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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Therapie von Erkrankungen mit pflanzlichen Heilmitteln ist der Ursprung aller
Arzneimittelanwendung. Das Wissen um heilsame Pflanzen war bereits in verschiedensten
Urvolkern der Welt ein integraler Bestandteil in ihrer Stammeskultur. Uber die Antike bis in
die Zeit zum Ende des 19. Jahrhunderts wurde diese Heilkultur stets weiterentwickelt und
iiber Generationen weitergegeben. All diesen Entwicklungsstufen ist gemein, dass das Wissen
um Heilpflanzen den Heilkundlern vorbehalten war. Diese Heilkundler waren Botaniker, Me-
diziner und Apotheker in einer Person. Heilpflanzen wurden in der Regel in der freien Natur
gesammelt und unmittelbar am Patienten angewandt.

Heute stellen in Deutschland Phytopharmaka mit 172 Mio. abgegebenen Packungen im
Jahr 2016 (Umsatz EUR 1,6 Mrd.) einen bedeutenden Markt dar [1]. Die Herstellung von
Arzneimitteln ist industrialisiert. In der Wertschopfungskette finden sich viele Parteien, vom
Anbauer bzw. Sammler, den GroBhindlern und Herstellern bis hin zu den Arzten und den
Apothekern als letzte Instanz vor der Abgabe eines solchen pflanzlichen Arzneimittels. Der
gro3e Bedarf an Arzneidrogen fiihrt hiaufig zur Notwendigkeit eines kommerziellen Anbaus
der Arzneipflanzen. Die Vertriebswege liber verschiedene GroBhidndler machen eine Priifung
auf pharmazeutische Qualitét einer Arzneidroge als Ausgangsstoff fiir die Herstellung eines
Phytopharmakons obligat.

Die Therapie mit pflanzlichen Heilmitteln beruht auf der Erfahrung des jeweiligen
Heilkundigen und der langjidhrigen Anwendung. Die heutige Medizin verlangt jedoch zuneh-
mend nach klinischer Evidenz (Evidenzbasierte Phytotherapie). In entsprechenden Studien
soll eine Wirksamkeit eines Phytopharmakons belegt werden. Ein solcher Nachweis kann
jedoch nur gelingen, wenn die Qualitit eines solchen Phytopharmakons reproduzierbar ist.
Aufgrund der naturgegebenen groBBen Diversitidt von Arzneipflanzen, vor allem im Hinblick
auf Schwankungen innerhalb einer Spezies, gelingt es oft nicht einen solchen Nachweis zu
erbringen. Da auch noch eine Vielzahl von unterschiedlichen Extraktionsverfahren und Dar-
reichungsformen neben Varietiten und Subspezies existieren, ist es meist unmoglich, eine
allgemein giiltige Evidenz bezogen auf die Anwendung einer bestimmten Art oder gar Gat-
tung (z. B. ,,Cimicifuga*) zu erbringen. Vielmehr kann eine solche nur produkt- bzw. extrakt-
spezifisch erbracht werden. Eine reproduzierbare Herstellung, von der Beschaffung der Arz-
neidroge, iiber die Extraktion, bis hin zur Produktion, stellt dabei eine Voraussetzung fiir das
Gelingen eines solchen Nachweises dar.

Die in den Ostlichen Wildern von Nordamerika heimische Traubensilberkerze — Acta-
ea racemosa (L.) — gehort zu den am besten untersuchten Arzneipflanzen. Traditionell wird
sie in den USA und Europa zur Behandlung von Wechseljahresbeschwerden eingesetzt.
Pharmakologische Studien bestitigen eine nicht hormonartige Wirksamkeit [2-6] und deuten
einen Einfluss der Inhaltsstoffe auf den Neurotransmitterhaushalt an [7-10]. Damit scheint
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auch die Sicherheit im Hinblick auf die Promotion von hormonabhéngigen Tumoren gegeben
zu sein [11]. Dies macht die Traubensilberkerze fiir viele Patientinnen und behandelnde Arzte
zu einer Alternative zu Hormonersatztherapien und anderen Behandlungsoptionen [12].

Ein Cochrane Review aus dem Jahr 2012 kam zu der Schlussfolgerung, dass die derzei-
tige Datenlage zu heterogen ist, um ein klare Aussage iiber die Wirksamkeit von ,,Cimici-
fuga spp.“ zur Therapie von Wechseljahresbeschwerden treffen zu konnen [13]. Auf der ande-
ren Seite stehen zahlreiche Studien, die in der Lage waren, eine signifikante Verbesserung der
entsprechenden Symptomatik zu erzielen [14-20]. Was haben diese Studien gemeinsam? Sie
verwendeten spezifische Extrakte in Produkten, die eine pharmazeutische Qualitit, nachge-
wiesen durch eine Zulassung als pflanzliches Arzneimittel, aufwiesen [21]. Die Wirksamkeit
eines pflanzlichen Arzneimittels wird scheinbar maB3geblich durch seine (pharmazeutische)
Qualitédt bestimmt.

In allen oben genannten Studien bestitigte sich neben der Wirksamkeit der Traubensil-
berkerze auch ihre Sicherheit im Hinblick auf hormonabhéngige Tumore und andere, weniger
schwerwiegende unerwiinschte Arzneimittelwirkungen. Dennoch wird immer wieder vor dem
Auftreten von Leberschdden im Zusammenhang mit der Einnahme von Produkten der Trau-
bensilberkerze gewarnt [22,23]. Ein systematischer Review von gemeldeten Féllen, durchge-
fiihrt vom USP ,,Dietary Supplement Information Expert Commitee*, kommt zu dem Ent-
schluss, dass ein solcher Zusammenhang ,,moglich, jedoch nicht wahrscheinlich® ist [23]. Ein
Assessment Report des HMPC aus dem Jahr 2006 fasst Fallberichte aus USA und Europa
zusammen und wertet deren Auftreten als ein Signal, auch wenn der Zusammenhang zwi-
schen Actaea racemosa und Hepatotoxizitdt nicht eindeutig ist [24]. Die Fallberichte sind in
der Regel schlecht dokumentiert. Trotzdem wurden Warnhinweise in die Fachinformationen
der entsprechenden Produkte aufgenommen [25]. Ein kanadischer Bericht zur Arzneimittelsi-
cherheit von Produkten der Traubensilberkerze fiihrt einige Félle der Hepatotoxizitit auf eine
Verfilschung der entsprechenden Produkte zuriick [26]. Die Unbedenklichkeit von pflanzli-
chen Heilmitteln der Traubensilberkerze scheint daher vermutlich auch mit der korrekten
Identitdt/Reinheit des Ausgangsmaterials zusammenzuhingen.

Die Wirksamkeit und Unbedenklichkeit von pflanzlichen Arzneimitteln hiangt maf3geb-
lich von der pharmazeutischen Qualitit ab. Der Annex 7 der europdischen GMP Richtlinien
Manufacture of Herbal Medicinal Products schreibt daher eine Priifung von Identitdt und
Verunreinigung einer Droge vor und verweist auf die entsprechenden Monographien des Eu-
ropdischen Arzneibuchs [27]. Diese Monographien setzten diese Forderungen in praktische
Anweisungen um und beschreiben Methoden zur Priifung von Identitdt, Reinheit und Gehalt
einer pflanzlichen Arzneidroge. Wie iiblich werden auch im Falle von Cimicifugae rhizoma
makroskopische, mikroskopische und diinnschichtchromatografische Verfahren zur Priifung
von Identitdt und Reinheit herangezogen [28]. Aktuell finden Entwicklungen statt, die eine
solche Priifung préziser und sicherer machen sollen. Als Stichworte sind hier vor allem das
DNA-Barcoding [29-33] und das Metabolomic-Fingerprinting [30,34,35] zu nennen. Doch
welche Mdoglichkeiten gibt es, die Qualitét einer pflanzlichen Arzneidroge von vornherein
sicherzustellen?

Ein Anbau von Arzneipflanzen stellt fiir Hersteller eine solche Moglichkeit dar, tragt sie
doch durch eine reproduzierbare Qualitit der Arzneidroge zur Wirksamkeit und Sicherheit der
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Produkte sowie zum Artenschutz bei. In den USA wurden im Jahr 2010 in den Wildern von
Nordamerika etwa 143 t an getrockneten Wurzeln und Rhizomen der Traubensilberkerze wild
geerntet [36]. Nur etwa 3 % der Jahresgesamternte wurde durch Kultivierung erzeugt. Eine
Wildernte in diesem Ausmal} verdeutlicht, warum die Art bereits im Jahr 1999 fiir die Auf-
nahme in den Appendix II der CITES empfohlen wurde [37]. Derzeit ist Actaea racemosa
vom amerikanischen Landwirtschaftsministerium in einigen US-Bundesstaaten als gefahrdet
eingestuft [38]. Ndheres ist im Abschnitt 1.3 beschrieben.

In den USA wird langfristig eine Kultivierung angestrebt und durch verschiedene Insti-
tutionen forciert [39,40]. Auch namhafte europdische Hersteller beschiftigen sich mit dem
Anbau der Traubensilberkerze. Die Arbeit der Gruppe Popp et al. in 2003 fiihrte in diesem
Zusammenhang bereits zur Bereitstellung von Pflanzenmaterial aus Kultur [41]. Im Rahmen
dieses Projekts wurden von Schenk et al. in Berlin Pflanzen unterschiedlicher Herkunft kulti-
viert und weiterhin durch vegetative Vermehrung genetisch einheitliches Pflanzenmaterial
erzeugt [42]. Eine phytoanalytische Charakterisierung und Untersuchung der Homogenitit
dieses Pflanzenmaterials stand bisher noch aus und wurde im Rahmen dieser Arbeit in An-
griff genommen.

Bis heute sind die meisten Hersteller auf GroBhandelsware fiir die Herstellung ihrer
Produkte angewiesen. Demnach kommt einer phytochemischen Priifung der Ausgangsware
immer noch eine besondere Bedeutung zu. Oben angesprochene innovative Priifverfahren wie
z. B. das DNA-Barcoding muss jedoch in der Regel von Herstellern an Auftragslabore abge-
geben werden, da diese molekularbiologischen Methoden spezielle Expertise erfordern und
klassische analytische Labore dafiir {iblicherweise nicht ausgestattet sind. Das Metabolic Fin-
gerprinting nutzt in der Regel aufwéndige und teure Methoden wie etwa NMR- und Massen-
spektrometrie, welche ebenfalls wenig geeignet sind fiir die Routine-Analyse von Ausgangs-
stoffen. Wie lassen sich also Methoden zur Priifung von pflanzlichen Ausgangsstoffen bei
gleichbleibendem finanziellem Aufwand verbessern?
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1.1 Die Traubensilberkerze

Die Traubensilberkerze (Actaea racemosa L., Ranunculaceae) ist eine in den Ostlichen
Waldgebieten von Nordamerika beheimatete ausdauernde krautige Pflanze. Sie wéchst dort
vor allem in beschatteten Standorten in Hohenlagen bis zu 1500 m und erreicht eine Wuchs-
hoéhe von bis zu 2,5 m [43]. Wie fiir die Familie der Ranunculaceae iiblich, weist sie geteilte
bzw. gefiederte, in diesem Fall auch gesigte Laubblitter auf. Zur Uberwinterung dient das
Rhizom. Wihrend der Bliitezeit in den Monaten Juni bis September fallen die Bliitenstinde
(stehende Trauben) ins Auge (Abbildung 1). Die charakteristischen, radidrsymmetrischen
Einzelbliiten weisen bis zu etwa 100 Staubblétter auf [43]. Eine Bestdubung erfolgt durch
Insekten. Aus den zwittrigen Bliiten entstehen Balgfriichte von etwa 5 mm Linge, welche
zahlreiche halbkugelige, gerippte Samen enthalten [43] (Abbildung 2). Die getrockneten
Fruchtstéinde bleiben den Winter iiber erhalten. Die darin lose enthaltenen Samen erzeugen im
Wind ein rasselndes Gerédusch (vgl. Trivialname ,,rattleroot*).

Abbildung 2: Balgfriichte von Actaea racemosa.

Bis heute ist die Arzneipflanze hauptséchlich unter dem wissenschaftlichen Namen Ci-
micifuga racemosa (L.) NUTT. bekannt. In den vergangenen Jahrhunderten &nderte sich die
botanische Bezeichnung der Art viele Male. In einer Ubersichtsarbeit von Steven Foster aus
dem Jahr 1999 findet sich die Bezeichnung Christopheriana facie, Herba spicata, ex Proven-
cia Floridiana von Plukenet (1705) als erste bekannte Klassifizierung der Art [44]. Spater war
die Art als Actaea bekannt, bis Linné sie im 18. Jahrhundert in eine eigene Gattung — Cimici-
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fuga — tberfiihrte [45]. Begriindet wurde dies durch morphologische Unterschiede der Friich-
te: die Gattung Actaea ist durch fleischige Beeren gekennzeichnet, wihrend Cimicifuga tro-
ckene Balgfriichte zeigt (Abbildung 2). Spater wurde die Traubensilberkerze durch Rafines-
que und Eton in Macrotrys bzw. Macrotys umbenannt, bis sie zu Beginn des 20. Jahrhunderts
wieder unter Cimicifuga gefiihrt wurde. Im Jahr 1998 schlielich wurde die Gattung Cimici-
fuga erneut durch James A. Compton evaluiert. Anhand von morphologischen Charakteristika
und genetischen Untersuchungen (rDNA und cDNA) wurden im Rahmen dieser Studien die
Gattungen Cimicifuga und Souliea erneut der Gattung Actaea zugeordnet [46-48].

Neben der groBBen Anzahl an historischen Bezeichnungen der Art existieren noch zahl-
reiche Trivialnamen im deutschen (z. B. Schlangenwurzel) und angloamerikanischen Sprach-
gebrauch (z. B. ,,black cohosh®, ,, black snakeroot oder ,, rattleweed*). Aktuell sind eine
grof3e Zahl von Synonymen fiir Actaea racemosa L. bekannt [49].

Abbildung 3: Illustration ,,Cimicifuga racemosa*
in American Medicinal Plants aus dem Jahr 1887
von C. F. Millspaugh [50].

Die Traubensilberkerze wird regelméfig mit nah verwandten Actaea spp. verwechselt
[51]. Die hdufige Umbenennung der Gattung trigt hier zur Uniibersichtlichkeit bei. Auch hier
existieren zahlreiche synonyme Bezeichnungen der jeweiligen Arten. Relevant sind hier vor
allem die Actaea spp., die dasselbe Habitat aufweisen, wie A. podocarpa DC. (syn. C. ameri-
cana MICHX, Thalictrodes cordifolia (DC.) KUNTZE), A. pachypoda ELLIOTT oder A. cordifolia
DC. (4. rubifolia, C. rubifolia), um nur einige wenige Arten und Bezeichnungen zu nennen.
Diese Arten konnen absichtlich oder unabsichtlich wéhrend einer Wildernte als Untermi-
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schung der Arzneibuchdroge Cimicifugae rhizoma auftreten. Zunehmend treten auch asiati-
sche Actaea spp. als Untermischungen/Substitutionen auf [52]. Hier sind vor allem die Aus-
gangspflanzen der TCM-Droge ,,sheng ma*“ A. simplex (DC.) WORMSK. EX PRANTL (syn.
C. simplex (DC.) WORMSK. EX TURCZ.), 4. cimicifuga L. (syn. C. foetida L.), A. heracleifolia
(KOM.) J.COMPTON (syn. C. heracleifolia XOM.) und A. dahurica (TURCZ. EX FISCH. &
C.A.MEY.) Franch. (syn. C. dahurica (TURCZ.) MAXIM von Bedeutung [53]. ,,Sheng ma* be-
findet sich im GroBhandelsmarkt und wird dort potentiell als Cimicifugae rhizoma gehandelt,
um hohere Erlose zu erzielen.

Die Arzneibuchdroge Cimicifugae rhizoma besteht aus den unterirdischen Teilen von
A. racemosa, namlich dem Rhizom und Wurzeln, wobel letztere wihrend Nacherntebehand-
lungen in der Regel verloren gehen. Thre phytochemischen Inhaltsstoffe sind sehr gut unter-
sucht. In alkoholischen Extrakten des Rhizoms finden sich hauptsidchlich Polyphenole [54]
wie zum Beispiel die Fukinolsdure und Triterpenglykoside [55] wie das 23-epi-26-Deoxy-
actein. Als Nebenkomponenten werden in der Literatur auch stickstoffhaltige Verbindungen,
wie das N-Methylserotonin [9,54] und das Cimipronidin [56] beschrieben. Vor allem die Tri-
terpenglykoside und die stickstofthaltigen Verbindungen sind vermutlich maf3geblich an der
Wirksamkeit der Droge beteiligt, aber auch Polyphenole und eventuelle Metaboliten konnten
zur Wirkung beitragen.

Die Traubensilberkerze findet Anwendung bei der Therapie von menopausalen Be-
schwerden wie z. B. Hitzewallungen, SchweiBBausbriiche, Schlaflosigkeit und Nervositit. Sie
wurde lange Zeit der Gruppe der phytoestrogen wirkenden Arzneipflanzen, gemeinsam mit
Trifolium- und die Rheum-Spezies, zugeordnet. Studien sowie in-vitro Untersuchungen von
A. racemosa Extrakten deuten jedoch auf eine nicht hormonédhnliche Aktivitit hin [2,3,5,7],
eher zeichnet sich sogar ein anti-estrogener Effekt ab [4]. Aus diesem Grund wird die Arznei-
pflanze zunehmend als Alternative zu Hormonersatztherapien (HRT) in Betracht gezogen,
insbesondere bei Frauen mit estrogenabhidngigen Tumoren in der Anamnese [12].

Die pharmakologische Wirkung von A. racemosa Extrakten scheint vielfdltig zu sein,
liegt aber im Schwerpunkt auf der Ebene des Zentralen Nervensystems. So konnte im Jahr
2015 durch Wang et al. gezeigt werden, dass ein Estrogenmangel in ovarextomierten Méusen
die Noradrenalin-Synthese verdndert und dieser Effekt durch eine Behandlung mit einem
A. racemosa Extrakt normalisiert werden kann [57]. Bereits im Jahr 2003 fanden Bur-
dette et al. heraus, dass ein 40 % 2-propanolischer Extrakt Sekundarstoffe enthélt, die an ver-
schiedenen Serotoninrezeptoren binden und als Liganden mit partiellem Agonismus am
5-HT7-Rezeptor fungieren konnen [7]. Diese Ergebnisse wurden bestétigt durch den Nach-
weis von Cimipronidin und N-Methylserotonin in A. racemosa Extrakten, die ebenso eine
serotonerge Aktivitdt zeigten [9,54,56,58]. Weiterhin scheinen die Triterpenglykoside zur
Wirkung beizutragen. Fiir einige von ihnen, vor allem 23-0-Acetylshengmanol-3-0O-f-D-xylo-
pyranosid, konnte eine Modulierung der GABAAa-Rezeptoraktivitit gezeigt werden [8,10].
Jiingere in-vitro- und in-vivo- Untersuchungen deuten auch auf einen antidiabetischen Effekt
von A. racemosa Extrakten hin [59]. Durch Moser ef al. wurde im Jahr 2014 deren Aktivitat
an der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK) demonstriert. In der gleichen Studie konnten
durch Verabreichung eines A. racemosa Extrakts der Glukosemetabolismus und die Insulin-
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sensitivitidt in ob/ob-Mausen verbessert werden. Bereits im Jahr 2012 isolierte Findeis ef al.
24-0-Acetyl-hydroshengmanol-3-0-f-D-xylopyranosid-A'®!7-enolether aus einem A. racemo-
sa-Extrakt als potentielle neue Leitstruktur fiir Gamma-Sekretase-Modulatoren [60]
(Abbildung 4).

-CH
HOOC o] COOH HN 3
. O
B ] N HO
HO COOH )\ A\
HO OH HN NH, N
OH OH H
Fukinolsdure Cimipronidin N-Methylserotonin

23-0-Acetylshengmanol-3-O-D-xylopyranosid 24-0-Acetylhydroshengmanol 3-O-D-xylopyranosid-16,17-enolether

Abbildung 4: Pharmakologisch aktive Inhaltsstoffe der Traubensilberkerze aus den Grup-
pen der Polyphenole, der stickstoffhaltigen Verbindungen und der Triterpenglykoside.

Die klinische Evidenz zur Wirksamkeit von A. racemosa bei Wechseljahresbeschwer-
den ist bis heute umstritten. Ein systematischer Review der Cochrane Collaboration im Jahr
2012 kam zu der Schlussfolgerung, dass keine ausreichende Evidenz vorlag und eine Anwen-
dung von ,,Black cohosh (Cimicifuga spp.)* in dieser Indikation nicht empfohlen werden
kann. Dieser Einschidtzung stehen einige klinische Studien gegeniiber, die erfolgreich eine
Uberlegenheit von Priparaten der Traubensilberkerze gegeniiber Placebo demonstrieren
konnten. So konnten fiir spezifische Extrakte wie die 2-propanolischen Extrakte iCR [14,17]
und BNO-1055 [19,20] sowie die ethanolischen Extrakte Ze 450 [15,18] und Cr99 [16] in
Studien positive Ergebnisse erzielt werden. All diesen Studien gemein ist die Zulassung oder
Registrierung der verwendeten Produkte als pflanzliches Arzneimittel sowie die Anwendung
von reproduzierbar hergestellten Extrakten pharmazeutischer Qualitit [21,61]. Ob ein pflanz-
liches Heilmittel wirksam ist, scheint also nicht nur von der verwendeten Pflanzengattung
(,,Cimicifuga*), sondern ebenso vom rechtlichen Status — Nahrungsergdnzungsmittel oder
Arzneimittel — und den damit einhergehenden Qualitdtsunterschieden abzuhéngen.
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1.2 Pflanzliche Arzneimittel

Nach dem § 2 (1) des AMG sind Arzneimittel ,,Zubereitungen aus Stoffen, die ... als
Mittel mit Eigenschaften zur Heilung oder Linderung ... menschlicher Krankheiten ... be-
stimmt sind*“. Folglich sind auch pflanzliche Heilmittel Arzneimittel und bediirfen einer Zu-
lassung. Die Anforderungen an Qualitdt, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit gelten entspre-
chend. Ein Wirksamkeitsnachweis kann auf Basis von klinischen Studien, durch eine Regist-
rierung (vgl. § 39a AMQG) als traditionelles pflanzliches Arzneimittel (¢raditional use) oder in
Bezug auf Monografien des Committee on Herbal Medicinal Products (HMPC) der Europai-
schen Arzneimittelagentur (EMA) erfolgen. In diesen Monografien, dhnlich zu den fritheren
Institutionen Kommission E und ESCOP, stellt das HMPC auf der Basis von wissenschaftli-
cher Literatur und Sachverstindigengutachten Belege iiber die traditionelle Anwendung und
Wirksamkeit von Arzneipflanzen fiir eine bestimmte Indikation zusammen [62]. Ist die Da-
tenlage ausreichend, werden der Arzneipflanze fiir eine bestimmte Indikation das Pridikat
well-established use zugeordnet.

Die Qualitdt dieser pflanzlichen Arzneimittel wird im Rahmen der Zulassung (Quali-
titsdossier) sowie durch eine Herstellung und Priifung nach den Anforderungen der Guten
Herstellungspraxis (current Good Manufacturing Practices, cGMP) gewéhrleistet. Findet sich
eine Arzneidroge in einem Arzneibuch, sehen diese Richtlinien eine Priifung der Ausgangs-
stoffe bzw. Arzneidrogen nach der entsprechenden Monografie vor [27]. Hierbei wird die
entsprechende Droge nach Identitdt, Reinheit und Gehalt gepriift, um die pharmazeutische
Qualitdt der Ausgangsware sicherzustellen. Auch fiir die Qualitdt von C. rhizoma sind hier
makro- und mikroskopische Untersuchungen sowie entsprechende Priifungen mittels TLC
und LC/ELSD vorgeschrieben [28].

Die Unbedenklichkeit der pflanzlichen Arzneimittel wird wie o. g. durch préklinische
und klinische Studien oder aber durch langjdhrige klinische Erfahrung/Anwendung der Arz-
neipflanze gewihrleistet. Weiterhin unterhalten Zulassungsinhaber ein Pharmakovigilanzsys-
tem, welches im Falle von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen greift. Werden uner-
wiinschte Arzneimittelwirkungen registriert, so entscheiden Hersteller und Zulassungsbehor-
den je nach Schwere der Fille gemeinsam iiber die zu treffenden Mallnahmen.

Die Abgrenzung pflanzlicher Arzneimittel zu den entsprechenden Nahrungsergin-
zungsmitteln ist schwer. Letztere, sogenannte botanicals, sind in zunehmendem, in je nach
Mitgliedsstaat unterschiedlichem Umfang auf dem Europdischen Markt erhiltlich, oft mit
eindeutigen Angaben zu gesundheitsbezogenen Wirkungen [63]. Aufgrund ihres Status als
Lebensmittel ist deren Regulierung und Uberwachung nicht sehr stark ausgeprigt. Da Produk-
te zunehmend iiber das Internet bezogen werden, ergeben sich potentielle Risiken im Hinblick
auf deren Qualitdt und Sicherheit. Ein dhnliches Bild zeigt sich in den USA, wo pflanzliche
Heilmittel in der Regel, mit wenigen Ausnahmen wie z. B. Fulyzaq oder Veregen, ebenfalls
den Status des Nahrungsergénzungsmittels (herbal dietary supplement) haben. Im Jahr 1994
definierte der Dietary Supplement Health and Education Act (DSHEA) diese als ,,a subset of
food “ mit entsprechenden regulatorischen Folgen [64]. Herbal dietary supplements, z. B. ba-
sierend auf A. racemosa (Black Cohosh), sind in den USA im Amerikanischen Arzneibuch
(United States Pharmacopoeia, USP) monografiert. Anforderungen an die Qualitidt der Droge
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sind dort definiert, eine Uberwachung der Hersteller von ,, herbal products“ findet allerdings
nur in geringem Umfang statt und der Qualitdtsnachweis {iber eine Zulassung fehlt.

Pflanzliche Arzneimittel sind Unikate. Ihre Qualitdt wird maBigeblich durch die Qualitét
der Ausgangsware, die Nachernteprozesse, das Extraktionsverfahren und die Herstellung des
Arzneimittels bestimmt. Diese Qualitit wiederum ist entscheidend fiir die (reproduzierbare)
Wirksamkeit des Arzneimittels. Es ist also plausibel, dass klinische Wirksamkeit an den regu-
latorischen Status gekoppelt ist (vgl. 1.1). Eine reproduzierbare Qualitit liefe sich am besten
durch einen Anbau gewihrleisten.

1.3 Kultivierung der Traubensilberkerze

Die Traubensilberkerze gehort zu den am meisten genutzten Arzneipflanzen. In den
USA belegte sie auf der Liste der meistverkauften herbal dietary supplements des American
Botanical Council (ABC) im Jahr 2016 den Platz 5 mit {iber USD 36 Millionen Umsatz [65].
In den Mitgliedsldndern der Européischen Union waren bereits im Jahr 2010 tiber 60 pflanzli-
che Arzneimittel auf der Basis von Actaea racemosa L. zugelassen oder registriert [22]. Der
Bedarf an der Arzneidroge Cimicifugae rhizoma ist hoch, wie sich beispielsweise im Tonna-
gegutachten der American Herbal Product Assisiation (AHPA) zeigt [36]. Laut diesem Do-
kument wurden in den Jahren 1999-2010 durchschnittlich 106 t pro Jahr wild geerntet, mit
hohen Erntemengen in den Jahren 2003 ff. bis zuletzt 143 t im Jahr 2010 (vgl. Abbildung 5).
Der Anteil an aus Kultur stammendem Material an der Gesamternte pro Jahr steigt tendenziell
ebenfalls an, wenn auch nur schwach. In den Jahren 1999-2010 befand er sich im Mittel je-
doch bei nur 1,3 %. In den USA ist demnach ein Anbau von A. racemosa L. noch nicht in
grolem Umfang etabliert und die Arzneidroge wird nach wie vor hauptsichlich aus Wild-
sammlungen bezogen [66].

Bei der Ernte des Rhizoms stirbt die Pflanze und steht somit fiir eine Reproduktion
nicht mehr zur Verfligung. Ebenso dauert es Jahre, bis eine Pflanze ein kriftiges, ausdauern-
des Rhizom gebildet hat. Eine mogliche Gefdhrdung der Art 4. racemosa L. ist naheliegend.
Bereits im Jahr 2001 resultierte diese Annahme durch Lyke ef al. in einer Empfehlung zur
Aufnahme der Art in die CITES Liste liber gefahrdete Arten, mit einhergehenden Wildsamm-
lungs- und Handelsbeschrinkungen [37]. Bis heute wurde die Art nicht aufgenommen, ist
aber bereits in den US-Bundesstaaten Illinois und Massachusetts vom Landwirtschaftsminis-
terium der Vereinigten Staaten (United States Department of Agriculture, USDA) als gefahr-
det (endangered) eingestuft [38]. Laut NatureServe stufen US-Amerikanische Organisationen
wie die United Plant Savers und das National Center 9acemos Preservation of Medicinal
Herbs (NCPMH) A. racemosa ebenfalls als gefdhrdet (at risk) ein [67], siche auch Abbildung
6.
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Abbildung 5: Entwicklungen der (Wild-)Emte von Actaea racemosa Rhizom
in den USA in den Jahren 1999 bis 2010. Entnommen aus Tonnage Surveys
of Select North American Wild-Harvested Plants der American Herbal
Product Association (AHPA) [36].

Ein Anbau von 4. racemosa L. ist daher aus Griinden des Artenschutzes und der Ver-
sorgungssicherheit angebracht. In den letzten Jahren finden sich zunehmend Untersuchungen
zu diesem Thema in der wissenschaftlichen Literatur. Im Jahr 2006 untersuchte Fischer et al.
die Moglichkeit, 4. racemosa vegetativ durch Teilung von Rhizomen zu vermehren und
konnte zeigen, dass dies unter bestimmten Voraussetzungen moglich ist [68]. Gearbeitet wur-
de dabei mit einer Polypropylen-Beschattung von 80 %. Ebenfalls in 2006 untersuchte
Thomas et al. die Empfindlichkeit von 4. racemosa Rhizomen in Bezug auf Pilzbefall, verur-
sacht durch schweren Boden und eine schlechte Drainage [69]. Dieselbe Gruppe fand spiter
im Jahr 2011 heraus, dass der Abstand, die Beschattung und das Alter der Rhizome einen Ein-
fluss auf die quantitative Verteilung von Inhaltsstoffen haben [70]. So zeigte sich beispielwei-
se der hochste Gehalt an 23-epi-26-Deoxyactein bei einer Beschattung von 40 %. Aufgrund
dieser speziellen Anforderungen an die Kultivierung von A. racemosa wurde durch
Naud et al. bereits im Jahr 2010 die Alternative des forest farming, also die Kultivierung in
einer natiirlichen Waldumgebung, propagiert [71]. Dieser Ansatz wurde im Jahr 2014 durch
eine Gruppe um C. J. Small weiterverfolgt, es zeigten sich dabei jedoch Probleme beim Um-
pflanzen der Rhizome, da nur etwa 40 % der untersuchten Exemplare diese Behandlung {iber-
lebten [72]. Die Autoren empfehlen daher eine sorgfiltige Standortauswahl sowie speziell
gekalkte Boden mit guter Drainage und moderater Beschattung. Eine Erhohung der Ausbeute
von Inhaltsstoffen wie beispielsweise Actein kann durch eine Behandlung mit Salicylsdure
erreicht werden [73].
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Abbildung 6: Erhaltungsstatus von A. racemosa in den USA
und Kanada. Karte entnommen vom NatureServe Explorer [67].

Insgesamt zeigen die genannten Untersuchungen allerdings die Schwierigkeiten und
hohen Anforderungen an einen Anbau von A. racemosa auf. Dies kann zumindest teilweise
die stagnierende Entwicklung der aus Kultur stammenden Erntemengen erkldren (vgl. Abbil-
dung 5). Aus diesem Grund wiére es ideal, konnte man die oberirdischen und somit nachwach-
senden Pflanzenteile als Alternative zum Rhizom verwenden. Schon im Jahr 2007 zeigten
Thomas et al. das Vorkommen von A. racemosa Triterpenglykosiden in verschiedenen Teilen
der Pflanze [74]. Hier konnte 23-epi-26-Deoxyactein auBler in den Wurzeln und dem Rhizom
auch in den Blittern, den Stdngeln und der Infloreszenz nachgewiesen werden. Das Glykosid
Cimiracemosid A wurde allerdings nicht in den Bléttern gefunden. Diese Gegebenheit griffen
Imai et al. im Jahr 2016 auf, die ebenfalls die Inhaltsstoffe des Rhizoms mit denen der oberir-
dischen Pflanzenteile in einer Metabolom-Studie verglichen [75]. Insgesamt konnte gezeigt
werden, dass die oberirdischen Pflanzenteile (aerial parts) dhnlich viele Triterpenglykoside
enthalten, mit einer Tendenz zu einer C-1 und C-7 Hydroxylierung in Cycloartantriterpenen
und einem stirkeren Auftreten von Aglyka. Die Mengen an No-Methylserotonin (siche Abbil-
dung 4) waren in beiden Pflanzenteilen gleich hoch. Eine intensivere Betrachtung der oberir-
dischen Teile von A. racemosa scheint also vielversprechend.

Innerhalb der natiirlich vorkommenden Populationen von A. racemosa gibt es starke
Schwankungen im Inhaltsstoffmuster in Abhidngigkeit von Physiografie und genetischen Sub-
populationen. Bereits im Jahr 2004 wurde auf der Basis von DNA-Fingerprints (amplified
fragment length polyphormisms, AFLP) von Motley et al. die genetische Diversitit innerhalb
der Art untersucht, und gezeigt, dass in unterschiedlichen geografischen Regionen einzigarti-
ge Genotypen existieren [76]. Im Jahr 2015 veroffentlichten Vickers et al. eine Untersuchung
zweier Populationen von A. racemosa in den Appalachen (Maryland), und konnten zeigen,
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dass die Inhaltsstoffe der entsprechenden Rhizome in einer komplexen Abhingigkeit zur Phy-
siografie stehen [77].

Kommerzielle GroBhandelsware aus Wildsammlungen stellt eine homogene Mischung
aus sehr vielen individuellen Pflanzen — einen Populationsquerschnitt — dar. MutmaBlich glei-
chen sich potentielle Unterschiede im Hinblick auf Inhaltsstoffmuster (Chemo- oder Genoty-
pen, Physiografie) aus. Dies flihrt vermutlich zu einer reproduzierbaren Qualitit der Chargen
und damit zu einer konstanten Extraktqualitdt und Wirksamkeit. Aus Kultur stammendes Ma-
terial bildet eine solche Diversitdt innerhalb einer Spezies nicht ab. Die Kultur erzeugt ver-
mutlich homogeneres Material, kann das Inhaltsstoffmuster jedoch unter Umstéinden ver-
schieben, da ein bestimmter Genotyp selektiert wird und die Physiografie konstant ist.

Im Vorfeld zur vorliegenden Arbeit wurden auch an der Humboldt-Universitit zu Berlin
Untersuchungen zur Kultur von 4. racemosa durchgefiihrt. Diese fanden bereits im Jahr 2003,
durch Popp et al. statt [41]. Dabei wurde erstmalig ein kontrollierter Anbau von 4. racemosa
unter Beachtung der Leitlinien zur guten Landwirtschaftlichen Praxis (Good Agricultural
Practices, GAP) dokumentiert. Unter Einsatz von Gibberellinsdure konnte die Zeit bis zur
Keimung deutlich reduziert werden. Ziel der Inkulturnahme war es, homogenes und standar-
disiertes Pflanzenmaterial flir pflanzliche Arzneimittel zu erzeugen. Dieser Gedanke wurde in
den darauffolgenden Jahren weiterentwickelt. Durch Klonierung, das heifit Erzeugung gene-
tisch einheitlichen Pflanzenmaterials mittels vegetativer Vermehrung sowie durch somatische
Embryogenese, sollte besonders homogenes Pflanzenmaterial erzeugt werden [42,78]. Die im
Jahr 2014 geernteten Exemplare (Cimicifugae rhizoma) wurden im Rahmen dieser Arbeit
analytisch untersucht (vgl. Tabelle 1, Seite 25).

1.4 (Pharmazeutische) Qualitat von Cimicifugae rhizoma

Traditionell werden in den Monografien der Arzneibiicher Priifungen eines (pflanzli-
chen) Ausgangstoffs zur Feststellung von Identitdt, Substitution, Reinheit und Gehalt be-
schrieben. Die Standardpriifungsverfahren fiir Arzneidrogen sind seit jeher organoleptische,
mikroskopische (sieche Abbildung 7) und einfache diinnschichtchromatografische Methoden
(TLC) fir die Tests auf Identitdt, Substitution und Reinheit. Hinzu kommen UV/VIS-
photometrische oder fliissigchromatografische Verfahren (LC) fiir die Quantifizierung wert-
bestimmender Inhaltsstoffe. Damit nutzen die Arzneibiicher explizit sehr leicht zugidngliche,
kostengiinstige und ohne sehr gro3en apparativen Aufwand realisierbare Methoden.
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Abbildung 7: Beispiele fiir histologische Charakteristika von C. rhizoma zur Identifizie-
rung gemdll Ph. Eur. Monografie 2069 ,Black Cohosh®. Chloralhydratpréparate in
63facher VergroBerung: Epidermisfragmente des Rhizoms (A), Dermalgewebe (B), Ge-
fiBe mit Hoftiipfeln (C), getiipfelte Fasern (D), Markparenchymfragmente © und Stirke-
korner (F, Glycerol R 50 % (V/V) Préparat).

Die derzeitige HPTLC Methode der Ph. Eur. zu Priifung von Cimicifugae rhizoma ba-
siert maf3geblich auf Entwicklungen von Koll ef al. 2004 [79]. Die zunéchst entwickelte Me-
thode basierte auf einer selektiven Detektion von Triterpenglykosiden durch ein Anisaldehyd-
Sprithreagenz. Diese Derivatisierung zeigte jedoch Nachteile auf, wie eine mangelnde Repro-
duzierbarkeit, vor allem bei einem manuellen Auftragen des Reagenzes, und eine nur kurze
Bestindigkeit der farbigen Reaktionsprodukte, welche eine Detektion und Dokumentation
erschwerte. Aus diesem Grund wurde die bestehende Methode (Festphase, FlieBmittel) von
Ankli et al. 2008 [80] weiterentwickelt und die Anisaldehyd-Derivatisierung durch eine Deri-
vatisierung mit methanolischer Schwefelsdure ersetzt. Auf diesem Wege sind charakteristi-
sche TLC-Fingerprints im UV3ee-Licht sichtbar, die zu einer Priifung auf Identitit und Substi-
tution herangezogen werden. Die Priifung auf Verunreinigung von C. rhizoma mit bis zu 5 %
anderer Actaea spp. war durch eine Detektion der Markersubstanz Cimifugin in A. cimicifuga
und A. simplex mit einem Boroxalsdurereagenz sowie durch eine Abgrenzung von A. hera-
cleifolia und A. dahurica mittels eines Antimon-(I1I)-Reagenzes moglich. Fiir eine verbesserte
Sensitivitit, Reproduzierbarkeit und Dokumentierung schlagen die Autoren eine videodensi-
tometrische Auswertung der Chromatogramme vor. Eine solche wurde bisher nicht in die ent-
sprechende Monografie bzw. die Ph. Eur. aufgenommen.

Als wertbestimmende Inhaltsstoffe gelten in C. rhizoma die Gruppe der Triterpenglyko-
side. Aus diesem Grund werden diese sowohl in der Ph. Eur. als auch in der USP im Rahmen
der Gehaltspriifung quantifiziert. Die Actaea-Triterpenglykoside sind nicht UV-aktiv, da sie
keine Chromophore und nur wenige Doppelbindungen (z. B. 23-¢pi-26-Deoxyactein) aufwei-
sen. Weiterhin stellen Sie ein komplexes Gemisch dar, welches in der Regel iiber einen
»summenfaktor® berechnet wird. Nur der Gesamtgehalt ist maf3geblich fiir die Qualitét der
Arzneidroge. Der urspriingliche Entwurf fiir die Monografie zu C. rhizoma im Ph. Eur. sah
aus diesem Grund auch eine UV/VIS-photometrische Quantifizierung der Triterpenglykoside
nach unspezifischer Derivatisierung und mit Aescin bzw. f-Sitosterol als externen Standard
vor [81]. Im Jahr 2007 wurde erstmals eine LC-Methode zur Quantifizierung vorgestellt [82].
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Aufgrund der geringen UV-Aktivitit der Triterpenglykoside wurde eine Methode mit ,,uni-
verseller Massendetektion* mittels ELSD entwickelt.

Bereits im Jahr 1978 stellte John M. Charlesworth seinen Prototypen eines ELSD als
wpure mass detector vor [83]. Das Prinzip eines verdampfenden Lichtstreudetektors macht
eine Detektion von nur schwach UV/VIS-aktiven Analyten mdglich. Nach einer Zerstdubung
des Eluenten wird dieser verdampft und der zu detektierende Stoff bildet Partikel, die einge-
strahltes Licht streuen, welches anschlieBend gemessen wird. Die Lichtstreuung beruht mafi-
geblich auf einer Reflexion und Refraktion, wobei bei kleinen Partikeln (< 0,9 um) die Mie-
Streuung der wahrscheinlichste Mechanismus ist [83]. Charlesworth konnte bereits im Jahr
1978 zeigen, dass die Lichtstreuung bei Detektion in einem bestimmten Winkel (z. B. 135°)
nahezu unabhingig vom Refraktionsindex des Analyten ist. Die Response eines ELSD gilt
aus diesem Grund als universal fiir verschiedene chemische Strukturen. Eine Voraussetzung
fiir eine Detektion ist allerdings eine geringe Volatilitit [84].

Trotzdem ist die Response eines ELSD abhéngig von vielen Faktoren. Zum einen spielt
die PartikelgroBenverteilung im Aerosol eine Rolle, welche, je nach Eluent, mafgeblich von
der Nebulizer-Gasflussrate bestimmt wird [85]. Zum anderen steigt die Response mit zuneh-
mendem Organikanteil im Eluenten, da die Transporteffizienz des Nebulizers gesteigert und
die PartikelgroBenverteilung beeinflusst wird [85,86]. Dies ist vor allem fiir LC-Methoden mit
einer (komplexen) Gradientenelution relevant. Mathews ef al. schlugen in diesem Zusam-
menhang im Jahr 2004 die Erstellung einer ,,3D-Kalibration* in Abhdngigkeit von der Re-
tentionszeit vor [87]. Im Jahr 2007 stellten de Villiers et al. ein Verfahren zur Kompensation
der Anderung der Zusammensetzung des Eluenten vor (mobile phase compensation), eine
Technik, die heute von Anbietern von ELSD genutzt wird [88].

Eine Einpunktkalibrierung ist nicht ohne weiteres moglich, die Responsekurve ist nicht-
linear (exponentiell oder sigmoidal), da die ansteigende Konzentration die Partikelgréenver-
teilung beeinflusst [86,89,90]. Aus diesem Grund zeigt die ELS-Detektion bei vor allem ge-
ring konzentrierten Analyten ein hohes Detektionslimit. Trotzdem wurde bereits im Jahr 2000
die ELS-Detektion fiir die A. racemosa Triterpenglykoside von Ganzera et al. eingesetzt und
ist bis heute die Methode der Wahl fiir diesen Zweck [55,91-94].

Eine selektive Detektion, beispielsweise mittels LC/MS, ist bisher nicht weit verbreitet.
Zum einen liegt dies sicherlich an den hoheren Anschaffungskosten fiir die LC/MS-Systeme,
zum anderen an der auf Grund von Matrixeffekten nicht ohne weiteres moglichen quantitati-
ven Auslegung der Massenspektrometrie, besonders ohne authentischen (deuterierten) Stan-
dard. Triterpenglykoside zeigen auBlerdem geringe lonisierungseffizienz in ESI. Molekiil-
peaks, Addukte und Fragmentionen treten in Abhingigkeit von der vorliegenden Konzentrati-
on in unterschiedlichen Verhéltnissen auf. Dies fiihrt zu Unsicherheiten bei der Quantifizie-
rung. Ebenfalls ist LC/MS ungeeignet fiir die Bestimmung von Gesamtgehalten (Summenpa-
rameter) iiber nur einen Standard, der Fehler ist hier wegen sehr unterschiedlichen Ionisie-
rungseffizienzen der einzelnen Glykoside groBer als beispielsweise bei der ELS-Detektion.
Aus den genannten Griinden tritt die LC/MS in den in der Literatur beschriebenen Quantifi-
zierungsmethoden bisher meist nur als ,,Nebenmethode* zur DAD und ELSD, zur Identifizie-
rung von Peaks, auf [55,94-96].
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Eine grofere Bedeutung haben in der wissenschaftlichen Literatur Methoden zur Au-
thentifizierung von Cimicifugae rhizoma, da eine korrekte Identitit der Droge mal3geblich fiir
deren Wirksamkeit und Unbedenklichkeit ist. Der bisherige ,,Goldstandard* fiir eine Authen-
tifizierung, die Beurteilung anhand morphologischer Charakteristika in makro- und mikro-
skopischen Untersuchungen, erfordert spezielle Expertise und ist abhdngig von Belegexemp-
laren. Weiterhin sind diese Verfahren weniger gut geeignet fiir gepulvertes Pflanzenmaterial.
Daher wird nach alternativen (phytochemischen) Verfahren zur Authentifizierung von Arz-
neidrogen im Allgemeinen und im Speziellen von C. rhizoma gesucht.

Wie bereits angedeutet, gibt es derzeit grole Bestrebungen im Hinblick auf das DNA-
Barcoding. Fiir C. rhizoma wurde eine solche Identifizierung mittels DNA-Sequenzierung
erstmalig durch Zerega et al. 2002 beschrieben [33]. Diese Gruppe nutze AFLP-Muster
(amplified fragment length polymophisms) zur einwandfreien Identifizierung und Abgrenzung
von A.racemosa zu den nordamerikanischen Arten A. pachypoda, A. cordifolia und
A. podocarpa. Im gleichen Jahr zeigte Xu et al., dass auch Muster zufillig vervielfiltigter
polymorpher DNA (randomly amplified polymorphic DNA, RAPD), erzeugt durch PCR unter
Verwendung des unspezifischen Primers OPA-15, geeignet sind, um A. racemosa zu identifi-
zieren [32]. Einige Zeit spater im Jahr 2012 konnten Baker ef al. zeigen, dass zwei matK
Nukleotide zur Abgrenzung von A. racemosa zu asiatischen Arten A. cimicifuga, A. dahurica
und A. simplex herangezogen werden konnen [29]. Die Gruppe um Pate, ebenfalls im Jahr
2012, identifizierten erfolgreich Mikrosatelliten-DNA (single sequence repeats, SSRs) im
Actaea-Genom fiir eben diesen Zweck [31]. In ihrem Artikel um Harnly ef al. 2015 unter-
suchte eine Gruppe zwei spezifische Gene (nuklear ribosomal, ntDNA: ITS; chloroplast,
cpDNA: psbA-trnH), welche durch das National Institute of Standards and Technology
(NIST) der USA fiir eine Identifizierung von A. racemosa validiert wurden [30].

Eine DNA-Sequenzierung ist wird zunehmend als zusétzliches Tool zur Identifizierung
von Arzneidrogen diskutiert [97]. Eine Findung von eindeutigen Markern ist jedoch essentiell
und schwierig. Bereits die Identitdt der Belegexemplare fiir die Entwicklung der Methode
muss gesichert sein. Weiterhin lassen sich Genome verschiedener Arten nicht immer eindeu-
tig voneinander abgrenzen, gerade im Fall von 4. racemosa als Fremdbestduber gibt es einen
starken genetischen Drift innerhalb der Spezies und verschiedene Genotypen existieren [76].
Weiterhin beeinflussen genetische Verunreinigungen, z. B. durch Bodenpilze wie Euroti-
um herbariorum, das Testergebnis und koénnen zu einer Fehlidentifizierung fithren [30]. Klas-
sische Qualitdtskontrolllabore in der pharmazeutischen Industrie sind meist nicht fiir moleku-
larbiologische Methoden ausgestattet, wodurch in der Regel eine Ausgliederung an Auftrags-
labore notwendig wird.

Aus den genannten Griinden ist das DNA-Barcoding, zumindest in Europa (Ph. Eur.),
noch nicht in der Praxis angekommen, auch wenn im Britischen Arzneibuch (British Pharma-
copoeia, BP) bereits eine allgemeine Monografie zum DNA-Barcoding existiert [98].

Eine vielversprechende Alternative zum DNA-Barcoding stellen die Methoden der Me-
tabolomik (Metabolomic Fingerprinting) dar, in der moderne Methoden wie hochauflosende
LC/MS, FIMS oder NMR-Spektroskopie genutzt werden, um komplexe chemische Finger-
prints eines Arzneipflanzenextrakts zu erzeugen [99]. Durch eine Kopplung an multivariate
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Analysemethoden (MVA) ist es anschlieBend moglich, verschiedene Spezies zu klassifizieren
und entsprechende Vorhersagemodelle zu erstellen, die in der Lage sind, unbekannte Proben
zu identifizieren. Bereits im Jahr 2011 zeigten Ma et al., dass hochauflésende LC/ESI-QTOF-
MS gekoppelt an eine Hauptkomponentenanalyse (Principle Component Analysis, PCA) dazu
geeignet ist, 4. racemosa von asiatischen und nordamerikanischen Actaea spp. abzugrenzen
[100]. Weiterhin konnten hierbei spezifische Marker — einige Triterpenglykoside und Cimi-
fugin — fiir verschiedene Arten gefunden werden. FIMS- und 'H-NMR-Fingerprints von
A. racemosa Extrakten sind ebenfalls zur Authentifizierung geeignet, wie von Harnly et al.
gezeigt [30]. Basierend auf PCA und dem multivariaten Verfahren SIMCA konnten hier ver-
schiedene Actaea spp. unterschieden bzw. klassifiziert werden. In diesem Jahr nutzten
Geng et al. hochauflosende (high-resolution accurate mass, HRAM) UPLC/MS gekoppelt an
PCA zur Entdeckung zweier weiterer Marker fiir A. racemosa — Feruoyldopamin-O-hexoside
—um die Spezies von anderen amerikanischen und asiatischen Arten abzugrenzen [101].

Trotz alledem sind solche Verfahren wenig fiir eine Routinekontrolle in einem pharma-
zeutischen Labor geeignet. Die Anschaffungskosten fiir MS- und NMR-Geréte sind hoch und
ihr Unterhalt teuer. Weiterhin sind die Methoden sehr komplex und bediirfen einer besonde-
ren Expertise. Betrachtet man die Problematik realistisch und pragmatisch, kommt man zu der
Idee, die Alaerts et al. im Jahr 2014 hatten [102]. Die Leistungsfahigkeit der LC/MS- und
NMR-Methoden zur Authentifizierung kommt erst dadurch zustande, dass man sie an MVA
koppelt. Alaerts ef al. beschreiben die Nutzung von LC/DAD Fingerprints zur Identifizierung
und Abgrenzung verschiedener Artemisia-Spezies. Unter Konstanthaltung der chromatografi-
schen Bedingungen sowie Auswertung der Fingerprints mit PCA und SIMCA, konnten Klas-
sifizierungsmodelle zur Identitétspriifung entwickelt werden. Eine Kopplung von etablierten
und robusten Analyseverfahren wie UV/VIS- oder NIR-Spektroskopie und LC/DAD an MVA
scheint daher vielversprechend.

1.5 Chemometrie in der Phytoanalytik

Multivariate Analysemethoden (MVA) kommen dann zum Einsatz, wenn grof3e Daten-
mengen vorliegen. Werden MVA zur Auswertung chemisch-analytischer Daten genutzt,
spricht man von der Chemometrie. In der pharmazeutischen Analytik kennt man die Chemo-
metrie vor allem im Zusammenhang mit schwingungsspektroskopischen Methoden wie der
Nabhinfrarotspektroskopie (NIRS, vgl. 1.6). Zunehmend werden aber auch andere Methoden
an eine multivariate Auswertung gekoppelt, z. B. UV/VIS- [103-109] und NMR-Spektrosko-
pie [30,34,110], LC [102,111-117] sowie FIMS und GC/ bzw. LC/MS [30,35,100,118-120].
Einen sehr guten Uberblick iiber die Literatur bietet der Review ,, Application of Chemo-
metrics in Authentication of Herbal Medicines‘ von Gad et al. aus dem Jahr 2013 [121]. Seit
dem Jahr 2016 beschreibt auch die Ph. Eur. die Chemometrie in einem ihrer allgemeinen Ka-
pitel [122].
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MVA machen eine Auswertung von gro3en Datensdtzen mdglich und sind in der Lage,
Muster zu erkennen und Informationen zu extrahieren. Die zu analysierenden Daten werden
zunéchst in einer Matrix n x m angelegt, wobei n Objekte in Reihen und m Variablen in Spal-
ten angeordnet werden. Der vorliegende Datensatz wird anschlieend der statistischen Aus-
wertung unterzogen. Je nachdem, ob eine explorative Datenanalyse durchgefiihrt wird, ein in
Gruppen eingeteilter Datensatz in Klassen eingeteilt werden soll (multivariate Klassifizierung
zur qualitativen Analyse) oder die Daten mit Referenzdaten in Korrelation gebracht werden
sollen (multivariate Kalibration zur quantitativen Analyse), werden unterschiedliche Verfah-
ren angewandt.

Die grundlegendste aller MVA ist die PCA. Diese reduziert eine gro3e Anzahl an Vari-
ablen zu einer geringeren Anzahl an Linearkombinationen (principle components) und ist
dadurch in der Lage, Datensétze zu vereinfachen. Werden nun die durch das mathematische
Verfahren erhaltenen Linearkombinationen gegeneinander aufgetragen, werden Strukturen im
Datensatz sichtbar. Die PCA eignet sich daher besonders fiir eine explorative Datenanalyse.
Da die PCA keine kategorischen Daten wie z. B. Zugehorigkeit zu einer Spezies nutzt, wird
sie auch als unsupervised pattern recognition method bezeichnet.

Multivariate Klassifizierungsmethoden wie PLS-DA, LDA oder SIMCA werden als su-
pervised pattern recognition methods bezeichnet, da sie die Zugehorigkeit eines Objektes zu
einer bestimmten Gruppe beriicksichtigen. Ziel einer solchen Methode ist es, ein mathemati-
sches Modell zu finden, das in der Lage ist, die Zugehdrigkeit eines jeden Objektes zu einer
Klasse vorherzusagen [123]. Basierend auf einem Datensatz zur Modellbildung kénnen nun
unbekannte Objekte analysiert und klassifiziert werden. Diese Verfahren haben daher in der
qualitativen Phytoanalytik zunehmend an Bedeutung gewonnen, da sie in der Lage sind, Da-
ten verschiedenster Analysemethode zu nutzen, um im allgemeinen Spezies zu klassifizieren
und (Arznei-)Pflanzen bzw. Drogen zu authentifizieren [121].

Eine gro3e Bedeutung bei der Anwendung von multivariaten Klassifizierungsmethoden
hat die Validierung des entsprechenden Klassifizierungsmodells [123-126]. Eine Darstellung
der Validierungsergebnisse kann durch eine Konfusionsmatrix G x G erfolgen, in der G die
Anzahl der Klassen (Kategorien, z. B. Spezies) darstellt, wobei vorhergesagte Klassen gegen
die wahren Klassen aufgetragen werden. Die diagonalen Elemente der Matrix stellen die kor-
rekt klassifizierten Proben dar. Aus dieser Matrix werden nun eine Reihe von Parametern ab-
geleitet werden, z. B. die non-error rate (NER, auch Genauigkeit, z. B. 0,95) und die error-
rate (ER, 1-NER).

Westerhuis et al. beschrieben anhand von PLS-DA im Jahr 2008, wie eine zu niedrige
Anzahl an Proben und overfitting eines Modells zu Fehlklassifizierungen und zu optimisti-
schen Ergebnissen fithren kdnnen [124]. Empfohlen werden in diesem Zusammenhang eine
Cross-Model-Validierung (auch Kreuzvalidierung, cross-validation) und ein Permutation-
Test, ein Modell-Test mit zufillig verteilten Klassen und eine mehrfache Unterteilung des
Prozentsatzes in Modellierungs- und Test-Sets. Ein Modell basierend auf zufillig zugeordne-
ten Klassenzugehorigkeiten muss deutlich schlechter funktionieren als eines mit den ,,richti-
gen®. Dieses Validierungsverfahren lisst sich auch auf andere Klassifizierungsmethoden an-
wenden.
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Eine weitere Anwendung der Chemometrie in der Phytoanalytik ist die multivariate Re-
gression zur quantitativen Analyse. Sie kommt hauptsidchlich dann zum Einsatz, wenn die
analytische Response eines zu quantifizierenden Inhaltsstoffs mit einer gegebenen Analyse-
methode nicht univariat, sondern multivariat ist. Die ist insbesondere bei den Methoden der
Schwingungsspektroskopie (MIR-, NIR- und Raman-Spektroskopie) der Fall. Aus diesem
Grund sind diese Methoden — insbesondere die NIRS — auch als relative Verfahren anzusehen,
die nicht ohne Referenzdaten einer Primdrmethode auskommen. Die Daten aus Referenzme-
thoden (z. B. LC oder GC) werden dabei mit den Spektren korreliert.

Es existiert eine Vielzahl von statistischen Methoden fiir eine multivariate Regression,
z. B. die principle component regression (PCR), die partial least squares regression (PLSR)
oder die artificial neural networks (ANN), wobei die PLS-Regression das am héufigsten an-
gewandte Verfahren darstellt. Die Etablierung und Validierung der quantitativen Vorher-
sagemodelle stellt dhnlich wie bei den Klassifizierungsverfahren einen Schliisselschritt in der
Erstellung einer solchen Methode dar. Eine Probenauswahl sollte sorgfiltig und eine Validie-
rung unter Anwendung von Kreuzvalidierungsverfahren und Unterteilung des Prozentsatzes
in Sets zur Kalibrierung und Validierung (Test-Set) erfolgen (siche 1.6).

1.6 Nahinfrarotspektroskopie in der Phytoanalytik

Schwingungsspektroskopische Analysemethoden, allen voran die Nahinfrarotspektro-
skopie (NIRS), gewinnen innerhalb der pharmazeutischen Industrie in den letzten Jahren zu-
nehmend an Bedeutung. Als schnelle, nichtinvasive Analysemethode macht sie Messungen an
einer Vielzahl von Materialien und Materialzustinden mdéglich und dies nahezu ohne die Not-
wendigkeit einer Probenvorbereitung. Weiterhin ist es durch die rasche Messung (z. B. auch
atline oder inline) moglich, eine groBere Anzahl an Messungen durchzufiihren und damit die
Probennahme repréasentativer fiir die Grundgesamtheit zu gestalten. Zu den Anwendungsbe-
reichen gehdren innerhalb der pharmazeutischen Industrie vor allem die Priifung von Aus-
gangsstoffen (Identitdt, Reinheit und Gehalt) sowie die Priifung von Zwischen- und Endpro-
dukten. In jiingerer Zeit gewinnt die NIRS insbesondere Bedeutung in der Prozessvalidierung,
hier ist sie ein wichtiges Werkzeug der Echtzeitprozess- und Echtzeitfreigabeanalytik [127].

Die NIRS unterscheidet sich allerdings von anderen Analysemethoden. So ldsst die
Komplexitit von NIR-Spektren von Vielstoffgemischen, gekennzeichnet durch Uberlagerun-
gen von Kombinations- und Oberschwingungen von Atombindungen, meist keine direkte
Auswertung in Form von Spektreninterpretation oder Bandenzuordnung zu. Auch ist die
Response eines interessierenden Analyten in der Regel nicht univariat, sondern multivariat.
Daher ist es notig, unter der Verwendung multivariater Analysemethoden (Chemometrie, sie-
he Abschnitt 1.5) statistische Kalibrierungsmodelle zu erstellen. Fiir qualitative Fragestellun-
gen (z. B. eine Priifung auf Identitit) ist daher ein reprasentativer Referenzprobensatz notig,
der idealer Weise das Spektrum aller zu erwartenden Proben abbildet. Zur Quantifizierung
von relevanten Inhaltsstoffen bendtigt man Referenzdaten aus einer primédren Analysemetho-
de (z. B. GC oder LC). Entsprechende Kalibrierungsmodelle miissen erstellt und anschlieBend
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validiert werden. Hierbei ist es obligat, dass Referenzmethoden ebenso validiert sein und zu
genauen Referenzdaten fiihren miissen.

Institutionen im regulatorischen Umfeld der pharmazeutischen Industrie wie z. B. die
EMA oder das EDQM beschreiben spezifische Anforderungen an Validierungen qualitativer
und quantitativer NIRS-Methoden in entsprechenden Leitlinien und Arzneibuchkapiteln. Fiir
qualitative Methoden werden Anforderungen an die Referenzprobenauswahl (das Probenset
soll moglichst alle Probenvariationen abbilden), die Referenzspektrenbibliothek und die Vali-
dierungsparameter (Minimum: Spezifitdt und Robustheit) angegeben [127]. Die Modellvali-
dierung sollte innerhalb des Referenzprobensatzes sowie durch externe Validierung (Test-Set-
Validierungen) erfolgen. Fiir quantitative NIRS-Methoden gilt die Richtlinie der ICH Q2(R1)
mit ihren Anforderungen an Validierungsparameter [128]. Weiterhin muss der Fehler der
Vorhersage angegeben werden (z. B. Standardvorhersagefehler, RMSEP), da in der Regel
eine Kreuzvalidierung zu einer Referenzmethode erfolgt. Die Kreuzvalidierung wird in der
Regel in einer Wiederfindungsfunktion dargestellt, in dem Referenzwerte (,,Wahre Werte®)
gegen die Vorhersagewerte aufgetragen werden. Verschiedene statistische Parameter be-
schreiben die Giite der Vorhersage: Das BestimmtheitsmaB (R? Linearitit), der
y-Achsenabschnitt (Systematischer Fehler, Bias), der Fehler der Kreuzvalidierung
(RMSECV) und der Quotient von RMSEP und SD der Validierungsproben (ratio of perfor-
mance to deviation, RPD) [129-131]. Diese Validierung, ausschlieBlich basierend auf Para-
metern der Kreuzvalidierung, ist der Standard in der wissenschaftlichen Literatur, bildet aller-
dings andere essentielle Validierungsparameter, vgl. ICH Q2(R1), wie z. B. Linearitit, Rich-
tigkeit und Prézision (Genauigkeit) und den zulédssigen Arbeitsbereich der Methode nicht
bzw. nur indirekt ab [129].

Die Anwendung der NIRS als Priifmethode fiir qualitative und quantitative Fragestel-
lungen weitet sich zunehmend auch auf die Phytoanalytik aus [132]. Im Fokus stehen die Prii-
fungen auf Identitét, Substitution und Gehalt an wertbestimmenden Inhaltsstoffen. Die gene-
relle Eignung der NIRS fiir qualitative Fragestellungen in der Phytoanalytik wurde bereits
gezeigt [133,134]. Typischerweise sind Methoden zur Identifizierung eines pflanzlichen Ma-
terials gefragt sowie fiir dessen Abgrenzung zu verwandten Spezies innerhalb derselben Gat-
tung bzw. Subspezies/Varietiten und die Ermittlung der geographischen Herkunft einer Dro-
ge. Die NIRS in Kombination mit multivariater Klassifizierung wurde in diesem Hinblick
sehr erfolgreich fiir eine Vielzahl von bedeutenden Arzneipflanzen angewandt, z. B. fiir die
Gattungen Digitalis, Ephedra, Panax, Chrysanthemum und Rheum, jeweils mit Vorhersage-
genauigkeiten von 84—100 % [135-139].

Ahnlich erfolgreich wurde die NIRS fiir die Quantifizierung von unterschiedlichen se-
kunddren Metaboliten in Pflanzenmaterialien eingesetzt. Ausgehend von LC/DAD-Referenz-
daten wurde bereits im Jahr 1999 von Schulz et al. gezeigt, dass eine Quantifizierung von
Alkaloiden und phenolischen Verbindungen in Bléttern von Camellia sinensis moglich ist
(z. B. Epicatechin mit R>=0,97 und SD/SECV = 6,27) [140]. In jiingeren Arbeiten fand die
NIRS beispielsweise Anwendung zur Quantifizierung von phenolischen Verbindungen in
Trifolium spp. (Gesamtgehalt Isoflavone mit R? = 0,90 und RPD = 3,21) [131], von Hypericin
in Hypericum perforatum (R*<0,90 und RPD < 3,46) [141], von Verbascosid in Verbe-
na officinalis (R*> = 0,80 und RPD = 2,35 fiir NIRS) [142] und von einem Triterpenglykosid
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(P57) in Hoodia gordonii (R*= 0,96 und RMSEP = 0,03 %) [143], jeweils basierend auf Re-
ferenzdaten aus quantitativen LC/DAD bzw. LC/MS. Von Frizon ef al. wurde im Jahr 2015
gezeigt, dass auch der Gesamtgehalt an phenolischen Verbindungen in Mate (Ilex para-

guariensis), ausgehend von einer UV/VIS-Referenzmethode mit einem Folin-Ciocalteu-Rea-
genz, mittels NIRS bestimmt werden kann (R? = 0,81 und RMSEP = 12,12 %) [144].

Ob die NIRS geeignet ist, um nah verwandte Actaea spp. voneinander abzugrenzen oder
sekundire Metaboliten wie Polyphenole und Triterpenglykoside in C. rhizoma zu quantifizie-
ren, wurde bisher nicht untersucht.

1.7 Metabolomik in der Phytoanalytik

Metaboliten sind die Endprodukte aller Stoffwechselvorgénge innerhalb von Zellen. Sie
sind das Resultat von Genom, Transkriptom und Proteom und ihre Gesamtheit wird analog als
Metabolom bezeichnet [145]. Als Sekundéarstoffe werden weiterhin Metaboliten bezeichnet,
die keine unmittelbare Funktion im Zellstoffwechsel haben und nicht fiir das Wachstum und
das Uberleben eines Organismus notwendig zu sein scheinen. In der pharmazeutischen Phyto-
analytik sind vor allem diese Sekundédrstoffe von Bedeutung, da sie jene Stoffe sind, die wir
letztendlich in arzneilich verwendeten Extrakten finden. Sie machen die pharmakologische
Wirksamkeit eines Phytopharmakons aus. Ihre Auspriagung innerhalb einer Spezies ist abhin-
gig von genetischen Faktoren und Umweltbedingungen wéahrend des Wachstums.

Im Gegensatz zur gezielten quantitativen Analyse von einzelnen Metaboliten bzw. Se-
kundirstoffen oder Stoffgruppen befasst sich der Forschungszweig der Metabolomik mit der
gleichzeitigen Identifizierung und (relativen) Quantifizierung des gesamten Metaboloms eines
Organismus. Bei dieser ungezielten Herangehensweise (Untargeted Analysis) werden somit
zunéchst alle Metaboliten abgebildet und anschlieend einer statistischen Auswertung unter-
zogen, um signifikante Veranderungen/Unterschiedlichkeiten der untersuchten Proben zu er-
mitteln. Die Anwendungsmoglichkeiten sind vielféltig, moglich sind z. B. die Untersuchung
von Proben unterschiedlicher Gruppen (behandelt/unbehandelt), eine generelle Metaboliten-
analyse (Metabolite Profiling), oder eine Klassifizierung von Probentypen (Metabolic Finger-
printing) [146].

Die LC/MS stellt neben anderen Methoden wie GC/MS, NMR-Spektroskopie und Ra-
man-Spektroskopie die wichtigste Grundlage fiir die Metabolomik dar: Sie ist zur Untersu-
chung nichtfliichtiger Verbindungen geeignet und im Gegensatz zu chemischen Fingerprint-
methoden wie NMR- und Raman-Spektroskopie dazu in der Lage, einzelne Verbindungen
getrennt zu detektieren [147]. Die LC/MS liefert umfassende massenspektrometrische Infor-
mationen zu Inhaltsstoffen und ermdéglicht daher iiber die Auswertung von Molekiil-, Frag-
mentionen und Addukten eine Identifizierung von einzelnen Metaboliten.
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Die groBte Herausforderung in diesem Zusammenhang stellt die Analyse der komple-
xen Datensdtze dar, die ohne unterstiitzende Algorithmen und Software nicht zu bewéltigen
ist. Die Daten miissen vorbehandelt und prozessiert werden, bevor sie einer multivariaten oder
statistischen Auswertung, z. B. ¢-Tests oder einer PCA, unterzogen werden konnen. Unter
anderem bestehen zwei Mdoglichkeiten (siche auch Abbildung 8):

1. Die Detektion von einzelnen Verbindungen (Metabolic Features) durch Peakdetektions-
algorithmen.

2. Die Unterteilung des Signals in spektrale Klassen (Bins) und Erstellung eines Massen-
profils einer Probe (Bin-Analyse).

Eine Bin-Analyse stellt einen reduktionistischen Ansatz dar, der dreidimensionale Da-
ten aus LC/MS (Retentionszeit, Masse und Intensitit) in einen zweidimensionalen Datensatz
(Masse und Intensitdt) umwandelt. Sie ldsst sich einfach z. B. mit Hilfe des web-basierten
Tools Haystack aus verschiedenen LC/MS Datenformaten durchfithren [148]. Eine Bin-
Analyse ist von Vorteil, wenn chromatografische Bedingungen nicht gut reproduzierbar und
Verbindungen nicht gut zu trennen sind oder Proben ausschlieBlich qualitativ klassifiziert
werden sollen (z. B. beim Metabolic Fingerprinting). Der erzeugte zweidimensionale Daten-
satz kann unmittelbar einer multivariaten oder statistischen Auswertung unterzogen werden.
Eine letztendliche Identifizierung von interessierenden Verbindungen ist hier allerdings nur
,manuell“ moglich z. B. iiber extrahierte Ionenchromatogramme (EIC) und Auswertung der
massenspektralen Daten. Ein weiterer Nachteil ist, dass das Signal eines bestimmten Analyten
in der Regel auf mehrere Bins verteilt ist. Weiterhin kann die Intensitét eines Bins aus unter-
schiedlichen Ionen (Molekiil-, Fragmentionen und Addukten) bestehen. Diese Probleme be-
stehen bei einer Detektion von einzelnen Verbindungen nicht, da solche Signale einer Ver-
bindung in der Regel durch Algorithmen gebiindelt werden (Dekonvolution).

Bereits im Jahr 2006 stellten Smith ez al. seinen quelloffenen Algorithmus (XCMS) zur
automatischen Peakdetektion vor [147]. Der auf LC/MS basierende Ansatz beinhaltete einen
Abgleich und Ausgleich der Retentionszeiten (Alignment), die eigentliche Peakdetektion und
eine probeniibergreifende Zuordnung von Peaks (Peak Matching). Ohne Verwendung von
Standardsubstanzen werden so Verbindungen identifiziert, stehen zur relativen Quantifizie-
rung zur Verfiigung und konnen genutzt werden, um Anderungen in Proben und potentielle
Biomarker zu identifizieren. Der urspriingliche Algorithmus (,,Matched Filter”) basierte auf
einer Fraktionierung der LC/MS Daten in Abschnitte (0,1 m/z) und einer Filterung unter Ver-
wendung einer gauBschen Glockenkurve (2. Ableitung) als Peakform. Dieser Algorithmus
wurde im Jahr 2008 von Tautenhahn et al. weiterentwickelt zum derzeitigen Detektionsalgo-
rithmus von XCMS centWave [149]. Aktuelle Algorithmen beinhalten neben der Peakdetek-
tion (Feature Detection) auch Schritte zur Zuordnung von Molekiil-, Fragmentionen und
Addukten zu einem Peak (Dekonvolution), gruppieren Isotopenpeaks (Isotope Grouping) und
nutzen diese Informationen zur Bestimmung der neutralen Masse einer Verbindung. Die ak-
kurate (molekulare) Masse einer Verbindung kann anschlieBend fiir eine Online-Daten-
banksuche zur Identifizierung genutzt werden.
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Heute existiert eine Vielzahl an weiteren Open-Source-Algorithmen wie z. B. GridMass
[150] und Open-Source-Programmen zur Auswertung von GC/ oder LC/MS Daten wie z. B.
MetAlign [151], Mzmine [152], MAVEN [153] oder MetaboAnalyst [154]. Im Jahr 2014
wurde eine benutzerfreundliche Onlineversion von XCMS eingefiihrt [155]. Zunehmend wer-
den die Methoden der Metabolomik auch kommerzialisiert wie z. B. mit Progenesis QI (Wa-
ters), Metabolic Profiler (Bruker), Mass Profiler (Agilent) oder Compound Discoverer (Ther-
mo). Firmen entwickeln die dargestellten Ideen weiter, Progenesis QI z. B. nutzt zusitzlich
zur neutralen Masse Informationen zur Fragmentierung einer Verbindung aus LC/MSE zur
Identifizierung anhand einer Datenbanksuche z. B. in PubChem.

1: Bin-Analyse (Haystack und MetaboAnalyst)
. . Manuelle Iden-
. Exportin .CSV e Identifizierung e
LC/MS Daten- Upload in =»  Bin-Analyse = undimportin = Statistische | von signifikanten == uﬁne_rung von
vorbehandlung Haystack MetaboAnalyst Auswertung Bins Verbindungen
Y (iiber EICs)
2A: Peakdetektion (XCMS)
centWave . Online _—
v';%“::ﬁz:ﬁ:’ | Importin XCMS = Algorithmus = Alignment > ISG‘::;F';':";;ES =»| Datenbanksuche = ::tﬁ::ﬁ:;
9 (Peakdetektion) penp (identifizierung)
2B: Peakdetektion (Progenesis Ql)
Rohdatenimport Peak-Picking Deconvolution Theoretische Online Statistische
in Progenesis Ql > Alignment B (Peakdetektion) (Neutrale Masse) Fragmentierung > [()Izt::;;:iﬁ::;)e g Auswertung

Abbildung 8: Prinzipielle Herangehensweise an die Auswertung eines umfassenden Datensatzes aus

LC/MS, Bin-Analyse (1) und Verwendung von Peakdetektionsalgorithmen (2).
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1.8 Zielsetzung

- Basis fiir die vorliegende Arbeit ist ein Probensatz bestehend aus in Berlin kultivierten
Einzelexemplaren von Actaea racemosa (L.) bzw. deren Rhizome. Dieser besteht aus
einer Sammlung von Pflanzen unterschiedlicher Herkunft sowie aus vegetativ vermehr-
ten Pflanzen. Ziel dieser Arbeit ist es, diese Rhizome phytoanalytisch mittels chromato-
grafischer Verfahren zu charakterisieren. Dies soll vor allem im Hinblick auf die In-
haltsstoffliche Homogenitit von Kulturpflanzen und die Diversitédt innerhalb der Spe-
zies A. racemosa (L.) geschehen.

- Eine Identifizierung und ein Test auf Substitution sind essentielle Priifungen im Rah-
men der pharmazeutischen Qualititskontrolle von Arzneidrogen. Im Falle von C. rhi-
zoma erfordert eine Priifung nach Ph. Eur. ebenfalls eine Abgrenzung zu anderen, nah
verwandten Actaea spp. wie asiatischen oder nordamerikanischen. Bestehende Arznei-
buchmethoden zu diesem Zweck stellen einfache, robuste Verfahren dar, sie werden
aber zunehmend durch komplexere und aufwéndige Verfahren wie MS, NMR oder mo-
lekularbiologischen Methoden ergénzt. Da diese Methoden aufwindig, teuer und oft
nicht in Routinelaboren umsetzbar sind, soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob es
moglich ist, im Rahmen von Routineanalytik auch etablierte, preiswerte analytische
Methoden wie die UV/VIS-Spektroskopie, die NIR-Spektroskopie oder die HPLC fiir
eine solche Priifung heranzuziehen. Zu diesem Zweck sollen sie an multivariate Analy-
severfahren (Chemometrie) gekoppelt werden.

- Eine Quantifizierung von wertbestimmenden Inhaltsstoffen in Arzneidrogen ist eben-
falls ein integraler Bestandteil der pharmazeutischen Qualititskontrolle. Die NIR-
Spektroskopie wird zunehmend neben Fragestellungen der qualitativen Analyse auch
fiir die Quantifizierung von Analyten in zum Teil komplexen Matrices eingesetzt. Eine
NIRS-Quantifizierung kommt ohne nasschemische Probenvorbereitung und Analyse
aus. Messungen lassen sich innerhalb von Sekunden realisieren. Ob eine solche NIR-
Spektroskopie—basierte Bestimmung von (wertbestimmenden) Inhaltsstoffen in
C. rhizoma moglich ist, soll in dieser Arbeit untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Exemplare von A. 24acemose (L.) und anderen Actaea spp.

Die Grundlage fiir die Untersuchungen dieser Arbeit bildete ein umfangreicher Proben-
satz an Rhizomen einzelner Exemplare von A. racemosa (L.) (Cimicifuga rhizoma). Dieser
Probensatz wurde in den Jahren 2001-2014 am Albrecht Daniel Thaer-Institut fiir Agrar- und
Gartenbauwissenschaften der Humboldt-Universitdt zu Berlin kultiviert (siche Abbildung 9).
Der Probensatz ist in den Jahren kontinuierlich gewachsen und enthilt Exemplare vornehm-
lich bezogen von Staudengértnereien und Botanischen Gérten aus Europa und den USA (siehe
Tabelle 1). Insgesamt wurden 101 Rhizome einzelner Exemplare im Rahmen dieser Arbeit
untersucht. Der jeweiligen Herkunft einer Gruppe von Pflanzen wurde eine ID (,,Cx* fiir die
Gattung Cimicifuga) zugeordnet (Tab/Abb). Die jeweils einzelnen Exemplare einer Herkunft
erhielten eine laufende Nummerierung (,,Cx.y*), z. B. die Exemplare vom Botanischen Garten
in Frankfurt a. M. mit C7.1-C7.7. Das Alter der Pflanzen war sehr unterschiedlich und lag im
Bereich von 3 Jahren (C3 und C4) bis 13 Jahren (C13). Weitere Einzelheiten in Bezug auf
diese Exemplare (z. B. urspriingliche Herkunft) waren nicht bekannt. Die Exemplare ein und
derselben Herkunft sind unter Umstédnden nicht genetisch einheitlich.

Abbildung 9: Versuchsfeld zur Kultivierung von A. race-
mosa (L.) und anderen Actaea spp. am Albrecht-Thaer-Institut
der Humboldt-Universitét zu Berlin (Dahlem).

Diese Unterschiedlichkeit trifft nicht auf das Probenset der vegetativ vermehrten
Exemplare zu (,,Kx* fiir Klone). In diesem Fall wurden einzelne Pflanzen durch Wurzelstock-
teilung oder Somatische Embryogenese vermehrt. In den Jahren 2007-2012 wurden fiinf ver-
schiedene Klontypen gepflanzt. Die Anzahl der Klonpflanzen innerhalb der Klontypen lag
zwischen 8 (K3, 2007) und 15 (K1, 2009). Das Alter der Klonpflanzen lag im Bereich von
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2 Jahren (K4 und K5) bis 7 Jahren (K3) Jahren. Insgesamt wurden 56 Rhizome einzelner
Klonpflanzen im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Neben den Pflanzen unterschiedlicher Herkunft und den Klonpflanzen wurden in Berlin
(Dahlem) auch generative Nachkommen einzelner Pflanzen (sog. F1-Pflanzen) sowie Exemp-
lare anderer Actaea spp. kultiviert (siche Tabelle 2). Ebenso standen bei einigen Exemplaren
feine Wurzeln als Proben — getrennt vom Rhizom — zur Verfiigung. Von den Exemplaren
C6.1, C9.7 und C11.8 wurden jeweils 7 Rhizome von generativen Nachkommen untersucht.
Als andere Actaea spp. standen die Arten A. cimicifuga (,,Fx* fiir das Synonym C. foetida),
A. cordifolia (,,Rx* fiir das Synonym C. rubifolia), A. dahurica (,,Dx*), A. simplex (,,Sx*) und
eine unbekannte Actaea sp. zur Verfligung. Diese Exemplare wurden ebenfalls in Berlin kul-
tiviert, bei der Ernte der Einzelexemplare einer jeweiligen Herkunft wurden Mischproben
dieser Herkunft erzeugt. Ergidnzt wurden die asiatischen Actaea spp. durch ,,Sheng Ma“-
Handelsware, deklariert als 4. heracleifolia. Alle in Berlin kultivierten Exemplare wurden im
Herbst 2014 geerntet, fiir Details zur Ernte und Nacherntebehandlung siche Abschnitt 2.4.1.

Erweitert wurde der Probensatz aus Berlin durch Einzelexemplare von A.racemosa (L.)
aus Wildsammlungen in den USA (bereitgestellt von Maged Sharaf, PhD), verschiedene
Mischchargen aus Wildsammlung (Handelsware, Abbildung 10) sowie einige Mischchargen
aus kommerziellem Anbau in Deutschland (Tabelle 3).

Abbildung 10: Kommerzielle Mischcharge von C. rhizoma aus
Wildsammlungen in den USA, feiner Zerkleinerungsgrad.

Verschiedene Probensubsets wurden in die unterschiedlichen Projekte der vorliegenden
Arbeit einbezogen. Die jeweils verwendeten Methoden sind in den Tabellen zum gesamten
Probenset zusammengefasst. In den einzelnen Abschnitten des Ergebnisteils sind die verwen-
deten Probensubsets noch einmal tabellarisch dargestellt.




Tabelle 1: Probenset der untersuchten Exemplare von C. rhizoma aus Kultur in Dahlem (Berlin).

1D Typ Actaea-Spezies*  Herkunft Anzahl  Gepfl. Teilprojekte
K1 Klone, Individuen A. racemosa (L.) Staudengértnerei Hagemann, Wurzelstockteilung 15 2009 LC/DAD/ELSD, NIRS, TLC
K2 Klone, Individuen A. racemosa (L.) Staudengértnerei Hagemann, Wurzelstockteilung 12 2009 LC/DAD/ELSD, NIRS, TLC
K3 Klone, Individuen A. racemosa (L.) Somatische Embryogenese (SE) an Keimlingen 8 2007 LC/DAD/ELSD, NIRS, TLC, LCMS
K4 Klone, Individuen A. racemosa (L.) BG Uni Halle, SE von Stamen 11 2012 LC/DAD/ELSD, NIRS, TLC
K5 Klone, Individuen A. racemosa (L.) Staudenkultur Stade, SE von Stamen 10 2012 LC/DAD/ELSD, NIRS, TLC
Summe 56
Cl Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Botanischer Garten Universitit Tiibingen 8 2010 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC, LCMS
C2 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Botanischer Garten Universitit Diisseldorf 10 2010 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC
C3 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Norton Arboretum, Jefferson National Forest 6 2011 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC, LCMS
C4 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Longwood Gardens, Pennsylvania 7 2011 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC, LCMS
C5 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Universitdt Marburg 1 2002 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC, LCMS
C6 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Staudengértnerei Hermannshof 5 2002 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC, LCMS
C7 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Botanischer Garten Frankfurt am Main 7 2002 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC, LCMS
C8 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Medicinal Herb Garden, Washington 1 2002 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC, LCMS
C9 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Botanischer Garten Regensburg 7 2002 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC, LCMS
C10 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Botanischer Garten Halle 9 2002 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC
Cl1 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Botanischer Garten Wroclaw, Rzepin 9 2002 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC, LCMS
Cl12 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Botanischer Garten Lublin 4 2002 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC, LCMS
C13 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Staudengértnerei Baltin 6 2001 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC
Cl14  Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Staudengértnerei Tandemann 5 2002 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC
Cl15 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Staudengértnerei Friesland Stauden, Jever 5 2002 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC, LCMS
Clé6 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Massachusetts 7 2004 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC
C17 Kultur, Individuen A. racemosa (L.) Indiana 4 2006 LC/DAD/ELSD, UV, NIRS, TLC
Summe 101
C6.1  Fl-Generation A. racemosa (L.)  Generative F1-Nachkommen von C6.1 7 - LC/DAD
C9.7  Fl1-Generation A. racemosa (L.)  Generative F1-Nachkommen von C9.7 7 - LC/DAD
C11.8 F1-Generation A. racemosa (L.)  Generative F1-Nachkommen von C11.8 7 - LC/DAD
FW1  Feine Wurzeln A. racemosa (L.) C9.7 (F1.6) 1 - LC/DAD, TLC, LCMS
FW2  Feine Wurzeln A. racemosa (L.) C15.2 1 - LC/DAD, TLC, LCMS
FW3  Feine Wurzeln A. racemosa (L.) C17.2 1 - LC/DAD, TLC, LCMS

*Actaea racemosa (L.) (syn. Cimicifuga racemosa (L.) Nutt.)
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Tabelle 2: Probenset der verschiedenen Actaea spp. kultiviert in Dahlem (Berlin) bzw. Handelsware (,,Sheng Ma‘“ — A. heracleifolia).

ID Typ Actaea-Spezies*  Herkunft Anzahl  Gepfl. Teilprojekte

F1 Actaea spp, Individuen 4. cimicifuga Arboretum Berlin 1 - LC/DAD, NIRS, TLC
F2 Actaea spp, Individuen  A. cimicifuga Botanischer Garten Universitdt Ulm 44 - LC/DAD, NIRS

F3 Actaea spp, Individuen 4. cimicifuga Bot. Garten Poznan, Polen 44 - LC/DAD, NIRS

F4 Actaea spp, Individuen 4. cimicifuga Bot. Garten Tartu, Estland 34 - LC/DAD, NIRS

F5 Actaea spp, Individuen 4. cimicifuga Bot. Garten Lublin, Polen 34 - LC/DAD, NIRS

R1 Actaea spp, Individuen 4. cordifolia Bot. Garten Uni Frankfurt, Main 1 - LC/DAD, NIRS, TLC
R2 Actaea spp, Individuen  A. cordifolia Bot. Garten Brno, Czech Republik 34 - LC/DAD, NIRS

R3 Actaea spp, Individuen  A. cordifolia Bot. Garten Universitdt Tiibingen 4A - LC/DAD, NIRS

R4 Actaea spp, Individuen  A. cordifolia Bot. Garten Lublin, Polen 24 - LC/DAD, NIRS

S1 Actaea spp, Individuen 4. simplex Staudengértnerei Baltin 1 - LC/DAD, NIRS, TLC
S2 Actaea spp, Individuen 4. simplex Staudengértnerei Baltin 3A - LC/DAD, NIRS

S3 Actaea spp, Individuen 4. simplex Staudengértnerei Gaismayer 44 - LC/DAD, NIRS

S4 Actaea spp, Individuen  A. simplex Staudengértnerei Sarastro-Stauden 24 - LC/DAD, NIRS

Dl Actaea spp, Individuen  A. dahurica Bot. Garten Moskau (als Pflanze) 1 - LC/DAD, NIRS, TLC
D2 Actaea spp, Individuen  Actaea sp. (n/a)  Staudengirtnerei Friesland-Stauden 34 - LC/DAD, NIRS, TLC
J1 Actaea spp, Individuen 4. japonica Unbekannt 1 - TLC

H1 Actaea spp, Charge A. heracleifolia  Apotheke, Miinchen 1B - LC/DAD, NIRS, TLC
H2 Actaea spp, Charge A. heracleifolia ~ HerbaSinica Hilsdorf GmbH Ch. B. 14101H010 108D LC/DAD, NIRS

H3 Actaea spp, Charge A. heracleifolia  Apotheke, Berlin 1B - LC/DAD, NIRS

*A. dahurica (Turcz. ex. Fisch. & C. A. Mey.) Franch. (Syn. Cimicifuga dahurica, Actinospora dahurica, Thalictrodes dahurica), A. cimicifuga L. (syn. C. foetida), A. heraclei-
folia (Kom.) J. Compton (syn. C. heracleifolia) and A. simplex Wormsk. ex. Prantl (syn. A. cimicifuga var. simplex, C. simplex, C. foetida var. simplex) und A. cordifolia DC.
(syn. A. rubifolia, C. rubifolia, C. cordifolia, C. racemosa var. cordifolia); * Mischprobe von Einzelpflanzen; B Mischcharge (GroBhiindler, Anbau); P jeweils 100 g separat

abgefiillt, Anbau in Heilongjiang, China
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Tabelle 3: Andere Proben von C. rhizoma, Einzelexemplare und Handelsware aus Wildsammlungen in den USA sowie Chargen aus kommerziellem Anbau in

Deutschland.

ID Typ Actaea-Spezies  Herkunft Anzahl  Gepfl. Teilprojekte

WE1  Wildernte, Individuen A. racemosa L. S2475 1 - LC/DAD/ELSD, LCMS

WE2  Wildernte, Individuen A. racemosa L. S8290 1 - LC/DAD/ELSD, LCMS

WE3  Wildernte, Individuen A. racemosa L. S8293 1 - LC/DAD/ELSD, LCMS

WE4  Wildernte, Individuen A. racemosa L. S12514 1 - LC/DAD/ELSD, LCMS

WES5  Wildernte, Individuen A. racemosa L. S13664, certified organic, Harvest May 2013, USA 1 - LC/DAD/ELSD, LCMS

WE6  Wildernte, Individuen A. racemosa L. S6535 1 - LC/DAD/ELSD, LCMS

WE7  Wildernte, Individuen A. racemosa L. S2537 1 - LC/DAD/ELSD, LCMS

WES8  Wildernte, Individuen A. racemosa L. S2607 1 - LC/DAD/ELSD, LCMS

WC1  Wildernte, Charge A. racemosa L. Krautermix Ch. B. B 149288 (09.03.2010) 14 - LC/DAD/ELSD, NIRS, TLC

WC2  Wildernte, Charge A. racemosa L. Krautermix Ch. B.: P 280703 (27.05.2016) 14 - LC/DAD/ELSD, NIRS, TLC, LCMS
WC3  Wildernte, Charge A. racemosa L. Caelo Ch. B.: 15312703 (22.10.2015) 14 - LC/DAD/ELSD, NIRS, TLC, LCMS
WC4  Wildernte, Charge A. racemosa L. Galke Ch. B.: 26453 (26.05.2016) 14 - LC/DAD/ELSD, NIRS, TLC, LCMS
WCS5  Wildernte, Charge A. racemosa L. Galke Ch. B.: 26730 (26.05.2016) 14 - LC/DAD/ELSD, NIRS, TLC,

WC6  Wildernte, Charge A. racemosa L. Krauter Schulte Ch.B.: 71127 (MHD 5/18) 14 - LC/DAD/ELSD, NIRS, TLC,

B2 Wildernte, Charge A. racemosa L. Wildsammlung 2009 Ch. B. 66277 / PL 118003 14 - LC/DAD/ELSD

B6 Wildernte, Charge A. racemosa L. Wildsammlung 2011 Ch. B. 66279 / PL 118009 14 - LC/DAD/ELSD

B1 Anbau, Charge A. racemosa L. Ch. B. 80562 / PL 117998, Ernte 2009 1B 2006 LC/DAD/ELSD

B3 Anbau, Charge A. racemosa L. Ch. B. 66269 / PL 118004, Ernte 2011 1B 2009 LC/DAD/ELSD

B4 Anbau, Charge A. racemosa L. Ch. B. 66267 / PL 118005, Ernte 2010 1B 2008 LC/DAD/ELSD

B5 Anbau, Charge A. racemosa L. Ch. B. 66264 / PL 118008, Ernte 2009 1B 2005 LC/DAD/ELSD

B7 Anbau, Charge A. racemosa L. Ch. B. 24393 / PL 118010, Ernte 2008 1B 2006 LC/DAD/ELSD

B8 Anbau, Charge A. racemosa L. Ch. B. 66266 / PL 118027, Ernte 2009 1B 2007 LC/DAD/ELSD

A Mischcharge (GroBhindler, Wildsammlungen); B Mischcharge (GroBhéndler, Anbau in Deutschland)
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2.2 Anlagen, Gerate und Software

2.21

Mahlen und Extraktion

Hackmiihle SM 2000 (Retsch Technology GmbH, Haan)
Universalmiihle M20 (IKA, Staufen)

Universalmiihle A10 (IKA, Staufen)

Analysensieb ID377192 200 pm (Linker Industrietechnik, Kassel)
Riittler MS1 Minishaker (IKA, Staufen)

Ultraschallbad Sonorex RK100H (Bandelin, Berlin)

Zentrifuge Megafuge 1.0 (Thermo Fisher Scientific, Schwerte)
Kiihlzentrifuge Allegra X-30R (Beckman Coulter, Krefeld)
Rotavapor-R mit Wasserbad B-480 (Biichi, Essen)

Vakuumpumpe MZ 2C mit Controller CVC2 (Vacuubrand, Wertheim)

Dunnschichtchromatografie

HPTLC Silica Gel F2s4 GLP Glassplatten 20 x 10 cm (Merck, Darmstadt)
HPTLC Silica Gel Fas4 Glassplatten 10 x 10 cm (Merck, Darmstadt)
Vakuumtrockenschrank APT.line VDI E2.1 (Binder, Tuttlingen)

TLC Probenspriihgerit Linomat IV (CAMAG, Berlin)

Spritze 100 pL fiir Linomat Part. No. 2606702 (ILS Syringes, Stiitzerbach)
Doppeltrogkammer fiir 10 x 10 cm Platten (CAMAG, Berlin)
Doppeltrogkammer fiir 10 x 20 cm Platten (CAMAG, Berlin)

Diverse Flachbodenkammern (DESAGA, Heidelberg)

TLC Heizplatte H22 electronic (Gerhardt, Bonn)

UV-Lampe mit Kabinett (CAMAG, Berlin)

Kamera TLC Visualizer 2 (CAMAG, Berlin)

Flissigchromatografie

(U)HPLC-Séule Kinetex C18 (5,0 um, 4,6 x 250 mm) (Phenomenex, Aschaffenburg)
(U)HPLC-Séule Poroshell 20 EC-C18 (2,7 um, 4,6 x 100 mm) (Agilent, Waldbronn)
Diverse HPLC Saulen zur Methodenentwicklung

HPLC-System 1100 mit Degasser (G1322A), bindrer Pumpe (G1312A), temperiertem
Saulenofen (G1316A), temperiertem Autosampler (G1329A mit G1330A) und Photo-
diodendetektor (G1315A) (Agilent, Waldbronn)

HPLC-System mit Degasser (Degasys DG-1210), zwei Pumpen (LC-10AD), tempe-
riertem Autoinjektor (SIL-10A), temperiertem Séulenofen (CTO-10AC), Control-
lereinheit (CBM-20A) (alle Shimadzu, Duisburg), UV-VIS-Detektor (SPD-10AV) und
verdampfendem Lichtstreudetektor PL-ELS 1000 (Polymer Laboratories, Shropshire)
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2.2.6

HPLC-System mit Degasser (DGU-14 A), Pumpe (LC-10AT), temperiertem Saulen-
ofen (CTO-10AS), UV/Vis-Detektor (SPD-10 A vp) und Controllereinheit (CBM-10A)
und Software (CLASS-LC10) (Shimadzu, Duisburg)

UPLC-Séule Acquity BEH C18 (1.7 pm, 2.1 x 50 mm) (Waters, Eschborn)
UPLC-Séule Acquity HSS T3 C18 (1.8 um, 2.1 x 100 mm) (Waters, Eschborn)
UPLC-System Acquity (Waters, Eschborn)

Vorsédulenhalter SecurityGuard (Phenomenex, Aschaffenburg)

Vorsédulenkartuschen SecurityGuard C18 4 x 3.0 mm (Phenomenex, Aschaffenburg)

Spektroskopie und Massenspektrometrie

FT-NIR Spektrometer Multi Purpose Analyzer (Bruker Optik GmbH, Ettlingen)
FT-Raman-Spektrometer RFS 100/S (Bruker Optik GmbH, Ettlingen)
Massenspektrometer Synapt G2-S HDMS (Waters, Eschborn)

UV-VIS Spektrometer BioSpectrometer (Eppendorf, Hamburg)

Software

ChemStation (Agilent, Waldbronn)

CLASS-LC10 (Shimadzu, Duisburg)

Compression, Noise Removal and Archival Tool SCN 968 (Waters, Eschborn)
Excel Freeware-Add-In Multibase (Numerical Dynamics, Tokyo)
HayStack web-based Metabolomics Tool (University of Arcansas)
LabSolutions (Shimadzu, Duisburg)

MassLynx 4.1 (Waters, Eschborn)

MetaboAnalyst 3.0 (Xia Lab at McGill Univeristy, Quebec)
OPUS 6.5 (Bruker Optik GmbH, Ettlingen)

OriginPro 9.1G (OriginLab Corporation, Friedrichsdorf)
Progenesis QI (nonlinear DYNAMICS, Waters, Eschborn)
Unscrambler 10.0 (CAMO, Oslo)

visionCATS (CAMAG, Muttenz)

Sonstige Gerate

Analysenwaage MSE125P-1CE-DU (Sartorius, Gottingen)
Manuelle Hydraulikpresse (Resultec, Illerkirchberg)
KBr-Presswerkzeug fiir 13 mm Presslinge (Specac, Kent)
Préazisionswaage PT 1200 (Sartorius, Gottingen)
Reinstwassersystem LaboStar (Siemens, Berlin)

Verschiedene Eppendorf-Kolbenhubpipetten (Eppendorf, Hamburg)
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2.3 Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Standards

- Diverse Pipettenspitzen fiir Eppendorf-Kolbenhubpipetten

- Einmalspritzen, 2-teilig, 5 mL (B. Braun Melsungen AG, Melsungen)

- HPLC Braunglasvials 1,5 mL mit Schriftfeld (VWR, Darmstadt)

- Pasteurpipetten 150 mm mit Sauger (Carl Roth, Karlsruhe)

- Schraubkappen 8 mm fiir HPLC Vials mit PTFE Septen (VWR, Darmstadt)
- Spritzenfilter Rotilabo PVDF 0,22 um (Carl Roth, Karlsruhe)

- Uvette Einmalkiivetten (Eppendorf, Hamburg)

- Zentrifugenréhrchen 15 mL (VWR, Darmstadt)

- 23-epi-26-Deoxyactein #89183, Charge 10632 (PhytoLab, Vestenbergsgreuth)
- 2-Propanol p. a. (KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar)

- Acetonitril ,,Super Gradient” (VWR, Darmstadt)

- Acetonitrile ULC/MS-grade (BioSolve BV, Valkenswaard)

- ALPHAGAZ N2 99,999% (Air Liquide, Berlin)

- Ameisensdure p. a. 98-100% (KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar)
- Ameisensidure ULC/MS-grade (BioSolve BV, Valkenswaard)

- Ameisensdureethylester (Schuchardt, Hohenbrunn)

- Ammoniumglycyrrhizat (Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt)

- Ethylacetat (Fisher Scientific, Schwerte)

- Kaftfeesdure #C0625-5G, Charge SLBL7069V (Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt)
- Leucine Enkephalin (LeuEnk, Waters, Eschborn)

- Methanol ,,Gradient Grade” (VWR, Darmstadt)

- R/S-Actein #89154, Charge 9596 (PhytoLab, Vestenbergsgreuth)

- Schwefelsdure 96% Ph. Eur. (VWR, Darmstadt)

- Stickstoff, tiefgekiihlt, fliissig, UN 1977 (Linde, Pullach)

- Toluol (VWR, Darmstadt)

- Wasser ULC/MS-grade (BioSolve BV, Valkenswaard)
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2.4 Probenvorbereitung
2.4.1 Vorbereitung und Mahlen der Proben

Ein groBer Teil der untersuchten Exemplare von verschiedenen Actaea spp. wurde auf
dem Versuchsgelidnde des Albrecht Daniel Thaer-Instituts fiir Agrar- und Gartenbauwissen-
schaften der Humboldt-Universitdt zu Berlin kultiviert (siche 2.1 und Tabelle 1). Die unter-
schiedlich alten Pflanzen wurden im Zeitraum Mitte September bis Anfang November 2014
geerntet. Dabei wurden die Rhizome (siehe Abbildung 11) gewaschen, grob zerkleinert und
anschlieBend getrocknet (30 °C fiir 48 h, siche Abbildung 12) und verpackt. Eine Grob-
mahlung und die Feinmahlung (Pulverisierung, siehe 2.2.1) erfolgte am Institut fiir Pharmazie
der Freien Universitit Berlin.
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Abbildung 11: Ein gereinigtes Rhizom mit feinen Wurzeln von
Actaea racemosa (L.) nach Emte und Reinigung, unmittelbar
vor Grobzerkleinerung und Trocknung.

Abbildung 12: Grob zerkleinertes und getrocknetes Rhizom ei-
nes Exemplars von C. rhizoma aus Kultur in Dahlem (Berlin).
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Die Pflanzen sollten im Hinblick auf Thre Homogenitit untersucht werden, daher war es
wichtig, aus jeder Pflanze jeweils eine homogene Mischprobe herzustellen. Die Rhizome wie-
sen jedoch eine teilweise sehr unterschiedliche Gesamtmasse auf, die Spanne reichte von we-
nigen Gramm bis hin zu iiber einem Kilogramm. Eine Pulverisierung des Rhizoms konnte nur
mittels der Pulvermiihle (IKA M20) erreicht werden, diese konnte aber in einem Mahlgang
nur etwa 50—100 g Droge mahlen. Das Mahlen grof3er Rhizome (iiber 1 kg) hitte dementspre-
chend portionsweise erfolgen miissen. Die einzelnen Mahlgédnge hitten im Nachgang erneut
einer Mischung unterzogen werden miissen. Eine Homogenitét konnte auf diesem Wege nicht
gewdhrleistet werden. Um dennoch homogene Mischproben zu erzielen, wurden daher sehr
gro3e Rhizome ggfs. mit einer Hackmiihle (Retsch SM 2000) grob zerkleinert (< 5 mm) und
anschlieBend nur ein Teil der resultierenden Mischprobe gepulvert. Kleinere Proben (un-
ter 1,25 kg) wurden vollstindig, bei groBeren Proben (iiber 1,25 kg) entsprechend Ph. Eur.
2.8.20. mindestens ca. 125 g gemahlen [156].

Die Rhizome der Klonpflanzen wurden vollstindig zu homogenen Mischproben gepul-
vert. Bei vorzerkleinerten kommerziellen Mischproben (4. racemosa und andere Actaea spp.)
wurde jeweils ein Teil gemahlen, etwa 125 g. Die Exemplare der verschiedenen kultivierten
Actaea spp. wurden bei der Ernte zu Mischproben verarbeitet. Um fiir die Untersuchungen im
Rahmen dieser Arbeit eine hohere Probenmenge zu erhalten, wurden von diesen Mischproben
unterschiedliche Teile der nur sehr grob zerkleinerten Rhizome individuell gemahlen und als
individuelle Proben analysiert.

Alle Proben wurden nach der Pulverisierung durch ein Analysensieb (200 pm Ma-
schenweite) gegeben und anschlieBend in gekennzeichnete PE-Schraubflischchen oder Pro-
bengldser zur Lagerung bis zur jeweiligen Verwendung abgefiillt.

2.4.2 Extraktion der Proben

Zur Extraktion der Actaea-Rhizome wurden je nach Analysemethode und interessieren-
den Analyten drei unterschiedliche Extraktionsverfahren angewandt. In allen Fallen erfolgte
die Extraktion von etwa 400,0 mg gepulverten Pflanzenmaterials (200 pm) mittels Ultra-
schall, in 15-mL-Falcon-Tubes und bei einer Temperatur von 60 °C. Das optimale Verhéltnis
von Pflanzenmaterial und Volumen des Extraktionsmittels wurde aus der Literatur ibernom-
men [157]. Daher wurde jeweils mit 5,0 mL Extraktionsmittel extrahiert.

Die auf Kaffeesdure aufgebauten Polyphenole 4-9 sind oxidationsempfindlich und
werden schnell hydrolysiert, vor allem bei Tageslicht (siehe 3.1.1). Aus diesen Griinden wur-
de fiir die Quantifizierung mittels LC/DAD eine moglichst kurze Extraktion durchgefiihrt
(5 min) und anschliefend bei 4 °C zentrifugiert, rasch in Braunglas-Vials filtriert (0,22 pm)
und bei 2-8 °C bis zur Analyse am selben Tag gelagert. Diese Ausbeute wurde bestimmt
durch vierfach Extraktion desselben Pflanzenmaterials (n = 10) und separater Analyse der
resultierenden Extrakte mittels LC/DAD. Eine dreifache Extraktion erwies sich dabei als
quantitativ, da hierbei iiber 99,0 % der untersuchten Polyphenole extrahiert wurden.

Fir die Aufnahme von UV-Spektren der Extrakte wurde quantitativ (dreifach) extra-
hiert. Da eine Vermessung der Extrakte im gewiinschten Absorptionsbereich etwa 0,2—1,0
eine Verdiinnung erforderlich machte, konnten die resultierenden Extrakte in einem 50,0-mL-
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Mallkolben vereint, rasch verdiinnt und vermessen werden. Dazu wurden erneut 2,5 mL auf
50,0 mL in einem weiteren MaBkolben {iberfiihrt und auf Volumen gebracht. Die Extrakte
belastende Verdampfungs- und Wiederaufldseschritte konnten hier vermieden werden.

Fir die Quantifizierung der Triterpenglykoside 10-21 mittels LC/ELSD wurde eine
Extraktionsmethode angelehnt an die USP Monographie Black Cohosh verwendet (siche
3.1.1). Hierbei wurde das Pflanzenmaterial dreifach mit jeweils 5,0 mL Methanol bei einer
Temperatur von 40 °C extrahiert, die resultierenden Extrakte in einem 50-mL-Rundkolben
vereint und anschlieBend das Extraktionsmittel bei etwa 50 °C und ca. 300 mbar (Startwert)
bis zur Trockne eingedampft. Der Trockenriickstand wurde erneut in 5,0 mL Methanol gelost
und zur LC/ELSD-Analyse in Braunglasvials filtriert (0,22 pm). Letztere quantitative Extrak-
tionsmethode wurde auch fiir das Chemical Profiling mittels hochauflosender UPLC/ESI-
QTOF-MS/MSE verwendet. Vor der Filtration wurden die Extrakte in diesem Fall noch in
einem 25,0-mL-MaBkolben im Verhéltnis 1/25 (V/V) verdiinnt.

2.5 Instrumentell-analytische Methoden
2.5.1 Diinnschichtchromatografie (HPTLC)

Zur diinnschichtchromatografischen Untersuchung der Actaea-Proben wurde eine TLC
Methode aus der Literatur herangezogen [80]. Die HPTLC-Platten (200 x 100 mm) wurden in
einer Flachbodenkammer mit einem Gemisch von 50% (V/V) Methanol in Ethylacetat gerei-
nigt und anschlieBend bei 120 °C fiir 30 min getrocknet. Die Laufstrecke betrug 6 cm. Etwa
400,0 mg der pulverisierten Droge wurden in ein 15-mL-Zentrifugenréhrchen eingewogen,
5,0 mL 70% (V/V) Methanol hinzugegeben, geschiittelt und anschlieend bei 60 °C fiir 5 min
im Ultraschallbad extrahiert. Anschlieend wurde geschiittelt und bei 4 °C zentrifugiert. Nach
Filtration durch einen Spritzenfilter (0,22 um Porenweite) wurde bei 2—8 °C gelagert. Je Ex-
trakt wurden 2 pL aufgetragen und dabei folgende Parameter eingestellt: Startpunkt 13 mm,
Bandenbreite 8 mm und Abstand 3 mm. Um nur ganze Banden aufzutragen wurde eine Auf-
trage-Geschwindigkeit von 14 s/uLL verwendet.

Die Entwicklung der Platten erfolgte in einer Doppeltrogkammer. Das FlieBmittel be-
stand aus einer Mischung aus 20 % (V/V) Ameisensdure, 30 % (V/V) Ameisensdureethylester
und 50 % (V/V) Toluol. Zur Equilibrierung der Platten wurde in einen der Troge FlieBmittel
gegeben. Nach etwa 15 min erfolgte die Entwicklung der Platte durch vorsichtige Zugabe
(unter Vermeidung einer Offnung der Kammer) von FlieBmittel auch in den zweiten Trog.
Eine Derivatisierung der entwickelten Platten erfolgte durch Tauchen in 10 % (V/V) Schwe-
felsdure in Methanol fiir etwa 1 s und 10 min Erhitzen auf 100 °C. Die abgekiihlten Platten
wurden anschlieend zeitnah dokumentiert (CAMAG TLC Visualizer 2).
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2.5.2 Quantifizierung der Polyphenole mittels LC/DAD

Die Quantifizierung der Polyphenole erfolgte mittels LC/DAD. Die entsprechende Me-
thode wurde an einer Shimadzu-Anlage mit Probenschleife entwickelt und dann zur Routine-
quantifizierung auf eine Agilent- bzw. Shimadzu-Anlage mit Auto-Sampler iibertragen. Die
einzelnen Pflanzen wurden jeweils dreifach (Extrakte A, B und C) bestimmt, dies erfolgte in
Sequenzen zu jeweils acht Pflanzen pro Tag, wobei erst Standardinjektionen, dann acht A-
Extrakte, Standardinjektion zur Testung der Systemstabilitét, acht B-Extrakte usw. erfolgten.
Die automatische Injektionsnadelwaschfunktion des Autosamplers (Agilent) wurde dabei ge-
nutzt und die Proben wéhrend der Analyse auf 8 °C (Agilent/Shimadzu) gekiihlt.

RO X _~COOH 0 4 (Ry=H, R, =H, Ry = OH)
D/\/ R1O 5(R1=H,R;=H,R3=H)
A, 6 (R; = CH3, R, = H, R3 = OH)
’ 7 (Ry =H, Ry = CH3, R; = OH)
8 (R1 - CH3, Rz = H, R3 - H)
9 (R; =H, R, = CHs, Ry = H)

R,0
1(Ry=H, Ry =H)

2 (Ry=CHa, Ry =H)
3 (Ry = H, Ry = CHy)

Abbildung 13: Untersuchte Polyphenole in Actaea-Rhizomen, Kaffeesdure
(1), Ferulasiure (2), Isoferulasiure (3), Fukinolsiure (4) sowie Cimici-
fugasduren D (5) und A bis F (6-9).
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Abbildung 14: Chromatogramm eines C. rhizoma Extrakts bei UV-Detektion
bei einer Wellenldnge von 327+4 nm und einer Referenzwellenlinge von
395+4 nm. (tr Kaffeesdure (1) 4,35 min); Polyphenole 1-9.

Das Injektionsvolumen betrug 2,0 uLL des unverdiinnten Extraktes. Die Mobilen Phasen
waren dabei 0,1 % (V/V) Ameisensdure in Wasser (Mobile Phase A) und 0,1 % (V/V) Amei-
sensdure in Acetonitril (Mobile Phase B) mit einer Flussrate von 1,0 mL/min. Die S&ulen-
ofentemperatur betrug 25,0 °C. Zur Trennung der Polyphenole wurde eine Poroshell 20 EC-
C18 (2,7 pm, 4,6 x 100 mm) Sdule (Agilent) mit einem Gradienten von 14-26 % Mobile Pha-
se B in 28 min genutzt und anschlieBend mit 100 % Mobiler Phase B gespiilt und rekonditio-
niert (Gesamtlaufzeit: 45 min). Zur Erstellung einer jeweiligen Kalibriergeraden wurden Kaf-
feesdurestandardlosungen in drei verschiedenen Konzentrationen verwendet. Dazu wurden
etwa 50,0 mg Kaffeesdure in einen 50-mL-MaBkolben eingewogen und mit 70 % (V/V) auf
das Eichvolumen aufgefiillt (Stammlosung 1,0 mg/mL Kaffeesdure). Durch Verdiinnung
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wurden dann Standardlésungen S1 bis S3 hergestellt (5,0 pg/mL, 100,0 ug/mL und
200,0 ng/mL Kaffeesdure). Die Detektionswellenldnge betrug 327 nm mit einer Referenzwel-
lenldnge bei 395 nm und jeweiliger Bandbreite von 8 nm (s/it 4 nm, response-time 2,0 s). Die
Peak-Integration wurde automatisch durchgefiihrt (slope sensitivity 1, peak width 0.01, area
reject 20, baseline to valleys). Der Gehalt aller Polyphenole wurde iiber die fiir Kaffeesdaure
erhaltene Kalibrierfunktion berechnet.

2.5.3 Quantifizierung der Triterpenglykoside mittels LC/ELSD

Die Quantifizierung der Triterpenglykoside erfolgte durch RP-HPLC und Detektion
mittels eines verdampfenden Lichtstreudetektors (ELSD). Die Quantifizierung der Proben
erfolgte in Triplikaten. Die chromatografische Trennung der Triterpenglykoside (Injektions-
volumen 20 pL) erfolgte mit einer Kinetex RP18 (5 um, 4,6 < 125 mm) Sédule (Phenomenex)
und einer Mobilen Phase bestehend aus Wasser (Mobile Phase A) und Acetonitril (Mobi-
le Phase B). Ein linearer Gradient von 35-55 % Mobiler Phase B in 30 min gefolgt von einem
15 miniitigen Spiil- und Rekonditionierungsschritt wurde angewandt. Die Flussrate betrug
0,9 mL/min. Die Proben wurden wéhrend der Analyse auf 20 °C, die Sdule auf 35 °C tempe-
riert. Der ELSD wurde auf eine maximale Response fiir 23-epi-26-Deoxyactein (16) einge-
stellt: Die optimale Gasflussrate betrug 1,0 mL/min, die Nebulisierertemperatur 40 °C und die
Verdampfertemperatur 100 °C. Stickstoff wurde dem ELSD mit einem Druck von etwa 6 bar
zugefiihrt.

Zur Kalibrierung wurden Standardldsungen des 23-epi-26-Deoxyacteins (16) in fiinf
Konzentrationen verwendet. Dazu wurden etwa 5,0 mg Standardsubstanz in einen 10,0-mL-
MaBkolben exakt eingewogen und auf die Eichmarke aufgefiillt (S5 500,0 ng/mL). Durch
entsprechende Verdiinnung wurden weitere Standardlosungen in den Konzentrationen
200,0 pg/mL (S4), 100,0 pg/mL (S3), 50,0 pg/mL (S2) und 20,0 pg/mL (S1) hergestellt, in
Braunglasvials aliquotiert und anschlieBend bei —20 °C bis zur Verwendung gelagert. Die
Kalibriergerade wurde durch Auftragung der log10-Werte der Standardkonzentrationen ¢ ge-
gen die log10-Werte der dazugehorigen Peakfldachen A entsprechend der Gleichung log(4) =
mlog(c) + n erstellt. Der Gehalt der einzelnen Triterpenglykoside und der Gesamtgehalt
wurden iiber die Kalibrierfunktion fiir 23-epi-26-Deoxyactein berechnet.
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13 (R = Xylose)
14 (R = Aarabinose)

17 18 (R = Xylose) 20 (R = Xylose)
19 (R = Arabinose) 21 (R = Aarabinose)

Abbildung 15: Untersuchte Triterpenglykoside in Actaea racemosa L. Rhi-
zomen (C. rhizoma), Cimifugosid H1 (10), Cimiracemosid A (11), Actein
(12), Acetylhydroshengmanolarabinosid (13), Acetylhydroshengmanol-
xylopyranosid (14), CimiracemosidJ (15), 23-epi-26-Deoxyactein (16),
Acetylshengmanolxylosid (17), Cimigenolarabinosid (18), Cimigenolxylo-
sid (19), Acetylcimigenolarabinosid (20) und Acetylcimigenolxylosid (21).
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Abbildung 16: Chromatogramm eines Actaea racemosa Extrakts, Detektion
der Triterpenglykoside 10—21 mittels ELSD.

2.5.4 Identifizierung von Metaboliten mittels LC/MS

Im Rahmen der Validierung und Verifizierung der LC/DAD und LC/ELSD Methoden
zur Quantifizierung von Polyphenolen und Triterpenglykosiden in Cimicifugae rhizoma wur-
den zu bestimmende Verbindungen (Peaks) mittels LC/MS identifiziert.

Beide Methoden wurden dazu inklusive der verwendeten Trennsdulen auf ein Waters
UPLC/ESI-QTOF-MS-System {ibertragen (siche Abschnitte 2.2.3 und 2.2.4). Fiir die Metho-
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de der Polyphenole musste die Flussrate des LC-Systems reduziert werden, um optimale
Spray-Bedingungen zu erhalten (hoher Wasseranteil der Mobilen Phase). Daher wurde die
Laufzeit verldngert. Zur Kalibrierung der akkuraten Masse wurde wéhrend aller Experimente
LockSpray (LeuEnk, m/z 554,27 (+)-ESI bzw. 554,26 (—)-ESI) mit einer Scan-Frequenz von
0,1 Hz durchgefiihrt. Die Ionisierung der Analyten erfolgte fiir Polyphenole in (+)-ESI und
fiir Triterpenglykoside in (—)-ESI mit einer Kapillarspannung von 3 kV und einer Ionenquel-
lentemperatur von 90 °C. Die Desolvatationstemperatur und Gasflussrate wurden auf 250 °C
und 650,0 L/h (Polyphenole) bzw. 300 °C und 700,0 L/h (Triterpenglykoside) eingestellt. Die
Samplekonus- und Source-Offsetspannungen waren 40 V bzw. 80 V.

2.5.5 Chemical Profiling mittels UPLC/(+)-ESI-QTOF-MS/MSE

Fiir das Chemical Profiling mittels Haystack und Progenesis QI wurden hochauflosende
MS und MSF Daten am o. g. Waters UPLC/MS-System generiert. Zur analytischen Auftren-
nung der Cimicifugae rhizoma Extrakte wurde eine Waters Acquity UPLC Séule (HSS T3 1,8
pum 100 mm) verwendet. Mobile Phasen waren 0,1 % (V/V) Ameisensdure in Wasser (A)
bzw. Acetonitril (B). Die analytische Laufzeit betrug 18 min, inklusive Rekonditionierung der
Trennsédule insgesamt 27 min. Das Injektionsvolumen betrug 3,5 uL. Zur Priifung der Sys-
temstabilitét erfolgten wihrend der LC-Sequenz in regelméfigen Abstidnden Injektionen einer
23-epi-26-Deoxyactein Standardlosung (0,1 pg/mL). Ein Pool-Sample, bestehend aus Aliquo-
ten aller Proben, wurde als Alignment-Referenz (QA/QC-Sample) fiir die Auswertung mit
Progenesis QI ebenfalls in der Sequenz mitgefiihrt und mehrfach injiziert.

Massenspektrometrische Daten wurden im Massenbereich von 50-1200 Da mit einer
Scanrate von 0,3 s aufgenommen. Die Kapillarspannung und Spannung des Samplekonus
lagen bei 3,2 kV bzw. 40 V. Die Kollisionsenergien fiir (+)-ESI-MSF lagen bei 4 eV (niedrig)
und einem Gradienten von 15-50 eV (hoch). Die lonenquellentemperatur betrug 90 °C und
die Desolvatationstemperatur 300 °C.

2.5.6 UV-Spektroskopie

Fiir die qualitative Analyse der Actaea-Extrakte wurde die bestehende Extraktionsme-
thode fiir die Quantifizierung der Polyphenole mittels LC/DAD modifiziert. Unmittelbar nach
der Herstellung und Verdiinnung des Extraktes wurden anschlieBend UV-Spektren im Wel-
lenldngenbereich 220-400 nm in 1-nm-Schritten gegen 70% (V/V) Methanol als Blank-
Spektrum aufgenommen. Fiir jeden Extrakt wurden Spektren in fiinffacher Wiederholung
aufgenommen. Alle Proben, die in dieses Teilprojekt einbezogen waren, wurden jeweils drei-
fach extrahiert und vermessen.

2.5.7 FT-NIR-Spektroskopie

NIRS-Analysen wurden an einem FT-NIR-Spektrometer mit Indiumgalliumarsenid-
(InGaAs)-Detektor (Multi-Purpose Analyser, MPA, Bruker) durchgefiihrt. Unmittelbar vor
der LC-Analyse der Proben wurden Spektren des gepulverten Pflanzenmaterials im Wellen-
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zahlbereich 3.600-12.000 cm™' mit einer spektralen Aufldsung von 8 cm™! in Transflexion
aufgenommen. Dazu wurden etwa 10 g des homogenen Pulvers gleichmifBig auf fiinf Glas-
kiivetten verteilt und mit je 32 Scans Spektren gemessen. Die aus den fiinf wiederholten Mes-
sungen resultierenden Spektren wurden anschlieBend gemittelt. Um Streuungseffekte und
Basislinien-Drifts zu korrigieren wurde der gewichtete multiplikative Streukorrektur-
Algorithmus (weighted multiplicative scatter correction, WMSC) der OPUS 6.5 Software
(Bruker) angewandt. Diese vorbehandelten Mittelwertspektren wurden dann fiir die Quantifi-
zierungsmodellbildung mittels PLS-Regression mit den jeweiligen Referenzdaten und fiir
qualitative Analysen genutzt.

2.5.8 FT-Raman-Spektroskopie

Die Analyse der Proben wurde an einem FT-Raman-Spektrometer (RFS 100/S, Bruker)
ausgestattet mit einem Nd:YAG Laser (emittiertes Licht bei 1.064 nm bzw. 9.398,5 cm™!) und
in fliissigem Stickstoff (—196 °C) gekiihlten Detektor durchgefiihrt. Zur Messung der Proben
am FT-Raman-Spektrometer wurden Presslinge hergestellt. Dazu wurden 200 mg Pflanzen-
material mit einer manuellen Hydraulikpresse und einem 13-mm-KBr-Presswerkzeug ver-
presst (Druck: 10 bar). AnschlieBend wurden mit zwei Laserlicht-Intensitdten (Stufe I [S mW]
und Stufe IT [50 mW]) und mit je mit 64 Scans Spektren in einer Auflésung von 4 cm™' und
im Wellenzahlbereich von 4.000-200 cm ™' aufgenommen.

2.6 Multivariate Analysemethoden und Statistik
2.6.1 Explorative Analyse der quantitativen Daten aus LC/DAD/ELSD

Zur explorativen Analyse der Daten aus LC/DAD/ELSD fiir den jeweiligen Probensatz
an A. racemosa bzw. Actaea spp. Exemplaren wurden Hauptkomponentenanalysen (PCA)
durchgefiihrt. Fiir eine PCA der quantitativen Daten fiir Polyphenole und Triterpenglykoside
wurde in Microsoft Excel eine Datenmatrix m X n aus m Proben in Reihen und n quantifizierte
Verbindungen (Variablen) in Spalten erstellt. Zur Unterscheidung der verschiedenen
Actaea spp. anhand ihrer Polyphenolgehalte (4-9) wurde die Matrix in Origin Pro exportiert.
Der Datensatz wurde normalisiert ([0,1]-Normalisierung) und anschliefend eine PCA unter
Verwendung der Kovarianzmatrix durchgefiihrt (Abschnitt 3.2.2).

Die PCAs zur Auswertung der quantitativen Daten zu allen Verbindungen (4-21) und
zur Untersuchung der verschiedenen Proben innerhalb des Satzes an 4. racemosa Exemplaren
aus Kultur und Wildsammlungen wurde mittels MetaboAnalyst 3.0 durchgefiihrt. Dazu wurde
eine nach o. g. Muster erstellte Matrix in eine Textdatei (.TXT, Tab getrennt) exportiert und
anschlieBend auf die online-Plattform hochgeladen [158]. Vor statistischer Auswertung wur-
den die Daten standardisiert (Auto-Scaling ¥ = (X — u)/o) und anschlieend multivariate und
statistische Auswertung durchgefiihrt (Abschnitt 3.1.3.1).
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2.6.2 Chemical Profiling mittels UPLC/(+)-ESI-QTOF-MS/MSE

Fiir die nicht gezielte Analyse (non-targeted analysis) der verschiedenen Exemplare
von Cimcifugae thizoma wurden hochauflésende massenspektrometische Daten mittels
LC/MS bzw. /MSF erzeugt (sieche Abschnitt 2.5.5, S. 38). Unmittelbar nach der Analyse wur-
den die Datensitze von einigen GB auf einige MB mithilfe eines Kompressionstools (Waters
Compression, Noise Removal and Archival Tool SCN 968) reduziert. AnschlieBend erfolgte
eine Re-Kalibrierung auf die akkurate Masse mit MassLynx (Waters). Fiir eine Auswertung
(Bin-Analysen) mit dem online-Tool Haystack [148] wurden die Rohdaten in das .CDF-
Format exportiert (Data Bridge, Waters) und anschlieBend dort hochgeladen.

In Haystack wurden Bin-Analysen der Datensétze der verschiedenen Exemplare von
C. rhizoma durchgefiihrt und die resultierenden zweidimensionalen Datenséitze (Datenmatri-
ces m x n aus m Proben in Reihen und » Intensitdtswerten fiir die massenspektralen Bins) in
Form von .CSV-Dateien exportiert. Als Tab getrennte .TXT-Dateien wurden die Datensitze
in MetaboAnalyst iiberfiihrt und dort ausgewertet. Als Datenvorbehandlung erfolgte ein Auto-
Scaling und nur der Interquartilsabstand (IQR, Q25—Q75) wurde verwendet.

Fiir die Auswertung mit Progenesis QI wurde die wie oben beschriebenen Rohdaten
(LC/MSE) verwendet (nach Reduzierung und Re-Kalibrierung). Das Run-Alignment erfolgte
zu am besten passender Pool-Probe (QC/QA-Sample). Das Peak-Picking wurde im Retenti-
onszeitbereich von 2—17 min durchgefiihrt (Sensitivitit: Automatik). Die Online-Datenbank-
suche nach Identifizierungen erfolgte in PubChem (Precursor-Toleranz 22 ppm, theoretische
Fragmentierung (Toleranz 25 ppm) und der elementaren Komposition C, H und O. Die statis-
tische zur Filterung der Verbindungen in den definierten Gruppen vor der PCA erfolgte mit-
tels ANOVA und Fold-Change (p < 0,05, FC > 2).

2.6.3 Multivariate Klassifizierung fur qualitative Analyse (UVS/LDA)

Die Rohdaten des UV/VIS-Spektrometers wurden in Microsoft Excel exportiert und an-
schlieBend die fiinf repetitiven Messungen gemittelt. Die Daten fiir die verschiedenen Actaea-
Proben, extrahiert und gemessen in Triplikaten, wurden in eine Datenmatrix m x n aus m Pro-
ben in Reihen und » Werten fiir die UV-Absorption bei einer bestimmten Wellenldnge in
Spalten iibertragen. Die statistische Auswertung wurde mit Origin Pro durchgefiihrt. Es wurde
im Wellenldngenbereich von 250-360 nm normalisiert ([0,1]-Normalisierung) und fiir die
Klassifizierung der verschiedenen Actaea spp. mittels LDA eine Spalte mit kategorischen
Werten (Spezieszugehorigkeit/Klasse) erginzt. Es ergaben sich demnach fiinf Klassen fiir die
verschiedenen Actaea spp. A. 40acemose, A. cimicfuga, A. cordifolia, A. heracleifolia und
A. simplex. Fiir die LDA wurden Absorptionswerte im Bereich von 260-348 nm in 4 nm
Schritten verwendet, resultierend in einer Datenmatrix von 192 x 23 Werten. Da in die PCA
die Spezies A. dahurica und eine unbekannte Actaea sp. miteinbezogen wurden ergab sich
hier eine abweichende Matrix von 198 x 23 Werten. Zur Validierung des LDA-Klassi-
fizierungsmodells wurde eine fiinffache Test-Set-Validierung durchgefiihrt. Hierbei wurden
jeweils 20 % einer Klasse (Spezies) als Test-Set verwendet, wihrend die iibrigen 80 % zur
Modellbildung genutzt wurden (Training-Sets). Die Modellbildung erfolgte mittels leave-one-
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out—Kreuzvalidierung. Die Prozedur wurde viermal wiederholt, bis jedes Proben-Triplikat
einmal in einem Test-Set war. Um zu {iberpriifen, ob ein Klassifizierungsmodell basierend auf
zufillig zugeordneten Klassenzugehorigkeiten (Spezies) schlechter funktioniert als eines auf
wahren, wurde ein Permutationstest durchgefiihrt (Abbildung 56A). Zur Beurteilung der Vor-
hersagegenauigkeit des UVS/LDA-Klassifizierungsmodells, wurden die Anzahl der Fehlklas-
sifizierungen und die jeweilige Fehlerrate (%) berechnet.

2.6.4 Multivariate Regression fiir quantitative Analyse (NIRS)

Die multivariate Kalibrierung zwischen quantitativen Referenzdaten aus LC/DAD und
LC/ELSD fiir Polyphenole und Triterpenglykoside und den NIR-Spektren der Proben erfolgte
mit dem PLS-Regressions-Algorithmus der OPUS 6.5 Software (Quant 2). Die Validierung
der Vorhersagemodelle erfolgte mittels 10-%-Kreuzvalidierung, resultierend in zehn Kombi-
nationen aus Test- und Training-Set, die im endgiiltigen Modell vereint wurden. Mithilfe des
Optimierungstools der OPUS Software wurden die optimalen Wellenzahlbereiche und Vor-
behandlungen der Spektren z. B. Min/Max-Normalisierung (MMN), multiplikative Streukor-
rektur (MSC), Ableitungen und Standardvektornormalisierung (SVN) ausgewdhlt, die in
moglichst geringen Kreuzvalidierungsfehlern (root mean square error of cross-validation,
RMSECYV) resultierten. Die Vorhersagequalitit der Quantifizierungsmodelle wurden mithilfe
des BestimmtheitsmaBes (R?), des RPD-Wertes (ratio of performance to deviation, Standard-
vorhersagefehler durch die Standardabweichung [SEP/SD] der Proben), RMSECV, Standard-
fehler der Kalibrierung (SEC) und dem y-Achsenabschnitt der Wiederfindungsfunktion (Bias)
beurteilt (siche Tabelle 14, S. 98).

Die explorativen Untersuchungen des Probensatzes mittels PCA und HCA erfolgten
ebenfalls mit OPUS 6.5 sowie mit Unscrambler 10. Die stirksten PCA-Loadings (Wellenzah-
len) reprisentieren die grofite Variabilitdt im Probenset und wurden daher dazu verwendet, die
zum bestmdglichen Clustern der verschiedenen Actaea spp. filhrenden Datenvorbehandlungen
und Wellenzahlenbereiche auszuwéhlen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von Kulturpflanzen
3.1.1 Validierung und Verifizierung der quantitativen LC-Methoden

3.1.1.1 Extraktion der Polyphenole

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Polyphenole wie Fukinolsdure und Cimicifugaséuren
in der Arzneibuchdroge C.rhizoma mittels LC/DAD quantifiziert. Voraussetzung flir eine
valide Gehaltsbestimmungsmethode (siehe 2.5.2 und 3.1.1.2) ist eine reproduzierbare Extrak-
tion der Analyten aus der Probenmatrix, in diesem Fall dem gepulverten (<200 um) Rhizom.
Neben der Reproduzierbarkeit ist ebenso eine hohe Praktikabilitdt von Bedeutung. Soll, wie in
dem Fall dieser Arbeit, ein groler Probensatz mit hoher statistischer Sicherheit (Triplikate)
analysiert werden, verbieten sich zeitraubende und fehleranféllige Extraktionsschritte. Fiir die
Analyse von tiber 150 Exemplaren von C. rhizoma in Triplikaten wiirde eine wie in der Lite-
ratur beschriebene Extraktion, z. B. ein dreifach-Mazerat (je 12 h) [95] oder eine dreifach-
Extraktion (je 30 min) mittels Ultraschall [94,159] — plus Verdampfungs- und Gefriertrock-
nungsschritten — nicht in einem angemessenen Zeitrahmen realisierbar sein. Weiterhin sind
die interessierenden Analyten Phenole und Ester, die unter Umstidnden oxidationsempfindlich
und anfillig fiir eine Hydrolyse sind. Aus den genannten Griinden kommt eine lange, die Pro-
be belastende Extraktionsprozedur nicht in Frage. Deshalb wurde die Extraktion hinsichtlich
Extraktionsmittel, Extraktionstemperatur und —dauer im Hinblick auf die Ausbeute an Poly-
phenolen untersucht und optimiert.

Ein Methanol-Wasser-Gemisch war im Vergleich zu anderen géngigen Extraktionsme-
dien wie 2-Propanol und Ethanol am besten geeignet und zeigte die hochsten Ausbeuten an
Polyphenolen. Dies steht im Einklang mit der entsprechenden Monografie des Ph. Eur., der
USP und der Primirliteratur. Weiterhin zeigte sich eine hohere Reproduzierbarkeit der drei-
fach-Bestimmung fiir Fukinolsdure (4), Cimicifugasdure A (6) und B (7) bei hoheren Metha-
nol-Anteilen (Abbildung 17). Dies liel vermuten, dass dem eine besondere Hydrolyseemp-
findlichkeit dieser Verbindungen zugrunde liegt. Die Ausbeute war bei einem Methanol-An-
teil von 70 % (V/V) am hochsten.
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Abbildung 17: Ermittlung der optimalen Parameter fiir die Extraktion der Polyphenole 4-9 aus
C. rhizoma: Extraktionsdauer im Ultraschallbad (rechts) und Methanolanteil (links). Die hochste Aus-
beute ergab sich bei 70 % (V/V) Methanol. Die Reproduzierbarkeit der Extraktion verbessert sich mit
steigendem Methanol-Anteil im Medium (n = 3, SD). *p < 0,05, #-Test.

Die Vermutung der Hydrolyseempfindlichkeit bestdtigte sich wihrend der Untersu-
chung der Extraktionsdauer (Abbildung 17 rechts). Da sich die Temperatur des Mediums im
Ultraschallbad aufgrund des Energieeintrags mit der Dauer der Extraktion kontinuierlich er-
hohte und dies zu falsch hoheren Ausbeuten bei ldngerer Extraktionsdauer fithren wiirde,
wurde dieser Versuch unter Kiithlung mit Eis, das heiit bei konstanter Temperatur (0 °C),
durchgefiihrt. Die Ausbeuten an Fukinolsdure sowie Cimicifugasdure A und B (4, 6 und 7)
waren schon nach 60 min Ultraschallbehandlung unter Eiskiihlung signifikant reduziert. Die
Ausbeuten anderer Polyphenole stiegen hingegen im Lauf der Extraktion an. Daher musste
die Extraktionsdauer moglichst kurz sein, um eine maximale Ausbeute an 4, 6 und 7 zu erzie-
len. Generell flihrte eine Erhohung der Temperatur wahrend der Extraktion im Ultraschallbad
zu einer Erhohung der Ausbeute an den zu untersuchenden Polyphenolen. Eine Extraktions-
temperatur hoher als 60 °C wurde aus Griinden der Praktikabilitit jedoch nicht in Betracht
gezogen.

Eine kurze Extraktion von 5 min bei 60 °C in 70 % (V/V) Methanol erwies sich auf-
grund der Hydrolyseempfindlichkeit hinsichtlich der Ausbeute und Reproduzierbarkeit als
optimal. Eine solche Extraktion ist jedoch nicht quantitativ. Daher wurde ermittelt, wie hdufig
die oben genannte Extraktion wiederholt werden miisste, um nahezu den gesamten Analyten
aus der Probe herauszulosen. Dazu wurde eine Probe vierfach in zehnfacher Wiederholung
extrahiert (siche Tabelle 4). Mit der vierten Extraktion desselben Pflanzenmaterials wurden
nur noch weit unter 1,0 % der Gesamtausbeute aller vier Extraktionsschritte gelost, sodass
eine dreifach-Extraktion als quantitativ (> 99,0 %) angesehen werden kann. Im ersten Extrak-
tionsschritt wurden im Mittel 76,3 + 0,69 % (Fukinolsdure, 4) bis 84,6 + 0,47 % (Cimici-
fugasdure E, 8) der Gesamtmenge aller vier Extraktionsschritte extrahiert. Die Ausbeute des
ersten Extraktionsschritts erwies sich mit einer mittleren RSD der ermittelten Massengehalte
fiir die sechs polyphenolischen Ester von 0,67 % (n = 10) als konstant.
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Tabelle 4: Ermittlung der mittleren Ausbeute des ersten Extraktionsschritts durch zehnfache Extrakti-
on der gleichen Probe von C. rhizoma, Ausbeute in % des durch vierfache Extraktion des gleichen
Materials ermittelten Gesamtgehalts (Aufsummierung).

Ausbeute des ersten Extraktionsschrittes (vierfach Extraktion) in %
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 X SD RSD

76,6 767 761 770 756 752 754 760 77,1 768 |763 069 0,90
80,5 80,5 80,2 80,9 798 797 796 80,0 80,9 80,6 |803 048 0,60
822 83 819 85 815 81,5 81,1 81,8 826 824 |80 050 061
81,3 81,2 80,8 81,6 803 803 802 80,9 81,7 815 |80 0,557 0,71
850 84,8 845 850 84,1 84,1 837 844 850 849 |846 047 0,56
840 841 836 842 834 831 829 837 844 842 [837 051 06l

Mittel 81,3 0,54

3.1.1.2 Quantifizierung der Polyphenole

Zur Quantifizierung der Polyphenole 4-9 in C. rhizoma wurde eine LC/DAD Methode
entwickelt. Diese wurde entsprechend den Anforderungen der ICH Guideline Q2(R1) Valida-
tion of analytical procedures.: Text and methodology als quantitative Gehaltsbestimmungsme-
thode (Assay) validiert. Die Validierung beinhaltete die Parameter Selektivitidt, Linearitdt im
Arbeitsbereich, Systemprizision (precision), Methodenprizision (repeatability), Reprodu-
zierbarkeit (reproducibility), Genauigkeit (accuracy) und die Bestimmungsgrenze (sensitivity,
LOQ). Ebenfalls im Rahmen der Validierung wurde die Reproduzierbarkeit der Extraktion
(siehe 3.1.1.1) sowie die Stabilitdt der Standardlosungen und Extrakte untersucht. Alle Anfor-
derungen der Guideline wurden erfiillt.

Die Selektivitit der angewandten Methode wurde zum einen iiber die einwandfreie
Identifizierung der jeweiligen Peaks durch LC/MS-Untersuchungen, zum anderen iiber die
Ermittlung der jeweiligen Peak-Reinheit anhand des UV-Spektrums nachgewiesen. Die Prii-
fung der Genauigkeit (Richtigkeit) wurde durch Hinzuwaage von Kaffeesdurestandard zur zu
extrahierenden pulverisierten Droge realisiert. Dazu wurde ein entsprechender Blindwert der
Droge ermittelt, um die Wiederfindung an zugegebenem Standard berechnen zu kénnen. Die
Richtigkeit gilt dabei als Genauigkeit des Mittelwertes. Die Prézision des LC-Systems (Sys-
temprézision) wurde durch sechsfach-Injektion einer Standardlésung im mittleren Konzentra-
tionsbereich und durch Berechnung der entsprechenden RSD ermittelt. Zur Bestimmung der
Prézision der Methode (Methodenprézision) inklusive Extraktion wurde eine Droge sechsfach
analysiert und hier ebenfalls die RSD berechnet. Analog dazu wurde die intermedidre Prizi-
sion unter Nutzung anderen Equipments an einem anderen Tag bestimmt. Zum Nachweis der
Linearitdt im Arbeitsbereich wurden fiinf Standardlosungen &dquidistanter Konzentration je
dreifach injiziert und anschlieBend der Korrelationskoeffizient berechnet. Die Bestimmungs-
grenze wurde zum einen iiber die Berechnung des Signal/Rausch-Verhiltnisses ermittelt, zum
anderen iiber die Bestimmung der Konzentration einer Standardlosung, bei der die Wieder-
holpréizision noch einen akzeptablen Wert (unter 2 %) aufweist, festgelegt. Die Stabilitdt der
Extrakte und Standardlosung wurde sowohl bei Raumtemperatur und Tageslicht als auch bei
einer Lagerung im Kiihlschrank (2—8 °C) fiir eine Dauer von 7 Tagen untersucht.

Selektivitit: Eine UV-Detektion bei einer Wellenldnge von 327 nm ist nicht spezifisch.
In Verbindung mit einer chromatografischen Auftrennung der Probe, ist es allerdings mog-
lich, Analyten voneinander zu trennen und isoliert zu detektieren. Die Identitdt der im Chro-
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matogramm auftretenden Peaks wurde mittels LC/MS-Untersuchungen gewihrleistet
(Abbildung 20, Details in Abbildungen und Tabelle 16 im Anhang). Um eine eventuelle
Koelution von UV-aktiven Verbindungen aufzudecken, wurde fiir die sechs quantifizierten
Polyphenole 4-9 eine Untersuchung zur Peak-Reinheit durchgefiihrt. Dazu wurden im Ver-
lauf des jeweiligen Peaks DAD-Spektren in einem Wellenldngenbereich von 210—400 nm
aufgenommen und mit dem Spektrum am Peak-Maximum (Peak-Apex-Spektrum) verglei-
chen. AnschlieBend wurde ein Peak-Reinheits-Faktor berechnet (Agilent ChemStation: match
factor, bei einem Wert von 1000 ist das Spektrum identisch, Werte iiber 990 bedeuten, dass
Spektren als gleich anzusehen sind [160]). Die mittlere Peak-Reinheit fiir Polyphenole 4-9
lag bei X = 990,3 und fiir die Polyphenole 4 und 6-9 iiber 998 (Abbildung 18).
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-> The purity factor is within the threshold limit. <-

Purity factor : 998.518 (77 of 77 spectra are within the threshold limit.)
Threshold : 980,000 (Set by user)

Abbildung 18: Untersuchung der Peak-Reinheit (peak purity) exemplarisch
fiir Fukinolséure (4) mittels DAD-Spektrum im Bereich 210-400 nm, Peak-
Reinheit fiir alle Polyphenole iiber 998, auller niedrig konzentrierte Cimici-
fugasédure D (946,1), berechnet mit dem Peak-Apex-Spektrum.
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Abbildung 19: Dreidimensionale Darstellung der Peak-Reinheit exempla-
risch fiir Fukinolsiure (4) (Retentionszeit/Wellenlinge/Intensitiit), siche

auch Abbildung 18.
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Abbildung 20: Base Peak Chromatogramm (BPC) eines C. rhizoma Extrakts
aus LC/(—)-ESI-QTOF-MS im Rahmen der Validierung der LC/DAD Me-
thode zur Quantifizierung der Polyphenole (4-9). Identifizierung von Peaks
entsprechend der Retentionszeit, akkurater Massen und Fragmentionen zur
Sicherstellung der Selektivitdt der Quantifizierungsmethode. Beispielsweise

Fukinolsiure (4) mit m/z 433,05 [M—H] und #r = 25,7 min.
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Prizision: Die Systempréizison lag bei einer RSD der Peakfldchen von 0,41 % (n =06)
und die Methodenprézision (Agilent LC-System) bei einer mittleren RSD fiir den ermittelten
Massengehalt in der untersuchte Probe fiir die Polyphenole 4-9 von 1,21 % (n = 6). Die in-
termedidre Prézision (inkl. Shimadzu LC-System) lag bei einer RSD von 1,77 % (n = 12).

Linearitit im Arbeitsbereich: Zur Priifung der Linearitit wurden fiinf dquidistante
Kaffeesdurestandardlosungen im Konzentrationsbereich von 1,0-800,0 pg/ml hergestellt und
jeweils in Triplikaten mit der entwickelten Methode analysiert. Die in Abbildung 21 (A) oben
dargestellte Ausgleichsgerade durch die entsprechenden Messpunkte wies einen Korrelations-
koeffizienten von 1,000 auf. Der Residuenplot in Abbildung 21 (B) zeigt eine gleichmaBige
Verteilung der Residuen im gesamten Konzentrationsbereich. Der Wert des Achsenabschnitts
von —11,4 Counts entsprach etwa 0,4 % der Peakflache der Standardlosung im mittleren Kon-
zentrationsbereich (400,0 pg/mL). Sein Closy lag zwischen —23,7 und 0,8 Counts, sodass an-
genommen werden konnte, dass der Achsenabschnitt mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
gleich Null war. Somit liegt Proportionalitdt vor und eine Einpunktkalibrierung wére fiir den
untersuchten Arbeitsbereich zuléssig.

Genauigkeit: Zur Bestimmung der Genauigkeit wurden zu drei Einwaagen (je ca.
400 mg) einer Probe von C. rhizoma jeweils etwa 1,0 mg Kaffeesdurestandard hinzugewogen
und anschlieBend quantifiziert. Ein Blindwert (n = 6) wurde bestimmt. Die Wiederfindung lag
im Ergebnis bei 96,7-101,9 % (Genauigkeit) und im Mittel bei 99,5 % (Richtigkeit). In Ab-
bildung 21 © links unten ist die Wiederfindungsfunktion dargestellt, der Anstieg ist nahe dem
Wert Eins und der Achsenabschnitt nahe dem Wert Null, sodass eine Abwesenheit von pro-
portionalen und systematischen Fehlern angenommen werden kann.

Bestimmungsgrenze: Die Bestimmungsgrenze wurde anhand des Signal-Rausch-Ver-
héltnisses und der Systemprizision bei niedrigen Konzentrationen festgelegt. Wie in Abbil-
dung 21 (D) dargestellt, liegt die Systemprizision bei sechsfach-Injektion bis zu einer Kaffee-
sdure-Konzentration von 1,0 pg/ml unterhalb eines kritischen Wertes von 2,0 %. Die Bestim-
mungsgrenze wurde daher auf diesen Wert festgelegt. Dies entspricht einem Kaffeesduregeh-
alt in C. rhizoma von 1,3 107> % (13 ppm).
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Abbildung 21: Ausgewdhlte Ergebnisse aus der Validierung der LC/DAD Methode: Linearitit im
Arbeitsbereich 1,0-800,0 pg/mL, Wiederfindung und Bestimmung LOQ. Der Closy, des y-Achsen-
abschnitts der Kaffeesiure Kalibrierfunktion (5-Level je dreifach-Injektion, A) liegt im Bereich von
—23,7 bis 0,8 Counts und schliet damit die Null ein, daher ist ein proportionaler Zusammenhang zwi-
schen Peakflache und Konzentration anzunehmen. Die Residuen der Kalibrierfunktion sind gleichma-
Big liber den gesamten Arbeitsbereich verteilt, daher liegt Homoskedastizitit vor (B). Der Anstieg der
Wiederfunktion ist nahezu Eins und der y-Achsenabschnitt nahezu Null, somit liegen keine proportio-
nalen und systematischen Fehler in der Quantifizierung vor (C). Das LOQ wurde festgelegt auf eine
Systemprézision (sechsfach-Injektion) von unter 2,0 % und einem S/N > 10, zutreffend fiir Konzentra-

tionen > 1,0 pg/mL (D).
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Stabilitit der Standardlosungen und Extrakte: Bei der Stabilitidtsuntersuchung von

Standardlosung und Extrakt iiber sieben Tage wurde festgestellt, dass die Losungen in diesem

Zeitraum im Kiihlschrank, das heillt unter Ausschluss von Tageslicht und bei 2—-8 °C, stabil

sind (Tabelle 5). Bei Tageslicht und Raumtemperatur ist diese Stabilitit nicht gegeben (Lage-

rung in verschlossenen Klarglasvials freistehend im Labor, siche Abbildung 22). Die Wieder-

findung fiir eine Kaffeesaurestandardlosung nach sieben Tagen Lagerung bei Raumtemperatur
und Tageslicht lag bei < 20 %.

Tabelle 5: Stabilitit eines C.rhizoma Extrakts® und Standardldsung iiber 7 Tage bei Lagerung in
Braunglasvials bei 2—8 °C am Beispiel von Fukinolsiure (4) und Kaffeesiure® (1).

Extrakt, Fukinolsdure Standard, Kaffeesdure

LD¢ Injektion® | Vial Peakfliche Wiederfindung | Vial Peakfliche Wiederfindung
[Tage] Nr. [Counts] [%] [Counts] [%]

0 1 EKSO0 11114696 - SKSO0 1510686 -
0 2 EKSO0 11115992 - SKSO0 1508399 -
1 1 EKS1 11127446 100,1 SKS1 1505723 99,7
1 2 EKS1 11151405 100,3 SKS1 1511140 100,1
2 1 EKS2 11148955 100,3 SKS2 1506490 99,8
2 2 EKS2 11132584 100,2 SKS2 1510495 100,1
3 1 EKS3 11108762 99,9 SKS3 1506161 99,8
3 2 EKS3 11170793 100,5 SKS3 1510192 100,0
4 1 EKS4 11124881 100,1 SKS4 1510964 100,1
4 2 EKS4 11041429 99,3 SKS4 1501204 99,4
7 1 EKS5 11156201 100,4 SKS5 1508957 100,0
7 2 EKSS5 11065302 99,5 SKS5 1508982 100,0
RSD / Mittel [%] 0,33 100,1 0,19 99,9

A Einwaage 1,99260 g /25,0 mL 70 % (v/v) Methanol, Extraktionsdauer 60 min (Ultraschallbad)

B Konzentration Kaffeesdure 9,34 pg/mL in 70 % (v/v) Methanol
€ Lagerungsdauer in Tagen bei 2-8 °C
D Injektionsvolumen mit Probenschleife: 2 uL

100.0%

80.0%

70.0%

Polyphenole 4-9

60.0%

Mittlere Wiederfindung der

90.0% -

X

T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7
Lagerung bei Tageslicht und Raumtemperatur [Tage]

Abbildung 22: Stabilitdt eines C. rhizoma Extrakts (siche Tabelle 5) bei La-
gerung bei Raumtemperatur und in Klarglasvials iiber sieben Tage: Mittlere
Wiederfindung + SD der Gehalte an Polyphenolen 4-9.
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3.1.1.3 Quantifizierung der Triterpenglykoside

Da im spéteren Verlauf der Arbeit untersucht werden sollte, ob es moglich ist, eine Prii-
fung auf Gehalt (Assay) der Triterpenglykoside in C. rhizoma nach entsprechenden Arznei-
buchanforderungen mittels NIR Spektroskopie durchzufiihren, wurden im Hinblick auf die
Quantifizierung der Triterpenglykoside die entsprechenden Arzneibuchmonografien beriick-
sichtigt. Beide, sowohl die USP als auch die Ph. Eur., beschreiben fiir den genannten Zweck
LC/ELSD Methoden. In der vorliegenden Arbeit wurde sich an der Monografie der USP ori-
entiert, da diese einige Vorteile zeigt (siche Abschnitt 4.1).

Die USP Gehaltsbestimmungsmethode wurde hinsichtlich der Laufzeit (USP: 85 min)
leicht modifiziert und anschlieBend verifiziert. Die Identifizierung der Triterpenglykoside 10—
21 erfolgte durch Ubertragung der LC/ELSD Methode (inkl. Sdule) auf ein LC/MS-System
(fir BPC siehe Abbildung 23). Details finden sich in Abbildung 72 (Massenspektren) und
Tabelle 16 (Ionen) im Anhang dieser Arbeit. Die Flussrate sowie die Parameter des ELSD
wurden auf das Optimum zwischen Laufzeit und maximaler Response fiir 23-epi-26-Deoxy-
actein (16) hin eingestellt. Weiterhin wurden die Linearitdt im Arbeitsbereich (Abbildung 24)
und die Prézision untersucht. Die Systemeignung wurde mittels Systemeignungstests (system
suitability tests, SST) sichergestellt (Abbildung 25).

Die Systemprazision wurde durch sechsfach-Injektion der SST-Losung nach USP (R/S-
Actein und 23-epi-26-Deoxyactein je 100 pg/mL) bestimmt (siche Tabelle 6) und lag bei
0,89 %. Im unteren Messbereich (20,0 pg/mL 23-epi-26-Deoxyactein) wies die Systemprizi-
sion einen Wert von 7,21 % (n =3, RSD logl10 (A) = 0,73 %) auf. Das mit dieser Losung be-
stimmte LOD und LOQ fiir 23-epi-26-Deoxyactein lagen bei 17,8 pg/mL bzw. 36,6 pg/mL
im Extrakt. Dies entspricht einer Massenkonzentration im Rhizom von 2,2 1072 % bzw.
4,6 1072 % (220 ppm bzw. 460 ppm).

Die Methodenprézision wurde durch sechsfach-Extraktion und Analyse der Probe
C13.1 bestimmt. Sie lag bei 3,84 %. Die Routineanalyse erfolgte in Triplikaten (Extrakte A
bis C). In einer Sequenz wurden zunéchst alle A-Extrakte, dann alle B-Extrakte usw. injiziert.
Die mittlere RSD + SD aller Triplikate (hier: n =163, 23-epi-26-Deoxyactein) lag bei
4,95 £+ 2,33 %. Die Wiederfindung des Standards S3 am Ende der Sequenzen zur Priifung auf
Systemstabilitét lag im Mittel bei 95,3 + 10,3 %. Die Detektorresponse zeigte damit eine Ten-
denz zu erheblichen Schwankungen (Gesamtlaufzeit einer Sequenz ca. 22 h). Die inter-day
system precision (RSD Peakfldche von S3) zwischen den einzelnen Sequenzen (hier: n = 21)
lag bei 21,5 %.
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Tabelle 6: Systemparameter und SST nach USP mittels SST-Losung (R/S-Actein und 23-epi-26-
Deoxyactein, je 100 pg/mL), Peakflache fiir 23-epi-26-Deoxyactein; S/N — Signal/Rausch-Verhéltnis
fiir 100 pg/mL 23-epi-Deoxyactein, Auflosung zwischen den benachbarten Peaks Actein und 23-epi-
26-Deoxyactein.

Injektion Peakfldche Log A Auflésung (USP) S/N
1 815644 5,91150 1,928 203,90
2 801227 5,90376 1,979 183,48
3 797048 5,90148 1,970 176,30
4 795949 5,90089 1,978 170,10
5 805127 5,90586 1,956 187,25
6 801132 5,90370 1,931 194,44
RSD 0,89 % 0,07 %
Mittelwert 1,957 (Soll: > 1) 185,91
1: TOF MS ES+
1007 5534001 2 51er
741
231.0778
= s
16.43 38.16
902.3898 27.44 5 282.2748
w 15.21:902.3997 1715 8813054 318 2458 e 38.26
8.82 920.4255 > 282.2800
277.1143 h | { 6412;,;6700 s 31352332177 pezre 140,69
” Jm J N }W Hh"n Wqﬂ ,J [ 6443588 106 3105 756 4635
bW Wit LTI, ),
O T h‘l T IJ" T 'NJ J‘L{HMUMU wdv T |L\J]wa‘r“*l ‘ll I‘\DVJ .'LJ\(J InJl ALJ ‘Jl‘L\J‘ lllhﬂ T |JH\JL.A;~ |J\J1 T LL T
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Abbildung 23: Base Peak Chromatogramm (BPC) eines C. rhizoma Extrakts aus LC/(—)-
ESI-QTOF-MS im Rahmen der Validierung der LC/ELSD Methode zur Quantifizierung
der Triterpenglykoside (10-21). Identifizierung von Peaks entsprechend der Retentions-
zeit, akkurater Massen und Fragmentionen zur Sicherstellung der Selektivitit der Quanti-
fizierungsmethode.
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Abbildung 24: Linearitit der LC/ELSD Methode zur Quantifizierung der Triterpenglyko-
side in C. rhizoma. Doppelt logarithmische Kalibrierfunktion im Arbeitsbereich 20,0—
500,0 pg/mL (5 Level je dreifache Injektion) der 23-epi-26-Deoxyactein Standardldsung
(A). Residuen der linearen Regression sind gleichmaBig im Arbeitsbereich verteilt, dem-

nach liegt Homoskedastizitit vor (B).
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Abbildung 25: Systemeignungstest nach USP: SST-Losung, eine Mischung aus S/R-
Actein (1 und 1°) und 23-epi-26-Deoxyactein (2) zu jeweils 100,0 ug/mL (A), Anforde-
rungen nach sechsfach Injektion (Auflosung > 1, Tailing-Faktor <2 und RSD <2) wur-
den erfiillt (siche Tabelle 6). Im Vergleich ist ein Chromatogramm eines C. rhizoma Ex-

trakts gezeigt (B).
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3.1.2 Untersuchungen mittels Dinnschichtchromatografie

TLC-basierte Priifungen von Arzneidrogen sind integraler Bestandteil von Monografien
des Europdischen Arzneibuchs. Anhand von HPTLC-Fingerprints kdnnen Drogen identifiziert
werden. Aufgrund der grofen Unterschiede bei Fingerprints verschiedener, zum Teil nahver-
wandter Spezies, sind diese auch hervorragend fiir die Abgrenzung dieser voneinander geeig-
net. Die erhaltenen Chromatogramme werden in der Regel visuell ausgewertet und mit einem
Referenzstandard (z. B. Actaea racemosa HRS [161]) verglichen. In dieser Arbeit wurden
Einzelexemplare von A. racemosa aus Kultur (Klonpflanzen und Pflanzen unterschiedlicher
Herkunft) sowie Handelsware aus Wildsammlungen nach entsprechender Ph. Eur. Monogra-
fie (Identitét) untersucht.

Tabelle 7: HPTLC, Set untersuchter Proben von C. rhizoma — Einzelpflanzen und Handelsware aus
Wildsammlungen — sowie andere Actaea spp.

ID Typ Anzahl Herkunft Abbildung

K5  Klone, Individuen Staudenkultur Stade, SE von Stamen Abbildung 27

Cl  Kultur, Individuen Botanischer Garten Universitét Tiibingen

C2 Kultur, Individuen Botanischer Garten Universitit Diisseldorf
C3 Kultur, Individuen Norton Arboretum, Jefferson National Forest
C4  Kultur, Individuen Longwood Gardens, Pennsylvania

C5  Kaultur, Individuen Universitit Marburg

C6  Kultur, Individuen Staudengértnerei Hermannshof

C7  Kultur, Individuen Botanischer Garten Frankfurt

C8  Kultur, Individuen Medicinal Herb Garden, Washington

C9  Kultur, Individuen Botanischer Garten Regensburg Abbildung 28
C10 Kultur, Individuen Botanischer Garten Halle

Cl11 Kultur, Individuen Botanischer Garten Wroclaw, Rzepin

C12 Kultur, Individuen Botanischer Garten Lublin

C13  Kultur, Individuen Staudengértnerei Baltin

C14 Kaultur, Individuen Staudengértnerei Tandemann

C15 Kultur, Individuen Staudengértnerei Friesland Stauden, Jever
Cl16 Kultur, Individuen Massachusetts

C17 Kultur, Individuen Indiana

W1  Wildernte, Charge Krautermix Ch. B. B 149288 (09.03.2010)
W2  Wildernte, Charge Krautermix Ch. B.: P 280703 (27.05.2016)
W3 Wildernte, Charge Caelo Ch. B.: 15312703 (22.10.2015)

W4 Wildernte, Charge Galke Ch. B.: 26453 (26.05.2016)

W5 Wildernte, Charge Galke Ch. B.: 26730 (26.05.2016)

W6  Wildernte, Charge Kriuter Schulte Ch.B.: 71127 (MHD 5/18)

Abbildung 29

Al Actaea cimicifuga Arboretum Berlin

A2 A cordifolia Bot. Garten Uni Frankfurt, Main

A3 A simplex Staudengértnerei Baltin

A4 A dahurica Bot. Garten Moskau (als Pflanze) Abbildung 30
A5 unknown Actaea sp. Staudengértnerei Friesland-Stauden

A6 A heracleifolia Apotheke, Miinchen; Handelsware (Charge)

A7 A. japonica Unbekannt

— e b e b et e [ b bt b e e [ b e e e e b e e e e e e e b e [ OO
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Die Detektion der nicht UV-aktiven Triterpenglykoside erfolgte unspezifisch durch eine
Derivatisierung mittels Schwefelsdure (Abbildung 26). Die Behandlung mit Schwefelsdure
fiihrt vermutlich zu Oxidationsreaktionen und Dehydratationen im Triterpenglykosidgrundge-
riist, wodurch die einzelnen Strukturen im Weillicht und im UV3es-Licht durch eine deutliche
Fluoreszenz sichtbar werden. Neben den Triterpenglykosiden zeigen die Polyphenole im Ex-
trakt eine Reaktion. Letztere zeigen eine blaue Fluoreszenz, wihrend die Triterpenglykoside
generell orangefarben fluoreszieren (vgl. Standardlosungen von Kaffeesdure, Actein und
23-epi-26-Deoxyactein, absolut jeweils 0,4 ug (Konzentration 0,1 mg/mL und Auftragevolu-
men 4 pL), auf Bahn 16 in Abbildung 26). Die polyphenolischen Ester zeigen aufgrund ihrer
hoheren Hydrophilie niedrige R-Werte (Rr ~ 0,1-0,2), wihrend die Hydrolyseprodukte bzw.
Vorlauferstrukturen wie Kaffeesdure und Ferulasdure hohere Ri-Werte zeigen (Rr ~ 0,4-0,5).
Die komplexe Gruppe der Triterpenglykoside zeigt sich in breiteren, sich tiberlagernden Ban-
den im mittleren Re-Bereich (v. a. Re~ 0,2-0,5).

Standard
Standard

W
C5

Abbildung 26: HPTLC-Untersuchung von
C. rhizoma Extrakten; Platten nach Derivati-
sierung mittels Schwefelsdure im Weillicht
(A) und UVig-Licht (E); Standard = Mi-
schung von je 4 pg R/S-Actein, 23-epi-26-
Deoxyactein und Kaffeesdure (Rr ~ 0,4).
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Klonpflanzen zeigte eine starke Homogenitdt (Abbildung 27) im Vergleich zu den
Pflanzen verschiedener Herkunft (Abbildung 28). Gerade in diesem Set der Pflanzen ver-
schiedener Herkunft zeigt sich trotz gleicher Wachstumsbedingungen eine deutliche Variabili-
tdt der HPTLC-Fingerprints. Diese Variabilitdt beschrankt sich allerdings ausschlieflich auf
quantitative Unterschiede einzelner Banden. Ein ungleichméfBiger Probenauftrag kann zum
anderen diese Variabilitdt noch kiinstlich verstirken wie z. B. C6 (Bahn 5) oder C10 (Bahn 9).
Der Klon K5 zeigte vor allem einen hohen Gehalt an Polyphenolen im Vergleich anderen
C. rhizoma Proben (vgl. Abschnitt 3.1.3.1). Diese Pflanzen waren sehr jung, gepflanzt im Jahr
2012 und geerntet 2014.

A

K5.1
K5.2
K5.3
K5.4
K5.5

0.9+
0.8+
0.7+
0.6t
0.54
0.4 o e S e
T B
0.21
0.1+

1 2 3 4 3

Abbildung 27: HPTLC-Fingerprints von Klonpflanzen K5.1 bis K5.8 nach Derivatisierung mittels
Schwefelsdure in WeiBlicht (A) und in UV3e6-Licht (B).

Abbildung 28: HPTLC-Fingerprints von Einzelexemplaren von C. thizoma aus Kultur in Berlin, Her-
kiinfte C1 bis C17 (jeweils das erste Exemplar einer Herkunft, z. B. C1.1 usw.) nach Derivatisierung
mittels Schwefelsdure in UV3g6-Licht.
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Die Chargen aus Wildsammlung zeigen ebenfalls sehr homogene Fingerprints, welche
aber deutliche quantitative Unterschiede zu dem aus Kultur stammenden Material aufweisen
(Abbildung 29). Die blau fluoreszierenden Banden der Polyphenole sind hier schwécher, wo-
gegen die orangefarbenen Banden der Triterpenglykoside stirker und intensiver auftreten. Vor
allem die Banden der Polyphenole — Ester sowie z. B. Kaffeesdure — sind schwicher im Ver-
gleich zu dem Material aus Kultur in Berlin. Diese Unterschiede kdnnen in verschiedenen
Nacherntebehandlungen z. B. Trocknungsbedingungen begriindet liegen oder mit dem Alter
der Proben zusammenhédngen, besonders vor dem Hintergrund der Hydrolyse- und Oxida-
tionsempfindlichkeit dieser Gruppe von Verbindungen.

— o~
= = =
e g e

9 10

Abbildung 29: HPTLC-Fingerprints von Handelsware aus Wild-
sammlungen (Mischchargen) nach Derivatisierung mittels Schwe-
felsdure in WeiBlicht (A) und in UV3es-Licht (B).

Insgesamt waren alle Exemplare bzw. Proben von A. racemosa einwandfrei zu identifi-
zieren und zeigten deutliche Gemeinsamkeiten in ihren HPTLC-Fingerprints, wenn auch mit
den dargelegten leichten quantitativen Unterschieden. Die Unterschiede zu den anderen Arten
der Gattung Actaea waren sehr deutlich (Abbildung 30). Lediglich einige der nahverwandten
nordamerikanischen Arten wie z. B. 4. cordifolia zeigten zu A. racemosa dhnliche Finger-
prints. Eine potentielle Ursache fiir diese Ahnlichkeit konnte der Gendrift innerhalb der Gat-
tung sein, der potentiell in Gebieten mit Mischpopulationen auftritt. Die Monografie des
Ph. Eur. zu C. rhizoma untersucht u. a. weiterhin auch eine potentielle Verschneidung der
Droge mit der nordamerikanischen Actaea podocarpa DC. (syn. Cimicifuga americana MI-
CHX.) und begrenzt diese auf maximal 10 %. Dies soll durch eine dunkle Zone (Fluoreszenz-
16schung) im UVase-Licht zu erkennen sein. Diese Spezies lag im Rahmen dieser Arbeit nicht
vor und konnte daher nicht untersucht werden.




Ergebnisse 57

o
B 2 3 2 2 & g
0.9
08T
0.7
06
0.5 ,
e i ﬁ s .
03 ' Ed ;
Wif B
0.1} S
—_—
1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 30: HPTLC-Fingerprints verschiedener Actaea spp. — A. cimicifuga (A1),
A. cordifolia (A2), A. simplex (A3), A. dahurica (A4), unbekannte Actaea sp (AS),
A. heracleifolia (AB) und A. japonica (AT) — im Vergleich zu Handelsware (W2) nach
Derivatisierung mittels Schwefelsdure in WeiBlicht (A) und in UV3e6-Licht (E).




Ergebnisse 58

3.1.3 Polyphenole und Triterpenglykoside in Cimicifugae rhizoma

3.1.3.1 Gehalte an Polyphenolen und Triterpenglykosiden

Von insgesamt 179 Exemplaren von Cimicifugae rhizoma wurden die Gehalte an Poly-
phenolen 4-9 (LC/DAD) und Triterpenglykosiden 10-21 (LC/ELSD) bestimmt. Innerhalb
dieses Probensatzes befanden sich vegetativ vermehrte Klonpflanzen (K1 bis K5), Pflanzen
verschiedener Herkunft aus Kultur in Berlin (C1 bis C17) und Einzelexemplare aus Wild-
sammlung in den USA (WE). Weiterhin wurden acht marktiibliche Mischchargen aus Wild-
sammlung in den USA (WC, B2, B6) und sechs Mischchargen aus kommerziellem Anbau in
Deutschland (andere B) mit in die Untersuchungen einbezogen (Tabelle 8). Fiir detaillierte
Ergebnisse der Quantifizierung sieche Tabelle 15 im Anhang dieser Arbeit.

Tabelle 8: Ubersicht iiber die mittels LC/DAD und LC/ELSD quantifizierten Exemplare von C. rhi-
zoma (Actaea racemosa L.), Klonpflanzen (K), Kulturpflanzen aus Berlin ©, Einzelpflanzen aus Wild-
sammlungen in den USA (WE), GroBhandelsware aus Wildsammlungen (WC, B2, B6) und Chargen
aus Anbau (andere B).

ID Typ Herkunft Gepflanzt Anzahl
K1  Klone, Individuen Staudengértnerei Hagemann, Wurzelstockteilung 2009 15
K2  Klone, Individuen Staudengértnerei Hagemann, Wurzelstockteilung 2009 12
K3  Klone, Individuen Somatische Embryogenese (SE) an Keimlingen 2007 8
K4  Klone, Individuen BG Uni Halle, SE von Stamen 2012 11
K5  Klone, Individuen Staudenkultur Stade, SE von Stamen 2012 10
Summe 56
Cl  Kultur, Individuen  Botanischer Garten Universitét Tiibingen 2010 8
C2  Kultur, Individuen  Botanischer Garten Universitdt Diisseldorf 2010 10
C3  Kultur, Individuen  Norton Arboretum, Jefferson National Forest 2011 5
C4  Kultur, Individuen  Longwood Gardens, Pennsylvania 2011 6
C5  Kultur, Individuen ~ Universitidt Marburg 2002 |
C6  Kultur, Individuen  Staudengirtnerei Hermannshof 2002 5
C7  Kultur, Individuen  Botanischer Garten Frankfurt 2002 7
C8  Kultur, Individuen =~ Medicinal Herb Garden, Washington 2002 1
C9  Kultur, Individuen = Botanischer Garten Regensburg 2002 7
C10 Kultur, Individuen = Botanischer Garten Halle 2002 9
Cl11 Kaultur, Individuen ~ Botanischer Garten Wroclaw, Rzepin 2002 9
C12 Kultur, Individuen = Botanischer Garten Lublin 2002 4
C13 Kultur, Individuen  Staudengirtnerei Baltin 2001 6
Cl4 Kultur, Individuen  Staudengértnerei Tandemann 2002 5
C15 Kultur, Individuen Staudengértnerei Friesland Stauden, Jever 2002 5
C16 Kultur, Individuen Massachusetts 2004 7
C17 Kultur, Individuen Indiana 2006 4
Summe 101
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Tabelle 8: Fortgesetzt.

ID Typ Herkunft/Probe Gepflanzt Anzahl

WEI  Wildemte, Individuen S2475 -
WE2  Wildernte, Individuen S8290 -
WE3  Wildernte, Individuen S8293 -
WE4  Wildernte, Individuen S12514 -
WES  Wildemnte, Individuen S13664, Harvest May 2013, USA -
WE6  Wildernte, Individuen S6535 -
WE7 Wildernte, Individuen S2537 -
WES8  Wildernte, Individuen S2607 -

Summe

WC1 Wildemnte, Charge Krautermix Ch. B. B 149288 (09.03.2010) -
WC2 Wildemte, Charge Krautermix Ch. B.: P 280703 (27.05.2016) -
WC3  Wildernte, Charge Caelo Ch. B.: 15312703 (22.10.2015) -
WC4  Wildernte, Charge Galke Ch. B.: 26453 (26.05.2016) -
WCS5  Wildernte, Charge Galke Ch. B.: 26730 (26.05.2016) -
WC6 Wildernte, Charge Krauter Schulte Ch.B.: 71127 (MHD 5/18) -
B2 Wildernte, Charge Wildsammlung 2009 Ch. B. 66277 /PL 118003 -
B6 Wildernte, Charge Wildsammlung 2011 Ch. B. 66279 /PL 118009 -
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Summe
B1 Anbau, Charge Ch. B. 80562 / PL 117998, Ernte 2009 2006
B3 Anbau, Charge Ch. B. 66269 / PL 118004, Ernte 2011 2009
B4 Anbau, Charge Ch. B. 66267 / PL 118005, Ernte 2010 2008
B5 Anbau, Charge Ch. B. 66264 / PL 118008, Ernte 2009 2005
B7 Anbau, Charge Ch. B. 24393 / PL 118010, Ernte 2008 2006
B8 Anbau, Charge Ch. B. 66266 / PL 118027, Ernte 2009 2007

Summe

Die Gehalte von sechs einzelnen Polyphenolen (4-9), sowie von zwdlf Triterpenglyko-
siden (10-21) wurden mittels LC/DAD und LC/ELSD ermittelt (Abbildung 31). Die promi-
nenteste Einzelverbindung in C. rhizoma war die Fukinolsdure (4) mit einem Gehalt von bis
zu iber 0,72 % (Exemplar C3.3 gepflanzt 2011, Norton Arboretum, USA), gefolgt von den
Cimicifugasduren A und B (6, 7) mit jeweils bis zu 0,36 % und 0,57 %. Bei den Triter-
penglykosiden zeigte das Acetylshengmanolxylosid (17) den hochsten Gehalt mit bis zu
0,33 %. Die Gesamtgehalte an Polyphenolen (4-9) und Triterpenglykosiden (10-21) lagen
im Gesamten Probenset (n = 179) in einer beidseitig sehr dhnlichen GroBenordnung von bis
zu 1,60 % bzw. 1,56 %, wobei in den aus Berlin stammenden Exemplaren (n = 157) letzterer
bei maximal 0,94 % lag (Abbildung 33). Der Mittelwert fiir den Triterpenglykosidgesamtge-
halt in diesen kultivierten Exemplaren lag mit X = 0,46 % nur knapp tiber der Anforderung der
USP (= 0,4 %), wobei 36,9 % der Einzelexemplare einen Gesamtgehalt von weniger als 0,4 %
zeigten.
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Im Probensatz der in Berlin kultivierten Exemplare (K und C) lagen die Gehalte vieler
einzelner Triterpenglykoside unter dem LOQ. So konnten z. B. die Verbindungen 12, 18 und
19 nur in 4%, 5% und 1% der Proben quantifiziert werden, wogegen z. B. das Acetyl-
shengmanolxylosid (17) in 92 % der Proben nachgewiesen werden konnte. In den insgesamt
16 Proben aus den USA waren genannte drei Verbindungen in 88 %, 63 % und 56 % mittels
LC/ELSD detektierbar. Die groBte Variabilitdt im Gehalt zeigten die Fukinolsdure (4) mit
0,06-0,72 %, die Cimicifugasduren A (6) und B (7) mit 0,02-0,15 % bzw. < LOQ-0,57 %
und das Acetylshengmanolxylosid mit Gehalten im Bereich von < QL-0,33 % im getrockne-
ten Rhizom.
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Abbildung 31: Gehalt (%) an Polyphenolen (4-9) und Triterpenglykosiden (10-21) im
gesamten Probenset von C. rhizoma (n =179), fiir Polyphenole und Triterpenglykoside
Werte > LOQ bzw. > LOD (1,3 1073 % bzw. 2,2 102 % im getrockneten Rhizom).
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Betrachtet man die Gehalte an untersuchten Inhaltsstoffen in den verschiedenen Grup-
pen von C.rhizoma wie Klone, Pflanzen verschiedener Herkunft kultiviert in Berlin und
Pflanzen aus Wildsammlung, so ergeben sich deutliche Unterschiede (Abbildung 32 sowie
Abbildung 33). Die besonders jungen (Alter 2 Jahre) Klontypen K4 und K5 grenzen sich mit
thren hohen Polyphenolgehalten deutlich vom iibrigen Teil des Probensets ab (Abbildung 33
1 und 2). Ebenso zeigten sie einen besonders hohen Fukinolsduregehalt (Abbildung 32). Ab-
gesehen von diesen beiden Gruppen zeigte sich weiterhin ein leichter Unterschied im Poly-
phenolgehalt zwischen den Pflanzen verschiedener Herkunft ,,C* und denen aus Wildsamm-
lung ,,WE®. Im Hinblick auf den Triterpenglykosidgesamtgehalt jedoch ergeben sich wie be-
reits angedeutet stidrkere Unterschiede (Abbildung 33 3). Die Gehalte an Acetylshengmano-
Ixylosid schwankten stark in den einzelnen Gruppen. In den Chargen aus kommerziellem An-
bau zeigten sich bei einigen Proben hohe Gehalte dieses Glykosids. Fiir statistische Details
(Fold-Change-Analyse und ¢-Tests zwischen den verschiedenen Gruppen) siehe folgende Sei-

ten.
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Abbildung 32: Quartile der Gehalte in % an Fukinolsiure (4) und Acetylshengmanol-
xylosid (17) im untersuchten Proben-Set von C. rhizoma. Mittelwert (x). Gesamtes Pro-
benset (G, n=179), Klone (K1 n=15,K2 n=12, K3 n=8, K4 n=11 und K5 n=10),
Einzelexemplare aus Kultur in Berlin (C »=101) und aus Wildsammlung (WE n = 8)
sowie GroBhandelsware aus Wildsammlungen (WC » = 8) und Mischchargen aus Anbau
(AC n =16). C9.5 zeigt die Gehaltsschwankung innerhalb eines Rhizoms (Quantifizierung
verschiedener Teile eines Rhizoms, nreiie = 8).
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Abbildung 33: Quartile der Gesamtgehalte in % an Polyphenolen und Triterpenglykosi-
den in den verschiedenen Gruppen von C. rhizoma. Mittelwert (x). GP/GT: Gesamtes
Probenset. Klone (K1 bis K5, insgesamt n = 56, siche Abbildung 32), Pflanzen verschie-
dener Herkunft, kultiviert in Berlin (C, n = 101), Handelsware/Chargen aus Wildsamm-
lung (WC, n = 8), Einzelpflanzen aus Wildsammlung (WE, » = 8) und Chargen aus kom-
merziellem Anbau (AC, n =6) (*p = 1,6 107", t-Test; FC = 2,44).

Unterschiede innerhalb der in Berlin kultivierten Exemplare zeigten sich vor allem bei
einer multivariaten Auswertung der quantitativen Daten mittels PCA (Abbildung 34). In der
Abbildung sind die Loadings (Gehalte an Verbindungen 4-21) und die dazugehorigen Scores
der Einzelexemplare dargestellt. Die Exemplare streuen in der PCA je nach Ausprdagung der
jeweiligen Gehalte. Die Exemplare der Herkunft C3 (Norton Aboretum, USA, 2011) z. B.
waren durch besonders hohe Gehalte an Fukinolsdure (4) gekennzeichnet (Siehe auch
Boxplots in Abbildung 35). Ebenso zeigte diese Herkunft einen auergewdhnlich hohen Ge-
halt an Acetylshengmanolxylosid (17) wahrend andere Triterpenglykoside weniger ausge-
priagt waren wie z. B. Cimiracemosid A (11). Die Herkunft C4 (Longwood Gardens, USA,
2011) zeigte zum Teil auffallend hohe Gehalte an den Polyphenolen Fukinolsdure, Cimici-
fugasdure D (5) sowie Cimicifugasdure B (7). Besonders mit Ihrem hohen Gehalt an Cimici-
fugasdure D heben sich diese Exemplare von den anderen ab. Die Gehalte an Cimicifugaséu-
re B schwankten stark und waren beispielsweise auch hoch in den Herkiinften C11 (Wroclaw,
2002), C15 (Jever, 2002) und C16 (Massachusetts, 2004) und niedrig in CO1 (Tiibingen
2010), C06 (2002) und C14 (2002) (siche Abbildung 35). Das 23-epi-26-Deoxyactein (16)
schwankte im Gehalt innerhalb der kultivierten Pflanzen nicht sehr stark und lag im Mittel bei
ca. 0,07 %. Nur die Gruppen C11, C12 (Lublin) und C15 wichen stark vom Mittelwert ab.
Deutlichere Unterschiede ergaben sich z. B. fiir Cimiracemosid A und Acetylshengmanolxy-
losid. Cimiracemosid A war wenig zu finden in den Herkiinften C03, C04, C15 und C17 (In-
diana, USA). Die Herkiinfte C15 und C17 zeigten stark erniedrigte Gehalte an Acetylsheng-
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manolxylosid. Innerhalb der verschiedenen Herkiinfte waren die Unterschiede zum Teil deut-
lich signifikant (Abbildung 36). Am deutlichsten war der Unterschied im Gehalt an Acetyl-
shengmanolxylosid mit —logl0 (p) > 10. AuBer fiir Actein (12), welches nur in 4 % der
Exemplare detektiert werden konnte, und Acetylcimigenolarabinosid (20) waren mit p < 0,01
alle Verbindungen unterschiedlich in den verschiedenen Herkiinften.
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Abbildung 34: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der quantitativen Daten aus LC/DAD/ELSD der
untersuchten Verbindungen 4-21 fiir die Rhizome der Actaea racemosa Exemplare aus Kultur in
Berlin (n = 101). Daten nach Auto-Scaling. PCA-Scores der einzelnen Proben und dazugehérige Loa-
dings (Verbindungen 4-21) in Rot.
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Abbildung 35: Quartile (Q1/Q3 und Median) der Gehalte von Fukinolsdure
(4), Cimicifugasduren D (5) und B (6) sowie Triterpenglykosiden Cimi-
racemosid A (11), 23-epi-26-Deoxyactein (16) und Acetylshengmanol-
xylosid (17) in den Exemplaren aus Kultur in Berlin in den verschiedenen
C17. Whiskers beim zweitgroBBten Wert und

Herkiinften CO01 bis

Q3 + 1,5 IQR bzw. beim zweitniedrigsten Wert und Q1 — 1,5 IQR.
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Abbildung 36: Varianzanalyse (ANOVA, —logl0(p)-Werte) fiir die Gehalte
der Polyphenole (4-9) und Triterpenglykoside (10-17, 20, 21) innerhalb
der verschiedenen Herkiinfte CO1 bis C17, kultiviert in Berlin, insgesamt
101 Einzelpflanzen, quantifiziert in Triplikaten (rn=3) mittels LC/DAD

bzw. /ELSD. Linie p = 0,05, rote Punkte sind Verbindungen mit p < 0,05.
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Fiir die Untersuchung der Homogenitit und Streuung der Gehalte in den verschiedenen
Exemplaren wurden der Gehalt an den individuellen Verbindungen Fukinolsédure und Ace-
tylshengmanolxylosid (Abbildung 32) sowie die entsprechenden Gesamtgehalte an Polyphe-
nolen und Triterpenglykosiden herangezogen (Abbildung 33). Weiterhin wurde unterschiedli-
che Teile (n = 8) des Rhizoms des Exemplars C9.5 individuell gemahlen und vermessen, um
die Schwankung innerhalb eines Rhizoms abzubilden.

Die Schwankungen der Gehalte der einzelnen Verbindungen waren in derselben Probe
zum Teil unterschiedlich (Tabelle 9). So schwankten die weniger stabilen Polyphenole 4, 6
und 7 (sieche Abschnitt 3.1.1.1) innerhalb eines Rhizoms (C9.5) zwischen 10,8 % und 13,5 %,
wihrend die stabilen Cimicifugasduren E und F (8, 9) hier nur um 5,8 % bzw. 9,0 %
schwankten. Das gleiche Bild zeigte sich bei den Triterpenglykosiden mit z. B. Acetylsheng-
manolxylosid (17) und einer Schwankung von nur 5,7 %. Der Gesamtgehalt an Triterpengly-
kosiden schwankte hier um 12,7 %, diese verhdltnisméBig hohe Schwankung ist aber auf Un-
genauigkeit im unteren Messbereich zurilickzufiihren, da fiir die Berechnung des Gesamtgeh-
altes alle Werte iiber dem LOD miteinbezogen wurden.

Die niedrigsten Schwankungen (RSD + SD) im Gehalt der ausgewihlten Metaboliten
fanden sich in den fiinf Typen von Klonpflanzen K1 bis K5 mit im Mittel 12,4 + 0,7 % fiir
Fukinolsdure (4), 12,0 £3,5 % fiir Acetylshengmanolxylosid (17) sowie 13,5+ 3,4 % und
15,2 +2,5 % fiir die Gesamtgehalte an Polyphenolen und Triterpenglykosiden. Die niedrigs-
ten Schwankungen einzelner Verbindungen ergaben sich z. B. in K1 (n=15) fiir Acetyl-
shengmanolxylosid (17, 8,0 %), in K2 (n = 12) fiir Cimicifugasédure F (9, 7,2 %) oder in K4
(n=11) fir Cimicifugasdure E (8, 5,4 %). Im gesamten Set der Pflanzen verschiedener Her-
kunft (C1 bis C17, n=101) lagen die Schwankungen (RSD) der Gehalte deutlich hoher mit
37,8 % fur Fukinolsdure (4), 42,4 % flir Acetylshengmanolxylosid (17) sowie fiir die Ge-
samtgehalte mit 30,0 % (Polyphenole) und 35,8 % (Triterpenglykoside).

Die grofiten Schwankungen ergaben sich innerhalb der wildgesammelten Einzelexemp-
lare (n = 8). Hier lag die Schwankung der Gehalte an Fukinolsdure (4) und Acetylshengma-
nolxylosid (17) bei 47,7 % bzw. 41,2 % sowie die Schwankung der Gesamtgehalte bei
44,6 % (Polyphenole) und 38,2 % (Triterpenglykoside). Die maximale Schwankungsbreite
zeigten hier die Verbindungen Cimicifugasdure A und F (6, 9) mit jeweils 71,9 % und
82,4 %. Innerhalb der kommerziellen Mischchargen aus Wildsammlungen scheinen sich die
Schwankungen der Gehalte von Individuen jedoch auszugleichen. So lagen innerhalb dieser
Chargen die Schwankungen der Gehalte der stabilen Verbindungen 8, 9, 14, 16 und 17 im
Bereich von 16,3 % bis 26,3 % (siche Tabelle 9).




Ergebnisse 66

Tabelle 9: Schwankung und Mittelwerte der Gehalte ausgewéhlter Verbindungen (Polyphenole und
Triterpenglykoside) bzw. Gesamtgehalte in C. rhizoma der verschiedenen Proben-Typen Klone (K),
Pflanzen unterschiedlicher Herkunft kultiviert in Berlin ©, Einzelpflanzen aus Wildemte (WE),
Mischchargen aus Wildernte (WC) und Mischchargen aus Anbau (AC).

Gruppe // Polyphenole (RSD %) Triterpenglykoside (RSD %)
Verbindung 4 6 7 8 9 GpA 14 16 17 GT®

C9.5  (n=008)° | 13,3 10,8 13,5 5,8 9,0 10,3 5,9 4,4 5,7 12,7°

Kl (n=015) | 12,9 21,2 23,0 164 13,0 163 |73 12,7 80 12,1
K2 (n=012) | 11,5 181 188 93 72 142 122 149 140 136
K3  (n=008) | 133 204 234 280 265 170 |17,1 199 11,1 185
K4  (n=011) |122 120 140 54 156 104 |11,9 155 17,0 150
K5 (n=010) | 12,3 187 12,1 17,5 13,0 94 238 168 100 16,8
C  (=101) |378 425 594 477 581 30,0 |492 453 424 358
WE  (n=008) |47,7 71,9 562 368 824 446 |458 376 412 382
WC  (n=008) |33,9 341 422 163 21,6 297 |16,7 172 263 164
AC  (n=006) | 19,1 213 354 221 439 248 496 381 198 395

Gruppe // Polyphenole (Gehalt %) Triterpenglykoside (Gehalt %)
Verbindung 4 6 7 8 9 GpA 14 16 17 GT®

Alle  (min.) 0,063 0,022 <QL 0,005 <QL 0,134 |<QL <QL 0022 0048
Alle (max.) |0,720 0355 0,569 0,078 0,111 1,595 |0243 0,233 0332 1,556

Alle (%) 0290 0,148 0210 0,028 0,028 0,715 | 0069 0070 0,110 0,518
K4 (%) 0452 0032 0212 0362 0,046 1,126
K5 (%) 0462 0034 0264 0488 0,057 1,393
WE (%) 0,162 0,009 0076 0,124 0016 0411
C ) 0,058 0,059 0,102 0,455
WE (%) 0,160 0,162 0,177 1,111
WC () 0,163 0,181 0,185 1,121

A Gesamtgehalt Polyphenole 4-9 als Summe von Einzelwerten > LOQ

B Gesamtgehalt Triterpenglykoside 10-21 als Summe von Einzelwerten > LOD (siche P)

€ Schwankungen innerhalb einer Pflanze ermittelt durch Quantifizierung verschiedener Teile des Rhizoms
D Hohere Schwankung aufgrund Ungenauigkeit im unteren Messbereich bei LC/ELSD

Wie bereits in den oberen Absdtzen beschrieben ergaben sich quantitative Unterschiede
im Hinblick auf die Gehalte einzelner Verbindungen in den Proben-Gruppen Mischchargen
und Einzelpflanzen, jeweils aus Anbau bzw. Kultur (AC und C) und Wildsammlungen (WC
und WE). Im Folgenden wurden diese Gruppen in einem Two-Group-Vergleich (Fold-
Change-Analyse und #-Tests) miteinander statistisch verglichen.

Zunichst wurden die Einzelpflanzen aus Kultur in Berlin (C, n = 101) mit den Exempla-
ren aus Wildsammlungen verglichen (WE, n = 8), siche Abbildung 37. Die Polyphenole (4-9)
traten hier vermehrt in den Pflanzen aus Kultur auf wie z. B. Fukinolsiure (4) mit FC = 1,87
und p = 0,9 103 oder Cimicifugasiure A (6) mit FC = 1,99 und p = 1,7 107. Alle Polyphenole
zeigten aber ein FC < 2. Anders war dies bei den Triterpenglykosiden, die vermehrt in den
Exemplaren aus Wildsammlung auftraten. Fiir die Hauptkomponenten 23-epi-26-Deoxyactein
(16) und Acetylshengmanoxylosid (17) ergaben sich hochsignifikante Unterschiede mit
FC=2,72und p=2,4 10" bzw. FC=1,74 und p = 2,0 107°.
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Ein dhnliches, wenn auch weniger extremes Bild zeichnete sich beim Vergleich der
Mischchargen ab, siche Abbildung 38. Die Polyphenole (4-9) zeigten auch hier tendenziell
einen leicht hoheren Gehalt in Mischchargen aus Anbau (AC n = 6), jedoch alle mit FC <2
und p > 0,01. Die Triterpenglykoside (10-16) waren signifikant mehr in den Mischchargen
aus Wildsammlungen (WC n=38) zu finden mit p <0,001, beispielsweise 23-epi-26-De-
oxyactein (16) mit FC = 2,93 und p = 4,8 10°°. Acetylshengmanolxylosid (17) und Acetylci-
migenolxylosid (21) waren im Mittel mit FC = 1,24 und FC = 1,37 leicht erhoht in AC, je-
doch aufgrund der starken Schwankungen innerhalb der Gruppen nicht signifikant (p > 0,1).

Fold-Change T-Tests

25

Log2 (FC)
-log10(p)

Compounds Compounds

Abbildung 37: Ergebnisse des Two-Group-Vergleichs (C/WE) mit Fold-Change-Analyse und #-Tests
fiir Einzelpflanzen aus Kultur in Berlin (C, n =101) und aus Wildsammlungen (WE, n = 8); Punkte
stellen von links nach rechts Werte fiir quantifizierte Verbindungen 4-21 dar, markierte Punkte (Ma-
genta) mit FC >2 und p < 0,01 (horizontale Linien). Polyphenole 4-9 leicht erhéht in C, nur Fukinol-
sidure (4) und Cimicifugasdure A (6) signifikant (p < 0,01); Triterpenglykoside 10-20 signifikant
erhoht in WE (p < 0,001).
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Abbildung 38: Ergebnisse des Two-Group-Vergleichs (AC/WC) mit Fold-Change-Analyse und ¢-
Tests fiir Mischchargen aus Anbau (AC, n = 6) und aus Wildsammlungen (WC, n = 8); Punkte stellen
von links nach rechts Werte fiir quantifizierte Verbindungen 4-21 dar, markierte Punkte (Magenta)
mit FC >2 und p < 0,01 (horizontale Linien). Polyphenole 4-9 leicht erhoht in AC, aber nicht signifi-
kant (p > 0,01); Triterpenglykoside 10-16 signifikant erhéht in WC (p < 0,001).
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3.1.3.2 Triterpenglykosid-Fingerprints aus LC/ELSD

Wihrend der Quantifizierung der Polyphenole und Triterpenglykoside im Probenset von
Cimicifugae rhizoma (n = 179) ergaben sich Unterschiede zwischen dem Material aus Kultur
bzw. Anbau und dem Material aus Wildsammlungen (z. B. in Abbildung 33, S. 62). Einige
der Einzelexemplare aus Wildsammlungen (S-Proben) zeigten allerdings ein sehr dhnliches
Inhaltsstoffmuster, wie die Pflanzen aus Kultur in Berlin (C-Proben). Dies resultierte in einem
gemeinsamen Clustern dieser Proben in HCA basierend auf den Gehalten der Verbindungen
4-21 (Abbildung 39) oder PCA basierend auf entsprechenden Daten fiir die Triterpenglyko-
side 10—21 allein (Abbildung 40).

Die Probe S2475 gruppierte sich in HCA zusammen mit der Charge B4 aus kommerzi-
ellem Anbau und einigen C-Proben (Abbildung 39). Die Probe S2607 bildete hier eine Grup-
pe mit z. B. den Exemplaren C6.2 und C5.1 aus Berlin. Die anderen Einzelexemplare aus den
USA bildeten einen gemeinsamen Cluster mit der Handelsware aus Wildsammlungen (W-
Proben). Einige Exemplare von C. rhizoma zeigten also dhnliche Inhaltsstoffmuster, unab-
hingig von der Herkunft und den Wachstumsbedingungen.
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Abbildung 39: Heatmap iiber die Verteilung der Gehalte der Verbindungen 4-21 aus LC/DAD/ELSD
in ausgewihlten Proben (C; WE =S; WC =W, B2 und B6; AC = andere B), relativer Gehalt nach
Auto-Scaling, Clustern der Proben (HCA) unter Anwendung von Wards-Algorithmus und quadratisch
Euklidische Distanzen.
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Betrachtet man nur das Inhaltsstoffmuster der Triterpenglykoside allein mittels PCA,
liegen die wildgesammelten Exemplare S2475 und S2607 klar im bzw. nahe des Clusters der
in Berlin kultivierten Exemplare. Die Einzelexemplare aus Kultur © in Berlin liegen am Rand
des Clusters von WE, welcher die grofite Variabilitdt aufzeigt. Die Mischchargen aus Anbau
(B1, B3, B4, B5, B7 und B8) wiederum liegen gemeinsam am Rand des C-Clusters. Ebenso
zeigt der entsprechende Closy deutlich die Homogenitét der Mischchargen aus Wildsammlun-
gen im Vergleich zu den acht Einzelexemplaren.
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Abbildung 40: PCA basierend auf quantitativen Daten fiir Triterpenglykoside 10-21 fiir zufillig aus-
gewihlte C-Proben, sowie Chargen aus kommerziellem Anbau (AC: B1, B3, B4, B5, B7 und B8),
Handelsware (WC: B2, B6 und W) und Einzelexemplare aus Wildsammlungen (WE: S), Kreise geben
die 95%-Konfidenzintervalle fiir die jeweiligen Cluster an.
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Die Proben S2475, B4 und C4.9 zeigten einen bemerkenswert dhnlichen Triterpengly-
kosid-Fingerprint in LC/ELSD (Abbildung 41). Dieser war gekennzeichnet durch einen do-
minierenden Acetylshengmanolxylosid-Peak (17) und einem sehr geringen Gehalt an anderen
Triterpenglykosiden (10-21). Weiterhin zeigten diese Exemplare bzw. Proben eine nahezu
identische Menge an (17), unabhingig davon, ob die Mischcharge aus kommerziellem Anbau
(B3, B4 oder BYS), das Einzelexemplar aus Kultur in Berlin (C4.9) oder die Probe aus einer
Wildsammlung in den USA (S2475) stammt.
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Abbildung 41: Potentieller ASX-Chemotyp in einem Einzelexemplar aus Kultur in Berlin (C4.9), in
Mischchargen aus Anbau (B3, B4 und B5) sowie einem Einzelexemplar aus Wildsammlung (S2475).

Das Auftreten dieses Triterpenglykosid-Fingerprints in den verschieden Proben von
C. rhizoma lasst darauf schlieen, dass den grundlegenden starken Unterschieden im Hinblick
auf die Herkunft bzw. die Wachstumsbedingungen der Pflanzen auch eine Unterteilung in
Chemotypen zugrunde liegt. Eine Untersuchung von Chemotypen in 4. racemosa L. ist nur
moglich, wenn man andere Einflussfaktoren wie Erntezeit, Nacherntebehandlung und generel-
le Wachstumsbedingungen (nahezu) ausschliefit. Diese Voraussetzung ist nur bei den Einzel-
pflanzen (C-Proben) aus Kultur in Berlin gegeben. Aufgrund dessen wurde dieses Probenset
anhand des Auftretens von Triterpenglykosiden (10—21) intensiver betrachtet.

Die kommerziellen Mischchargen aus Wildsammlungen (Handelsware, exemplarisch in
Abbildung 42) zeigten einen sehr reproduzierbaren Triterpenglykosid-Fingerprint, wenn auch
mit leichten quantitativen Unterschieden. Alle Triterpenglykoside 10-21 kommen in einem
bestimmten Verhiltnis vor (im folgenden 23-epi-26-Deoxyactein(DOA)-Chemotyp genannt).
Die potentiellen Unterschiede einzelner Pflanzen aufgrund von Chemotypen scheinen sich in
Mischchargen auszugleichen. Nur in der Mischcharge B2 lésst sich eine leichte Tendenz zu
einem hoheren Acetylshengmanolxylosidgehalt (17) erkennen.
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Abbildung 42: Beispielhafte Triterpenglykosid-Fingerprints aus LC/ELSD in kommerziellen Misch-
chargen (Handelsware) aus Wildsammlungen mit charakteristischer Verteilung von Triterpenglykosi-
den 10-21 wenn auch mit quantitativen Unterschieden (DOA-Chemotyp). Die Charge B2 weicht
leicht vom Muster ab, mit einer Tendenz zu hohem Acetylshengmanolxylosid-Gehalt (r = 18 min).

Die starke Unterschiedlichkeit der Triterpenglykosidmuster in Einzelpflanzen zeigte
sich besonderes bei den acht Exemplaren aus Wildsammlungen in den USA (WE/S-Proben,
siche Abbildung 43). Der iiberwiegende Teil der Proben zeigte einen Fingerprint mit Vertei-
lungen vergleichbar zu denen der Mischchargen aus Wildsammlungen (S8290, S8293,
S12514 und S13664). Andere wiederum waren durch eine Tendenz zu den Acetylcimigenol-
Triterpenglykosiden (20 und 21, ACX/ACA) gekennzeichnet, wie beispielsweise die Proben
S2607 und S6535. Am stirksten wichen die Proben S2537 und S2475 von dem ausgehend
von Handelsware erwarteten Fingerprint mit ihren besonders hohen Gehalten an Acetylhydro-
shengmanolxylosid (14, AHSX) bzw. Acetylshengmanolxylosid (17, ASX) ab. Die Einzel-
pflanzen aus Wildsammlungen lieBen sich daher in potentielle Chemotypen z. B. DOA-,
ACX/ACA-, AHSX-, ASX-Typ oder ASX/ACX-Typ unterteilen.
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Abbildung 43: Triterpenglykosid-Fingerprints in acht Einzelexemplaren von C. rhizoma aus Wild-

sammlungen in den USA.

Aufgrund des generell geringeren Gehalts an Triterpenglykosiden (viele unter LOQ) in
den Pflanzen bzw. Rhizomen aus Berlin, war eine Fingerprint-Analyse, v. a. mit chemometri-

schen Verfahren, nur unter vergleichsweise schweren Bedingungen moglich. Nichtsdestotrotz
ergab sich innerhalb dieses Probesets ein Clustern in HCA anhand von Triterpenglykosidge-
halten zumindest fiir die sehr deutlich unterschiedlichen potentiellen Chemotypen ASX-Typ,
AHSX-Typ und dem DOA-Typ (siehe Diskussion). Unter manueller Auswertung der Finger-
prints lief sich in einigen der Pflanzen ebenfalls Tendenzen zu o. g. Chemotypen erkennen
(siche Abbildung 45 und folgende). Ein iiberwiegender Anteil der Proben zeigte den DOA-
Typ-Fingerprint wie exemplarisch in Abbildung 44 dargestellt, wenn auch in deutlich gerin-

gerem quantitativen Umfang im Vergleich zur Handelsware oder den Einzelexemplaren aus

Wildsammlungen.
c7-P2 C12-P2 C14-P5

. 20 o 20 L 20 -
o o o
* 15 > 15 a5 L
s s s
E 10 E 10 E 10 -
[ Q [
7] " "
2 2 z
g s g s g st “
8 8 L W1 T W

0 ) 0

8,0 13,0 18,0 23,0 28,0 8,0 13,0 18,0 23,0 28,0 8,0 13,0 18,0 23,0 28,0

Retentionszeit [min] Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Abbildung 44: DOA-Chemotyp-Fingerprints in ausgewdhlten Exemplaren aus Kultur in Berlin mit
gleichem Muster, jedoch geringerem Triterpenglykosidgehalt im Vergleich zu Handelsware.
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Abbildung 45: AHSX-Chemotyp in Einzelexemplaren aus Kultur,
beispielhaft an C17.4, C11.1 und K1.14 bzw. einem Einzelexemplar
aus Wildsammlung (S2537).
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Abbildung 46: ASX/ACX-Chemotyp in kommerziellen Anbauchargen aus Deutschland (B) und Ein-
zelpflanzen aus Kultur in Berlin (C).
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3.1.3.3 Untersuchung generativer Nachkommen von Mutterpflanzen

Aus der Perspektive eines Ziichters ist die Frage interessant, wie sich der Gehalt an Se-
kundirstoffen zwischen Generationen verdndert. Wird eine Pflanze aufgrund ihres spezifi-
schen Gehaltes an bestimmten Substanzen ausgewéhlt und anschlieend generativ vermehrt,
wie verhélt sich dieser Gehalt in den Nachkommen (FI1-Generation) dieser Mutterpflanze?
Bleibt er, mit einer natiirlichen Schwankungsbreite (z. B. 10 % siehe Abschnitt 3.1.3.1), auf
dem Niveau der Mutterpflanze?

Um dieser Frage nachzugehen wurden mit der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
LC/DAD Methode die Gehalte an Polyphenolen 4-9 in den drei Mutterpflanzen C6.1, C9.7
und C11.8 und jeweils ithren Nachkommen der F1-Generation (je » =7) bestimmt. Alle 32
Exemplare wurden in Triplikaten quantifiziert, eine Mutterpflanzen mit den dazugehorigen
F1-Pflanzen innerhalb einer LC-Sequenz.

Innerhalb der F1-Nachkommen (n = 7) einer Pflanze schwankten die Gehalte an Poly-
phenolen im Mittel 26,8 % (C6.1), 33,7 % (C9.7) und 33,2 % (C11.8), siche Tabelle 10. Diese
Streuung lag allerdings nicht wie erwartet um den Ausgangswert der Mutterpflanze herum,
sondern teilweise deutlich darunter oder dartiber (vgl. z. B. Fukinolsdure in Abbildung 47). So
lag der mittlere Polyphenolgehalt in den Nachkommen von C6.1 um den Faktor 1,5+ 0,24
hoher als in der Mutterpflanze. Insgesamt verhalten sich individuelle Polyphenole jedoch un-
terschiedlich, es ist kein klares Muster zu erkennen (sieche Abbildung 47).

Tabelle 10: Gehalte an Polyphenolen in Nachkommen einer Mutterpflanze (F1-Generation).

Pflanze Cé6.1 Mittel F1 (n=17) RSD F1 (n=7) Faktor F1 (n=7)
Funkinolsdure 0,299 % 0,377 % 24,6 % 1,26
Cimicifugasdure D 0,009 % 0,015 % 21,6 % 1,65
Cimicifugasdure A 0,047 % 0,083 % 18,3 % 1,76
Cimicifugasédure B 0,100 % 0,124 % 39,9 % 1,24
Cimicifugaséure E 0,009 % 0,015 % 18,9 % 1,72
Cimicifugaséure F 0,009 % 0,012 % 37,4 % 1,34
Mittel+=SD 26,8+9,5% 1,50+0,24
Pflanze C9.7 Mittel F1 (n=17) RSD F1 (n=17) Faktor F1 (n=7)
Funkinolsiure 0,277 % 0,276 % 27,6 % 1,00
Cimicifugasédure D 0,011 % 0,013 % 31,6 % 1,18
Cimicifugasdure A 0,105 % 0,156 % 50,1 % 1,48
Cimicifugasdure B 0,111 % 0,313 % 12,4 % 2,83
Cimicifugaséure E 0,016 % 0,031 % 55,0 % 1,88
Cimicifugasgure F 0,012 % 0,039 % 25,6 % 3,15
Mittel+SD 33,7+ 16,0 % 1,92 £ 0,89
Pflanze C11.8 Mittel F1 (n=7) RSD F1 (n=17) Faktor F1 (n=17)
Funkinolsiure 0,459 % 0,229 % 49,5 % 0,50
Cimicifugasdure D 0,016 % 0,009 % 53,4 % 0,57
Cimicifugasdure A 0,137 % 0,126 % 30,0 % 0,92
Cimicifugasdure B 0,216 % 0,204 % 30,2 % 0,95
Cimicifugaséure E 0,018 % 0,017 % 18,2 % 0,96
Cimicifugaséure F 0,015 % 0,017 % 17,6 % 1,09

Mittel = SD 332+153% 0,83 £ 0,24
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Abbildung 47: Quartile der Massengehalte an Polyphenolen 4-9 in Rhizomen von
Actaea racemosa Exemplaren, jeweils Mutterpflanze und die F1-Generation. Zu sehen
sind die Schwankungen der entsprechenden Gehalte in Nachkommen (je n =7) einer
Mutterpflanze (C6.1, C9.7 und C11.8). Die Lage der Einzelwerte der Pflanzen ist mit
Kreisen dargestellt.
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3.1.4 Non-targeted Chemical Profiling via UPLC/(+)-ESI-QTOF-MS/MSE

Zur weiteren Charakterisierung der Einzelexemplare von C. rhizoma aus Kultur in Ber-
lin und anderen Exemplaren, z. B. aus Wildsammlungen, wurde mittels LC/MS ein Chemical
Profiling von methanolischen (100 % V/V) Extrakten durchgefiihrt [162]. Insgesamt 48 aus-
gewihlte Exemplare bzw. Proben von C. rhizoma wurden in dieses Projekt mit einbezogen
(Tabelle 11).

Tabelle 11: Mittels UPLC/(+)-ESI-QTOF-MS/MS* untersuchte Exemplare und Proben von C. rhi-
zoma (Actaea racemosa L.).

ID Typ Herkunft Anzahl  Gepflanzt
K3 Klone, Individuen Somatische Embryogenese an Keimlingen 8 2007
C1 Kultur, Individuen Botanischer Garten Universitét Tiibingen 3 2010
C3 Kultur, Individuen Norton Arboretum, Jefferson National Forest 3 2011
C4 Kultur, Individuen Longwood Gardens, Pennsylvania 3 2011
Cs5 Kultur, Individuen Universitit Marburg 1 2002
C6 Kultur, Individuen Staudengértnerei Hermannshof 3 2002
C7 Kultur, Individuen Botanischer Garten Frankfurt 3 2002
C8 Kultur, Individuen Medicinal Herb Garden, Washington 1 2002
C9 Kultur, Individuen Botanischer Garten Regensburg 3 2002
Cl1 Kultur, Individuen Botanischer Garten Wroclaw, Rzepin 3 2002
Cl15 Kultur, Individuen Staudengértnerei Friesland Stauden, Jever 3 2002
WEI1 Wildernte, Individuen S2475 1 -
WE2 Wildernte, Individuen S8290 1 -
WE3 Wildernte, Individuen S8293 1 -
WE4 Wildernte, Individuen S12514 1 -
WES5 Wildernte, Individuen S13664 1 -
WE6 Wildernte, Individuen S6535 1 -
WE7 Wildernte, Individuen S2537 1 -
WES Wildernte, Individuen S2607 1 -
WCl1 Wildernte, Charge Ch. B.: P 280703 1 -
wC2 Wildernte, Charge Ch. B.: 15312703 1 -
WC3 Wildernte, Charge Ch. B.: 26453 1 -
FW1 Feine Wurzeln C9.7 (F1.6) 1 2003
Fw2 Feine Wurzeln C15.2 1 2003
FW3 Feine Wurzeln C17.2 1 2007
Summe 48

Der mittels LC/MS erhaltene dreidimensionale Datensatz (Retentionszeit, Masse und
Intensitdt) wurde mittels Haystack zur einem zweidimensionalen Massenfingerprint (Massen-
bereiche und deren aufsummierte Intensitdt) der jeweiligen Proben reduziert (beispielhaft fiir
CI1.1 in Abbildung 48). Anschlieend wurde dieser Datensatz einer multivariaten, explorati-
ven Auswertung unterzogen, um Muster innerhalb des Probensets zu erkennen.
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Abbildung 48: Beispiel fiir eine Bin-Analyse (B) eines Datensatzes eines C. rhizoma Extrakts (Ex-
emplar C1.1) aus UPLC/(+)-ESI-QTOF-MS Daten (A) im m/z-Bereich 55-1200 Da, Klassenbreite
(bin size) m/z 2, charakteristischer Fingerabdruck der Massenverteilung im Extrakt (Metabolic Finger-
print) als zweidimensionaler Datensatz flir unmittelbare multivariate und statistische Auswertung.

Zunichst wurde das gesamte Probenset betrachtet (Abbildung 49). Generell war eine
deutliche Gruppierung innerhalb des sehr heterogenen Probensets erkennbar. Die Einzelex-
emplare aus Wildsammlungen (WH1 bis WH7) bildeten einen separaten Cluster, lediglich
WHS (52607) gruppierte sich gemeinsam mit dem Klon K3 und dem Exemplar C6.3. Die
Gruppe der Einzelexemplare aus Wildsammlungen zeigte die groflte Streuung in der PCA.
Die geringste Streuung zeigte hier der Klon K3, auch wenn drei der Pflanzen etwas von die-
sem Cluster abwichen. Die Exemplare aus Kultur in Berlin bildeten ebenfalls eine relativ ho-
mogene Gruppe in der PCA, lediglich C3 und C4 wichen hiervon ab und bildeten einen sepa-
raten Cluster in der HCA, siehe auch Abbildung 50. Deutlich von den anderen Proben grenz-
ten sich ebenfalls die kommerzielle Handelsware (WC1 bis WC3) und die feinen Wurzeln der
in Berlin kultivierten Exemplare C9.7 (F1.6), C15.2 und C17.2 ab.
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Abbildung 49: Uberblick iiber die mittels LC/MS untersuchten Exemplare von C. rhizoma. Dargestellt
sind PCA und HCA basierend auf Bin-Daten im Massenbereich von m/z 200-800. Einzelpflanzen aus
Wildsammlung (WH) bilden einen separaten Cluster in PCA und HCA, nur WHS8 (= S2607) gruppiert
sich gemeinsam mit den Exemplaren aus Kultur in Berlin und K3. Die Mischchargen aus Wildsamm-
lung (WC) bilden ebenfalls eine separate Gruppe, abweichend von Einzelpflanzen aus Wildsammlun-
gen, die drei Proben feiner Wurzeln grenzen sich von den iibrigen C. rhizoma-Proben ab.

Weiterhin wurde das Set der in Berlin kultivierten Exemplare einzeln betrachtet. Die
Daten der LC/MS Untersuchungen wurden ebenfalls explorativ mittels PCA und HCA unter-
sucht und durch eine Heatmap dargestellt. Anschlieend mittels ANOVA auf signifikante
Unterschiede hin untersucht.

Die Heatmap der normierten (Auto-Scaling) massenspektrometrischen Daten der 26 Ex-
trakte von A. racemosa Exemplaren aus Berlin (C-Proben) visualisiert anschaulich die Grup-
pierung in drei grofle Sub-Cluster (Abbildung 50, links). Dargestellt sind hier die 100 Fea-
tures (Massenbereiche), die sich innerhalb des Probensatzes am signifikantesten unterschie-
den (ANOVA). Die sechs jiingeren Exemplare aus den USA C3 und C4 (gepflanzt 2011) bil-
deten einen deutlichen Cluster und grenzten sich von den &lteren Exemplaren ab. Einige dltere
Exemplare aus 2002 (C5 bis C8) bildeten ebenfalls einen separaten Cluster in HCA. Die auch
im Jahr 2002 gepflanzten Exemplare C9, C11 und C15 formten hier einen separaten Cluster
mit C1 (gepflanzt 2010) und grenzten sich so von den gleichaltrigen Exemplaren ab.

Unter Berlicksichtigung des gesamten massenspektrometrischen Fingerprints der Rhi-
zome in einer explorativen Datenanalyse mittels PCA (Abbildung 50, rechts), ohne einer vor-
herigen Filterung und selektive Auswertung der signifikant unterschiedlichen Bins, bildeten
die drei Gruppen keine separaten Cluster.
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Abbildung 50: Heatmap mit hierarchischer Clusteranalyse (HCA) fiir potentielle Chemotypen aus Daten einer Bin-Analyse. Die Heatmap und HCA (Wards
Algorithmus/quadratisch Euklidische Distanzen) basierend auf den 100 signifikantesten massenspektralen Bins (ANOVA). PCA durchgefiihrt basierend auf
allen Bins im Massenbereich m/z 55-1200 nach Filterung (IQR) mit 95%-CI fiir die Gruppierung nach HCA. In HCA (links) zeigen sich drei Hauptgruppen,
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Fiir einen Teil der C. rhizoma Exemplare aus Berlin, die Klonpflanzen K3 und die aus
Wildsammlungen in den USA stammenden Einzelexemplare wurden hochauflosende
UPLC/MSE Analysen durchgefiihrt. Die Proben wurden fiir eine Multi-Group-Auswertung in
Gruppen unterteilt. Zum einen wurden die drei aus den Bin-Analysen (HCA) resultierten
Gruppen untersucht (Abbildung 52). Zum anderen wurden Klonpflanzen, Pflanzen aus Wild-
sammlung und die Pflanzen aus Berlin gegeniibergestellt (Abbildung 53).

In der Abbildung 51 (A) ist exemplarisch eine ion intensity map des Exemplars C1.1
gezeigt. Hier sind die dreidimensionalen Daten aus LC/MS, Retentionszeit, Masse und Inten-
sitidt sowie der entsprechende Ladungszustand des lons dargestellt. Nach dem Alignment der
UPLC/MSE Daten wurden den Peaks (Features), die mindestens zwei Addukte (z. B. [M+Na]"
und [M+K]") aufwiesen, neutrale Massen zugeordnet (siche Abbildung 51 B). Anhand der
Daten zur Fragmentierung eines Precursor-lons aus MS® wurden anschlieBend potentielle
Identifizierungen fiir das jeweilige Feature mittels online-Datenbanksuche (z. B. PubChem)
ermittelt (Daten nicht gezeigt). Alle Features wurden anschlie8end einer statistischen Auswer-
tung anhand ihrer relativen Verdnderung (Fold-Change, FC) in den Gruppen und der Signifi-
kanz (ANOVA) unterzogen. Features mit FC > 2 und p < 0,05 wurden dann iiber eine Soft-
warefunktion gefiltert, sie reprdsentierten die Verbindungen in den Extrakten, die fiir eine
Unterscheidung der jeweiligen Gruppen am hilfreichsten waren. Die relative Intensitét dieser
Features wurde anschlieBend fiir eine explorative Auswertung mittels PCA verwendet.
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Abbildung 51: Ion intensity map (Masse gegen Retentionszeit) eines Extraktes von C. rhizoma (A),
Ladungszustinde 1+ (Blau), 2+ (Rot) und 3+ (Griin); sowie Dekonvolution eines Peaks, Zuordnung
von Addukten (B).
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Fiir die mittels Bin-Analyse gefundenen Gruppen innerhalb der in Berlin kultivierten
Exemplare © ergaben sich auch in diesem Fall Cluster. Besonders abzugrenzen waren die
Exemplare der Herkiinfte C4 und C3 von allen anderen. Die in den Bin-Analysen separat
gruppierten Exemplare C11 und C6 lagen in der PCA anhand der UPLC/MSE Daten mit ent-
sprechender Auswertung nah beieinander. Dennoch ist eine Abgrenzungstendenz zwischen
diesen Exemplaren zu erkennen (Abbildung 52).

In der PCA des Multi-Group-Vergleichs von den Klonpflanzen (K3), den Exemplaren
aus Wildsammlung (WH) und den Herkiinften © ergab sich ebenfalls eine deutliche Gruppie-
rung. Die enge Gruppe der Klonpflanzen zeigt deutlich ihre Homogenitit im Vergleich zu den
wilden Exemplaren und den Herkiinften. Die aus Wildsammlungen stammenden Exemplare
(n =8) streuten am stirksten, gefolgt von der gréBeren Gruppe der in Berlin kultivierten
Pflanzen. Anhand der vorher durch ANOVA und FC gefilterten Features lassen sich die drei
Gruppen klar voneinander abgrenzen. Dies deutet auf eine prinzipielle Unterschiedlichkeit der
Extrakte der Proben hin (Abbildung 53).
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Abbildung 52: Dual-Plot der Hauptkomponentenanalyse (Loa-
dings, grau und Scores), generiert aus hochauflésenden LC/MSF
Daten basierend auf Features, die in den potentiellen Chemoty-
pen in signifikant unterschiedlichen Mengen auftreten (relative
abundance; p < 0,05, ANOVA; Fold-Change FC > 2).
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Abbildung 53: Dual-Plot (Loadings, grau und Scores) der
Hauptkomponentenanalyse von 42 Exemplaren von C. rhizoma
basierend auf UPLC/MS® Daten ausgehend von Features/Peaks
(n=938), welche signifikant unterschiedlich in den Gruppen
auftreten (relative abundance; p < 0,05, ANOVA; Fold-Change

FC>2).
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3.2 ldentifizierung von Cimicifugae rhizoma

Wie bereits in der Einleitung im Abschnitt 1.4 beschrieben, stellt im Bereich der Quali-
titskontrolle von pflanzlichen Arzneimitteln die Identifizierung und Authentifizierung von
Arzneidrogen eine besondere analytische Herausforderung dar. Besonders die dabei auftre-
tende Vielfalt der verschiedenen Formen von pflanzlichen Materialien, wie beispielsweise die
Rohdroge, zerkleinertes oder gemahlenes Pflanzenmaterial und verschiedenste Extrakte, er-
zeugen eine hohe Komplexitit.

Im Européischen Rahmen (Arzneibuchanalytik) jedoch, wird in der Regel von der je-
weiligen Rohdroge ausgegangen und eine Identifizierung mittels makroskopischer, mikrosko-
pischer und gut etablierten, instrumentell-analytischen Methoden wie der TLC ist moglich.
Trotzdem sind solche Priifungen meist zeit- und personalaufwindig und bediirfen, vor allem
in Bezug auf die mikroskopische Identifizierung, spezielle Fahigkeiten und Fachwissen. Man
strebt daher nach Methoden, die schnell, einfach und ohne grof3en technischen Aufwand den
vorgesehenen Zweck erfiillen konnen. Wie bereits unter den Abschnitten der Einleitung 1.4
und 1.5 beschrieben, ist dabei besonders die Kopplung von etablierten analytischen Verfahren
wie UVS, LC oder NIRS mit multivariaten Modellen interessant, mit denen nach entspre-
chender Kalibrierung unbekannte Proben charakterisiert werden kénnen. Die vielverspre-
chendste Variante ist sicherlich die NIRS, da diese nach einem Mahlen der Droge ohne weite-
re Probenvorbereitung auskommt und daher besonders ressourcen- und zeitsparend ist. Die
LC und die UVS sind klassische, robuste Verfahren, die ohnehin in jedem analytischen Labor
zu finden und im Hinblick auf ihre Komplexitit und Anschaffungs-, sowie Unterhaltungskos-
ten iiberschaubar sind.

Aus diesen Griinden wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob sich eine Priifung
auf Identitdt und Substitution von C. rhizoma analog zu den Monografien in Arzneibiichern
mit diesen alternativen Methoden realisieren ldsst. Als potentielle (sieche Abschnitt 1.1) Ver-
falschungen werden in der Literatur nah verwandte Actaea spp. beschrieben. Vor allem sind
hier die nordamerikanischen Arten relevant, da sie zum Teil dasselbe Habitat haben. C. rhi-
zoma wird aber zunehmend auch mit den asiatischen Arten substituiert, da sie aufgrund ihrer
Verwendung in der TCM (,,Sheng Ma*) ebenfalls gehandelt werden. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurden daher die Spezies A. cordifolia, A. simplex, A. dahurica, A. cimicifuga und A. he-
racleifolia untersucht (siche Tabelle 12).
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Tabelle 12: Probenliste fiir die Versuche zur Identifizierung von C. rhizoma und zur Abgrenzung an-
derer Actaea spp. Nur verwendet in Versuchen zu LC/DAD (*) bzw. nur in LC/DAD und NIRS (®)
Mischung mehrerer Pflanzen (©) und Handelsware (°). Ggfs. wurden Teile einiger Mischproben ge-
trennt gemahlen, um die Probenzahl zu erhohen. Fiir die verschiedenen Versuche zu UV/LDA,
LC/DAD und NIRS wurden u. U. abweichende Probenzahlen beriicksichtigt.

ID Actaea sp. Herkunft Anzahl
Cl bis 17 A. racemosa Kultur in Berlin, je 1 Probe pro Herkunft (Tabelle 1) 17
WHI1 bis 8 A. racemosa Einzelpflanzen, Wildsammlungen USA 8"
WCI bis 6 A. racemosa GrofBlhandelsware, Wildsammlungen USA 65D
F1 A. cimicifuga Arboretum Berlin 1
F2 A. cimicifuga Botanischer Garten Universitidt Ulm 4¢
F3 A. cimicifuga Bot. Garten Poznan, Polen 4¢
F4 A. cimicifuga Bot. Garten Tartu, Estland 3¢
F5 A. cimicifuga Bot. Garten Lublin, Polen 3¢
R1 A. cordifolia Bot. Garten Uni Frankfurt, Main 1
R2 A. cordifolia Bot. Garten Brno, Czech Republik 3¢
R3 A. cordifolia Bot. Garten Universitit Tiibingen 4¢
R4 A. cordifolia Bot. Garten Lublin, Polen 2
S1 A. simplex Staudengértnerei Baltin 1
S2 A. simplex Staudengértnerei Baltin 3¢
S3 A. simplex Staudengértnerei Gaismayer 4€
S4 A. simplex Staudengértnerei Sarastro-Stauden 2€
Dl A. dahurica Bot. Garten Moskau (als Pflanze) 1
D2 Unbek. Actaea sp. Staudengértnerei Friesland-Stauden 1€
H1 A. heracleifolia Apotheke, Miinchen 1P
H2 A. heracleifolia HerbaSinica Hilsdorf GmbH Ch. B. 14101H010 10P
H3 A. heracleifolia Apotheke, Berlin 1P
Summe 66

3.2.1 Identifizierung mittels UVS/LDA

Die Eignung der UV/VIS-Spektroskopie als alternative Methode zur Identitétspriifung
und als Test auf Substitution von Cimicifugae rhizoma wurde im Rahmen dieser Arbeit unter-
sucht. Dazu insgesamt 66 Proben verschiedener Actaea spp. je dreifach extrahiert (n = 3) und
UV-Spektren der resultierenden Extrakte im Bereich von 220—400 nm aufgenommen. An-
schlieBend erfolgte eine Erstellung von Klassifizierungsmodellen mittels einer Linearen Dis-
kriminanzanalyse (LDA). Diese Modelle zur Vorhersage der Spezies-Zugehorigkeit von
Actaea-Extrakten wurden anschlieBend durch einen Permutation-Test und eine flinffache
Test-Set-Validierung iiberpriift.

Die UV-Absorptionsspektren der Actaea-Spezies sind durch ein Maximum bei 325—
330 nm mit einer Schulter bei 285-290 nm ef vice versa charakterisiert (Abbildung 54). Ver-
antwortlich fiir die Absorption sind vor allem die Polyphenole in den Extrakten. Die Gestalt
der Spektren wird durch den unterschiedlichen Gehalt der individuellen Verbindungen beein-
flusst. Diese Muster an Polyphenolen sind speziesspezifisch und wurden bereits fiir eine Un-
terscheidung der verschiedenen Actaea spp. verwendet [94,163].
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Die insgesamt hochste UV-Absorption zeigte 4. cimicifuga, wahrend die Spektren der
untersuchten Exemplare von A4. simplex die stiarkste Variabilitdt im Hinblick auf die Quantitat
der Absorption aufwiesen. Die UV-Spektren von A. cordifolia, A. heracleifolia und A. race-
mosa waren sich sehr dhnlich, 4. heracleifolia weist allerdings ein Absorptionsmaximum bei
285-290 nm auf wie oben beschrieben.
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Abbildung 54: UV-Absorptionsspektren der Proben verschiedener Actaea spp. (n = 66), min-max-
normalisierte Spektren aller Exemplare (links) und unbearbeitete Mittelwertspektren (£ SD, gestrichel-
te Linien) der einzelnen untersuchten Actaea spp. im Absorptionsbereich 0,2—-1,2; A. cimicifuga (A),
A. cordifolia (B), A. heracleifolia (C), A. racemosa (D), A. simplex © und Beispielspektren fiir eine
unbekannte Actaea sp. (F1) und A. dahurica (F2). Modifiziert nach Bittner et al. 2016 [164].

Zur explorativen Datenanalyse der dreifach extrahierten und gemessenen Proben
(n = 66) wurde eine PCA durchgefiihrt. Hier waren eindeutig Cluster der verschiedenen Spe-
zies zu erkennen, zum Teil jedoch mit Uberlappungen. Besonders die sehr #hnliche UV-
Spektren aufweisenden Spezies A. racemosa, A. cordifolia und A. simplex waren in der PCA
nicht vollstdndig zu unterscheiden, insgesamt sind die Unterschiede in den verschiedenen
Spezies jedoch klar zu erkennen. Die Triplikate der unbekannten Actaea sp. und von A. da-
huria wurden ebenfalls mit in die PCA einbezogen und zeigten deutliche Abweichungen vom
A. racemosa-Cluster. Daher ist es wahrscheinlich, dass auch diese Arten erfolgreich in ein
zukiinftiges Klassifizierungsmodell miteinbezogen werden kdnnen.
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Abbildung 55: PCA der UV-Absorptionsspektren verschiedener Actaea spp.; PC1 vs. PC2 (links) und
PC1 vs. PC3 (rechts), Clusterbildung der unterschiedlichen Arten.

Zur Priifung der Validitdt eines LDA-Modells zur Vorhersage der Spezieszugehorig-
keit einer unbekannten Probe wurden eine fiinffache Test-Set-Validierung und ein Permutati-
on-Test durchgefiihrt (Abbildung 56 A). Letzterer Test fiihrte zu einer Fehlerrate (leave-one-
out-Kreuzvalidierung) von 0,800 (80,0 %). Dies zeigte, dass ein Modell basierend auf zufillig
zugeordneten Gruppenzugehorigkeiten (Actaea spp.) deutlich schlechter funktionierte, als
jene mit korrekt zugeordneten Daten. Innerhalb der flinffachen Test-Set-Validierung wurde
keine der 192 Proben (64 Triplikate der Actaea spp.) falsch klassifiziert (canononical score
plot exemplarisch fiir Test-Set 01 in Abbildung 56 B). Die entsprechende Konfusionsmatrix
ist in Tabelle 13 dargestellt. Hier wurden die Ergebnisse der fiinf Test-Sets aufsummiert und
im Gesamten dargestellt. Damit zeigte das UV/LDA Klassifizierungsmodell eine Fehlerrate
von 0,000 (0,0 %).

Tabelle 13: Konfusionsmatrix flir Ergebnisse der fiinffachen Test-Set-Validierung (UVS/LDA); jede
Probe (Triplikat) war genau einmal in einem Test-Set, die Vorhersagen der LDA fiir die jeweilige
Spezieszugehorigkeit wurden aufsummiert und in der Matrix im Gesamten dargestellt.

Vorhergesagte Spezies

Test-Sets 01 bis 05 A. race-  A. cimi- A cordi- A. sim- A. hera-
; . P Gesamt Fehlerrate

mosa cifuga folia plex cleifolia
A. racemosa 51 0 0 0 0 51 0.0%
A. cimicifuga 0 39 0 0 0 39 0.0%
gvae};is A cordifolia 0 0 30 0 0 30 0.0%
p A. simplex 0 0 0 33 0 33 0.0%
A. heracleifolia 0 0 0 0 39 39 0.0%
Gesamt 51 39 30 33 39 192 0.0%
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Abbildung 56: Ergebnisse fiir Validierung der Vorhersagemodelle (Lineare Diskriminanzanalyse,
LDA) fiir die Spezieszugehorigkeit, Permutationstest (A) und exemplarische Darstellung der Test-Set-
Validierung (canonical score plot von Test-Set 01, B). Jeweils 20% der Proben wurden als Test-Set
verwendet bis alle Proben (Triplikate) einmal im Test-Set waren (fiinffache Test-Set-Validierung);
A. racemosa (Rot), A. heracleifolia (Schwarz), A. cimicifuga (Grau), A. simplex (Griin) und
A. cordifolia (Blau), Test-Set 01 schwarze Kreise.

3.2.2 Identifizierung anhand von Polyphenol-Mustern

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine LC/DAD Methode zur Quantifizierung von Poly-
phenolen in C. rhizoma entwickelt. Ob diese Methode auch geeignet ist, um verschiedene
andere Actaea spp. von A. racemosa abzugrenzen, wurde ebenfalls untersucht [163]. Die
LC/DAD Fingerprints der verschiedenen Actaea spp. unterschieden sich deutlich. Die poly-
phenolischen Ester Fukinolsdure (4) und die Cimicifugasduren A—F (5-9) sowie ihre Vorldu-
fer/Hydrolyseprodukte Kaffeesdure (1) und (Iso-)Ferulasdure (2 und 3) treten in Actaea-
Rhizomen in bestimmten Verhéltnissen auf. Diese Verhéltnisse erwiesen sich im Rahmen des
untersuchten Probensatzes als charakteristisch fiir die jeweilige Art.

Die Arten Actaea cimicifuga, A. cordifolia und A. simplex zeigten sehr geringe Gehalte
an Isoferulasdure (3) und den daraus abgeleiteten Polyphenolen Cimicifugasdure B (7) und
Cimicifugaséure F (9), siche Abbildung 57 E, F und G. Im Gegensatz dazu waren die asiati-
schen Spezies A. dahurica und A. heracleifolia durch besonders hohe Gehalte an Polypheno-
len 3, 7 und 9 gekennzeichnet. Die Cimicifugaséure D (5) — kaum zu finden in 4. racemosa —
wurde in grofleren Mengen in A. cordifolia und den asiatischen Actaea spp. zu gefunden. Die
Fukinolsdure (4) — eine der Hauptkomponenten von A. racemosa — kam in verhéltnismafig
deutlich geringerem Umfang in 4. dahurica und A. heracleifolia vor.
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Abbildung 57: Charakteristische Chromatogramme aus LC/DAD (UV 32744 nm) fiir verschiedene
Actaea spp., A. racemosa aus Berlin (A) und aus Wildsammlung (I), unbekannte Actaea sp. (B),
A. dahurica (C), A. heracleifolia (D, H), A. cimicifuga ©, A. simplex (F) und A. cordifolia (G).

Das charakteristische Muster der Polyphenole in A. racemosa ist gekennzeichnet durch
ein spezifisches quantitatives und relatives Verhéltnis zueinander. Dieses Verhiltnis war kon-
stant, unabhingig von der Herkunft einer Pflanze bzw. einer Probe. Deutlich wurde dies in
einer PCA (PC1 vs. PC3, Abbildung 58) unter Verwendung der Daten fiir Polyphenole (5-9).
Hier bildeten die Einzelexemplare aus Wildsammlungen und Kultur jeweils einen gemeinsa-
men Cluster mit der Handelsware aus Wildsammlungen (Mischchargen). Die anderen Ac-
taea spp. grenzten sich hier deutlich von A. racemosa ab. Im Loadingsplot (Abbildung 58
links) wird deutlich, dass vor allem Unterschiede in Cimicifugasédure A, D und F zur Unter-
scheidung beitragen, aber auch besonders geringe Gehalte an Cimicifugaséduren B und F.

Die Hauptkomponente 2 (PC2) trug vor allem zur Trennung von A. heracleifolia
(,,Sheng Ma“) und A. racemosa bei. In einem entsprechenden Scoresplot sind beide Spezies
deutlich separiert (Abbildung 59). Je nach Herkunft der ,,Sheng Ma“-Probe bildeten sich al-
lerdings zwei getrennte Cluster. Dem dazugehdrigen Loadingsplot ist zu entnehmen, dass hier
vor allem der Gehalt an Cimicifugasdure F (9) zur Unterscheidung beitragt.
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Abbildung 58: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der quantitativen Daten aus LC/DAD fiir verschie-
dene Actaea spp. nach Normalisierung, PC1 und PC3. Loadings der Cimicifugasiduren A-F (5-9,
links) und Lage der Actaea spp. gemill ihren Gehalten der verschiedenen Polyphenole. Cluster ver-
schiedener C. rhizoma Proben (1), davon abweichend die anderen Actaea spp.
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Abbildung 59. Hauptkomponentenanalyse (PCA) der quantitativen Daten aus LC/DAD fiir 4. race-
mosa und A. heracleifolia nach Normalisierung, PC1 und PC2. Loadings der Cimicifugasduren A—F
(59, links) und Lage der Actaea spp. gemil ihren Gehalten der verschiedenen Polyphenole. Cluster
verschiedener C. rhizoma Proben (3), davon abweichend A. heracleifolia (Sheng Ma) aus einer Apo-
theke in Miinchen (2) bzw. in Berlin und von HerbaSinica (1).
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3.2.3 Identifizierung mittels NIR-Spektroskopie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Priifung von C. rhizoma auf Identi-
tdt und Substitution mit anderen Actaea spp. mittels NIR-Spektroskopie prinzipiell moglich
ist. Dazu wurden NIR-Spektren von Rhizomproben von fiinf verschiedenen Actaea spp. auf-
genommen und mittels PCA untersucht (z = 78). Zu den in Berlin kultivierten Exemplaren
von Einzelpflanzen kamen noch Mischchargen von A. heracleifolia (,,Sheng Ma*) und flinf
Mischchargen von C. rhizoma aus Wildsammlung hinzu.

Die NIR-Rohspektren der verschiedenen Actaea spp. zeigten groBe Ahnlichkeit und wa-
ren visuell nicht voneinander zu unterscheiden (Abbildung 60). Die Spektren zeigten eine
Absorption in verschiedenen Wellenzahlbereichen wie beispielsweise der ersten O-H-Ober-
schwingung (6.900 cm™!) oder der ersten Aryl-C-H-Oberschwingung (6.300 cm™!). Zu beiden
konnen potentiell die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Polyphenole beitragen, aber auch
u. a. Lignin oder Cellulosen (nur O-H-Oberschwingung). Den Polyphenolen und dem Lignin
ist auch die zweite Oberschwingung der C-O-Doppelbindung zuzuordnen. Ebenso werden die
Kombinationsschwingungen wie beispielsweise von C-H-Bindungen (4.300cm™!) oder O-H-
Bindungen (4.700 cm™') beobachtet.

2. Oberschwingungen 1. Oberschwingungen Kombinationschwingungen
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Abbildung 60: NIR-Rohspektren von Rhizomen (gepulvert <200 um) der verschiedenen Actaea spp.
im Wellenzahlbereich 4.000-9.000 cm™' (n = 78). Charakteristische Bereiche von Ober- und Kombi-
nationsschwingungen sind grau hinterlegt (K = Kombinationsschwingung, 10, 20 = 1. und 2. Ober-
schwingung, 10K = 1. Oberschwingung der Kombinationsschwingung).
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Zur Abgrenzung der verschiedenen Arten wurde eine multivariate Auswertung der NIR-
Spektren mittels PCA und HCA (letztere gezeigt in Bittner et al. 2017. [165]) vorgenommen.
Verschiedene Datenvorbehandlungen und Wellenzahlbereiche wurden getestet, wobei sich die
1. Ableitung der Spektren in Verbindung mit einer Standardvektornormalisierung (SVN) im
Wellenzahlbereich 3.870-7.330 cm ™' als geeignet fiir eine Unterscheidung der Arten und eine
Abgrenzung von A. racemosa von anderen Actaea spp. erwies. In Abbildung 61 sind entspre-
chende Mittelwertspektren der verschiedenen Arten dargestellt. Die Ableitungsspektren zei-
gen noch immer eine grofe Ahnlichkeit, Unterschiede sind jedoch zu erkennen. Diese sind
beispielhaft mit Pfeilen dargestellt.
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Abbildung 61: NIR-Mittelwertspektren (1. Ableitung, Savitzky-Golay-Algorithmus mit elf Glattungs-
punkten) der verschiedenen Actaea spp. im Wellenzahlbereich von 3.870-7.330 cm™'. A. racemosa
aus Kultur (schwarz), 4. racemosa aus Wildsammlungen (violett), A. dahurica (rot), A. cimicifuga
(blau), A. cordifolia (griin) und A. simplex (grau), sowie A. heracleifolia (orange). Charakteristische
Bereiche im Ableitungsspektrum, die potentiell zur Unterscheidung der Spezies beitragen, sind mit
Pfeilen markiert. Der Ausschnitt 4.180—4.380 cm ™' ist exemplarisch vergroBert dargestellt (A).
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Vor allem die asiatischen Actaea spp. A. cimicifuga, A. dahurica, A. heracleifolia und
A. simplex lielen sich anhand ihrer NIR-Spektren in der PCA eindeutig von C. rhizoma unter-
scheiden (Abbildung 62). Die Art A. cordifolia, wie A. racemosa aus Nordamerika stammend,
lieB sich im Rahmen dieser Untersuchungen nicht einwandfrei von letzterer abgrenzen und
bildete einen gemeinsamen Cluster in der PCA (PC1 vs. PC2).

Die flinf mit einbezogenen Chargen von C.rhizoma aus Wildsammlungen clustern
deutlich separat von allen anderen Actaea-Proben. Ebenfalls grenzen sich Thre NIR-Spektren
deutlich von denen der in Berlin kultivierten Exemplare ab. Vermutlich fiihren die bereits in
den Abschnitten 3.1.2 und 3.1.3.1 gezeigten quantitativen Unterschiede im Inhaltsstoffmuster
dieser beiden Gruppen zur hier beobachteten Clusterung.

4- O Actaea racemosa
A. dahurica
1 O A. cimicifuga
O A. heracleifolia
2] O A. cordifolia
O A. simplex
1 A. racemosa*
2 0-
o
N
O j
o
2
4 4
T y T ' ' ' !
-5 0 5 10
PC1 (47%)

Abbildung 62: PCA der NIR-Spektren (rn=78) verschiedener Actaea spp., die Exemplare von
A. racemosa clustern gemeinsam mit den Exemplaren der nordamerikanischen Art A. cordifolia (B),
die kommerziellen Mischchargen (*) aus Wildsammlung grenzen sich dabei deutlich ab (C), alle asia-
tischen Actaea spp. (A) sind klar von den nordamerikanischen abzugrenzen (1. Ableitung, Savitzky-
Golay-Algorithmus mit elf Glattungspunkten, SNV, Wellenzahlbereich 3.870—7.330 cm ™).
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3.3 Quantitative Schwingungsspektroskopie
3.3.1 FT-Raman-Spektroskopie

Von aus pulverisiertem Pflanzenmaterial (C. rhizoma, <200 pm) hergestellten Presslin-
gen wurden testweise am FT-Raman-Spektrometer Spektren aufgenommen. In diesen Spek-
tren traten keine oder nur sehr schwach erkennbare Raman-Banden auf. Begriindet liegt dies
vor allem in der Verholzung des Wurzelmaterials. Das enthaltene Lignin weist eine starke
Eigenfluoreszenz auf. Diese Fluoreszenz unterdriickt bzw. iiberdeckt alle anderen Signale,
besonders auch die der strukturell auf Kaffeesdaure aufgebauten Polyphenole. Bei einer gerin-
gen Laserenergie von etwa 5 mW konnten Raman-Spektren aufgenommen werden, die ge-
nannte Eigenfluoreszenz des Materials lie aber keine Deutung von Raman-Banden zu
(Abbildung 63 rechts).

Eine Moglichkeit die auftretenden Raman-Banden zu verstéirken, ist eine Erh6hung der
Anregungslaser-Intensitit. Dies hat allerdings einen sehr hohen Energieeintrag in die Probe
zur Folge und besonders farbige Materialien (starke Lichtabsorption) neigen dann zur Ver-
brennung. Auch im Falle von C. rhizoma fiihrte eine Erhohung der Laserenergie auf etwa
50 mW zu einer Verbrennung der Probe (Abbildung 63 links). Daher konnte eine Analyse des
Probensatzes mit FT-Raman-Spektroskopie nicht weiter verfolgt werden.
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Abbildung 63: Kameraaufnahme des Presslings aus pulverisiertem Pflanzenmaterial nach
Anregung mit Laserlicht (1.064 nm, 50 mW Energie) zur Aufnahme von Raman-Spektren
(links) und Raman-Spektrum eines Presslings aus pulverisiertem Pflanzenmaterial, gemessen
nach Anregung mit Laserlicht (1.064 nm, 5 mW, rechts).
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3.3.2 FT-NIR-Spektroskopie

Eine Priifung auf pharmazeutische Qualitit von Arzneidrogen beinhaltet stets auch eine
Quantifizierung (Assay) von wertbestimmenden Inhaltsstoffen, meist mittels chromatografi-
schen Verfahren wie LC oder GC. In den Monografien zu C. rhizoma der Arzneibiicher
Ph. Eur. und USP werden Triterpenglykoside bestimmt, aber auch die zweite Hauptinhalts-
stoffgruppe der Polyphenole kann von analytischer Bedeutung sein. Gerade fiir die Routi-
neanalytik im Rahmen industrieller Arzneimittelherstellung stellen diese quantitativen Prii-
fungen mittels LC zeit- und kostenintensive Schritte dar. So ist die entsprechende Laufzeit der
LC sehr lang und betrdgt zwischen 85 min (USP) und iiber 44 min (Ph. Eur.).

Wire es moglich, Inhaltsstoffe direkt am gepulverten Rhizom zu bestimmten, wiirde
dies den préparativen Aufwand der Probenvorbereitung erheblich verringern. Dariiber hinaus
betragt die Messzeit in der NIR-Spektroskopie iiblicherweise weniger als eine Minute. Damit
stellt sie eine relativ schnelle Analysemethode dar. Nichtsdestotrotz ist fiir die Entwicklung
von quantitativen Vorhersagemodellen zunichst eine Kalibrierung und Validierung mit Refe-
renzdaten notig. Demnach ist es unerldsslich, zumindest einen Teil der Proben auch mittels
nasschemischer Analyseverfahren zu untersuchen.

Ob eine solche Quantifizierung von Inhaltsstoffen in C. rhizoma mittels NIR-Spektro-
skopie generell mdglich ist, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. Es wurden
zu diesem Zweck FT-NIR-Spektren filir einen Probensatz von C. rhizoma (n = 163) aufge-
nommen (Abbildung 64). Der Gehalt an Polyphenolen (4-9) und Triterpenglykosiden (10—
21) wurde im Probensatz bestehend aus Klonpflanzen (n = 56), Pflanzen verschiedener Her-
kunft (n = 101, kultiviert in Berlin) sowie kommerziellen Chargen aus Wildsammlung (Han-
delsware, n = 6) mit den in Abschnitten 2.5.2, 2.5.3 und 3.1.1 beschriebenen LC/DAD- und
LC/ELSD-Methoden bestimmt. Die entsprechenden Referenzdaten wurden durch PLS-Re-
gression mit den dazugehdrigen Spektren in Korrelation gebracht. Die Vorhersagequalitdt der
resultierenden multivariaten Regressionsmodelle wurde anschlieBend durch zehnfache
Kreuzvalidierungen ermittelt.

Unterschiede in der NIRS-Vorhersagequalitit ergaben sich je nach Teilmenge des Pro-
bensatzes und untersuchten Inhaltsstoffen. Generell waren die Korrelationen (Bestimmtheits-
maB, R?) von Referenz- zu Vorhersagedaten und Modellqualititen (RMSECV, RPD) besser,
wenn das untersuchte Pflanzenmaterial homogen (z. B. Klonpflanzen), der Gehalt einer Ein-
zelverbindung oder der Gesamtgehalt einer Inhaltsstoffgruppe hoch (z. B. Polyphenole) oder
die Referenzdaten besonders solide (z. B. LC/DAD) waren (siche Abschnitt 4.4).
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Abbildung 64: NIR-Spektren aller analysierten Exemplare von C. rhizoma (n = 163), sowie Mittel-
wert- (schwarz), Min- und Max-Spektrum (blau) und Standardabweichungsspektrum (rot) in (A).

3.3.2.1 Probenset-Heterogenitat

Im Rahmen der Versuche zur NIRS wurden insgesamt 163 Exemplare von C. rhizoma
untersucht. Bereits aus den quantitativen Ergebnissen (3.1.3.1, S. 58) ist ersichtlich, dass die
einzelnen Gruppen von C. rhizoma zum Teil deutliche Unterschiede im Hinblick auf die Ge-
halte an Polyphenolen und Triterpenglykosiden sowie auf die Schwankung dieser Gehalte
(Homogenitét) aufweisen. Vom Probensatz heben sich vor allem die Klone K4 und K5 mit
einem besonders hohen Polyphenolgehalt sowie die kommerziellen Mischchargen aus Wild-
sammlung mit deutlich hoheren Triterpenglykosidgehalten ab.

Die NIR-Spektren der untersuchten Proben zeigen teilweise ein separate Clusterung in
einer PCA (Abbildung 65). So zeigt die PCA der ausschlieBlich kultivierten Exemplare
(links) eine gewisse Clusterung der Klonpflanzen (blau bzw. griin fiir K4 und KS5) und der
verschiedenen Herkiinfte (rot). Auch hier treten die Klone K4 und K5 durch deutliche Ab-
trennung von den Herkiinften hervor. Die Mischchargen aus Wildsammlung (ebenfalls griin)
liegen in der PCA des gesamten Probensatzes (rechts) deutlich isoliert von allen anderen
C. rhizoma Proben aus Kultur. Eine solche qualitative Auswertung der NIR-Spektren stellt
bereits einen ersten Ansatz zur semiquantitativen Abschitzung der Drogenqualitdt in Bezug
auf die Gehalte wertbestimmender Inhaltsstoffe dar.
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Wie im Abschnitt 3.1.3.1 beschrieben, waren die Klonpflanzen besonders homogen im
Hinblick auf die untersuchten Inhaltsstoffe, beispielsweise schwankten die Gehalte an Fuki-
nolsdure (4) und Acetylshengmanolxylosid (17) in den Klonpflanzen K5 (r» = 10) nur um
12,3 % bzw. 10,0 % und die Gesamtgehalte an Polyphenolen und Triterpenglykosiden um
9,4 % bzw. 16,8 % (RSD). Im Gegensatz dazu schwankten die entsprechenden Gehalte in der
Gruppe der Exemplare von verschiedener Herkunft (n=101) um 37,8 %, 42,4 %, 30,0 %
bzw. 35,8 % (RSD, Abbildung 33, S. 62).
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Abbildung 65: Hauptkomponentenanalysen (PCA) fiir das Probenset von den fiir die NIRS Quantifi-
zierung verwendeten C. rhizoma Exemplare. Klonpflanzen (n = 56, blau bzw. griin fir K4 und K5)
und Pflanzen verschiedener Herkunft (n =101, rot) in linker PCA und gemeinsam mit den sechs
kommerziellen Chargen aus Wildsammlungen (griin, rechte PCA), nach Spektrenvorbehandlung
(1. Ableitung) im Wellenzahlbereich 5.446-9.403 cm ™! (Grafik aus Bittner et al. 2017 [165]).

3.3.2.2 Quantifizierung von Polyphenolen mittels NIR-Spektroskopie

Unterschiedliche Ergebnisse im Hinblick auf die Vorhersagequalitét fiir Polyphenole
ergaben sich in Abhdngigkeit vom betrachteten Probenset. Im Einzelnen wurden das gesamte
Set (n =163), nur kultivierte Exemplare (n = 157), nur die Klonpflanzen (n = 56), die Pflan-
zen verschiedener Herkunft (» = 101) und die kommerziellen Mischchargen aus Wildsamm-
lung (n = 6) jeweils getrennt betrachtet. Alle Validierungsergebnisse (Parameter z. B. RPD,
RMSECYV) sind in der Tabelle 14 aufgefiihrt.

Im Hinblick auf das gesamte Probenset von C. rhizoma ergab sich eine sehr gute Korre-
lation fiir die Bestimmung des Gesamtgehalts an Polyphenolen (4-9) mit R?=0,95 und
RPD =4,62. Innerhalb des Sets der in Berlin kultivierten Exemplaren war die NIRS-
Vorhersagequalitiit sogar leicht besser (R? = 0,96 und RPD = 4,95). Hier konnten auch fiir die
Gehalte einzelner Polyphenole wie Fukinolsiure (4, R?> =0,80) und Cimicifugasiuren A+B
(6+7, R? = 0,85) Modelle entwickelt werden. Bei Betrachtung des gesamten Probensets wie-
derum konnten fiir individuelle Polyphenole keine oder nur unzureichende Ergebnisse erzielt
werden. Die heterogene Gruppe der in Berlin kultivierten Exemplare unterschiedlicher Her-
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kunft zeigte R?=0,93 fiir den Gesamtgehalt und R?=0,71 fiir Fukinolsiure, aber nur
R? < 0,63 fiir einzelne Cimicifugasiuren.

Hervorragende Validierungsergebnisse ergaben sich, wenn nur die Klonpflanzen in die
Modellentwicklung einbezogen wurden. Hier konnten sehr gute Vorhersagemodelle fiir den
Gesamtgehalt an Polyphenolen (R?=0,98 und RPD = 7,61) genauso wie fiir einzelne Poly-
phenole entwickelt werden, beispielsweise Fukinolsiure mit R? = 0,96 und RPD =4,91. Wur-
den die sechs Mischchargen aus Wildsammlungen einzeln betrachtet, fiihrte dies zu sehr gu-
ten Vorhersagequalititen fiir den Gesamtgehalt an Polyphenolen (R? = 0,93 und RPD = 3,73)
und z. B. Fukinolsiure (R?>=1,00 und RPD = 28,4). Diese Ergebnisse zeigen aufgrund des
kleinen Probenumfangs generell das Potential der NIR-Spektroskopie, sind nicht aber als ein-
satzfahiges Modell zu betrachten.

3.3.2.3 Quantifizierung von Triterpenglykosiden mittels NIRS

Fiir die Triterpenglykoside (10-21) konnten unter Betrachtung des vorliegenden Pro-
bensatzes, der wie im Abschnitt 3.1.3.1 beschrieben durch sehr niedrige Gehalte dieser In-
haltsstoffgruppe gekennzeichnet war, generell keine validen Modelle entwickelt werden (sie-
he Tabelle 14). Auch konnten, auBer im Fall von Acetylshengmanolxylosid (17, R* < 0,86
und RPD <2,68), individuelle Gehalte von Triterpenglykosiden nicht zuverldssig bestimmt
und damit keine Modelle entwickelt werden, da fiir einen GroBteil der untersuchten Proben
diese unterhalb des LOQ der verwendeten LC/ELSD Methode lagen.

Betrachtete man ausschlieBlich die sechs kommerziellen Chargen aus Wildsammlungen
(n = 6) mit ihren hoheren Gehalten an Triterpenglykosiden, konnte zumindest fiir den Ge-
samtgehalt ein erster Modellansatz entwickelt werden (R? = 0,93 und RPD = 3,73). Der Ge-
halt an individuellen Triterpenglykosiden erlaubte keine Modellentwicklung, z. B. Acetyl-
shengmanolxylosid (17, R?> = 0,75 und RPD = 2,00). Hier ist die Ursache auch in dem wenig
aussagekriftigen Probensatz zu sehen.

Dariiber hinaus ergaben sich Unterschiede im Hinblick auf die Qualitdt der Referenzda-
ten aus LC. Wie bereits beschrieben (fiir Details siehe 3.1.1), wiesen beide zur Ermittlung der
Referenzdaten verwendeten LC-Methoden andere Werte fiir Sensitivitdt und Prézision auf.
Die fiir die Bestimmung der Polyphenole verwendete LC Methode mit DAD zeigte ein LOQ
fiir Fukinolsdure (4) von 13 ppm (Rhizom) und eine Methodenprézision von nur 0,80 %
(RSD, n = 8). Im Gegensatz dazu wies der ELSD unter den verwendeten chromatografischen
Bedingungen ein LOQ fiir die Standardsubstanz 23-epi-26-Deoxyactein von 460 ppm (Rhi-
zom) und eine Methodenprizision von 3,84 % (RSD, n = 6) auf. Der Gehalt an Polyphenolen
wurde also mit einer deutlich hoheren analytischen Sicherheit (Prézision) bestimmit.
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Abbildung 66: Ausgewdhlte Wiederfindungsplots fiir die zehnfache Kreuzvalidierung der NIRS Vor-
hersagemodelle fiir Polyphenole und Triterpenglykoside. ,,Wahre* Werte aus der Referenzanalyse
mittels LC wurden gegen die vorhergesagten Werte aufgetragen. Dargestellt fiir den Gesamtgehalt an
Polyphenolen in Spalte A, den Gehalt an Fukinolsiure (4) in Spalte B, den Gesamtgehalt an Triter-
penglykosiden in Spalte C und an Acetylshengmanolxylosid (17) in Spalte D. Jeweils fiir das gesamte
Probenset (Reihe 1, n =163), fiir Klonpflanzen (Reihe 2, n = 56) und fiir die kommerziellen Misch-

chargen aus Wildsammlungen (Reihe 3, n = 6 sowie (1) in C, hier nur L1out-Kreuzvalidierung). Mo-
difiziert nach Bittner et al. 2017 [165].




Tabelle 14: Validierungsergebnisse fiir NIRS-Quantifizierung von Polyphenolen und Triterpenglykosiden in C. rhizoma, nach Bittner ez al. 2017 [165].

Validierungsergebnisse

Komplettes Probenset R RMSECV  Bias RPD Rang KV Vorbehandlung ~ Wellenzahl-Bereich (cm ') SEC n
Gesamtgehalt Polyphenole (4-9) 0,95 0,0601 —0,00451 4,62 10 L10%out 1D, MSC 4.247-6.102 0,0488 163
Fukinolséure (4) 0,77 0,0568 0,00363 2,10 10 L10%out 1D, SNV 4.247-4.601, 5.446-6.102 0,0469 163
Cimicifugasdure D (5) 0,72 0,0051 0,00017 1,68 9 L10%out 2D 4.247-4.424, 5.446-6.102 0,0040 163
Cimicifugasdure A (6) 0,48 0,0468 0,00004 1,38 3 L10%out  MSC 5.446-6.102, 7.498-9.404 0,0449 163
Cimicifugasdure B (7) 0,73 0,0629 —-0,00233 1,93 9 L10%out 2D 4.247-4.602, 5.446-6.102 0,0466 163
Cimicifugasdure E (8) 0,41 0,0110 0,00003 1,30 9 L10%out 1D, MSC 5.446-5.774 0,0096 163
Cimicifugasdure F (9) 0,73 0,0103 —-0,00117 1,92 8 L10%out 1D, MSC 5.446-6.102, 7.498-9.403 0,0066 163
Summe von CSA and CSB 0,84 0,0648 —-0,00242 2,49 9 L10%out 1D, MSC 5.446-7.425 0,0515 163
Summe von CSE and CSF 0,72 0,0165 —-0,00189 1,90 10 L10%out 1D, MSC 5.446-9.404 0,0102 163
Gesamtgehalt Triterpenglykoside (10-21) 0,67 0,1110 —-0,00186 1,74 9 L10%out 1D, MSC 3.780-4.004, 4.945-7.259 0,0963 163
Acetylshengmanolxylosid (17) 0,45 0,0319 —-0,00053 1,35 8 L10%out 1D, MSC 3.780-4.227, 5.450-7.259 0,0251 157"
Probenset ohne Mischchargen

Gesamtgehalt Polyphenole 0,96 0,0570 -0,00368 4,95 10 L10%out 2D 4.247-6.102 0,0446 157
Fukinolséure (4) 0,80 0,0530 0,00187 2,24 9 L10%out 1D, SNV 4.246-4.602, 5.774-6.102 0,0456 157
Cimicifugasdure D (5) 0,74 0,0050 0,00003 1,95 9 L10%out 1D, SNV 4.246-4.602, 5.774-6.102 0,0040 157
Cimicifugasdure A (6) 0,47 0,0470 —-0,00104 1,37 2 L10%out ~ MSC 5.446-5.774, 7.498-9.404 0,0449 157
Cimicifugasdure B (7) 0,75 0,0610 —-0,00327 2,01 9 L10%out 1D, SNV 4.246-4.424, 5.446-6.102 0,0489 157
Cimicifugasdure E (8) 0,44 0,0110 —-0,00021 1,33 9 L10%out 1D, MSC 4.246-4.424, 5.446-5.774 0,0092 157
Cimicifugasdure F (9) 0,71 0,0110 —-0,00124 1,87 9 L10%out  MSC 5.446-6.104, 7.498-9.404 0,0072 157
Summe von CSA and CSB 0,85 0,0640 —0,00453 2,56 8 L10%out 1D, MSC 4.246-4.424, 5.446-7.502 0,0513 157
Summe von CSE and CSF 0,72 0,0170 —-0,00108 1,88 7 L10%out 1D, MSC 5.446-6.102, 7.498-9.404 0,0115 157
Gesamtgehalt Triterpenglykoside (10-21) 0,68 0,0811 ,0,00018 1,78 9 L10%out 1D, MSC 3.780-5.454 0,0687 157
Acetylshengmanolxylosid (17) 0,55 0,0267 0,00082 1,46 9 L10%out 1D, MSC 4.224-4.964 0,0238 151"
Klonpflanzen

Gesamtgehalt Polyphenole 0,98 0,0470 0,0031 7,61 9 L10%out 1D, MSC 4.246-4.424,7.498-8.451 0,0205 56
Fukinolséure (4) 0,96 0,0260 0,0005 4,91 3 L10%out 1D, MSC 4.246-4.424,7.498-9.404 0,0227 56
Cimicifugasdure D (5) 0,97 0,0020 0,0001 5,63 7 L10%out 1D, MSC 4.246-4.602, 5.546—6.102, 7.498-8.451 0,0018 56
Cimicifugasdure A (6) 0,92 0,0190 —0,0003 3,53 10 L10%out 1D, SVN 4.246-6.102 0,0123 56
Cimicifugasdure B (7) 0,96 0,0250 0,0017 5,29 8 L10%out 1D, MSC 4.246-4.602, 5.774-6.102, 7.498-8.451 0,0144 56
Cimicifugasdure E (8) 0,92 0,0050 —0,0003 3,45 10 L10%out 1D 4.246-5.450 0,0040 56
Cimicifugasdure F (9) 0,95 0,0060 0,00002 4,38 9 L10%out ~ MMN 4.424-4.602, 5.774-6.102 0,0037 56
Summe von CSA and CSB 0,97 0,0310 —-0,0012 6,09 8 L10%out 1D, MSC 4.424-4.602, 5.774-6.102 0,0224 56
Summe von CSE and CSF 0,97 0,0070 0,0004 5,36 9 L10%out ~ MMN 4.246-4.424, 5.774-6.102, 7.498-9.404 0,0049 56
Gesamtgehalt Triterpenglykoside (10-21) 0,73 0,0539 0,0047 1,90 9 L10%out ~ MMN 3.780-4.964, 7.263-8.922 0,0419 56
Acetylshengmanolxylosid (17) 0,86 0,0135 0,0002 2,68 8 L10%out  MMN 5.450-8.922 0,0117 56
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Tabelle 14: Fortgesetzt.

Validierungsergebnisse

Komplettes Probenset R? RMSECV  Bias RPD Rang KV Vorbehandlung ~ Wellenzahl-Bereich (cm™') SEC n
Gesamtgehalt Polyphenole 0,93 0,0562 —0,0020 3,69 9 L10%out 1D, MSC 4.247-4.602, 5.446-7.525 0,0475 101
Fukinolséure (4) 0,71 0,0620 —0,0004 1,84 8 L10%out 1D, MSC 4.247-4.424, 5.446-6.102 0,0522 101
Cimicifugasdure D (5) 0,41 0,0055 0,0002 1,31 6 L10%out 1D, MSC 4.247-6.102 0,0047 101
Cimicifugasiure A (6) 0,15 0,0590 —-0,0037 1,09 8 L10%out 1D, MSC 5.446-6.102 0,0435 101
Cimicifugasdure B (7) 0,63 0,0632 —0,0012 1,65 9 L10%out 1D, MSC 4.247-4.601, 6.098-7.502 0,0515 101
Cimicifugaséure E (8) 0,21 0,0115 —-0,0001 1,13 4 L10%out 1D, MSC 4.247-4.601, 5.774-6.102 0,0107 101
Cimicifugaséure F (9) 0,37 0,0099 -0,0006 1,26 8 L10%out SNV 4.247-4.601, 5.774-6.102 0,0083 101
Summe von CSA and CSB 0,71 0,0706 0,0006 1,84 6 L10%out 1D, SNV 5.774-6.102 0,0640 101
Summe von CSE and CSF 0,27 0,0187 -0,0010 1,17 9 L10%out 1D, MSC 4.424-4.602, 5.446-9.404 0,0104 101
Gesamtgehalt Triterpenglykoside (10-21) 0,69 0,0902 —0,0035 1,80 10 L10%out 1D, MSC 3.780-4.964 0,0690 101
Acetylshengmanolxylosid (17) 0,38 0,0320 —0,0008 1,27 6 L10%out 2D 4.224-4.964 0,0262 95"
Kommerzielle Chargen

Gesamtgehalt Polyphenole 0,93 0,0250 0,0048 3,73 3 Llout MMN 5.446-6.102, 8.451-9.404 0,0126 6
Fukinolsaure (4) 0,999 0,0010 0,0001 28,4 3 Llout keine 4.424-4.601, 5.446-5.774 0,0004 6
Cimicifugasdure D (5) 0,93 0,0008 0,00002 3,87 4 Llout MMN 6.800-7.502 0,0001 6
Cimicifugasdure A (6) 0,85 0,1210 —-0,0042 2,78 3 Llout MMN 5.446-6.102, 8.451-9.403 0,0031 6
Cimicifugasdure B (7) 0,83 0,0235 —0,0033 2,48 2 Llout 2D 5.774-6.102 0,0136 6
Cimicifugaséure E (8) 0,49 0,0039 -0,0006 0,83 1 Llout MMN 4.598-5.450, 6.800-7.502 0,0029 6
Cimicifugasdure F (9) 0,45 0,0019 0,0004 1,38 3 Llout keine 4.2474.424 0,0005 6
Summe von CSA and CSB 0,68 0,0499 -0,0064 1,78 2 Llout 2D 5.774-6.102 0,0290 6
Summe von CSE and CSF 0,03 0,0043 —0,0005 1,02 1 Llout 2D 8.451-9.403 0,0015 6
Gesamtgehalt Triterpenglykoside (10-21) 0,93 0,0445 0,0169 4,22 4 Llout keine 3.780-4.227, 4.945-5.454 0,0082 6
Acetylshengmanolxylosid (17) 0,75 0,0238 0,0015 2,00 4 Llout MSC 3.780-4.227, 7.263-8.092 0,0036 6

* Einige Exemplare mit Werten < LOQ wurden nicht miteinbezogen

assiuqabig
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4 Diskussion

4.1 Quantifizierung mittels Fliissigchromatografie

Fiir die Quantifizierung der wichtigsten Inhaltsstoffgruppen in C. rhizoma wurden zwei
unterschiedliche LC-Methoden angewandt. Diese Methoden unterschieden sich vor allem
malgeblich durch den verwendeten Detektor (DAD bzw. ELSD) und das Extraktionsverfah-
ren. Die Polyphenole (1-9) zeigten eine deutliche UV-Aktivitdt (Amax ~ 327 nm) und waren
daher leicht und verhiltnismiBig spezifisch mittels géngigen UV-Detektoren zu bestimmen.
Aufgrund der Instabilitdt der polyphenolischen Ester, wurde eine Extraktion angewandt, die
nicht quantitativ war (Ausbeute ca. 80 %). Dennoch erwies sich das genutzte Verfahren als
sehr reproduzierbar und fiihrte zu einer mittleren RSD aller Triplikate von nur 1 %.

Fir die Bestimmung der Triterpenglykoside (10-21) sollte eine Methode entwickelt
werden, die an die Arzneibiicher angelehnt sein sollte. Gerade vor dem Hintergrund der in-
dustriellen Qualitédtskontrolle von Arzneidrogen und der geplanten Verwendung der Daten als
Referenz fiir eine NIRS-Korrelation war dieser Bezug zu den Arzneibuchmonografien fiir
C. rhizoma wichtig. Die entsprechenden Monografien des Ph. Eur. und der USP wurden hier-
bei in Betracht gezogen. Da die USP im Vergleich zur Ph. Eur. einige Vorteile bot, z. B. eine
quantitative dreifach-Extraktion und die Verwendung von authentischem Standard (23-epi-
26-Deoxyactein, 16), wurde eine Methode in Anlehnung an die entsprechende Monografie zu
C. rhizoma der USP etabliert.

In der Ph. Eur. kommt der Charakter einer Konventionsmethode mehr zur Geltung. Hier
wird das Drogenmaterial C. rhizoma nur einfach extrahiert und iiber eine alternative Refe-
renzsubstanz (Ammoniumglycyrrhizinat) kalibriert. Die Glycyrrhizinsdure wies am verwen-
deten Lichtstreudetektor (PLS-ELS 1000) eine deutlich unterschiedliche Response im Ver-
gleich zu 23-epi-26-Deoxyactein auf (Daten nicht gezeigt). Vor dem Hintergrund der geplan-
ten NIRS-Korrelation wurde aus diesen Griinden in dieser Arbeit quantitativ extrahiert und
tiber den authentischen Standard kalibriert, um dem wahren Wert fiir die Triterpenglykoside
ndher zu kommen. Diese quantitative Extraktion mit Verdampfungsschritt fithrte allerdings zu
einer geringeren Methodenprézision insgesamt. Die mittlere RSD aller Triplikate lag hier bei
5 %. Dem zugrunde liegt auch die Schwankung der Detektorresponse, die sich in Schwan-
kungen der Systemstabilitit (Standardlésung 100 pg/mL 23-epi-26-Deoxyactein) von = 10 %
zeigte. Die inter-day system precision zwischen den einzelnen Sequenzen (n =21) lag bei
21,5 %. Generell zeigte die Detektion mittels ELSD also einige Nachteile im direkten Ver-
gleich zu einer UV-Detektion.
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Der ELSD gilt zwar als ,,massenuniverseller* Detektor (siehe 1.4), die Detektorresponse
ist allerdings abhéingig von verschiedenen Faktoren. Zum einen von der Substanz selbst, sogar
strukturell sehr dhnliche Verbindungen kénnen deutlich unterschiedliche Responsefaktoren
aufzeigen. Zum anderen ist die Response konzentrationsabhéngig, was eine logarithmische
Kalibrierung notwendig macht. Umgekehrt fiihrt dies zu hohen LOD/LOQs fiir Triterpengly-
koside, da der Detektor nicht sehr empfindlich ist. Das im Rahmen dieser Arbeit gefundene
LOQ von 36,6 ng/mL fiir 23-epi-26-Deoxyactein entspricht in der GroBenordnung ungetahr
dem, was auch bei einer UV-Detektion erreicht werden kann mit z. B. einem LOQ von
10 ug/mL bei 203 nm in [94]. Aus diesem Grund wire eine Aufkonzentrierung nach der Ex-
traktion hilfreich z. B. durch eine Verringerung des Wiederauflosevolumens nach Evaporati-
on. Hierbei kommt es aber zu Problemen mit der Loslichkeit des Extrakts, da nicht nur die
Triterpenglykoside selektiv extrahiert werden. Eine andere Mdglichkeit wire eine Anreiche-
rung der Analyten mittels Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE). Da im Rahmen
dieser Arbeit aber iiber 170 Proben in Triplikaten untersucht werden sollten, wurde diese Op-
tion aus finanziellen und arbeitspraktischen Griinden nicht niher in Betracht gezogen. Eine
Optimierung der Ausbeute und Extraktion wire allerdings mittels einer automatisierten Ex-
traktion mit entsprechenden Gerdten moglich (z. B. ASE 100, Thermo) [55]. Eine selektivere
Extraktion und Anreicherung der eher lipophilen Triterpenglykoside konnte man potentiell
durch die Anwendung eines cloud-point-extraction—Verfahrens erreichen [166,167].

Des Weiteren hat die Zusammensetzung der Mobilen Phase einen Einfluss auf die
ELSD-Response. Sie steigt mit Zunahme des organischen Anteils, also in der Regel im Lauf
einer RP-Chromatografie mittels Gradientenelution wie am Beispiel einer Glukoseldsung in
Abbildung 67 gezeigt. Dieser Effekt zeigte sich ebenfalls fiir 23-epi-26-Deoxyactein. Aus
diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit ein linearer Gradient mit niedrigem Anstieg
verwendet, um diesen Einfluss der Mobilen Phase moglichst gering zu halten. Die ELS-
Detektion weist also einige analytische Nachteile auf, trotz vermeintlich universeller Respon-
se fiir verschiedene Verbindungen. Neuere ELS-Detektoren zeigen jedoch eine héhere Emp-
findlichkeit und wurden hiufig verbessert, z. B. durch eine mobile-phase-compensation, die
o. g. Einfliisse ausgleichen kann. Aus diesen Griinden ist die ELSD nach wie vor als gut ge-
eignet fiir die Actaea-Triterpenglykoside anzusehen.
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Abbildung 67: Einfluss der Mobilen Phase auf die Re-
sponse in ELSD am Beispiel einer Glukoseldsung
(500 ug/mL, je n = 3).
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4.2 Cimicifugae rhizoma aus Kultur

Die Traubensilberkerze ist eine der am meisten genutzten Arzneipflanzen. Fiir die Her-
stellung entsprechender Phytopharmaka werden alkoholische Extrakte verwendet, die aus
dem Rhizom der Pflanze gewonnen werden. Da eine Kultivierung der Traubensilberkerze
schwierig und die notwendige Wachstumsdauer bis zur Ernte eines ausreichend gro3en Rhi-
zoms lang ist, wird die Pflanze bis heute hauptsdchlich aus Wildsammlungen bezogen. Die
Wildernte geht allerdings mit dem Tod des Exemplars einher. Hierdurch wird die natiirliche
Population in den Wildern Nordamerikas zunehmend gefdhrdet. Aus diesem Grund wird in
naher Zukunft eine Kultivierung der Traubensilberkerze unerlésslich sein. Wird eine Arz-
neidroge aus kontrolliertem Anbau bezogen, lasst sich auch das Risiko von Verfélschungen,
wie sie auf dem GroBhandelsmarkt auftreten konnen, vermindern bzw. ganz ausschlief3en.
Vor allem die Schwankungen im Hinblick auf das Inhaltsstoffmuster in Abhéngigkeit von
Genotyp, Chemotyp und der unterschiedlichen Physiographie spielen bei aus Kultur/Anbau
stammendem Material nur eine untergeordnete Rolle. Durch vegetative Vermehrung kann
mutmaBlich sehr homogenes Pflanzenmaterial mit konstanter Qualitit erzeugt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, diese Zusammenhinge zu untersuchen. Bis
zu 179 Exemplare von C. rhizoma wurden qualitativ mittels HPTLC und LC/MS sowie quan-
titativ im Hinblick auf Polyphenole (LC/DAD) und Triterpenglykoside (LC/ELSD) charakte-
risiert. Es stellte sich heraus, dass die Rhizome einzelner, vegetativ vermehrter Pflanzen
(Klone) nur sehr geringe Schwankungen im Gehalt verschiedener sekundédrer Metaboliten von
circa 10 % zeigen (Tabelle 9, S. 66). Diese Schwankung liegt auf dem Niveau der Schwan-
kung innerhalb ein und desselben Rhizoms und ist als Grundschwankung anzusehen. Die
Homogenitidt der vegetativ vermehrten Pflanzen zeigte sich auch in den engen Clustern in
PCA basierend auf LC/MS-Daten (Abbildung 53, S. 82).

Vergleicht man die in Berlin kultivierten Einzelpflanzen unterschiedlicher Herkunft mit
den Klonen, so ist deren gro3ere Heterogenitét deutlich erkennbar. Die Gehalte an Polypheno-
len und Triterpenglykosiden innerhalb dieser Gruppe schwankten stark um bis zu 59 % (RSD,
Cimicifugasédure B, 7) bzw. 42 % (RSD, Acetylshengmanolxylosid, 17). Die im Rahmen die-
ser Arbeit untersuchten Einzelexemplare aus Wildsammlungen schwankten in den entspre-
chenden Gehalten sogar um bis zu 82 % (RSD; Cimicifugasaure F, 9). Eine Kultur von vege-
tativ vermehrten Pflanzen fiihrte also eindeutig zu Material von groBerer Inhaltsstofflicher
Homogenitit.

Bisher werden fiir die Herstellung von entsprechenden Phytopharmaka hauptséchlich
homogene Mischchargen aus Wildsammlungen verwendet. Da solche Chargen Mischungen
vieler Pflanzen darstellen, fallen hier Schwankungen von Individuen nicht so sehr ins Ge-
wicht. Die GroBhandelsware stellt einen Populationsquerschnitt der entsprechenden Region
dar, in der geerntet wurde. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Mischchar-
gen wiesen eine sehr konstante Qualitdt auf, mit Schwankungen im Gehalt an unterschiedli-
chen Metaboliten von maximal 30 % (Polyphenole, gesamt) bzw. 16 % (Triterpenglykoside,
gesamt). Im industriellen Umfeld kann mit solchen Chargen, unterstiitzt durch z. B. Mischen
von Chargen, eine sehr konstante Qualitét eines Phytopharmakons sichergestellt werden.
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Besonders fillt allerdings die starke Unterschiedlichkeit von Einzelexemplaren bzw.
Chargen aus Wildsammlungen zu denen verschiedener Herkunft aus Kultur in Berlin bzw.
den kommerziellen Anbauchargen auf. Im Rahmen des in dieser Arbeit untersuchten Proben-
satzes zeigte sich ein deutlicher Trend zu hoheren Triterpenglykosidgehalten in Material aus
Wildsammlungen. Im gesamten Probensatz aus Kultur lag der Gesamtgehalt an Triterpengly-
kosiden im Mittel bei nur unter 0,5 %, wihrend in Mischchargen die Gehalte im Mittel bei
iiber 1,1 % lagen (Abbildung 33, S. 62). Legt man die Anforderungen der USP zugrunde
(= 0,4 %), wiirden viele Einzelpflanzen nicht der Monografie entsprechen. Diese Unterschie-
de im Gehalt zeigten sich ebenfalls sehr deutlich bei einer explorativen Analyse von LC/MS-
Fingerprints ausgewéhlter Proben mittels PCA und HCA (Abbildung 49, S. 78). Hier bildeten
Einzelpflanzen aus Kultur in Berlin und aus Wildsammlungen klare separate Cluster, nur
WHS (S2607) wurde gemeinsam mit einigen Exemplaren aus Kultur in Berlin gruppiert.
Auch die Einzelexemplare aus den USA zeigten solch einen hohen Gehalt an Triterpenglyko-
siden (mittlerer Gesamtgehalt {iber 1,1 %) wie die Mischchargen von GroBhindlern, wenn
auch mit einer deutlich groBeren Schwankung von 38 %. Im Hinblick auf den Gehalt an Poly-
phenolen ergaben sich allerdings nur kleine Unterschiede im gesamten Probenset, mit einer
leichten Tendenz zu hoheren Gehalten im Material aus Kultur, z.B. + 87 % Fukinolsdure
(FC=1,87, p=10,001). Aus dem gesamten Probenset stachen hier nur die Klone K4 und K5
mit ihren besonders hohen mittleren Gesamtgehalten an Polyphenolen von > 1,0 % bzw.
> 1,3 % (Abbildung 33, S. 62) heraus. Diese Pflanzen waren sehr jung, sie wurden erst im
Jahr 2012 gepflanzt. Vermutlich fithrte hier ein geringerer Verholzungsgrad zu den hohen
Polyphenolgehalten.

Da das aus Berlin stammende Material besonders schonend getrocknet wurde (30 °C,
24 h), konnen die beschriebenen Unterschiede, vor allem die zwischen den Mischchargen und
den Pflanzen aus Kultur, zum Teil mutmaBlich durch verschiedene Nachernteprozesse oder
Lagerungsbedingungen erkldrt werden. Vermutlich liegt die Begriindung allerdings auch in
den unterschiedlichen Wachstumsbedingungen und einem moglicherweise schnelleren
Wachstum der kultivierten Pflanzen.

Die in Berlin kultivierten Exemplare unterschiedlicher Herkunft zeigen eine Clusterung
in der PCA basierend auf den Gehalten der wertbestimmenden Triterpenglykoside 10-21
(Abbildung 68). Aufgrund der niedrigen Konzentration dieser Glykoside in den Pflanzen aus
Kultur war die Gruppierung allerdings nicht sehr eindeutig und bedurfte einer spateren manu-
ellen Auswertung der LC/ELSD-Fingerprints. Diese Gruppierung deutete aber bereits auf eine
potentielle Existenz unterschiedlicher Chemotypen in Actaea racemosa L. hin. Vor allem das
gemeinsame Clustern der Exemplare S2475 und S2607 (= WHS s. 0.) aus Wildsammlungen
mit den Einzelpflanzen aus Kultur und den Chargen aus Anbau in HCA basierend auf Gehal-
ten aller untersuchter Verbindungen 4-21 unterstiitzte diese These (Abbildung 39, S. 68).
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Abbildung 68: Clusterung der 101 Einzelexemplare von C. rhizoma aus Kultur in Berlin in PCA (A)
und HCA (B) basierend auf quantitativen Daten fiir Triterpenglykoside 10-21. Aufgrund der Gehalte
vieler Triterpenglykoside < LOQ ist die Gruppierung in PCA nicht sehr deutlich. Das Clustern in po-
tentielle Chemotypen (CT) ist nicht eindeutig, da neben den unterschiedlichen Verhéltnissen von Tri-
terpenglykosiden auch quantitative Unterschiede iiberlagern und Werte unter dem LOQ nicht mit ein-
bezogen wurden.

Die grof3e Diversitdt im Hinblick auf den Triterpenglykosid-Fingerprint zeigte sich vor
allem auch innerhalb der Gruppe der Einzelpflanzen aus Wildsammlung (Abbildung 43,
S. 72). Der tiberwiegende Teil dieser Proben zeigte einen Fingerprint &hnlich zu dem der
kommer-ziellen Mischchargen (23-epi-26-Deoxyactein, 16, DOA-Typ). Bei einigen Exemp-
laren zeigten sich aber auch hohere Gehalte an Acetylhydroshengmanolxylosid (AHSX-Typ,
14), Acetylshengmanolxylosid (ASX-Typ, 17) oder Acetylcimigenol-Derivaten (ACA/ACX-
Typ, 20 und 21).

Diese potentiellen Chemotypen zeigten sich auch in den in Berlin angebauten Pflanzen,
wenn auch mit quantitativen Unterschieden. Auch die aus kommerziellem Anbau stammen-
den Mischchargen zeigten spezielle, vom DOA-Typ abweichende Muster, z.B. den ASX-Typ
(Charge B3, B4 und B5) oder den ASX/ACX-Typ (Chargen B1, B7 und BS8). Dennoch zeig-
ten einige der in Berlin kultivierten Einzelexemplare einen Triterpenglykosid-Fingerprint dhn-
lich zum DOA-Typ der Handelsware aus Wildsammlungen, wenn auch wieder mit einem
deutlich niedrigerem Gesamtgehalt (Abbildung 69).
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Abbildung 69: Vergleich eines DOA-Typ Triterpenglykosid-Fingerprints aus
Kultur (links) mit einem einer Mischcharge aus Wildsammlung (rechts), sehr
dhnliche Verteilung der Triterpenglykoside 10-21, aber starke quantitative
Unterschiede zwischen Kultur und Wildsammlung.

Diese mutmaBlichen Chemotypen von A. racemosa wurden vor dem Hintergrund der
von Motley et al. (2004) postulierten Genotypen nidher mittels LC/MS untersucht [76]. In den
Versuchen mittels nontargeted analysis bestitigte sich diese Gruppierung. Die verschiedenen
Exemplare wiesen zum Teil deutlich unterschiedliche massenspektrometrische Fingerprints
auf (Abbildung 50, S. 79). Die im Rahmen dieser Versuche untersuchten Exemplare bildeten
deutliche Cluster in der HCA (Abbildung 50, S. 79). Da es sich aber bei den Exemplaren C3
und C4 um sehr junge Pflanzen handelte (gepflanzt 2011), stand hier der Einfluss des Alters
zur Diskussion. Die Unterschiedlichkeit kann aber nicht nur im Alter begriindet sein, da bei-
spielsweise in derselben Analyse die Exemplare der Herkunft C1 (gepflanzt 2010) gemeinsam
mit denen der Herkunft C11 (gepflanzt 2002) clustern.

Die Gruppierung innerhalb dieses Subsets von Einzelexemplaren stimmte allerdings
nicht iiberein mit dem Clustern aller Einzelexemplare aus Kultur in Berlin, basierend auf den
quantitativen Daten filir Triterpenglykoside 10-21 (Abbildung 68). Dies ist erklarbar durch
die Verwendung des komplexeren gesamten massenspektrometrischen Fingerprints. Weiter-
hin wurden die jeweiligen Proben nur einfach vermessen. Auch wenn die Systemstabilitit
wiahrend der Analyse gewéhrleistet wurde und die Extraktion als reproduzierbar anzusehen
ist, sollten hier noch weitere, umfangreichere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

In den Mischchargen aus kommerziellem Anbau deutete sich eine Selektion bestimmter
Chemotypen an, z. B. dem ASX-Typ in B4 oder dem ASX/ACX-Typ in B8. Gemeinsam mit
den im Vergleich zu Material aus Wildsammlungen unterschiedlichen Umgebungsbedingun-
gen flihrt dies zu einem deutlich anderen Triterpenglykosid-Fingerprint und —gehalt dieser
Chargen. Potentiell entspricht solches Material dann nicht mehr den Anforderungen der
Ph. Eur. Monografie fiir C. rhizoma und kann nicht fiir die Herstellung von entsprechenden
Phytopharmaka eingesetzt werden. Weiterhin zeigte sich in der LC/MS ein deutlicher Unter-
schied zwischen feinen Wurzeln und Rhizom. Dieser Aspekt ist ebenfalls zu beriicksichtigen,
will man z. B. relativ junge Pflanzen/Chargen mit hohem Anteil feiner Wurzeln einsetzen.




Diskussion 107

Durch eine Selektion von Geno- oder Chemotypen wéhrend einer Kultivierung, ergeben
sich moglicherweise quantitative Unterschiede im Muster der sekundidren Metaboliten in Ex-
trakten von C. rhizoma. Ebenso scheint es einen Zusammenhang zwischen Wachstumsbedin-
gungen (Wachstumsgeschwindigkeit) sowie dem Inhaltsstoffmuster innerhalb der Rhizome
der Traubensilberkerze zu geben [70,77]. Um einen Einfluss der Wachstumsbedingungen auf
die Inhaltsstoffe allein hin zu untersuchen, miisste aber genetisch einheitliches Material in
verschiedener Umgebung unter kontrollierten Bedingungen, z. B. im Wald (forest farming)
und in Kultur durchgefiihrt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde genetisch sehr heteroge-
nes Material untersucht. Daher ist eine stichhaltige Schlussfolgerung auf einen Einfluss der
Wachstumsbedingungen nicht ohne weiteres moglich. Trotzdem waren die Unterschiede zwi-
schen den heterogenen Gruppen ,,Wild*“ und ,,Kultur sehr deutlich. Besonders der Gehalt
vieler Triterpenglykoside < LOQ in LC/ELSD ist nicht von der Hand zu weisen.

Die Kultivierung der Traubensilberkerze fithrt zu Material von besonderer Homogeni-
tat, insbesondere wenn Pflanzen vegetativ vermehrt werden. Dies kann zu einer reproduzier-
baren Qualitdt eines Phytopharmakons beitragen. Ebenso trigt sie naturgeméal zur Sicherheit
der Produkte bei, da Verschneidungen/Untermischungen verhindert werden. Bei der Auswahl
der Kandidaten fiir eine Kultur sind jedoch Geno- und Chemotypen zu beriicksichtigen, die,
besonders im Vergleich zu den ausgeglichenen Mischchargen aus Wildsammlungen, zu einer
Verschiebung des Inhaltsstoffmusters der Extrakte fithren konnen.

4.3 Identifizierung von Cimicifugae rhizoma

Im Falle von C. rhizoma ist der kommerzielle Anbau der Arzneipflanze fiir die industri-
elle Herstellung von Phytopharmaka noch nicht sehr weit verbreitet. Aus diesem Grund
kommt der Sicherstellung der korrekten Identitidt der Spezies Actaea racemosa (L.) eine be-
sondere Bedeutung zu, da bei einem Bezug von Arzneidrogen von GroBhidndlern und aus
Wildsammlungen eine Verwechslung bzw. kommerziell motivierte Substitution mit anderen
Actaea spp. moglich ist. Eine Priifung auf Identitdt oder Substitution ist daher neben den
Reinheitspriifungen und Gehaltsbestimmungen integraler Bestandteil von Arzneibuchmono-
grafien, z. B. des Europidischen Arzneibuchs. Ebenso schreiben cGMP-Leitlinien eine solche
Priifung fiir Arzneidrogen vor [27]. Aus bereits in der Einleitung beschriebenen Griinden will
man eine solche Priifung moglichst preiswert und ohne unverhiltnismafig groBen Aufwand
realisieren. Eine Verwendung von bereits in Routinelaboren der pharmazeutischen Qualitits-
kontrolle gut etablierten analytischen Methoden ist daher eine interessante Alternative zu
komplexeren Methoden, wie LC/MS, H'-NMR-Spektroskopie oder dem DNA-Barcoding.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Priifung von C. rhizoma auf Identi-
tdt und Substitution mittels gdngigen Verfahren wie UV-Spektroskopie, LC/DAD oder der
NIR-Spektroskopie mdglich ist. Alle drei Methoden, jeweils gekoppelt an eine multivariate
Auswertung der resultierenden analytischen Daten, waren im Rahmen des in dieser Arbeit zur
Verfligung gestandenen Probenumfangs in der Lage, C.rhizoma bzw. Actaea racemosa L.
von anderen nah verwandten Arten abzugrenzen.

Durch ihren Gehalt an Polyphenolen zeigten die Rhizomextrakte verschiedener
Actaea spp. eine deutliche UV-Absorption. Die jeweiligen UV-Spektren der verschiedenen
Arten zeigten subtile qualitative und quantitative Unterschiede. Insgesamt waren die Spektren
reproduzierbar innerhalb einer Art. Durch ein validiertes multivariates Klassifizierungsmo-
dell, erstellt mittels LDA, war eine Vorhersage der Zugehorigkeit einer Probe zu einer Gruppe
der verschiedenen Actaea spp. moglich. War es nicht moglich, eine Probe anhand ihres UV-
Spektrums zuzuordnen, wurde sie vom Modell als nicht klassifiziert eingestuft. Eine Identifi-
zierung von C.rhizoma mittels UV/LDA war mdglich. Eine unbekannte Actaea sp. und
A. dahurica, die aufgrund ihres kleinen Probenumfangs nicht in die LDA miteinbezogen wer-
den konnten, zeigten vielversprechende Abweichungen vom A. racemosa Cluster in der PCA.
Daher ist es wahrscheinlich moglich, auch diese Arten in das Modell zu integrieren.

Weiterhin zeigte sich, dass die Polyphenole 4-9 in allen im Rahmen dieser Arbeit un-
tersuchten Actaea spp. in unterschiedlichen Verhéltnissen vorkamen. Diese Unterschiede im
Muster der Polyphenole, z. B. dem Gehalt an Cimicifugasédure D (5), A (6) oder F (9), konn-
ten zur Unterscheidung der jeweiligen Arten herangezogen werden. In der multivariaten
Auswertung der Muster mittels PCA zeigten sich deutliche Cluster der verschiedenen Arten.
Da in dieses Teilprojekt nur Proben anderer Actaea spp. aus Kultur in Berlin einbezogen wur-
den, wird deutlich, dass diese unterschiedlichen Muster im Polyphenolgehalt nicht ausschlieB3-
lich von Umweltbedingungen abhéngig sind, sondern tatsdchlich typisch fiir die eine oder
andere Art sind.

Neben den C. rhizoma Proben aus Kultur in Berlin wurden auch die jeweiligen Proben
aus Wildsammlungen, Mischchargen und Einzelpflanzen mit in die Auswertung einbezogen.
Sie bildeten aufgrund ihres Polyphenol-Musters einen gemeinsamen Cluster (Abbildung 58,
S. 89). Alle Exemplare von A. racemosa, egal welcher Herkunft, waren also anhand dieses
Musters eindeutig von den anderen Arten abzugrenzen. Die einfache Auswertung des Gehalts
an Polyphenolen 4-9 reichte im Rahmen der zur Verfiigung stehenden Exemplare bzw. Pro-
ben aus, um die Art korrekt zu identifizieren. Um die Aussage allerdings noch sicherer treffen
zu konnen, sollten noch weitere Proben, auch von anderen Actaea spp. und von unterschiedli-
cher Herkunft untersucht werden.

Eine Weiterentwicklung dieses Ansatzes stellt die Verwendung des gesamten LC-
Fingerprints zur Identifizierung dar [102]. Fiir eine Vorbereitung der LC-Rohdaten zur mul-
tivariaten Auswertung, z. B. Offset-Korrektur oder Alignment der Léufe, ist allerdings spezi-
elle Software nétig, wie z. B. Unscrambler oder SIMCA. Durch eine UV-Detektion bei nied-
rigerer Wellenldnge ist es auch moglich, deutlich komplexere Fingerprints zu erhalten, als mit
einer UV-Detektion bei 327 nm. In Zukunft konnte es sogar mdglich sein, mithilfe von nur
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einem LC-Fingerprint, z. B. aus LC/ELSD, alle Priifungen einer Arzneibuchmonografie, das
heillt die Priifungen auf Identitédt, Substitution, Reinheit und Gehalt, zu realisieren. Lediglich
die Mitfiihrung eines Referenzstandards und eine multivariate Auswertung wéren nétig.

Die vielversprechendste Alternative zu herkommlichen Methoden zur Identifizierung
von C. rhizoma ist die NIR-Spektroskopie. Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich in einer PCA
der NIR-Spektren eine klare Abgrenzung asiatischer Actaea spp. zu den nordamerikanischen.
Nach einer weiteren Optimierung, z. B. Auswahl von Wellenzahlbereichen oder Datenvorbe-
handlungen, ist es sicher moglich, unter Verwendung geeigneter multivariater Klassifizie-
rungsverfahren, wie z.B. PLS-DA, Modelle zu etablieren, die eine korrekte Spezieszugeho-
rigkeit vorhersagen konnen. Somit konnte direkt am pulverisierten Rhizom und ohne Extrak-
tion eine Authentifizierung von C. rhizoma durchgefiihrt werden.

Insgesamt war es mit allen untersuchten Verfahren mdglich, nah verwandte Actaea spp.
voneinander abzugrenzen. Die Kopplung einfacher, etablierter analytischer Verfahren an eine
multivariate Auswertung bzw. Modellbildung zur Klassifizierung einer Probe, zeigte ihr deut-
liches Potential in Routinelaboren eingesetzt zu werden, mit dem Ziel der Zeit- und Kostener-
sparnis. Der Nachteil dieser Verfahren ist die Notwendigkeit eines ausreichend groflen Pro-
bensatzes zur Kalibrierung bzw. Modellbildung. Idealerweise sollte dieser Probensatz alle
moglichen Substitutionen beinhalten. Dies ist in der Praxis oft schwer moglich, auch wenn
Vertriebswege qualifiziert sind und die Zahl der zu priifenden Substitutionen begrenzt ist (wie
auch im Falle von C. rhizoma nach Ph. Eur.). Die Verwendung von Klassifizierungsverfah-
ren, die auch unbekannte Proben beriicksichtigen konnen, ist daher notwendig.

Weiterhin ist eine Priifung auf Identitit und Substitution sehr gut mittels einfachen und
gut etablierten diinnschichtchromatografischen Verfahren mdoglich. Eine Authentifizierung
einer Droge durch Vergleich mit einem authentischen Referenzstandard ist der praktikabelste
Weg, eine solche Priifung zu realisieren (Abbildung 30, S. 57). HPTLC-Fingerprints sind
auch bei nah verwandten Arten oft sehr unterschiedlich. Problematisch wird es, wenn bei-
spielsweise Material aus alternativen Quellen wie z. B. einem Anbau unter bestimmten
Wachstumsbedingungen und Selektion von Chemotypen einen leicht anderen Fingerprint in
der HPTLC aufzeigt wie z. B. eine Mischcharge aus Wildsammlungen. Dies war auch im
Rahmen dieser Arbeit der Fall (siche Abbildung 26, S. 54). Hier kommt die subjektive Aus-
wertung von Fingerprints zur Identititspriifung an ihre Grenzen.

Generell ist eine Identifizierung einer Droge in der Regel einfacher moglich als eine De-
tektion von Verunreinigungen bzw. einer Untermischung. Will man beispielsweise eine Ver-
schneidung einer Charge mit 5—10 % anderer Actaea spp. detektieren, ist ein groferer analyti-
scher Aufwand ndtig. Ankli et al. zeigte bereits im Jahr 2008, dass dies mithilfe einer kom-
plexen HPTLC-Methode grundsatzlich mdglich ist [80]. In der Regel ist es notig, fiir eine Art
spezifische Markersubstanzen zu finden wie z. B. bei asiatischen Actaea spp. das Cimifugin,
welches dort in ausreichend groer Menge, aber in A. racemosa nicht vorkommt.
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Ob eine Detektion von Verschneidungen mit den im Rahmen dieser Arbeit angewand-
ten Methoden, wie UV-Spektroskopie, LC/DAD oder NIR-Spektroskopie, ebenfalls moglich
ist, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Potentiell moglich wire dies iiber eine
quantitative Kalibrierung, z. B. {iber eine PLS-Regression, und Analyse von Mischungen der
verschiedenen Arten, etwa im Bereich von 1% bis 50 %. Vor allem fiir die NIR-
Spektroskopie wire dies ein vielversprechender Ansatz. In jeden Fall wére hier wieder eine
multivariate Modellbildung eine Voraussetzung.

Insgesamt zeigte der Ansatz sein groes Potential, einfache und robuste Methoden an
eine multivariate Auswertung zu koppeln, um eine Arzneidroge zu qualifizieren. Auch wenn
in der Regel eine Modellbildung mithilfe eines représentativen Probensatzes notig ist, so lie-
Ben sich auf diesem Wege Zeit und Kosten einsparen. Vor allem Weiterentwicklungen in den
Bereichen LC-Fingerprints und NIR-Spektroskopie sind vielversprechend. Ebenso wére es
interessant, massenspektrometrische Fingerprints beispielsweise aus Bin-Analysen basierend
auf LC/MS-Daten (wie in Abschnitt 3.1.4 durchgefiihrt) fiir 0. g. Zweck einzusetzen.

4.4 Quantifizierung mittels FT-NIR-Spektroskopie

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Quantifizierung von wertbestimmen-
den Inhaltsstoffen in C. rhizoma mittels NIRS grundsdtzlich méglich ist. Die Vorhersagequa-
litdt schwankte jedoch je nach Referenzmethode, Homogenitit des Probensets und Konzentra-
tion des/der zu quantifizierenden Inhaltsstoffs bzw. —gruppe.

Die entwickelte LC/DAD-Methode zur Bestimmung der Polyphenole wies eine hohe
Prizision auf. Die mittlere RSD der dreifachen Bestimmungen lag bei unter 1 %. Die Extrak-
tion, auch wenn sie aufgrund der Instabilitit der Polyphenole nicht quantitativ gestaltet wer-
den konnte, war also besonderes reproduzierbar. Weiterhin war das LOQ der Methode niedrig
genug, um auch gering konzentrierte Polyphenole sicher zu quantifizieren. In der Summe
fiihrte diese hohe Giite der Analyseergebnisse zu einer guten bis sehr guten NIRS-
Vorhersagequalitét, sogar fiir einzelne Polyphenole.

Auf der anderen Seite stehen die Triterpenglykoside, die mit einer Methode bestimmt
wurden, die ein hoheres LOQ aufwies. Gleichzeitig treten diese Inhaltsstoffe zum Teil in
deutlich niedrigerer Konzentration in C. rhizoma auf. Zudem wurde in diesem Fall die quanti-
tative Extraktion der entsprechenden USP Monografie angewandt. Dies beinhaltete einen
Verdampfungs- und Wiederaufldseschritt, aufgrund dessen die mittlere RSD aller dreifachen
Bestimmungen im Vergleich zu den Polyphenolen bei deutlich héheren 5 % lag. Zusammen
bedeutete dies eine grofBere Unsicherheit bei den Referenzwerten fiir die Triterpenglykoside.
Es wurde deutlich, dass die Giite der Referenzdaten, die zur Erstellung eines NIRS Vorher-
sagemodells genutzt werden, einen groen Einfluss auf die Vorhersagequalitdt hat.

Die Heterogenitit des Probensets (siche Abbildung 64, S. 95) hatte ebenso einen Ein-
fluss auf die NIRS Vorhersagequalitdt. Betrachtet man die Vorhersagemodelle des gesamten
Sets, welches aus den Pflanzen unterschiedlicher Herkunft, den homogenen Klonpflanzen,




Diskussion 111

sowie den Mischchargen aus Wildsammlungen besteht, sicht man, dass in der Regel nur der
Gesamtgehalt an Polyphenolen zu guten Ergebnissen fiihrte. Fiir einzelne Verbindungen zeig-
ten sich nur Korrelationen von R? < 0,84. Das gleiche Bild ergab sich fiir das heterogene Set
der Pflanzen verschiedener Herkunft kultiviert in Berlin. Im Gegensatz dazu zeigte die Teil-
menge der Klonpflanzen auch fiir individuelle Polyphenole Korrelationen mit R? > 0,92 und
guten Vorhersagequalititen. Ahnlich verhielt sich die Handelsware mit Korrelation fiir einige
individuelle Verbindungen mit R? > 0,83.

Weiterhin zeigte sich, dass in der Regel hoher konzentrierte Einzelverbindungen, die in
einem breiten Konzentrationsbereich vorliegen, besser mittels NIRS bestimmbar sind. Bei-
spiele hierfiir sind die Fukinolsdure (4) oder das Acetylshengmanolxylosid (17). Diese traten
in den zur NIR-Spektroskopie verwendeten Proben in einem Bereich von etwa 0,1-0,7 %
bzw. 0,02-0,27 % auf. Fiir andere individuelle Triterpenglykoside konnten keine Modelle
entwickelt werden. Im Gegensatz dazu zeigten jedoch zum Teil niedriger konzentrierte Poly-
phenole gute Vorhersagequalitiiten, z. B. die Cimicifugasiure D mit R?= 0,97 in Klonpflan-
zen (n = 56) bei einer Konzentration von unter 0,05 %. Zu erkléren ist dieses Phinomen ver-
mutlich damit, dass wie in Abschnitt 3.2.2 gezeigt, die Polyphenole in C. rhizoma stets in
konstanten Verhéltnissen aufzutreten scheinen. Diese Kolinearitit der Gehalte innerhalb der
Klonpflanzen z. B. fiir Fukinolsiure und Cimicifugasiure D mit R? = 0,96 fiihrte offensicht-
lich dazu, dass auch fiir nur in geringen Mengen vorkommende Polyphenole NIRS-
Vorhersagemodelle entwickelt werden konnten (Abbildung 70).
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Abbildung 70: Kolinearitit der Gehalte an Fuki-
nolsdure (4) und Cimicifugasédure D (5) in C. rhi-
zoma (nur Klonpflanzen, n = 56), obere Punktwol-
ke stellt Werte flir K4 und K5 dar.
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Die Gesamtgehalte an Polyphenolen lagen im Bereich von etwa 0,35-1,60 % und fiihr-
ten meist zu sehr guten Vorhersagequalitidten. Anders sah dies beim Gesamtgehalt an Triter-
penglykosiden aus. Dieser Gesamtgehalt setzte sich aus einer im Vergleich zu den Polypheno-
len gréBeren Anzahl an individuellen Gehalten von zwolf Einzelverbindungen zusammen und
lag im Bereich von 0,05-1,38 %. Die individuellen Gehalte vieler der untersuchten Triter-
penglykoside lagen unter dem LOD und wurden daher nicht in die Berechnung des Ge-
samtgehalts einbezogen. Die meisten Gehalte lagen nahe am LOQ und wurden mit grof3erer
Unsicherheit bestimmt (siche Abschnitte 3.1.1 und 4.1). Hinzu kommt, dass die aus Kultur in
Berlin stammenden Pflanzen einen besonders niedrigen Gehalt an Triterpenglykosiden auf-
wiesen. Aus diesen Griinden konnten im GrofB3en und Ganzen keine Korrelationen erzielt wer-
den. Anders war dies bei den Mischchargen aus Wildsammlung (n = 6), die einen Gesamt-
gehalt an Triterpenglykosiden von iiber 0,87 % aufwiesen. Hier lagen die Gehalte aller Triter-
penglykoside deutlich {iber dem LOQ und eine NIRS-Quantifizierung des Gesamtgehalts war
moglich mit R? = 0,93 und RPD = 4,22. Auch wenn hier die relativ geringe Probenanzahl nur
eine prinzipielle Aussage zulésst, so scheint die Moglichkeit der Etablierung eines Assays fiir
Triterpenglykoside (Gesamtgehalt) auf der Basis der ELSD-Referenzmethoden der Arzneibii-
cher USP oder Ph. Eur. in der Routineanalytik mittels NIR-Spektroskopie gegeben zu sein.
Diesbeziiglich sollten weitere Versuche durchgefiihrt werden.

Insgesamt ist die Moglichkeit der Quantifizierung von Inhaltsstoffen wie Polyphenolen
und Triterpenglykosiden in C. rhizoma mittels NIR-Spektroskopie positiv zu bewerten. Unter
Bertiicksichtigung von authentischer Handelsware und mit einigen methodischen Verbesse-
rungen — dem Einsatz eines sensitiveren ELSD — ist eine solche Quantifizierung mit groBer
Wabhrscheinlichkeit auch in Routinelaboren der pharmazeutischen Qualitdtskontrolle moglich.
Eine dazugehorige Methodenvalidierung sollte aber neben den Parametern der Kreuzvalidie-
rung auch noch andere Aspekte der (V)ICH-Guidelines wie z. B. Prizision oder den Arbeits-
bereich beinhalten. Weiterhin muss ein Teil der Proben stets weiterhin ,,klassisch® quantifi-
ziert werden, um das verwendete Vorhersagemodell zu erweitern und zu trainieren.
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Anhang

1.  Polyphenole und Triterpenglykoside in Cimicifugae rhizoma




Tabelle 15: Gehalte an Polyphenolen und Triterpenglykosiden aus LC/DAD/ELSD (jeweils n =3) innerhalb des im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Probensets von
C. rhizoma (Actaea racemosa L.). Klonpflanzen (K), Einzelexemplare aus Kultur in Berlin (C) und aus Wildsammlungen (WE), Gro3handelsware/Chargen aus Wildsammlungen
(WC, B2 und B6) und Chargen aus Anbau (andere B). P/TG — Polyphenole/Triterpenglykoside Gesamtgehalt, NQ — Nicht quantifiziert. Zur Berechnung von TG wurden alle
Messwerte > LOD verwendet. Fiir Details zu den Proben siche Tabelle 1{f.

Probe 4 5 6 7 8 9 PG 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 TG

K1-P1 0,095 0,009 0089 0,153 0,018 0022 0487 | NQ 0,047 NQ NQ 0,092 0061 0051 006l NQ NQ NQ NQ 0,465
K1-P2 0248 0011 0123 0267 0018 0028 0695 | NQ NQ NQ NQ 0,087 0063 0052 0,065 NQ NQ NQ NQ 0,396
K1-P3 0,178 0,009 0079 0,181 0,019 0027 0493 | NQ 0,048  NQ NQ 0,094 0075 0061 0,065 NQ NQ NQ NQ 0,499
K1-P4 0247 0010 0,142 0253 0,020 0026 0698 | NQ NQ NQ NQ 0,076 0052 NQ 0,050  NQ NQ NQ NQ 0,354
K1-P5 0,199 0,008 0098 0,198 0,016 0024 0543 | NQ NQ NQ NQ 0,092 0064 0053 0,057 NQ NQ NQ NQ 0,430
K1-P6 0225 0011 01106 0,185 0,021 0024 0572 | NQ 0,049  NQ NQ 0,082 0066 0060 0064 NQ NQ 0,050 NQ 0,482
K1-P7 0281 0013 01159 0287 0,026 0034 0800 | NQ NQ NQ NQ 0,075 0052 NQ 0,060 NQ NQ NQ NQ 0,336
K1-P8 0214 0010 0099 0217 0018 0027 058 | NQ NQ NQ NQ 0,082 0062 0051 0,059 NQ NQ NQ NQ 0,415
K1-P9 0,94 0011 0092 0,137 0,025 0027 0487 | NQ NQ NQ NQ 0,08 0066 0058 0,060 NQ NQ 0,057 NQ 0,459
KI1-P10 | 0234 0011 0125 0252 0016 0023 0661 | NQ NQ NQ NQ 0,084 NQ NQ 0,063  NQ NQ NQ NQ 0,357
KI-P11 | 0205 0008 0,102 0270 0017 0028 0630 | NQ NQ NQ NQ 0,079 0063 0052 0,062 NQ NQ NQ NQ 0,398
KI1-P12 | 0,196 0008 0087 0,177 0,017 0024 0509 | NQ NQ NQ NQ 0,08 0068 0056 0,068 NQ NQ NQ NQ 0,444
KI1-P13 | 0,199 0009 0085 0,142 0017 0019 0472 | NQ NQ NQ NQ 0,078 0,055 0047 0,060 NQ NQ NQ NQ 0,404
KI1-P14 | 0202 0008 0,104 0238 0015 0024 0591 | NQ NQ NQ NQ 0,089 0063 0053 0,061 NQ NQ NQ NQ 0,452
KI-P15 | 0243 0012 0128 0218 0,023 0027 0651 | NQ NQ NQ NQ 0,079 0053 NQ 0,052 NQ NQ NQ NQ 0,359
K2-P1 0242 0008 0,191 0212 0,020 0019 0692 | NQ NQ NQ NQ 0,065 NQ NQ 0,064 NQ NQ NQ NQ 0,247
K2-P2 0,182 0005 0,114 0,158 0017 0018 0495 | NQ NQ NQ NQ 0,093 0052 0053 0,073 NQ NQ NQ NQ 0,385
K2-P3 0,208 0,007 0,123 0,165 0016 0017 0536 | NQ NQ NQ NQ 0,079 0050 0048 0,067 NQ NQ NQ NQ 0,338
K2-P4 0240 0008 0,164 0220 0,022 0020 0673 | NQ NQ NQ NQ 0,063  NQ NQ 0,068  NQ NQ NQ NQ 0,269
K2-P5 0,195 0007 0117 0,132 0018 0016 0484 | NQ NQ NQ NQ 0,083  NQ NQ 0,058  NQ NQ NQ NQ 0,337
K2-P6 0,205 0007 0,126 0,153 0,017 0017 0524 | NQ NQ NQ NQ 0,076  NQ NQ 0,065 NQ NQ NQ NQ 0,340
K2-P7 0238 0008 0,160 0,198 0,020 0018 0641 | NQ NQ NQ NQ 0,076 0055 0051 0,092  NQ NQ NQ NQ 0,383
K2-P8 0,91 0007 0,119 0,136 0,018 0017 048 | NQ NQ NQ NQ 0,081 NQ NQ 0,061  NQ NQ NQ NQ 0,346
K2-P9 0,182 0006 01115 0,130 0,019 0018 0470 | NQ NQ NQ NQ 0,089 0,049 0049 0,075 NQ NQ NQ NQ 0,387
K2-P10 | 0,187 0007 0,127 0,174 0018 0019 0532 | NQ NQ NQ NQ 0,065 NQ NQ 0,057 NQ NQ NQ NQ 0,282
K2-P11 | 0,179 0007 0,121 0,142 0,021 0020 0490 | NQ NQ NQ NQ 0,084 NQ NQ 0,062 NQ NQ NQ NQ 0,345
K2-P12 | 0200 0,008 0,134 0,150 0,019 0018 0529 | NQ NQ NQ NQ 0,077 0047 NQ 0,065 NQ NQ NQ NQ 0,335
K3-P1 0,184 0,006 0,136 0,191 0,030 0,33 0,580 | NQ 0,059  NQ NQ 0,049 0,057 0059 0,115 NQ NQ 0,047 0,087 0,551
K3-P2 0247 0010 0,148 0205 0,045 0047 0702 | NQ 0,051 NQ NQ NQ 0,052 0050 0,115 NQ NQ 0,048 0,095 0,522
K3-P3 0,186 0,005 0,111 0,138 0,029 0030 0500 | NQ 0,065 NQ NQ 0,066 0079 0078 0,139  NQ NQ 0,070 0,134 0,721
K3-P4 0,187 0011 01168 0233 0,023 0025 0647 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,094 NQ NQ NQ NQ 0,381
K3-P5 0203 0012 0,158 0,165 0,030 0025 0593 | 0,048 0,054 NQ NQ 0,058 0,049 0049 0,118 NQ NQ NQ 0,062 0,508
K3-P6 0,190 0,005 0,119 0,157 0,028 0029 0527 | 0071 0,071 NQ NQ 0,049 0062 0061 0,115 NQ NQ 0,055 0,100 0,624
K3-P7 0,88 0006 0,119 0,148 0,031 0030 0522 | 0071 0,075 NQ NQ 0,053 0065 0066 0,125  NQ NQ 0,060 0,111 0,667
K3-P8 0,56 0004 0087 0,110 0,016 0020 039 | 0061 0075 NQ NQ 0,052 0061 0063 0,108 NQ NQ NQ 0,080 0,584
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Tabelle 15: Fortgesetzt.

Probe 4 5 6 7 8 9 PG 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 TG

K4-P1 0470 0,034 0225 0392 0,050 0,044 1216 | NQ NQ NQ NQ 0,051  NQ 0,095 0,102 NQ NQ 0,067 NQ 0,470
K4-P2 0,541 0038 0254 0433 0,048 0,039 1354 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,071 009  NQ NQ NQ NQ 0,327
K4-P3 0490 0028 0222 0427 0,042 0,039 1248 | NQ NQ NQ NQ 0,051 NQ 0,094 0095 NQ NQ 0,080 NQ 0,471
K4-P4 0378 0029 0,177 0273 0,045 0040 0942 | 0,058 NQ NQ NQ 0,057  NQ 0,086 0081 NQ NQ 0,083  NQ 0,518
K4-P5 0,391 0030 0,18 0405 0,049 0058 1,117 | 0,050 NQ NQ NQ 0,049  NQ 0,114 0083 NQ NQ 0,084 NQ 0,530
K4-P6 0385 0029 0,185 0330 0,046 0048 1,024 | 0,060 NQ NQ NQ 0,051 NQ 0,079 0065 NQ NQ 0,070 0,048 0472
K4-P7 0440 0031 0,198 0360 0,044 0043  L117 | 0,054 NQ NQ NQ 0,051  NQ 0,080 0073 NQ NQ 0,096  NQ 0,489
K4-P8 0413 0033 0201 0297 0,043 0036 1,022 | 0,08  NQ NQ NQ 0,060 NQ 0,077 0,064 NQ NQ 0,076  NQ 0,493
K4-P9 0478 0031 0233 0362 0,047 0040 1,192 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,070 0,068 NQ NQ NQ NQ 0,352
K4-P10 | 0,469 0036 0211 0343 0,046 0,041 1,146 | 0,056 NQ NQ NQ NQ NQ 0,086 0,066 NQ NQ 0,058  NQ 0,400
K4-P11 | 0,518 0,036 0243 0364 0,044 0,033 1,239 | 0049 NQ NQ NQ NQ NQ 0,072 008 NQ NQ 0,058 NQ 0,402
K5-P1 0,580 0,041 0,284 0550 0,055 0,085 1,595 | NQ NQ NQ NQ NQ 0,052 0066 0,134 NQ NQ NQ NQ 0,404
K5-P2 0481 0034 0258 0529 0,052 0,094 1448 | NQ 0,048  NQ NQ NQ 0,069 0064 0131 NQ NQ NQ 0,048 0,458
K5-P3 0,404 0030 0215 0445 0,050 0,084 1228 | NQ 0,064 NQ NQ NQ 0,094 0082 0163 NQ NQ 0,053 0066 0,624
K5-P4 0,397 0025 0238 0467 0,044 0082 1253 | NQ 0,075  NQ NQ 0,063 0097 0087 0,172 NQ NQ 0,057 0057 0,674
K5-P5 0,518 0040 0355 0398 0,072 0,067 1449 | NQ 0,056 NQ NQ 0,049 0051 0048 0,139 NQ NQ NQ NQ 0,427
K5-P6 0413 0034 0217 0404 0,057 008 1212 | NQ 0,057 NQ NQ 0,046 0097 0083 0,150 NQ NQ 0,049 0056 0,566
K5-P7 0459 0033 0231 0492 0,053 008 1354 | NQ 0,048  NQ NQ NQ 0,085 0080 0155 NQ NQ 0,054 0065 0,532
K5-P8 0464 0038 0251 0569 0,05 0,111 1492 | NQ NQ NQ NQ NQ 0,080 0,063 0,158 NQ NQ NQ NQ 0,456
K5-P9 0426 0031 0243 0529 0,054 009 1379 | NQ 0,052 NQ NQ NQ 0,089 0074 0172 NQ NQ NQ 0,055 0,524
K5-P10 | 0473 0,038 0344 0494 0,077 0,094 1,519 | NQ 0,061  NQ NQ 0,058 0069 0066 0,168 NQ NQ NQ NQ 0,571
C1-P1 0318 0014 0171 0,185 0,021 _ 0,017 0,27 | NQ 0,056  NQ NQ 0,095 NQ 0,056 0,147 NQ NQ NQ NQ 0,534
C1-P2 0247 0015 0,180 0,076 0,032 0012 0562 | 0,053 0,056 NQ NQ 0,107 NQ 0,047 0075 NQ NQ 0,072 NQ 0,514
C1-P3 0238 0015 0,130 0,076 0,028 0012 0500 | 0,057 0052 NQ NQ 0,101 0,060 0079 0,080 NQ NQ 0,065 NQ 0,558
C1-P4 0,176 0008 0,102 0,072 0,029 0016 0403 | 0,049 0,089  NQ NQ 0,055 0099 0,131 0232 NQ NQ 0,047 0,190 0935
C1-P5 0220 0011 0135 0078 0,025 0009 0477 | NQ 0,097 NQ NQ 0,094 0076 0091 0,111  NQ NQ 0,079 0,056 0,685
C1-P6 0282 0013 0,160 0087 0,029 0013 058 | NQ NQ NQ NQ 0,113 0074 0071 0,123  NQ NQ 0,102 0051 0,656
C1-P8 0,201 0010 0,118 0,08 0031 0021 0467 | 0,056 0,067 NQ NQ 0,085 0075 0,110 0,150 NQ NQ 0,091 0,097 0,768
C1-P9 0241 0010 0130 0,104 0,021 0011 0517 | NQ 0,057 NQ NQ 0,097 NQ 0,050 0,096 NQ NQ 0,076  NQ 0,528
C2-P1 0236 0011 0,197 0210 0,038 0,033 0,24 | NQ 0,049 NQ NQ 0,070 0,082 0,083 0,037 NQ NQ 0,072 0,091 0,629
C2-P2 0,253 0,009 0051 0,162 0,011 0023 0509 | NQ 0,056  NQ NQ 0,096 0074 0054 0,079 NQ NQ 0,114 0062 0612
C2-P3 0271 0017 0080 0074 0,023 0015 0479 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,109 NQ NQ 0,049 0,100 0453
C2-P4 0249 0013 0,129 0,095 0,031 0019 0537 | NQ 0,074 NQ NQ NQ 0,067 0077 0,119 NQ NQ NQ 0,083 0,490
C2-P5 0272 0008 01137 0223 0,018 0,020 0678 | NQ 0,048  NQ NQ NQ 0,046 0051 0171 NQ NQ NQ 0,125 0,566
C2-P6 0,265 0009 0,179 0228 0,027 0,026 0735 | NQ 0,047 NQ NQ 0,052 0048 0050 0,142  NQ NQ 0,058 0,089 0,549
C2-P7 0358 0019 0046 0,193 0,012 0027 0655 | NQ 0,048  NQ NQ 0,047 0058 0055 0,120 NQ NQ NQ 0,057 0478
C2-P8 0262 0012 0,147 0210 0,032 0029 0692 | NQ 0,049 NQ NQ 0,067 0081 0052 0,124 NQ NQ 0,053 0047 0,532
C2-P9 0377 0025 0,191 0,163 0,049 0,026 0831 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,059 0,141 NQ NQ NQ 0,056 0375
C2-P10 | 0431 0016 008 0053 0018 0005 0609 | NQ 0,046 NQ NQ 0,063 0065 0078 0,114 NQ NQ 0,064 0087 0,587
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Tabelle 15: Fortgesetzt.

Probe 4 5 6 7 8 9 PG 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 TG

C3-P1 0,361 0014 0265 0,131 0,039 0027 0838 | NQ 0,047 NQ NQ 0,073 0,059 0,120 0209 NQ NQ 0,062 0,086 0,722
C3-P3 0720 0017 0,195 0,048 0,014 NQ 0,993 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,146  NQ NQ NQ 0,049 0,305
C3-P4 0,689 0025 0,104 0,115 0,015 0007 0955 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,061 0212 NQ NQ NQ 0,062 0405
C3-P5 0481 0017 0347 0,142 0,035 0010 1,032 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,054 0,163 NQ NQ NQ 0,048 0,345
C3-P7 0374 0015 01177 0,059 0,018 0,005 0649 | NQ NQ NQ NQ NQ 0,047 0070 0208  NQ NQ NQ 0,133 0,582
C3-P9 0260 0008 0321 0,145 0,030 0010 0775 | NQ 0,047 NQ NQ 0,051 0064 0114 0,158 NQ NQ 0,093 0093 0,679
C4-P1 0,357 0025 0,101 0,065 0,034 0014 059 | NQ 0,058  NQ NQ 0,059 0076 0076 0,084 NQ NQ 0,076 0,067 0,570
C4-P2 0,301 0021 0132 0066 0,039 0012 0571 | NQ NQ NQ NQ 0,066 0064 0068 0,073 NQ NQ 0112 NQ 0,502
C4-P4 0348 0016 0292 0,194 0,041 0024 0914 | NQ NQ NQ NQ 0,053 0,055 0047 0,075 NQ NQ 0,049 NQ 0,343
C4-P5 0417 0039 0272 0296 0,078 0064 1,166 | NQ NQ NQ NQ NQ 0,085 0,069 0,103  NQ NQ NQ NQ 0,356
C4-P6 0453 0039 0,139 0366 0,037 0058 1,093 | NQ NQ NQ NQ NQ 0,067 0,049 0,111  NQ NQ NQ NQ 0,322
C4-P9 0,680 0045 0,163 0364 0,037 0032 1321 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,140  NQ NQ NQ NQ 0,235
C4-P10 | 0,593 0,032 0272 0221 0,049 0,023 1,190 | NQ NQ NQ NQ 0,053 0047 NQ 0,068 NQ NQ NQ NQ 0,206
C5-Pl 0266 0,006 0,077 0,004 0,006 NQ 0360 | NQ 0,051 0,060  NQ NQ 0,074 0,09 0,166  NQ NQ NQ 0,117 0,599
C6-P2 0276 0,07 0,037 0,081 0,005 0006 0412 | NQ 0,054 NQ NQ 0,073  NQ 0,049 0080 NQ NQ 0,088 0,077 0457
C6-P3 0,73 0011 0057 0071 0017 0017 0346 | NQ 0,066 NQ NQ NQ 0,081 0068 0,111  NQ NQ NQ 0,085 0,440
C6-P5 0,99 0011 0067 0081 0014 0014 038 | NQ 0,047 NQ NQ NQ 0,072 0063 008  NQ NQ NQ 0,063 0327
C6-P6 0316 0,009 0056 NQ 0,007 NQ 0,387 | NQ 0,080 NQ NQ 0,081 0082 0067 0,106 NQ NQ 0,052 0,066 0,609
C6-P7 0227 0,009 0043 0,073 0,008 0,008 0369 | NQ 0,063  NQ NQ 0,088 0,087 0054 0065 NQ NQ 0,083 0,050 0,559
C7-Pl 0234 0016 0,189 0,087 0,046 0020 0593 | NQ 0,061  NQ NQ NQ 0,075 0,070 0,096  NQ NQ NQ 0,053 0467
C7-P2 0,70 0,010 0,121 0,108 0,039 0,039 0488 | NQ 0,095 NQ NQ 0,062 0,095 0087 0,119  NQ NQ 0,062 0085 0,684
C7-P3 0243 0009 0213 0,153 0,022 0012 0651 | NQ 0,063  NQ NQ NQ 0,070 0,048 0,090  NQ NQ NQ 0,049 0378
C7-P4 0229 0016 0,193 0,155 0,055 0044 0692 | NQ 0,047 NQ NQ NQ 0,050 0,049 0,078 NQ NQ NQ 0,059 0412
C7-Ps 0,153 0,007 0,127 0,140 0,034 0037 0497 | NQ 0,065 NQ NQ NQ 0,071 0,073 0,098  NQ NQ NQ 0,066 0,523
C7-P6 0,203 0,009 0201 0,09 0,026 0012 0548 | NQ 0,054 NQ NQ 0,057 0065 0055 0087 NQ NQ NQ NQ 0,381
C7-P7 0,37 0007 0,129 0,079 0,026 0015 0392 | 0049 0,091 NQ NQ NQ 0,093 0090 0,102 NQ NQ 0,059 0,106 0,669
C8-P1 0225 0008 0179 0274 0,021 _ 0,026 0,733 | NQ NQ NQ NQ 0,057 __NQ NQ 0,061  NQ NQ NQ NQ 0,261
C9-P1 0234 0012 0,177 0,150 0,036 0,023 0631 | NQ NQ NQ NQ NQ 0,053 0071 0,113 NQ NQ NQ 0,084 0459
C9-P2 0,303 0012 0,197 0,121 0,029 0013 0676 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,119 NQ NQ NQ 0,091 0,364
C9-P3 0221 0,009 0204 0,177 0,022 0013 0645 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,079 NQ NQ NQ NQ 0317
C9-P4 0282 0012 0129 0225 0,020 0020 0688 | NQ NQ NQ NQ 0,047 0056 0062 0,104 NQ NQ NQ 0,061 0435
C9-P5 0,174 0012 01154 0213 0,051 0067 0670 | NQ NQ NQ NQ NQ 0,087 0,107 0,142 NQ NQ NQ 0,097 0,569
C9-P6 0,162 0,009 0097 0,122 0,029 0027 0446 | NQ 0,054 NQ NQ 0,063 0,101 0,102 0,129  NQ NQ NQ 0,070 0,628
C9-P8 0372 0019 0170 0236 0,030 0028 0855 | NQ 0,050  NQ NQ NQ 0,051 0059 0,174  NQ NQ NQ 0,116 0,547
CI0-PI | 0,254 0015 0051 0,146 0016 0,032 0513 | NQ 0,068  NQ NQ 0,001 0,054 0,069 0,062 NQ NQ NQ NQ 0,433
C10-P2 | 0314 0017 009 0300 0018 0,037 0,777 | 0053 0065 NQ NQ NQ NQ NQ 0,110 NQ NQ NQ NQ 0,372
Cl10-P3 | 0375 0019 0111 0409 0019 0,041 0974 | NQ NQ NQ NQ 0,063  NQ NQ 0,051 NQ NQ NQ NQ 0,166
Cl0-P4 | 0422 0012 0114 0259 0011 0011 0830 | NQ NQ NQ NQ 0,047 NQ NQ 0,054  NQ NQ NQ NQ 0,225
C10-P5 | 0218 0014 0178 0126 0045 0,026 0,607 | NQ 0,064 NQ NQ 0,03 0,062 0070 0078 NQ NQ 0,070  NQ 0,566
Cl10-P6 | 0,110 0,006 0129 0195 0023 0,027 0490 | NQ 0,063  NQ NQ 0,081 0,070 0066 0,090  NQ NQ 0,060 NQ 0,545
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Tabelle 15: Fortgesetzt.

Probe 4 5 6 7 8 9 PG 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 TG

Cl0-P7 | 0,199 0010 0,191 0,196 0,026 0,018 0641 | NQ 0,068 NQ NQ 0,101 0,061 0,065 0,065 NQ NQ 0,081  NQ 0,544
C10-P8 | 0208 0012 0232 0251 0,02 0027 0757 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,074
Cl10-P9 | 0209 0017 0112 0247 0,034 0054 0672 | NQ 0,069 NQ 0,059 0147 0074 0,074 0,108 NQ NQ 0,140 0,51 0,766
CII-P1 | 0,196 0,006 0111 0111 0,014 0,010 0448 | 0,047 0055 NQ NQ 0,107 0,055 0,049 0,050 NQ NQ 0,061  NQ 0,470
Cl1-P2 | 0,401 0014 0203 0560 0,016 0,032 1226 | NQ NQ NQ NQ 0,055  NQ NQ 0,081  NQ NQ NQ NQ 0,277
Cl1-P3 | 0,190 0,005 009 0216 0,009 0012 0522 | NQ 0,057 NQ NQ 0,077 0048 0,046 0,083 NQ NQ NQ NQ 0,424
Cl1-P4 | 0349 0,020 0148 0419 0,028 0,043 1,007 | NQ 0,049  NQ NQ 0,098 0046 NQ 0,057 NQ NQ NQ NQ 0,408
Cl1-P5 | 0229 0010 0119 0109 0,025 0,017 0509 | 0056 0063 NQ 0,048 0,090 0063 0,052 0,079 NQ NQ 0,096  NQ 0,587
Cl1-P6 | 0427 0014 0221 0217 0,024 0014 0917 | NQ NQ NQ NQ 0,050  NQ NQ 0,078  NQ NQ NQ NQ 0,312
Cl1-P7 | 0348 0013 0120 0373 0,019 0,028 0901 | NQ 0,052  NQ 0,049 0070 0058 NQ 0,095 NQ NQ 0,082 NQ 0,530
Cl1-P8 | 0371 0017 0119 0197 0,021 0,021 0747 | NQ NQ NQ NQ 0,083  NQ NQ 0,066 NQ NQ 0,050  NQ 0,376
CI1-P9 | 0289 0,009 0154 0393 0,015 0024 0885 | NQ 0,050  NQ NQ 0,080 0050 NQ 0,087 NQ NQ NQ NQ 0,405
Cl2-P1 | 0276 0,013 0,069 0,185 0,018 0,038 0,599 | NQ 0,081  NQ NQ NQ 0,073 0,069 0,106 NQ NQ NQ NQ 0,416
Cl12-P2 | 0367 0020 0226 0074 0,054 0015 0756 | NQ 0,072 NQ NQ NQ 0,083 0,102 0118 NQ NQ NQ 0,073 0,522
Cl2-P3 | 0382 0018 0156 0323 0,027 0,047 0952 | 0,055 0051 NQ NQ 0,062 0060 0,106 0,071 NQ NQ 0,047 NQ 0,514
C12-P4 | 0435 0,020 0300 0199 0,044 0,028 1,025 | NQ 0,061  NQ NQ 0,062 0067 0114 0161 NQ NQ 0,049 0,077 0,659
CI3-P1 | 0256 0010 0,165 0,156 0,026 0,021 0,633 | NQ 0,067  NQ NQ 0,061 0061 0072 0237 NQ NQ 0,048 0,151 0,770
C13-P2 | 0217 0012 0252 0171 0,043 0,023 0719 | NQ 0,053  NQ NQ 0,099 0046 NQ 0,104 NQ NQ 0,054  NQ 0,466
CI3-P3 | 0252 0012 0250 0206 0,040 0,028 0,789 | NQ 0,061  NQ NQ NQ 0,071 0084 0,149 NQ NQ NQ 0,086 0,575
C13-P4 | 0214 0018 0208 0159 0,047 0,027 0673 | 0051 0067 NQ NQ NQ 0,064 0076 0149  NQ NQ NQ 0,089 0,526
CI3-P5 | 0235 0009 028 0220 0,029 0019 0793 | NQ 0,049 NQ NQ NQ 0,051 0059 008  NQ NQ NQ NQ 0,380
CI3-P6 | 0229 0013 0254 0159 0,036 0018 0708 | 0,049 0066 NQ NQ 0,063 0063 0087 0091 NQ NQ NQ NQ 0,493
Cl4Pl | 0,294 0020 0,156 0079 0,045 0,019 0614 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,091  NQ NQ NQ NQ 0,281
Cl4-P2 | 0291 0012 0155 0092 0,028 0010 058 | NQ NQ NQ NQ 0,052 0050 0,048 0,086 NQ NQ NQ NQ 0,354
Cl4-P3 | 0355 0025 0181 0118 0,047 0,023 0748 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,001  NQ NQ NQ 0,049 0,283
Cl4-P4 | 0241 0010 0102 0055 0,021 0,007 0435 | NQ 0,048  NQ NQ 0,061 0069 0071 0,081 NQ NQ 0,060 0,054 0467
Cl4-P5 | 0201 0019 0102 0054 0049 0021 0446 | NQ NQ NQ NQ NQ 0,058 0,065 0092 NQ NQ NQ 0,065 0411
CI5-Pl | 0,368 0,013 0095 0264 0,016 0,019 0776 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,050 NQ NQ NQ NQ 0,184
Cl5-P2 | 0289 0020 0082 0213 0018 0021 0643 | NQ NQ NQ NQ 0,059  NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,191
C15-P3 | 0297 0009 0190 028 0018 0017 0820 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,056  NQ NQ NQ NQ 0,151
Cl5-P4 | 0,508 0021 0123 0270 0,018 0,020 0960 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,048 NQ NQ NQ NQ 0,048
C15P5 | 0,502 0,020 0125 0317 0019 0,020 1,003 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,070  NQ NQ NQ NQ 0,149
Cl6-P1 | 0,192 0,013 0,108 0,064 0,043 0,024 0444 | NQ 0,058  NQ NQ NQ 0,057 0,107 0,138 NQ NQ 0,062 0,141 0675
Cl6-P2 | 0336 0029 0138 0060 0,048 0,015 0627 | NQ 0,051  NQ NQ 0,093 0064 0,100 0,09  NQ NQ 0,102 0,064 0,653
Cl6-P3 | 0204 0008 0148 0288 0,016 0,023 0687 | NQ NQ NQ NQ 0,073  NQ NQ 0,063  NQ NQ NQ NQ 0,291
Cl6-P4 | 0305 0,009 0124 0455 0,013 0,027 0933 | NQ 0,057 NQ NQ 0,051 0049 NQ 0,087 NQ NQ NQ NQ 0,355
Cl6-P5 | 0459 0017 0129 0151 0,019 0011 0787 | NQ NQ NQ NQ 0,094  NQ NQ 0,075 NQ NQ 0,049  NQ 0,328
Cl6-P6 | 0474 0028 0128 0177 0,029 0019 0856 | NQ NQ NQ NQ 0,069 0060 0088 0,103 NQ NQ 0,049  NQ 0,442
Cl6-P7 | 0321 0,009 0095 0070 0011 0,005 0511 | NQ 0,050  NQ NQ 0,069 0,049 0059 0077  NQ NQ 0,052 NQ 0,440
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Tabelle 15: Fortgesetzt.

Probe 4 5 6 7 8 9 PG 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 TG

C17-P1 | 0,349 0,011 0,125 0210 0,019 0,020 0,733 | NQ NQ NQ NQ 0,093 0,056 NQ NQ NQ NQ 0,051 NQ 0,389
C17-P2 | 0391 0016 0119 0263 0,017 0,022 0829 | NQ NQ NQ NQ 0,076  NQ 0,051 NQ NQ NQ NQ NQ 0,285
C17-P3 | 0361 0,008 0095 0300 0,008 0,013 078 | NQ NQ NQ NQ 0,072 NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,269
Cl7-P4 | 0243 0010 0139 0,167 0,027 0,021 _ 0,608 | NQ NQ NQ 0,049 0,104 0,062 0,051 NQ NQ NQ 0,070 _NQ 0,433
WCl 0228 0016 0037 0,092 0015 0025 0414 | NQ 0,127 0,057 0,053 0,074 0,227 0233 0270 NQ NQ 0,057 0,089 1,381
wC2 0,143 0008 0085 0,181 0,020 0029 0465 | NQ 0,088 NQ 0,061 0151 0,184 0,191 0,147 NQ NQ 0,065 0079 1,102
WC3 0230 0,009 0,117 0219 0,024 0023 0622 | NQ 0,28 0053 0048 0,18 0,196 0,178 0175 NQ NQ 0,094 0,117 1290
w4 0,160 0008 0,099 0,177 0,019 0023 048 | NQ 0,087 NQ 0,046 0,124 0,123 0,15 0,151 NQ NQ 0,051 0,062 0,870
WC5 0,194 0009 0,131 0233 0,023 0027 0616 | 0054 0,106 NQ 0,048 0,178 0,140 0,162 0,127 NQ NQ 0,070 0053 0,974
WC6 0,208 0,007 0,125 0277 0,017 0021 0655 | NQ 0,092 0050 0067 0,142 0,161 0,165 0204 NQ NQ 0,065 0121 1,144
B2 0387 0016 0,134 038 0017 0026 0965 | NQ 0,076  NQ NQ 0,43 0152 0,147 0235 NQ NQ NQ 0,049 0,940
B6 0206 0013 0069 0,140 0,022 0040 0490 | 0,048 0,110 NQ 0,064 0204 0,193 0219 0,168 NQ NQ 0,084 0066 1271
WEI 0,259 0009 0,184 0,077 0,017 0013 0,660 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,047 NQ NQ NQ NQ 0,308
WE2 0271 0014 0121 0,157 0,024 0025 0612 | 0061 0,135 NQ 0,055 0223 0200 0206 0,181  NQ NQ 0,068 0054 1274
WE3 0,176 0,009 0084 0,173 0,019 0026 0487 | 0,049 0,124 0,049 NQ 0,181 0207 0,195 0225 NQ NQ 0,053 0085 1282
WE4 0,175 0008 0070 0,130 0,018 0022 0423 | NQ 0,112 NQ 0,054 0,184 0,18 0204 0,141 NQ NQ 0,115 008 1228
WES 0,48 0008 0065 0,152 0,014 0020 0406 | 0,048 0,125 0,047 NQ 0,186 0236 0202 0332 0,088 0112 0053 0087 1556
WEG6 0,063 0005 0027 0,020 0011 0007 0134 | NQ 0,085  NQ 0,080 0,162 0,156 0,198 0,166 0046 0050 0272 0281 1,556
WE7 0,064 0008 0036 0,175 0017 0069 0370 | NQ 0,062 NQ 0,064 0243 0,121 0,145 0,125 0,050 NQ NQ NQ 0,916
WES 0,42 0008 0022 0,008 0,005 0009 0193 | NQ 0,047 NQ NQ 0,052 0141 0,109 0,10 NQ NQ 0,196 0089 0,772
Bl 0233 0015 0095 0324 0019 0039 0,726 | NQ 0,048 NQ NQ 0,052 0,088 0,060 0245 NQ NQ NQ 0,092 0,671
B3 0263 0016 01110 0416 0,023 0070 089 | NQ NQ NQ NQ 0,052 0094 0062 0247 NQ NQ NQ 0,074 0,620
B4 0,65 0011 0059 0201 0012 0021 0469 | NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,136  NQ NQ NQ NQ 0,240
BS 0238 0015 0,103 0371 0,021 0043 0792 | NQ NQ NQ NQ NQ 0,082 0056 0248  NQ NQ NQ 0,080 0,568
B7 0,295 0020 0,100 0279 0,025 0035 0753 | NQ NQ NQ NQ NQ 0,098 0072 0241  NQ NQ NQ 0,158 0,726
BS 0207 0016 0076 0,146 0,024 0026 0495 | 0,048 0,056 NQ NQ 0,049 0134 0097 0251 NQ NQ 0,073 0208 1,025

Bueyuy

8Ll



. .
2. Massenspektren der Polyphenole und Triterpenglykoside
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Abbildung 71: Massenspektren fiir Polyphenole aus LC/(—)-ESI-QTOF-MS zur Identifizierung von
Peaks fiir Quantifizierung mittels LC/DAD. Kaffeesdure (A, 1) m/z 179,037 [M—H], (Iso-) Ferulasiu-
re (B, 2, 3) m/z 193,044 [M—H] ", Fukinolsiure (C, 4) m/z 433,047 [M—H] ", Cimicifugasidure D (D,
5) m/z 417,031 [M—H], Cimicifugasiduren A+B (E, 6, 7) m/z 447,057 [M—H] ", Cimicifugasdure E+F
(F, 8,9) m/z 431,051 [M—H] . Fiir Fragmentionen siche Tabelle 16.
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Abbildung 72: Massenspektren fiir Triterpenglykoside aus LC/(+)-ESI-QTOF-MS zur Identifizierung
von Peaks zur Quantifizierung mittels LC/ELSD. Cimifugosid H1 (A, 10) m/z 643,340 [M+Na]’,
Cimiracemosid A (B, 11) m/z 659,378 [M—H,O+H]", Actein (C, 12) m/z 699,368 [M+Na]", Ace-
tylhydroshengmanolarabinosid/-xylosid (D, 13, 14) m/z 703,403 [M+Na]’, Cimiracemosid J (E, 15)
m/z 681,361 [M+Na]", 23-¢pi-26-Deoxyactein (F, 16) m/z 683,379 [M+Na]", Acetylshengmanolxylo-
sid (G, 17) m/z 685,389 [M+Na]", Cimigenolarabinosid/-xylosid (H, 18, 19) m/z 643,380 [M+Na]",
Acetylcimigenolarabinosid/-xylosid (I, 20, 21) m/z 663,409 [M+H]". Fiir weitere Addukt-, Precursor-
oder Fragmentionen siehe Tabelle 16.
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3. Polyphenole und Triterpenglykoside in LC/MS

Tabelle 16: Ausgewihlte [onen (m/z) zur Identifizierung von Polyphenolen und Triterpenglykosiden in
C. rhizoma Extrakten mittels LC/(—/+)-ESI-QTOF-MS.

Ver- tr (min) tr (min) Summen- Masse Addukt-, Precursor- und Fragmentionen
bin- LC/DAD LC/MS formel

dung

1 4,4 10,5 CoHs04 180,042 179,037 [M—H], 135,051 [M—COO]

2 9,0 19,9 C1oH9O4 194,058 193,044 [M—H]", 178,031 [M—CH;—H],
3 10,6 22,3 134,046 [M—CH;—COO]"

4 12,9 25,7 CyoH ;501 434,085 433,047 [M—H]", 271,037 [Mruiic acia—H] >

253,029 [Mruciic acia"H2O—H]", 179,038 [Mcaffeic aciaH]~

5 17,0 31,7 C3H;5010 418,090 417,031 [M—HJ, 255,031 [Mpisciic acic—H] ", 179,028 [Mcafieic acia—H]
135,045 [Mcaffeic acia=COOT

6 19,6 35,8 Cy1Hy00n 448,085 447,057 [M—H]", 253,028 [MFuiic acia—H.O—H]"

7 20,0 37,5

8 22,8 423 Cy1H0010 432,106 431,051 [M—H]", 237,027 [Mpigiic acia—H.O—H] ",

9 23,6 43,8 193,044 [MFerutic acia—H] ™

Ver- tr (min) tr (min) Summen- Masse Addukt-, Precursor- und Fragmentionen

bin- LC/ELSD LC/MS formel

dung

10 9,3 6,9 C35Hs60, 620,392 643,340 [M+Na]"

11 10,1 7.4 C37Hs601n1 676,382 659,378 [M—H,O+H]", 599,360 [M—H,0—CH;COOH+H]"

12 13,9 10,9 C37Hs6011 676,382 699,368 [M+Na]", 617,362 [M—CH;COOH+H]",
599,360 [M—H,0—CH;COOH+H]"

13 15,3 11,9 C37HeoOn 680,414 621,403 [M—CH3COOH+HT", 603,385 [M—H,0—CH;COOH+H]’,
585,378 [M—2H,0—CH;COOH+H]"

14 15,8 12,4 C37HgoOni 680,414 703,403 [M+Na]", 685,390 [M—H,O+H]",
585,378 [M—2H,0—-CH;COOH+H]"

15 16,4 12,8 C33Hs309 658,408 681,361 [M+Na]", 659,378 [M+H]", 599,360 [M—CH;COOH+H]",
581,350 [M—H,0—CH;COOH+H]"

16 17,5 13,7 C37Hs56010 660,387 683,379 [M+Na]", 661,398 [M+H]", 601,371 [M—CH;COOH+H]"

17 18,2 14,2 C;37Hs55010 662,403 685,389 [M+Na]", 680,438 [M+NH.]", 663,409 [M+H]",
585,378 [M—H,O—CH;COOH+H]"

18 20,0 15,6 C35Hs609 662,403 643,380 [M+Na]", 638,429 [M+NH,4]"

19 21,9 17,1 C35Hs609 620,392 643,380 [M+Na]", 638,429 [M+NH,4]"

20 254 19,8 C37Hs55010 662,403 685,389 [M+Na]", 663,409 [M+H]",

585,378 [M—H,0—CH;COOH+H]"

21 28,9 22,6 C37Hs53010 662,403 603,385 [M—CH;COOH+H]", 585,378 [M—H,0—CH;COOH+H]"
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Zusammenfassung

Die Basis dieser Arbeit bildete ein umfangreicher Probensatz von am Albrecht Da-
niel Thaer-Institut der Humboldt Universitdt zu Berlin im Zeitraum von 2002-2014 kultivier-
ten Einzelpflanzen von Actaea racemosa (L.) (Ranunculaceae) und anderen Actaea spp. Der
Probensatz bestand aus vegetativ vermehrten Pflanzen — sogenannten Klonen — und Pflanzen
unterschiedlicher Herkunft, z. B. aus Botanischen Gérten, von Universitidten oder Stauden-
gértnereien in Europa und den USA. Die Pflanzen sind unter einheitlichen Wachstumsbedin-
gungen kultiviert und im Herbst 2014 gleichzeitig geerntet worden. Der pharmazeutisch ge-
nutzte Pflanzenteil ist das Rhizom (Cimicifugae rhizoma). Die Rhizome der in Berlin geernte-
ten Exemplare wurden gemeinsam mit Mischchargen aus kommerziellem Anbau bzw. Wild-
sammlungen sowie Einzelexemplaren aus Wildsammlungen phytoanalytisch untersucht.

Verschiedene Aspekte standen dabei im Fokus. Zum einen wurde untersucht, wie ho-
mogen genetisch einheitliches Material im Hinblick auf wertbestimmende Inhaltsstoffe ist.
Ebenso wurden in Berlin kultivierte Einzelexemplare von A. racemosa verschiedener Her-
kunft im Hinblick auf Polyphenol- und Triterpenglykosidmuster charakterisiert. Der zweite
Aspekt dieser Arbeit war die Entwicklung alternativer analytischer Verfahren zur Priifung auf
Identitét und Substitution von C. rhizoma. Vor dem Hintergrund immer aufwéndigerer neuer
Verfahren wie dem Metabolic Fingerprinting oder dem DNA-Barcoding wurde untersucht, ob
auch géngige, bereits in Routinelaboren etablierte Verfahren wie UV/VIS-Spektroskopie,
NIR-Spektroskopie oder HPLC/DAD geeignet sind, ebensolche Priifung zu ermoglichen. Zu
diesem Zweck wurden sie an multivariate Analyseverfahren gekoppelt. Der dritte Aspekt die-
ser Arbeit betraf die Quantifizierung wertbestimmender Inhaltsstoffe in C. rhizoma mittels
NIR-Spektroskopie.

Die verschiedenen Klonpflanzen zeigten Schwankungen an Gehalten von Fukinolsiure
und Acetylshengmanolxylosid — als prominenteste Vertreter der beiden Inhaltsstoffgruppen
Polyphenole und Triterpenglykoside — von 11,5-13,3 % bzw. 8,0-17,0 % und lagen damit
geringfiigig tiber bzw. auf dem Niveau der Schwankung innerhalb ein und desselben Rhizoms
mit jeweils 13,3 % bzw. 5,7 %. Die Gehalte derselben Verbindungen schwankten in den in
Berlin kultivierten, genetisch uneinheitlichen Exemplaren (n = 101) um 37,8 % bzw. 42,4 %.
In Handelsware aus Wildsammlungen (n = 6) schwankten entsprechende Gehalte um 33,9 %
bzw. 26,3 %. Starke Unterschiede ergaben sich vor allem im Vergleich der Pflanzen aus
Wildsammlungen und aus Kultur im Hinblick auf den Gesamtgehalt an Triterpenglykosiden,
der in ersteren im Mittel bei > 1,1 %, in letzteren bei < 0,5 % lag. Diskutiert wird in diesem
Zusammenhang der Einfluss der Wachstumsbedingungen bzw. der Einfluss der Wachstums-
geschwindigkeit. Fiir den Gehalt an Polyphenolen wurden allerdings keine groflen Unter-
schiede in C. rhizoma verschiedener Herkunft gefunden. Im Hinblick auf Triterpenglykosid-
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Fingerprints wurden daher weiterhin Chemotypen postuliert, da bestimmte Muster sowohl bei
Exemplaren aus Kultur als auch aus Wildsammlungen auftraten.

Die UV/VIS-Spektroskopie, die NIR-Spektroskopie sowie die HPLC/UV konnten er-
folgreich zur Abgrenzung von nah verwandten asiatischen und einer nordamerikanischen
Actaea sp. und A. racemosa herangezogen werden. Ein auf Linearer Diskriminanzanalyse
(LDA) basierendes multivariates Klassifizierungsmodell war in der Lage, die Zugehdrigkeit
einer Probe zu den Arten A. cimicifuga, A. cordifolia, A. heracleifolia, A. simplex und A. race-
mosa anhand von UV-Spektren eines Extrakts vorherzusagen. Ebenso konnten die Gehalte fiir
Polyphenole in Rhizomen dieser verschiedenen Actaea spp. zu deren Unterscheidung heran-
gezogen werden. In einer Hauptkomponentenanalyse (PCA) basierend auf diesen Daten zeig-
ten sich separate Cluster der jeweiligen Arten. Weiterhin konnte die NIR-Spektroskopie o. g.
asiatische Arten von den nordamerikanischen abgrenzen. Zusitzlich war die NIR-Spektro-
skopie in der Lage, C. rhizoma Handelsware von den in Berlin kultivierten Exemplaren zu
unterscheiden.

Basierend auf Referenzdaten fiir Polyphenole und Triterpenglykoside in C. rhizoma aus
LC/DAD bzw. /ELSD wurden mittels PLS-Regression Vorhersagemodelle fiir Quantifizie-
rung dieser Inhaltsstoffgruppen sowie Einzelverbindungen mittels NIR-Spektroskopie etab-
liert. Unterschiede in der Giite der Vorhersagemodelle (Kreuzvalidierungen) ergaben sich je
nach Qualitdt der Referenzdaten aus LC, dem absoluten Gehalt der zu quantifizierenden Ver-
bindung in C. rhizoma und je nach Probenset. Fiir Polyphenole ergaben sich meist sehr gute
bis gute Modelle fiir z. B. die Bestimmung des Gesamtgehalts in Klonpflanzen mit R? = 0,98
und RPD = 7,61 oder einzelne Polyphenole (alle R?>0,92). Die heterogenere Gruppe der
kultivierten Exemplare verschiedener Herkunft zeigte R? = 0,93 fiir den Gesamtgehalt, aber
eine Modellentwicklung fiir einzelne Verbindungen war kaum mdéglich. Im gesamten Proben-
set (n=163), bestehend aus Klonpflanzen, kultivierten Exemplaren und Mischchargen aus
Wildsammlungen zeigten nur der Gesamtgehalt an Polyphenolen (R? = 0,95 und RPD = 4,62)
und die Summe von Cimicifugasiure A+B (R?=0,84 und RPD = 2,49) Korrelation. Auf-
grund der geringen Gehalte (hdufig <LOQ) an Triterpenglykosiden in den kultivierten
Exemplaren konnten generell keine Modelle etabliert werden. Der Bestwert lag hier bei
R?=0,86 fiir Acetylshengmanolxylosid in Klonpflanzen. Fiir die Handelsware aus Wild-
sammlungen mit ihren entsprechenden hoheren Gehalten konnte allerdings ein vielverspre-
chendes Modell auch fiir den Gesamtgehalt an Triterpenglykosiden (R? 0,93/RPD = 4,22)
etabliert werden. Da hier allerdings nur sechs Proben mit einbezogen werden konnten, ist die-
ses Modell nicht als einsatzfahig zu betrachten. Weitere Untersuchungen sollten dahingehend
angestellt werden.
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Summary

This work is based on a large sample set of Actaea racemosa (L.) thizomes (Cimicifu-
gae rhizoma). The source plants have been cultivated in Berlin at the Albrecht Daniel Thaer-
Institute of Agricultural and Horticultural Sciences in the years 2002—2014. The sample set
consisted of genetically identical plants derived by vegetative propagation (clone plants), as
well as a collection from different origins, e.g. botanical gardens or perennial nurseries from
Europe and the US. Furthermore, different Asian and North American Actaea spp. have been
cultivated. This set of samples from cultivation in Berlin was extended by different other
types of C. rhizoma, i.e. by mixed batches from wholesalers and individual plants — both from
wild harvesting in the US — and mixed batches from commercial cultivation in Germany. Al-
together, over 200 samples have been phytoanalytically characterised by different methods of
modern pharmacognosy, such as LC, TLC, LC/MS, UV/VIS and NIR spectroscopy.

We focussed on three different aspects during these studies. First, the cultivated speci-
mens — especially the clone plants — were characterised with regards to their homogeneity in
comparison to the plants from different origins. The plants from different origins were inves-
tigated for their patterns of polyphenols and triterpene glycosides. The cause of the plant’s
differences was assumed in the genetic diversity within the species A. racemosa, as they grew
in the same environment. Secondly, this work focussed on development of alternative meth-
ods for species authentication. As recent methods get more and more sophisticated, e.g. meta-
bolic fingerprinting or DNA-barcoding, we investigated simple and well-established methods.
UV/VIS spectroscopy, HPLC, and NIR spectroscopy were coupled to multivariate analytical
tools in order to make them capable of distinguishing different Actaea spp. from A. racemosa.
Last, NIR spectroscopy was investigated for quantification of value determining compound
classes in C. rhizoma.

The different sets of clone plants showed a low variability (relative standard deviation)
of content in fukinolic acid or acetylshengmanolxyloside — the two most prominent repre-
sentative compounds for both major groups of constituents in C. rhizoma, polyphenols and
triterpene glycosides — with 11.5-13.3 % and 8.0—-17.0 %, respectively. This variability was
only slightly higher as/at the level of the variability in one rhizome with each 13.3 % and
5.7 %. In contrast, both compounds varied by 37.8 % and 42.4 % in rhizomes of plants from
different origins cultivated in Berlin. The mixed batches from wild showed a variability of
only 33.9 % and 26.3 %, respectively. Rhizomes/batches from wild harvests showed generally
higher total contents in triterpene glycosides (mean 1.1 %) in comparison to the plants from
cultivation in Berlin (mean 0.5 %). An environmental influence and an influence of growth
rate are discussed. Nevertheless, polyphenol contents were comparable within these groups of
samples. For this reason, triterpene glycoside fingerprints were investigated. Different pat-
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terns of triterpene glycosides were found irrespectively of plant origin. Therefore, potential
chemotypes of A. racemosa were proposed.

UV/VIS spectroscopy, HPLC, and NIR spectroscopy were successfully applied to dis-
tinguish between different Asian and North American Actaea spp. and A. racemosa. UV/VIS
spectroscopy coupled to the multivariate classification technique Linear Discriminant Analy-
sis (LDA) was able to predict species membership for A. cimicifuga, A. cordifolia,
A. heracleifolia, A. simplex and A. racemosa within the sample set of this study. Furthermore,
genuine patterns of polyphenols in the species rhizomes — quantified by LC/DAD — could be
used to distinguish those species. The species formed separate clusters in Principle Compo-
nent Analysis (PCA) based upon polyphenol data. In addition, NIR spectroscopy was able to
discriminate at least North American and Asian Actaea spp. from each other.

NIR spectroscopy quantification of polyphenols and triterpene glycosides was investi-
gated based upon reference data, determined by LC/DAD and LC/ELSD. Via Partial Least
Squares Regression (PLSR) prediction models were built by correlating NIR spectra with
reference data. Cross-validation was carried out. The quality of prediction models differed
depending on the quality of reference data, the absolute content of the constituents in
C. rhizoma, and the investigated sample subset. In general, model quality was good to very
good for polyphenols, e.g. in clone plants alone with R?> = 0.98 and RPD = 7.61 for the total
content or R? >0.92 and RPD > 3.45 even for individual polyphenols. The more heterogene-
ous group of plants from different origins, cultivated in Berlin showed R? = 0.93 for the total
content, but low to no correlation for individual polyphenols. Within the heterogeneous whole
sample set (n = 163), only model development for determination of total content of polyphe-
nols (R>=0.95 and RPD=4.62) and sum of cimicifugic acids A+B (R?>=0.84 and
RPD = 2.49) was possible. Generally, NIRS quantification models could not be established
for triterpene glycosides, as they showed low contents in cultivated C. rhizoma with total con-
tent under 0.5 % and many individual glycosides below LOQ. The maximum value was
R? = 0.86 for acetylshengmanolxyloside in clone plants. Nevertheless, the mixed batches from
wild, with higher contents, showed promising correlation for the total content of triterpene
glycosides (R*=0.93/RPD = 4.22). Only six batches were investigated in this case, further
studies should be conducted therefore.
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