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Hydrolyzed alcoholic extracts of Viscum album L.
were analyzed by HPLC for their flavonoid content. Be-
sides the known flavonoid aglyca 4',5,7-trihydroxy-3'-
methoxyflavanone (homoeriodictyol), 5,7-dimethoxy-4'-
hydroxyflavanone, 3’-methylquercetin (isorhamnetin)
and 3',7-dimethylquercetin (rhamnazin) another flava-
none derivate, 4',5-dihydroxy-7-methoxyflavanone
(sakuranetin) was detected in mistletoe extracts for the
first time. With the described method it is possible to dis-
tinguish the three mistletoe subspecies abietis, album and
austriacum.

Die Flavonoide der europdischen Mistel, Vis-
cum album L., sind bereits mit verschiedenen
Methoden und zum Teil unterschiedlichen Ergeb-
nissen untersucht worden. Becker und Exner [1]
fanden in hydrolysierten alkoholischen Extrakten
per Diinnschichtchromatographie Quercetin und
hoher methylierte Derivate, wihrend Fukunaga
und Mitarbeiter [2, 3] in Mistelextrakten iiberwie-
gend Flavonoidglycoside vom Flavanon- und
Chalkon-Typ nachweisen konnten.

Bei den meisten der auf dem Markt befindlichen
Mistelpriaparaten zur adjuvanten Tumortherapie
wird eine Unterscheidung hinsichtlich des Wirts-
baums vorgenommen. Wir haben deshalb die Fra-
ge der Unterscheidbarkeit von Mistelextrakten an-
hand des Flavonoid-Musters erneut aufgegriffen
und mittels quantitativer Hochdruckflissigchro-
matographie (HPLC) die in hydrolysierten metha-
nolischen Extrakten iiberwiegend vorkommenden
Flavonoide als Aglykone bestimmt sowie in unsi-
cheren Fillen in ihrer chemischen Struktur aufge-
klart. Untersucht wurden die drei Mistel-Subspe-
zies abietis (Wirtsbaum WeiBtanne, Abies alba
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Mill.), album (Wirtsbaum Apfelbaum, Malus syl-
vestris (L.) Mill.) und austriacum (Wirtsbaum Kie-
fer, Pinus silvestris L.).

Abb. 1 zeigt die Strukturformeln der Flavonoid-
Aglyka, die wir mit dieser Methode in Mistel-
extrakten quantitativ bestimmen konnten.

Die Flavonoide 2 und 3 wurden isoliert bzw.
durch HPLC-MS in ihrer Struktur aufgeklért. Die
Identifizierung von 1, 4 und S erfolgte durch
HPLC, wobei der Probe Vergleichsubstanz zuge-
mischt wurde, sowie durch Vergleich der UV-
Spektren mit Diodenarraytechnik.

Glycoside von 1, 2, 4 und 5 wurden bereits von
anderen Arbeitsgruppen [1—3, 5] nachgewiesen.
Sakuranetin (3) ist ein von uns erstmals in Mistel-
extrakten identifiziertes Flavanon.

In Abb. 2 sind die Ergebnisse der quantitativen
Bestimmungen graphisch dargestellt. Extrakte von
Misteln, die zu verschiedenen Jahreszeiten geerntet
wurden, zeigen in ihrem Flavonoidgehalt geringe
Unterschiede, was in den Diagrammen durch die
Fehlerbalken angezeigt wird.

Sakuranetin (3) und Rhamnazin (5) sind in allen
drei Subspezies vorhanden, wihrend Homoerio-
dictyol (1) bzw. 5,7-Dimethoxy-4'-hydroxyflava-
non (2) als charakteristische Aglykone in Hydro-
lysaten von abietis- bzw. austriacum-Extrakten
betrachtet werden konnen.

In den album-Extrakten liegt der Gehalt an Fla-
vonoiden generell um ca. Faktor 10 niedriger als in
abietis- und austriacum-Proben.

Bei den ebenfalls nachgewiesenen Kaffeesdure-
und Sinapinsduremethylestern 6 bzw. 7 handelt es
sich vermutlich um wihrend der Extraktion/Hy-
drolyse entstandene Umwandlungsprodukte der in
Viscum album vorhandenen Phenylpropanglyco-
side.

Die beschriebene Methode ermdglicht es, durch
Vergleich der HPLC-Chromatogramme und Cha-
rakterisierung der Peaks durch ihre UV-Spektren
eine Unterscheidung der drei Subspezies abietis,
album und austriacum von Viscum-album-Extrak-
ten vorzunehmen und ist somit fiir die pharmazeu-
tische Praxis im Rahmen der Wareneingangskon-
trolle geeignet.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
Fukunaga und Mitarbeitern [2, 3] iiberwiegen in
den von uns untersuchten Mistelextrakten Flavo-
noide vom Flavanon-Typ, neben kleineren Antei-
len der Quercetinderivate 4 und 5.
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Rr3 1: R'=R?= OH; R3= OCH,

(Homoeriodictyol)

(Sakuranetin)

(Isorhamnetin)

i (Rhamnazin)

2:R'=R?=0OCH;R*=H
(5,7-Dimethoxy-4'-hydroxyflavanon)

3: R'=0OH;R>=OCH;; R*=H

4: R' = R?= OH; R = OCH,

5:R' = OH; R? = R} = OCH,

Abb. 1. Strukturformeln der Flavonoid-Aglyka, in hydrolysierten Extrakten von Viscum album mittels quantitativer

HPLC bestimmt.
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UV-Spektroskopie

Die Spektren wurden in Methanol im Bereich
von 220—500 nm in l-cm-Quarzkiivetten aufge-
nommen. Die Herstellung der Shift-Reagenzien
erfolgte nach Markham [6].

c) austriacum
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Substanz (nach Retentionszeit geordnet)

Abb. 2. Gehalte an Flavonoid-Aglykonen in hydrolysier-
ten Mistelextrakten der Subspezies abietis, album und
austriacum. Die Fehlerbalken zeigen die Schwankungen
der Gehalte von Extrakten der verschiedenen Erntezeit-
punkte.

HPLC

Trennsystem: Sidule: LiChrospher 100 RP-18
(Spm) 125x4,0 mm (Merck); FlieBmittel: A =
Orthophosphorsdure 0,5%, B = Methanol, Gra-
dient von 30% auf 100% B in 30 min. FluBrate:
1,0 ml/min. Probemenge: 10 pl.



Notes

Quantitative Bestimmung: Als externe Stan-
dards wurden Hesperetin (fiir Flavanone) bzw.
Quercetin (fiir Flavonole) verwendet; Detektions-
wellenlangen: 290 nm resp. 340 nm.

Extraktion

Zerkleinerte tiefgefrorene Misteln (Blétter,
Friichte, Bliiten und Stengel (bis zu 22 Verzwei-
gungen)) wurden mit 80-proz. Methanol heilB3 ex-
trahiert, das Losungsmittel i. V. entfernt und der
Riickstand mit 6-proz. Salzsdure 1 h unter Erhit-
zen hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde mit Ether
erschopfend extrahiert, der Etheri. V. entfernt und
der Riickstand mit Methanol aufgenommen. Die-
se Losung wurde, ggf. nach Verdiinnung, zur
HPLC verwendet.

Herkunft der Vergleichssubstanzen

Hesperetin, Homoeriodictyol (1), Isorhamnetin
(4), Quercetin und Sinapinsdure: Fa. Roth, Karls-
ruhe; Sakuranetin (2) und Rhamnazin (5): Prof.
Dr. R. Mues, Universitit Saarbriicken. Kaffeesau-
remethylester: synthetisiert aus Kaffeesdure.

Herkunft des Pflanzenmaterials

Wildwachsende Misteln wurden im Friithjahr,
Sommer, Herbst und Winter von den Wirtsbau-
men Tanne, Apfelbaum und Kiefer im siiddeut-
schen Raum in den Jahren 1989—1991 geerntet.
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Zerkleinertes, tiefgefrorenes Pflanzenmaterial
wird bei der Firma Helixor GmbH & Co. aufbe-
wahrt.

Identifizierung von 2 und 3

5,7-Dimethoxy-4’-hydroxy-flavanon (2): Die
Substanz wurde durch Extraktion von Viscum al-
bum ssp. austriacum mit Wasser und Umkristalli-
sation des erhaltenen Niederschlags aus EtOH/
H,O in Form hellgelber Nadeln erhalten, Fp.
170 °C.

UV (A, in nm): MeOH 282, 317(sh); MeOH +
NaOH 285, 430; MeOH + AICI,; 282, 317(sh). —
MS m/z (%): 300 (81) (M™), 207 (21), 181 (100),
180 (59), 152 (29), 120 (23) (zur Interpretation vgl.
(7).

Sakuranetin (3): UV (A,,,) in nm): MeOH 285,
325(sh); MeOH + NaOH 285, 430; MeOH +
AICl; 308, 365. Die endgiiltige Identifizierung er-
folgte durch Particle-Beam HPLC/MS; die MS-
Daten des entsprechenden HPLC-Peaks waren mit
denjenigen der Vergleichssubstanz sowie den An-
gaben in der Literatur [8] identisch: MS m/z (%):
286 (68) (M™*), 285 (50), 193 (36), 180 (42), 167
(100), 166 (32), 138 (32), 120 (42).
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