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1  Einleitung und Zielstellung

Naturstoffe sind heutzutage von besonderem Interesse. Durch die medizinische Anwendung von
Naturstoffen hat sich das menschliche Leben in diversen Bereichen verbessert. Vor allem die
Qualitdt und die Lebenserwartung jedes Einzelnen, aber auch die Moglichkeit, Krankheiten zu
therapieren, sind gestiegen. Beispielsweise sind mehr als 75 % aller antibakteriellen Wirkstoffe

und etwa 50 % aller Antitumorsubstanzen entweder Naturstoffe oder Naturstoffderivate (1).

Zu den Naturstoffen zéhlen Stoffe, die beispielsweise aus Pflanzenextrakten stammen. Sie sind in
Arzneimitteln, Lebensmitteln und Kosmetikprodukten zu finden. Aus diesem Grund gewinnt die
Suche nach neuen Wirkstoffen zur Herstellung von Arzneimitteln mit einer speziellen Wirkung
zur Bekdmpfung von Krankheiten zusehends an Bedeutung (2). Zur Extraktion werden entweder
die Blitter, die Wurzeln, die Bliiten oder die gesamte Pflanze verwendet. Die Ausbeute ist
abhingig von der Extraktionsmethode und dem Zustand der Pflanzendroge (z. B. fein oder grob
gepulvert). Die Anwendung vieler Stoffe, die eine pflanzliche Herkunft haben, ist bereits bekannt
oder befindet sich noch in der Forschung (3). Balsampappeln sind besonders schnell wachsende
Baumarten und werden daher als Biomasselieferant zur Gewinnung von Energieholz angebaut (4,
5). Dariiber hinaus werden Blétter, Rinde und Knospen pharmazeutisch genutzt. Daraus ergibt
sich ein weit gefdchertes Anwendungsgebiet fiir pharmazeutische oder kosmetische Produkte, wie
z. B. Schmerzmittel, Hautpflegeprodukte, Deodorants, Mittel zur Aknebehandlung, potenzstei-
gernde und muskelaufbauende Mittel bis hin zu entziindungshemmenden Formulierungen (6). Die
Balsampappel weist eine Vielzahl von Inhaltsstoffen mit pharmazeutisch oder kosmetisch
relevanten Eigenschaften auf (z. B. antimikrobiell, antiinflammatorisch) (7, 8). Die Untersuchung
der ARGE NATURSTOFFE Wien verdeutlicht die antimikrobielle Aktivitdit und
lichtschutzpotenziellen Merkmale der Balsampappelknospen (Populus (P.) balsamifera) in den
entwickelten kosmetischen Préiparationen (9). Balsampappel zeichnet sich gegeniiber anderen
Vertretern durch einfache Vermehrung iiber Steckhdlzer, Stockausschlag, Dichtstandsvertrag-

lichkeit sowie hohe Krankheitsresistenz aus (10).

Fiir den Anbau in Deutschland eignen sich vor allem die Balsampappel und deren Hybride (P.
trichocarpa, P. maximowiczii). Die Kreuzungen aus Balsampappel und Schwarzpappel (P.

maximowiczii x P. nigra) (Max Klone) sind liberaus ertragreich (7).
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Im Rahmen dieser Arbeit soll eine Moglichkeit zur Nutzung der Balsampappel sowohl als
nachwachsender Rohstoff als auch als potenzielles Pharmakon bzw. Kosmetikum gefunden

werden.
In diesem Rahmen werden folgende Pappelklone untersucht:

— Hybride europ. Schwarzpappel x asiat. Balsampappel (Sorte Max 5)
— Balsam-Hybride P. maximowiczii X P. trichocarpa (Sorte Androscoggin)

— Balsam-Hybride P. trichocarpa x P. trichocarpa (Sorte Muhle-Larsen)

Um eine moglichst 6konomische Verwertung der Pflanze zu gewéhrleisten, miissen die Parameter
beginnend bei der Pflanzenspezies, den Anbaubedingungen, den Erntezeitpunkten bis hin zur
Festlegung einer Grundlage zur Einarbeitung des Extraktes optimiert werden. Hierfiir muss eine
geeignete Routineanalytik zur Quantifizierung ausgewéhlter Markersubstanzen ermittelt werden,
die im Rahmen dieser Arbeit etabliert werden soll. Weiterhin sind relevante Inhaltsstoffe mittels
HPLC- bzw. CE-Ultraviolett(-UV) und Gaschromatographie (GC) zu identifizieren bzw. zu
quantifizieren. Daraufthin wird der Balsampappel-Extrakt auf die bioaktiven Eigenschaften
getestet. Das standardisierte Extrakt soll in eine halbfeste Formulierung eingearbeitet und diese
biopharmazeutisch charakterisiert werden. Dabei wird angestrebt, eine mdglichst schnelle
Trennmethode fiir die Markersubstanzen zu entwickeln, um mit dieser Methode die im weiteren
Verlauf des Projektes herzustellenden Formulierungen zu standardisieren und die Stabilitdt sowie

die Toxizitit zu testen.
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2.1 Taxonomische Einordnung und Bedeutung der Balsampappel

Die Pappel, neben der Gattung Salix zu den Salicaceae gehdrend, umfasst etwa 160 Arten, die in
verschiedene Sektionen eingeteilt werden (siche Abb. 1) (11). Da viele Arten bastardisieren und

Hybridenschwirme bilden, ist die systematische Einteilung duBerst schwierig (12).

Familie Gattung Sektion Spezies

Leucoides J

I—/— P. glauca

—— )
Pobulus Aigeiros
J P (Schwarzpappeln)

— P. nigra
M1 Tacamahaca | S

Balsampa eIn_)J

F—— P. maximowiczii
—————

—— P. balsamifera

—— P. angustifolia
—eoon

—— P. simonii
—— P. koreana Rehd§

Abb. 1:  Schematische Darstellung einer Taxonomie der Salicaceae

Zu den Balsampappeln (P. sect. Tacamahaca) gehoren zehn Spezies, vorkommend in Nord-
amerika und Ostasien. Es handelt sich dabei um 30 bis 60 m hohe Biaume, die auf der Unterseite

ihrer Blétter Harz absondern, wodurch sie sich von den meisten anderen Pappeln unterscheiden

(13).

Die Kenntnis der Pappelspezies ist bei den Untersuchungen von hoher Relevanz, da sich die
verschiedenen Spezies in ihren Inhaltsstoffgruppen stark voneinander unterscheiden. P. tricho-
carpa ist der erste Baum, bei dem das Genom entschliisselt wurde. Dies konnte zur Erleichterung
bei der Suche nach Peptiden im Extrakt fiihren (14). Loeschke beschrieb Trichocarpin als
fungistatisch wirksam (15).

Als uralte Heilmittel gelten die Knospen von Pappel und Weide, die als Tonikum, Adstringens,

Antipyretikum, Antirheumatikum und Expectorans eingesetzt werden (16). Als Mittel gegen BPH
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(Prostatahyperplasie) werden héufig die Blitter verwendet. Pharmakologische Untersuchungen zu
dem auf dem Markt befindlichen Kombinationspriparat Phytodolor N aus einem wéssrig
alkoholischen Frischpflanzenauszug von 60 % P. tremula (Zitterpappel) sowie Solidago virgaurea
und Fraxinus excelsior liegen sowohl zu den Einzelbestandteilen als auch zur Kombination vor

(17).

Im Phenylchinon-Writhing-Test zeigte P. Tremula als Einzelbestandteil eine mit Salicylalkohol
vergleichbare analgetische Wirkung. Diese wurde auch im Bierhefe-Entziindungsschmerz-Test
nachgewiesen. Die antipyretische Wirkung konnte im Bierhefe-Fieber-Test belegt werden. Relativ
schwache Wirkung zeigt der P.-Extrakt im Vergleich zu Diclofenac im Carrageenan-Odem-Test

sowie im Adjuvans-Arthritis-Test (18, 19).

Eine Hemmung der Lipoxygenase konnte fiir Phenolsduren, Salicylsdurederivate und Flavonoide
sowie fiir den Extrakt nachgewiesen werden (20). Fiir die Flavonoide sowie fiir die Phenolsiduren
und den Gesamtextrakt wurde ebenfalls eine Hemmung der Synthese von freien
Sauerstoffradikalen identifiziert (21). Die klinische Wirksamkeit des Kombinationspriparates

konnte bei degenerativen Gelenkerkrankungen bestitigt werden (22, 23).

Hinweise auf mogliche weitere Indikationen gibt das den Knospen in der chemischen
Zusammensetzung nahe verwandte Propolis, dessen Hauptbestandteil das Knospenexsudat der
Pappeln ist. Dieses wird volksmedizinisch zur Wundheilung, Behandlung von Verbrennungen, bei
Neurodermitis, Psoriasis, Herpes, Pruritus ani, Ekzemen und Ulcus cruris angewendet (24). Fiir
Propolis wurden antibakterielle und antiinflammatorische (Flavanone, Flavone, Phenolsduren und
ihre Ester) sowie neben der Antitumoraktivitit (Kaffeesdurephenylethylester) auch heptopro-
tektive (Kaffeesdure, Ferulasiure, Phenylethylester) und antioxidative Eigenschaften (Flavonoide,
Phenolsdure, und ihre Ester) nachgewiesen (25). Zu beachten ist, dass sowohl fiir Propolis als
auch bei Anwendung von Pappelknospendl bei dermaler Applikation Kontaktdermatitiden zu

beobachten waren (24, 26-28).

Auf dem Markt befindet sich dariiber hinaus eine Pappelsalbe der Firma Tamany® Cosmetic. Dem
Produkt, das nicht der Apothekenpflicht unterliegt, liegt kein Beipackzettel bei. Der Verpackung
konnen jedoch Indikationsgebiete und die Zusammensetzung entnommen werden. Die
Pappelsalbe soll ,,zur Pflege bei rissiger Haut im Afterbereich und bei Juckreiz wie z. B. bei
Insektenstichen und Sonnenbrand* verwendet werden. Laut der Auflistung der Inhaltsstoffe ist in
der Zubereitung der Extrakt von P. nigra enthalten, die eine Spezies der Schwarzpappeln ist.

AuBlerdem wurde Bisabolol aus der Kamille, ein Blattextrakt von Rosmarinus officinalis und
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Kerndl von Helianthus annuus zugesetzt. Uber die Gewinnung der Extrakte werden keine

Aussagen getroffen.

2.2 Medizinische Anwendung
2.2.1 Pappelbliitter und -rinde

Eine Erwdhnung der Schwarz- und Weillpappelrinde bzw. deren Blétter findet sich bereits in der
Materia medica zur Linderung von Ohren-, Gicht- und Magenschmerzen sowie bei iiberméfBigem
Harndrang und Epilepsie. Loeschke beschreibt Trichocarpin als fungistatisch wirksam (15). Die
Wirkung der Tinkturen, auf dem Markt befindlichen wissrig alkoholischen Ausziige, liegt sowohl

zu den Einzelbestandteilen als auch zur Kombination vor (29).

Als Wirkmechanismus wird analog zu den nichtsteroidalen Antiphlogistika ein Einfluss der
Pflanzeninhaltsstoffe auf die Arachidonsdurekaskade diskutiert. Eine Hemmung der Lipoxygenase
konnte flir Phenolsduren, Salicylsdurederivate und Flavonoide sowie fiir den Extrakt
nachgewiesen werden (20), fiir die zwei letzteren zusétzlich eine Hemmung der Cyclooxygenase
(COX). Durch die Hemmung proteolytischer Enzyme kann den Flavonoiden eine antiexsudative
Wirkung zugesprochen werden. Eine Hemmung der Synthese von freien Sauerstoffradikalen
wurde ebenfalls fiir die Flavonoide sowie fiir die Phenolsduren und den Gesamtextrakt identifiziert
(21). Die klinische Wirksamkeit des Kombinationspriparates konnte bei degenerativen
Gelenkerkrankungen nachgewiesen werden (22, 23). Nach oraler Applikation von Salicin tritt im
Vergleich zur Applikation von Na-salicylat ein prolongierter Serumspiegel des antiphlogistisch
wirksamen Prinzips Salicylsdure auf (30). Vor Oxidation zu Salicylsdure muss Salicin zuerst
hydrolytisch im Dickdarm gespalten werden. Ein Teil wird zudem unverdndert aufgenommen

(30).

2.2.2 Pappelknospen

Pappelknospen waren schon im 17. Jahrhundert in Kombination mit Solanaceae in Form der
Unguentum populeum bei akutem Fieber und als Schlafmittel in Gebrauch (31). Von der
Kommission E des ehemaligen Bundesgesundheitsamtes (BGA) 1990 wurden die Knospen fiir die
Anwendung bei oberflichlichen Hautverletzungen, Hamorrhoiden, Frostbeulen und Sonnenbrand
positiv monografiert. Daneben sind sie volksmedizinisch intern als Diuretikum, Prostatamittel,
Expektorans und als Rheumamittel in Gebrauch (32, 33). In der Volksmedizin wurde das den
Knospen in der chemischen Zusammensetzung nahe verwandte Propolis, dessen Hauptbestandteil

das Knospenexudat der Pappeln ist, zur Wundheilung, Ulcus cruris, Herpes und Behandlung von
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Verbrennungen verwendet (26). Fiir Propolis wurden die Wirkung  gegen Bakterien
(antibakteriell), gegen Viren (antiviral) und gegen Pilze (antimykostisch) nachgewiesen (25). Zu
beachten ist, dass sowohl fiir Propolis als auch bei Anwendung von Pappelknospendl bei dermaler
Applikation Kontaktdermatitiden zu beobachten waren (24, 26-28). Als allergene Substanzen
wurden im Tierversuch Ester von Phenolsduren, insbesondere mit ortho-stindigen
Hydroxygruppen  (1,1-dimethylallylkaffeat, = Phenylethylkaffeat) sowie  Benzylsalicylat,
Tectochrysin usw. identifiziert (24, 27). Im DAB 6 ist ein alkoholischer Extrakt der frischen
Pappelknospen aufgefiihrt. Salben mit Pappelknospen sind auf dem Markt verfiigbar,
beispielsweise in Form der Pappelknospen Salbe der Hofapotheke St. Afra Apotheke und der
Pappelsalbe mit Bisabolol BD der Firma Herbaria Kriauterparadies GmbH.

2.3 Inhaltsstoffe

Die Balsampappel hat ein iiberaus breites Inhaltsstoffspektrum. Die bedeutendsten werden in

diesem Kapitel vorgestellt.

2.3.1 Phenolglycoside

Phenolglycoside kommen vor allem in den Bléttern und Rinden vor, wobei der héchste Gehalt fiir
P. trichocarpa und P. candicans identifiziert wurde (34). Sie weisen neben den einfachen
Phenolglycosiden mit dem bedeutendsten Vertreter Salicin auch mono- und bisacylierte Derivate
auf. Das lange Zeit fiir das Hauptglycosid gehaltene Salicin entsteht bei der Aufarbeitung mit
basischen Féllungsmitteln aus den zwei Hauptglycosiden Salicortin (2, Rinde P. trichocarpa, P.
candicans) und Tremulacin (3, Blatt P. trichocarpa). Wiahrend Salicin in relativ groler Menge
auch genuin vorkommt, handelt es sich bei den von Pearl et al. isolierten Glycosiden Populin,
Salicylpopulin und Salicyltremuloidin um Isolierungsartefakte. Genuin kommen in geringer

Menge auch das fiir die Sektion Tacamahaca spezifische Trichocarpin vor (35).

Die altersabhingige Untersuchung an P. candicans ergab eine Abnahme des gesamten

Phenolglycosidgehaltes zumindest fiir ein- bis fiinfjéhrige Zweige mit zunehmendem Alter (36).
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Zu beachten ist, dass die Unterschiede in den Phenolglycosidgehalten auch qualitativ abhingig

[e) OH
o] OH OH o
o}
H (SNe)
H
o OH H

HO H

H o ;o

1: Salicin 2: Salicortin 3: Tremulacin

von der Spezies waren.

ADbb. 2:  Chemische Strukturen der Substanzen Salicin, Salicortin und Tremulacin

2.3.2 Flavonoide

Die salicinarmen Knospen der Pappeln gelten als Flavonoiddroge. Das Knospenexsudat wurde
von der Gruppe um Greenaway intensiv untersucht (37-43). Wahrend Pappeln der Sektion Leuce
das einfachste Exsudat produzieren (z. B. P. alba — nur Kohlenwasserstoffe) und P. tremula nur
Flavonoide auf der frithesten Biosynthesestufe enthilt, konnte in Pappeln der Sektion Tacamahaca

und Ageiros ein komplexes Flavonoidgemisch identifiziert werden (37) .

Das Knospenexsudat von P. candicans und P. balsamifera zeichnet sich im Gegensatz zu anderen
Pappelspezies durch einen hohen Anteil an Dihydrochalkonen aus, deren Hauptkomponenten 4 bis
7 untenstehend (sieche Abb. 3) aufgelistet sind. Chalkone und Flavanone machen einen geringeren
Anteil aus. Das Flavanon Pinocembrin und deren Derivate konnten im Knospenexsudat nicht
nachgeweisen werden, wahrend Kurkin das in ganzen Knospen festgestellte methylierte Derivat
Pinostrobin zur Standardisierung von P. balsamifera und Propolis nutzte (44). P. candicans und P.
balsamifera unterscheiden sich nur im Flavon-Anteil, der bei ersterem etwas geringer ist (z. B.
Galangin 6 % des Total Ion Current (TIC) im Knospenexsudat von P. candicans, daneben
Kampferol, Chrysin, Tectochrysin, Apigenin in Knospen (45). Im Knospenexsudat von P.
maximowiczii wurden insbesondere Chalkone (vor allem 2’°,4°,6’-Trihydroxychalkon), Flavone
(vor allem Galangin und Chrysin) und Flavanone identifiziert, darunter an Position 3 veresterte
Pinobanksin-Derivate. Pinocembrin (ein Flavanon) und deren Derivate kommen in P. balsamifera

nicht vor (46).
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Abb. 3:  Chemische Grundstruktur der Dihydrochalkonen und deren Ableitungen

R1=R2=H; 2’,4’,6’-trihydroxy-dihydrochalkon (4); in P. candicans/balsamifera

R1= OCHj;, R2=H; 2’4’,6’-trihydroxy-4’-methoxy-dihydrochalkon (5); P. candicans/balsamifera/
trichocarpa

R1=H, R2 = OCHj3,2°4’,6’-trihydroxy-4’-methoxy-dihydrochalkon (6); P. trichocarpa

R1=R2= OCH3;,2’,6’-dihydroxy-4’,4-dimethoxydihydrochalkone (7); P. trichocarpa

2.3.3 Phenolsiauren

Das Knospenexsudat bzw. ihre Estern weisen einen hohen Anteil an substituierten und freien
Benzoe- und Phenolsduren auf, wobei Zimtsdure- und Cumarsdureester (8—10) den Hauptteil
ausmachen (37). Wéhrend andere Phenolséuren, z. B. Kaffeesdure und Benzoeséure, im Exsudat
weitestgehend abwesend sind bzw. Ferulasdure in P. trichocarpa vollkommen fehlt (42, 43),
wurden in den ganzen Knospen auch Kaffeesdure und deren Ester sowie Ferulasdure,
Isoferulasdure und 3,4-Dimethoxysduren identifiziert (44). In P. trichocarpa wird neben 4-

Hydroxyacetophenon als Hauptkomponente Benzylsalicylat gebildet (43).

o] O
N l /@/\\/COOH
OH 0] 7
” o8

8 Trans-Zimtsdure 9 Trans-4-Cumarsaure 10 Benzyl-trans-4-coumarat

Abb. 4:  Chemische Strukturen der Trans-Zimtsdure, Trans-4-Cumarsdure und Benzyl-trans-4-coumarat

2.3.4 Atherisches Ol mit Terpenen

Die in den Knospen vorkommenden fliichtigen Terpene bedingen den balsamartigen Geruch der
Sektion Tacamahaca. Im Gegensatz zur Weil3-, Schwarz- oder Zitterpappel wurde in P.
balsamifera Bisabolol (11) sowohl in den Knospen- als auch in den Blattexsudaten (6 bzw. 2 %
des TIC, Angaben schwankend) ausgemacht. Daneben kommen langkettige Kohlenwasserstoffe
vor. Isidorov konnte neben Monoterpen-Kohlenwasserstoffen (a-Pinen, Camphen, B-Pinen, 6-
Caren, Kampfer, Borneol, Limonen) vor allem Sesquiterpene (Longifolen, y-Elemen, a-Murolen,

v-Murolen, Caryophyllen und Humulen) in P. balsamifera identifizieren (37, 47).
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Abb. 5:  Chemische Struktur der Bisabolol

2.3.5 Andere Substanzen

Neben den obenstehenden Inhaltsstoffgruppen sind zudem Lignane, Benzochinone, Gerbstoffe,
Triterpene, Sterine, Wachse, Zucker und nicht proteinogene Aminosduren enthalten. Das

Vorkommen von Alkaloiden konnte bisher nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden (16).

Hydrolyse

Bei saurer Hydrolyse mit einer molaren Salzsidure konnte keine wesentliche Verdnderung im
Inhaltsstoffspektrum beobachtet werden. Dies ist nicht iiberraschend, da unter sauren
Bedingungen eher die glycosidischen Bindungen der Flavonoide gespalten werden, deren Gehalt
im Extrakt jedoch duBerst gering ist, da kaum spit eluierende lipophile Substanzen detektierbar
waren. Der Nachteil einer sauren Hydrolyse ist iiberdies die schlechtere Loslichkeit der
phenolischen Substanzen, die im wissrigen Zustand ausfallen wiirden. Zudem werden die
bisacylierten Phenolglycoside zwar gespalten, es kommt allerdings simultan zur Kondensation der

dabei entstehenden Aldehyde (48).

Pearl et al. belegten bei basischer Hydrolyse der Rinden von P. trichocarpa und P. balsamifera als
Hauptabbauprodukte Phenolsduren, darunter neben Ferulasdure, Vanillinsdure, p-Hydroxy-
benzoesdure und Syringasdure, vor allem p-Cumarsdure (49). Damit wurden die Ergebnisse von

Abramovitch bestitigt, der auBerdem langkettige Fettsduren identifizieren konnte (50).

Von den Phenolglycosiden sind nur die mono- und bisacylierten Phenolglycoside iiberaus
alkaliempfindlich. Es entstehen die entacylierten Glycoside und die Sdure (48), wihrend Salicortin
im schwach Basischen sofort zu Salicin abgebaut wird (51). Tremulacin liefert abhéngig von den
Hydrolysebedingungen Populin, Tremuloidin oder Salicin. In Gegenwart von I-molarer
Natronlauge (NaOH) entsteht ausschlieBlich Salicin (36). Aus den Isomeren Populin und
Tremuloidin entstehen Salicin und Benzoesédure (48). Die basische Hydrolyse wurde analog zu

den Bedingungen von Nardini et al. allerdings mit 1-molarer NaOH durchgefiihrt (52).
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2.4 Anbaubedingungen der Balsampappel

Die Voruntersuchungen der Universitit fiir Bodenkultur Wien (BOKU) zeigten, dass die fiir das
Forschungsprojekt vorgesehenen Balsampappeln in den Knospen, den Bléttern und der Rinde
wertvolle Biowirkstoffe bilden. Der Stand der Technik belegt bisher das Vorkommen organischer
Stoffe im Harz der frischen Pappelrinde und in den Knospen mit antimikrobiellen Potenzial und

einer hohen Lichtschutzwirkung (9).

Ziel der Untersuchung war es, den Einfluss verschiedener Faktoren (Zeit, Standweiten, Diinger)
auf den Gehalt aller Markersubstanzen zu quantifizieren und somit die optimalen Bedingungen fiir
die Pflanzung beider Sorten zu bestimmen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die
Knospen, die Blitter (nur von Androscoggin im April) und die Rinden untersucht. Die
Pappelsorten wurden im Mérz und im April geerntet. Die Markersubstanzen p-Cumarsdure und

Salicin wurden mittels HPLC analysiert und quantifiziert.

Bei der Auswertung wurden zunichst beide Pappelsorten innerhalb einer Erntezeit in Hinblick auf
thren Substanzgehalt miteinander verglichen. AnschlieBend wurde der Substanzgehalt einer

Pappelsorte bei unterschiedlichen Erntezeiten untersucht.

2.5 Bioaktivitit des Balsampappel-Extraktes

Die Balsampappel weist eine Vielzahl von Inhaltsstoffen mit pharmazeutisch oder kosmetisch
relevanten Eigenschaften auf (z. B. antimikrobiell, antiinflammatorisch) (8). Hierbei lagen die
Schwerpunkte dieser Arbeit auf der Bestimmung antimikrobieller, antiinflammatorischer und
antioxidativer Eigenschaften (53). Zur Ermittlung der biologischen Wirksamkeit der Rohextrakte
aus der Balsampappel wurden diese, von der Hochschule Anhalt Kothen, aus verschiedenen

Pflanzenteilen gewonnen und anschlieBend getestet (54).

2.6 Analytische Methoden

2.6.1 Flissigchromatographie und Massenspektrometrie (HPLC-DAD-MS)
2.6.1.1 Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) wurde entwickelt, um nichtfliichtige Mischungen in ihre Bestandteile zu zerlegen. HPLC
hat sich als chromatographisches Verfahren fiir analytische und préparative Zwecke etabliert. Die
Analyten passieren mit der fliissigen mobilen Phase unter Druck eine Trennsdule, die mit der

festen stationdren Phase homogen gepackt ist. An der Grenzfliche zwischen beiden Phasen
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2 Theoretischer Rahmen

unterliegen die Analyten stidndigen Adsorptions- und Verteilungsprozessen. Durch unterschied-
liche Affinitdt zu den Phasen kommt es zur Trennung in die Einzelbestandteile. Nach Verlassen
der Sdule werden die Analyten durch UV-Detektion oder andere Verfahren erfasst. Als Detektoren

werden haufig UV/VIS-Detektoren mit einstellbarer Wellenldnge verwendet.

In einem Chromatogramm wird die Signalintensitdt der detektierten Komponente gegen die
Elutionszeit aufgetragen. Mit Hilfe von Referenzsubstanzen kann die Identitdt der Peaks
aufgeklart werden. Im Anschluss erfolgt die Quantifizierung durch Bestimmung der Peakfldche.

Das anorganische Kieselgel und seine Derivate zéhlen zu den relevantesten Packungsmaterialien

(55, 56).

:? [njektionswyentil
@ =

Photometer Computer

Gradientenmischer

Trennsaule

Laufmittel

Abb. 6:  Schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage (57)

2.6.1.2 Massenspektrometrie (MS)

Die MS ist eine Analysetechnik zur Bestimmung von Molekiilmassen. Das Arbeitsprinzip der MS
besteht darin, dass durch geeignete lonisationsverfahren aus Atomen oder Molekiilen gasformige
Ionen erzeugt werden, die darauthin im Hochvakuum nach ihrer Masse bzw. ihrem Ladungs-
Verhiltnis (m/z) getrennt und detektiert werden. Im Massenspektrum werden die m/z-Werte der
Ionen gegen deren Haufigkeit (relative Intensitét in %) aufgetragen. Allgemein besteht ein MS aus
einer lonenquelle, einem Analysator und einem Detektor (55, 58, 59). Mit Hilfe der verschiedenen
Ionisationsmodule wird von einer Einzelsubstanz ein Spektrum erhalten, mit dem es moglich ist,
die Molekiilmasse zu ermitteln oder sogar die Identitit aus dem Fragmentierungsmuster

abzuleiten.
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2.7 Kapillarelektrophorese (Capillary Electrophoresis, CE)

In der modernen Naturstoff- bzw. Bioanalytik haben sich die elektrophoretischen Trennverfahren
tiber weite Anwendungsbereiche in analytischer sowie prdparativer Hinsicht neben den
chromatographischen Methoden etabliert. Die CE ist eine Hochleistungstrenntechnologie, die im
Vergleich zur HPLC besondere Vorteile hinsichtlich der Untersuchung geladener Analyte birgt.
Unter Elektrophorese wird die Bewegung (Wanderung bzw. Transport) von geladenen Teilchen
(Ionen) in einem (meist fliissigen) Medium unter Einfluss eines elektrischen Feldes verstanden.
Die Wanderungsgeschwindigkeiten verschiedener lonen hdngen von deren Ladung, Form,
effektiven GroBe sowie von der Losungsumgebung und der Stérke des elektrischen Feldes ab. Aus
diesem Grund kommt es im Zuge einer elektrophoretischen Wanderung zur Trennung verschie-
dener Ionen. Diese kann prédparativ und vor allem analytisch genutzt werden. Auf diesem
Transportphdnomen beruhen alle elektrophoretischen Trennverfahren, ob an festen Tragern oder
in freier Elektrolytlosung. Bei der CE findet diese Trennung in einem diinnen Kapillarrohr in einer

Elektrolytlosung statt. Die Probenvolumina kénnen in einem Bereich von lediglich 10 ul liegen.

Liegt ein elektrisches Feld an, so werden die Gegenionen lings der Feldachse beschleunigt. Es
bildet sich ein &duBerst flaches, kolbenférmiges Stromungsprofil aus. Im Gegensatz zum
Stromungsprofil laminarer Fliisse bewirkt es praktisch keine Bandenverbreiterung. Dieser der
elektrophoretischen Wanderung {iberlagerte elektroosmotische Fluss (EOF) kann so stark sein,
dass sogar Anionen entgegen ihrer elektrophoretischen Mobilitdt zum negativ geladenen Pol mit
dem EOF transportiert werden konnen. Die elektrokinetische Injektion der Proben kann auf
mehrere Arten erfolgen. Sie kann hydrodynamisch durch das Anlegen von Druck am
Kapillareinlass oder eines Vakuums am Kapillarauslass durchgefiihrt werden. Hier wird das
injizierte Probenvolumen durch den hydrostatischen Druckunterschied und die Zeit bestimmt. Zu
den Faktoren, die die Migrationsgeschwindigkeit beeinflussen, gehoren die Feldstiarke, die
Pufferzusammensetzung, die Temperatur, der pH-Wert, die Ladung, die Groe und die Gestalt der
Teilchen (55, 59, 60). Neutrale Molekiile bewegen sich mit dem EOF und kénnen nur durch die
Mizellare  elektrokinetische = Chromatographie (MEKC) oder die  Mikroemulsions-
Elektrokinetische Chromatographie (MEEKC) getrennt werden (61).

2.7.1 Aufbau einer CE-Apparatur

Die wesentlichen Komponenten eines CE-Gerdtes mit der allgemein {iiblichen kathodenseitigen

Detektion sind in Abb. 7 dargestellt.
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PC
Kapillare
Detektor
Puffer- bzw.
Probenvial
Inlet, Anode Outlet, Kathode
+ Hochspannungsquelle -
Max. 30 kV

Abb. 7:  Schematischer Aufbau einer CE-Apparatur (60)

e Meist werden 20 bis 100 cm lange, mit Polyimid beschichtete fused-silica-Kapillaren mit

einem Innendurchmesser von 50 bis 250 pm verwendet.
e Die Kapillare taucht mit beiden Enden in die mit den Elektrolyten befiillten Gefal3e.

e Eine Spannung kann durch eine regelbare Hochspannungsquelle von bis zu 30 kV zur

Kathode oder zur Anode geliefert werden.

e Neben den UV-Detektoren konnen Fluoreszenzdetektoren, induktive Leitfahigkeits-

detektoren, elektrochemische oder radioaktive Detektoren eingesetzt werden.

2.8 Material und Methoden

2.8.1 Materialien

2.8.1.1 Verwendete Losungsmittel

Destilliertes Wasser Hausanlage

Methanol (MeOH) Carl Roth, Karlsruhe, BRD, > 99,95 %
Acetonitril Carl Roth, Karlsruhe, BRD, > 99,95 %
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth, Karlsruhe, BRD, > 99,5 %
Natriumdodecylsulfat (SDS) Fluka, Chemie GmbH, Deisenhofen, > 98 %
Ethanol (EtOH), vergillt Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe > 96,4 %
EtOH, rein Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe > 99,5 %
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2.8.1.2 Verwendete Referenzsubstanzen

Chlorogenséure
Ellagsédure

Ferulasdure
Isoferulasdure
Kaffeesiure
p-Cumarsdure
4-Hydroxyacetophenon
Protocatechinsédure
Quercetin

Quercitrin

Rutin

Salicin

trans-Zimtsdure
Vanillin

Vanillinsdure

Catechol
Benzylbenzoat
Benzylsalicylat
0-3-Caren

0-2-Caren

1,8-Cineol
2’-Hydroxyacetophenone 99 %
3’-Hydroxyacetophenone 99 %
4’-Hydroxyacetophenone
Limonen

Linalool

Myrcen

Nerolidol

Nonylacetat, 97 %
Phoebe-Ol

a-Terpinen

y-Terpinen

a-Terpineol

Carl Roth, Karlsruhe, BRD, > 97 %

Carl Roth, Karlsruhe, BRD, > 96 %

Carl Roth, Karlsruhe, BRD, > 98 %

Carl Roth, Karlsruhe, BRD
Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD, > 95 %
Carl Roth, Karlsruhe, BRD, > 97,5 %
Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD, > 98 %
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz, > 97 %
Chemapol, Prag, Tschechische Republik
Chemapol, Prag, Tschechische Republik
Carl Roth, Karlsruhe, BRD, > 97 %

Carl Roth, Karlsruhe, BRD, > 98,5 %
Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD, > 98 %
Merck, Darmstadt, BRD

Fluka AG, Buchs Schweiz, > 97 %

Alfa Aesar, GmbH &Co.KG, BRD, 100 %

Chemikalienausgabe, FB Pharmazie, MLU Halle-Wittenberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Fluka Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Aldrich, Steinheim, BRD

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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2.8.1.3 Verwendete Reagenzien

Ameisensdure Merck, Darmstadt, BRD, 98—100 %

NaOH (1N) Carl Roth, Karlsruhe, BRD, 1 mol/1 0,2 %
Salzsédure (37 %) Carl Roth, Karlsruhe, BRD, 36,5-38 %
Borsiure VEB Laborchemie, Apolda, DDR, 2. AB DDR

2.8.1.4 Verwendete Extrakte

Pappel Muhle-Larsen (ML) Ch.-B.: H-V5/10-E3
Pappel Androscoggin (AS) Ch.-B.: H-V1/10-El
Pappel Max 5 (Max 5) Ch.-B.: H-V6/10-E2

2.8.1.5 Herstellung des Lyophilisates

Der EtOH-Anteil wurde von einer genau abgemessenen Menge Fliissigextrakt unter Vakuum bei
max. 25-30 °C entfernt und das restliche Wasser mittels Trockeneis im Shell-Freeze-Verfahren in
einem Rundkolben eingefroren. Die sich anschlieBende Gefriertrocknung wurde an der Anlage
Alpha 2-4 LCD, Fa. Christ, Osterode, Deutschland durchgefiihrt. Der Eiskondensator wurde
zuvor auf -85 °C abgekiihlt und ein Vakuum von < 1 mbar angelegt. Der Trockenextrakt wurde

gewogen und unter Vakuum in einem Exsikkator aufbewahrt.

2.8.1.5.1 Hydrolyse des Extraktes

Die Hydrolyse des Extraktes erfolgte unter standardisierten Bedingungen: 25 mg Lyophilisat
wurden in einen 10 ml Messkolben eingewogen, mit 5,5 ml 70-%-igem EtOH versetzt und fiir 30
Min. bei 30 °C in den Trockenschrank gestellt. Anschlieend wurde mit 4,5 ml 1-molarer NaOH
auf 10 ml aufgefiillt. Im KleinmafB3stab wurden 2,5mg Lyophilisat mit 550 ul 70-%-igem EtOH in
einem Eppendorf-Tube versetzt und ebenfalls 30 Min. bei 30 °C in den Trockenschrank gestellt.
AnschlieBend wurde mit 450 pl 1-molarer NaOH ergéinzt.

2.8.1.6 Probenvorbereitung fiir die Applikation der HPLC- Methoden

25 mg Pappel-Extrakt wurden mit 70-%-igem EtOH extrahiert. Die Losung wurde zunichst
kréftig geschiittelt und anschlieBend 30 Min. bei 30 °C in den Trockenschrank gestellt. Anschlie-
Bend wurde die Losung mit 4,5 ml NaOH 1,0 mol/l auf 10 ml ergénzt, kréftig geschiittelt und
filtriert. Nach der Filtration wurden die Proben anhand der im Abschnitt 2.8.2.1 Analytik
beschriebenen HPLC-Methode analysiert.
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2.8.1.7 Probenvorbereitung fiir die CE- Messung
2.8.1.7.1 Probenvorbereitung des unhydrolysierten und hydrolysierten Extrakts

Die Proben wurden wie im Kapitel 2.8.1.6 behandelt und vorbereitet. (Zusatz von NaOH nur bei

der Hydrolyse )

2.8.1.7.2 Herstellung der Boratstamm-Puffer

Die jeweilige Menge an Borat-Puffern wurde nach Sérensen und Clark hergestellt (62).

Der pH-Wert wurde mittels pH-Meter und mit NaOH bzw. Salzsdure eingestellt.

2.8.2 Gerite und Methode

2.8.2.1 HPLC-DAD-MS

Zweck Trennung und Quantifizierung von Flavonoiden und Chlorogensiure
HPLC-Gerét HP Hewlett Packard Series 1100, Agilent Waldbronn, BRD

Stationdre Phase LiChrospher®-60-Saule, RP-select-B (5 um, 125 x 4) der Firma Merck
(50981), BRD

Temperatur 30 °C
Detektion UV bei 250 nm und 350 nm
Flow siehe Gradienten-Verlauf

Injektionsvolumen 20 pl

Mobile Phase A: MeOH / H20 (10+90 V/V) + 0,1 % Ameisensdure
B: MeOH + 0,1 % Ameisensaure

Gradienten-Verlauf

Zeit Gradienten | Flussrate ml/Min.
1 00% B 2,0
2,5 02% B 2,0
3-7 03%B 1,0
9 20% B 2,0
11 25%B 1,5
12 30% B 1,5
14 80% B 2,5
16-17 00% B 2,5
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Validierungsparameter:
Salicin Nachweisgrenze (in pg/ml): 1,65

Prézision (in %): 4,55

Linearitit: 1,00-100 pg/ml, r2 = 0,99989, N: 4
Cumarsdure Nachweisgrenze (in pg/ml): 1,24

Prézision (in %): 10,64
Linearitit: 0,0 —50 pg/ml, 12 = 0,99977, N: 4

Die Ermittlung der fiir die Untersuchungen notwendigen Korrelationsgeraden zeigten unabhingig

von der eingesetzten Salicin- bzw. p-Cumarsdurekonzentration einen streng linearen Verlauf. Alle

Proben wurden jeweils doppelt injiziert.

Validierung der Methoden

Die Validierung der Methoden erfolgte anhand der Guideline der International Council for

Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human (ICH) Note for

Guidance on Validation of analytical procedures: Methodology (63).

Linearitét:

Prazision:

Nachweisgrenze:

LC-MS-Gerit

HPLC-MS-Gerit

Konzentration

Flow

Regressionsanalyse der Werte aus Dreifach-Injektionen mit mindesten fiinf

Konzentrationen im erwarteten Konzentrationsbereich der Proben.

Die Wiederholprizision wurde als Mittelwert der relativen
Standardabweichung von Dreifachinjektionen von drei Konzentrationen

bestimmt.

Die Nachweisgrenze wurde auf der Basis der Standardabweichung von
Achsenabschnitt und Steigung der Regressionsgeraden berechnet (Nach-
weisgrenze = 3,3 6/S, wobei ¢ = Standardabweichung des Achsenab-
schnittes und S = Geradensteigung) und durch Injektion einer entsprechen-

den Konzentration des Analyten verifiziert.
LCQ Classic Thermo Fisher, Egelsbach, BRD

Thermo Fisher, LCQ Classic, Spectra System
P4000 / AS 3000 / SN 4000, Egelsbach, BRD

20 pm/ml

max. 0,5 ml/Min.
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2.8.2.2 Gehaltsbestimmung der Markersubstanzen im Extrakt

Die Bestimmung der Gehalte erfolgt nach der Hydrolyse des Lyophilisates (Pappel Muhle-Larsen,
Pappel Androscoggin und Pappel Max 5). Tab. 1 zeigt den Gehalt an Markersubstanzen in den

verschiedenen Pappelsorten, der separat und im Gemisch vermessen wurde.

Tab. 1:  Darstellung der Gehaltsbestimmung der Markersubstanzen aus den Extrakten

Substance A [nm] ML £ RSD AS £ RSD Max 5 £ RSD Gemisch £ RSD
mg/ml (%) mg/ml (%) mg/ml (%) mg/ml (%)
Salicin 267 1,5+0,49 1,63 +0,49 0,70 £ 0,75 1,37 £ 0,33
(15) (16,3) (7,0) (13,7)
Coumaric- 310 0,12+0,70 0,22 +0,17 0,06 £ 0,35 0,16 £0,16
acid (1,2) (2,2) (0,6) (1,6)

ML: Pappel Muhle-Larsen
AS: Pappel Androscoggin Ch.-B.: H-V1/10-E1

Max 5: Pappel Max 5 Ch.-B.: H-V6/10-E2

Gemisch: Muhle-Larsen, Androscoggin, Max 5 zu gleichen Teilen
RSD%: relative Standardabweichung

N:5

Ch.-B.: H-V5/10-E3

Die Ergebnisse zeigen, dass die Pappelsorte Androscoggin den hochsten Gehalt an Salicin und
auch p-Cumarséure aufweist, wihrend in der Sorte Max 5 der niedrigste Gehalt zu finden ist. Das

Extraktgemisch der Pappelsorten brachte keine Aufkonzentrierung der Inhaltsstoffe.

2.8.3 Kapillarelektrophorese (CE)

CE-Gerit Beckmann Coulter model P/ACE MDQ Molecular Characterization System
(Fullerton, USA) mit UV diode array detector, im Bereich von 190-600 nm

Kapillare Sodiumcholate-(SC-)fused-silica-Kapillarsdule fiir die CE
Quarzglaskapillare Lange: insgesamt 40,5 cm, Linge zum Detektor: 31 cm

Temperatur 25°C

Spannung 30 kV

Puffer Borat-Puffer nach Sérensen, pH zwischen 8,0 und 10,0 (62)

Kapillare Quarzglaskapillare Lange: 64,5 cm, Linge zum Detektor: 56 cm

Innendurchmesser: 50 pm, erweiterter optischer (mit Bubble) Weg

(150 mm)
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2.8.4 Stabilititsuntersuchungen
2.8.4.1 Stabilitit des Extraktes in Abhiingigkeit von der relativen Feuchte

Die Stabilitdt eines feuchtigkeitsempfindlichen Wirkstoffes bzw. Extraktes verhilt sich je nach
Lagerung vollkommen anders. Der Extrakt wurde in Kammern mit definierten relativen Luft-
feuchten (r. F.) (57 % r. F., eingestellt mit Natriumbromid und 11 % r. F., eingestellt mit Lithium-
chlorid) aufbewahrt, um den Einfluss der Umgebungsbedingungen auf die Stabilitit des Extraktes
zu bestimmen (64). Der Extrakt wurde an Salicin- und Cumarsduregehalt nach definierten

Zeitabstanden mittels HPLC-Methode untersucht.

2.8.4.2 Stabilitit des Extraktes in topischen Formulierungen

Der ausgewihlte Extrakt wurde jeweils zu 1 % Trockenextrakt in den Formulierungen, die
Basiscreme, das Gel und die Mikroemulsion eingearbeitet. Um die Stabilitdt des Extraktes zu
untersuchen, wurden die Ansdtze der halbfesten Formulierungen geteilt und jeweils bei
verschiedenen Temperaturen (40 °C, 30 °C, 25 °C) und im Kiihlschrank fiir zwo6lf Wochen
aufbewahrt. Es wurden aus jedem Ansatz der halbfesten Formulierungen drei Proben entnommen
und organoleptische bzw. makroskopische Einzelpriifungen durchgefiihrt. Zudem wurde eine

Probe anhand der HPLC-Methode auf den Gehalt an Markersubstanzen iiberpriift.
Zu den makroskopische Einzelpriifungen zdhlen:

e Visuelle Uberpriifung: durch Beschreibung der Einheitlichkeit der Oberfliche,

Homogenitét sowie des Farb- und Glanzeindruckes

Geruchtest: Geruch und dessen Verdnderung wihrend der Lagerung

Streichtest: Penetration in die Haut, Schmiervermdgen, Ziigigkeit und Verreibbarkeit

Ausdriicktest: Salbenstrang, der gleichmiBig aus dem Gefal tritt

2.8.5 Liberationsuntersuchungen am Mehrschichtmembranmodell (MSMM)

Das Liberationsverhalten halbfester Formulierungen lédsst sich mit Hilfe von In-vitro-Modellen
untersuchen, wovon diverse entwickelt wurden (65). Im Gegensatz zu anderen Liberations-
modellen, bei denen der Arzneistoff durch eine Verteilungsbarriere in die Akzeptorfliissigkeit
diffundieren muss und somit Schwierigkeiten beziiglich der mdglichen Diffusion des
Akzeptormediums in das Vehikel bereitet, stellt das MSMM nach Fiirst und Neubert einer
Umgehung dieser Problematik durch die Verwendung von Membranen, in denen der Akzeptor

(Dodecanol bzw. Glycerol) in eine Matrix aus Collodium eingebettet ist, dar (66).
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Das Modell enthilt bis zu neun Polyacrylzellen, die zwischen zwei Platten verschraubt sind. Eine
Zelle besteht aus einer Grundscheibe, einer Schablone mit einer quadratischen Aussparung von
genau 4 cm? als Probenraum fiir die zu testenden topischen Formulierung und einer Deckscheibe,

die den oberen Abschluss der Zelle bildet.

Die benétigte Anzahl von Membranen ist zwischen Grundscheibe und Schablone platziert. Die
Membranen bestehen aus einer Kollodium-Matrix. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung
kamen drei Membranen pro Zelle zum Einsatz, bei denen Collodium als membranstabilisierende

Matrix und Dodecanol als Akzeptor dient.

Deckscheibe
*

Schablone
4 cn’ )

Membranen

Grundscheibe

| 14

Abb. 8:  Schematische Darstellung des Mehrschichtmembranmodells (MSMM)

Die Losung zur Herstellung der Membranen setzt sich aus 2 g Dodecanol, 100 g einer
Ether/EtOH-Mischung (85 + 15, V/V) sowie 96 g einer 4-%-igen Collodiumlésung zusammen.
Mit Hilfe eines Filmziehgerites (Eigenbau mechanische Werkstatt des Fachbereichs Pharmazie
der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg (MLU)) wurde die Mischung bei definierter
Spaltenbreite gleichmidBig auf einer Glasplatte verteilt. Nach vollstindigem Verdampfen der
Losungsmittel wurde die Membran von der Glasplatte abgezogen. Am gleichen Tag erfolgte das

Ausstechen kreisformiger Stiicke, die im MSMM verwendet wurden.

Auf die oberste Membran jeder Zelle wurde die definierte Menge an der Formulierung
gleichméBig aufgetragen und iiber einen Zeitraum von 30 bis 300 Min. bei 32 °C inkubiert. Nach
der Trennung der Membranen erfolgte die Extraktion und anschlieend die Quantifizierung der
Markersubstanzen anhand der HPLC-Methode. Um méogliche Storsignale zu umgehen, wurden als

Extraktionsmittel 70 % EtOH festgelegt.
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3  Ergebnisse und Diskussion

3.1 Messungen zur Bioaktivitit des Balsampappel-Extraktes

3.1.1 Probennahme und Extraktion

Zur Ermittlung biologisch aktiver Substanzen der Rohextrakte wurden verschiedene Pflanzenteile
der Sorten Androscoggin, Muhle-Larsen und Max 5 verwendet. Die Probennahme fand monatlich
zwischen Mirz und Oktober statt. Dabei wurden jeweils 6 g Feuchtbiomasse von Knospen,
Blittern und Rinde in 84 ml EtOH extrahiert. Die Verwendung von EtOH als Losungsmittel
wurde aufgrund des spdteren Einsatzes fiir kosmetische und pharmakologische Produkte gewihlt,
da diese dermatologisch eingesetzt werden. Insgesamt betrug die Extraktionszeit fiir die Proben 24

Stunden mit einer anschlieBenden Filtration und Einengung bis zur Trocknung.

Die biologische Trockenmasse (BTM) wurde fiir das Bioassay wieder zuriickgelost (100 mg BTM
in 1 ml EtOH). In dem Vorgang wurde zwischen Schiittler und Ultraschall variiert, um die
effektivste Aufschlussmethode zu ermitteln. Ebenso wurden 30-%-iger und 70-%-iger EtOH als
Losungsmittel eingesetzt, um das erhaltene Extrakt hinsichtlich ihrer biologischen Wirksamkeit zu

vergleichen (54).

3.1.2 Testung auf antimikrobielle Wirkung

Der untersuchte Extrakt wurde in Anlehnung an die DIN 58940-3 Empfindlichkeitspriifung von
mikrobiellen Krankheitserregern gegen Chemotherapeutika durchgefiihrt (67). Die Testorganis-
men (sieche Tab. 2) wurden in Festmedien kultiviert, nach vier Tagen abgeschwemmt und auf

Isosensitivagar (Difco) ausgespatelt (54).

Tab.2:  Testorganismen fiir die Analyse antimikrobieller Wirkungen des Balsampappel-Extraktes

Gram-positive Bakterien Bacillus subtilis

Micrococcus luteus

Staphylococcus capitis

Gram-negative Bakterien Escherichia coli (E. coli)

Proteus myxofaciens

Hefe Candida glabrata

Die Testsubstanz wurde mit jeweils 1 mg auf ein steriles Testplattchen aufgebracht. Je Petrischale

wurde zusitzlich ein Antibiotikapldttchen, das als Positivkontrolle diente, aufgelegt. Die
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Inkubationszeit betrug 24 und 35 Stunden. Zur Auswertung wurden die Hemmbhofe, die sich um
die Testplattchen gebildet hatten, vermessen. In Abb. 9 wird ein Beispiel aus den Messungen

dargestellt.

Abb. 9:  Beispiel eines Hemmbhofes auf Agarplatte (54)

In Abb. 10 sind die Hemmwirkungen der zu vergleichenden Knospenextrakte (30- bzw. 70-%-iger
EtOH) veranschaulicht. Es werden ausschlieflich Mikroorganismen angefiihrt, bei denen eine
Hemmung nachgewiesen wurde. In Extrakten aus den Blittern und der Rinde konnten keine

antimikrobiellen Wirkungen belegt werden.

Auswertung nach 36 h

Muhle Larssen Knospe 30% EtOH B 70%iger EtOH
Muhle Larssen Knospe 70% EtOH 5 Amp_lc”“n
HB m 30%iger EtOH
Muhle Larssen Knospe 70% EtOH WC
Muhle Larssen Knospe 70% EtOH *

i 0,
Androscoggin Knospe 70% EtOH B

Androscoggin Knospe 70% EtOH

Androscoggin Knospe 70% EtOH E

Androscoggin Knospe 30% EtOH

Androscoggin Knospe 30% EtOH

0 2 4 6 8 10 12
Hemmhofdurchmesser [mm]

Abb. 10: Grafische Darstellung der antimikrobiellen Knospenwirkung der Lésungsmittel mit 30- und 70-%-igem
EtOH. (54)

A: Staphylococcus capitis, B: Candida glabrata, C: Proteus myxofaciens, D: Micrococcus luteus,
E: Escherichia coli (E. coli)
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Aus den Ergebnissen des Assays ist ersichtlich, dass bei der Verwendung von 70-%-igem EtOH
als Extraktionsmittel eine deutlich hohere antimikrobielle Wirkung nachweisbar ist. So konnten
bei den Extraktionen mit 70-%-igem EtOH jeweils drei Hemmwirkungen pro Extrakt festgestellt
werden. Bei Extrakten mit 30-%-igem EtOH bei Muhle-Larsen wurde hingegen nur eine
Hemmung und bei Androscoggin wurden zwei Hemmungen identifiziert. Im Vergleich zur
Ampicillin-Referenz konnte herausgestellt werden, dass die Extrakte, die mit 70-%-igem EtOH
extrahiert wurden, bei den Mikroorganismen Micrococcus luteus und E. coli deutlich hohere

antimikrobielle Wirksamkeit zeigten als das Antibiotikum Ampicillin.

Dariiber hinaus wurden die Aufschlussmethoden mittels Schiittler und Ultraschall verglichen

(siche Abb. 11).

Auswertung nach 36 h .
‘ | ‘ m Ultraschall

Max 5 Knospe, Ultraschall, 70% EtOH
*A o Ampicillin
m Schittler
Max 5 Knospe, Ultraschall, 70% EtOH :
7WB
_ﬂap- C
_WB
_ﬂ D

0 1 2 3 4 5 8 7 8
Hemmhofdurchmesser [mm]

Max 5 Knospe, Ultraschall, 30% EtOH

Max 5 Knospe, Ultraschall, 30% EtOH

Max 5 Knospe, Schiittler, 70% EtOH

Max 5 Knospe, Schiittler, 30% EtOH

Max 5 Knospe, Schiittler, 30% EtOH

Abb. 11: Grafische Darstellung des Vergleichs der Extraktionsmethoden mit Schiittler und Ultraschall (54)

A: Candida glabrata, B: Micrococcus luteus, C: Staphylococcus capitis, D: Proteus myxofaciens,

E: Bacillus subtilis.
Aus den Ergebnissen ist ersichtlich (sieche Abb. 11), dass mit Ultraschall ein deutlich hoherer
Aufschlussgrad erreicht werden konnte, da eine hohere antimikrobielle Wirkung nachweisbar war.
Es wird daher als zukiinftige Methode empfohlen, die Pflanzenteile mit 70-%-igem EtOH als

Losungsmittel und mit Ultraschall als Aufschlussmethode zu extrahieren.

Weiterhin wurden Untersuchungen hinsichtlich des optimalen Erntezeitpunktes durchgefiihrt.
Hierzu wurde ebenfalls der Agardiffusionstest eingesetzt. Hierbei kamen Extrakte der Sorte Max 5

zum Einsatz, die aus Pflanzenteilen von verschiedenen Erntezeitpunkten stammten.
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Auswertung nach 36 h

Ampicillin
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g C
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AbDb. 12: Grafische Darstellung des Vergleichs der einzelnen Erntezeitpunkte der Sorte Max 5 (54)

A: Micrococcus luteus, B: Proteus myxofaciens, C: Candida glabrata

Aus den Ergebnissen (siche Abb. 12) ldsst sich der Mérz als optimaler Erntezeitpunkt festlegen, da
bei diesen Knospenextrakten die hochste antimikrobielle Wirkung nachweisbar war. Zu diesem
Zeitpunkt waren die Knospen noch nicht gedffnet. Es wird daher empfohlen, die Knospenernte
vor der Offnung der Knospen durchzufithren und diese in den Zeitraum Mitte bis Ende Mérz zu

legen, je nach Wetterlage und Reifegrad der Knospen.

Die gesamten Erntevorgidnge inklusive Extraktion und Untersuchung wurden nach zwei Jahren

wiederholt. Dabei konnten die bisher erzielten Ergebnisse reproduziert und bestétigt werden.

Zudem wurde der Agardiffusionstest mit Mischproben von allen drei Pappelklonen vorgenom-
men. Diese entstanden durch das Héckseln von Pappelruten und nachfolgender Extraktion. Im
Assay konnten die antimikrobiellen Wirkungen bestdtigt werden. Allerdings war auflerdem
erkennbar, dass die dreifache Menge an Extrakt eingesetzt werden musste, um die vergleichbare
Wirkung des reinen Knospenextrakts zu erreichen. Dariiber hinaus konnte kein nennenswerter
Unterschied in der antimikrobiellen Wirkung der drei Pappelklone (Muhle-Larsen, Androscoggin,
Max 5) festgestellt werden. Zudem wurde keine nennenswerte Abweichung der Aktivititen bei

den Parametern Pflanzenabstand und Diingung nachgewiesen (54).

3.1.3 Testung auf anti-inflammatorische Wirkung

In einem weiteren Schritt wurde die Identifizierung der entziindungshemmenden (anti-

inflammatorischen) Wirkung bzw. Aktivitit des Pappel-Extraktes getestet. Hierzu wurden Nitrat
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3 Ergebnisse und Diskussion

und Nitrit photometrisch analysiert. Inflammatorische Zellen sondern Stickstoffmonoxid (NO) ab,
das in Fliissigkeit schnell zu Nitrat und Nitrit reagieren. Nitrat und Nitrit sind photometrisch
leichter zu erfassen als das instabile NO. Durch die Zugabe von Nitratreduktase wurde Nitrat zu
Nitrit reduziert. Zusammen mit dem Griess-Reagenz entstand ein lila gefarbter Komplex, der

gemessen wurde. Die Abb. 13 zeigt das Reaktionsschema der Messung (54).

e 5 e
H2N4<\_I>7802NH2 + NOf ———————» N£N4<\_/>7802NH2

Sulfanilamid Nitrit Diazoniumsalz
CHi)z H CHz)» H —
HaN—( N . = HoN—( N N=N N/ S0.NH,
+ | — = 3
N=N \ / S50;NH,
N-(1-Naphthyl)ethylendiamin Diazoniumsalz Azofarbstoff

Abb. 13: Reaktionsschema fiir die photometrische Messung der anti-inflammatorischen Wirkung

Durch die photometrische Messung (bei 540 nm) ldsst sich die quantitative Menge des gebildeten
Nitrits bestimmen und damit auch indirekt die Menge an NO. Eine anti-inflammatorische

Wirkung tritt auf, wenn die NO-Konzentration um 15 bis 20 % reduziert wird.

Fiir das Assay wurde an der Hochschule Anhalt die Zelllinie U937 verwendet. Durch Stimulation
mit LPS (Lipopolysaccharide) aus den Zellwénden von gram-negativen Bakterien sollte die NO-
Ausschiittung erreicht werden. In den Proben wurde darauthin jeweils 1 mg Pappel-Extrakt (aus
Knospen, Blittern, Rinde) hinzugefiigt und fiir fiinf Stunden inkubiert. Die Nitratreduktase und

das Griess-Reagenz wurden erst vor der photometrischen Messung beigemengt.

Abb. 14: Testplatte bei NO-Assay

Es konnte ausschlieBlich fiir Proben aus der Rinde der getesteten Pappelklone eine
antiinflammatorische Wirkung festgestellt werden. Bei Extrakten aus Knospen und Blittern

konnte keine entziindungshemmende Wirkung detektiert werden. Dies liegt daran, dass die Rinden
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3 Ergebnisse und Diskussion

dieser Gattung meist Verbindungen mit antiinflammatorischer Wirkung wie Salicin und deren

Derivaten enthalten.

3.1.4 Testung auf antioxidative Wirkung

Die antioxidative Wirkung des Balsampappel-Extraktes wurde mittelst 2,2-Diphenyl-1-
pikrylhydrazyl-(DPPH-)Test untersucht, der die Redoxreaktion mit dem stabilen DPPH-Radikal
ausnutzt (68). Das DPPH-Radikal besitzt durch ungepaarte Elektronen am Stickstoffatom eine
violette Farbung und kann somit photometrisch bei 517 nm erfasst werden. In diesem Fall gilt das
Balsampappel-Extrakt als ein direktes Antioxidans. Das Reaktionsschema ist in Abb. 15
dargestellt. Die Farbung der Probe @ndert sich von violett zu gelb, wenn das Radikal eine Bindung
mit einem Wasserstoffatom eines Radikalfidngers eingeht und das reduzierte DPPH-H (2,2-
Diphenyl-1-pikrylhydrazin) entsteht. Damit kann die antioxidative Wirkung des Balsampappel-

Extraktes quantitativ bestimmt werden.

Q = Q &

- H
NNQNOE P NN;%:/>7NOZ T
O - Q -

Abb. 15: Reaktionsschema fiir die photometrische Messung der antioxidativen Wirkung

Zu Beginn der Untersuchungen erfolgte ein Vorversuch auf einer Diinnschichtplatte (Abb. 16),
wobei jeweils 10 mg Pappel-Extrakt (Knospe, Blitter, Rinde) gegen 1 mg Vitamin C (starkes
Antioxidans) aufgetragen wurden. Darauthin erfolgte das Bespriihen der Platte mit DPPH-Losung.

Abb. 16: Darstellung der Testung von Pappelproben auf antioxidative Wirkung

(links: Referenz Vitamin C, daneben: drei Pappelproben (Knospe, Blitter, Rinde))
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3 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Vorversuch konnte eine antioxidative Wirkung von allen drei Pflanzenbestandteilen
nachgewiesen werden, da sich um alle Proben eine entfirbte Zone bildete. Die Auswertung
erfolgte iiber ein DPPH-Assay im Kiivettentest und anschlieBender photometrischer
Untersuchung. Da das Extrakt eine Eigenfarbe besitzt, wurden die Proben stark verdiinnt, um ein
storungsfreies Messen bei 517 nm zu ermdglichen. Die Verdiinnungsstufen aller Proben betrugen

zwischen 0,01 und 0,002 mg/ml.

1,8

16 | —e—VitaminC P

—m— Androscoggin /
1,4 H MuhleLarsen
< Max 5 /
1,2

Absorption [AU]
Q
00 =

o
o
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H
b

— —l 3
a —f i -
=" T
0,4
0,2
4]
0,01 0,008 0,006 0,004 0,002

Konzentration [Img/ml]

Abb. 17: Grafische Darstellung des DPPH-Assays mit Referenz Vitamin C und Mischextrakten von den
Balsampappeln (Androscoggin, Muhle-Larsen und Max 5),n =3
Aus den Ergebnissen (siche Abb. 17) ist ersichtlich, dass alle drei Extrakte der verschiedenen
Pappelklone antioxidativ wirksam sind, es ist jedoch kein nennenswerter Unterschied in der
antioxidativen Aktivitdt feststellbar. Bei den Konzentrationen von 0,01 und 0,008 mg/ml ist die
Radikalfangereigenschaft der Pappel-Extrakte vergleichbar mit jener von Vitamin C in der
gleichen Konzentration. Bei den folgenden geringeren Konzentrationen war zu beobachten, dass
die Extrakte der Pappeln eine deutlich hohere Wirkung zeigten als die vergleichbare
Konzentration der Referenzsubstanz. Dies verdeutlicht, dass die Balsampappelmischextrakte auch

in duBerst geringen Konzentrationen als Antioxidantien geeignet sind (54).

3.1.5 Testung auf cytotoxische Wirkung

Zur Bestimmung cytotoxischer Eigenschaften wurden sowohl die Pappel-Extrakte (im Leibniz-

Institut fiir Pflanzenbiochemie (IPB) Halle (Saale)) unter Verwendung des XTT-Assays mit zwei
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3 Ergebnisse und Diskussion

humanen Krebszelllinien (HAT-29 und PC-3) untersucht. Es konnten sowohl bei den Extrakten
der Pappelbestandteile (Knospen, Blitter, Rinde) als auch bei den Mischextrakten (ganze Ruten)

keine cytotoxischen Wirkungen der Balsampappel-Extrakte festgestellt werden.

3.1.6 Testung auf antirheumatische Wirkung

Die Untersuchung hinsichtlich der antirheumatischen Wirkung fand an dem Institut fiir klinische
Immunologie in Leipzig statt. Um Aufschluss iiber die antirheumatische Wirkung zu erhalten,
wurde in DBA-Maiusen eine kollageninduzierte Arthritis ausgeldst (Kollagen II + CFA geboostet
mit Kollagen II und IFA). Diese Méuse wurden daraufhin tiglich an allen vier Pfoten mit dem
Balsampappelbalsam eingerieben. Es konnten keine antirheumatischen Wirkungen nachgewiesen

werden.

3.2 Applikation der HPLC-Methoden auf verschiedene Pappelsorten und

Pflanzenteile

Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, den Einfluss verschiedener Faktoren (Zeit, Standweite,
Diinger) auf den Gehalt aller Markersubstanzen zu quantifizieren und somit die optimalen
Bedingungen fiir die Pflanzung und Erntezeit der Pappelsorten zu bestimmen. Im Rahmen dieser
Thesis wurden die Knospen, Blatter (nur von Androscoggin im April) und die Rinde untersucht.
Die Pappelsorten wurden im Maérz und im April geerntet. Die Markersubstanzen p-Cumarsaure,
Salicin und Ferulasdure wurden mittels HPLC analysiert und quantifiziert. Ferulasdure kommt in
nur geringen Mengen vor, weshalb sie aus den Markersubstanzen in den weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen ist. Die Probenvorbereitungen fiir diese Messungen werden in Abschnitt 2.8.1.6
beschrieben. In Hinblick auf die Auswertung wurden zunéchst beide Pappelsorten innerhalb einer
Erntezeit und anschlieend der Substanzgehalt einer Pappelsorte bei unterschiedlichen Erntezeiten

beziiglich ihres Substanzgehalts miteinander verglichen.

3.2.1 Khnospen der Pappeln Muhle-Larsen und Androscoggin

Die Analyse der Knospen der Pappeln Muhle-Larsen und Androscoggin erfolgte nach der
Hydrolyse des Lyophilisates (Pappel Muhle-Larsen und Pappel-Androscoggin). Es wurde der
Einfluss folgender Parameter auf den Gehalt der Substanzen untersucht: Zeit, Standweiten und
Diingerzusatz. Die Abb. 18 und die Tab. 3 verdeutlichten den prozentualen Anteil der Inhaltsstoffe

beider Pappelsorten im Monat Marz.
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AbD. 18: Darstellung der Inhaltsstoffe in den Knospen der Pappeln Muhle-Larsen (links) und Androscoggin (rechts)
im Mérz

Tab. 3:  Darstellung der prozentualen Gehalte in den Knospen der Pappeln Muhle-Larsen (links) und Androscoggin
(rechts) im Mérz
Sub | DI, ohne D1, mit D2, ohne D2, mit Sub | DI, ohne D1, mit D2, ohne D2, mit
Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger
C. 0,775 0,81 0,981 0,999 | C. 23,847 28,682 23,413 23,296
S. 1,191 0,864 0,778 0,971 0 4,601 3,726 2,372
F. 0,121 0,125 0,14 0,137 | F. 0,129 0,252 0,237 0,178

Sub.: Substanz, D.: Standweite (m), C.: Cumarséure, S.: Salicin, F.: Ferulasdure

Die Knospen der Pappel Androscoggin zeigen einen wesentlich hoheren p-Cumarséuregehalt.
Salicin ist bei einer Standweite von 0,5 m und ohne Diinger kaum vorhanden. In den Knospen der
Pappel Muhle-Larsen ist der Gehalt an p-Cumarsaure und Salicin gering und wird weder durch die
Standweite noch durch Diingerzusatz beeinflusst. Generell spielen die Standweiten und der

Diingerzusatz im Mirz in beiden Pappelsorten keine Rolle.

Im April lieferte die Pappel Androscoggin keine Knospen mehr, stattdessen wurden die Blétter
dieser Sorte vermessen. In der Abb. 19 und der Tab. 4 sind die Messergebnisse der Knospen der

Pappel Muhle-Larsen und der Blétter der Pappel Androscoggin im April dargestellt.
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Abb. 19: Darstellung der Inhaltsstoffe in den Knospen der Pappel Muhle-Larsen (links) und den Bléttern der Pappel
Androscoggin (rechts) im April
Tab. 4:  Darstellung der prozentualen Gehalte in den Knospen der Pappel Muhle-Larsen (links) und den Bléttern der
Pappel Androscoggin (rechts) im April
Sub | DI, ohne D1, mit D2, ohne D2, mit Sub | DI, ohne D1, mit D2, ohne D2, mit
Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger

C. 0,587 0,649 0,647 0,561 | C. 5,361 6,32 5,347 6,459
S. 2,644 4,169 3,037 1,912 | S. 11,393 9,937 9,917 10,714
F. 0,116 0,164 0,151 0,129 | F. 0,119 0,111 0,125 0,116

Sub.: Substanz, D.: Standweite (m), C.: Cumarsdure, S.: Salicin, F.: Ferulasdure

Im Vergleich der Substanzen aus den Knospen der Pappel Muhle-Larsen mit den Blittern der

Pappel Androscoggin zeigen die Blitter ein deutlich héheres Mal} an p-Cumarsdure und Salicin.

Die Standweite und der Diingerzusatz haben keinen wesentlichen Einfluss auf den Gehalt der

Inhaltsstoffe.

In der Abb. 20 und der Tab. 5 sind die Inhaltsstoffe der Knospen der Pappelsorte Muhle-Larsen im

Mairz und April dargestellt.
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Abb. 20: Darstellung der Inhaltsstoffe der Knospen der Pappel Muhle-Larsen im Mirz und April
Tab. 5:  Darstellung der prozentualen Gehalte in den Knospen der Pappel Muhle-Larsen im Marz und April
Sub | DI, ohne D1, mit D2, ohne D2, mit Sub | DI, ohne D1, mit D2, ohne D2, mit
Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger
C. 0,775 0,81 0,587 0,649 | C. 0,981 0,999 0,647 0,561
1,191 0,864 2,644 4,169 0,778 0,971 3,037 1,912
F. 0,121 0,125 0,116 0,164 | F. 0,14 0,137 0,151 0,129
Sub.: Substanz, D.: Standweite (m), C.: Cumarséure, S.: Salicin, F.: Ferulasdure

Im April ist unter Einsatz von Diingung der Salicingehalt mit ca. 4 % am hdchsten. Die

Standweiten und der Diingerzusatz beeinflussen den Gehalt der Inhaltsstoffe nicht wesentlich.

Bei der Pappelsorte Androscoggin wurden, wie in Abb. 21 und Tab. 6 ersichtlich, die Knospen

vom Mairz mit den Bldttern vom April verglichen, da die Knospen im April bei dieser Pappelsorte

nicht mehr vorhanden waren.
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Abb. 21: Darstellung der Inhaltsstoffe in den Knospen im Mérz und in den Bléttern im April der Pappel
Androscoggin
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Tab. 6:  Darstellung der prozentualen Gehalte in den Knospen und Blattern der Pappel Androscoggin im Méarz und
April
Sub | DI, ohne D1, mit D1, ohne D1, mit Sub | D2, ohne D2, mit D2, ohne D2, mit
Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger
C. 23,847 28,682 5,361 6,32 | C. 23,413 23,296 5,347 6,459
S. 0 4,601 11,393 9,937 3,726 2,372 9,917 10,714
F. 0,129 0,252 0,119 0,111 | F. 0,237 0,178 0,125 0,116

Sub.: Substanz, D.: Standweite (m), C.: Cumarsdure, S.: Salicin, F.: Ferulasdure

Im Gegensatz zu den Bléttern zeigen die Knospen einen deutlich héheren Gehalt an Cumarsiure.
Im Mairz ist Salicin ohne Diinger bei einer Standweite von 0,5 m in den Knospen nicht
nachweisbar, mit Diinger jedoch zu ca. 5 %. In den Bléttern im April liegt der Salicingehalt bei ca.
10 %. Auch in diesem Zusammenhang ergeben die Standweiten und der Diingerzusatz sowohl im

Mirz als auch im April keinen grof8en Unterschied in Bezug auf die Inhaltsstofte.

Die Rinde der Pappeln Muhle-Larsen und Androscoggin

Die Analyse der Markersubstanzen aus der Rinde erfolgte nach der Hydrolyse des Lyophilisates
beider Pappelsorten (Muhle-Larsen und Androscoggin). Untersucht wurde der Einfluss folgender
Parameter auf den Gehalt der Inhaltsstoffe: Zeit, Standweiten und Diinger. Diese werden in Abb.

22 dargestellt. Die dazugehdrigen prozentualen Gehalte im Monat Mérz sind der Tab. 7 zu

entnehmen.
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Abb. 22: Darstellung der Inhaltsstoffe in der Rinde der Pappeln Muhle-Larsen (links) und Androscoggin (rechts) im

Mirz
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Tab. 7:  Darstellung der prozentualen Gehalte in der Rinde der Pappeln Muhle-Larsen (links) und Androscoggin
(rechts) im Mérz
Sub | DI, ohne D1, mit D2, ohne D2, mit Sub | DI, ohne D1, mit D2, ohne D2, mit
Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger
C. 4,731 2,543 2,751 2,573 | C. 1,683 1,98 1,856 1,860
S. 27,069 26,868 28,03 26,542 | S. 27,504 29,421 28,624 28,962
F. 0,208 0,098 0,13 0,150 | F. 0,25 0,275 0,281 0,212

Sub.: Substanz, D.: Standweite (m), C.: Cumarsdure, S.: Salicin, F.: Ferulasdure

Der Salicingehalt in der Rinde ist mit ca. 30 % signifikant hoher als in den Knospen beider P.-

Arten. Die Standweiten und der Diingerzusatz in beiden Sorten weisen keinen erheblichen

Unterschied auf. Im April ist eine Zunahme des Salicingehalts von ca. 5 % in der Pappel

Androscoggin zu verzeichnen, die in der Abb. 23 und der dazugehdrigen Tab. 8 ersichtlich ist.

w
2]
|

=
th
I

Gehalt [%0]

th
I

+

April - Muhle Larssen - Rinde
mit und ohne Diinger, D1 und D2

ohne Diinger
D1=0,5m

mit Diinger
D1=0,5m

ohne Diinger
D2=1,0m

mit Diinger
D2=1,0m

OCumarsiure

B Ferulasiure

OSalicin

Gehalt [%0]

W
h

@

(=]
h

[

—
(2]

[y

th

April - Androscoggin - Rinde
mit und ohne Diinger, D1 und D2

_1_

T

ohne Diinger mit Diinger ohne Diinger mit Diinger
D1=0,5m D1=0,5m D2=1,0m D2=1,0m
OCumarsiure B Ferulasiiure O Salicin

Abb. 23: Darstellung der Inhaltsstoffe in der Rinde der Pappeln Muhle-Larsen (links) und Androscoggin (rechts) im

April
Tab. 8:  Darstellung der prozentualen Gehalte in der Rinde der Pappeln Muhle-Larsen (links) und Androscoggin
(rechts) im April
Sub | DI, ohne D1, mit D2, ohne D2, mit Sub | DI, ohne D1, mit D2, ohne D2, mit
Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger
C. 2,204 1,82 2,743 3,001 | C. 1,038 1,003 1,335 1,295
29,478 28,191 31,273 29,937 32,317 33,868 34,17 34,034
F. 0,182 0,184 0,17 0,185 | F. 0,204 0,212 0,232 0,228
Sub.: Substanz, D.: Standweite (m), C.: Cumarsdure, S.: Salicin, F.: Ferulasdure

Auch bei dieser Messung beeinflussen die Faktoren Standweite und Diingerzusatz nicht den

Gehalt der Inhaltsstoffe.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Beim Vergleich beider Erntezeiten der Pappel Muhle-Larsen (siche Abb. 24 und Tab. 9) ergeben
die Standweiten und der Diingerzusatz erneut keine Anderungen in Bezug auf den Gehalt der

Inhaltsstoffe.

Mirz - April D1 Cumarsiiure, Ferulasiure, Salicin
in Rinde (Muhle Larssen)

Miérz - April D2 Cumarsiure, Ferulasiure, Salicin
in Rinde (IMuhle Larssen)
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Abb. 24: Darstellung der Rinde der Pappel Muhle-Larsen im Mérz und April

Tab.9:  Darstellung der prozentualen Gehalte in der Rinde der Pappel Muhle-Larsen im Marz und April
Sub | DI, ohne D1, mit D1, ohne D1, mit Sub | D2, ohne D2, mit D2, ohne D2, mit
Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger
C. 4,731 4,422 2,204 1,820 | C. 2,751 2,573 2,743 3,001
27,069 25,297 29,478 28,191 28,035 26,542 31,273 29,937
F. 0,208 0,169 0,182 0,184 | F. 0,13 0,15 0,17 0,185

Sub.: Substanz, D.: Standweite (m), C.: Cumarsdure, S.: Salicin, F.: Ferulasdure

Der hochste Salicingehalt von ca. 30 % wird im April ohne Diinger bei einer Standweite von 1,0
m erreicht. P-Cumarsdure zeigt mit ca. 5 % im Mérz ohne Diinger bei einer Standweite von 0,5 m

den hochsten Gehalt.

In Abb. 25 und Tab. 10 sind hinsichtlich der Untersuchungskriterien in beiden Monaten bei der

Pappel Androscoggin ebenfalls keine wesentlichen Effekte nachweisbar.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Mirz-April D1 Cumarsiure, Ferulasiiure, Salicin

in Rinde (Androscoggin)

Miirz - April D2 Cumarsiure, Ferulasiure, Salicin
in der Rinde (Androscoggin)
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Abb. 25: Darstellung der Inhaltsstoffe in der Rinde der Pappel Androscoggin im Mérz und April
Tab. 10: Darstellung der prozentualen Gehalte in der Rinde von Pappel- Androscoggin im Mirz und April
Sub | DI, ohne D1, mit D1, ohne D1, mit Sub | D2, ohne D2, mit D2, ohne D2, mit
Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger Diinger
C. 1,683 1,98 1,038 1,003 | C. 1,856 1,86 1,335 1,295
S. 27,504 29,421 32,317 33,868 28,624 28,962 34,17 34,034
F. 0,25 0,275 0,204 0,212 | F. 0,281 0,212 0,232 0,228

Sub.: Substanz, D.: Standweite (m), C.: Cumarséure, S.: Salicin, F.: Ferulasdure

Der hochste Anteil an Salicin wird im April mit Diinger und einer Standweite von 0,5 m mit ca.

35 % erreicht.

3.2.2 Die Knospen und die Rinde der Pappel Max 5

Fiir die Auswertung der Pappel Max 5 wurden jeweils vier Proben von den Knospen und der

Rinde entnommen. Bei der Pappel Max 5 beeinflussen die Faktoren Standweite und Diingerzusatz

den Gehalt der Inhaltsstoffe nicht. Die Abb. 26 und die Tab. 11 zeigen, dass Ende Mirz der

hochste Gehalt an Salicin in den Knospen zu verzeichnen ist, wahrend sich jener in der Rinde

kaum verandert.
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Abb. 26: Darstellung der Inhaltsstoffe (Knospe (links), Rinde (rechts)) von Max 5 im Mérz und April
Tab. 11: Darstellung der prozentualen Gehalte der Max 5, (Knospe (links), Rinde (rechts))
Sub Knosp Knospe Knospe Knospe Sub Rinde Rinde Rinde Rinde
Anfang Mitte Ende April Anfang Mitte Ende April
Mirz Mirz Mirz Mirz Mirz Mirz
C. 1,706 1,209 1,49 1,751 | C. 1,206 0,674 0,674 1,087
S. 2,383 2,84 14,417 7,898 24,991 26,24 27,664 25,83
F. 0,273 0,289 0,458 0,243 | F. 0,459 0,384 0,474 0,21

Sub.: Substanz, D.: Standweite (m), C.: Cumarséure, S.: Salicin, F.: Ferulasdure

Die Pappelsorte Max 5 hat einen hohen Anteil an Salicin, ca. 30 % davon sind in der Rinde

nachweisbar. P-Cumarséure ist in den Knospen lediglich zu ca. 2 % vertreten und in der Rinde mit

noch weniger Gehalt.

Im Allgemeinen ldsst sich schlussfolgern, dass weder die Standweiten noch der Diingerzusatz

einen signifikanten Einfluss auf den Gehalt der Inhaltsstoffe der Pappelpflanzen haben. Die

Pappel Androscoggin zeigt den hochsten Gehalt der Inhaltsstoffe. In den Knospen der Pflanze

wurden im Mirz ca. 30 % p-Cumarsédure nachgewiesen, in den Bléttern im April ca. 11 % Salicin.

In der Rinde der Pappel Androscoggin wurde der hochste Salicingehalt mit ca. 35 % festgestellt.

Die Untersuchungen zeigen, dass die Konzentration der Inhaltsstoffe im Méarz und Anfang April

am hdchsten ist. Somit sind diese Monate als optimale Erntezeitpunkte zu betrachten.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.3 Analytische Ergebnisse

3.3.1 Fliissigchromatographie und Massenspektrometrie (HPLC-DAD-MS)
3.3.1.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Um die Inhaltsstoffe der Pappel zu identifizieren und anschlieBend aus diesem Substanz-Pool
mogliche Leitsubstanzen festzulegen, miissen die Inhaltsstoffe zundchst aufgetrennt werden. Mit
Hilfe einer Referenzmischung der in der Literatur angefiihrten und kommerziell erhiltlichen
Substanzen wurde die Trennung optimiert. Die Auswahl der Substanzen wurde unter

Berticksichtigung der zu erwartenden pharmakologischen Eigenschaften getroffen.

Um eine Reduzierung der Inhaltsstoffe auf die wesentlichen Phenolglycoside und Phenolsduren
bzw. Flavonoid-Aglyca zu garantieren und damit die Trennung zu vereinfachen, wurde der

Extrakt basisch hydrolysiert, was in Kapitel 2.3.5 beschrieben wurde.

Die Hauptpeaks (siche Abb. 27 und 28) in den Extrakten, Salicin und p-Cumarsédure, dienen

kiinftig als Markersubstanzen.
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Benzoesaure |

Abb. 27: Chromatogramm der hydrolysierten Extrakte, A =267 nm
AS: Sorte Androscoggin, ML: Sorte Muhle-Larsen, MAXS: Sorte Max 5
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Abb. 28: Chromatogramm der hydrolysierten Extrakte, A =310 nm
AS: Sorte Androscoggin, ML: Sorte Muhle-Larsen, MAXS: Sorte Max 5

In der Abb. 27 weist Muhle-Larsen einen Peak auf, der auf die Untersuchungen der einzelnen
Pflanzenteile der Sorte aus der Knospe zuriickzufiihren ist. Es konnte anhand der Kombination aus
drei verschiedenen analytischen Methoden (HPLC/UV, HPLC/MS und GC/MS) die Identitét des
unbekannten Stoffes — 4-Hydroxyacetophenon — eindeutig aufgekldrt werden. Dafiir wurden 6 g
Knospen der Muhle-Larsen (P. trichocarpa) mit 84 ml 70-%-igem EtOH fiir 24 Stunden
extrahiert, der Uberstand filtriert und mittels Vakuumdestillation in einer Falcon-Tube bis zur

Trocknung eingeengt.

Analog die Probenvorbereitung wurde der trockene Extrakt behandelt. Es konnte mittels
HPLC/MS eine Masse von 136 g/mol ermittelt werden. Die Identitét und der strukturelle Aufbau
des Hydroxyacetophenons wurden mit Hilfe der in der GC/MS Software enthaltenen
Spektrenbibliotheken des Instituts fiir pharmazeutische Biotechnologie ermittelt. Allerdings
konnte nicht eindeutig zugeordnet werden, ob es sich um 2-, 3- oder 4-Hydroxyacetophenone
handelt, die sich nicht in ihrer molaren Masse, sondern lediglich in der Stellung der

Hydroxygruppen unterscheiden.
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o) CH,
o) CHjy o\ CHs3
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OH OH
A: 2-Hydroxyacetophenon B: 4-Hydroxyacetophenon C: 3-Hydroxyacetophenon

Abb. 29: Chemischen Strukturen des ortho-, meta- und para-Hydroxyacetophenons

A: 2-Hydroxyacetophenon, B: 4-Hydroxyacetophenon, C: 3-Hydroxyacetophenon

Hierfiir wurden Losungen der drei Standardsubstanzen von 2-, 3- und 4-Hydroxyacetophenone in
MeOH hergestellt und gemessen (sieche Chromatogramme im Anhang). Hierbei stellte sich
aufgrund des Vergleichs der Retentionszeiten und der UV-Spektren heraus, dass es sich um das 4-

Hydroxyacetophenon handelte.

Die Abb. 30 zeigt eine Kombination aus drei verschiedenen Chromatogrammen (alle werden bei

einer Wellenldnge von 275 nm dargestellt):
A: Bildet den Lauf des Chromatogramms der Referenzsubstanz 4-Hydroxyacetophenon ab.
B:  Hier ist der Verlauf des Knospenextrakts in Form eines Chromatogramms zu sehen.

C:  Stellt das Chromatogramm einer Mischung aus dem Knospenextrakt und dem 4-Hydroxy-

acetophenon dar.
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Abb. 30: Chromatogramm der Referenzsubstanz 4-Hydroxyacetophenon in Kombination mit dem Knospenextrakt

A: 4-Hydroxyacetophenon, B: Mischung aus Knospe und 4-Hydroxyacetophenon, C: Knospe
Mit Hilfe der HPLC konnte das Isoform der Hydroxyacetophenone bestimmt werden (Piceol).

Die in der GC-/MS-Software enthaltene Spektrenbibliotheken und in die Ergebnisse der
Literaturrecherche (43) bestétigten, dass 4-Hydroxyacetophenon ein Bestandteil von

P. trichocarpa ist.

3.3.1.1.1 Identifizierung der Markersubstanzen mittels Massenspektrometrie (LC/MS).

In vielen Fiéllten ist die Identifizierung der mittels HPLC aufgenommenen Peaks durch Vergleich
mit Referenzsubstanzen oder durch Aufnahme des UV-Spektrums zur absolut sicheren
Identifikation eines Analyten nicht ausreichend. Zur Bestitigung der Markersubstanzen wurde das

HPLC-System mit einem MS gekoppelt.

Die Identitdt der jeweiligen Substanzen wurde durch deren MS und Tandem-MS eindeutig
sichergestellt. Zunachst wurde ein MS-Fullscan im Massenbereich (m/z—Wert) von 50 bis 1000
mit negativer und positiver Polaritdt der Reinsubstanzen durchgefiihrt und deren Daten wurden
aufgenommen. Durch die Wahl der Polaritit (Positiv- oder Negativ-Modus) werden
unterschiedliche Fragmente geliefert. Mit Hilfe eines Splitters lassen sich Konzentration und Flow

ideal einstellen. Die Konzentration der Referenzsubstanzen sollte 20 pm/ml und der Flow 0,5
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ml/min nicht iiberschreiten. Die Messung kann mit oder ohne UV-Kontrolle erfolgen, wobei deren
Anwendung empfohlen wird. Die Identitédt der jeweiligen Substanzen wurde durch deren MS und

Tandem-MS eindeutig bestétigt.
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Abb. 31: Vergleich der positiven (Tandem-)MS von der Standardsubstanz (1A) und Salicin aus dem Pappel-Extrakt
(2A)
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Abb. 32: Vergleich der negativen (Tandem-)MS von der Standardsubstanz (1B) und der Cumarsdure aus dem
Pappel-Extrakt (2B)

Wie die obigen Abb. 31 und 32 verdeutlichen, werden fiir die im Extrakt identifizierten

Substanzen die Masse-Ladungs-Verhidltnisse in MS aufgenommen. Bei der Messung der

Standardsubstanzen war Cumarsdure im negativen Modus und Salicin im positiven Modus zu

detektieren. Ein Vergleich der Tandem-MS aus dem Extrakt mit dem Tandem-MS der

Reinsubstanzen beweist eindeutig, dass es sich um die zwei genannten Substanzen handelt.
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3.3.2 Kapillarelektrophorese (CE)

Die Extrakte wurden mittels CE untersucht, um mit Hilfe einer weiteren Methode die HPLC-
Ergebnisse zu bestitigen sowie gleichzeitig neue Substanzen zu erfassen und zu definieren. Eine
optimale CE- Messung kann bis 10 Min. dauern. Fiir Pflanzenextrakte, die als Stoffgemische
vorliegen, wird eine lingere Laufzeit empfohlen. Im Rahmen der Vorversuche wurden die drei

Pappelsorten untersucht, um eine Aussage hinsichtlich der optimalen Messbedingungen zu treffen.

Die analytischen Ergebnisse zeigen, dass die Pappelsorte Androscoggin den hochsten Gehalt an
Markersubstanzen (Salicin und p-Cumarsdure) aufweist, daher wurden mit dieser die CE-
Untersuchungen durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung fiir die CE-Untersuchungen wird in

Kapitel 2.8.1.7 beschrieben.

3.3.2.1 Identifizierung der Inhaltsstoffe im unhydrolysierten Extrakt mittels CE/UV

Es wurde systematisch die Trennung der Inhaltsstoffe des unhydrolysierten Extraktes in
Abhingigkeit vom pH-Wert, der Pufferkonzentration, dem Zusatz organischer Solventien sowie
dem Zusatz von Mizellbildnern wie SDS untersucht. Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass
keine befriedigende Trennung des unhydrolysierten Extraktes erreicht werden konnte. Allerdings
konnten Salicin, Zimtsdure, Ferulasdure, p-Cumarsidure und Benzoesdure anhand von Spektren,

Laufzeit sowie eine Peakvergroferung nach Referenzzugabe identifiziert werden.
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Abb. 33: CE-Elektropherogramm, P.-Extrakt (Androscoggin) 5 mg/ml, 20 kV, Puffer: pH-Wert: 9, 151 mM Borat,
25 mM SDS

1: Salicin, 2: Zimtsdure (Nebenpeak), 3: Ferulasdure, 4: p-Cumarséure, 5: Benzoesaure, 6: Kaffeesidure
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3.3.2.2 Identifizierung der Inhaltsstoffe im hydrolysierten Extrakt mittels CE/UV

Die Hauptpeaks nach Hydrolyse wurden zunichst mittels Spektren und Laufzeit identifiziert. Eine

Peakvergrof3erung gilt nach Referenzzugabe als Identifizierungskriterium.

Salicin, Ferulasdure, Cumarsdure und Kaffeesdure waren bei einem pH-Wert von 9 einfacher zu
detektieren. In den Elektropherogrammen wurden dem Extrakt Ferulasdure (A), Cumarsiure (B),
Kaffeesdure (C) und Salicin (D) als Referenzen zugegeben. In den nachstehenden Elektro-
pherogrammen sind die Ergebnisse der untersuchten Pappelsorte (zu gleichen Teilen gemischt)

abgebildet (siche Abb. 34).
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Abb. 34: CE- Elektropherogramm, A= 200 nm, 171 mM Boratpuffer mit 25 mM SDS, Puffer: pH-Wert 9, N =3,
1: Salicin, 2: Ferulasdure, 3: Cumarsaure, 4: Kaffeesdure.

A: Zusatz von Ferulasdure Rf, B: Zusatz von Cumarsidure Rf, C: Zusatz von Kaffeesdure Rf, D: Zusatz von
Salicin Rf.

Die Benzoesdure und Zimtsdure waren bei einem pH-Wert von 9,2 besser zu detektieren. Im
ersten Elektropherogramm wurde dem Extrakt Benzoesdure und Zimtsdure als Referenz

zugegeben, das zweite (F) zeigt die reine Extraktmessung (siche Abb. 35).
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Abb. 35: CE-Elektropherogramm, A=200 nm, 171 mM Boratpuffer mit 25 mM SDS, Puffer: pH-Wert 9,5, N=3

(E): Zusatz von Zimtséure (5) und Benzoeséure (6) Referenzen zum Extrakt
(F): Zimtséure (5) und Benzoesdure (6) im Extrakt ohne Referenzenzugabe
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4 Galenik

4.1 Hygroskopizitit

Native Trockenextrakte sind hdufig hygroskopisch. Aufgrund ihrer Hygroskopizitit zeigen sie
eine negative physikalische Stabilitit. Diese haben Auswirkungen auf die galenische
Verarbeitbarkeit (Verklumpung verbunden mit einer langsameren Aufldsung in Vehikeln) (69).
Der Zusatz von inerten Hilfsstoffen, wie hochdisperses Siliziumdioxid, Lactose, Stérke,
Saccharose oder Maltodextrin, erwies sich bei der Weiterverarbeitung als niitzlich (70, 71). In
Bezug auf den Pappel-Extrakt birgt der Zusatz von inerten Hilfsstoffen sowie deren Gemisch
keinen Vorteil und fiihrte zudem zur Stérung der analytischen Messungen. Der Pappel-Extrakt

wurde unter Vakuum im Exsikkator bei niedriger Temperatur aufbewahrt.

4.2 Loslichkeitsuntersuchungen

Zur Voruntersuchung wurde die Loslichkeit des Lyophilisates in verschiedenen Hilfsstoffen, wie
z. B. Olsiure, Propylenglycol, Pentylenglycol, Glycerol (85 % und 95,5 %), Lavendeldl sowie
Polyethylenglycol (PEG) 400, iiberpriift. Das Ziel bestand darin, Formulierungen mit 1 % Extrakt
herzustellen, daher wurde versucht, 1 bis 5 % Extrakt in die jeweiligen Hilfsstoffe einzuarbeiten

(die Loslichkeit wurde nach visuelle Beurteilung der Niederschlagsgrofle ermittelt).

In Pentylenglycol und Propylenglycol ist der Extrakt bis zu 5 % vollstindig geldst, weshalb fiir die
weiteren Experimente Pentylenglycol bzw. Propylenglycol als Losungsmittel gewihlt wurden.
Nach Beurteilung der Losung mit Propylenglycol war nach vier Tagen allerdings in dem 3-, 4-

und 5-%-igen Extrakt ein geringfiigiger Niederschlag zu beobachten.

Dariiber hinaus wurde die Loslichkeit in Dodecanol und Glycerol untersucht, um einen Hinweis
auf einen geeigneten Akzeptor fiir die Liberationsuntersuchungen zu erhalten. Der Zusatz von
Stoffen, die die Loslichkeit verbessern, wie z. B. DMSO oder Pentylenglycol, verbessert die
Loslichkeit des Extraktes, fiihrt jedoch zur Trilbbung und Auskristallisierung bei der

Liberationsuntersuchungen.

4.3 Stabilitit des Extraktes in Abhéingigkeit von der relativen Feuchte

Der Extrakt besitzt eine hohe hygroskopische Eigenschaft. Dadurch werden das Aufbewahren und
die Lagerung bei Raumtemperatur (RT) erschwert. Aus diesem Grund wurde der Extrakt bei 22 °C

und einer relativen Luftfeuchtigkeit (von 11 % r. F., eingestellt mit Lithiumchlorid, und 57 % r. F.,
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eingestellt mit Natriumbromid) iiber einen Zeitraum von 24 Wochen aufbewahrt, um eine Aussage
iber die Stabilitit der Inhaltsstoffe zu treffen. Der Gehalt an Salicin und Cumarsdure wurde in
regelméfigen Abstdnden gemessen. Die Ergebnisse lassen sich nicht statistisch auswerten, da die

Untersuchungen an jeweils nur einer Probe durchgefiihrt wurden.
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Abb. 36: Stabilitdt des Extraktes in Abhéngigkeit von verschiedenen Luftfeuchten

Der Gehalt an Salacin (links) und Cumarséaure (rechts) wurde jeweils an einer Probe untersucht.

Wie in Abb. 36 ersichtlich, wurde ab der 18. Woche eine Gehaltsabnahme der Cumarsiure

registriert.

Allerdings konnte im Allgemeinen festgestellt werden, dass der Feuchtegehalt iiber ldngere Zeit
nur einen eingeschrinkten Einfluss auf die Stabilitdt des Extraktes hat. Ebenso ist der Einfluss von

Luftsauerstoff auf die oxidative Zersetzung der Inhaltsstoffe der Extrakte anzumerken.

Um eine ideale Verarbeitbarkeit und eine niedrige Umgebungsluftfeuchte zu gewihrleisten, sollte
das Extrakt in Lyophilisatform unter Vakuum im Exsikkator bei niedrigen Temperaturen

aufbewahrt werden.

4.4 Auswahl der Extrakte

Es wurden drei Pappelsorten (Muhle-Larsen, Androscoggin und Max 5) in Bezug auf deren Gehalt
an Markersubstanzen untersucht. Gleichzeitig wurde die bioaktive Wirkung der Extrakte

(antiinflammatorische Aktivitit und antioxidative Wirksamkeit) gepriift.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
bioaktiven Wirksamkeit registriert. Die analytischen Ergebnisse zeigen, dass die Pappelsorte

Androscoggin den hochsten Gehalt an Markersubstanzen (Salicin und p-Cumarsiure) aufweist,
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wihrend in der Sorte Max 5 der niedrigste Gehalt zu finden ist. Mit 1-%-igem Extrakt der Sorte

Androscoggin wurden die weiteren galenischen Untersuchungen durchgefiihrt.

4.5 Einarbeitung des Extraktes in halbfeste Formulierungen
4.5.1 Gelsysteme

Aufgrund der Loslichkeit des Extrakts wurden halbfeste Zubereitungen mit hohem
Propylenglycol- bzw. Pentylenglycol-Gehalt gesucht, in die der Extrakt eingearbeitet werden
kann. In der Standardrezeptur (sieche Tab. 12) wurde das Propylenglycol durch Pentylenglycol
ersetzt. Pentylenglycol besitzt positivere FEigenschaften als Propylenglycol, wie z. B.

antimikrobielle Aktivitdt, bessere Hautvertriaglichkeit usw.

Da zur Untersuchung der Liberation ein Gel aufgrund der geringeren Stérung durch die
Hilfsstoffmatrix am vorteilhaftesten ist, wurde darauf das Hauptaugenmerk gelegt. Als Gelbildner
in dem Neue Rezeptur-Formularium (NRF) wurden Hypromellose 2000, Carbomer/Trometamol
sowie Hydroxypropylcellulose 400 verwendet. Fiir die Herstellung einer halbfesten Formulierung

mit Pappel-Extrakt erweisen sich Carbomer bzw. Trometamol als am geeignetsten.

Carbomere sind Polyacrylsduren mit hohem Molekulargewicht. Erst bei Neutralisation der
wissrigen Suspension kommt es zur Gelbildung. Durch die Einwirkung der Base (z. B.
Trometamol) wird die Polyacrylsdure deprotoniert, die entlang der Polymerkette entstehenden
Ladungen stoflen sich ab und nehmen den groBBtmdéglichen Abstand zueinander ein. Dies fiihrt zu

einer starken Entknduelung der Ketten, die mit einer hohen Wasseraufnahme einhergeht (72).

Tab. 12: Darstellung der Bestandteile der Rezeptur

Bestandteile Einwaage [g]
Extrakt 0,1
Pentylenglycol/Propylenglycol 2,0
Carbomer 0,1
Trometamol 0,07
Ger. Wasser ad 10,0

Die Herstellung eines 1- bzw. 2-%-igen Gels konnte ohne Probleme durch Ldsen des
Lyophilisates im Pentylenglycol erfolgen. Es entstanden sofort homogene hellbraune Gele. Da die
Loslichkeit des Extraktes bei ca. 5 % (m/m) in Propylenglycol liegt, ist diese Art der Herstellung
bei einem Propylenglycolgehalt von 20 % in der Rezeptur auf 1 % Extraktgehalt beschrinkt.
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Bei Erhohung des Extraktanteiles auf' 5 % bei gleicher Zusammensetzung der Grundlage wurden
unabhingig von der Herstellungstechnologie zwar stets klare, hellbraune homogene
Zubereitungen erhalten, diese wiesen allerdings keinen Gelcharakter auf. Nur dufBlerst wenige
Partikel lagen ungeldst vor. Ein hoher Anteil an Extrakt fiihrt demzufolge zur Verfliissigung der

Zubereitung.

4.5.2 Mikroemulsionssysteme

Ein iiberaus interessantes Einsatzgebiet fiir Mikroemulsionen sind Anwendungen an der Haut.
Mikroemulsionen sind moderne kolloidale Arzneistofftrager, deren penetrationsférderndes Poten-
zial weithin bekannt und akzeptiert ist. Sie zeichnen sich durch ein hohes Solubilisierungs-
vermogen auch fiir schwer 16sliche Arzneistoffe aus, sind auf einfache Weise herzustellen und
thermodynamisch stabil (73-75). Thre Bildung wurde erstmals im Jahr 1943 von Hoar und
Schulman beschrieben (76). Die verwendeten Mikroemulsionen wurden zuvor am Institut fiir
pharmazeutische Technologie und Biopharmazie der MLU entwickelt und weisen eine gute
Hautvertriglichkeit auf (77, 78). Sie unterscheiden sich sowohl im verwendeten Tensidanteil als

auch in der lipophilen Komponente. Es wurde mit folgenden Mikroemulsionen gearbeitet:

Tab. 13: Emulgatorsystem: Tween 80/Span 20 (2:3)

Zusammensetzung W/O ME 1 Zusammensetzung W/O ME 2
(A) (B)

Emulgator 20 % Emulgator 20 %

Wasser 5% Wasser 5%

IPM = Isopropylmyristat | 75 % IPP = Isopropylpalmitat | 75 %

Tab. 14: Emulgatorsystem: Tagat O2/Synperonic PE/L 101 (2:3)

Zusammensetzung O/W ME 1 Zusammensetzung O/W ME 2
(©) (D)

Emulgator 20 % Emulgator 20 %

IPP = Isopropylpalmitat | 5 % Miglyol 812 5%

PG/Wasser (2:1) 75 % PG/Wasser (2:1) 75 %

Die Untersuchung ergab, dass sich das Extrakt in die W/O-Emulsionen vorteilhafter einarbeiten

lasst. Bei der O/W-Emulsionen war ein Emulgatorzusatz von 30 % notwendig.
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Die Mikroemulsionen waren nach visueller Beurteilung bis zu vier Wochen stabil. Nach dieser
Zeit wurde bei den Mikroemulsionstypen (B), (C) und (D) ein {iiberaus geringer, feiner
Niederschlag beobachtet. Aus diesem Grund wurden die weiteren Untersuchungen mit dem

Mikroemulsionstyp (A) durchgefiihrt.

4.5.3 Salbengrundlagen

Fir die Herstellung der verschiedenen Formulierungen mit unterschiedlichem Extraktgehalt
wurden standardisierte Grundlagen verwendet, wie z. B. Wollwachsalkoholsalbe, wasserhaltige
Wollwachsalkoholsalbe, hydrophile Salbe DAB, nichtionische hydrophile Creme DAB,
anionische hydrophile Creme SR/DAB, Vaseline, Basiscreme, modifizierte Basiscreme,
hydrophobe Basiscreme. Alle hergestellten Formulierungen wurden in regelmiBigen Abstinden
visuell gepriift und nach Stabilitdt des Extraktes nach ihrer Grundlage, dem optischem Aussehen

und eventuellen Verdanderungen beurteilt.

Die Basiscreme DAC dient als ideale Grundlage fiir die Einarbeitung des Extrakts. Hierbei handelt
es sich um eine amphiphile Creme, die sowohl O/W- als auch W/O-Emulgatoren enthilt und sich
dadurch fiir die Einarbeitung zahlreicher Arzneistoffe eignet. Sie enthilt einen Wasseranteil von
40 % und ist mit Propylenglykol konserviert, das gleichzeitig als Penetrations-Enhancer fungiert.

Die Freisetzungsuntersuchungen wurden anhand von 1-%-iger Basiscreme durchgefiihrt.

4.6 Stabilitiat des Extraktes in Standardvehikeln

In dieser Arbeit wurden die Parameter beginnend bei der Pflanzenspezies, den
Anbaubedingungen, den Erntezeitpunkten der Balsampappel bis hin zur Einarbeitung in halbfeste
Formulierung untersucht und biopharmazeutisch charakterisiert. Die Stabilitdt der Zubereitungen

wurde makroskopisch gepriift und bewertet (79).

Die vorgenommenen Untersuchungen zeigten, dass das Gel nach der ersten Woche bei 40 °C und
nach der zweiten Woche bei 30 °C in zwei Phasen (obere Phase: dunkelbraun, untere Phase: klar
durchsichtig) getrennt war. Bei der Basiscreme haben sich bei 40 °C bereits nach der ersten und
vierten Woche bei 30 °C leichte Luftblasen gebildet. Eine leichte Verdunklung der Basiscreme
war erkennbar. Nach weiteren zwei Wochen lag bei 40 und bei 30 °C schmier- sowie
schaumartige Masse vor. Ab der neunten Woche bei 40 °C und der elften Woche bei 30 °C hat
sich ein feiner Niederschlag bei der Mikroemulsion gebildet. Die Formulierungen, Basiscreme,

Gel bei Raumtemperatur (RT), Kiihlschrank (KT) und Mikroemulsion bei RT, weisen nach
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makroskopischer Beurteilung iiber den Zeitraum von zwolf Wochen eine vorteilhafte Stabilitét

auf. Bei der Uberpriifung anhand der HPLC lag die Wiederfindungsrate (WFR) bei nahezu 100 %.

4.6.1 Gehaltbestimmung der Markersubstanzen aus dem Extrakt und den gewihlten

Formulierungen
4.6.1.1 Gehaltbestimmung der Markersubstanzen aus dem Extrakt

Zur Gehaltsbestimmung der Markersubstanzen aus dem Extrakt wurden drei Proben mit
definierter Menge an trockenem Extrakt eingewogen, in 1,1 ml EtOH (70 %) aufgenommen und
gevortext. Anschlieend wurden die Proben fiir 30 Min. im Ultraschallbad bei RT extrahiert.
Danach wurde jede Probe mit 0,9 ml 1-molarer NaOH hydrolysiert. Nach der Filtration wurden
die Proben anhand der HPLC-Methode analysiert. Die erhaltenen Daten sind in Tab. 15

zusammengefasst.

Tab. 15: Darstellung der Gehalte der Markersubstanzen, Salicin und Cumarsdure aus dem Extrakt,n =3

Salicin mg/ml + SD | Cumarsdure mg/ml+ SD

16,36 £ 0,66 2,15+0,73

4.6.1.2 Gehaltbestimmung der Markersubstanzen aus den Formulierungen

Fir die Wiederfindung des Gehaltes der Markersubstanzen aus dem 1-%-igen Gel, der 1-%-igen
Basiscreme und der 1-%-igen Mikroemulsion wurden jeweils drei Proben mit definierter Menge
eingewogen. Jeder Probe wurde 1,1 ml 70-%-iger EtOH zugegeben und gevortext. Die Proben
wurden bei RT fiir 30 Min. im Ultraschallbad extrahiert. Darauthin erfolgte die Hydrolyse jeder
Probe mit 0,9 ml 1-molarer NaOH. AnschlieBend wurden die Proben filtriert und anhand der

HPLC-Methode gemessen. Tab. 16 zeigt, dass die WFR jeweils bei nahezu 100 % liegen.

Tab. 16: Darstellung der Gehalte der Markersubstanzen, Salicin und Cumarsdure in % aus den Formulierungen, n =3

Vehikel Salicin + SD Cumarsaure + SD
Gel 99,84 + 0,67 99,27 +0,86
Basiscreme 99,63 + 0,40 101,69 + 0,44
Mikroemulsion 101,56 £ 0,39 98,33 £0,37

SD: Standardabweichung

4.7 Biopharmazeutische Charakterisierung

Die Biopharmazie beschéftigt sich mit Fragen hinsichtlich der chemischen und physikalischen
Eigenschaften von Wirk- und Hilfsstoffen, der Verarbeitungstechnologie, der Arznei- bzw.
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Darreichungsform, der Wirkstofffreigabe sowie der Resorption, Verteilung, des Metabolismus und

der Exkretion des Arzneistoffes (80). Untersuchungen zur biopharmazeutischen Charakterisierung

von dermalen Darreichungsformen kommen besondere Bedeutung zu.

Zur Bestimmung der Freisetzung werden Zellen mit unterschiedlichen Priparationen benotigt

(81):

. Ein oder mehrere Zellen als Blindprobe: D. h., es wird lediglich die Grundlage ohne

Wirkstoff auf die erste Membran aufgetragen, um sicherzustellen, dass Bestandteile der

Grundlage keine storenden Effekte in der sich anschlieenden Analytik zeigen.

Ein oder mehrere Zellen als Wiederfindungsprobe: D. h., die erste Membran wird nach
entsprechender Penetrationszeit nicht abgewischt und die sich daraus ergebende Summe
der einzelnen Membranwirkstoffgehalte entspricht 100 %. Diese Wiederfindung gibt
prinzipiell an, wie vorteilhaft die gesamte Methode (bestehend u. a. aus Analytik des
Wirkstoffes, Extraktion der Membranen, Membranherstellung und Préparationsgeschick)

ist.

Ein oder mehrere Zellen als Probenmodelle: D.h., die erste Membran wird nach
vorgesehener Penetrationszeit abgewischt und wie alle anderen Modelle einer

Wirkstoffextraktion unterzogen, an die sich die Analyse des Wirkstoffgehaltes anschlief3t.

Die Anzahl der entsprechenden Zellen ist separat fiir jede Formulierung in Tab. 17
zusammengefasst. Die in den Freisetzungsuntersuchungen angewandte Mehrfach-
bestimmung diente zur Erhohung der statistischen Sicherheit der erhaltenen Ergebnisse,
die in dem Abschnitt der Ergebnisse hinsichtlich auftretender Fehler bzw. Préparations-

schwierigkeiten naher diskutiert werden.

Tab. 17: Anzahl an Blind-, Wiederfindungs- und Probenmodellen fiir die einzelnen Formulierungen

Zellenbeschreibung Grundlage + 1-%-iger Extrakt
Anzahl der Zellen

Blindprobe 1

WFR 3

Probe 6

Hinsichtlich der Interpretation der Freisetzungsergebnisse ist zu beachten, dass die erste Membran

der Proben abgewischt wird. Es kann dadurch nicht angenommen werden, dass nur der penetrierte
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Wirkstoff in der Membran detektiert wird, da die Membranoberfliche eine Rauigkeit aufweist.
Zusitzlich wird die Penetration aus einer Membran in die darauffolgende durch die Uberwindung
zweier Grenzflaichen bestimmt. Befinden sich zwischen zwei Membranen kleine Lufteinschliisse,
kann an diesen Stellen keine Penetration des Wirkstoffes erfolgen. Eine weitere Fehlerquelle kann
die RT sein (hauptsdchlich im Winter), z. B. bei der Verwendung von Dodecanol als Akzeptor,

der bei 20 °C und kélter aus der Membran ausfallt.

4.8 Ergebnisse und Diskussion der Freisetzungsuntersuchungen

4.8.1 Berechnung der benotigten Membrananzahl

Im Rahmen einer Voruntersuchung wurde die Freisetzung der Markersubstanzen aus den
Formulierungen an beiden Akzeptorkomponenten (Dodecanol und Glycerol) untersucht. Eine
wesentliche Voraussetzung fiir das Erreichen optimaler Liberationsergebnisse ist das Vorliegen
von Sink-Bedingungen, d. h., dass max. 10 % der Akzeptorkapazitéit ausgenutzt werden. Um dies
zu gewihrleisten, kann die Art und Anzahl der verwendeten Membranen in Abhéngigkeit von der

Loslichkeit des jeweiligen Arzneistoffs variiert werden.

Aufgrund der schlichten Verteilung und Klumpenbildung des trockenen Extraktes im Glycerol
konnte die Loslichkeit des Extraktes nicht direkt in Glycerol bestimmt werden. Aus diesem Grund
wurde die Anzahl der erforderlichen Membranen indirekt an Glycerol- bzw. an Dodecanol-
Membranen bestimmt. In diesem Rahmen wurden fiir die Penetration aus der Formulierung drei
Versuche fiir beide Membranen angestellt, um die Liberation aus beiden Membranen vergleichen

zu konnen. Die folgende Tab. 18 stellt die verwendeten Membranen pro Versuch dar.

Tab. 18: Darstellung der verwendeten Membranen pro Zelle

Membrankomponente Versuch Versuch Versuch

Anzahl der verwendeten Membranen pro Zelle*

Glycerol-Membranen 10 4 3

Dodecanol-Membranen 10 4 3

*Es wurden immer vier Zellen je Versuch verwendet. Die Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 90 Min. bei 32 °C
inkubiert

Das Ziel dieser Versuche war es, zum einen die Anzahl an benétigten Membranen zu erfassen und
zum anderen die freigesetzte Menge an Markersubstanzen zu vergleichen. Bei der Auftragung von
10 mg 1-%-igem Gel waren fiir die Penetration von Salicin nach 90 Min. drei Dodecanol-
Membrane und vier Glycerol-Membranen sowie fiir Cumarsidure jeweils fiinf Membranen
erforderlich.
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Beim Vergleich der gesamtfreigesetzten Menge an Markersubstanzen aller drei Versuche zeigten
sich keine wesentliche Unterscheide. Die Gesamtliebration an Dodecanol-Membranen war hoher
als jene der Glycerol-Membranen. Dies bestdtigt die Ergebnisse von Bendas (82) insofern, als dass
eine Steigerung der Aufnahmekapazitit fiir Arzneistoffe durch eine erhohte Membrananzahl
lediglich bis zu einer Akzeptorerweiterung auf drei Membrane moglich ist. Bei einer hoheren
Anzahl waren keine Unterschiede hinsichtlich der Gesamtliberation feststellbar. Knorst kam

hinsichtlich der Untersuchungen zur Harnstoffliberation zu dem gleichen Ergebnis (83).

Dodecanol-Membranen zeigten hinsichtlich der Herstellung, der Stabilitdt, der Lagerung und der
Analytik vorteilhaftere Ergebnisse als Glycerol-Membranen. Als Inkubationszeiten wurden 15, 30,
90, 150 und 300 Min. eingehalten und die Proben werden anschlieend mittels HPLC gemessen.

4.8.2 Freisetzung der Markersubstanzen aus dem 1-%-igen Gel

Die freigesetzte Gesamtmenge an Salicin (X MWMI + MWM2 + MWM3) steigt in der Zeit
zwischen 15 und 150 Min. von 78,5 % auf 97,7 %. Die Salicinverteilung erhoht sich mit der

Dauer innerhalb der Membranen.
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Abb. 37: Salicinfreisetzung aus dem 1-%-igen Gel in den Membranen, n = 6
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Abb. 38:

Gesamte Salicinfreisetzung aus dem 1-%-igen Gel in den Membranen, n = 6

Tab. 19: Auflistung der zu Abb. 37 korrespondierenden Werte (mw = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n = 6)

Gehalt an Salicin in %, n=6
Zeit in Min. mw.MI1£SD | mw.M2+ |mw.M3+SD
SD
15 61,1 £6,59 17,0+3,58 | 00,0+ 00,0
30 48,7 + 3,82 254+2,12 7,2 £7,24
60 44,3 £ 5,63 27,8 £4,39 17,4 £ 1,49
90 42,3+5,51 28,2+2,53 | 20,2+3,74
150 47,0+620 | 292+461 | 21,5+1,34
300 59,5+11,02 | 31,0£6,69 | 23,3+5,77

Die freigesetzte Gesamtmenge an Cumarsdure (X MWMI1 + MWM2 + MWM3) ergibt im

gesamten Zeitverlauf von 15 bis 150 Min. keine signifikante Anderung. Die Cumarsiureverteilung

zeigt bereits nach 30 Min. eine anndhernde Gleichverteilung innerhalb der Membranen und

verandert sich mit zunehmender Zeit nicht wesentlich.
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Cumarsaure-Freisetzung aus Papellextrakt (AS) im 1%igen Gel
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Abb. 39: Cumarsédureverteilung aus dem 1-%-igen Gel in den Membranen, n = 6
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Abb. 40: Gesamtfreisetzung Cumarséure aus dem 1-%-igen Gel in den Membranen, n =6

Tab. 20: Auflistung der zu Abb. 39 korrespondierenden Werte (mw = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n = 6)

Zeit in Min. Gehalt an Cumarsiure in %
mw M1 +SD | mw M2+ SD mw M3 + SD
15 43,3 +£5,08 27,8 £4,55 19,3 £3,57
30 37,3+2,93 30,2 +£2,61 23,8 +£2,81
60 38,0 £5,63 28,3+7,70 27,4+1,98
90 36,0 £4,34 29,7+3,22 27,0+2,84
150 36,7 £ 0,80 33,2+ 1,88 25,1 £1,41
300 474 +£5,12 33,2+ 3,09 30,1 +£5,71
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4.8.3 Freisetzung der Markersubstanzen aus der 1-%-igen Basiscreme

Die freigesetzte Gesamtmenge an Salicin (X MWMI+MWM2+MWM3) steigt lediglich von 19,5
% nach 15 Min. auf 70,2 % nach 150 Min., anschlieBend wurde keine Verdnderung beobachtet.

Die Salicinverteilung innerhalb der Membranen ist nach 90 Min. erkennbar.

Salicin-Freisetzung aus Papellextrakt (AS) in 1%oiger Basiscreme
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Abb. 41: Salicinverteilung aus der 1-%-igen Basiscreme in den Membranen, n = 6
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AbDb. 42: Gesamtfreisetzung Salicin aus der 1-%-igen Basiscreme, n =6
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Tab. 21: Auflistung der zu Abb. 41 korrespondierenden Werte, mw = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n = 6

Zeit in Min. Gehalt an Salicin in %
mw M1 £ SD mw M2 + SD mw M3 £ SD

15 19,4 £2,44 0,0+0,0 0,0+0,0
30 37,2 +2,05 0,0+0,0 0,0+0,0
60 50,6 + 6,43 0,0+0,0 0,0+0,0
90 40,7 £ 3,57 15,8 +7,99 0,0+0,0
150 54,2 +£10,36 16,0 £ 8,21 0,0+0,0
300 44,4 + 8,87 17,2 £2,66 10,4 £ 2,69

Die freigesetzte Gesamtmenge der Cumarsidure (X MWMI + MWM2 + MWM3) erhoht sich von
39,2 % nach 15 Min. auf 87,0 % nach 150 Min. Die Verteilung innerhalb der Membranen beginnt
nach 30 Min. Ab der 150. Min. wurde keine Verdnderung mehr beobachtet.

Cumarsaure-Freisetzung aus Papellextrakt (AS) in 1%ager
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Abb. 43: Cumarsdureverteilung aus der 1-%-igen Basiscreme in den Membranen, n = 6
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Abb. 44: Gesamtfreisetzung der Cumarséure aus der 1-%-igen Basiscreme, n = 6

Tab. 22: Auflistung der zu Abb. 43 korrespondierenden Werte (mw = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n = 6

Zeit in Min.

Gehalt an Cumarsdure in %, n =6

mw M1 + SD mw M2 + SD mw M3 + SD
15 27,1 +£4,20 12,2+ 0,91 0,0 £ 0,00
30 31,2+£1,59 159+ 1,25 13,1 +0,68
60 37,3+4,08 17,1 £2,38 14,1 £2,68
90 33,2 +2,05 20,1+ 1,89 17,3 +1,85
150 46,1 £5,93 22,5+2,67 18,3 £2,69
300 34,6 £3,79 21,7+2,73 18,6 £ 0,81

4.8.4 Freisetzung der Markersubstanzen aus der 1-%-igen Mikroemulsion

Die freigesetzte Gesamtmenge an Salicin (X MWMI1 + MWM2 + MWM3) steigt von 62,44 %
nach 15 Min. auf 101,4 % nach 150 Min., anschlieBend wurde keine Verdnderung festgestellt. Die

Salicinverteilung innerhalb der Membranen ist nach 60 Min. erkennbar.
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Abb. 45: Salicinfreisetzung aus der 1-%-igen Mikroemulsion in den Membranen, n =6
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Abb. 46: Gesamtverteilung Salicin aus 1-%-iger Mikroemulsion in den Membranen, n = 6

Tab. 23: Auflistung der zu Abb. 45 korrespondierenden Werte, mw = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n = 6

Zeit in Min. Gehalt an Salicin in %

mw M1 + SD mw M2 + SD mw M3 £ SD

15 45,65+ 3,29 11,86 4,86 4,92 £1,06

30 44,79 £ 6,32 1,96 £5,83 1,02 +£2,29

60 32,32+£9,36 24,1 +£5,83 18,62 £+ 7,94

90 51,82+ 8,42 27,47+ 7,42 22,06 + 4,34

150 52,04 £3,75 30,58 £3,73 19,93 £4,22
300 56,81 +£4,03 30,02 = 8,98 19,05+ 6,25
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Die freigesetzte Gesamtmenge an Cumarsdure (X MWMI + MWM2 + MWM3) erhoht sich von
69,3 % nach 15 Min. auf 113,4 % nach 90 Min. Die Cumarsdureverteilung zeigt bereits nach 90
Min. eine anndhernde Gleichverteilung innerhalb der Membranen und verdndert sich mit

zunehmender Zeit nicht signifikant.

Cumarsaure-Freisetzung aus Papellextrakt (AS) im 1%igen ME.
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Abb. 47: Cumarséurefreisetzung aus der 1-%-igen Mikroemulsion in den Membranen, n = 6
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Abb. 48: Gesamtfreisetzung der Cumarséure aus der 1-%-igen Mikroemulsion in den Membranen, n = 6
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Tab. 24: Auflistung der zu Abb. 47 korrespondierenden Werte, mw = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n = 6

Zeit in Min. Gehalt an Cumarséure in %

mw M1 + SD mw M2 + SD mw M3 + SD
15 33,04 + 1,87 19,59 + 3,24 16,64 + 2,89
30 41,91+ 4,49 2427 +534 18,99 + 2,61
60 27,17+ 12,80 24,63 + 14,16 21,07 +£9,59
90 52,28 + 8,15 33,17+ 2,24 27,98 £5,01
150 42,80 +£2,99 29,94 +£497 25,52 +829
300 41,30 £5,48 27,81 +£2,54 24,53 £2,76

Die Gehaltsbestimmungen aus den Formulierungen ergaben eine WFR von 99,84 % fiir Salicin
und 99,27 % fiir p-Cumarsdure im 1-%-igen Gel. Aus der 1-%-igen Basiscreme wurde eine WFR
von 99,63 % fiir Salicin und 101,69 % fiir p-Cumarsiure ermittelt. Die 1-%-ige Mikroemulsion

ergab eine WFR von 101,56 % fiir Salicin und 99,78 % fiir p-Cumarsiure.

Die anndhernde Gleichverteilung des Salicins im 1-%-igen Gel und in der 1-%-igen
Mikroemulsion erfolgt in den einzelnen Dodecanol-Membranen nach 60 Min. und der p-
Cumarsdure im 1-%-igen Gel bereits nach 30 Min., in der 1-%-igen Mikroemulsion jedoch erst
nach 90 Min. Fiir die 1-%-ige Basiscreme war Salicin erst nach 300 Min. in der dritten Membran
auffindbar, wéihrend hinsichtlich der p-Cumarséure schon nach 30 Min. eine Verteilung innerhalb
der drei Membranen registriert wurde. Mit zunehmender Versuchszeit tritt keine wesentliche

Verianderung des Verteilungsverhaltens fiir p-Cumarséure in beiden Formulierungen ein.

4.9 Bestimmung der Area Under the Curve (AUC)

Die freigesetzten Mengen an Markersubstanzen aus den Formulierungen wurden nach 15, 30, 60,
90, 150 und 300 Min. extrahiert und anhand der HPLC- Methode quantifiziert. Als Parameter
wurde die Flidche unter der Kurve (AUC), die ein MaB fiir den penetrierten Anteil eines gegebenen

Stoffes und die mittlere Auflosungszeit (mean dissolution time, MDT) verwendet.

Durch die Ermittlung der AUC konnten die Freisetzungsergebnisse miteinander verglichen
werden. Die Fliche ABC (area between the curves) gibt die in der Formulierung zuriickbleibende
Menge des Salicins bzw. der p-Cumarsdure an. Eine geringe ABC bedeutet eine giinstigere

Liberation der Markersubstanzen aus der Formulierung.
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Zur Bestimmung der mittleren Liberationszeit wird die MDT berechnet, entsprechend dem
Quotienten aus ABC und Mo, wobei Mo der Gehalt in % bezogen auf die WFR nach 300 Min. ist
(84).

ABC_ .
MDT = [min]
M,
MDT: Mittlere Auflosungszeit (mean dissolution time)
ABC: Flache zwischen den Kurven (area between the curves)
Mo: Gehalt [%] bezogen auf WFR nach 300 Min.

Sowohl die AUC- bzw. ABC- als auch die MDT-Werte sind in Tab. 25 zusammengefasst.

Tab. 25: AUC-, ABC- und MDT-Werte der untersuchten Formulierungen, n = 3

Formulierung Wirkstoff AUC=£SD ABC £+ SD MDT = ABC/Mo

1 % Gel Salicin 28552,03 + 1527,66 5608,48 +2230,09 48,03 £ 15,40
Cumarséure 28673,54 + 13,74 4837,96 + 1399,65 42,89 + 10,26

1 % Basiscreme Salicin 17974,09 + 1589,38 5748,91 + 1505,28 71,77 £ 11,14
Cumarsiure 21924,77 + 847,59 4264,24 + 1645,27 47,85+ 13,24

1 % Mikroemulsion Salicin 27850,48 + 2376,00 6602,03 + 2362,65 56,62 + 14,46
Cumarséure 27232,13 £ 1750,88 5023,88 = 1002,20 46,66 + 8,15

\ AUC kurve von Salicin fiir das Gel \
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Abb. 49: AUC-Kurve fiir Salicin im 1-%-igen Gel
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Abb. 51: AUC-Kurve fiir Salicin in 1-%-iger Abb. 52: AUC-Kurve fiir p-Cumarséure in 1-%-iger
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Abb. 53: AUC-Kurve fiir Salicin in 1-%-iger Abb. 54: AUC-Kurve fiir p-Cumarsdure in 1-%-iger
Mikroemulsion Mikroemulsion

Die Abb. 49 bis 54 geben die relevantesten Parameter fiir die Bestimmung der gesamtliberierten
Menge an Markersubstanzen aus den untersuchten Formulierungen wieder. Werden die AUC-
Flachenwerte von Salicin und p-Cumarsdure im Gel, in der Basiscreme und in der Mikroemulsion
verglichen, ist festzustellen, dass der gesamtfreigesetzte Anteil an beiden Substanzen aus dem Gel

hoher als jener der Basiscreme oder der Mikroemulsion ist.

Die MDT (siehe Tab. 25) fiir Salicin und p-Cumarsdure liefern die Aussage, dass die Diffusion
aus dem Gel schneller erfolgt als jene aus der Basiscreme und der Mikroemulsion bei gleichen
Bedingungen. Dies ist ebenso an dem Verlauf der AUC-Kurven (siche Abb. 49 bis 54) deutlich zu

erkennen.
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Die AUC-, ABC- und MDT-Berechnungen bestitigen die signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der Freisetzungsgeschwindigkeit und des Liberationsverhaltens der beiden Substanzen bei der
Anwendung verschiedener Vehikel fiir die Freisetzungsuntersuchungen. Anhand der erwihnten
Parameter lédsst sich erkennen, dass sich die Freisetzung der beiden Stoffe aus dem 1-%-igen Gel

vorteilhafter als jene aus der 1-%-igen Basiscreme und der 1-%-igen Mikroemulsion gestaltet.

4.10 HET-CAM-Modell

Die Abkiirzung HET-CAM steht fiir Hen's egg test on chorioallantoic membrane. Mit Hilfe des
HET-CAMs konnen unter In-vivo-Bedingungen Abschdtzungen iiber die Gewebetoxizitit von

Substanzen fiir Haut bzw. Schleimhaut getroffen werden (85).

Es handelt sich hierbei um eine schnell durchfiihrbare und empfindliche In-vivo-Methode, die
zudem mit geringen Kosten verbunden ist. Die HET-CAM-Methode gilt als schmerzfrei. Da die
Membran ca. acht bis zehn Tage nach der Befruchtung verwendet wird, besitzt sie zwar ein
funktionstiichtiges Gefdflsystem, jedoch noch keine Nervenzellen, weshalb an schmerzfreier

Materie gearbeitet wird (86).

Die HET-CAM-Methode ist ein international etabliertes und akzeptiertes Verfahren und stellt
durch korrelierende Ergebnisse eine Alternative zum Tierversuch (DRAIZE-Test) dar. Irritative

Erscheinungen zeigen sich in Form einer Verdnderung des Gefallsystems sowie der Durchblutung

der stark vaskulierten CAM nach Wohlrab in einer Erh6hung der GefaB3perfusion (87).

HET-CAM-Test — Durchfiihrung und Ergebnisse

In der folgenden Tab. 26 sind die untersuchten 1-%-igen Formulierungen dargestellt.

Tab. 26: Untersuchte Proben mittels HET-CAM-Test

Vehikel Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4

Basiscreme Ohne Extrakt Pappel Muhle-Larsen Pappel Androscoggin Pappel Max 5
Gel Ohne Extrakt Pappel Muhle-Larsen Pappel Androscoggin Pappel Max 5
Mikroemulsion | Ohne Extrakt Pappel Muhle-Larsen Pappel Androscoggin Pappel Max 5

Es wurden natiirlich befruchtete Eier von Hithnern der Rasse New Hampshire verwendet, die nach
dem Transport mehr als acht Tage bei 37 °C und 55 % Luftfeuchtigkeit in Paletten in einem
Brutschrank bebriitet wurden. Nach Ablauf der Brutzeit wurden die Eier gedffnet, wobei ein

kreisrundes Loch mit einem Durchmesser von ca. 1,5 cm im Bereich der Luftkammer
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aufgebrochen und die Eischale entfernt wurde. Durch vorsichtige Préparation konnte die innere

Eimembran entfernt und die CAM freigelegt werden.

Jede Probe wurde an sechs Eiern untersucht. Die Proben wurden mit Hilfe eines kleinen diinnen
Glasdeckels auf die CAM-Membran angebracht und innerhalb von 5 Min. wurden visuell
mogliche GefaBsystemidnderungen (HR = Hémorrhagie, MD =Membranverfarbung) beobachtet.

Es wurde bei den untersuchten Formulierungen keine Membranverfarbung identifiziert.

Eine leichte GefiBsystemidnderung bzw. Blutung wurde bei den folgenden Formulierungen

beobachtet:

e Beim Gel Pappel Max 5 in drei Eiern.

e Beim Gel Pappel Androscoggin in drei Eiern.
e Beim Gel Pappel Muhle-Larsen in zwei Eiern.
e Bei der Basiscreme Pappel Max 5 in einem Ei.

e Bei der Mikroemulsion Pappel Max 5 in drei Eiern.

Statistisch gesehen zeigten die Pappel-Extrakte im Allgemeinen nach der visuellen Beurteilung

mittels HET-CAM-Modell eine gute Vertréglichkeit.
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5  Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es u. a., Gewinnung und Anwendung bioaktiver Substanzen aus
der Balsampappel. Die Balsampappel weist eine Vielzahl an Inhaltsstoffen mit pharmazeutischen
oder kosmetisch relevanten Eigenschaften auf (wie z. B. antimikrobiell, antiinflammatorisch).
Zudem wurde die Applizierbarkeit der verschiedenen Pappelspezies und Pflanzenteile fiir die
Bestimmung optimaler Pflanzbedingungen untersucht. Dariiber hinaus zielte die Thesis darauf ab,
die analytische Methode hinsichtlich der galenischen Untersuchungen zu optimieren und Extrakte

in standardisierte Formulierungen einzuarbeiten.
Dabei wurden folgende Pappelklone analysiert:

e Hybride europdische Schwarzpappel x asiatische Balsampappel (Sorte Max 5),
e Balsam-Hybride P. maximowiczii x P. trichocarpa (Sorte Androscoggin) und

e Balsam-Hybride P. trichocarpa x P. trichocarpa (Sorte Muhle-Larsen).
Die Untersuchungskriterien fiir die Pflanzbedingungen waren:

e die Erntezeiten (Mérz und April),
e die Standweiten (D1= 0,5 m und D2 = 1 m) sowie

e der Diingerzusatz (ohne und mit).

Es wurden die Knospen, die Blétter und die Rinde der Pappelsorten Muhle-Larsen, Androscoggin
und Max 5 auf den Gehalt der Inhaltsstoffe iiberpriift. Es zeigte sich, dass die wesentlichen
Inhaltsstoffe Salicin und p-Cumarsdure sind. Diese wurden als Markersubstanzen fiir die
galenischen Untersuchungen festgelegt. Die Ferulasdure kommt nur in duBerst geringen Mengen

vor und wurde aus diesem Grund als Markersubstanz ausgeschlossen.
Die Messergebnisse der Pappelsorten konnen wie folgt zusammengefasst werden:

e Die Knospen der Pappel Androscoggin zeigen im Mérz einen wesentlich hdheren p-
Cumarsduregehalt als jene der Pappel Muhle-Larsen.

e In den Blittern der Pappel Androscoggin kann im April ein deutlich hoherer Gehalt an
Salicin und p-Cumarsdure nachgewiesen werden als in den Knospen der Pappel Muhle-
Larsen.

e Im April wurde eine leichte Zunahme des Salicingehalts in den Knospen der Pappel

Mubhle-Larsen im Vergleich zum Monat Mérz registriert.
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e Im Mirz zeigen die Knospen der Pappel Androscoggin im Gegensatz zu den Blittern der
gleichen Sorte im April einen wesentlich héheren Gehalt an p-Cumarsdure. Der
Salicingehalt ist in der Knospe allgemein geringer als in den Bléttern.

e Die Knospen der Sorte Max 5 weisen Ende Mirz den hochsten Gehalt an Salicin auf.

e Der hochste Salicingehalt ist generell in der Rinde der P.-Arten auffindbar.

Im Allgemeinen ldsst sich schlussfolgern, dass weder die Standweiten noch der Diingerzusatz

einen signifikanten Einfluss auf den Gehalt der Inhaltsstoffe der Pappelpflanzen ausiiben.

Die Pappel Androscoggin weist den hochsten Gehalt der Inhaltsstoffe auf. In den Knospen der
Pflanze wurden im Mérz ca. 30 % p-Cumarsdure und im April in den Bldttern ca. 11 % Salicin
nachgewiesen. In der Rinde der Pappel Androscoggin wurde der hochste Salicingehalt mit ca. 35

% festgestellt.

Im Rahmen der Bioaktivitdtsuntersuchungen des Balsampappel-Extraktes weisen die Knospen der
verschiedenen Pappelklone eine antimikrobielle Wirkung auf. In den Extrakten aus den Blattern
und der Rinde konnten hingegen keine antimikrobiellen Wirkungen festgestellt werden. Als
optimaler Erntezeitpunkt wurde der Monat Mirz festgelegt, da bei diesen Knospenextrakten unter
Verwendung von 70-%-igem EtOH als Extraktionsmittel die hochste antimikrobielle Wirkung

belegt werden konnte.

Eine antiinflammatorische Wirkung der Rinde wurde bei den getesteten Pappelklonen
identifiziert. Der DPPH-Test zeigt allerdings, dass alle drei Pflanzenbestandteile eine antioxidative

Wirkungen haben.

Anhang der CE konnten u. a. die HPLC-Ergebnisse bestitigt und gleichzeitig neue Substanzen
erfasst und angewendet werden. Es wurden Zimtsdure, Benzoesdure und Kaffeesdure mit Hilfe

derer Referenzsubstanzen nachgewiesen.

Die Pappelklone zeigen keine Unterschiede hinsichtlich der nachgewiesenen bioaktiven
Wirksamkeit. Bei der Pappelsorte Androscoggin wurde der hochste Gehalt an Markersubstanzen
(Salicin und p-Cumarsédure) ermittelt, weshalb mit 1-%-igem Extrakt der Sorte Androscoggin

identische galenische Untersuchungen durchgefiihrt wurden.

Der Extrakt ist in Lyophilisatform hygroskopisch, daher sollte der Extrakt unter Vakuum im
Exsikkator bei niedrigen Temperaturen aufbewahrt werden, um eine optimale Verarbeitbarkeit
und eine niedrige Umgebungsluftfeuchte zu gewéhrleisten. Die Stabilitit des Extraktes in den

Formulierungen wurde bei verschiedenen Temperaturen innerhalb einer Zeitspanne von zwolf
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Wochen untersucht und organoleptisch bzw. makroskopisch bewertet. Es wurde eine adéquate
Stabilitit der Formulierungen der Basiscreme, des Gels bei RT (KT) und Mikroemulsion bei RT

festgestellt.

Im Rahmen galenischer Vorversuche erwies sich die HPLC-Messmethode fiir die Wiederfindung
der Inhaltsstoffe aus den eingearbeiteten Formulierungen aus wirkungsvoll. Die
Freisetzungsversuche wurden anhand des 1-%-igen Gels, der 1-%-igen Basiscreme und der 1-%-
igen Mikroemulsion durchgefiihrt. Die WFR lagen fiir Salicin und fiir Cumarsdure aus den
Formulierungen bei nahezu 100 %. Das 1-%-ige Gel zeigt anhand der errechneten Parameter
(AUC- bzw. ABC- sowie die MDT-Werte) die optimalere Gesamtfreisetzung der Marker-
substanzen. Mit Hilfe des HET-CAM-Tests werden Formulierungen nach visueller Beurteilung
hinsichtlich des Auftretens von Hamorrhagie, GefaBlysis und Koagulation untersucht. Die zu

testende Formulierungen ergaben im HET-CAM-Modell eine gute Vertraglichkeit.
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6  Anhang

6.1 Bezugsgerade zur quantitativen Bestimmung der Markersubstanzen

Zur quantitativen Bestimmung der Markersubstanzen wurde ausgehend von einer Stammldsung

jeweils eine Bezugsgerade in folgenden Konzentrationsbereichen erstellt: ,03—50 pg/ml fiir p-

Cumarséure und 1,00-100 pg/ml fiir Salicin.
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Abb. 55: Salicin in 70 % EtOH + NaOH, N =4
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Abb. 56: p-Cumarsédure in 70 % EtOH + NaOH, N =4

Korrelationsfunktion: Y = A + B * X,
Rz=0,99977

6.2 Chromatogramme der drei Standardsubstanzen Isomere (2-, 3- und 4-

Hydroxyacetophenon) mit den dazugehorigen UV-Spektren

aaaaa

zzzzzzz
uuuuuuu
nnnnnn
aaaaaa

rrrr
400 600 800 2000

‘‘‘‘‘

aaaaa

aaaaa

aaaaa
aaaaa

Abb. 57: Chromatogramm von 2- Hydroxyacetophenon Abb. 58: Chromatogramm von 3-Hydroxyacetophenon

bei 251 nm

bei 250 nm
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Abb. 59: Chromatogramm von 4-Hydroxyacetophenon bei 275 nm
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