchgefiihrten Doppelbestimmu ng des Trocknungsverlust der
Kolaextrakte

Probe Einwaage (9) Auswaage (g) | Trocknungsverlust (%)
K.Nr. 1739* 0,5086 0,4876 4,13
0,5228 0,4985 4,65
K.Nr. 0647* 0,504 0,4887 3,04
0,5463 0,5288 3,2
K.Nr. 5952 0,5065 0,4962 2,03
0,5083 0,4973 2,16
K.Nr. 2316* 0,5013 0,4868 2,89
0,5179 0,5031 2,86
K.Nr. 5028* 0,5197 0,4895 5,83
0,5208 0,4916 5,61
Ch.Nr.08018847 | 0,5014 0,4779 4,69
0,5167 0,4929 4,61
Ch.Nr.09010469 | 0,5085 0,4917 3,30
0,5025 0,4850 3,48
K.Nr. 2344 0,5089 0,4906 3,56
0,5013 0,4838 3,49

Die Werte der Ethanolgehaltsbestimmung sind aus nachfolgender Tabelle (Tab.
11) zu entnehmen. Die Prufung konnte jedoch nur flr 2 Proben durchgefihrt
werden, da die anderen Proben in zu geringen Mengen vorhanden waren. Das
OAB fordert einen Mindestgehalt von 48,0 % (v/v) Ethanol.

Tab. 11: Ergebnis der durchgefiihrten Doppelbestimmu ng des Ethanolgehalts der
Kolafluidextrakte

Probe Ethanolgehalt %(v/v)
PH-482/09 51,8

51,8
K.Nr. 4265 49,4

49,3
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3.3.2 Diskussion

Anstelle des nasschemischen Nachweises der Alkaloide werden nach Ph. Eur.
6 die Purinalkaloide Koffein und Theobromin mit einer
dunnschichtchromatographischen Priufung nachgewiesen. Wie in den
Abbildungen (Abb. 23, S. 46 und Abb. 24, S. 47) ersichtlich ist, eignet sich das
beschriebene DC-System der Monographie Kolasamen Ph. Eur. auch fir die
Identitatsprifung der untersuchten Zubereitungen, sowohl bei Verwendung von
DC (Abb. 24, S. 46) als auch HPTLC (Abb. 25, S. 47) Platten. Alle Proben
zeigen bei Detektion A die erwarteten fluoreszenzmindernden Zonen auf Héhe
des Koffeins bzw. Theobromins der Referenzlésungen. Wie aus den
Chromatogrammen zu sehen ist, kann die Theobrominzone in den
Probelésungen zu sehen sein, muss jedoch nicht. Besonders auf HPTLC-
Platten mit einer Auftragemenge von lediglich 5 pl ist der Theobromingehalt
aller Proben zu gering fur eine Detektion. Die Detektion mittels Bespriihen mit
lodlésung (Detektion B) zeigt, wie erwartet, bei allen Chromatogrammen
lediglich eine braungefarbte Zone auf Hohe der Referenzlésung Koffein.

Im Gegensatz zur bisher im OAB angefiihrten gravimetrischen Bestimmung des
Gesamtalkaloidgehaltes wurde zur Gehaltsbestimmung eine HPLC-
Quantifizierung von Koffein herangezogen. Aufgrund der erhaltenen Werte und
da laut Ph. Eur. 6 fur die Droge Kolasamen lediglich ein Mindestgehalt von
1,5% Koffein gefordert ist, kann diese Methode auch fur Zubereitungen dieser
Droge angewendet. Eine Einstellung des Koffeingehalts der Zubereitungen ist
notig, da Coffein eine pharmakologisch stark wirksame Substanz ist. Daher
wurden aufgrund der Ergebnisse der HPLC-Laufe und in Absprache mit der

OAB-Expertenkommission die Grenzen fiir die Zubereitung ,Kolaextrakt' mit 9,5
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bis 10,5 Prozent Coffein neu gesetzt. Fur die Zubereitung ,Kolafluidextrakt’
werden die Grenzen von 1,4 bis 1,6 Prozent beibehalten, jedoch beziehen sich
die Werte nicht mehr auf den Gesamtalkaloidgehalt, sondern ausschlie3lich auf
die Menge an Koffein.

Die Reinheitsprifung der Trockenextrakte erfolgt durch Bestimmung des
Trocknungsverlustes. Der Unterschied zwischen der Bestimmung nach OAB
und der Bestimmung nach Ph. Eur. liegt lediglich in der Dauer der
Trocknungszeit. Wahrend das OAB ein Trocknen bis zur Gewichtskonstanz
vorschreibt, sieht das Ph. Eur. ein einmaliges Trocknen fur drei Stunden vor.
Wie den in Tabelle 10 (S. 50) angefiuihrten Werten zu entnehmen ist, eignet sich
jedoch auch die Trocknungsdauer von 3 Stunden fir diese Prifung.

Die Reinheitsprufung der Fluidextrakte wird Gber die Ethanolgehaltsbestimmung
durchgefiihrt. Wahrend man nach OAB die absolute Dichte bestimmt, ist es
nach Ph. Eur. die relative Dichte. Des Weiteren wird die Prifung mit anderen
Volumina an Probe durchgefiihrt. An der Art und Weise der Durchfiihrung selbst
andert sich hingegen nichts, daher sollte zur Anpassung der OAB
Monographien der Ethanolgehalt in Zukunft nach Ph. Eur. bestimmt werden

Die Prifung auf die Verunreinigungen Methanol und Isopropanol wurde bereits
an die Ph. Eur. angepasst und musste daher nicht weiter bearbeitet werden.

In Anlehnung an den Aufbau der Monographien der Ph. Eur. werden die Punkte
,Zubereitungen‘ und Dosierung in den neuen Monographien gestrichen. Die
aktuellen Monographien des OAB sowie der Ph. Eur. sind dem Anhang zu

entnehmen.
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3.3.3 Vorschlag fur die neuen Monographien

In Anlehnung an die Form und den Aufbau der Monographien der Ph. Eur. und
aufgrund der erhaltenen Resultate der Identitats- und Reinheitsprifungen sowie
der Gehaltsbestimmung ergeben sich die tberarbeiteten Monographien, die zur
Vorlage an die OAB-Kommission weitergeleitet wurden. Die Anderungen zu
den bisherigen Monographien wurden bei der letzten Sitzung der OAB-
Expertengruppe am 17. 02. 2010 im Bundesministerium fir Gesundheit, Familie

und Jugend besprochen.

3.3.3.1 Vorschlag fur die neue Monographie ,Eingestellter Kolaextrakt"

OAB 2010/045
Eingestellter Kolaextrakt

Colae extractum siccum normatum

Extractum Colae normatum

Definition

Eingestellter Kolaextrakt wird aus Kolasamen (Colae semen, Ph. Eur.) hergestellt.
Gehalt: 9,5 — 10,5 Prozent Coffein (CgH1oN4O,; M, 194,2).

Herstellung

Der Extrakt wird aus Kolasamen und einer Mischung aus Ethanol 96 % R und Wasser
R nach einem geeigneten Verfahren hergestellt.

Eigenschaften

Beschreibung: Braunes Pulver.

Mischbarkeit: Kolaextrakt ist in Ethanol 70 % R klar 16slich; in Ethanol 96 % R oder

Wasser R 16st es sich nicht klar.
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Prifung auf Identitat

Dinnschichtchromatographie (Ph. Eur. 2.2.27)

Untersuchungsldsung: 0,15 g Kolaextrakt wird in 5 ml Ethanol 60% R geldst.
Referenzlosung a: 25 mg Coffein R werden in 10 ml Ethanol 60% R gel6st.
Referenzldsung b: 50 mg Theobromin R werden in 10 ml FlieBmittel geldst. Die Lésung
wird filtriert.

Platte: DC-Platte mit Kieselgel Fs4 R (5 bis 40 um) [oder DC-Platte mit Kieselgel Fzs4 R
(2 bis 10 pm)]

FlieBmittel: Wasser R, Methanol R, Ethylacetat R (10:13:77, VIVIV)

Auftragen: 20 ul; bandférmig (10 mm) [oder 5 pl; bandférmig (7 mm)]

Laufstrecke: 10 cm [oder 8 cm]

Trocknen: 5 min lang an der Luft

Detektion A: im ultravioletten Licht bei 254 nm

Ergebnis A: Die Zonenfolge in den Chromatogrammen der Referenzlésungen und der
Untersuchungslosung ist aus nachstehender Abbildung ersichtlich. Die
fluoreszenzmindernde Zone des Theobromins in der Untersuchungslésung kann, muss

jedoch nicht unbedingt vorhanden sein.

Oberer Plattenrand
Coffein: eine fluoreszenzmindernde Zone eine fluoreszenzmindernde Zone
(Coffein)
Theobromin: eine fluoreszenzmindernde eine fluoreszenzmindernde Zone
Zone (Theobromin)
Referenzlésungen Untersuchungslésung
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Detektion B: Die Platte wird mit einer Mischung gleicher Volumenteile Ethanol 96% R
und Salzsaure R und danach mit einer unmittelbar vor Gebrauch hergestellten Lésung
von 1 g lod R und 1 g Kaliumiodid R in 200 ml Ethanol 96% R bespriht.

Ergebnis B: Das Chromatogramm der Untersuchungslosung zeigt eine rotlichbraune
Hauptzone, die in Bezug auf Lage und Farbe der Zone im Chromatogramm der

Referenzlésung a entspricht.

Oberer Plattenrand

Coffein: eine rétlich-braune Zone eine rotlich-braune Zone (Coffein)

Referenzlésung Untersuchungsldsung

Prifung auf Reinheit

Trocknungsverlust (2.8.17): Hochstens 5,0 %

Gehaltsbestimmung

Flissigchromatographie (Ph. Eur. 2.2.29):

Untersuchungslosung: 0,15 g Extrakt wird in FlieRmittel zu 50,0 ml geldst.
Referenzlésung: 30,0 mg Coffein CRS und 15,0 mg Theobromin R werden in einem
100 ml Mefkolben in der mobilen Phase zu 100,0 ml gel6st. 10,0 ml Losung werden in
einem 100 ml Messkolben zu 100,0 ml verdiinnt.

Saule:

- GroRRe: 1=0,25m, 00 = 4,6 mm

- Stationare Phase: octadecylsilyliertes Kieselgel zur Chromatographie R (5 um)

Mobile Phase: Methanol R, Wasser R (25:75, V/V)
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Durchflussrate: 1,0 ml‘min*
Detektion: Spektrometer bei 272 nm
Einspritzen: 20 ul

Der Prozentgehalt an Coffein wird nach folgender Formel berechnet:

m- A150p

mi. A,

A; = Flache des Coffein-Peaks im Chromatogramm der Untersuchungslésung
A, = Flache des Coffein-Peaks im Chromatogramm der Referenzlésung

m; = Einwaage des Extraktes in der Untersuchungslésung in Gramm

m, = Einwaage von Coffein CRS in der Referenzldsung in Gramm

p = Prozentgehalt an Coffein in Coffein CRS

Lagerung

Vor Licht geschitzt, in gut schlieRenden GefalRen.

3.3.3.2 Vorschlag fur die neue Monographie ,Eingestellter Kolafluidextrakt*

OAB 2010/046

Eingestellter Kolafluidextrakt
Colae extractum fluidum normatum

Extractum Colae fluidum normatum

Definition
Eingestellter Kolafluidextrakt wird aus Eingestelltem Kolaextrakt (Colae extractum
siccum normatum, OAB) hergestellt.

Gehalt: 1,4 — 1,6 Prozent Coffein (CgH1oN4O5; M, 194,2).
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Herstellung

Der Fluidextrakt wird aus 15 Teilen Kolaextrakt, 39 Teilen Wasser R und 46 Teilen
Ethanol 96% R durch ein geeignetes Verfahren hergestellt.

Eigenschaften

Beschreibung: Klare, dunkel rotbraune Flussigkeit.

Mischbarkeit: Kolafluidextrakt ist in Ethanol 70 % R klar l6slich; in Ethanol 96 % R
oder Wasser R 16st es sich nicht klar.

Prifung auf Identitat

Dunnschichtchromatographie (2.2.27):

Untersuchungsldsung: 1,0 g Kolafluidextrakt wird in 5 ml Ethanol 60% R gel6st.
Referenzlosung a: 25 mg Coffein R werden in 10 ml Ethanol 60% R gel6st.
Referenzldsung b: 50 mg Theobromin R werden in 10 ml FlieBmittel geldst. Die Lésung
wird filtriert.

Platte: DC-Platte mit Kieselgel F,s4 R (5 bis 40 um) [oder DC-Platte mit Kieselgel Fzs4 R
(2 bis 10 pm)]

FlieBmittel: Wasser R, Methanol R, Ethylacetat R (10:13:77, VIVIV)

Auftragen: 20 ul; bandférmig (10 mm) [oder 5 pl; bandférmig (7 mm)]

Laufstrecke: 10 cm [oder 8 cm]

Trocknen: 5 min lang an der Luft

Detektion A: im ultravioletten Licht bei 254 nm

Ergebnis A: Die Zonenfolge in den Chromatogrammen der Referenzlésungen und der
Untersuchungslosung ist aus nachstehender Abbildung ersichtlich. Die
fluoreszenzmindernde Zone des Theobromins in der Untersuchungslésung kann, muss

jedoch nicht unbedingt zu sehen sein.
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Oberer Plattenrand

Coffein: eine fluoreszenzmindernde Zone eine fluoreszenzmindernde Zone
Coffein)
Theobromin: eine fluoreszenzmindernde eine fluoreszenzmindernde Zone
Zone (Theobromin)
Referenzldsungen Untersuchungslosung

Detektion B: Die Platte wird mit einer Mischung gleicher Volumenteile Ethanol 96% R
und Salzsaure R und danach mit einer unmittelbar vor Gebrauch hergestellten Lésung
von 1 g lod R und 1 g Kaliumiodid R in 100 ml Ethanol 96% R besprtiht.

Ergebnis B: Das Chromatogramm der Untersuchungslésung zeigt eine rotlichbraune
Hauptzone, die in Bezug auf Lage und Farbe der Zone im Chromatogramm der

Referenzlésung a entspricht.

Oberer Plattenrand

Coffein: eine rétlich-braune Zone eine rotlich-braune Zone (Coffein)

Referenzlosung Untersuchungslésung
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Prifung auf Reinheit

Ethanolgehalt (2.9.10): Mindestens 48,0 Prozent (V/V)

Methanol, 2-Propanol (2.9.11): Héchstens 0,05 Prozent (V/V) Methanol und héchstens
0,05 Prozent (V/V) 2-Propanol

Gehaltsbestimmung

Flissigchromatographie (2.2.29):

Untersuchungsldsung: 1,0 g Fluidextrakt wird in FlieBmittel zu 50,0 ml geldst.
Referenzlosung: 30,0 mg Coffein CRS und 15,0 mg Theobromin R werden in einem
100 ml Mefl3kolben in der mobilen Phase zu 100,0 ml gelést. 10,0 ml Losung werden in
einem 100 ml Messkolben zu 100,0 ml verdunnt.

Saule:

- GroRe: 1=0,25m, 0 =4,6 mm

- Stationare Phase: octadecylsilyliertes Kieselgel zur Chromatographie R (5 um)

Mobile Phase: Methanol R, Wasser R (25:75, V/V)

Durchflussrate: 1,0 ml-min™

Detektion: Spektrometer bei 272 nm

Einspritzen: 20 ul

Der Prozentgehalt an Coffein wird nach folgender Formel berechnet:

m- A150p

m;. A,

A; = Flache des Coffein-Peaks im Chromatogramm der Untersuchungslésung
A, = Flache des Coffein-Peaks im Chromatogramm der Referenzlésung

m; = Einwaage des Extraktes in der Untersuchungslésung in Gramm

m, = Einwaage von Coffein CRS in der Referenzlésung in Gramm

p = Prozentgehalt an Coffein in Coffein CRS

Lagerung

Vor Licht geschitzt, in gut schlieRenden Gefallen.

59



4 ALLGEMEINE DISKUSSION

In dieser Arbeit wurden phytochemische Grundlagenuntersuchungen am
Beispiel von Viola tricolor L. sowie Experimente zur Erstellung von
Arzneibuchmonographien anhand von Kolasamen Ph. Eur. durchgefuhrt.

Zuerst wurden 28 Pflanzenspezies hinsichtlich des Vorkommens bekannter und
neuer zyklischer Peptide, so genannten Zyklotiden, untersucht. Wie durch
LC/MS gezeigt wurde, konnten 3 zyklotidhaltige Pflanzen identifiziert werden.
Fur 8 weitere Pflanzen wurden erste Hinweise fur das Vorkommen dieser
Peptide gefunden. Zyklotide haben ein Molekulargewicht von etwa 2,5-4 kDa
und zeichnen sich durch ihren hydrophoben Charakter aus, was zu einer spaten
Elution bei C18 RP-HPLC fuhrt. Zudem besitzen sie 6 Cystein-Aminosauren
(CYS), welche durch Reduktion der ausgebildeten Disulfidbriicken und
anschlieBender Alkylierung durch einen Massenshift bei LC/MS Analyse
nachgewiesen werden konnen. Durch die Experimente mit LC/MS konnte
gezeigt werden, dass bei den Vertretern O. affinis und zwei Arten von Viola sp.
Massesignale auftraten, welche dem Molekulargewicht von Zyklotiden
entsprechen und eine den Zyklotiden ahnliche Hydrophobizitat aufweisen. Das
Vorhandensein von 6 CYS konnte durch Analyse der reduzierten und alkylierten
Extrakte dieser Pflanzen gezeigt werden. Weitere Pflanzen, namlich Morinda
citrifolia, Rauwolfia tetraphylla, Psychotria deflexa, P. mortomiana, P.
macrophylla, P. poeppigiana, P. capitata und P. solitudinum lieferten erste
Hinweise fir das Vorhandensein von Zyklotiden in den unbehandelten
Pflanzenextrakten, da ebenso Masse- bzw. Retentionssignale auftraten, welche
dem Molekulargewicht und der Hydrophobizitat der Zyklotide entsprechen. Eine

Bestatigung durch den auftretenden Massenshift in der LC/MS Analyse nach
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Reduzierung und Alkylierung lieferte keine Aussage, ob die Pflanzen wirklich
Zyklotide enthalten. Mdgliche Erklarungen fur die fehlende Aussagekraft der
Ergebnisse sind einerseits stérende Verunreinigungen in den Rohextrakten der
Pflanzen, andererseits der Bedarf von alternativen Analysemethoden. Weitere
Experimente, wie der Einsatz alternativer Methoden der Reduzierung und
Alkylierung oder die Analyse mit MALDI-TOF MS sind noétig, um eine genaue
Aussage treffen zu kénnen (Gruber et al., 2008).

Die durchgefiihrte Peptidaufreinigung von Rohextrakten der zyklotidhaltigen
Pflanzen V. tricolor und O. affinis lieferte insgesamt 9 gereinigte Fraktionen, die
fur weitere Analysen zur Verfugung stehen. Neben den bekannten Peptiden
Kalata B1, Kalata B2 und Kalata B6 aus dem Rohextrakt von O. affinis konnten
6 Peptidfraktionen aus dem Extrakt von V. tricolor aufgereinigt werden, welche
Peptide mit bisher noch unbekanntem Molekulargewicht enthalten. Zwar weisen
die Chromatogramme dieser Fraktionen bei eingesetzter UV-Detektion der
analytischen HPLC nur ein einziges Signal auf, jedoch zeigt die hoch-sensitive
LC/MS Analyse, dass mehrere Peptidsignale und somit ein Peptidgemisch
vorhanden sein muss. Fur den Erhalt reiner Peptide sind daher weitere HPLC
Aufreinigungen und der mdgliche Einsatz anderer Trennmethoden nétig. Die
gereinigten Fraktionen von V. tricolor kbnnen dann vor allem hinsichtlich der
Struktur darin enthaltener Zyklotide untersucht werden. Durch Ermittlung der
Aminosauresequenz kann einerseits der definitive Nachweis von Zyklotiden
erbracht werden, andererseits die Primarstruktur des Peptids ermittelt werden.
Fur die weitere Bestimmung der dreidimensionalen Struktur sind in weiterer
Folge auch NMR-Experimente nétig. Des Weiteren kénnen diese Fraktionen

und die bereits bekannten Peptide von O. affinis fir weitere pharmakologische
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Tests auf dem Gebiet der uterotonischen und insektiziden Wirkung verwendet
werden, um so neben Informationen Uber Struktur und Wirkung von Zyklotiden
auch die dahinter stehenden Wirkmechanismen zu erklaren. Wahrend auf dem
Gebiet der Grundlagenforschung der Inhaltsstoffe von Viola tricolor in Zukunft
noch weitere Untersuchungen benétigt werden, sind die Inhaltsstoffe der Droge
Kolasamen wund der daraus hergestellten Zubereitungen sowie die
phytochemischen Prifungen schon lange bekannt und in Arzneiblchern
monographiert.

Die phytochemischen Untersuchungen der im OAB monographierten
Zubereitungen ,Kolaextrakt’ und ,Kolafluidextrakt® wurden im Sinne einer
Modernisierung und europaweiten Harmonisierung durchgefuhrt. Es konnte
gezeigt werden, dass die Prifungen fiur die Ausgangsdroge Kolasamen Ph.
Eur. auch fir die daraus hergestellten Zubereitungen zu verwenden sind. So
zeigten sowohl die dinnschichtchromatographische Prufung auf ldentitat als
auch das HPLC-Verfahren der Gehaltsbestimmung sowie die durchgefihrten
Reinheitsprifungen bezuglich des Ethanolgehalts von Fluidextrakten und des
Trocknungsverlusts von Trockenextrakten die erwarteten Ergebnisse und
ersetzen die bisher nasschemischen und gravimetrischen Bestimmungen. Die
so erstellten Uberarbeiteten Monographien kénnen nun durch die OAB-
Komission begutachtet und in die neue Ausgabe des OAB iibernommen
werden.

Letztendlich konnten durch die Analyse von Pflanzen hinsichtlich des
Vorkommens von Zyklotiden neue Erkenntnisse zum weiteren Verstandnis der
Verbreitung, Strukturvielfalt, der biologischen Aktivitaten und der Analytik dieser

Stoffgruppe gewonnen werden, andererseits stellen die Vorschlage der
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Uberarbeiteten Monographien Grundlagen fir den Einsatz neuer Methoden zur

Prufung der Qualitdt pharmazeutischer Zubereitungen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen phytochemischer Untersuchungen von traditionellen und
gegenwartig verwendeten Heil- und Arzneipflanzen sowie deren Zubereitungen
steht zunachst die Analyse der Inhaltsstoffe im Vordergrund. Sind diese
definiert und die Methoden der Prifung bekannt, konnen Qualitatsstandards
festgesetzt werden, welche in den Arzneibuchmonographien erfasst werden.
Die Identifizierung von Zyklotiden in Pflanzen, cysteinhaltigen cyclischen
Peptiden, welche vor allem in Familien der Violaceen, Rubiaceen und
Apocynaceen auftreten, beinhaltet die Extraktion, Aufreinigung und LC/MS
Analyse von Pflanzenextrakten. Es wurden Viola tricolor L., eine traditionell
verwendete Arzneipflanze sowie weitere Pflanzen — ausgewahlt aufgrund ihrer
botanischen  Verwandtschaft oder &hnlicher ethnopharmakologischen
Anwendung — hinsichtlich des Vorkommens von Zyklotiden untersucht.

Wie die LC/MS Analysen der 28 untersuchten Pflanzenspezies zum
Vorkommen von neuen Zyklotiden zeigen, konnten in 3 Spezies aus den
Familien der Rubiaceen und Violaceen Zyklotide nachgewiesen werden. Des
Weiteren wurden fur 8 Pflanzen der Familien der Rubiaceen, Apocynaceen und
Violaceen positive Hinweise fir Zyklotide erhalten, jedoch war eine genaue
Aussage noch nicht mdglich und es werden weitere Experimente, wie
Peptidsequenzierung sowie alternative MS Methoden (MALDI-TOF) bendtigt.
Darlber hinaus wurden mittels preparativer und semipreparativer HPLC aus
Rohextrakten von V. tricolor und Oldenlandia affinis DC. Peptide gereinigt. Wie
durch analytische HPLC und LC/MS bestatigt wurde, konnten insgesamt 9
Fraktionen gereinigt werden, welche in weitere Folge einerseits flr

Sequenzanalysen und Strukturaufklarung, andererseits fiir pharmakologische
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Tests zur Klarung ihrer Wirkmechanismen und biologischen Aktivitat verwendet
werden konnen. Wahrend V. tricolor hinsichtlich der Inhaltsstoffe untersucht
wurde, wurden zwei Zubereitungen aus der Droge Kolasamen, deren
Inhaltsstoffe schon seit langem bekannt sind, hinsichtlich der phytochemichen
Prufungen ihrer Arzneibuchmonographien Uberarbeitet.

Die Uberarbeitung der OAB Monographien ,Kolaextrakt’ und ,Kolafluidextrakt'
umfasste die Modernisierung der flr diese Zubereitungen vorgesehenen
phytochemischen Prifungen und eine Harmonisierung mit der Ph. Eur. Es
konnte gezeigt werden, dass alle Prifvorschriften der Monographie Kolasamen
Ph. Eur., welche die Ausgangsdroge darstellt, auch fur die Zubereitungen
Kolaextrakt und Kolafluidextrakt geeignet sind und in den neuen Monographien
verwendet werden kénnen.

Somit wurden die OAB-Monographien erfolgreich an die Ph. Eur. angeglichen.
Des Weiteren ist es in dieser Arbeit gelungen, neue zyklotidhaltige Pflanzen zu

identifizieren und einzelne Peptidfraktionen aufzureinigen.
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6 SUMMARY

The analysis of plant constituents is immensely important in the context of
phytochemical investigations of medicinal plants. Once the active compounds
are defined and methods for examination are known, quality standards can be
assessed, which are represented in the monographs of the pharmacopoeias.
The identification of circular, cystine-rich plant peptides, so called cyclotides,
which occur mainly in the family of Violaceae, Rubiaceae and Apocynaceae,
includes the extraction, the purification and LC/MS analysis of plant extracts.
Viola tricolor L., a traditionally used medicinal plant, and other plants that have a
botanical relation or similar ethnopharmacological use were investigated.

In total 28 plant species were analysed by LC/MS for the occurrence of
cyclotides. Three species of the families of Violaceae and Rubiaceae could be
identified to contain peptides similar molecular weight, hydrophobicity and
cysteine content compared to cyclotides and another 8 plant species of the
families of the Violaceae, Rubiaceae and Apocynaceae do contain peptides
with molecular weights similar to cyclotides. It is likely that all 11 identified
species contain cyclotides, but a definite conclusion cannot be made at this
stage and further experiments, such as peptide sequencing and alternative MS
methods (MALDI-TOF) will be needed.

Furthermore it was attempted to purify cyclotides using preparative and
semipreparative HPLC out of crude extracts from V. tricolor and Oldenlandia
affinis DC. As shown by analytical HPLC and LC/MS analyses, altogether 9
peptide fractions could be purified, which can be used further for sequence
analysis and structure elucidation, or for pharmacological and biological

experiments to characterize their mode-of-action and their activity. While V.
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tricolor was investigated with respect to its contents, two preparations of the
drug ‘Kolasamen* of which its contents are known for a long time, were revised
with respect to their phytochemical assays of their monographs.

The revision of the OAB-monographs ‘cola extract’ and ‘cola fluidextract'
included the modernization of the phytochemical investigations of these
preparations and the harmonization to the European Pharmacopoeia. It could
be demonstrated that all assays of the monograph ‘Kolasamen Ph. Eur. ‘, which
is the original drug, are applicable also for the preparations ‘cola extract’ and
‘cola fluidextract’ and can be used in the new monographs.

Thus the OAB-monographs could be successfully adapted to the European
Pharmacopoeia. Furthermore, new cyclotide-containing plants were identified

and several peptide-fractions were purified.
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1. Ergebnis der LC/MS Analysen des Zyklotid Screeni  ngs

e

1 Carissa bispinosa native 1 Carissa bispinosa red./alk.
2 Merinda citrifelia native 2 Morinda citrifolia. red./allk.
3 Pychotria sp. native 3 Psychotria sp. red./alk.

S

M

4 Acokanthera oblongifolia native 4 Acokanthera oblongifolia red./alk.

native: unbehandelten Extrakte
red./alk.: Proben nach Reduzierung und Alkylierung



5 Bonsai tree native 5 Bonsai tree red./falk

6 Hibiscus sp. native & Hibiscus sp. red./alk.

7 Sarcocephaluslatifolia native 7 Sarcocephalus latifolia red./alk.
%M

8 Euclinia longiflora native 8 Euclinia longifllora red./allk.

native: unbehandelte Extrakte
red./alk.: Proben nach Reduzierung und Alkylierung



9Viola sp. native 9 Viola sp. red./alk.

10 Viola sp. native 10 Viola sp. red./alk.

11 Vincetoxicum hirundinaria native 11 Vincetoxicum hirundinaria red./alk.

.

12 Oldenlandia affinis native 12 Oldenlandia affinisred./alk.

native: unbehandelte Extrakte
red./alk.: Proben nach Reduzierung und Alkylierung




13 Rauwolfia tetraphylla native 13 Rauwolfia tetraphyllared./alk.

14 Rauwolfia serpentina native 14 Rauwolfia serpentina red./alk.

15 Psychotria pelyphlobia native 16 Psychotria chiapensis native

17 Psychotria borucana native 18 Psychotria buchtienii native

native: unbehandelte Extrakte

red./alk.: Proben nach Reduzierung und Alkylierung

Pflanzen Nr. 15-18: keine Reduzierung und Alkylierung durchgefuhrt, da
Spektren der unbehandelten Proben keine Hinweise fur Zyklotide zeigten



19 Psychotria pillosa native 23 Psychotria elata native

20 Psychotria deflexa native 20 Psychotria deflexa red. falk.
118
21 Psychotria mortomiana native 21 Psychotria mortomiana red./alk.

22 Psychotria macrophylla native 22 Psychotria macrophylla red./allk.

native: unbehandelte Extrakte

red./alk.: Proben nach Reduzierung und Alkylierung

Pflanzen Nr. 19 und 23: keine Reduzierung und Alkylierung durchgefuhrt, da
Spektren der unbehandelten Proben keine Hinweise fur Zyklotide zeigten
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24 Psychotria poeppigiana native 24 Psychotria poeppigianared./alk.

Lk " P

26 Psychotria solitudinum native 26 Psychotria solitudinum red./alk.

L | L‘“—“M

27 Psychotria capitata native 27 Psychotria capitata red./alk.

25 Psychotria bifaria native 28 Psychotria chagrensis native

native: unbehandelte Extrakte

red./alk.: Proben nach Reduzierung und Alkylierung

Pflanzen Nr. 25 und 28: keine Reduzierung und Alkylierung durchgefuhrt, da
Spektren der unbehandelten Proben keine Hinweise fur Zyklotide zeigten
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2. Chromatogramme der analytischen HPLC Analysen al  ler Fraktionen der
Peptidaufreinigung des Rohextrakts von V. tricolor
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r
!

"

b g e’ b o Sk . il all ' il ok b ]

V.tricelor prep. 20-30 min V.tricolor prep. 60-70 min

Vitricolor prep. 30-40 min
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3. Chromatogramme der analytischen HPLC Analysen al  ler Fraktionen der
Peptidaufreinigung des Rohextrakts von O. affinis
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O.affinisprep. 30-35 min O.affinisprep. 50-55 min
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O.affinis prep. 35-40 min
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Extractum Colae
Kolaextrakt

Gehalt an Alkaloiden (vorwiegend Koffein neben wenig Theobromin) 9,75 bis 10,25 %.

Bereitung

Kolasame (V) . 100 Teile
Athylalkohol ... .. nach Bedarf
Gereinigtes Wasser .. nach Bedarf

Die Kolasamen werden mit einer Mischung von 46 Teilen Athylalkohol und 54 Teilen Gereinigtem Wasser nach
dem Perkolationsverfahren (OAB.: VI) extrahiert. Die Extraktion kann als beendet angeschen werden, wenn
0.4 ml der zuletzt abtropfenden Fliissigkeit, auf dem Wasserbad eingedampft, mit 2,5 ml heiBem Wasser aufge-
nommen und mit | Tropfen konzentrierter Schwefelsiure (R) versetzt, wenn nétig, nach Filtration auf Zusatz
von 1 Tropfen Kaliumwismutjodidlosung (R) hochstens eine schwache gelbe Triibung zeigen. Dies ist gewhn-
lich nach Gewinnung von 3 - 4 Teilperkolaten der Fall. Man fingt 80 Teile Vorlauf getrennt auf; der Nachlauf
und die filtrierte PreBfliissigkeit werden unter vermindertem Druck zur Trockene eingedampft, in etwa 20 Teilen
der oben angegebenen Athylalkohol-Wasser-Mischung aufgenommen und mit dem Vorlauf vereinigt. Der
gesamte Auszug wird 48 Stunden lang bei Kiihlschranktemperatur stehen gelassen, filtriert, unter vermindertem
Druck eingedampft und in der bei Extracta sicca OAB. angegebenen Weise zum Trockenextrakt verarbeitet.

Beschreibung
Braunes Pulver, das charakteristisch nach Kolasamen riecht und schmeckt.

Loslichkeit: Kolaextrakt ist in verdiinntem Alkohol klar 16slich: in Alkohol oder Wasser 16st es sich nicht klar.

Priifung auf Identitiit

Nachweis der Alkaloide: Etwa 0.2 g Kolaextrakt werden in 5 ml Wasser gelost und mit 5 ml Chloroform (R) aus-
geschiittelt. Die filtrierte Chloroformlosung dampft man auf dem Wasserbad zur Trockene ein. Dampft man
den Riickstand mit 10 Tropfen verdiinnter Wasserstoffperoxydlosung (R) und 1 Tropfen Salzsdure (R) auf
dem Wasserbad wieder zur Trockene ein, so hinterbleibt ein rotlicher Riickstand, der sich beim Befeuchten
mit 1 Tropfen Ammoniak (R) rotviolett farbt.

Priifung auf Reinheit

Trocknungsverlust: Hochstens 5,0 % (OAB.: IX, 2, b, 1).

Gehaltsbestimmung

1,000 g Kolaextrakt wird in einer 100 ml fassenden Arzneiflasche in 5 ml verdiinntem Alkohol (R) geldst und
mit 60,0 g Chloroform (R) geschiittelt. Hierauf fiigt man 3 ml Ammoniak (R) hinzu und ld8t 15 Minuten lang
unter hdufigem Umschiitteln stehen. Nach Zusatz von etwa 1,5 g Traganth (R) schiittelt man nochmals kriftig
bis zur vollstdndigen Bindung des Wassers, filtriert die Chloroformlésung durch ein trockenes Filter, das wiah-
rend der Filtration bedeckt gehalten wird, und wiigt 48,0 g der Chloroformlésung (= 0,80 g Kolaextrakt) in einen
100 ml fassenden Kolben ein. Das Losungsmittel wird auf dem Wasserbad abdestilliert; den Riickstand trocknet
man 30 Minuten lang bei 95 — 100°. Nach zweistiindigem Aufbewahren im Exsikkator wird gewogen.

Das Gewicht des Riickstandes muB 0,078 — 0,082 g betragen, entsprechend einem Gehalt an Alkaloiden von
9.75-1025 %.

Aufbewahrung

Vor Licht geschiitzt, in dicht schlieBenden GefiBen, mit einem geeigneten Trocknungsmittel.

OAB 2009
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Dosierung

Gebriuchliche Einzeldosis: 02 -0.3 g.

Zubereitung

Extractum Colae fluidum.
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Extractum Colae fluidum
Kolafluidextrakt

Gehalt an Alkaloiden (vorwiegend Koffein neben wenig Theobromin) 1.4 bis 1.6 %.

Bereitung

Kolaextrakt
Athylalkohol ...
Gereinigtes Wasser

15 Teile
39 Teile
46 Teile

289

Das Kolaextrakt wird in der Mischung von Athylalkohol und Gereinigtem Wasser geldst: nach mehrtigigem

Stehen an einem kiihlen Ort wird notigenfalls filtriert.

Beschreibung

Klare, dunkel rotbraune Fliissigkeit, die charakteristisch nach Kolasamen riecht und schmeckt.

Mischbarkeit: Kolafluidextrakt ist mit verdiinntem Alkohol klar, mit Alkohol oder Wasser triib mischbar.

Priifung auf Identitit

Nachweis der Alkaloide: 1 ml Kolafluidextrakt wird auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft. Der Riick-
stand wird in 5 ml Wasser geldst und mit 5 ml Chloroform (R) ausgeschiittelt. Die filtrierte Chloroform-
16sung dampft man auf dem Wasserbad zur Trockene ein. Dampft man den Riickstand mit 10 Tropfen ver-
diinnter Wasserstoffperoxydldsung (R) und 1 Tropfen Salzsdure (R) auf dem Wasserbad wieder zur Trockene
ein, so hinterbleibt ein rétlicher Riickstand, der sich beim Befeuchten mit 1 Tropfen Ammoniak (R) rot-

violett férbt.
Priifung auf Reinheit
Alkoholgehalt: Mindestens 48,0 Vol.% (OAB.: XII, 7).

Methylalkohol, iso-Propylalkohol: Wie bei Extracta Ph. Eur. beschrieben.

Gehaltsbestimmung

6,000 g Kolafluidextrakt werden in einer 100 ml fassenden Arzneiflasche mit 60,0 g Chloroform (R) geschiit-
telt. Hierauf fiigt man 3 ml Ammoniak (R) hinzu und 148t 15 Minuten lang unter hiufigem Umschiitteln stehen.
Nach Zusatz von etwa 1,5 g Traganth (R) schiittelt man nochmals kriftig bis zur vollstindigen Bindung des
Wassers, filtriert die Chloroformlgsung durch ein trockenes Filter, das wihrend der Filtration bedeckt gehalten
wird, und wiigt 50,0 g der Chloroformlésung (= 5,0 g Kolafluidextrakt) in einen 100 ml fassenden Kolben ein.
Das Losungsmittel wird auf dem Wasserbad abdestilliert; den Riickstand trocknet man 30 Minuten lang bei

95 — 100°. Nach zweistiindigem Aufbewahren im Exsikkator wird gewogen.

Das Gewicht des Riickstandes muf8 0,070 — 0,080 g betragen, entsprechend einem Gehalt an Alkaloiden von

14-16%.

Aufbewahrung

Vor Licht geschiitzt, in gut schlieBenden GefaBen, nicht ldnger als 6 Monate.

Dosierung

Gebriiuchliche Einzeldosis: 20 - 5.0 g.

OAB 2009
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2998 Raffiniertes Kokosfett

Siurezahl (2.5.1): hochstens 0,5, mit 20,0 g Substanz
bestimmt

Peroxidzahl (2.5.5): hichstens 5,0

Unverseifbare Anteile (2.5.7): hochstens 1,0 Prozent,
mit 5,0 g Substanz bestimmt

Alkalisch reagierende Substanzen in fetten Olen
(2.4.19): Die Substanz muss der Priifung entsprechen.

Fettsiur tzung (2.4.22, Methode B): Vor
der Probenahme ist die Substanz durch Erwirmen zu ei-
ner homogenen Fliissigkeit zu schmelzen.

Referenzlosung: 15,0 mg Tricaproin CRS, 80,0 mg Tri-
stearin CRS, 0,150 g Tricaprin CRS, 0,200 g Tricaprylin
CRS, 0,450 g Trimyristin CRS und 1,25 g Trilaurin CRS
werden in einer Mischung von 2 Volumteilen Dichlorme-
than R und 8 Volumteilen Heptan R geldst und mit der
gleichen, auf 45 bis 50 °C erwirmten Losungsmittelmi-
schung zu 50 ml verdiinnt. 2 ml Lésung werden in einem
10-ml-Zentrifugenrshrchen mit Schraubverschluss in ei-
nem Strom von Stickstoff R eingedampft. Der Riickstand
wird durch Zusatz von 1 ml Heptan R und 1 ml Dimethyl-
carbonat R gelost und unter schwachem Erhitzen (50 bis
60 °C) kriftig geschiittelt. Zur noch warmen Ldsung
wird 1 ml einer mit der notwendigen Vorsicht hergestell-
ten Losung von Natrium R (12 g - I'!) in wasserfreiem
Methanol R gegeben und die Losung etwa 5 min lang
kriftig geschiittelt. Nach Zusatz von 3 ml destilliertem
Wasser R und etwa 30 s langem, kriftigem Schiitteln
wird 15 min lang bei 1500 g zentrifugiert. 1 pl der orga-
nischen Phase wird eingespritzt.

Der Prozentgehalt (m/m) jeder Fettsidure wird nach fol-
gender Formel berechnet:

Axse

ZA

X,8,C

- 100

A, s ist die korrigierte Peakfldche jeder Fettsaure in der
Untersuchungslosung:

AX.S,C = AX,S B R(’

R, ist der relative Korrekturfaktor:

my.-A
R = X, T It
Ay,

fir die Peaks, die den Methylestern von Capron-,
Capryl-, Caprin-, Laurin- und Myristinsdure entspre-
chen.

my, = Einwaage von Tricaproin, Tricaprylin, Tricaprin,
Trilaurin oder Trimyristin in der Referenzlosung
in Milligramm

my, = Einwaage von Tristearin in der Referenzlosung in
Milligramm

A, = Peakflichen der Methylester von Capron-, Cap-

ryl-, Caprin-, Laurin- und Myristinsdure in der

Referenzlosung

Peakfliche des Stearinsduremethylesters in der

Referenzlosung

A

Ay = Peakflichen spezifizierter oder nicht spezifizier-
ter Fettsduremethylester
A 1 fiir Peaks jedes weiteren spezifizierten oder
nicht spezifizierten Fettsduremethylesters

=]
[}

Die Fettsaurenfraktion des Fetts muss folgende Zusam-
mensetzung haben:
— Capronsiure (Hexanséure)

(Rg, 0,11): hochstens 1,5 Prozent
— Caprylsiure (Octanséure)

(Rg, 0,23): 5,0 bis 11,0 Prozent
— Caprinsiure (Decansaure)

(Rg, 0,56): 4,0 bis 9,0 Prozent
— Laurinsdure (Dodecanséure)

(R, 0,75): 40,0 bis 50,0 Prozent
— Myristinsdure (Tetradecansdure)

(Rg, 0,85): 15,0 bis 20,0 Prozent
— Palmitinsdure (Hexadecansiure)

(Rg, 0,93): 7,0 bis 12,0 Prozent
— Stearinsédure (Octadecanséure)

(Rg, 1,00): 1,5bis 5,0 Prozent
— Olséure (Octadecensiure) und Isomere

(R, 1,01): 4,0 bis 10,0 Prozent
— Linolsdure (Octadecadiensiure)

(Rg, 1,03): 1,0 bis 3,0 Prozent
— Linolensaure (Octadecatrienséure)

(R 1,06): hochstens 0,2 Prozent
— Arachinsiure (Eicosanséure)

(Rg, 1,10): hochstens 0,2 Prozent
— Gadoleinséure (Eicosensiure)

(Rg, 1,11): hochstens 0,2 Prozent
Lagerung

Vor Licht geschiitzt, in dem Verbrauch angemessenen,
moglichst vollstiandig gefiillten Behéltnissen

[ ]

6.0/1504

Kolasamen

Colae semen

Definition

Die von der Samenschale befreiten, ganzen oder zerklei-
nerten, getrockneten Samen sowohl von Cola nitida
(Vent.) Schott et Endl. (C. vera K. Schum.) und deren Va-
rietdten wie auch von Cola acuminata (P. Beauv.) Schott
et Endl. (Sterculia acuminata P. Beauv.)

Gehalt: mindestens 1,5 Prozent Coffein (M, 194,2), be-
zogen auf die getrocknete Droge

Beachten Sie den Hinweis auf ,,Allgemeine Monographien*“ zu Anfang des Bands auf Seite B

Ph. Eur. 6. Ausgabe, Grundwerk 2008

XixX



Kolasamen 2999

Priifung auf Identitit

A. Die Samenkerne sind ldnglich, mehr oder weniger
stumpf, von subtetragonaler Gestalt, durch den in der
Frucht wechselseitig herrschenden Druck deformiert
und an GroBe und Masse variierend, wobei die Masse
5bis 15 g betragen kann. Die AuBenseite ist hart, glatt
und tief dunkelbraun, die Innenseite mehr rétlich
braun. Bei C. nitida und deren Varietiten sind die Sa-
menkerne in 2 fast plankonvexe Teile geteilt, die den
Keimblittern entsprechen und in der Handelsdroge
gewdhnlich getrennt vorliegen. Die Keimblitter sind
3 bis 4 cm lang, 2 bis 2,5 cm breit und 1 bis 2 cm dick.
Bei C. acuminata sind die Keimblitter kleiner und in
4 bis 6 unregelmiBige Stiicke geteilt.

B. Die Droge wird pulverisiert (355) (2.9.12). Das Pulver
ist rotlich braun. Die Priifung erfolgt unter dem
Mikroskop, wobei eine 50-prozentige Losung (V/V)
von Glycerol R verwendet wird. Das Pulver zeigt fol-
gende Merkmale: zahlreiche, 5 bis 25 pm grofBe, ei-
bis nierenformige Stirkekorner mit konzentrischer
Streifung und einem sternformigen, etwas exzentri-
schen Hilum; Fragmente der Keimblitter zeigen gro-
e, dickwandige, rétliche, polygonale Zellen, die vol-
ler Stirkekorner sind; gelegentlich kommen Bruch-
stiicke der duBeren Keimblattepidermis vor.

C. Diinnschichtchromatographie (2.2.27)

Untersuchungslosung: 1,0 g pulverisierte Droge
(355) (2.9.12) wird mit 5 ml Ethanol 60 % R versetzt,
30 min lang bei 40 °C mechanisch geschiittelt und an-
schlieBend abfiltriert.

Referenzlosung a: 25 mg Coffein R werden in 10 ml
Ethanol 60 % R gelost.

Referenzlosung b: 50 mg Theobromin R werden in
10 ml FlieBmittel gelost. Die Losung wird filtriert.

Platte: DC-Platte mit Kieselgel F,54 R

Fliefimittel: Wasser R, Methanol R, Ethylacetat R
(10:13:77 V/V/V)

Auftragen: 20 pl; bandformig

Laufstrecke: 10 cm

Trocknen: 5 min lang an der Luft

Detektion A: im ultravioletten Licht bei 254 nm

Ergebnis A: Das Chromatogramm der Untersu-
chungslosung zeigt 2 fluoreszenzmindernde Haupt-
zonen, die in Bezug auf ihre Lage den Zonen in den
Chromatogrammen der Referenzlosungen a und b
entsprechen.

Detektion B: Die Platte wird mit einer Mischung glei-
cher Volumteile Ethanol 96 % R und Salzsdure R und
danach mit einer unmittelbar vor Gebrauch hergestell-
ten Losung von 1 g Tod R und 1 g Kaliumiodid R in
100 ml Ethanol 96% R bespriiht.

Ergebnis B: Das Chromatogramm der Untersu-
chungslosung zeigt eine rétlich braune Hauptzone, die
in Bezug auf Lage und Farbe der Zone im Chromato-
gramm der Referenzlosung a entspricht.

Priifung auf Reinheit

Fremde Bestandteile (2.8.2): Die Droge muss der Prii-
fung entsprechen.

Trocknungsverlust (2.2.32): héchstens 12,0 Prozent,
mit 2,00 g pulverisierter Droge (355) (2.9.12) durch 2 h
langes Trocknen im Trockenschrank bei 105 °C be-
stimmt

Asche (2.4.16): hochstens 9,0 Prozent

Gehaltsbestimmung

Fliissigchromatographie (2.2.29)

Untersuchungslésung: 1,00 g (m;) pulverisierte Droge
(355) (2.9.12) wird mit 50 ml Methanol R versetzt,
30 min lang auf dem Wasserbad unter Riickflusskiihlung
erhitzt und nach dem Erkalten abfiltriert. Das Filter wird
mit 10 ml Methanol R gewaschen. Der Riickstand wird
mit 50 ml Methanol R versetzt und der beschriebene Vor-
gang wiederholt. Filtrate und Waschfliissigkeiten werden
in einem 200-ml-Messkolben vereinigt und mit Metha-
nol R zu 200,0 ml verdiinnt. 20,0 ml Losung werden in
einem Rundkolben unter vermindertem Druck zur Trock-
ne eingedampft. Der Riickstand wird mit der mobilen
Phase in einen 50-ml-Messkolben iiberfiihrt und die Mi-
schung mit der mobilen Phase zu 50,0 ml verdiinnt.

Referenzlosung: 30,0 mg (my) Coffein CRS und 15,0 mg
Theobromin R werden in einem 100-ml-Messkolben in
der mobilen Phase zu 100,0 ml gelost. 10,0 ml Losung
werden in einem 100-ml-Messkolben mit der mobilen
Phase zu 100,0 ml verdiinnt.

Sciule

— GroBe: 1=0,25m,J=4,6 mm

— Stationare Phase: octadecylsilyliertes Kieselgel zur
Chromatographie R (5 pm)

Mobile Phase: Methanol R, Wasser R (25:75 V/V)

Durchflussrate: 1 ml - min™!

Detektion: Spektrometer bei 272 nm

Einspritzen: ein geeignetes Volumen jeder Losung; Pro-

benschleife

Eignungspriifung: Referenzlosung

— Auflésung: mindestens 2,5 zwischen den Peaks von
Coffein und Theobromin
Falls erforderlich wird der Gehalt an Wasser R in der
mobilen Phase geéndert.

Der Prozentgehalt an Coffein wird nach folgender For-
mel berechnet:

my- A, - 50
m - Ay

A, = Fliche des Coffein-Peaks im Chromatogramm der
Untersuchungslosung

A, = Fliche des Coffein-Peaks im Chromatogramm der
Referenzlosung

m, = Einwaage der Droge in der Untersuchungslosung
in Gramm

my = Masse von Coffein CRS in der Referenzlsung in
Gramm

Die , Aligemeinen Vorschriften“ gelten fiir alle Monographien und sonstigen Texte

Ph. Eur. 6. Ausgabe, Grundwerk 2008
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7. HPLC-Chromatogramme der Coffein-Gehaltsbestimmun

g der

untersuchten Kolaextrakte und Kolafluidextrakte
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