Lniversitat
wien

DIPLOMARBEIT / DIPLOMA THESIS

Titel der Diplomarbeit / Title of the Diploma Thesis

,2untersuchungen zu Plantago coronopus L.
(Plantaginaceae)"

verfasst von / submitted by

Christina Maria Gradwohl

angestrebter akademischer Grad / in partial fulfilment of the requirements for the degree of

Magistra der Pharmazie (Mag.pharm.)

Wien, 2016 / Vienna, 2016

Studienkennzahl It. Studienblatt / A 449
degree programme code as it appears on
the student record sheet:

Studienrichtung It. Studienblatt / Diplomstudium Pharmazie
degree programme as it appears on
the student record sheet:

Betreut von / Supervisor: A.o. Univ.-Prof. Mag. Dr. Sabine Glasl-Tazreiter






Danksagung

Zunéchst mochte ich mich bei Frau Univ.-Prof. Mag. Dr. Sabine Glasl-Tazreiter fiir die
Bereitstellung des Diplomarbeitsplatzes am Department fiir Pharmakognosie sowie fir
die engagierte und vor allem nette Betreuung bedanken. Nicht nur sie, sondern die gesam-
te Spange, bildeten die optimalen Rahmenbedingungen fir ein produktives und freund-
schaftliches Arbeiten. Dank gilt in diesem Fall auch meinen langjéhrigen Studienkolle-

ginnen Elena und Claudia, welche mich meine gesamte Studienzeit lang begleitet haben.

Bedanken mdchte ich mich bei Herrn Univ.-Prof. Mag. Dr. Wolfgang Kubelka, welcher
ebenso als Initiator meines Diplomarbeitsthemas galt. Seine Hilfsbereitschaft und Unter-
stitzung war mir zu jedem Zeitpunkt sicher. Des weiteren bedanke ich mich bei Herrn Dr.
Peter Pechlaner, der eine wesentliche Rolle fiir die Entstehung dieser Diplomarbeit spiel-

te.

Ein grofRer Dank gebuhrt auch Herrn Dr. Martin Zehl flr die Messungen an der LC-MS,
Frau DI Barbara Theiler fiir ihre Unterstlitzung an vielen Ecken und Enden, Herrn Univ.-
Prof. Mag. Dr. Gottfried Reznicek fiir die Hilfe an der HPLC, sowie Herrn Ramin Nikzad
Msc., der immer fir Fragen meinerseits offen war. Ein grofer Dank gilt Frau Dr.
Iphigenia Naidis flr ihre Ubersetzerische Tétigkeit im Laufe der Diplomarbeit. Ebenso
maochte ich mich bei Herrn Mag. Dieter Reich und Herrn Mag. Christian Gilli (Flora
lonica Working Group) fiir die Sammlung und Bereitstellung des Pflanzen- und Samen-

materials bedanken.

Der wohl groRte Dank gilt meinen Eltern. Ohne ihr Zutun wére mir das Studium in dieser
Form nicht gelungen. Auch meine Geschwister, mein Bruder Hans-Peter und meine
Schwester Marie, waren mir stets eine groRe Unterstitzung. Danke fir die vielen, vor

allem lustigen Stunden.

Zuletzt bedanke ich mich noch bei Michael, der mir immer zur Seite stand, mich aufmun-

terte und motivierte. Ich bewundere ihn fiir seine Geduld mit mir.

! https://floraionica.univie.ac.at






Inhaltsverzeichnis

11
1.2
1.3
13.1
1.3.2
1.3.3
1.34
135
1.3.6
14
141
1.4.2
1.4.3

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.7.1
2.7.2
2.7.3

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2

AGEMEINET TeIl...oiii e 1
EINTBITUNG ... et 1
A 1= 1S1=] w40 o TSRS 2
LiteraturlDerSiCRL.........viiiieice s 3
BOTANTK. ...t 3
T4 0T 1=T (N oo USSR 4
1o o] g 0] [0 |- SRS 4
INNAISSTOTTE ..o 5
WWITKUNGEN L. 18
Traditionelle ANWENAUNG ......ccvoiviiiiiiee e 20
Benigne Prostatahyperplasie (BPH) ........cccocoviiiiiiiiccccce e 22
DETINITION ...ttt nre s 22
TREIAPIE .ttt 23
In-vitro-/in-vivo Testung von Sabal serrulata MICHX..........ccccoeviviveiiennnnnnn, 24
Material und MethOoden ...........ccooveiiiiiiiee e 27
REAGENZIEN ...ttt ettt et et et este e reereesaeeee s 27
PFlANZENMALEITAL ......c.veieieie e 28
EXIraktherstellung ..o 29
Herstellung der Standardlésungen fir Vergleichszwecke.........c..cccoocvviviivennnne 31
Morphologische UntersuChUNQEN ...........cooveiviieiiiie e 31
Anatomische UnterSUChUNGEN ...........ooovviiiiicc e 32
Chromatographische UntersuChungen...........cccoceieiiiinenieieienese e 33
Dinnschichtchromatographie (DC).........cuoiiiiiiiieieseeee e 33
Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC).........ccoeoiieiiiiiic e, 36
Untersuchungen mittels LC-MS ..o 40
ErQEIDNISSE. ... 42
Morphologische UNntersuChUNgen ..........ccuoviiiiiiiieie e 42
Anatomische UNtersSUChUNGEN ........coviiiiiiie e 44
BIALE. ... ettt nre s 44



3.2.3 Bl 53
3.3 Untersuchungen mittels Dinnschichtchromatographie..........cccccooveviiiieinennnne 55

3.3.1  Untersuchung von Extrakten unterschiedlicher Polaritat zur Findung einer

geeigneten HPTLC-MEthOde...........cccoiiiiiiiiicce e 55
3.3.2  Fingerprint-Vergleich mittels HPTLC..........ccooe e 59
3.3.3  Vergleich des Extrakts mit Referenzsubstanzen (Standards) .............ccccevveenee. 64
3.4 Untersuchungen mittels HPLC ..o 70
341  MethodenentWICKIUNG .......ccviiiiiiiii e 70
3.4.2  Vergleich eines Extrakts mit Referenzsubstanzen (Standards) .............cccc....... 74
3.4.3  Untersuchung von Extrakten unterschiedlicher Polaritat ...............c.cccoevevnennee. 76
35 Untersuchungen des methanolischen Extrakts mittels LC-MS ............c........... 78
4 Diskussion und AUSBIICK ..........c.cocoiiiii e 85
4.1 Morphologische und anatomische Untersuchungen...........ccccoeevvevciiicinennnne 85
4.2 Phytochemische UntersuChUNgen ...........oooveiveii i 86
4.3 P. coronopus bei benigner Prostatahyperplasie...........ccccoovieiiiiiininiinnns 88
5 Zusammenfassung - ADSTFACT ...........cooiiiiieieee e 90
6 LiteratuUrVerZeiChNIS ... ...cveieiee e e 93
7 CUNTICUIUM VITAE.....eeeiiiiieeie et 99
8 ANNANG .. 100
8.1 HPTLC - Untersuchung von Extrakten unterschiedlicher Polaritat ............... 100
8.2 HPLC ettt ettt bt re e 105
8.2.1  Vergleich mit StandardsubStanzen ...........c..cccoveieiie i 105

8.2.2  Untersuchung von Extrakten unterschiedlicher Polaritét ..............c.c.cccevnne. 107
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1 Allgemeiner Teil

1.1 Einleitung

Die vorliegende Diplomarbeit beleuchtet verschiedene pharmakognostische Aspekte der
Pflanze Plantago coronopus L. (Plantaginaceae). Initiiert wurde das Projekt durch einen
Allgemeinmediziner aus Lofer (Salzburg), Dr. Peter Pechlaner, dem diese Pflanze aus der
Volksmedizin Griechenlands bekannt war, wo sie bei Prostatabeschwerden zum Einsatz
kommt. Eigenversuche bzw. Versuche an ausgewéhlten Patienten wiesen auf eine viel-
versprechende Wirksamkeit hin (Pechlaner 2009), weshalb sich Dr. Pechlaner an das De-
partment fur Pharmakognosie wandte, um die Pflanze einer wissenschaftlichen Untersu-

chung zuzufuhren.

Dr. Pechlaner flihrte in seiner Praxis eine Anwendungsbeobachtung tber 3 Jahre hinweg
durch, die ein Patientenkollektiv von etwa zehn bis funfzehn Personen umfasste. Die Pa-
tienten wurden aufgeklart, dass sie eine Kombinationstherapie von Tamsulosin und an-
statt des ansonsten (blichen Arzneimittels Finasterid (einem 5-a-Reduktasehemmer) als
Kombinationspartner einen P. coronopus - Tee einzunehmen hatten. Daflr wurde ein
gehaufter Teeloffel ober- und unterirdischer Pflanzenteile, getrocknet und zerkleinert, mit
150 mL kochendem Wasser aufgegossen und nach zehnmindtiger Ziehzeit zweimal tag-
lich getrunken. Zur Anwendung kam die Monodroge, Qualitatspriifung derer erfolgte
keine. Die Patienten hatten sich regelméaRigen arztlichen Kontrollen zu unterziehen bei
denen der PSA-Wert bestimmt wurde. Das Pflanzenmaterial bezog Dr. Pechlaner aus
Griechenland und heimischen Anbaugebieten in der Nahe von Salzburg, wobei Prof. Dr.
Heiselmayer (Universitat Salzburg) die nétige Information zur Kultivierung lieferte. Bei
allen Studienteilnehmern konnten eine Verbesserung des Uroflows sowie eine PSA-Wert-
Senkung erzielt werden, wobei die besonders rasche Abnahme des PSA hervorzuheben
ist. Unterbrechungen der Therapie, beispielsweise verursacht durch Lieferschwierigkeiten
des Drogenmaterials, gingen mit einem erneuten PSA-Anstieg einher. Es wurden keine
Neben- oder Wechselwirkungen wahrend der Anwendungsdauer bemerkt. Nach 3 Jahren

wurde die Anwendungsbeobachtung beendet.
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1.2 Zielsetzung

Da es sich um die erste Diplomarbeit zum Thema P. coronopus am Department fur
Pharmakognosie der Universitdt Wien handelte, wurde im ersten Schritt eine umfassende
Literaturrecherche betrieben. Diese umfasste vorerst eine Sammlung und Sortierung
samtlicher verfligbarer Literatur. Besonderes Augenmerk wurde hier auf mdgliche Hin-
weise zur Anwendung bei benigner Prostatahyperplasie gelegt. Im praktischen Teil sollte
eine Uberblickshafte phytochemische Charakterisierung erfolgen, die Aufschluss uber
enthaltene Inhaltsstoffe und Inhaltsstoffgruppen liefern sollte. Ebenso wurden morpholo-
gische und anatomische Untersuchungen durchgefihrt, um erste Anhaltspunkte fir mak-
ro- und mikroskopische Merkmale zu geben. Des weiteren sollte der Versuch unternom-
men werden, Frischpflanzen- und Samenmaterial zu akquirieren, um dieses Material fir
Vergleichszwecke im Arzneipflanzengarten des Departments fir Pharmakognosie zu kul-

tivieren.
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1.3 Literaturiibersicht

Die Ergebnisse der Literatursuche zum Thema P. coronopus wurden anhand von elektro-

nischen Datenbanken sowie verfligbaren Blichern erarbeitet.

Folgende Datenbanken wurden durchsucht:

e Scopus

e SciFinder
e PubMed
e MedLine

e \Web Of Science
e The Plant List

Es wurde jeweils nach den Stichwortern "P. coronopus”, "plantago benign prostatic
hyperplasia” und "P. coronopus benign prostatic hyperplasia” gesucht. Die Suche wurde
ohne Verwendung eines zeitlichen Rahmens der Publikationsjahre durchgefuhrt. Die
Trefferquote bei der Suche nach "P. coronopus™ lag zwischen 23 (PubMed, 18.03.2015)
und 144 Publikationen (Web Of Science, 18.03.2015). Die Erweiterung des Suchbegriffs
auf "plantago benign prostatic hyperplasia” erzielte maximal sieben (Web Of Science),
die Erweiterung auf "P. coronopus benign prostatic hyperplasia™ null Treffer in den ange-
gebenen Datenbanken.

Die gefundene Literatur wird im folgenden Kapitel abgehandelt beziglich Botanik, Ver-

breitung, Morphologie, Inhaltsstoffen, Wirkung, sowie der traditionellen Anwendung.

1.3.1 Botanik

Plantago beinhaltete laut Pilger et al. (1937) 260 Spezies, die 2 Subgenera (Plantago und
Psyllium) zugeordnet werden. Die Gattung wurde 1978 von Rahn Uberarbeitet, indem er
Coronopus (urspringlich Sektion Coronopus, Subgattung Plantago sensu Pilger, 1937)
als dritte Subgattung beschrieb und Psyllium um 5 zusétzliche Sektionen der Subgattung
Plantago sensu Pilger (1937) erganzte. Nach neueren Erkenntnissen von Rahn (1996)
wurde Plantago in 6 Subgattungen untergeteilt: Plantago, Coronopus, Albicans,
Psyllium, Littorella und Bougueria. In einer weiteren noch aktuelleren Untersuchung von

Rensted et al. (2002) erfolgte die Unterteilung in 5 monophyletische Kladen: Plantago,
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Coronopus, Bougueria, Psyllium s.l. und Littorella. Psyllium s.l. beinhaltet hierbei die
Spezies der Subgattung Albicans. P. coronopus wird neben anderen Spezies wie Plantago
serraria L., Plantago crassifolia FORRSK. und Plantago macrorhiza PoIR. der Subgattung
Coronopus zugeordnet (Rgnsted et al., 2003).

Der Familie der Wegerichgewéchse (Plantaginaceae) wurden demnach, nachdem mittels
modernerer Techniken neue Erkenntnisse gewonnen worden waren, immer neue Genera
zugeordnet, darunter bekannte Pflanzen wie Digitalis L. oder Veronica L.. Dies zeigt, wie
komplex sich die Verwandtschaftsverhaltnisse gestalten und liefert Grund zur Annahme,

dass auch kiinftig mit neuen Zuordnungen zu rechnen ist (Shehata et al., 2006).

1.3.2 Verbreitung

Bei P. coronopus handelt es sich um eine Pflanze, die vor allem an Europas Kdisten hei-
misch ist und im Binnenland nur voriibergehend auftritt (Sebald et al., 1996). Dies lasst
sich vor allem auf ihre salzliebende Eigenschaft zuriickfihren. Laut List et al. (1977),
zitiert aus Hager's Handbuch der pharmazeutischen Praxis, beschrankt sich die Verbrei-
tung nicht nur auf Europa, man findet sie auch in Nordafrika, den Azoren und Vorderasi-
en sowie eingeschleppt in Nordamerika, Australien und Neuseeland.

In Europa ist P. coronopus im mediterranen Raum verbreitet, darunter in Italien, Spanien,
Portugal, Zypern oder Griechenland. Auch in Nord- und Mitteldeutschland findet man
vor allem entlang der Meereskisten Standorte, aber auch entlang salziger Stellen des
Binnenlandes (Potonié, 1910 und Pott, 1995). Von dort aus zieht sich das Verbreitungs-
gebiet bis nach Danemark und in die Niederlande (Ellenberg, 2010). Berichtet wird auch
von Populationen in Grol3britannien. Hier gilt er als fester Bestandteil der VVegetation der
Heide von Cornwall (Rubel, 1930).

Bevorzugt wachst P. coronopus auf sandigen Stellen, Dilnen, entlang von Wegrandern,
auf Erdwéllen, oder sogar auf Ameisenhaufen und in Pfutzen (Hegi, 1931). Er benétigt in
der Regel feuchte, verdichtete Tonbdden, die mindestens maRig kochsalz- und stickstoff-
salzreich sein sollten, oder auch entsprechend salzig-tonige Sandbdden (Aichele, 1995).

1.3.3 Morphologie

P. coronopus wird in der Regel 5-15 cm hoch und ist durch eine spindelférmige, fasrige

Wurzel in der Erde verankert (List et al., 1977). Gelegentlich wird auch von gréReren
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Exemplaren, welche eine Hohe von bis zu 40 cm erreichen kdnnen, berichtet. Charakte-
ristisch ist die Anordnung der Blatter, welche eine grundstdndige Rosette bilden, wobei in
einer bis zu 50 Blatter auftreten konnen (Haupler et al., 2000). Die Blatter sind langlich,
einfach fiederspaltig, mit lineal-lanzettlichen, ungeteilten oder fiederlappigen Abschnit-
ten, etwas dicklich und mit kurzen, abstehenden Trichomen besetzt (List et al., 1977). Die
Behaarung kann zum Teil sehr schitter, aber auch sehr dicht ausfallen (Aichele, 1995).
Die hingegen stets ziemlich dicht und kurz behaarten Blitenschafte sind blattlos und ge-
bogen, wobei die innersten zur Ganze aufgerichtet sind. Die 2 - 4 cm langen Ahren der
Pflanze (Aichele, 1995) sind walzlich-lineal geformt und stielrund. Der Kelch hingegen
ist eiférmig und zugespitzt, griin sowie hdutig berandet und am Rand bewimpert. Die
Blumenkrone ist kaum 2 mm lang, deren Kronréhre behaart sowie mit einem weillichen
Kronzipfel mit braunem Mittelnerv versehen. Die Staubblatter sind typischerweise tber
doppelt so lang wie die Blumenkrone und weiBlich gefarbt, deren Antheren hingegen
gelblich. Die Fruchtform stellt eine Kapsel dar, die in etwa 1.5 mm lang ist. Gebildet
werden jeweils ein bis funf Samen, welche ca. 0.7 mm lang, elliptisch und braun sind
(List et al., 1977 und Aichele, 1995). List et al. sprechen hingegen von der Ausbildung

einer stets viersamigen Kapsel.

1.3.4 Inhaltsstoffe

Im folgenden Kapitel werden samtliche in der Literaturrecherche erfassten Inhaltsstoffe
aufgelistet. Eine vollstandige Aufzahlung, die Details zu Extraktion, Erntezeitpunkt und
Herkunft der Droge beinhaltet, ist am Ende des Kapitels in Tabelle 1 auf S.11 dargestelt.
Um eine bessere Vergleichbarkeit der Menge an Inhaltsstoffen zu erméglichen, wurden
die aus der Literatur entnommenen Zahlenwerte zum Teil umgerechnet. Dazu wurden vor
allem Prozentangaben (%) in Gewichtsangaben (zum Beispiel in mg/g) umgewandelt. Die
ursprunglichen, als solches in der Literatur angegebenen Werte sind als Ful3note in Tabel-

le 1 auf S. 11 angegeben.
Phenole

Phenolische Komponenten sind haufig im Inhaltsstoffspektrum von Pflanzen zu finden.
Sie sind gekennzeichnet durch ein aromatisches System, welches mit einer oder mehreren

Hydroxy-Gruppen substituiert ist. Strukturell unterschiedlichste Grundkdrper wie Flavo-
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noide und Phenylpropanderivate kdnnen phenolische Teilstrukturen beinhalten. Um deren
Gesamtgehalt zu bestimmen wird in der Regel die Folin-Ciocalteu-Methode genutzt.
Galvez et al. ermittelten 2005 eine Gesamtkonzentration von 71.1 mg/g an Phenolen im
methanolischen Extrakt der oberirdischen Teile von P. coronopus. Bezogen auf das Tro-
ckengewicht der Droge rangieren die Werte zwischen 9.25 mg/g (Jankovi¢ et al., 2012),
wobei hier die oberirdischen Anteile mit 50 %-igem Ethanol extrahiert wurden, bis hin zu
48.94 mg/g (Gatto et al., 2011). Gatto et al. verwendeten wassrigen Methanol (80 %) als
Auszugsmittel fir die Blatter von P. coronopus. 54.5 mg/g Trockengewicht Polyphenole
erhielt man aus den Blittern (JuriSi¢ Grubesi¢ et al., 2005), welche mit 30 %-igem Me-
thanol bei 70° im Wasserbad ausgezogen wurden. Die Studie von Juri$i¢ Grubesi¢ et al.
zeigte des weiteren, dass der Gehalt an Phenolen abhéngig vom gewahlten Pflanzenteil
variiert: In den Blattern ermittelte man 54.5 mg/g, im Stangel 35.5 mg/g und in den BI{-
ten 31.3 mg/g. Dies konnte die niedrigen Werte von Jankovic et al. erkldren, da dort alle
oberirdischen Teile gemeinsam extrahiert wurden. Des weiteren erzielten die mit Metha-
nol hergestellten Extrakte die grofiere Ausbeute im Vergleich zu den mit Ethanol herge-
stellten. Dies bestatigte auch das Ergebnis von Heimler et al. (2007): bezogen auf das
Frischgewicht der Blatter konnten im mit 70 %-igem Ethanol bereiteten Extrakt nur
1.35 mg/g wiedergefunden werden.

e Flavonoide

Die Gesamtmenge an Flavonoiden in P. coronopus betragt laut Galvez et al. (2005)

10.5 mg/g im methanolischen Extrakt der getrock-

OH
neten, oberirdischen Organe. Heimler et al. ermit- OH
telten via HPLC-DAD-Analyse eines ethanoli-

HO 0 i

schen Extrakts der Blatter einen Gehalt von
0.32 mg/g Frischpflanze. In der Studie von

Jankovi¢ et al. (2012) bestimmte man fur P. coro-
OH 0

nopus mittels LC-MS/MS einen Gehalt an Luteo- Abbildung 1 Luteolin

lin von 29.39 pg/g Trockengewicht. Des weiteren

waren groRere Mengen an Apigenin-7-O-glucosid (3.25 pg/g Trockengewicht), Luteolin-
7-O-glucosid (3.60 pg/g Trockengewicht) und Apigenin (10.42 pg/g Trockengewicht)
detektierbar. In Spuren war Rutin auffindbar. Extrahiert wurde mit 50 %-igem Ethanol im
Ultraschallbad. Andere Analysen, wie die von Gatto et al. (2011), konnten mittels HPLC
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weder Apigenin, Kdmpferol, Quercetin oder Luteolin feststellen. Die Unterschiede in den
Ergebnissen konnten durch das unterschiedliche Auszugsmittel (wassriger 80 %-iger Me-
thanol bei Gatto et al.) oder den unterschiedlichen Erntezeitpunkt bedingt sein. Das Pflan-
zenmaterial bei der von Gatto et al. durchgefuihrten Studie wurde im Friihling in Spanien
geerntet, jenes von Jankovi¢ et al. im Juni in Montenegro. Da die Bildung von Sekundar-
metaboliten in der Pflanze durch Stresssituationen wie Hitze oder Trockenheit begtinstigt
wird, kdnnte dies einen Einfluss auf das Inhaltsstoffspektrums haben. Heimler et al. be-
statigten 2007 das Vorkommen von Luteolin in mit 70 %-igem Ethanol extrahierten Blat-
tern. Weitere in P. coronopus bestimmte Flavonoide stellen Hyperosid (130 pg/g bezogen
auf das Trockengewicht) und sehr geringe Mengen (9 pg/g) Quercitrin dar (Jurisic Gru-
besic et al., 2013) dar. Als Auszugsmittel wurde eine Wasser-Methanol (1:1)-Mischung

verwendet.
e Hydroxyzimtséaurederivate

P. coronopus ist arm an Hydroxyzimtsaurederivaten. In dem methanolischen Extrakt, in
der von Jurisic Grubesic et al. (2013) durchgefiihrten Studie, detektierte man 0.03 mg/g
Chlorogen- und 0.46 mg/g Kaffeeséure in den Blattern bezogen auf deren Trockenge-
wicht. Heimler et al. ermittelten 2007 einen Wert von 1.02 mg/g an Kaffeesaurederivaten

in einem 70 %-igen ethanolischen Auszug von frischen oberirdischen Anteilen.
Phenylpropanoide

Der Gesamtgehalt an Phenylpropanoidglykosiden betrug bei Galvez et al. (2005) nach
Auszug der oberirdischen Teile mit Methanol 24.5 mg/g Extrakt. 7 Jahre spéter (2012)
ermittelte Jankovi¢ nach Extraktion der oberirdischen Teile mit 50 %-igem Ethanol einen
Gehalt von 24.1 mg/g Trockengewicht an Phenylpropanoiden, davon 4.14 mg/g Trocken-
gewicht Verbascosid. Laut Regnsted et al. (2000) sind 0.2 mg/g Salidrosid und 2.0 mg/g
Verbascosid enthalten. Beide Angaben beziehen sich auf den ethanolischen Rohextrakt,
der verwendete Pflanzenteil wird nicht genannt. Gatto et al. konnten 2011 einen héheren
Gehalt an Verbascosid (46.21 mg/g) feststellen, wobei sich dieser auf das Trockenge-
wicht der Bléatter bezieht. Die Extraktion erfolgte mit 80 %-igem Methanol. Weitere Dif-
ferenzen liegen in der verwendeten Extraktionsmethode: Rgnsted et al. homogenisierten
das gefrorene Pflanzenmaterial mit reinem Ethanol bei Raumtemperatur, Gatto et al. ex-

trahierten mit 80 %-igem Methanol unter Rickfluss.
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Iridoide

Abbildung 3 Plantarenalosid

Abbildung 2 Geniposidsaure

Iridoide stellen eine bekannte Komponente in
Plantago - Arten dar. In P. coronopus konnte
jedoch nur ein geringer Iridoidgehalt festge-
stellt werden. Wahrend Gélvez et al. 2005
kein Vorhandensein solcher Strukturen in
einem mit Methanol hergestellten Extrakt
deklarierten, konnten Jankovi¢ et al. 2012
einen Gesamtgehalt an Iridoiden von
0.37 mg/g Trockengewicht, davon 59.46 %
Aucubin, ermitteln. In beiden Féllen wurde
der Gehalt spektrophotometrisch bestimmt.
Grund fir die Unterschiede konnte die Wahl
von 50 %-igem Ethanol als Auszugsmittel
oder der unterschiedliche Erntezeitpunkt
bzw. Standort (Gélvez et al. ernteten im April
in Spanien, Jankovi¢ et al. im Juni in Monte-
negro) sein. Ahnliche Ergebnisse erhielten
Jankovi¢ et al. (2010): es wurden zwischen
0.22mg/g und 0.30 mg/g Trockengewicht
Aucubin in einem ethanolischen Extrakten
wiedergefunden. Die Bestimmung erfolgte
mittels HPLC, HPTLC und LC-MS. Taskova
et al. bestétigten 2002 das VVorhandensein von
Aucubin und einem weiteren Iridoid, der Ge-
niposidsaure, in einem methanolischen EXx-
trakt. Gesammelt wurde in Bulgarien zwi-

schen Mai und Juni, bestimmt mittels Densi-

tometrie. Unter dem Detektionslimit lag die Menge an Aucubin und Catalpol bei Jurisic et

al. (2004). Hierbei wurden die Blatter im Juni in Kroatien gesammelt, mit heiBem Wasser

extrahiert und der Extrakt mit MEKC (Micellar Electrokinetic Chromatography) vermes-

sen. Ein weiteres im ethanolischen Extrakt der Pflanze nachgewiesenes Iridoid stellt
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Plantarenalosid (Rensted et al., 2000 und 2003) dar. Rgnsted et al. bestimmten mittels
NMR. Ob die Unterschiede in den Studienergebnissen auf die Wahl der Extraktionsme-
thode und des -mittels, den Erntezeitpunkt oder Standort oder ganzlich andere Faktoren,

wie beispielsweise die Wahl verschiedener Subspezies, zurlickzufuhren sind, muss weiter

uberpriift werden.
Alkaloide
] . . . OH
Plantago - Spezies sind nicht bekannt fir einen hohen Alka-
. ;’//f = CHS
loidgehalt. In P. coronopus konnten dennoch 0.20 mg/g O |
Plantagonin, welches zu den Monoterpen-Alkaloiden zéhlt /)

und Base A (Ci2H17NO Fp. 240°) wiedergefunden werden

. ) ] . Abbildung 5 Boschniakinsaure
(List et al., 1977). Des weiteren ist Boschniakinséure (Fp.
218-220°) in der (R)-Form, welche zu den Plantagoninen zahlt und die Summenformel
C10H1:NO; sowie ein Molekulargewicht von 177.202 besitzt (Southon et al., 1989), ent-

halten.
Xanthonderivate

In P. coronopus konnte nach Extraktion der oberirdischen Teile mit 50 %-igem Ethanol
Mangiferin in Spuren nachgewiesen werden (Jankovi¢ et al., 2012).

Gerbstoffe

Jurisi¢ Grubesic¢ et al. bestimmten 2005 den Gehalt an Tanninen in unterschiedlichen ge-
trockneten Organen von P. coronopus. Es wurden Extrakte mit 30 %-igem Methanol bei
70° im Wasserbad hergestellt. Den hdchsten Gehalt bestimmte man in den Bliiten
(10.7 mg/g), den niedrigsten in den Blattern (8.2 mg/g). Im Stangel konnte man
10.0 mg/g Tannine feststellen.

Inhaltsstoffe der Samen

P. coronopus enthalt 18.8 % (Smith et al., 2014) bis 20.6 % (List et al. 1977) fettes Ol im
Samen, davon 27.3 % geséttigte und 72.7 % ungeséttigte Fettsduren (Rizk, 1986). Die
Zusammensetzung gestaltet sich wie folgt: 19.4 % Elaidinsaure (18:1%°), 28.7 % Linol-
saure (18:2 **'%) und 33.9 % o-Linolensdure (18:3 *'*'%) (Smith et al., 2014). Extrahiert
wurden die Samen mit Hexan. Die Schleimfraktion, von P. coronopus, welche 44.2 % des

Samens ausmacht, enthalt: 24.3 % Galacturonsaure, 6.9 % Galactose, keine Glucose,
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15.2 % Arabinose, 41.2 % Xylose und 13.6 % Rhamnose (Rizk, 1986). Folgende Mono-
und Oligosaccharide sind, neben den in der Schleimfraktion bereits enthaltenen, vorhan-
den: spezielle Zucker wie das Disaccharid Planteobiose und das Trisaccharid Planteose,
aber auch gewohnliche wie Saccharose, Glucose, L-Fructose und L-Rhamnose. Bemer-
kenswert ist auch der Gehalt an Zuckeralkoholen wie Sorbitol oder Mannitol (Rizk,
1986). Hoppe (1975) und Rizk (1986) berichten von einer Coronopussaure, die charakte-
risiert ist durch die Summenformel Cs4sHgsO2 und einen Schmelzpunkt von 281-282°C,
und einer Plantagosdure (plantagenic acid), die charakterisiert ist durch die Summenfor-
mel CyH1,0; und einen Schmelzpunkt von 210°C. Die Strukturen dieser Verbindungen
sind unbekannt. Rizk beschrieb ebenso das Vorhandensein von Sterolen. Zannettou-
Pandeli bestatigte 2000 das Vorkommen von Sitosterol. Zusétzlich enthalt der Same athe-
risches Ol und 16sliches Harz (Rizk, 1986).
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Tabelle 1 Zusammenfassung der mittels Literatur erhobenen Inhaltsstoffe in P. coronopus
Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten wurden einige der Literatur entnommenen Werte umgerechnet. Die Originaldaten sind der jeweiligen FuBnote zu entnehmen.
Inhaltsstoff Gehalt Quantifizierungsmethode  Bezogen auf Pflanzenteil Extraktion Herkunft Erntezeitpunkt Voucher Autor
PHENOLE
2 . Oberirdische Methanol, Soxhlet, Don Benito, Badajoz . Galvez M.
Gesamtphenole 71.1 mg/g Spektrophotometrie Extrakt Teile a3 h (Spanien) (wild) April SEV 160808 etal, 2005
Wassriges Metha- .
Gesamtphenole 48.94 mg/g’ HPLC Trockengewicht Blatter nol (80 %), Ruck- Murgla P!ateau,' Frihling Keine Angabe it LA
Apulien (Italien) (wild) etal., 2011
fluss, 1h
70 % Ethanol
. ) . Essbarer Teil (pH = 3.2 durch Lastra a Signa, (Italien) . Heimler D.
Gesamtphenole 1.35 mg/g Spektrophotometrie Frischgewicht (Blitter) Ameisensiure), (Kultur) September Keine Angabe etal, 2007
tiber Nacht
50 % Ethanol,
; . Oberirdische 4 Cemovsko polje, . Jankovi¢ T.
Gesamtphenole 9.25 mg/g Spektrophotometrie Trockengewicht Teile UItrascha}Ibad, (Montenegro) (wild) Juni 1P 03/08 etal, 2012
30 min
Blatter: Herbarium of the
4
Sitsa:]i{g Blatter, 30 % Methanol Istrien (Kroatien)und n?::;r:g:n:zz:a:f Jurisi¢
Gesamtpolyphenole ge 5 Spektrophotometrie Trockengewicht Stengel, (70° im Wasser- auf den Inseln Cres u. Juni Bnosy, Ay Grubesi¢ R.
35.5mg/g . . . . . Pharmacy and Bio-
. Bluten bad), 15 min Losinj (Kroatien) (wild) R etal., 2005
Bluten: chemistry, Zagreb,
31.3 mg/g’ Croatia No. 0071-0078
FLAVONOIDE
. 7 . Oberirdische Methanol, Soxhlet, Don Benito, Badajoz . Galvez M.
Gesamtflavonoide 10.5 mg/g Spektrophotometrie Extrakt Teile e (Spanien) (wild) April SEV 160808 etal, 2005
70 % Ethanol
. . . Essbarer Teil (pH = 3.2 durch Lastra a Signa, (Italien) . Heimler D.
Gesamtflavonoide 0.32 mg/g HPLC Frischgewicht (Blatter) . (Kultur) September Keine Angabe etal,, 2007
tiber Nacht
50 % Ethanol
N . Oberirdische 4 Cemovsko polje, . Jankovi¢ T.
Apigenin 10.42 pg/g LC/MS Trockengewicht Teile UItrascthIbad, (Montenegro) (wild) Juni 1P 03/08 etal, 2012
30 min
27.11%
%4894 mg/100 g
45.45%
®3.55 %
£3.13%

71.05%
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Inhaltsstoff Gehalt Quantifizierungsmethode  Bezogen auf Pflanzenteil Extraktion Herkunft Erntezeitpunkt Voucher Autor
50 % Ethanol,
L . . Oberirdische . Cemovsko polje, . Jankovi¢ T.
Apigenin-7-0-glucosid 3.25 ug/g LC/MS Trockengewicht Teile UItraschéllbad, (Montenegro) (wild) Juni 1P 03/08 etal, 2012
30 min
Herbarium of the
Wasser, Methanol Medulin, Stdistrien n?::;r:\rg:n:fczlta:f Jurisic
Hyperosid 130 ug/g8 HPLC Trockengewicht Blatter (1:1); Ultraschall- N . Juni gnosy, Ay Grubesic R.
(Kroatien) (wild) Pharmacy and Bio-
bad, 1 h R etal., 2013
chemistry, Zagreb,
Croatia No. 0071-0078
50 % Ethanol,
. . Oberirdische $ Cemovsko polje, . Jankovi¢ T.
Luteolin 29.39 ug/g LC/MS Trockengewicht Teile Ultrascha-llbad, (Montenegro) (wild) Juni IP 03/08 etal, 2012
30 min
70 % Ethanol
. . ) . Essbarer Teil (pH = 3.2 durch Lastra a Signa, (Italien) . Heimler D.
Luteolinderivat Vorhanden HPLC/MS Frischgewicht (Blitter) Ameisensiure), (Kultur) September Keine Angabe etal, 2007
tiber Nacht
50 % Ethanol,
. . . Oberirdische ’ Cemovsko polje, . Jankovi¢ T.
Luteolin-7-0-glucosid 3.60 ug/g LC/MS Trockengewicht Teile UItrascha}Ibad, (Montenegro) (wild) Juni 1P 03/08 etal, 2012
30 min
Herbarium of the
Quercitrin 9 ug/g’ HPLC Trockengewicht Blatter (1:1); Ultraschall- Y ) Juni Bnosy, v Grubesic R.
en(Kroatien) (wild) Pharmacy and Bio-
bad, 1 h R etal., 2013
chemistry, Zagreb,
Croatia No. 0071-0078
e 50 % Ethanol, . aa
Rutin Spuren LC/MS Trockengewicht Oberlrf:hsche Ultraschallbad, G poIJ‘e, Juni 1P 03/08 el S
Teile R Montenegro (wild) etal., 2012
30 min
Nicht vorhan- Herbarium of the
" Department of Phar- -
Rutin, Quercetin, Isoquercitrin den. Isoquercit- Wasser, Methanol Medulin (Kroatien) macognosy, Faculty of Jurisic
! ! q" rin iberdeckt HPLC Trockengewicht Blatter (1:1); Ultraschall- . Juni Enosy, .y Grubesic R.
und Isochlorogensaure (wild) Pharmacy and Bio-
von anderen bad, 1h R etal., 2013
Peaks chemistry, Zagreb,
Croatia No. 0071-0078
A I " . Wassriges Metha- .
Kein Apigenin, Luteolin, Quer- Nicht vorhan- . " o " Murgia Plateau, - . Gatto M.A.
cetin oder Kampferol den HPLC Trockengewicht Blatter nol (80 %), Riick: Apulien (Italien) (wild) Frihling Keine Angabe etal, 2011

fluss 1h

$0.013 %
°0.0009 %
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nhaltssto eha uantitizierungsmethode ezogen au anzentel Xtraktion erkun rntezeitpun oucher utor
Inhaltsstoff Gehalt Quantifizi g thod Bezog f Pfl teil Extrakti Herkunft Erntezeitpunkt Vouch Aut
HYDROXYZIMTSAUREDERIVATE
Herbarium of the
Wi Il Medulin, Stidistrien n?:f;r;:sen(tFZizI:a:f Doeie
Chlorogenséure 0.03 mg/g™° HPLC Trockengewicht Blatter (1:1); Ultraschall- N X Juni Enosy ‘y Grubesic R.
(Kroatien) (wild) Pharmacy and Bio-
bad, 1 h R etal., 2013
chemistry), Zagreb, No.
0071-0078
Herbarium of the
Wasser, Methanol Medulin, Sudistrien r:::;":;:”:‘; Plrt‘arc;f Jurigic
Kaffeesdure 0.46 mg/g" HPLC Trockengewicht Blitter (1:1); Ultraschall- y ) Juni gnosy, Facuity Grubesic R.
(Kroatien) (wild) Pharmacy and Bio-
bad, 1h R etal., 2013
chemistry, Zagreb,
Croatia No. 0071-0078
Essbarer Teil (73 %3Etzh§n0|h L Signa, (Italien) Heimler D.
« : ) ) ssbarer Tei pH = 3.2 durc astra a Signa, (Italien ’ et al., 2007
Kaffeesaurederivate 1.02 mg/g HPLC Frischgewicht (Bliitter) e — (Kultur) September Keine Angabe
tiber Nacht
PHENYLPROPANDERIVATE
. . 12 . Oberirdische Methanol, Soxhlet, Don Benito, Badajoz . Galvez M.
Phenylpropanoidglycoside 24.5 mg/g Spektrophotometrie Extrakt Teile 28 h (Spanien) (wild) April SEV 160808 etal, 2005
50 % Ethanol
. 13 . . Oberirdische ’ Cemovsko polje, . Jankovi¢ T.
Gesamtphenylpropanderivate 24.1 mg/g Spektrophotometrie Trockengewicht Teile UItr:sOc:]ailrl‘bad, (Montenegro) (wild) Juni 1P 03/08 etal, 2012
Homogenisation Bot. Garten Tastru
Salidrosid 0.2 mg/g14 NMR Rohextrakt SeEEmlE mit Ethanol, P Keine Angabe Rahn-674 Rensted N.
Pflanze ? ) (Danemark) et al. 2000
zweimal
Wassriges Metha- .
Verbascosid 46.21 mg/g" HPLC Trockengewicht Blatter nol (80 %), Riick- Murgla P!ateau,A Frihling Keine Angabe Gatto M.A.
Apulien (Italien) (wild) etal., 2011
fluss, 1h
70 % Ethanol
. . X Essbarer Teil (pH = 3.2 durch Lastra a Signa, (Italien) . Heimler D.
Verbascosid Vorhanden HPLC/MS Frischgewicht (Bliitter) e —— (Kultur) September Keine Angabe etal, 2007

tber Nacht

100,003 %
110,046 %
122,45 %
B241%

40,02 %

15 4621 mg/100 g
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Inhaltsstoff Gehalt Quantifizierungsmethode  Bezogen auf Pflanzenteil Extraktion Herkunft Erntezeitpunkt Voucher Autor
. 50 % Ethanol, . ”
Verbascosid 4.14 mg/g HPTLC Trockengewicht Oberlrfjlsche Ultraschallbad, Cemovusko polie, Juni 1P 03/08 Jankovic T.
Teile R (Montenegro) etal., 2012
30 min
Homogenisation a
. 16 Gesamte . Bot. Garten Tastrup . Rgnsted N.
Verbascosid 2.0 mg/g NMR Rohextrakt Pflanze ? mit Ethanol, (Dinemark) Keine Angabe Rahn-674 et al. 2000
zweimal
IRIDOIDE
L Nicht vorhan- . Oberirdische Methanol, Soxhlet, Don Benito, Badajoz . Galvez M.
Gesamtiridoide den Spektrophotometrie Extrakt Teile a3 h (Spanien) (wild) April SEV 160808 etal, 2005
0.37 mg/g, - 50 % Ethanol, . L,
Gesamtiridoide davon 59.46 % Spektrophotometrie Trockengewicht Oberlr'dlsche Ultraschallbad, Cemovsko poljg, Juni 1P 03/08 Jankovic T.
R Teile R (Montenegro) (wild) etal., 2012
Aucubin 30 min
0.29 mg/g
0 ;Zprl::gl/g 200 % ff) Eidieel, Visitor und Hajla I::S:ﬁ:/eo?‘fBBigEgn\yl Jankovi¢ T
Aucubin HPTLC und HPLC, HPTLC, LC/MS Trockengewicht Keine Angabe UItrascha}Ibad, 30 (Montenegro) (wild) Juni University of Podgorica, etal, 2010
min
0.30 mg/g LC- Montenegro
ESI-MS
In sehr geringen Aichele. D
Aucubin Mengen vor- Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1995’ v
handen
- 17 a a . q A a RiZk, A.M.,
Aucubin 1.0 mg/g Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1986
Department of Phar-
Istrien und auf den maceutical Botany,
Aucubin, Catalpol Nicht vorhan- MEKC Trockengewicht Blatter HWE (Hot.Water Inseln Cres u. LoSinj Juni Faculty. of Pharmacy JuriSic R. et
den Extraction) (Kroatien) (wild) and Biochemistry, al., 2004
University of Zagreb,
Croatia No. 0061-0069
Oberirdische Methanol, zweimal SR Vel gy (it SOM 154175 Taskova R,
Aucubin und Geniposidsdure Vorhanden Densitometrie Keine Angabe Teile 2 h Black sea .coast (Bul- Mai, Juni SOM 154176 et al. 2002
garien)
Homogenisation o
. 18 Gesamte . Bot. Garten Tastrup . Rensted N.
Plantarenalosid 0.2 mg/g NMR Rohextrakt Pflanze (2) mlthE:rnirallol, (Déinemark) Keine Angabe Rahn-674 et al. 2000

%0.2%
170,10 %
8.0.02 %
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Inhaltsstoff Gehalt Quantifizierungsmethode  Bezogen auf Pflanzenteil Extraktion Herkunft Erntezeitpunkt Voucher Autor
. . . Homogenisation Bot. Garten
Plantarenalosu:l, Vel:basc05|d Vorhanden NMR Keine Angabe Oberlrf:hsche mit Ethanol, Copenhagen, Bot. Keine Angabe Keine Angabe RoITEEt N
und Salidrosid Teile X etal., 2003
zweimal Garten Palermo
ALKALOIDE
Plantagonin und Base A 19 . . . . . . . List, P.H. et
(CaHNO Fp. 240°) 0.20 mg/g Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe al,, 1977
Plantagonin und Base , A“ Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe R|zl;,9:éM.,
XANTHONDERIVATE
50 % Ethanol
e In Spuren Trocken- Oberirdische 4 Cemovsko polje, . Jankovi¢ T.
Mangiferin vorhanden A gewicht Teile Ultr:?;:}:il:]bad' Montenegro (wild) Juni IP 03/08 etal, 2012
GERBSTOFFE
Blatter: Herbarium of the
20
S.SZt;g/j ! Blatter, 30 % Methanol Istrien und auf den n?ae:oarrtwrg:ntFZf:Ell’t‘aZf Jurisi¢
Tannine 8 2 Spektrophotometrie Trockengewicht Stengel, (70° im Wasser- Inseln Cres u. LoSinj Juni Bnosy, 'y Grubesi¢ R.
10.0 mg/g™, . . . . Pharmacy and Bio-
. Bluten bad), 15 min (Kroatien) (wild) R etal., 2005
Bluten: chemistry, Zagreb,
10.7 mg/g” Croatia No. 0071-0078
FETTES OL
- . s Saskatchewan (Kana- . . Smith A.M.
o
Olgehalt 18.8% Keine Angabe Ol Samen Hexan da) (wild) Keine Angabe Keine Angabe etal, 2014
Olgehalt 20.6 % Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Ll;t’ I;:Wet
T . " Saskatchewan (Kana- . . Smith A.M.
.1 89 o
Elaidinsdure 18:1 19.4% Keine Angabe Ol Samen Hexan da) (wild) Keine Angabe Keine Angabe etal, 2014
R o 09,12 o . -- Saskatchewan (Kana- ] . Smith A.M.
Linolsdure 18:2 28.7 % Keine Angabe Ol Samen Hexan da) (wild) Keine Angabe Keine Angabe etal, 2014
List, P.H.
Linolsdure 36 % Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe I;t’ 1977et
a-Linolensiure 18:3 “#>*° 33.9% Keine Angabe ol Samen Hexan Saskatchewan (Kana- Keine Angabe Keine Angabe Smith A.M.

90.02 %
20.82 %
211,00 %
21.07%
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Inhaltsstoff Gehalt Quantifizierungsmethode  Bezogen auf Pflanzenteil Extraktion Herkunft Erntezeitpunkt Voucher Autor
da) (wild) etal, 2014
. u . . . . . . . List, P.H. et
Linolensdure 26% Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe al. 1977
P . . . . . . . List, P.H. et
Olsdure 33% Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe al. 1977
. . = . . . . Rizk, A.M.,
Ungesittigte FS 72.7% Keine Angabe ol Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1936
. . < . . X . Rizk, A.M.,
Gesattigte FS 27.3% Keine Angabe Ol Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1986
SCHLEIM
. . . . . . . Aichele, D.,
Schleim Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1995
. . " ] ) ) ) ) ) Hoppe, H.,
Schleim mit D-Galacturonsdure Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1975
. . . . . . . Rizk, A.M.,
Schleim 44.2 % Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1936
- . 4-6 % (Anteil . . . . . . Rizk, A.M.,
Wasserloslicher Gummi am Schleim) Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1936
. 15.2 % (Anteil . . N . . . . Rizk, A.M.,
Arabinose am Schleim) Keine Angabe Keine Angabe Samenschleim Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1936
o . .
Galactose 6.9% (Anfe|| am Keine Angabe Keine Angabe Samenschleim Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Rizk, A-M.,
Schleim) 1986
" 24.3 % (Anteil . . . . . . . Rizk, A.M.,
Galacturonsdure am Schleim) Keine Angabe Keine Angabe Samenschleim Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1986
Nicht . . . . . . . Rizk, A.M.,
Glucose vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samenschleim Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1936
13.6 % (Anteil . . . . . . . Rizk, A.M.,
Rhamnose am Schleim) Keine Angabe Keine Angabe Samenschleim Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1936
41.2 % (Anteil . . . . . . . Rizk, A.M.,
Xylose am Schleim) Keine Angabe Keine Angabe Samenschleim Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1986
KOHLENHYDRATE
. . . . . . Rizk, A.M.,
Glucose Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1986
. . . . . . Rizk, A.M.,
L-Fructose Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe

1986
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Inhaltsstoff Gehalt Quantifizierungsmethode  Bezogen auf Pflanzenteil Extraktion Herkunft Erntezeitpunkt Voucher Autor
’ . . . . ) Rizk, A.M.,
L-Rhamnose Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1986
. . . . . n . Rizk, A.M.,
Planteobiose Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1936
. . . . . . Rizk, A.M.,
Planteose Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1936
N n o . " . 9 " . Rizk, A.M.,
Sorbitol, Mannitol Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Blatter Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1986
. . ) ) . . Rizk, A.M.,
Sucrose Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1986
WEITERE INHALTSSTOFFE
M . - . . . . h . Rizk, A.M.,
Atherisches Ol Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1986
A . . . . . . Hoppe, H.,
Coronopussaure Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1975
Coronopussaure (CssHgs0; . . . . . . Rizk, A.M.,
Schmelzpunkt: 281-282°C) Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1936
mm ‘ . . 9 . . Rizk, A.M.,
Losliches Harz Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1936
Plantagos&ure (Plantagenic Acid . . . . . . Rizk, A.M.,
CoH120, Schmelzpunkt: 210°C) Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe 1986
Zannettou-
Sitosterol Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Pandeli K.,
2000.
. . . . . . Rizk, A.M.,
Sterole Vorhanden Keine Angabe Keine Angabe Samen Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe

1986
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1.3.5 Wirkungen

Antiinflammatorische Wirkung

Um die antientziindliche Aktivitat festzustellen, testete man den Effekt nicht toxischer
Konzentrationen von Hexan-Extrakten auf die NO - Produktion stimuliert durch die Wir-
kung von Lipopolysacchariden auf RAW?264.7 Makrophagen (Rodrigues et al., 2014).
Man ermittelte fir den Hexan-Extrakt von getrocknetem P. coronopus eine ICsy von
98 ug/mL. Eine gewisse antiinflammatorische Wirkung scheint also gegeben. Der fir die
Analyse verwendete Pflanzenteil ist in der Literatur nicht angegeben.

In einer anderen Studie wurde die Wirkung von Aucubin, einem in der Literatur beschrie-
benen Inhaltsstoff von P. coronopus, auf ein Carrageenan - induziertes Mauspfotenddem
sowie dessen Hemmung der NF-kB-Aktivierung in Mastzellen untersucht (Jankovi¢ T. et
al, 2010). Es war keine Aktivitat feststellbar.

Antioxidative Wirkung

Eine der am haufigsten untersuchten Wirkungen von P. coronopus ist die antioxidative.
Bei Heimler et al. (2007) und Galvez et al. (2005) erfolgte die Analyse mittels DPPH -
Assay, bei Rodrigues et al. (2014) via ABTS und DPPH - Assay. Bei Gélvez et al. wur-
den zusatzlich Messungen tber die Hemmung der Fe?*/Ascorbat—induzierten Lipidper-
oxidation durchgefihrt.

Heimler et al. bestimmten mittels eines 70 %-igen ethanolischen Extrakts aus den Blat-
tern eine 1Cso von 456.97 mg Probe (Frischgewicht)/mg DPPH-Radikal. Rodrigues et al.
stellten Ausziige unterschiedlicher Polaritat her und verglichen jene im Hinblick auf ihre
antioxidativen Eigenschaften. Wéssrige und methanolische Ausziige erreichten die héchs-
te Aktivitat, Ausziige aus Hexan und Diethylether und Chloroform die geringste. Die ICs
fur den Extrakt aus Methanol betrug 0.9mg Trockenextrakt/mL DMSO.
Im Vergleich zu anderen Plantago - Arten ordnete sich die Starke der antioxidativen Ak-
tivitdt im Mittelfeld ein, wobei Unterschiede je nach verwendetem Assay auftraten

(Gélvez et al.):

P. serraria > P. lagopus > P. lanceolata > P. coronopus > P. afra
(Analyse mittels DPPH-Assay)
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P. lanceolata > P. serraria > P. coronopus > P. lagopus > P. afra
(Analyse mittels Hemmung der Fe®* / Ascorbat — induzierten Lipidperoxidation)

Antimikrobielle Wirkung

Extrakte unterschiedlicher Polaritat (Petrolether, Methanol, Ethylacetat) der getrockneten,
oberirdischen Teile von P. coronopus wurden auf ihre antimikrobielle Wirkung gegen
grampositive und gramnegative Bakterien untersucht (Sassi et al., 2007). Es wurden sechs
Organismen der ATCC (American Type Culture Collection) verwendet: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27950, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212
und Shigella flexneri ATCC 12022. Acht Organismen wurden vom Laboratory of
Microbiology, Faculty of Pharmacy, Monastir, Tunisia erhalten: Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus saprophiticus, Staphylococcus aureus, Enterobacter
cloaceae, Klebsiella pneumoniae, Aeromonas hydrophila, Serratia marcescens und
Escherichia coli. Es zeigte sich keine statistisch signifikante Wirkung (definiert als
Durchmesser im Agardiffusionstest > 15 mm). Der Petrolether-Extrakt erzielte den groR-

ten Durchmesser (11 mm).
Antivirale Wirkung

2007 untersuchten Sassi et al. die antivirale Aktivitat von P. coronopus gegen HSV-1. Es
wurden drei Extrakte unterschiedlicher Polaritat hergestellt (Methanol, Petrolether und
Aceton). Keiner davon zeigte eine statistisch signifikante Wirkung. Die ECsy konnte zwar
fur die Extrakte aus Methanol und Aceton berechnet werden, lag allerdings bei Uber
500 pg/mL.

Cytotoxische Wirkung

Die cytotoxische Wirkung von P. coronopus ist gut untersucht. Galvez et al. untersuchten
2003 einen methanolischen Extrakt und stellten, im Vergleich zu anderen in der Studie
analysierten Plantago - Arten, die geringste LCso und die starkste Aktivitat bei Testung
auf MCF-7 (Adenokarzinom der Brust) sowie UACC-62 (Melanom)-Zelllinien im Sul-
phorhodamine-B-Assay fest. Ebenfalls reduzierte der Hexanauszug mit einer Konzentra-
tion von 50 mg/mL die Zellviabilitat von HepG2-Zellen um 39 % (Rodrigues et al.,
2014). Andere Arbeitsgruppen untersuchten die Wirkung einzelner in P. coronopus be-
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schriebenen Inhaltsstoffe auch in Hinblick auf eine mdgliche Anwendung bei benigner
Prostatahyperplasie. Aucubin scheint hierbei nicht cytotoxisch wirksam zu sein (Jankovic¢
et al., 2010). Fur Apigenin ermittelte man Aktivitat gegen nicht-maligne Prostatazellen im
MTT-Assay (Bektic et al., 2006). Eine Konzentration von 30 UM war in der Lage, die
Proliferation der Zellen signifikant zu inhibieren. Der Angriff scheint dabei am Mitogen-
aktivierte-Proteinkinasen (MAPK) - Pfad zu erfolgen. Luteolin zeigt in Versuchen eine
signifikante Reduktion des Prostatagewichts mannlicher Mause nach oraler Gabe ber das
Trinkwasser der Tiere (Markaverich et al., 1997). Des weiteren ist das Flavonoid in der
Lage, in in vitro Testungen die Proliferation von Prostatakrebszellen (LNCaP Zellen) zu
inhibieren. Fur die Hemmung waren 6-10 pug Luteolin/mL Gewebekulturmedium erfor-
derlich. Markaverich et al. vermuten, dass die Wirkung unter anderem Uber einen Anta-
gonismus an der Typ 11 [°H] Estradiol-Bindungsstelle verlauft. Verbascosid erreichte eine
Steigerung der Apoptose von Prostatazellen in lebenden Ratten bei hochdosierter Gabe
(Sun et al., 2008). Dieses Paper ist allerdings auf Chinesisch und steht nur als Abstract in

Englisch zur Verfiligung.
Fungizide Wirkung

P. coronopus wurde auf Hemmung des Pilzwachstums auf Obst und Gemise untersucht
(Gatto et al., 2011). Daftir wurden methanolische Extrakte der getrockneten Blatter herge-
stellt und auf mit Pathogenen inkubierte, verletzte Stellen aufgetragen. Es erwies sich eine
besonders gute protektive Wirkung auf Marillen. Dieses Ergebnis ist insofern relevant, als

dass Pflanzenextrakte chemische Fungizide ersetzen konnten.

1.3.6 Traditionelle Anwendung

Traditionell angewandt wird P. coronopus vor allem im Mittelmeerraum. Prominent ist
seine Anwendung vor allem in Zypern als Mittel bei Beschwerden im Urogenitaltrakt.
Wassrige Ausziige der oberirdischen Organe kommen in Form von Infusen oder Dekok-
ten bei Nierensteinen (sowohl prophylaktisch als auch akut), Nierenproblemen im Allge-
meinen (Schmerzen, Nierengries, eventuell Cystitis), Hdmorrhoiden, Diarrhoe und Bron-
chitis zur Anwendung. Auch als Diuretikum kommt P. coronopus zum Einsatz. Fur all
diese Krankheitsbilder werden Ahre und Blatter genutzt (Lardos et al., 2013). Eine der
fuhrenden Heilpflanzenexpertinnen Zyperns, Dr. Zannettou-Pandeli K. beschrieb 2000
noch weitere traditionelle Anwendungsgebiete von P. coronopus. Darunter befindet sich
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unter anderem der Einsatz bei VergrofRerung der méannlichen Prostata, Nierenkoliken,
Entzindungen der Augen (starkes Tranen, Geschwire, Pusteln, Schwellungen) und Fie-
ber. Gonzélez-Tejero et al. beschreiben eine nicht néher definierte Wirkung auf das Rep-
roduktionssystem (2008). Abgesehen von dem medizinischen Gebrauch werden die Blat-
ter auf Zypern ebenso geddmpft oder gekocht und gemeinsam mit anderem gesammelten
Grin als Gemdsegericht mit Olivendl und Zitronensaft verzehrt (Lardos et al., 2013).

Ebenso findet P. coronopus Anwendung in Spanien, die Anwendungsbereiche sind im
Gegensatz zu Zypern unterschiedlich. Zu den dort behandelten Krankheitsbildern zéhlen
Diarrhoe, Gastralgie (Benitez et al., 2010), Katarrhe oder Wunden die durch Konjunktivi-
tis verursacht wurden (Forderung der Narbenbildung). Ebenso angewandt wird der
Hirschhornwegerich als Emmenagogum und bei Dysmenorrhoe. Fir all diese Beschwer-
den wird aus den oberirdischen Teilen ein Infus bzw. im Fall des Durchfalls und der Gast-
ralgie aus der Frucht ein Dekokt hergestellt und oral verabreicht. Zur Behandlung von
Menstruationsbeschwerden werden traditionell auch Béder genommen (Blanco et al.,
1999). Des weiteren ist P. coronopus zur Behandlung von Hamorrhoiden im Einsatz:
Hierfir wird in einem magisch-religidsen Ritual ein Infus oder Dekokt bereitet und oral
sowie topisch appliziert (Benitez et al., 2010).

Ebenso wird die Pflanze in Agypten phytotherapeutisch genutzt. Die Blatter sind traditi-
onell bei Malaria und Fieber, Blatter und Wurzeln hingegen bei Hdmorrhoiden und Haut-
irritationen im Einsatz (Eissa et al., 2014).

In Italien werden die Blatter von P. coronopus als Dekokt oral zur Reinigung (als ,,Depu-

rativum™) sowie als mildes Laxans verwendet (Uncini Manganelli et al., 1999).

In Portugal findet die traditionelle Anwendung im Bereich der Dermatologie als haut-
glattendes und weichmachendes Mittel sowie in Form einer Gurgelldsung als Antisepti-
kum statt. Genutzt werden dazu Blatter und Bluten (Neves et al., 2009). In Form eines
solchen Gurgelmittels hat P. coronopus besonders bei Tonsillitis Bedeutung (Novais et
al., 2004).
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1.4 Benigne Prostatahyperplasie (BPH)

Im folgenden Kapitel werden das Krankheitsbild der benignen Prostatahyperplasie erlau-
tert sowie aktuelle Therapiemoglichkeiten besprochen. Die gegebenen Informationen
stammen aus verfiigbaren Biichern der Fachbereichsbibliothek fur Pharmazie der Univer-
sitdt Wien. Dieses Kapitel dient unter anderem der Zusammenfassung der jiingeren Lite-
ratur zum Thema BPH, um aktive Forschungsgruppen und deren Testsysteme fur kiinftige

Kooperationen zu identifizieren. Dies erfolgte anhand von Sabal serrulata MICHX..

1.4.1 Definition

"Bei der benignen Prostatahyperplasie (BPH) handelt es sich um eine nodulére, teils dif-
fuse VergroRerung des stromalen/epithelialen Gewebes im periurethralen Bereich mit
Einengung der Harnréhre." (Dingermann et al., 2003)

Die daraus resultierenden Beschwerden sind anfangs unter anderem gekennzeichnet
durch Miktionsstérungen, Restharnbildung und Nykturie. In spéteren Stadien sind die
auftretenden Symptome die Folge des steigenden Harnriickstaus. Die BPH zahlt zu den
haufigsten Erkrankungen von Mannern tber 60 Jahren, wobei sich ab dem 80. Lebensjahr
bei nahezu allen eine histologisch vergroRerte Prostata nachweisen lasst. Wichtig ist die
Unterscheidung zwischen BPH-Tragern, deren Prostata zwar vergrofRert ist aber keine
Beschwerden verursacht, und BPH-Patienten, die zusatzlich an den typischen Symptomen
leiden. Nicht immer ist demnach eine Behandlung indiziert (Dingermann et al., 2003).
Die genaue Atiologie und Pathogenese sind bis dato noch nicht geklart. Es werden unter-
schiedliche Hypothesen diskutiert. Sexualhormone wie das Testosteron und das Ostrogen
sollen unter anderem mafgeblich beteiligt sein. Vor allem Testosteron, das intraprosta-
tisch durch die 5-a-Reduktase in das noch stérker androgen wirksame Dihydrotestosteron
umgewandelt wird, kann das Wachstum des Prostataepithels stark stimulieren. Ostrogen
hingegen scheint fur die stromale VergroRerung verantwortlich zu sein. Weitere Faktoren,
die fur die Pathogenese entscheidend sein konnten, stellen das Sexualhormonbindende-
Globulin, dessen Plasmaspiegel mit steigendem Alter zunimmt, Prostaglandine, Leukot-

riene und Wachstumsfaktoren wie EGF dar (Dingermann et al., 2003).
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1.4.2 Therapie

Es werden vor allem folgende pharmakodynamische Angriffspunkte und Wirkmechanis-
men nach Schilcher (1992) diskutiert:

e Prostatotrope Wirkung durch Beeinflussung des endokrinen Stoffwechsels

e Direkte/Indirekte antiphlogistische Wirkung zur Besserung der Beschwerden

e Antiddematose bzw. diuretische Wirkung zur Beseitigung von Stauungsédemen
im Bereich der unteren Harnwege und der Prostata

e Muskulotrope Wirkung zur Verstarkung der Harnentleerung

e Bakteriostatische Wirkung vor allem bei gleichzeitiger Prostatitis

e Sedierende und antikonvulsive Wirkung zur Symptomreduktion und Besserung
der Nykturie

e Antilithogene Wirkung zur Verhinderung von Blasen- und Prostatasteinen

Schulmedizinisch sind vor allem 5-a-Reduktasehemmer, o-Adrenozeptorantagonisten
und im selteneren Fall Muskarinrezeptorantagonisten im Einsatz. Erstere verhindern die
Umwandlung von Testosteron in das stark androgen wirksame Dihydrotestosteron und
verzogern somit die fortschreitende VergroRerung der Prostata. Zweitere relaxieren die

glatte Muskulatur und erleichtern die Miktion.

Phytopharmaka sind vor allem zur Behandlung der subjektiven Beschwerden in weniger
fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung im Einsatz. Jungere experimentelle und Klini-
sche Untersuchungen bekraftigen vor allem die Wirkung folgender Pflanzen in absteigen-
der Reihenfolge des Bekanntheitsgrades: Kirbissamen, Brennnesselwurzel, Friichte der
Sagepalme, ein Phytosterolgemisch aus der afrikanischen Hypoxis rooperi T. Moore und
Roggenpollen (Schilcher, 1992). Vor allem den Praparaten aus Sagepalmenfriichten wird
eine hohe Wirksamkeit zugeschrieben. Sie sind nebenwirkungsarm und den chemisch-
synthetischen Praparaten durchaus ebenbirtig (Grunwald et al., 2004). Wichtige Inhalts-
stoffe scheinen vor allem Phytosterole, Agglutinine (wie sie in der Brennnessel vorkom-

men) oder die Tocopherole der Klrbisssamen darzustellen.

Es erfolgte eine umfassende Literaturrecherche zum Thema "Benigne Prostatahyperpla-
sie”, um Testsysteme bzw. Arbeitsgruppen ausfindig zu machen, die sich mit der Wir-
kung von pflanzlichen Extrakten auf die Prostata beschaftigen. Dies erfolgte anhand von

Sabal serrulata MICHX..
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1.4.3 In-vitro-/in-vivo Testung von Sabal serrulata MicHX

In-vitro Testsysteme
Hemmung der 5-a-Reduktase und der Fibroblastenproliferation

Scaglione et al. (2012) testeten unterschiedliche Sabal serrulata - Extrakte auf eine
Hemmung der 5-a-Reduktase an 10-Tages-Fibroblasten und Epithelzellkulturen. Zusatz-
lich Uberpriften sie die Hemmung der Proliferation, welche durch den humanen Fibrob-
lastenwachstumsfaktor (hFGF) induziert wird. Sdmtliche Extrakte waren in der Lage, die
5-a-Reduktase Typ | und Il sowie die Fibroblastenproliferation zu hemmen, allerdings
lagen die ECsp-Konzentration weit auseinander. Die starkste Hemmung der 5-a-
Reduktase Typ | erzielte Permixon® mit einer ECsp von 6.717 mg/mL, die schwéchste
Beltrax Uno® mit einer ECsy von 18.58 mg/mL. Die beste 5-o-Reduktase Typ II-
Hemmung erzielte Permixon® mit einer ECso von 3.994 mg/mL, die schwéchste
Urocaps® mit einer ECsp.von 20.96 mg/mL. Die starkste Inhibierung der Fibroblastenp-
roliferation erfolgte mit Permixon®.

Hemmung von EGF- und LPS-induzierter Proliferation des Prostataepithels

Iglesias-Gatto et al. testeten die Wirkung von Prostasan® auf die Androgen-unabhangige
Zelllinie PC-3. Gemessen wurde die Inhibierung von EGF- und LPS-induzierter Prolife-
ration des Prostataepithels. Unter Anwendung einer effektiven Konzentration von
50 pg/mL konnte Prostasan® EGF zum Teil vom EGF-Rezeptor verdrangen und die
EGF-induzierte Zellproliferation zur Génze blocken. Gleichzeitig wurde die LPS-
induzierte Proliferation der PC-3 Zellen gehemmt, ohne die tber den toll-like Rezeptor-4
vermittelte LPS-Aktivierung des NFkB-Pfades zu beeinflussen. Des weiteren wurden die
konstitutive Sekretion des monozytischen chemotaktischen Proteins-1 (MCP-1) sowie die
LPS-induzierte Sekretion von IL-12 reduziert und MCP-1 sowie die Produktion des Gra-
nulozyten-Makrophagen-koloniestimulierenden-Faktors (GM-CSF) gehemmt bei zeit-

gleicher Anwendung von LPS an PC-3 Zellen.
Modulierung der Genexpression

Sirab et al. (2013) testeten die Wirkung des lipidosterolischen Extrakts (Permixon®) der
Ségepalme auf das mRNA-Genexpressionsprofil zweier reprasentativer Zellmodelle der

BPH (BPH1-Epithelzelllinie und primdre stromale Zellen entnommen aus hyperplasier-
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tem Prostatagewebe). Besonderes Augenmerk wurde hierbei auf Gene gelegt, welche fir
proliferative, apoptotische und inflammatorische Pfade kodieren. Der Extrakt war bereits
nach 3 Stunden in der Lage, die Expression von Genen, die eine Rolle bei der benignen
Prostatahyperplasie spielen, zu verédndern. Darunter befinden sich Gene die flr die Im-
munantwort, Apoptose und Zellproliferation verantwortlich sind. Vor allem antiinflam-
matorische Pfade, wie die der Zytokinfamilie, der TNF Superfamilie des Glucocorti-
coid/PPAR-Signalings, des MAPK Signalings und der COX/LOX scheinen beeinflusst zu

werden.
Hemmung der PSA - Sekretion

Maroccia et al. (2014) tberpriften die Dihydrotestosteron-induzierte PSA - Freisetzung
einer Androgen-regulierten Prostataepithelzelllinie (LNCaP - Zelllinie) bei zeitgleicher
Testung der Cytotoxizitat. Die Zellen wurden mit Sagepalmenextrakt (Sagepalmen-Ol,
90-95 % Fettsauren, niedriger Sterolgehalt) behandelt. Es konnte gezeigt werden, dass das
Sagepalmendl die PSA-Produktion bei Zugabe von Dihydrotestosteron statistisch signifi-
kant reduzieren kann. Eine maximale Inhibierung von 25 % der PSA-Sekretion konnte

noch bei einer Konzentration von 0.0001 pug/mL erreicht werden.
In-vivo-Testsysteme

Barry et al. fuhrten eine doppelblinde, multizentrische, placebokontrollierte, randomisier-
te klinische Studie in Amerika durch. Es wurden zuerst eine, dann zwei und zuletzt drei
Standarddosen Sagepalmenextrakt (320 mg/d) oder Placebo verabreicht, wobei die Dosi-
serhéhungen auf zwei Dosen nach 24 Wochen und auf drei Dosen nach 48 Wochen er-
folgten. Der Effekt wurde anhand des American Urological Association Symptom Index
(AUASI) bewertet (Barry et al., 2011). Der AUASI sank unter Einnahme des Sagepal-
menextrakts von 14.42 auf 12.22 Punkte und unter Einnahme des Placebos von 14.69 auf

11.70 Punkte. Der Sagepalmenextrakt war demnach nicht effektiver als das Placebo.

Suter et al. fuhrten eine offene, multizentrische klinische Studie durch. Das am Patienten
zu testende Préparat war Prostasan®. 82 Patienten nahmen an der 8-wdchigen Studie teil
und nahmen je eine Kapsel, die 320 mg S&gepalmenextrakt beinhaltete, taglich ein (Suter
et al., 2013). Die Verbesserung der Beschwerden (in diesem Fall der Symptome ausgeldst
durch BPH und der sexuellen Dysfunktion) wurden anhand des International Prostate
Symptom Scores, der Sexual Function Inventory und des Urolife BPH Qol-9 sex total
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uberprift. Der International Prostate Symptome Score nahm von 14.4 auf 6.9 ab, die Se-
xual Function Inventory - Messung ergab eine Verbesserung von 22.4 auf 31.4 und der
Urolife BPH QoL-9 sex total verbesserte sich von 137.3 auf 195.0. Die gute Wirksamkeit

wurde von Prifern und Patienten bestatigt.

Minutoli et al. (2014) testeten den Effekt von Selen, Lycopin und Sabal serrulata alleine
oder kombiniert auf die Expression von vier Hemmern von Apoptoseproteinen (IAP =
inhibitors of apoptosis proteins). Die Angaben, um welchen Extrakt von Sabal serrulata
es sich hierbei handelt, sind mangelhaft. Evaluiert wurden clAP-1, clAP-2, NAIP und
Survivin in Ratten mit experimenteller Testosteron-abhéngiger BPH. Im weiteren Verlauf
wurden Caspase-3, Interleukin-6 und PSMA (Prostata-spezifisches Membranantigen)
ermittelt. Die Ratten erhielten entweder ein Placebo (Maiskeimdl) oder Testosteron-
propionat (3 mg/kg subkutan in Maiskeimél) in Kombination mit Selen (3 mg/kg subku-
tan in Maiskeimdl), Lycopin (1 mg/kg subkutan in Maiskeimdl) oder Sabal serrulata
(25 mg/kg subkutan in Maiskeimél) per Injektion. Eine weitere Gruppe erhielt Testoste-
ron in Kombination mit allen dreien. Nach 14 Tagen wurde die Prostata fur die Analyse
der Ergebnisse entfernt. Die Kombination aus Sabal serrulata-Selen-Lycopin zeigte die
hdchste Wirksamkeit bezogen auf die Reaktivierung der Apoptose. Des weiteren konnten
die IL-6- und PSMA-Spiegel sowie die Prostatavergroferung und das Prostatagewicht
signifikant reduziert werden. Das Prostatawachstum war in den mit der Kombination be-

handelten Tieren um 43.3 % geringer.
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2 Material und Methoden

Im folgenden Kapitel wird erlautert, welches Pflanzenmaterial und welche Reagenzien
flr die praktische Arbeit verwendet wurden, und wie die Herstellung von Pflanzenextrak-
ten und Standards erfolgte. Alle angewandten mikroskopischen, chromatographischen

und spektroskopischen Methoden werden genau beschrieben.

2.1 Reagenzien

In diesem Kapitel werden samtliche fir die Analysen mittels DC, HPLC, HPTLC und
LC-MS bendtigten Reagenzien aufgelistet.

e Aceton dest.

e Acetonitril for HPLC-Super Gradient (VWR Chemicals)
e Aqua bidest.

e Chloralhydrat-Ethanol (2:3)

e Chloroform dest.

¢ Dichlormethan dest.

e Essigsaureyon,. (Gatt-Koller)

e Essigsauregonz in HPLC Qualitét (Roth)

e Ethylacetat dest.

e Ameisensaureg.n;. (Gatt-Koller)

e Ameisenséureyon,. in HPLC Qualitat (Roth)

e  Ammoniakyen, in HPLC Qualitat

e Methanol dest.

e Methanol HPLC Gradient Grade (J. T. Baker)
e n-Butanol dest.

e n-Heptan zur Analyse (MERCK)

e Toluol >99.5 % zur Synthese (Carl Roth)
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2.2 Pflanzenmaterial

Das fur samtliche Analysen verwendete Pflanzenmaterial von Plantago coronopus L.
(PC) stammt im Wesentlichen aus drei Bezugsquellen, welche in Tabelle 2 sind. Zum
einen wurde uns Drogenmaterial von der Fa. Kottas zur Verfligung gestellt (PC_1), was
zu einem sehr frihen Zeitpunkt wahrend des Verlaufs dieser Diplomarbeit erfolgte. Zum
anderen gelang es im spéteren Verlauf der Diplomarbeit, Lebendpflanzen aus dem Bota-
nischen Garten Salzburg zu akquirieren (PC_3). Letztlich konnten wir Kollegen vom
Institut fir Botanik dafiir gewinnen, bei einer bereits seit langem geplanten Sammelreise
nach Korfu zur Kartierung der dortigen Flora, P. coronopus zu sammeln (PC_2). Auf-
grund der verwandtschaftlichen Nahe von P. coronopus zu den Arten Plantago serra-
ria L. (PS) und Plantago macrorhiza subsp. humilis PoIR. (PMH), ernteten die Kollegen
bei ihrer Reise nach Korfu auch diese beiden Arten.

Tabelle 2 Fiir die Untersuchungen akquiriertes Pflanzenmaterial

ljah
Arbeitsbezeichnung Beleg-Nr. Herbarium Herkunft Sammler/Determinator Sanl'l)r:teu: r/
pc_1 Keine Keine
Getrocknete Droge von Plantago Griechenland Keine Angabe 2015
Angabe Angabe
coronopus
pc2 Griechenland
Herbarmaterial und getrocknete Droge 0082505 wu Korfu ! D. Reich, C. Gilli 2015/21.05.
von Plantago coronopus
pc3 Keine Keine Bot. Garten Keine Anga-
Lebendpflanze und getrocknete Droge ! Keine Angabe g
Angabe Angabe Salzburg be
von Plantago coronopus
PS Griechenland
Herbarmaterial und getrocknete Droge 0082506 wWuU Korfu ! D. Reich, C. Gilli 2015/21.05.
von Plantago serraria
PMH Griechenland
Herbarmaterial und getrocknete Droge 0082507 wWuU Korfu ! D.Reich, C. Gilli 2015/24.05.
von Plantago macrorhiza

Begleitend zur vorliegenden Diplomarbeit wurde Samenmaterial (Tabelle 3) eingebracht,
welches fur den Anbau im Arzneipflanzengarten des Departments fur Pharmakognosie
der Universitat Wien bestimmt war, um zu gewahrleisten, dass fur allféllige kinftige Iso-
lierungsarbeiten im Rahmen nachfolgender Diplomarbeiten, ausreichend Pflanzenmateri-
al zur Verfugung steht. Das Samenmaterial stammte zum grof3ten Teil von Herbarbelegen
des Herbariums WU (Institut fir Botanik, Univ. Wien) und wurde nach Verfligbarkeit
von Samen und nach unterschiedlichen Herkunftslandern ausgewdéhlt. Das Material
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SAM_3 stammte von einem Exemplar, welches tber den Arzt Dr. Pechlaner ans Depart-
ment fur Pharmakognosie kam, und zu welchem es keine naheren Angaben hinsichtlich
des Herkunftslandes gibt. Zum Anbau der Samen wurde ein Blumenerde-Sand-Gemisch
hergestellt, in dem die Keimung der Samen erfolgte. Die Jungpflanzen wurden nach etwa
sechs Wochen ins Freiland transferiert und erwiesen sich als auBerst robust in der Kulti-
vierung. Einige Exemplare kamen bereits zwei Monate nach dem Transfer aul3en zur Bli-
te, sodass weiteres Samenmaterial flr die Kultivierung im nachsten Jahr zur Verfligung
steht.

Tabelle 3 Gesammeltes und kultiviertes Samenmaterial

Arbeitsbezeichnung Beleg-Nr. Herbarium Herkunft Taxon
SAM_1 6143 wu Kroatien P. coronopus L.
SAM_2 2001-659 wu Deutschland P. coronopus L.
SAM_3 Keine Angabe Keine Angabe Keine Angabe P. coronopus L. (Dr. Pechlaner)
SAM_4 27733 WG Griechenland Plantago macrorhiza subsp. humilis POIR.
SAM_5 64778 wu Spanien Plantago serraria L.
SAM_6 22886 WG Griechenland Plantago weldenii RCHB.
SAM_7 WU021090 WU Zypern Plantago weldenii RCHB.

2.3 Extraktherstellung

Um die phytochemischen Untersuchungen durchfiihren zu kénnen, war es nétig, Extrakte

des akquirierten Pflanzenmaterials (s. Tabelle 2 S.28) herzustellen.

Zuné&chst galt es, ein optimales Extraktionsmittel fiir vergleichende Analysen zu finden.
Dazu wurde das Drogenmaterial PC_2 (s. Tabelle 2 S.28) herangezogen, da es fiir uns
bereits zu einem frihen Zeitpunkt der Diplomarbeit zur Verfligung stand. Mit diesem
Extraktionsmittel sollten ausschliellich vergleichende Analysen der Materialien unter-
schiedlicher Herkunft durchgefuhrt werden. So wurden elf Extrakte unterschiedlicher
Polaritdt von PC_2 (Tabelle 2 S.28) hergestellt (Tabelle 4). Dazu wurden 0.25 - 0.30 ¢

getrocknete und zerkleinerte Blatter des Pflanzenmaterials mit je 2 mL L&sungsmittel
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versetzt und 10 min im Ultraschallbad bei Raumtemperatur extrahiert. Anschlie}end
wurde durch Watte filtriert. Der erhaltene Drogenauszug wurde ber Nacht im Kuhl-
schrank bei 5 - 8 °C gelagert. Dabei kam es gelegentlich zu einer Trilbung bzw. zum Aus-
flocken, welche in der Regel durch vorsichtiges Erwarmen entfernbar war. Wurde die
Losung nicht vollstandig klar, wurden die Feststoffe mittels Zentrifugation abgetrennt mit
dem Risiko, bestimmte Inhaltsstoffe dadurch zu verlieren. Der Fokus lag auf der qualita-
tiven Beurteilung der Extrakte, Ausbeuten wurden nicht bestimmt und blieben unbertick-

sichtigt.

Tabelle 4 Aus PC_2 (Tabelle 2 S.28) hergestellte Extrakte unterschiedlicher Polaritat

Arbiilib&ztffﬂ:ung Extraktionsmittel
E_1 Heptan
E_2 Toluol
E_3 Dichlormethan
E_4 Aceton
E_5 Methanol
E_6 Wasser
E_7 Methanol - Wasser (8+2)
E_8 Methanol - Essigsaure on,. (9+1)
E_9 Wasser - Essigsaure on,. (9+1)
E_10 Methanol - Ammoniakyon,. (8+2)
E_11 Wasser - Ammoniakion,. (8+2)

Fur die vergleichenden Analysen wurden aus dem akquirierten Pflanzenmaterial (s. Ta-
belle 2 S.28) methanolische Ausziige hergestellt. Die Extraktion und Aufbereitung erfolg-
te wie auf S. 29 beschrieben, jedoch wurde anstelle von PC_2 die in Tabelle 5 dargestellte
jeweilige Stammpflanze gewahlt. Die bereiteten Extrakte sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5 Methanolische Extrakte des akquirierten Pflanzenmaterials (s. Tabelle 2 S.28)

Extraktionsmittel: Methanol

Arbeitsbezeichnung des Extrakts Stammpflanze (s. Tabelle 2 S.28)
H_ 1 PC_1 (Plantago coronopus)
H_2 PC_2 (Plantago coronopus)
H_3 PC_3 (Plantago coronopus)
H_4 PS (Plantago serraria)
H_5 PMH (Plantago macrorhiza)
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2.4 Herstellung der Standardlosungen fiir Vergleichszwecke

Um eine Identifizierung bestimmter Substanzen bzw. eine Zuordnung zu Substanzklassen
zu ermoglichen, wurden Referenzldsungen von Reinsubstanzen hergestellt. Dazu wurde
eine kleine Spatelspitze der jeweiligen Verbindung in ein Vial Gberfuhrt und in etwas (ca.
100 - 150 pL) Methanol von HPLC-Qualitat geldst. Bei Isoquercitrin trat nach Zugabe
von Methanol eine Triibung der Lésung auf, weshalb ein bis zwei Tropfen zweifach-

destilliertes Wasser dazugegeben wurden.

Tabelle 6 Fir die phytochemischen Untersuchungen verwendete Standards

ls-\trab:::;izenchnung des Standard

St_1 Rutin

St_2 Isoquercitrin

St 3 Chlorogensaure

St 4 Chlorogensaure + Kaffeesaure
St 5 Aucubin

St_6 Sitosterol

St 7 Verbascosid

Die Reinsubstanzen, die fur die Herstellung der Standards verwendet wurden, wurden
nach den in der Literatur beschriebenen, in P. coronopus vorhandenen Verbindungen und
nach Verflgbarkeit am Department fur Pharmakognosie der Universitat Wien ausgewahlt

und sind in Tabelle 6 dargestellt.

2.5 Morphologische Untersuchungen

In diesem Kapitel wird die Vorgangsweise bei den morphologischen Untersuchungen an
P. coronopus wiedergegeben. Diese wurden an den getrockneten Blattern vor allem von
PC_1 (s. Tabelle 2 S.28) durchgefiihrt, um einen ersten Uberblick tiber das Aussehen und
die Beschaffenheit der Droge zu liefern. PC_1 wurde gewéhlt, da diese Droge bereits zu
einem frihen Zeitpunkt zur Verfligung stand, als die Akquisition des Pflanzenmaterials
aus den anderen Quellen noch im Gange war. Das Ubrige Drogenmaterial aus Tabelle 2
wurde im weiteren Verlauf der Diplomarbeit ebenso stichprobenartig untersucht, jedoch

nicht fotographisch dokumentiert.
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Die Morphologie der Blatter wurde mittels einer Nikon SMZ-U Zoom 1:10 Stereolupe
erarbeitet. Die getrocknete und zerkleinerte Droge wurde dafur auf ein weil3es Blatt Pa-

pier gelegt, ausreichend beleuchtet und durch das Okular betrachtet.

Fur die Fotodokumentation diente ein Stativ der Fixierung einer Canon 30D - Spiegelre-
flexkamera. Fotografiert wurde mit einem Canon Makro Photo Lens MP-E 65 mm 1:2,8
1-5x g 58 mm Objektiv.

2.6 Anatomische Untersuchungen

Im folgenden Kapitel wird die Durchfiihrung der anatomischen Untersuchungen an P.
coronopus naher beschrieben. Dies umfasst die Herstellung der Praparate fur das Mikro-
skop sowie die Fotodokumentation. Die anatomischen Untersuchungen wurden an PC_1,
PC_2 und PC_3 (s. Tabelle 2 S.28) durchgefiihrt. Bei PC_3 erfolgte sowohl die Untersu-
chung der frischen, als auch der getrockneten Pflanze. Die Blattstiicke wurden per Zu-
fallsprinzip ausgewdhlt. Die Merkmale des Blattquerschnitts wurden anhand von PC_1,
PC_2 und PC_3 erarbeitet, jene des Blitenstands und des Sprosses anhand von PC_2. Die
anatomischen Merkmale wurden mittels Nikon Labophot-2 Lichtmikroskop mit 10-facher
OkularvergroRerung erhoben. Es verfligt des weiteren Uber eine 4x, 10x, 20x, 40x und
60x ObjektivvergroRerung. Die GesamtvergroRerung ergibt sich aus dem Produkt von

Objektiv- und OkularvergréRerung.
Préiparation und Schnitttechnik

Bevor die Pflanzenteile unter dem Lichtmikroskop betrachtet werden konnten, waren die
Herstellung von Schnitten und eine Aufhellung nétig. Die verwendete Schnitttechnik
wurde an die von Julia Eberlberger (2014) angelehnt. Zundchst wurde die Droge in Was-
ser eingelegt, um das Gewebe aufzuweichen und das Schneiden zu ermdglichen. Um ei-
nen Querschnitt zu erhalten, wurde das dafiir ausgewahlte Stiick auf einen Objekttrager
platziert und mit einem zweiten Objekttrager, der auf den ersten gelegt wurde, abgedeckt.
Das eingeweichte Fragment befand sich nun zwischen den Objekttréagern. Fur die Herstel-
lung der Schnitte wurde unter der Lupe gearbeitet und der obere Objekttréger ein kleines
Stlick parallel zum unteren nach hinten bewegt, so, dass etwas Drogenmaterial nicht ab-
gedeckt war. Dann erfolgte der gleichmé&Rige, zugige Schnitt mithilfe einer Wilkinson
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Rasierklinge. Der obere Objekttrager fungiert hier als Lineal und ermdglichte gerade
Schnitte.

Um einen Langsschnitt zu erhalten, wie es bei dem Spross von P. coronopus nétig war,
wurde das Organ zwischen Zeigefinger und Daumen gehalten und mit Hilfe einer Rasier-
klinge, die moglichst flach und parallel an der Oberflache positioniert wurde, ztgig und
fein geschnitten.

Fur die Blattaufsicht der Ober- und Unterseite wurde das eingeweichte Blattstiick auf
einem Objekttrager positioniert und in der Mitte durchgeschnitten. Anschlieend wurde
eins der beiden erhaltenen Teile um 180 ° gewendet. Im Anschluss erfolgte die Aufhel-
lung mittels einer Chloralhydrat + Ethanol (2+3)-Mischung. Dafiir wurde das zu betrach-
tende, geschnittene Pflanzenstiick in ein bis zwei Tropfen dieser Chemikalie mittels Pin-
sel Oberfihrt und mit einem Deckglas abgedeckt. Das Praparat wurde bis zum leichten
Aufkochen des Chloralhydrats ber einer Flamme erhitzt. Nach kurzer Abkuhlungszeit
und Entfernung des tberschussigen Chloralhydrats war eine Betrachtung durch das

Lichtmikroskop maoglich.

Um die im Mikroskop untersuchten Merkmale festzuhalten, erfolgte eine Bildaufnahme
mittels einer Canon 30D Spiegelreflexkamera (Canon Makro Photo Lens MP-E 65 mm
1:2,8 1-5x g 58 mm Objektiv).

2.7 Chromatographische Untersuchungen

Im folgenden Kapitel werden die Methoden aller durchgefiihrten chromatographischen
Untersuchungen (DC, HPTLC und HPLC) genauer erldautert und eine kurze Einfihrung in
das chromatographische Trennprinzip gegeben.

2.7.1 Diinnschichtchromatographie (DC)

Ziel der im Rahmen dieser Diplomarbeit durchgefiihrten dinnschichtchromatographi-
schen Analysen war, das Inhaltsstoffspektrum von P. coronopus zu erschlielRen, dessen
phytochemischen Fingerprint mit dem des tbrigen akquirierten Pflanzenmaterials (s. Ta-
belle 2 S.28) zu vergleichen und mithilfe von Referenzsubstanzen (=Standards) eine Iden-

tifizierung von Komponenten zu ermdglichen.
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Bei der DC handelt es sich um ein Trennverfahren mit dem Prinzip der fest-flssig-
Verteilung. Als Festphase dient eine Glas- oder Metallplatte auf der sich eine diinne, aus
feinkdrnigem Material bestehende stationédre Phase befindet. Als flussige "mobile” Phase
dient ein Losungsmittel oder ein Gemisch solcher. Ein Séure- oder Basenzusatz ist ebenso
maoglich. Sauren werden beispielsweise zugesetzt, um saure Verbindungen wie Phenole,
die zur Dissoziation neigen, optimal analysieren zu konnen. Die Komponenten eines
Stoffgemischs verteilen sich nach dem Auftragen dieser auf die Startzone zwischen bei-

den Phasen - so wird eine Auftrennung solcher méglich (Hénsel et al., 2010).

Die gewadhlte stationare Phase war abhéngig davon, ob es sich um eine Analyse der klas-
sischen Dunnschichtchromatographie oder der Hochleistungsdinnschichtchromatogra-
phie handelte (s. Unterkapitel Klassische Dinnschichtchromatographie und Hochleis-
tungsdunnschichtchromatographie). Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde ausschlief3-
lich mit Kieselgelplatten gearbeitet. Auf dieser stationdren Phase werden polare Verbin-
dungen starker zuriickgehalten als apolare. In diesem Fall besitzen FlieRmittel mit hoher
Polaritét die starkere Elutionskraft. Im Laufe der Arbeit kamen des weiteren unterschied-
liche mobile Phasen zum Einsatz, die in Tabelle 7 zusammengefasst sind. Die gewahlten
FlieBmittel wurden von Reich et al. (2007) tibernommen. Die Auswahl richtete sich nach
der Polaritéat der zu untersuchenden Extrakte und Standards. Die Derivatisierung erfolgte
mittels der in Tabelle 8 dargestellten Detektionsreagenzien. Diese wurden angewandt,
sofern bestimmte Substanzklassen nach der Entwicklung der Platte weder bei Tageslicht,
noch unter UVs4 oder UV3gg Sichtbar waren.

Tabelle 7 Fiir die DC und HPTLC verwendete mobile Phasen

Arbeitsbezeichnung des . .
FlieRmittels Mobile Phase Analysierte Stoffgruppe
M1 Toluol-Ethylacetat (95:5) Apolare Komponenten und dtherisches
ol
FM2 Chloroform-Methanol-Wasser (70:30:4) Saponine und Lignane
EM3 Ethylacetat-Essigsaure xon,-Ameisensdureyon, -Wasser Flavonoide
(100:11:11:27)
FM4 1-Butanol-Essigsaure (on,-Wasser (7:1:2) Polare Komponenten
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Tabelle 8 Fiir die DC und HPTLC verwendete Detektionsreagenzien

Reagenz 1: Anisaldehyd- Schwefelsdure-Reagenz

Zusammensetzung / Herstellung Detektierbare Substanzklasse Auswertung
425 mL Methanol mit 50 mL Essigsaure yon,. und 25 mL konz. Schwefelsdure Zucker, Steroide, Terpene 100 °C
versetzen und zuletzt 2.5 mL Anisaldehyd zugeben Tageslicht,

UV366

Reagenz 2: Naturstoffreagenz A

Zusammensetzung / Herstellung Detektierbare Substanzklasse Auswertung

Diphenylborsaure-B-aminoethylesterlésung (1 % in Methanol) Flavonoide UV366

Klassische Diinnschichtchromatographie

Die klassische DC wurde zur Identifizierung von Substanzen im Extrakt PC_2 (s. Tabelle
2 S.28) mithilfe von Standardsubstanzen eingesetzt.

Es kamen zugeschnittene 5x10 cm Aluminium-TLC-Kieselgelplatten 60 F,54 der Firma
MERCK zum Einsatz. Als Entwicklungskammer wurde ein CAMAG-DC Trog verwen-
det, der mit ausreichend mobiler Phase (s. Tabelle 7 S.34) geflllt wurde. Nach Verschluss
des Troges wurde zur Erreichung der Kammersattigung 25 - 30 min gewartet. Wahrend-
dessen erfolgte der bandenformige Auftrag (5 uL) der Proben. Nach Trocknung dieser,
wurde die Platte in den Trog uberfiihrt. Die im Anschluss an die Entwicklung folgende
Derivatisierung mittels Tauchreagenzien und Fotodokumentation erfolgte mittels der da-
fir vorgesehenen Gerate des CAMAG-HPTLC-Systems (s. Unterkapitel Hochleistungs-

dunnschichtchromatographie).
Hochleistungsdiinnschichtchromatographie

Die HPTLC diente dem Vergleich der Extrakte unterschiedlicher Polaritat, dem Fingerp-
rint-Vergleich des akquirierten Pflanzenmaterials sowie der Identifizierung von Substan-

zen im Extrakt PC_2 mithilfe von Standardsubstanzen.

Bei der HPTLC handelt es sich um eine weiterentwickelte Version der klassischen DC.
Die fur die Chromatographie essentiellen Schritte wie das Auftragen, die Entwicklung,
die Derivatisierung und die Fotodokumentation gestalten sich hier nach standardisierten
Vorgaben, um die Vergleichbarkeit von Dunnschichtchromatogrammen, die zu verschie-
denen Zeitpunkten entwickelt wurden, zu gewahrleisten. Die Reproduzierbarkeit und

Trennleistung sind im Gegensatz zur klassischen DC deutlich hoher.




36 2 Material und Methoden

Im Falle der HPTLC wurden 10 x 20 cm grolRe Glas-DC-Kieselgelplatten 60 F,s4 der
Firma MERCK eingesetzt. Die HPTLC-Anlage stammte von der Firma CAMAG. Sie
setzt sich in diesem Fall aus vier Geraten und der dazugehdrigen Software Vision Cats
zusammen. Ein einheitliches Auftragen ermdglicht der CAMAG Automatic TLC Sampler
4. Es wurde ein Auftragevolumen von 5 pL fur Proben und 10 pL fur Standards bei vari-
abler Bandenbreite, je nach Zahl der aufzutragenden Banden, definiert. Aufgetragen wur-
de auf Glas-DC-Kieselgelplatten 60 F54 der Firma MERCK: Die Trocknungszeit ent-
sprach dem jeweiligen Loésungsmittel, wobei sie gemal dem am langsamsten verdamp-
fenden gewahlt wurde. AnschlieRend startete die Entwicklung in der CAMAG Automatic
Developing Chamber (ADC2). Zur Erreichung einer konstanten relativen Luftfeuchtigkeit
von 33 % in der Entwicklungskammer diente eine stark Ubersattigte Losung von Magne-
siumchlorid Hexahydrat (Einwaage ca. 75 g/L). Die Dauer der Kammersattigung und der
Entwicklung war vom Gerét vorgegeben. Es wurden 25 mL FlieBmittel zur Erreichung
der Sattigung des Dampfraums sowie 10 mL fir den eigentlichen Lauf eingefullt. Im An-
schluss an die vom Gerét eingeleitete Trocknung erfolgte die erste Fotodokumentation
unter UVss4 und UV3ge mittels CAMAG TLC Visualizer. Um bestimmte nicht sichtbare
Substanzklassen nach der Entwicklung der Platte zu detektieren, wurden die gesuchten
Verbindungen mit Tauchreagenzien (Tabelle 8 S.35) derivatisiert. Dies erfolgte mit Hilfe
des CAMAG Chromatogram Immersion Device (I11). Im Anschluss erfolgte erneut eine

Aufnahme von Bildern unter Tageslicht und UV 3.

2.7.2 Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

Dieses Kapitel listet alle im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit genutzten HPLC -
Methoden auf. Ziel der Untersuchungen mittels Hochleistungsflussigchromatographie
(HPLC) war es, eine geeignete Methode zur Analyse von P. coronopus - Extrakten zu

finden, sowie Informationen zum Inhaltsstoffspektrum der Pflanze zu bekommen.

Bei der HPLC handelt es sich um ein Verfahren, dass sowohl préparativ als auch analy-
tisch eingesetzt werden kann. Es z&hlt zu den am weitesten verbreiteten chromatographi-
schen Verfahren zur Trennung von Substanzgemischen. Grund dafir ist die hohe Trenn-
leistung, sowie unter anderem die Moglichkeit, nahezu jede Substanz optimal analysieren
zu konnen. Hierfur verantwortlich ist die Tatsache, dass die HPLC-Anlage mit unter-
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schiedlichen Detektoren, stationdren und mobilen Phasen gekoppelt werden kann (Héansel
etal., 2010).

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurde die HPLC ausschlieRlich fir qualitative
Zwecke genutzt. Geréate sowie deren Parameter sind in Tabelle 9 auf S.38, Methoden in
Tabelle 10 auf S. 38 dargestellt. Die durchgefuhrten Analysen zur Entwicklung der Me-
thoden sind in Tabelle 11 auf S.39 beschrieben. Die verwendeten stationéren Phasen wa-
ren variabel. Die mobile Phase setzte sich aus bidestilliertem Wasser, welches mit 0.1 %
konzentrierter Ameisensaure versetzt wurde, um das Tailing der Peaks zu reduzieren und
die Trennschérfe zu erhdhen, und Acetonitril zusammen. Die Elution erfolgte je nach
Methode isokratisch oder mittels Gradientenelution. Das Injektionsvolumen betrug 5 pL.
Als Detektoren dienten sowohl ein Dioden-Array-Detektor (DAD) sowie ein Verdamp-
fungs-Lichtstreu-Detektor (ELSD- engl. Evaporating Light Scattering Detector). Der
DAD ist als UV/Vis-Detektor in der Lage, ausschlieRlich chromophore Systeme nachzu-

weisen, der ELSD kann hingegen alle Verbindungen detektieren.
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Tabelle 9 HPLC - Gerdteparameter

GERATE

SHIMADZU Degasser DGU-20As
SHIMADZU Pump LC-20AD
SHIMADZU Autosampler SIL-20AC yr
SHIMADZU Interface CBM-20A
SHIMADZU Column Oven CTO-20AC

DETEKTOREN

DAD: SHIMADZU SPD-M20A
ELSD: SHIMADZU ELSD-LT

SOFTWARE

SHIMADZU LAB-Solution-LC-Solution

STATIONARE PHASE

Variabel, s. Tabelle 10

MOBILE PHASE

Aqua bidest. + 0.1 % Ameisensaureyon,,

Acetonitril + 0.1 % Ameisensaureyon;.

Tabelle 10 HPLC-Methoden und Parameter der mobilen und stationdren Phase

Bezeichnung der
Methode

SAULE STATIONARE PHASE

MOBILE PHASE

M1

Acclaim C18
150 mm x 2.1 mm

+ Pre-Column

C18

Partikeldurchmesser 3 um

Gradient: rate: 0.5 %/min:
0 min: 10 % ACN
60 min: 40 % ACN
rate: 4 %/min:
60 min: 40 % ACN
75 min: 100 % ACN
Fluss: 0.5 mL/min
Injektionsvolumen: 5 pL

M2

Luna Phenyl-Hexyl
250 mm x 2.00 mm

+ Pre-Column

Phenyl-Hexyl

Partikeldurchmesser 5 um

Gradient: rate: 0.5 %/min:
0 min: 5% ACN
26 min: 18 % ACN
rate: 0.25 %/min:
26 min: 18 % ACN
46 min: 23 % ACN
Fluss: 0.5 mL/min
Injektionsvolumen: 5 L
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Tabelle 11 Durchgefiihrte HPLC-Analysen zur Entwicklung einer Methode fiir den P. coronopus - Extrakt
H_2 (s. Tabelle 5 S.30)

Bezeichnung der . =
e SAULE STATIONARE PHASE MOBILE PHASE
Analyse
Gradient: rate: 2 %/min:
Acclaim C18 c18 0 min: 10 % ACN
Al 150 mm x 2.1 mm . 45 min: 100 % ACN
+ Pre-Column Partikeldurchmesser 3 um Fluss: 0.5 mL/min
Injektionsvol.: 5 pL
Gradient: rate: 0.5 %/min:
0 min: 10 % ACN
Acclaim C18 60 min: 40 % ACN
A2 150 mm x 2.1 mm c18 rate: 4 %/min:
' Partikeldurchmesser 3 um 60 min: 40 % ACN
+ Pre-Column 75 min: 100 % ACN
Fluss: 0.5 mL/min
Injektionsvol.: 5 pL
Gradient: rate: 0.5 %/min:
0 min: 10 % ACN
Aquasil C18 60 min: 40 % ACN
C18 rate: 4 %/min:
A3 150 mm x 2.1 mm -
Partikeldurchmesser 3 um 60 min: 40 % ACN
+ RP-18 Pre-Column 5 um 75 min: 100 % ACN
Fluss: 0.5 mL/min
Injektionsvol.: 5 pL
Gradient: rate: 0.5 %/min:
0 min: 10 % ACN
N _ 60 min: 40 % ACN
o Synergi Polar-RP Ether-verknupfte Phenylreste rate: 4 %/min:
* Phenome(r;elx AF0-8497 Pre- Partikeldurchmesser 4 um 60 min: 40 % ACN
olumn 75 min: 100 % ACN
Fluss: 0.5 mL/min
Injektionsvol.: 5 pL
Gradient: rate: 0.5 %/min:
Luna 3u CN N 0 min: 2 % ACN
A5 50 mm x 3.00 mm partikeldurch 3 20 min: 12 % ACN
artikeldurchmesser 3 um . :
+ Pre-Column M Fluss: 1 mL/min
Injektionsvol.: 5 pL
Gradient: rate: 0.25 %/min:
Luna 3uCN N 0 min: 2 % ACN
A6 50 mm x 3.00 mm Partikeldurch 3 40 min: 12 % ACN
artikeldurchmesser 3 um . .
+ Pre-Column M Fluss: 1 mL/min
Injektionsvol.: 5 pL
Gradient: rate: 2 %/min:
Luna 3u CN N 0 min: 95 % ACN
A7 50 mm x 3.00 mm partikeldurch 3 40 min: 15 % ACN
artikeldurchmesser 3 um . :
+ Pre-Column H Fluss: 1 mL/min
Injektionsvol.: 5 pL
Gradient: rate: 0.5 %/min:
0 min: 5% ACN
Luna Phenyl-Hexyl Phenvl-Hexyl 26 min: 18 % ACN
enyl-Hexy rate: 0.25 %/min:
A8 250 mm x 2.00 mm )
Partikeldurchmesser 5 um 26 min: 18 % ACN
+ Pre-Column 46 min: 23 % ACN
Fluss: 0.5 mL/min
Injektionsvol.: 5 pL
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2.7.3 Untersuchungen mittels LC-MS

Dieses Kapitel beinhaltet samtliche Informationen zu den fir die LC-MS Analyse wesent-
lichen Methoden. Die LC-MS liefert vor allem wertvolle Informationen zur Strukturauf-
klarung und Identifizierung von Substanzen. Dies machte man sich zu nutzen, um das

Inhaltsstoffspektrum von P. coronopus zu charakterisieren.

In der Massenspektrometrie werden aus einem Molekil geladene und in der Gasphase
beschleunigte Teilchen erzeugt, welche anschlielfend durch elektrische und magnetische
Felder so aufgetrennt und fokussiert werden, dass Teilchen mit einheitlichem Masse-
Ladungs-Verhaltnis (m/z) an derselben Stelle des Detektors auftreten. Die Analyse muss
im Hochvakuum erfolgen. Man erhélt ein Linienspektrum der gebildeten lonen, deren
relative Intensitidten gegen die m/z Werte aufgetragen werden. Dem gréfiten Peak, der
auch als Basispeak bezeichnet wird, wird die Intensitat 100 % zugeordnet. Die restlichen
werden in % relativ zu jenem angegeben (Hénsel et al., 2010). Ein wichtiger Schritt ist
hierbei der Prozess der lonisierung: Diese kann "hart™ oder "weich" erfolgen. Zu den har-
ten Methoden, bei der hohe Energien eingesetzt werden, zéhlt beispielsweise die Elektro-
nenstof3-lonisation (El), zu den weichen die Elektrospray-lonisation (ESI). Je nach Art
der lonisierung kdnnen Fragmente der urspringlichen Verbindung (vorwiegend bei harter
lonisierung), Molekilionen oder Molekilionenaddukte (vorwiegend bei weicher lonisie-
rung) entstehen. Die Wahl der Methode héangt in der Regel von der zu untersuchenden
Probe ab (Héansel et al., 2010). Vorteil der MS ist, dass aus den resultierenden Daten
Ruckschliisse auf die Summenformel und Struktur gezogen werden koénnen. Dies ist bei-
spielsweise wichtig im Bereich der Strukturaufklarung innerhalb von Proben, deren Zu-

sammensetzung unbekannt ist.

Es wurde eine standardisierte VVorgangsweise gewahlt, welche in der von Lisa Lueger
verfassten Diplomarbeit wie folgt beschrieben ist:

"Um die molekularen Massen der einzelnen Verbindungen zu bestimmen, wurde eine LC-
MS Analyse auf einem Ultimate 3000 RSLC-Series System (Dionex, Germering, Germa-
ny), das an ein 3D-lonenfallen Massenspektrometer mit einer orthogonalen ESI-Quelle
(HCT; Bruker Daltonics, Bremen, Germany) gekoppelt ist, durchgefihrt. Der Elu-
tionsfluss wurde ca. 1:4 vor der ESI-Quelle gesplittet, welche mit folgenden Einstellungen
betrieben wurde: Kapillarspannung: -3,7/+3,5 kV, Vernebelungsgas: 26 psi (N), Tro-
ckengasfluss: 9 L/min (N;), und Trockengastemperatur: 340°C. Positiv- und Negativ-
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lonenmodus Mehrstufenmassenspektren bis zu MS* wurden in einem automatischen data-
dependent acquisition (DDA) Modus mit Helium als Kollisionsgas, einem Isolationsfens-
ter von 4 Th und einer Fragmentierungsamplitude von 1,0 V gemessen.” (Lisa Lueger,
2013). Die Analyse wurde anfangs sowohl im Positiv- als auch im Negativionenmodus
durchgefhrt, um einen Uberblick zu erhalten. Um gezielt zu fragmentieren, erfolgte im
Anschluss ein erneuter Lauf im Negativionenmodus, da in diesem Modus bessere MS -
Spektren erhalten wurden. Die Parameter der analytischen HPLC-Analyse entsprechen
M2 (s. Tabelle 10, S.38). Als zu untersuchender Extrakt wurde H_2, 1:1 mit Methanol in
HPLC-Qualitat verdunnt, (s. Tabelle 5 S.30) gewadhlt. Die Extraktherstellung erfolgte
gemal Kapitel 2.3 S.29.
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3 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden alle relevanten, im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit
erhobenen Resultate zusammengefasst und analysiert. Eine Diskussion dieser erfolgt im
Kapitel "Diskussion und Ausblick™ auf S.85.

3.1 Morphologische Untersuchungen

Die morphologischen Merkmale wurden anhand von PC_1 (s. Tabelle 2 S.28) erhoben.
Dafiir wurde die Droge mit einer Stereolupe betrachtet und Fotos zur Dokumentation auf-

genommen. Fur die genaue VVorgehensweise s. Kapitel 2.5 S.31.

Abbildung 6 PC_1 (s. Tabelle 2 S.28), Blattdroge Lupenaufnahme

Wie in Abbildung 6 zu erkennen, ist die Blattdroge braun bis hell- bzw. olivgriin geférbt.
In der Lupenaufnahme sind die typische Fiederung der Blatter sowie die starke Behaa-
rung einiger Blattteile zu erkennen. In der Droge sind unterschiedlich geformte Blattsti-
cke zu erkennen. (s. Abbildung 7 S.43). Die Blattstlicke, die oftmals heller gefarbt wa-
ren, wiesen eine starker texturierte Oberflache auf (s. Abbildung 7 rechts) als die, die
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schwammig-pords aussahen und oftmals dunkler gefarbt waren (s. Abbildung 7 links).
Demnach stellte sich die Frage, ob es sich um einen rein makroskopisch oder gar mikro-
skopisch sichtbaren Unterschied handelt. Dies kénnte auf unterschiedliche Sammelorte
oder -zeitpunkte oder eine Verfalschung der Droge hindeuten. Das Ergebnis der mikro-

skopischen Untersuchungen ist in Kapitel 3.2 auf S.44. zu finden.

=
-
=

7

Abbildung 7 PC_1 (s. Tabelle 2 S.28), Lupenaufnahme einzelner Blattstiicke
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3.2 Anatomische Untersuchungen

Das folgende Kapitel listet die Ergebnisse der anatomischen Untersuchungen an P. coro-
nopus auf. Die Merkmale aller Organe wurden anhand von PC_1, PC_2 und PC_3 (s.
Tabelle 2 S.28) erhoben. Die anatomischen Untersuchungen wurden durchgefuhrt, um
einen ersten Uberblick tiber mikroskopische Merkmale einzelner Individuen von P. coro-
nopus zu erhalten und die Identitat des akquirierten Pflanzenmaterials (s. Tabelle 2 S.28)
zu sichern. Die folgenden Merkmale erheben daher keinen Anspruch auf Vollstandigkeit.
Fur die genaue Beschreibung der Vorgehensweise s. Kapitel 2.6 auf S.32.

3.2.1 Blatt

PC 1, PC_2 sowie PC_3 (s. Tabelle 2 S.28) dienten zur Erfassung der mikroskopischen
Charakteristika des Blattes.

Querschnitt

Im Blattquerschnitt (s. Abbildung 8) sind Palisaden auf Ober- und Unterseite zu erken-
nen, die in der Mitte durch lockeres Schwammparenchym getrennt sind. Der Blattbau ist

demnach als isolateral zu bezeichnen. Die Palisaden sind lange und schmal.

Abbildung 8 PC_1 (s. Tabelle 2 S5.28), Blattquerschnitt
Durchlicht 200-fach
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Bei PC_1 (s. Tabelle 2 S.28) waren jedoch auch Blatter mit anderem Querschnitt im Mik-
roskop sichtbar. Makroskopisch zeigten die entsprechenden Blattstiicke eine schwammig-
porose Oberflache (s. Kapitel 3.1 S.42). Mikroskopisch ist lockeres Gewebe zu erkennen,
das als Aerenchym gedeutet werden kann (Abbildung 9). Aufgrund der Beschaffenheit
dieser Blatter, war es nur schwer moglich prazise Schnitte anzufertigen. Farblich ist das
Gewebe gut von dem anderen Querschnitt zu unterscheiden. Da dies der einzige mikro-
skopische Unterschied zwischen den so gearteten Blattstiicken von PC_1 und dem (bri-
gen Drogenmaterial ist, wurde davon ausgegangen dass es sich nicht um eine Verfal-
schung handelt. Ein moglicher Grund konnten unterschiedliche Erntezeitpunkte der Dro-
ge sein, da im Herbst bestimmte Pflanzen Speichergewebe ausbilden, um Wasser einla-

gern zu kénnen.

I 100 ym I

Abbildung 9 PC_1 (s. Tabelle 2 S.28), Blattquerschnitt mit lockerem Gewebe
Durchlicht 100-fach

Die Geféal3blindel sind kollateral offen, wobei das Kambium im Mikroskop kaum sichtbar
war. Das Xylem ist stark, das Phloem eher schwach ausgepragt und von einer dicken
Sklerenchymschicht, bei der es sich um Festigungsgewebe handelt, umgeben. An den
Enden des Blattspreitenquerschnitts befinden sich verdickte Zellen, die bei Benutzung
eines Polarisators leuchten. Im Querschnitt sind des weiteren haufig kleine, runde

Tropfchen erkennbar. Abbildung 10 auf S. 46 stellt einen Blattquerschnitt von PC_3 (s.
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Tabelle 2 S.28) mitsamt diesen Tropfchen (s. oranger Kreis) dar. Sie sind im frischen
Zustand der Droge rot-orange, im getrockneten Zustand grunlich gefarbt. Sie sind nicht in
jedem Querschnitt vorhanden, aber wenn vorhanden, (ber die gesamte Flache verteilt. Es
handelt sich nicht um Cuticularwachs, da es in samtlichen mikroskopischen Bildebenen
zu finden ist. Aufgrund des Aussehens sind es moglicherweise Oleosomen, wobei genau-
ere Untersuchungen durchgefihrt werden mussten.

Abbildung 10 PC_3 (s. Tabelle 2 S.28), Blattquerschnitt der Frischpflanze mit gefarbten Tropfchen
Durchlicht 400-fach

Deckhaare

Es sind drei unterschiedliche Typen von Deckhaaren, die auf den folgenden Seiten darge-

stellt und beschrieben werden, in P. coronopus zu finden.
Einzellreihige Deckhaare

Einzellreihige Deckhaare (s. Abbildung 11) sind sowohl auf der Blattober- als auch auf
der Blattunterseite ausgepragt und héufig zu finden. Sie laufen spitz zu und werden in der
Regel aus 3 - 4 Zellen gebildet. Gelegentlich ist eine Warzung der Cuticula zu erkennen.
Laut Andrzejewska-Golec (1992) kénnen Trichome diesen Typs, je nach Subspezies von
P. coronopus, auch als zweizellreihige Haare ausgebildet werden.
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1 100 pm

Abbildung 11 Einzellreihiges Deckhaar - PC_3 (s. Tabelle 2
S.28), Blattquerschnitt
Durchlicht 200-fach

Flaschenhaare

Bei den Flaschenhaaren (s. Abbildung 12) handelt es sich um einzellreihige Trichome,

dennoch sind sie von den gewdhnlichen zu unterscheiden. Charakteristisch ist ihr Aufbau:

auf eine breite, kurze Basalzelle folgt eine runde, grofie Zelle die in den "Flaschenhals”,
bestehend aus ein bis zwei spitz zulaufenden, kleinen, schmalen Zellen, ibergeht. Die

Form erinnert an eine Flasche, woher die Haare ihre Bezeichnung nehmen. Sie sind auf
Ober- und Unterseite des Blattes zu finden. Die Bezeichnung wurde von Andrzejewska-
Golec (1992) ibernommen. Andrzejewska-Golec charakterisierte die unterschiedlichen
Typen von Flaschenhaaren zur Unterscheidung der Subspezies von Plantago sect. coro-

nopus. Die Art und Form ist das dabei entscheidende Charakteristikum. Eine Analyse, um

welche Subspezies es sich bei den in der vorliegenden Diplomarbeit untersuchten P. co-

ronopus - Individuen handelt, wurde nicht durchgefiihrt.
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50 pm 1

Abbildung 12 Flaschenhaare - PC_1 (oben) und PC_3 (unten) (s. Tabelle 2 S.28), Blattquerschnitt
Oben: Durchlicht 400-fach, Unten: Durchlicht 600-fach

Wurmhaare

P. coronopus bildet noch weitere ungewohnliche Haartypen aus, die in Abbildung 13 auf
S. 49 dargestellt sind. Die im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit als Wurmhaare
bezeichneten Gebilde liegen Uber die Blattober- und Blattunterseite verteilt. Sie treten
héaufig auf und sind im Gegensatz zu den anderen Trichomen von P. coronopus klein. Gut
sichtbar sind sie in der Blattaufsicht. Die Basis bilden ein bis zwei Zellen, gefolgt von
mehreren (in der Regel > 3) kleinen, nahezu rechteckig geformten Zellen. Sie sind leicht

gekriimmt und spitz zulaufend.
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Abbildung 13 Wurmhaar - PC_3 (s. Tabelle 2 S.28), Blattaufsicht
Durchlicht 600-fach

Drusenhaare

Auf der Blattoberflache sind ebenso kleine Driisenhaare wie in Abbildung 14 zu erken-
nen. Ihr Aussehen ist wenig charakteristisch. Auf ein bis zwei kleine Basalzellen folgt ein

mehrzelliges Kopfchen.

Abbildung 14 Driisenhaar mit mehrzelligem Képfchen - PC_2 (s. Tabelle 2 S.28), Blattquerschnitt
Durchlicht 400-fach

Kristalle

Abbildung 15 zeigt Kristalle in den Blattern von P. coronopus. Kristalline Einlagerungen
kdnnen nicht in allen Blattteilen gefunden werden. Es handelt sich vorwiegend um Ein-
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zelkristalle, teilweise um feinen Kristallsand. Die Einlagerungen kénnen im gesamten

Querschnitt, vereinzelt oder ausschliellich in Epidermiszellen auftreten.

Abbildung 15 Kristallsand unter Zuhilfenahme eines Polarisators - PC_3 (s. Tabelle 2 5.28), Blattquerschnitt
Durchlicht 400-fach

Stomata

Die Stomata erweisen sich als typisch fur die Gattung Plantago und kommen sowohl auf
der Blattober- als auch auf der Blattunterseite vor. Sie sind diazytisch und anomozytisch
sowie in charakteristischen Reihen angeordnet (Abbildung 16). Diazytische Stomata

uberwiegen.

Abbildung 16 Diazytische Stomata in Reihen - PC_2 (s. Tabelle 2 S.28), Blattaufsicht
Durchlicht 600-fach
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3.2.2 Sprossachse

Die Sprossachse wurde anhand von PC_2 (s. Tabelle 2 S.28) erarbeitet. Fir Informatio-

nen Uber die genaue Vorgangsweise s. Kapitel 2.6 auf S.32.
Querschnitt

Der Querschnitt der Sprossachse ist rund, behaart und die Zellen sind nach auf3en hin ver-

dickt. Die Trichome sind einzellreihig ausgepragt.

Abbildung 17 Querschnitt der Sprossachse - PC_2 (s. Tabelle 2 S.28) ohne (oben) und mit (unten) Polarisa-
tor
Oben: Durchlicht 200-fach, unten: Durchlicht 200-fach
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Deckhaare

Abbildung 18 zeigt einen L&ngsschnitt der Sprossachse von P. coronopus. Die einzell-
reihigen Haare sind im Gegensatz zu den auf den Blattern befindlichen (s. Abbildung 11
S.47) unterschiedlich ausgeprégt. Die Zellen sind durch quer verlaufende Zellwande ge-
trennt. Das dadurch entstehende Bild erinnert an Treppen. Die Haare sind besonders lang

und leuchten bei Verwendung eines Polarisators.

Abbildung 18 Langsschnitt der Sprossachse - PC_2 (s. Tabelle 2 S.28) ohne (oben) und mit (unten) Polarisa-
tor. Schwarzer Kreis: Quer verlaufende Zellwénde.
Oben: Durchlicht 600-fach, unten: Durchlicht 400-fach

Stomata

Die Stomata der Sprossachse sind dia- bzw. anomozytisch und in Reihen angeordnet.
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3.2.3 Blute

Die Merkmale der Blite wurden anhand von PC_2 (s. Tabelle 2 S.28) erarbeitet. Fir die
genaue Vorgangsweise s. Kapitel 2.6 S.32.

Deckhaare

Die Kelchblatter sind mit dickwandigen, einzellreihigen Haaren besetzt (
Abbildung 19). Diese konnten im Rahmen der Diplomarbeit nicht an Kronbléattern fest-

gestellt werden.

Abbildung 19 Einzellreihige Haare - PC_2 (s. Tabelle 2 S.28), Kelchblatt
Durchlicht 200-fach

Epidermiszellen

Die Epidermiszellen an der AuRenseite der Kronblatter sind langlich geformt, wobei die

Zellen entlang der Zellwénde wellig verzahnt sind (Abbildung 20).
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Abbildung 20 Wellig-verzahnte Epidermiszellen - PC_2 (s. Tabelle 2 5.28), Kronblatt
Oben: Durchlicht 400-fach, unten: Durchlicht 100-fach

Pollen

Wie bei Plantago lanceolata ist der Pollen rund geformt und besitzt eine kraterartig ge-
staltete Oberflache. Abbildung 21 zeigt einen Pollen neben einem einzellreihigen Deck-

haar des Kelchblattes.

Abbildung 21 Pollen mit kraterartiger Oberflache - PC_2 (s. Tabelle 2 5.28)
Durchlicht 600-fach
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3.3 Untersuchungen mittels Diinnschichtchromatographie

Dieses Kapitel behandelt alle relevanten diinnschichtchromatographischen Resultate. Eine

Diskussion der Ergebnisse folgt in Kapitel 4.2 auf S.86.

Zunéchst wurden aus PC_2 (Tabelle 2 S.28) elf Extrakte unterschiedlicher Polaritat her-
gestellt (Tabelle 4 S.30), welche in diversen mobilen Phasen (Tabelle 7 S.34) untersucht
und mit zwei Reagenzien (Tabelle 8 S.35) derivatisiert wurden. Ziel war es, aus den elf
Extrakten eines auszuwéhlen, das ein reprasentatives Inhaltsstoffspektrum aufwies und
klnftig fiir vergleichende Analysen von Pflanzenmaterial unterschiedlicher Herkunft her-
gestellt werden sollte. Ebenso galt es, aus der Palette mobiler Phasen unterschiedlicher
Polaritat ein reprasentatives fur kinftige Vergleichsanalysen auszuwéhlen. Zudem wur-
den die daraus gewonnenen Informationen genutzt, ausgewéhlte Extrakte mit Referenz-
substanzen (s. Tabelle 6 S.31) zu vergleichen und so eine Identifizierung bestimmter Ver-

bindungen zu ermdglichen.

3.3.1 Untersuchung von Extrakten unterschiedlicher Polaritat zur Findung
einer geeigneten HPTLC-Methode

Um das gesamte Inhaltsstoffspektrum zu erfassen wurden elf Extrakte unterschiedlicher
Polaritat (s. Tabelle 4 S.30) hergestellt. Der Auszug erfolgte wie im Kapitel 2.3 auf S.29
beschrieben. Die Extrakte sind in Abbildung 22 bildlich dargestellt. Die HPTLC-Platten,
auf denen zuvor die elf Extrakte aufgetragen worden waren, wurden in den in Abbildung
23 (S.56) dargestellten HPTLC-Systemen entwickelt. Dabei bediente man sich der von
Reich E. (2007) vorgeschlagenen VVorgangsweise. Die besten Ergebnisse wurden mit dem
Extrakt E_5, dem FlieBmittel FM2 und Reagenz 1 erhalten und sind in der Abbildung rot
gekennzeichnet. In diesem Kapitel folgt die Erklarung warum die Wahl auf diese Metho-
de fiel, sowie ein phytochemischer Vergleich der Extrakte. Die Analyse erfolgte wie im
Kapitel 2.7.1 S.33 (Unterkapitel Hochleistungsdiinnschichtchromatographie) beschrie-
ben. Die gewéhlten FlieBmittel sind in Tabelle 7 auf S.34, die Detektionsreagenzien in
Tabelle 8 auf S.35 dargestellt.
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Abbildung 22 EIf Extrakte unterschiedlicher Polaritat von PC_2 (s. Tabelle 4 S.30)
PC_2:s. Tabelle 2 S.28
E_1 E_2 E_3 E_4 ES E_6 E_7 E_8 E_9 E_10 E_11
Extrakte
\
FM1 FM2 FM3 FM3 FM4 > Entwicklung
J
\
\ 4 v v y A 4

Reagenz 1 Reagenz 1 Reagenz 1 Reagenz 2 Reagenz 1 ~ Detektion

_

y
Platte 1 Platte 2 Platte 3 Platte 4 Platte 5

—~

HPTLC-Methode

Abbildung 23 Arbeitsschritte und verwendete Methoden zur Auswahl der geeigneten HPTLC-Methode fiir die Ver-
gleichsanalysen
E_X:s. Tabelle 4 S:30
FMX: s. Tabelle 7 S.34
Reagenz_X: s. Tabelle 8 S.35
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Abbildung 24 Vergleich unterschiedlicher Extrakte und FlieBmittel
E_X:s. Tabelle 4 S.30
FMX: s. Tabelle 7 S.34
Detektionsreagenz: s. Tabelle 8 S.35
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e Auswahl des Extrakts

Zu Beginn der Methodenentwicklung erfolgte im Anschluss an die in Abbildung 23 auf
S.56 durchgefiihrten Analysen die Wahl eines geeigneten Extrakts fiir Vergleichsanalysen
von P. coronopus. In Abbildung 24 auf S.57 sind die Extrakte E_5, E_7 und E_8 (s. Ta-
belle 4 S.30) entwickelt in den mobilen Phasen FM1, FM2, FM3 und FM4 (s. Tabelle 7
S.34) dargestellt.

Bei der Wahl des weiter zu untersuchenden Extrakts entschied man sich fir den methano-
lischen (E_5). Diese Entscheidung l&sst sich wie folgt nachvollziehen:

Zunachst musste eine Vorauswahl aus den elf Extrakten unterschiedlicher Polaritét
(Tabelle 4 S.30) getroffen werden. E_ 5 (MeOH), E 7 (MeOH+H,O 8+2) und E_8
(MeOH+Essigsdurexon,. 9+1) beinhalteten das groRte Inhaltsstoffspektrum. Es umfasste
sowohl polare als auch apolare Verbindungen. Die quantitative Ausbeute, wie anhand von
Abbildung 24 erkennbar, war bei E_7, vor allem im Bereich héherer R¢-Werte, am ge-
ringsten. E_8 wurde nicht gewahlt, da die darin enthaltene konzentrierte Sdure in der La-
ge ist bestimmte Inhaltsstoffe chemisch zu verédndern. E_5 (Methanol) lieR ein breites
Inhaltsstoffspektrum Gberblicken, war sdurefrei und die quantitative Ausbeute akzeptabel.
Der Extrakt wies des weiteren eine hohe Stabilitat der Losung bei der néchtlichen Lage-
rung im Kihlschrank auf. Es traten zu keinem Zeitpunkt Niederschlagbildung oder Tru-
bungen auf. Darum war kein Erhitzen oder Zentrifugieren, das das Inhaltsstoffspektrum

verandern konnten, notwendig.
e Auswahl des FliefSmittels

Der zweite Schritt in der Findung einer HPTLC-Methode fur P. coronopus war die Aus-
wahl einer geeigneten mobilen Phase. In Abbildung 24 ist ein Vergleich der FlieBmittel
FM1, FM2, FM3 und FM4 anhand der Extrakte E_5, E_7 und E_8 (derivatisiert mit Na-
turstoffreagenz, Reagenz 2 s. Tabelle 8 S.35) dargestellt. Die verwendeten mobilen Pha-
sen sind Tabelle 7 auf S.34 zu entnehmen, die Extrakte Tabelle 4 S.30.

Entscheidend fiir die Auswahl des FlieBmittels war der Wunsch nach einem Uberblick
uber das Polaritatsspektrum an Inhaltsstoffen bei gleichzeitig guter Trennung der Banden.
Auf einer stationdren Phase wie Kieselgel werden polare Strukturen stérker zuriickgehal-
ten, da diese eine intensivere Wechselwirkung mit den Silanolgruppen eingehen kdnnen.

Sehr polare FlieBmittel (wie FM3 oder FM4) besitzen demnach eine starke Elutionskraft,
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apolare wie FM1 eine schwache.

Die Entscheidung, welches FlieBmittel am geeignetsten fur die Analyse von P. coronopus
sei, fiel auf FM2. Obwohl die Zonierung der einzelnen Banden im Gegensatz zu FM3
unschérfer erscheint, war mit FM2 sowohl im polaren als auch im apolaren Bereich die
beste Auftrennung der verschiedenen Substanzklassen erzielbar (s. Abbildung 24). Bei
FM1 wanderten ausschlieBlich sehr apolare Substanzen, bei FM3 erfolgte vor allem eine
Auftrennung polarer Verbindungen und bei FM4 waren einzelne Banden durch Tailing

charakterisiert und die Auftrennung derer schlecht.
e Auswahl des Detektionsreagenz

Im letzten Schritt der Methodenfindung erfolgte die Auswahl eines geeigneten Tauchrea-
genz. Die verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 8 auf S.35 dargestellt. P. coronopus
erwies sich in ersten Untersuchungen arm an Flavonoiden, weshalb Reagenz 1 (Anisalde-
hyd - Schwefelsdurereagenz) geeigneter schien. Da aber zusétzlicher Informationsgehalt
gewonnen werden konnte, fiel die Wahl sowohl auf Reagenz 1 als auch auf Reagenz 2
(Naturstoffreagenz). Mit Reagenz 1 waren Steroide, Zucker, Terpene und Kohlenwasser-
stoffe detektierbar, mit Reagenz 2 gelang der Nachweis von phenolischen Verbindungen.

3.3.2 Fingerprint-Vergleich mittels HPTLC

In dem Fingerprint-Vergleich mittels HPTLC wurde das Inhaltsstoffspektrum von drei P.
coronopus - Individuen unterschiedlicher Herkunft sowie von Plantago macrorhiza
subsp. humilis PoIr. und Plantago serraria L., zwei der Spezies P. coronopus sehr ahnli-
che Arten, untersucht und verglichen. Dafur wurde von jeder Pflanze ein methanolischer
Auszug (Tabelle 5 S.30) hergestellt. Die Extraktbereitung erfolgte wie im Kapitel 2.3 auf
S.29 beschrieben. Die flinf Extrakte wurden gemeinsam mit E_5 (s. Tabelle 4 S.30) auf
eine DC-Platte aufgetragen. E_5 war bereits drei Tage zuvor hergestellt worden und dien-
te der Uberpriifung der Stabilitat der Inhaltsstoffe. Die Auftrennung via HPTLC erfolgte
in FM2 (Tabelle 7 S.34), die Detektion mit Reagenz 1 und Reagenz 2 (Tabelle 8 S.35).
Um die Derivatisierung mit beiden Reagenzien zu ermdglichen, wurde die Platte nach
dem Entwicklungsschritt in der Mitte geteilt. Halfte 1 wurde mit Reagenz 1 und Hélfte 2
mit Reagenz 2 bespriht. Voraussetzung dafiir war, dass alle sechs Extrakte auf jeder

Halfte zuvor aufgetragen worden waren. Die Analyse via HPTLC erfolgte wie im Kapitel
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2.7.1 auf S.33 (Unterkapitel Hochleistungsdiinnschichtchromatographie) beschrieben. In
Kapitel 3.3.1 auf S.55 ist die Entwicklung der Methode fiir den Fingerprint-Vergleich
mittels HPTLC erklart.

Um die zu untersuchenden Pflanzen vergleichen zu kénnen, wurden charakteristischen
Zonen im Chromatogramm Buchstaben zugewiesen (Abbildung 25). Zur Orientierung im
Chromatogramm wurde in Abbildung 25 beispielhaft der Fingerprint von E_5 (s. Tabelle
4 S.30) gewidhlt.

FM: Chloroform-Methanol-Wasser (70:30:4, FM2)

Zone E

Zone D

Zone C

Zone B

Zone A

Abbildung 25 Zuordnung unterschiedlicher Zonen anhand von Chromatogrammen
von E_5 (s. Tabelle 5 S.30)

e HPTLC-Fingerprint der Pflanzenextrakte nach dem Entwicklungsschritt

Bevor nicht-sichtbare Verbindungen derivatisiert wurden, erfolgte eine Fotodokumentati-
on der entwickelten Platte unter UV-Licht bei den Wellenlangen 254 nm und 366 nm. Die
Chromatogramme wurden zur besseren Vergleichbarkeit in charakteristische Zonen A - E
gegliedert. Abbildung 26 auf S. 61 zeigt den Fingerprint-Vergleich der Extrakte des ak-
quirierten Pflanzenmaterials (s. Tabelle 5 S.30) im Anschluss an die Entwicklung der
Platte. In Zone A findet man die polarsten Inhaltsstoffe der jeweiligen Pflanzen, in Zone

E die apolarsten.

In Zone A sind optisch geringe Unterschiede zwischen den einzelnen Auszigen erkenn-
bar. Bei Extrakt H_4 kann man unter UVs,4 eine weitere Bande feststellen.
Zone B lasst vermuten, dass sie eine der Hauptkomponenten beinhaltet. Unter UV 3¢ ist

eine starke blaue Fluoreszenz und unter UVs4 eine Lschung erkennbar. Die Intensitat
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dieser Bande ist, mit Ausnahme von H_5, bei allen Extrakten nahezu ident. Da in Zone B
eine stark ausgepragte, tailende Bande zu erkennen ist, ware es ebenso mdglich, dass die
intensive Bande aus mehreren schwécheren gebildet wird. Die Banden von strukturell
sehr &hnlichen Verbindungen oder Isomeren liegen bei vergleichbaren Rg-Werten und

kdnnten die intensive Fluoreszenz bewirken.

Vor der Derivatisierung, UV3gs Vor der Derivatisierung, UVys,

H_5 H_4 H_3 H_1 E_S H_2 H_5 H_4 H_3 H_1 ES H_2

Abbildung 26 HPTLC-Fingerprintvergleich nach der Entwicklung
H_X:s. Tabelle 5 5.30
E_X:s. Tabelle 4 S.30
rechts (rot): Zone X, s. Abbildung 25 S.60
gelb: auffallige Unterschiede zwischen den Pflanzenextrakten
mobile Phase: FM2, s. Tabelle 7 S.34

In Zone C treten ausschlielich bei E_5 und H_2 blau fluoreszierende (UV3g6) und unter
UV2s4 l0schende Banden auf. Sie sind schwécher konzentriert als die Bande in Zone B,
tragen allerdings dieselbe Féarbung.

In Zone D treten geringfligig unterschiedliche Banden auf. Bei H_1, E_5 sowie H_2 sind
drei schwach fluoreszierende, nicht I6schende Banden erkennbar. Im Gegensatz dazu sind
bei H_3, H_4 und H_5 die Banden in dieser Zone zwar &hnlich gefarbt, treten allerdings
an anderer Stelle auf. Die Intensitdt der Fluoreszenz ist bei allen Pflanzenextrakten sehr
gering, die chromatographischen Eigenschaften dieser Substanzen aber &hnlich: Die R¢-
Werte liegen nah beieinander, die Banden fluoreszieren unter UV3g und l6schen nicht
unter UVys4. ES kdnnte sich um strukturell &hnliche Verbindungen handeln.

In Zone E sind, mit Ausnahme von H_1, wenig Unterschiede erkennbar. Bei H_1 sind 3
intensiv fluoreszierende rote Banden festzustellen, die bei anderen Ausziigen nicht oder
nur sehr schwach ausgeprégt sind.

Zusammenfassend konnten durchaus Unterscheide zwischen den Fingerprints des akqui-
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rierten Pflanzenmaterials nach der Entwicklung der Platte festgestellt werden. Besonders
in Zone C sind ausschliellich bei E_5 und H_2 intensiv blau fluoreszierende, unter UV 54
I6schende Banden erkennbar. In Zone E sind bei H_1 drei rot fluoreszierende Banden
sichtbar, die bei anderen Extrakten nicht oder nur schwach ausgeprégt sind. In anderen
Zonen des Chromatogramms sind geringfiigige Unterschiede festzustellen. Um nicht-
sichtbare Verbindungen detektieren zu kénnen, erfolgte im Anschluss die Derivatisierung

mit Tauchreagenzien und ein erneuter Vergleich.

e HPTLC-Fingerprint der Pflanzenextrakte nach der Derivatisierung

Detektion:Anisaldehyd-Schwefelsiure, Tageslicht Detektion: Naturstoffreagenz, Tageslicht

Detektion: Anisaldehyd-ScHWéfels@Vgss- Detektion: Naturstoffreagenz, UVs¢e

H_5 H 4 H 3 H 1 ES H 2 H5 H 4 H3 H1 ES H 2

Abbildung 27 HPTLC-Fingerprintvergleich nach Derivatisierung
H_X:s. Tabelle 5 5.30
E_X:s. Tabelle 4S5.30
rechts (rot): Zone X, s. Abbildung 25 S.60
mobile Phase: FM2, s. Tabelle 7 5.34
Detektionsreagenz: s. Tabelle 8 S.35

Abbildung 27 stellt den HPTLC-Fingerprintvergleich nach der Derivatisierungsreaktion

mit Reagenz 1 und 2 (s. Tabelle 8 S.35) dar. Die Chromatogramme werden wiederum in
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finf Zonen A - E gegliedert. Nach der Derivatisierung mit Tauchreagenzien, erfolgte er-

neut eine Fotodokumentation.

In Zone A sind nach der Derivatisierung mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz (Rea-
genz 1, s. Tabelle 8 S.35) sowohl bei Betrachtung unter Tageslicht als auch unter UV3g6
deutliche Unterschiede zu erkennen. Die auftretenden Banden sind ausschlieBlich bei H_5
und den zwei PC_2 - Extrakten (E_5 und H_2) optisch &hnlich. Bei H_ 4, H 3 und H_1
erscheinen zusatzliche Banden, die zudem anders gefarbt sind. Nach Derivatisierung mit
Naturstoffreagenz (Reagenz 2) erhalten wir in Zone A unter UVsgs blaulich fluoreszie-
rende Banden. In diesem System treten weniger Unterschiede zu Tage. Bei Tageslicht
sind leicht gelb geféarbte Banden erkennbar.

In Zone B, in der nach dem Entwicklungsschritt der Platte eine der Hauptkomponenten
oder mehrere Uberlagernde Verbindungen vermutet wurden, ist in allen vier Chromatog-
rammen bezlglich der Farbung und der R¢- Werte der Bande kaum ein Unterschied er-
kennbar. Die Intensitat ist bei H 5, H_3 und H_1 geringfligig schwécher. Es handelt sich
hierbei vermutlich um Inhaltsstoffe, die in allen zu vergleichenden Pflanzen enthalten
sind.

In Zone C treten ausschliel3lich bei E_5 und H_2 Banden auf. Die Farbung ist sowohl bei
Detektion mit Reagenz 1 als auch mit Reagenz 2 der Bande in Zone B ident. Es handelt
sich hierbei vermutlich um strukturell ahnliche Verbindungen.

In Zone D treten mehrere Unterschiede auf. Nach Detektion mit Reagenz 1 sind H_5,
E_5 und H_2 durch eine rote, gefolgt von einer blauen und wiederum einer roten schma-
len Bande charakterisiert, bei H 4, H 3 und H_1 fehlt hingegen die blaue Bande. Nach
Derivatisierung mit Reagenz 2 sind kaum Banden erkennbar.

Zone E fallt nach Verwendung von Reagenz 1 durch intensiv gelb fluoreszierende Ban-
den unter UV3e6 auf. Bei Tageslicht sind diese blau-violett gefarbt. Die Intensitat ist bei
H_3 am schwaéchsten. Direkt dartber befindet sich eine besonders schmale blaue Bande
(Tageslicht). Unter Verwendung von Reagenz 2 diese Banden nicht erkennbar. Bei H_1
ist eine zusatzliche rote Bande zu sehen.

Zusammenfassend sind durchaus Unterschiede zwischen den Extrakten des akquirierten
Pflanzenmaterials zu sehen. Diese gestalten sich nach der Derivatisierung mit Tauchrea-
genzien groler als nach der Entwicklung der Platte. Die Unterschiede betreffen vor allem

die Intensitat der Banden (Zone B und Zone E), sowie den Fingerprint (Zone A und D).



64 3 Ergebnisse

Vor der Derivatisierung (s. Abbildung 26 S.61) sind kaum Unterschiede zwischen den
einzelnen Extrakten zu erkennen. E_5 und H_2 (beide PC_2, P. coronopus, s. Tabelle 2
S.28) weisen als einzige Auszlige eine zusatzliche Bande auf. Nach der Derivatisierung
(s. Abbildung 27 S.62) mit Naturstoffreagenz (Reagenz 2) verhélt sich die Situation &hn-
lich. Nach Derivatisierung mit Anisaldehyd-Schwefelséure-Reagenz treten Unterschiede
zwischen den Extrakten zu Tage. Dabei dhneln die Chromatogramme von H_2 (PC_2)
und H_5 (PMH, Plantago macrorhiza subsp. humilis) einander, sowie die von H_1
(PC_1) und H_4 (PS, Plantago serraria). Extrakt H_3 (PC_3) fallt aus der Reihe. Unter-
schiede zwischen den Ausziigen betreffen sowohl die Intensitét als auch die Farbe der
Banden. In Zone B ist bei allen Extrakten eine einheitlich gefarbte, intensive Bande er-

kennbar.
e Uberpriifung der Extraktstabilitéit

Anhand von E_5 und H_2 (s. Tabelle 5 S.30), die beide mit derselben Droge hergestellt
worden waren, wurde die Stabilitat des methanolischen Extrakts tberprift. E 5 (3 Tage
alt, Kuihlung ber Nacht bei 5 - 8°) wurde direkt neben H_2 aufgetragen. Die Ergebnisse
zeigten, dass der Extrakt stabil ist. In keinem der Chromatogramme kam es zum Auftre-
ten zusatzlicher Banden, das auf die Bildung von Abbauprodukten zurlickzufiihren sein
konnte. Des weiteren war die gleichbleibende Intensitat der Banden mit freiem Auge er-

kennbar.

3.3.3 Vergleich des Extrakts mit Referenzsubstanzen (Standards)

Um eine Identifizierung von Substanzen bzw. Substanzklassen im methanolischen Ex-
trakt H_2 (s. Tabelle 5 S.30) von P. coronopus zu ermdglichen, wurde dessen dinn-
schichtchromatographischer Fingerprint mit der ganzen Palette zur Verfligung stehender
Referenzsubstanzen verglichen. Dafiir wurden in zwei HPTLC-Analysen jeweils elf Ban-
den aufgetragen. Die elf Banden setzten sich aus viermal P. coronopus - Extrakt H_2 (s.
Tabelle 5 S.30) und den Standards St_1 bis St_7 (s. Tabelle 6 S.31) zusammen. Die Ex-
traktbereitung erfolgte wie in Kapitel 2.3 auf S.29, die Standardherstellung wie in Kapitel
2.4 S.31 beschrieben. Die Entwicklung der Platten erfolgte mit FM2 (s. Tabelle 7 S.34),
die Derivatisierung einer Platte mit Reagenz 1, die einer anderen mit Reagenz 2 (s. Tabel-
le 8 S.35). Die HPTLC-Analyse erfolgte wie im Kapitel 2.7.1 auf S.33 (Unterkapitel
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Hochleistungsdiinnschichtchromatographie) beschrieben.

Im Falle der Standards St_1 (Sitosterol) und St_6 (Rutin, s. Tabelle 6 S.31) wurde zusatz-
lich eine klassische dunnschichtchromatographische Untersuchung durchgefiihrt, um de-
ren Vorhandensein in anderen Extrakten als dem methanolischen zu tberprifen. St 1,
E_6 und E_8 wurden dazu bandenférmig auf die Kieselgelplatte aufgetragen, in FM3
entwickelt und in Reagenz 2 getaucht. St_6 wurde gemeinsam mit H_2 in FM1 entwickelt
und mit Reagenz 1 derivatisiert. Die Analyse erfolgte wie in Kapitel 2.7.1 auf S.33 (Un-

terkapitel: Klassische Dunnschichtchromatographie) beschrieben.

Im folgenden Kapitel wird der Vergleich des Extrakts von P. coronopus mit Referenzsub-
stanzen via HPTLC behandelt. Der Vergleich wurde durchgefuhrt, um erste Informatio-

nen uber Inhaltsstoffe zu bekommen.
e Vergleich mit Referenzsubstanzen nach der Entwicklung der Platte

Abbildung 28 auf S. 66 stellt den Fingerprint des Extrakts H_2 den verschiedenen Refe-
renzsubstanzen (St_X, s. Tabelle 6 S.31) nach der Entwicklung der Platte gegentber. An-
hand von Abbildung 28 lassen sich vor allem zu St_3, St_4 und St_7 Aussagen treffen.
Bei diesen Standards handelt es sich um Phenylpropanoide, welche in diesem chromatog-
raphischen System eine blaue Fluoreszenz liefern. Der Ry - Wert liegt ca. bei 0.07-0.37. In
dem Fingerprint von Extrakt H_2 sind bei R¢ - Werten von ca. 0.07 bis 0.32 mehrere
ebenso gefarbte Banden erkennbar, weshalb man davon ausgehen kann, dass in P. coro-
nopus strukturell &hnliche Phenylpropanoide enthalten sind. Auf der Hohe von St 3
(Chlorogenséure, R¢ = 0.07) ist bei H_2 eine blau fluoreszierende Bande zu erkennen. Da
Chlorogenséaure in der Literatur als Inhaltsstoff beschrieben wird, ist ein Vorhandensein
in P. coronopus denkbar. St_4 setzt sich aus Kaffee- und Chlorogenséure zusammen. Auf
der Hohe der Kaffeesaure (Rf= 0.37) ist im Auszug eine sehr schwache Bande zu erken-
nen. St_7 (Verbascosid, Rf = 0.23) konnte anhand der HPTLC-Daten Teil des Inhalts-
stoffspektrums der Pflanze sein. Dies bestatigt des weiteren die Literatur sowie die im
Rahmen dieser Diplomarbeit durchgefiihrte phytochemische Analyse mittels HPLC und
LC-MS. Verbascosid liegt auf der HOhe der am starksten konzentrierten Bande (Rf =
0.22) im Extrakt.

Zusammenfassend konnten anhand dieser Ergebnisse strukturell sehr &hnliche Phenylpro-
panoidderivate in P. coronopus nachgewiesen werden. Um diese Aussage zu verifizieren,

sind jedoch weitere Analysen nétig (s. Kapitel 3.5 S.78).
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Vor der Derivatisierung, UV3g6

Vor der Derivatisierung, UV;s,

H 2 St 1 St 2 H 2 St 3 St 4 H 2 St5 St 6 H 2 St 7

Abbildung 28 Vergleich von H_2 mit Referenzsubstanzen nach der Entwicklung
H_2:s. Tabelle 5S.30
St_X:s. Tabelle 6S.31
mobile Phase: FM2, s. Tabelle 7 5.34

e Vergleich mit Referenzsubstanzen nach der Derivatisierung

Abbildung 29 stellt den Fingerprint des Extrakts H_2 (s. Tabelle 5 S.30) ausgewahlten
Referenzsubstanzen (St_X, s. Tabelle 6 S.31) nach der Derivatisierung mit Anisaldehyd-
Schwefelsdure-Reagenz (Reagenz 1, s. Tabelle 8 S.35) gegenuber. Nach Derivatisierung
mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz (Reagenz 1, s. Tabelle 8 S.35) werden vor al-
lem Steroide, Zucker und Terpene sichtbar. St_5 (Aucubin, R¢ = 0.27) wurde zu konzen-
triert aufgetragen. Da das Iridoid allerdings auf der Hohe der Bande von Verbascosid
(St_7) zu liegen kommit, ist es schwierig eine Aussage zu treffen. Anhand der Farbgebung
im Chromatogramm wurde man eher auf das Vorhandensein von St_7 schlie3en, jedoch
ist nicht auszuschlielen, dass kleine Mengen von St_5 tiberdeckt wurden. Bezlglich St_6
(Sitosterol, Rf = 0.91) ist im Fingerprint des Extrakts auf derselben Hohe eine schmale
Bande erkennbar. Die violette Farbe (UV366) stimmt ebenso Uberein.
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Detektion: Anisaldehyd-Schwefelsaure, UVsg6
o

07 07
06 06
05 05
04 04
037 o ' - - 03
02 02
01 01

H 2 St1 St 2 H 2 St 3 St 4 H 2 St 5 St 6 H 2 St 7

Abbildung 29 Vergleich von H_2 mit Referenzsubstanzen nach Derivatisierung)

H_2:s. Tabelle 5 S.30

St_X:s. Tabelle 6S.31

mobile Phase: FM2, s. Tabelle 7 S.34

Detektionsreagenz: s. Tabelle 8 S.35
Um das Vorhandensein von Sitosterol im Extrakt zu klaren, wurde zusatzlich eine klassi-
sche dinnschichtchromatographische Untersuchung durchgefiihrt (s. Abbildung 31
S.69). Dazu war eine andere mobile Phase nétig, da Sitosterol in FM2 (s. Tabelle 7 S.34)

an die Front transportiert wird.
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Abbildung 30 stellt den Fingerprint des Extrakts H_2 (s. Tabelle 5 S.30) ausgewahlten
Referenzsubstanzen (St_X, s. Tabelle 6 S.31) nach der Derivatisierung mit Naturstoffrea-

genz 2 (Reagenz 2, s. Tabelle 8 S.35) gegeniber.

o Detektion: Naturstoffreagenz, Tageslicht B S
0.8 0.8
0.7 0.7
0.6 0.6
0.5 0.5
04 04
0.3 0.3
0.2 0.2
0.1 0.1

Detektion: Naturstoffreagenz, UV

H 2 St1 St 2 H 2 St 3 St 4 H 2 St 5 St 6 H 2 St 7

Abbildung 30 Vergleich von H_2 mit Referenzsubstanzen nach Derivatisierung
H_2:s. Tabelle 55.30
St_X:s. Tabelle 6S.31
mobile Phase: FM2, s. Tabelle 7 S.34
Detektionsreagenz: s. Tabelle 8 S.35

Bei St 1 und St_2 handelt es sich um Flavonoide, weshalb deren Vorhandensein nach
Derivatisierung mit Naturstoffreagenz ausgewertet wurde (s. Abbildung 30). Auf der
Laufstrecke von St_1 (Rutin, Rf = 0.79) sind 2 gelb-orange Banden (sowohl bei Tages-
licht als auch unter UV3g6) erkennbar. Das deutet auf eine Verunreinigung des Standards,
welche vermutlich auf die Bildung von Abbauprodukten des Rutins zurlickzufuhren ist,
hin. Im Extrakt ist bei vergleichbaren Ry Werten keine Gelb-Orangeférbung erkennbar.
Rutin scheint nicht enthalten zu sein. Bei St_2 (Isoquercitrin, Rs = 0.80) verhalt sich die
Lage ahnlich: Vergleicht man die beiden Fingerprints, ist auf Hohe des St_2 im Extrakt
keine Bande erkennbar. Der P. coronopus - Extrakt erwies sich demnach arm an Flavo-

noiden. Nach Derivatisierung mit Reagenz 2 war keine typische Gelb-Orangeférbung
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unter Tageslicht oder UVsgg sichtbar. Um festzustellen, ob in anderen Extrakten als dem
methanolischen Flavonoide enthalten sind, wurde in weiterer Folge eine klassische dinn-

schichtchromatographische Untersuchung durchgefiihrt (s. Abbildung 32 S.70).
e Vergleich mit St_6 (Sitosterol)

Da es sich bei Sitosterol um eine apolare Substanz handelt, wurde sie unter Verwendung
von FM2 (s. Tabelle 7 S.34) an die Front transportiert. Fir die klassisch dinn-
schichtchromatographische Untersuchung wahlte man FM1 und verglich St_6 (Sitosterol)
mit H_2 (s. Abbildung 31).

Detektion: Anisaldehyd-Schwefelsdurereagenz, UVsqg

Abbildung 31 Dunnschichtchromatographischer Vergleich von H_2 (linke Bande) mit St_6 (rechte Bande)
H_2:s. Tabelle 5 5.30
St_6:s. Tabelle 6 S.31
mobile Phase: FM1, s. Tabelle 7 S.34
Detektionsreagenz: s. Tabelle 8 S.35

Wie in Abbildung 31 erkennbar, war auf der Héhe der Bande von St_6 im Fingerprint
des Extrakts eine ebenso gefarbte Bande zu erkennen. Sitosterol ist demnach vermutlich
eine Komponente des Inhaltsstoffspektrums von P. coronopus.

e Vergleich mit St_1

Um festzustellen ob in anderen Extrakten als dem methanolischen St_1 (Rutin) enthalten
ist, wurde St_1 mit E_6 (Wasser) und E_8 (Methanol - Essigsdure ko, 9+1, s. Tabelle 4
S.30) verglichen (s. Abbildung 32). Rutin ist vergleichsweise polar. Darum wurde mit
FM2 (s. Tabelle 7 S.34) gearbeitet. Des weiteren handelt es sich um ein Flavonoid, wes-
halb mit Reagenz 2 (s. Tabelle 8 S.35) derivatisiert wurde.
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Detektion: Naturstoffreagenz Tageslicht (links) und UVs¢ (rechts)

e s S

Abbildung 32 Dinnschichtchromatographischer Vergleich von E_6 (6) und E_8 (8) mit St_1 (mittlere Ban-
de)
E_X:s. Tabelle 4S.30
St_1:s. Tabelle 6 S.31
mobile Phase: FM2, s. Tabelle 7 S.34
Detektionsreagenz: s. Tabelle 8 S.35

Anhand von Abbildung 32 ist zu erkennen, dass in keinem der beiden Extrakte St_1 ent-
halten ist. Da die unter UV blau fluoreszierenden Phenylpropanoide hoch konzentriert
enthalten sind, konnte es sein, dass schwache Banden tberdeckt wurden. Bei Betrachtung
unter Tageslicht sind jedoch im Fingerprint der Extrakte keine Banden sichtbar. Demnach

ist keine endguiltige Aussage zu treffen, weitere Untersuchung sind erforderlich.

3.4 Untersuchungen mittels HPLC

Das folgende Kapitel fasst samtliche Ergebnisse der Untersuchungen mittels Hochleis-
tungsflissigchromatographie zusammen. Zunéchst wird die Entwicklung einer geeigneten
Methode beschrieben, danach der Vergleich eines Extrakts von P. coronopus mit Refe-
renzsubstanzen (= Standards) und zuletzt der Vergleich von Ausziigen unterschiedlicher

Polaritat von P. coronopus.

3.4.1 Methodenentwicklung

Ziel der Methodenentwicklung war es, eine Methode, bestehend aus einer mobilen und
stationdren Phase, zu finden, bei der die wichtigsten Peaks gut voneinander getrennt sind

und bei akzeptablen Retentionszeiten erscheinen. Dazu war es notig unterschiedliche sta-
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tion&re und mobile Phasen zu testen. Dafur wurde der Extrakt H_2 (s. Tabelle 5 S.30) 1:1
mit Methanol in HPLC-Qualitat verdiinnt. Die Extraktherstellung erfolgte wie in Kapitel
2.3 auf S.29 beschrieben. Es wurden 8 Analysen Al - A8, deren Unterschiede in relevan-
ten HPLC-Parametern wie der gewahlten stationdren Phase oder dem Gradienten der mo-
bilen Phase lagen, durchgefiihrt. Die Auswahl der S&ulen und Gradienten fiir die Analy-
sen erfolgte anhand der in der Literatur gegebenen Information Uber das Inhaltsstoffspekt-
rum von P. coronopus. Tabelle 11 auf S. 39 listet die durchgefiihrten Analysen Al - A8
auf und enthélt alle Informationen zu stationdren und mobilen Phasen. Anhand der Er-
gebnisse entwickelte man Methode M1 und M2 (s. Tabelle 10 S.38), die dem Vergleich
eines Extrakts von P. coronopus mit Referenzsubstanzen (s. Kapitel 3.4.2 S.74) und dem

Vergleich von Extrakten unterschiedlicher Polaritat (s. Kapitel 3.4.3 S.76) dienten.

Abbildung 33 zeigt das Ergebnis der Analyse Al (s. Tabelle 11 S.39). Es galt, einen ers-
ten Uberblick uber die im Chromatogramm von H_2 (s. Tabelle 5 S.30) auftretenden
Peaks zu gewinnen. Deshalb wurde ein steiler Acetonitril-Gradient von 2 %/min, begin-
nend bei 10 % ACN, gewahlt. H_2 wurde analysiert, da der Extrakt sich anhand der Un-
tersuchungen mittels HPTLC als inhaltsstoffreich herausstellte (s. Kapitel 3.3 S.55). Es
wurde mit einer Acclaim C18 - S&ule (s. Tabelle 11 S.39) gearbeitet, da diese gut zur
Trennung polarer Substanzen geeignet ist. Die Analyse startete bei 10 % ACN und wurde
innerhalb von 45 min auf 100 % gesteigert, weshalb sdmtliche Verbindungen im Extrakt
erfasst werden konnten. Die grofiten Peaks erschienen bei Al in einer kurzen Zeitspanne
(zwischen 10 - 13 min). Des weiteren kam es zur Ausbildung von Mehrfach-Peaks, struk-
turell ahnliche Substanzen Uberlagerten. Da das primare Ziel von Al war, einen Uber-
blick Uber das Peakspektrum zu bekommen, anderte man fir die folgende Analyse A2 (s.
Tabelle 11 S.39) den Gradienten der mobilen Phase. Im Fall von A2 wurde in den ersten
60 min mit einem weniger steilen Gradienten gearbeitet (0.5 % ACN/min), um eine bes-
sere Trennung der sich in Al Uberlagernden Peaks zu ermdglichen (s. Abbildung 34
S.72). Wie in Abbildung 34 zu erkennen, war eine bessere Trennung gelungen. A2 gab
einen Uberblick tber das Inhaltsstoffspektrum innerhalb eines groRen Polaritatsbereichs.

Die Trennung einzelner Peaks sollte in weiterer Folge dennoch optimiert werden.
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Abbildung 33 HPLC - Analyse Al von verdiinntem H_2 und Detektion mittels DAD und ELSD
H_2:s. Tabelle 5S.30
Al:s. Tabelle 11 5.39
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Abbildung 34 HPLC - Analyse A2 von verdiinntem H_2 und Detektion mittels DAD und ELSD
H_2:s. Tabelle 5S.30
A2:s. Tabelle 11 S.39

Um weitere stationdre Phasen zu testen, wéhlte man fur die folgenden Analysen eine
Aquasil C18 - sowie eine Synergi Polar-RP - S&ule und fiihrte A3 und A4 durch. Die Pa-
rameter der mobilen Phase stimmten mit denen von A2 (berein. Die Trennung der Peaks
war in diesen Analysen allerdings schlechter als in A2. In A5, A6 und A7 wurde eine
Luna CN - S&ule zur Steigerung der Retention polarer Komponenten eingesetzt. Des wei-
teren wurde der Gradient der mobilen Phase in diesen Analysen geéndert. Alle drei Ana-

lysen lieferten allerdings schlechte Ergebnisse, da sémtliche Peaks innerhalb der ersten
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Minuten erschienen (s. Abbildung 35). In A7 wurde mit abnehmenden anstatt von an-
steigenden Acetonitril - Konzentrationen gearbeitet, dennoch konnte keine starkere Re-

tention der Komponenten ermdglicht werden.

ELSD

Abbildung 35 HPLC - Analyse A6 von verdinntem H_2 und Detektion mittels DAD und ELSD
H_2:s. Tabelle 5 5.30
A6: s. Tabelle 11 S.39

Mittels der Analyse A8 (s. Tabelle 11 S.39), bei der man sich einer von A. Pitschmann
entwickelten Methode bediente (2015), wurde das beste Ergebnis erzielt. Abbildung 36
auf S.74 stellt das Ergebnis von A8 bei drei Wellenlangen dar. A. Pitschmann fuhrte Ex-
perimente mit Verbascosid, einer Substanz, die auch als Inhaltsstoff von P. coronopus
beschrieben ist, durch. Die Gradientensteigerungsrate, beginnend bei 5 % ACN, betrug
bis zu Minute 26 0.5 % ACN/min, anschliefend bis zu Minute 46 0.25 % ACN/min.
Nach Minute 46 wurde mit 95 % Acetonitril gespult, weshalb einige Komponenten des
Pflanzenextrakts H_2 (s. Tabelle 5 S.30) erst im Spdlschritt eluiert wurden. Dadurch ist
nicht das gesamte Inhaltsstoffspektrum ersichtlich, Peaks von Hauptkomponenten des

Extrakts sind allerdings gut getrennt.

Zusammenfassend erzielten A2 und A8 die besten Ergebnisse. Analyse A2 umfasste das
gesamte Kontingent an Inhaltsstoffen des Extrakts H_2 (s. Tabelle 5 S.30), allerdings war
die Trennung einzelner Peaks schlecht. A8 ermdglichte eine gute Trennung polarer Ver-
bindungen (wie Verbascosid, s. Kapitel 3.4.2 S.74), apolare Substanzen wurden jedoch
erst im Spulschritt mit 95 % ACN eluiert. Das Ergebnis dieser Analysen war es, zukinfti-

ge Untersuchungen mittels zweier Methoden durchzufiihren: Die Methode M1, der A2
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zugrunde liegt, (s. Tabelle 10 S.38) diente der Analyse apolarer Substanzen, die Methode
M2, der A8 zugrunde liegt, der Analyse polarer Substanzen. Den wichtigsten Peaks wur-
den Nummern zugeordnet, die fir die Untersuchungen mittels LC-MS von Bedeutung
waren (s. Kapitel 3.5 S.78).

w
Datfl:PC_2 MeOH_Luna_PhenyiHexyl_MitVS_150624_190nm_Mé6.Ilcd AD1:190nm
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2250000 | ‘

1750000

1250000 “

1000000 ‘ ‘

750000

254 nm

;
-

250000 ‘

1 190
o M o

(3N B e B B B B e B B B By oy R B
50 100 150 200 250 30,0 350 400 450 min ELSD

Abbildung 36 HPLC - Analyse A8 von verdiinntem H_2 mittels A8 und Detektion mittels DAD und ELSD
H_2:s. Tabelle 55.30
A8:s. s. Tabelle 11 S.39

3.4.2 Vergleich eines Extrakts mit Referenzsubstanzen (Standards)

Um den Versuch einer Identifizierung von Substanzen im Extrakt H_2 (s. Tabelle 5 S.30)
vorzunehmen, wurden Referenzsubstanzen (St_1, St_2, St_3, St_5 und St_7; s. Tabelle 6
S.31) via HPLC analysiert und mit dem Chromatogramm von mittels M2 (s. Tabelle 10
S.38) analysiertem H_2 verglichen. H_2 wurde gewahlt, da sich der Extrakt in den
HPTLC-Analysen als inhaltsstoffreich herausstellte (s. Kapitel 3.3 S.55). Die Herstellung
der Standards erfolgte wie in Kapitel 2.4 S.31, die des Extrakts wie in Kapitel 2.3 auf
S.29 beschrieben. Sowohl Extrakte als auch Standards wurden vor der Analyse 1:1 mit

Methanol in HPLC - Qualitat verdunnt. Die HPLC-Parameter wurden geméall Methode
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M2 gewahlt (s. Tabelle 10 S.38). Fur den Vergleich wurde im Anschluss an die Analyse
eine Wellenlange, bei der der jeweilige Standard im Chromatogramm gut sichtbar war,
ausgewahlt und bei dieser mit dem Chromatogramm des Extrakts verglichen. Konnte ein
Peak an derselben Stelle festgestellt werden, wurde dessen UV - Spektrum mit dem des

Standards verglichen.

Abbildung 37 zeigt das Chromatogramm von St_7 (Verbascosid, s. Tabelle 6 S.31), ana-
lysiert mittels M2 (s. Tabelle 10 S.38). Das Ergebnis der Gegeniberstellung mit dem Fin-
gerprint von H_2 (s. Abbildung 36 S.74) deutet darauf hin, dass St_7 eine Komponente
des Extrakts ist. Die Retentionszeit und das UV - Spektrum (Abbildung 38) stimmen mit
Peak 4 (s. Abbildung 36 S.74) Uberein.

oo 4| M f ELSD
e\ “‘g‘w
100000 “ — 190 nm
I
Abbildung 37 HPLC - Analyse von St_7 mittels M2
St_7: Verbascosid, s. Tabelle 6 5.31
M2:s. Tabelle 10 S.38
ml = mAU
29,397/ 1) 750 4 29, 1,00
100 8 5001 @
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Abbildung 38 UV - Spektrum von St_7 aus Abbildung 37 (links) und von Peak 4 aus Abbildung 36 (rechts)
St_7: Verbascosid, s. Tabelle 6 5.31
Peak 4: s. Abbildung 36 S.74

Auch in der HPTLC-Analyse war St_7 als moglicher Inhaltsstoff detektiert worden (s.
Kapitel 3.3.3 S.64). Im Chromatogramm des Standards erscheinen allerdings zwei Peaks,

was auf eine Instabilitat der Substanz hindeutet. Zum Vergleich wurde der grofiere Peak
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herangezogen, da in vorangegangenen Analysen die Retentionszeit mit diesem Peak
ubereinstimmte. St_1 (Rutin), St_2 (Isoquercitrin), St_3 (Chlorogenséaure) und St _5 (Au-
cubin) sind anhand der Ergebnisse der HPLC - Analyse nicht im Extrakt von P. corono-
pus nachweisbar. Bei St_1, St 3 und St _5 war kein Peak bei vergleichbarer Retentions-
zeit im Chromatogramm von H_2 zu erkennen. St_2 wurde erst im Spulschritt mit 95 %
Acetonitril eluiert und konnte in diesem System nicht verglichen werden (s. Anhang Ab-
bildung 56 S.105).

3.4.3 Untersuchung von Extrakten unterschiedlicher Polaritat

Um einen Uberblick (iber das Polaritatsspektrum an Verbindungen in P. coronopus zu
bekommen, wurde ein Vergleich von Extrakten unterschiedlicher Polaritat durchgefuhrt.
Die dafiir verwendeten Extrakte E_1 - E_11 wurden gemaR Kapitel 2.3 auf S.29 herge-
stellt und entsprechen den elf Ausziigen aus Tabelle 4 S.30. VVor der Analyse wurden die
Extrakte 1:1 mit Methanol in HPLC-Qualitat verdinnt. Die HPLC-Parameter wurden
gemak Methode M1 gewahlt, da diese einen Uberblick tiber das gesamte Polaritéitsspekt-
rum gewadhrte (s. Tabelle 10 S.38).

Abbildung 39 auf S. 77 stellt den Heptan-Extrakt (E_1, Tabelle 4 S.30) analysiert mittels
M1 (Tabelle 10 S.38) dar. Wie schon anhand der Ergebnisse der HPTLC festgestellt wur-
de (Kapitel 3.3.1 S.55), sind die Extrakte aus apolaren Auszugsmitteln arm an Inhaltsstof-
fen. Demnach enthalt P. coronopus wenig apolare Substanzen. Mit steigender Polaritét
nimmt auch die Zahl an enthaltenen Verbindungen zu. Abbildung 40 auf S. 77 zeigt das
Ergebnis der Analyse unter Sdurezusatz anhand von E_8 (Methanol-Essigsaure onz, 9+1),
Abbildung 41 auf S. 78 unter Basenzusatz anhand von E_10 (Methanol-Ammoniak konz.
8+2). Bei Sdurezusatz kann die Ausbeute nochmals gesteigert werden, bei Basenzusatz
nimmt sie deutlich ab. Die Inhaltsstoff-reichsten Ausziige stellen die aus Methanol (E_5),
Methanol + Wasser 8+2 (E_7) und Methanol + Essigsauregon,. 9+1 (E_8) dar. Das Polari-
tatsspektrum sowie die Ausbeute der enthaltenen Verbindungen ist in diesen Extrakten
groB. Die in diesen Systemen auftretenden grofiten Peaks liegen eng beieinander. Dem-
nach sind vermutlich strukturell sehr &hnliche Verbindungen enthalten. Die wassrigen
Auszige [Wasser (E_6) bzw. Wasser + Essigsaure 9+1 (E_9)] sind besonders reich an
polaren Verbindungen, mit steigender Retentionszeit werden dagegen kaum noch Sub-

stanzen eluiert. In den Ausziigen aus Toluol (E_2) und Dichlormethan (E_3) treten sehr
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breite Peaks auf. Die Methode M1 ist demnach nicht geeignet zur Analyse der beiden

Extrakte.

Zusammenfassend bestédtigen die Ergebnisse des HPLC-Polaritatsvergleichs die der

HPTLC-Analyse. Diese sind dem Kapitel 3.3.1 S.55 entnehmbar.

PC_Hepten AccIamCI8 Wilvs 150626 MLIGAELSD
100000 Pt PCHegtan AcclamC 18 MitvS_ 150626, 190nm MLicd ADL:190nm
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Abbildung 39 Extrakt E_1 analysiert mittels M1 und Detektion mittels ELSD und DAD

E_1:s. Tabelle 4 S.30
M_1:s. Tabelle 10 5.38
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Abbildung 40 Extrakt E_8 analysiert mit M1 und Detektion mittels ELSD und DAD
E_8:s. Tabelle 4 5.30
M_1:s. Tabelle 10 5.38
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Abbildung 41 Extrakt E_10 analysiert mit M1 und Detektion mittels ELSD und DAD
E_10:s. Tabelle 4 S.30
M_1:s. Tabelle 10 S.38

3.5 Untersuchungen des methanolischen Extrakts mittels LC-MS

Die Untersuchungen mittels LC-MS wurden durchgefiihrt, um die anhand der HPLC -
Analyse ermittelten relevantesten Peaks (s. Abbildung 36 S.74) zu identifizieren und die
bisher mittels HPTLC und HPLC erlangten Resultate zu berprifen. Vermessen wurde
der Extrakt H_2 (s. Tabelle 5 S.30) mittels M2 (s. Tabelle 10 S.38), da dieses System die
besten Ergebnisse in der HPLC - Analytik lieferte (s. Kapitel 3.4.1 S.70). Die mittels LC-
MS analysierten Peaks wurden jenen von Analyse A8 (s. Abbildung 36 S.74) zugeord-
net. Im Anschluss erfolgten die Analyse und die Auswertung der Daten. Die genaue
Durchfiihrung ist in Kapitel 2.7.3 auf S.40 beschrieben.

Die folgenden Abbildungen stellen die entsprechenden Spektren sowie die Resultate der
LC-MS Analyse dar. Die den Peaks zugrunde liegenden Verbindungen wurden als Com-
pound 1 - Compound 7 bezeichnet.

Compound 1 (Peak 1, s. Abbildung 36 S.74)

Abbildung 42 auf S.79 zeigt die ESI-MS Spektren von Compound 1. Fir diese Substanz
konnte im Negativionenmodus ein Molekulargewicht von 386,1 Da ermittelt werden. Der
Peak bei m/z 431.1 kommt durch Bildung eines Formiatadduktions zustande, welches

sich durch die in der HPLC-Analytik verwendete Ameisensaure erkldren l&sst. Das Frag-
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mentierungsmuster weist in Richtung eines Iridoids. Es zeigt keine besonderen Charakte-
ristika, was typisch fir Iridoide ist, da sie nur schwer positiv oder negativ geladen werden
kdnnen. Der Grund dafiir liegt in der Beschaffenheit der Alkohole, welche allesamt ali-
phatischer Natur sind. Aus dem Inhalt des Spektrums kann man jedoch schlief3en, dass

jenes Iridoid, sollte es sich um eines handeln, mit einer Hexose (m/z = 179.0) verkniipft

ist.
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Abbildung 42 ES| - MS Spektren (negativer lonenmodus) der in H_2 zu untersuchenden Verbindung Com-
pound 1 mittels LC - MS

Compound 1: s. Abbildung 36

H_2:s. Tabelle 55.30

Compounds 2 und 3 (Peak 2 und 3, Abbildung 36 S.74)

Abbildung 43 auf S.80 zeigt die ESI-MS Spektren von Compound 3. Es konnte ein Mo-
lekulargewicht von 640.1 Da ermittelt werden. Bei Compound 2 und 3 handelt es sich um
isomere Phenylpropanoidderivate mit identem Molekulargewicht, des weiteren vermut-
lich um Strukturisomere des Verbascosids (s. Abbildung 45 S.82). Die Fragmentie-
rungsmuster der zwei Substanzen sind einander sehr &hnlich, weshalb eine gemeinsame

Betrachtung mdglich ist: Der Peak bei m/z 477.2 ermdglicht den Rickschluss auf die Ab-
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spaltung einer Hexose, der Peak bei m/z 325.1 auf die weitere Abspaltung eines verether-
ten Phenolrestes. Sofern es sich um ein Strukturisomer des Verbascosids handelt, erfolgt
die Fragmentierung fortlaufend: Es wird zundchst Wasser (m/z 621.1) abgespalten. Da-
nach erhalt man einen Peak bei m/z 459.0. Die Differenz betragt 162.1 Da. Dies kénnte
auf Kaffeeséure oder eine Deoxyhexose hindeuten. Da aber ein Kaffeeséurefragment bei
m/z 179.6 auftaucht, kann der Fragmentierungsprozess nur folgendermalien ablaufen:
zunachst werden Wasser, eine Deoxyhexose und anschlielend ein verethertes Phenol ab-

gespalten und die Kaffeesaure verbleibt.
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x104]
3
] [M-
2
1 283.1
198.8 .
96.9
Q' 1o i) b FYPTROR| NPT P Y 1.4]:1?8nl e 53.71 58|11 1 "
x10% 33. -MS2(639.1), 21.8-22.2min #1880-#1913
. 621.1
2.0 ¢
1.5
1 - H,0
104 - Glucose - Deoxyhexose  |q—
] - verethertes Phenol h
0.5 <
] 276.9 459.0 5290
0.0 \ A ; <
2500 3- Kaffeesiure -MS3(639.1->621.1), 21.8-22.1min #1884-#1906
2000 460.4
1500 E 179.6
1000 3
500
O . T v T T T T T ‘ T
100 500 300 400 500 600 m'z

Abbildung 43 ESI - MS Spektren (negativer lonenmodus) der in H_2 zu untersuchenden Verbindung Com-
pound 3 mittels LC - MS

Compound 3: s. Abbildung 36

H_2:s. Tabelle 5S.30

Compound 4 (Peak 4, Abbildung 36 S.74)

Abbildung 44 zeigt die ESI-MS Spektren von Compound 4 im Positiv- und Negativio-
nenmodus. Es konnte ein Molekulargewicht von 624.2 Da ermittelt werden. Es handelt
sich hierbei mit grolRer Wahrscheinlichkeit um Verbascosid (Abbildung 45 S.82), da das

Molekulargewicht Gibereinstimmt. Den weiteren Beweis liefert das Fragmentierungsmus-
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ter. Verbascosid besteht aus einem zentralen Glucosemolekiil, an welches ein Kaffeesau-
rerest, ein veretherter phenolischer Rest sowie eine Deoxyhexose gekn(pft sind (s. Ab-
bildung 45 S.82). Im ersten Fragmentierungsschritt wird das veretherte Phenol abgespal-
ten wodurch sich der Peak bei m/z 471.1 ergibt. Zeitgleich kommt es zur Abspaltung der
Deoxyhexose, zu erkennen anhand des Peaks bei m/z 325.1. In weiterer Folge besteht
auch die Mdglichkeit, dass vor allen anderen Substanzen der Caffeoylrest abgespalten
wird (m/z 163.0).
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Abbildung 44 ESI - MS Spektren [negativer (oben) und positiver (unten) lonenmodus] der in H_2 zu unter-
suchenden Verbindung Compound 4

Compound 4: s. Abbildung 36

H_2:s. Tabelle 5S.30

Anhand des bereinstimmenden Molekulargewichts und des Fragmentierungsmusters
kann man Compound 4 hochstwahrscheinlich als Verbascosid identifizieren. Die Ergeb-
nisse der HPLC - Analyse bestatigen die Annahme (s. Kapitel 3.4.2 S.74), da die Retenti-
onszeit mit der des Standards St_7 (s. Tabelle 6 S.31) Ubereinstimmt. Es bleibt fraglich,
ob der Peak von Compound 4 nur durch eine Substanz verursacht wird. Es ist wahr-
scheinlich, dass 2 isomere Substanzen Uberlagern, was gestiitzt wird durch eine Schulter

von Peak 4, die bei starkem Vergro3ern zu sehen ist (nicht abgebildet).
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OH

HO

Abbildung 45 Verbascosid (ChEMBL Datenbank,

https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound/inspect/CHEMBL231853, aufgerufen am 31.07.2015)
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Compounds 5 und 6 (Peak 5 und 6, Abbildung 36 S.74)

Abbildung 46 zeigt die ESI-MS Spektren von Compound 5 im Positiv- und Negativio-

nenmodus.
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Abbildung 46 ESI - MS Spektren [negativer (oben) und positiver (unten) lonenmodus der in H_2 zu unter-
suchenden Verbindung Compound 5

Compound 5: s. Abbildung 36

H_2:s. Tabelle 55.30

Es wurde ein Molekulargewicht von 624.2 Da ermittelt. Das Molekulargewicht entspricht
dem des Verbascosids. Bei Compound 5 und 6 handelt es sich um ein Isomerenpérchen,
die Fragmentierungsmuster ahneln einander sehr stark. Aus diesem Grund erfolgt die
Auswertung gemeinsam. Die gebildeten Fragmentionen stimmen mit den von Compound
4 gebildeten im groéRten Teil Gberein. Es handelt sich demnach vermutlich um Struktur-
isomere des Verbascosids. Um diese These zu verifizieren, waren weitere Analysen, bei-

spielsweise mittels NMR, erforderlich.
Compound 7 (Peak 7, Abbildung 36 S.74)

Abbildung 47 zeigt die ESI-MS Spektren von Compound 7 im Positiv- und Negativio-

nenmodus.
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Abbildung 47 ESI - MS Spektren [negativer (oben) und positiver (unten) lonenmodus] der in H_2 zu unter-
suchenden Verbindung Compound 7

Compound 7: s. Abbildung 36

H_2:s. Tabelle 5S.30

Es wurde ein Molekulargewicht von 666.3 Da ermittelt. Es ist um 42.1 Da groRer als je-
nes von Verbascosid. Die Abweichung lasst sich auf die Acetylierung des Glucosemole-
kils zuruckfihren. Dies wurde anhand des Vergleichs der Spektren im Positiv- und Nega-
tivionenmodus festgestellt. Zundchst kommt es zur Abspaltung des veretherten Phenols
(Peak bei m/z 513.2), anschlieBend zur Abspaltung der Deoxyhexose (Peak bei m/z
367.1). Dieser Ablauf ist bereits von Compound 4 bekannt. Anhand der Differenz im Mo-
lekulargewicht ist zu erkennen, dass es im Anschluss nicht zur Abspaltung eines "einfa-
chen™ Glucosemolekils kommt. Eine Differenz von 204.1 Da deutet auf das VVorhanden-
sein einer acetylierten OH-Gruppe an der Glucose hin. Der Peak bei m/z 163.0 stellt die
abgeloste Kaffeesiure dar. Die Acetylierung kann dementsprechend nur an der Glucose
vorhanden sein, da alle anderen Fragmente bezuglich ihrer Masse den Fragmenten des
Verbascosids ident sind. Zusammenfassend handelt sich vermutlich um ein an der Gluco-

se acetyliertes Derivat des Verbascosids.
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4 Diskussion und Ausblick

Im folgenden Kapitel erfolgt die Diskussion aller im Rahmen der vorliegenden Diplom-
arbeit erarbeiteten Ergebnisse. Die Resultate werden kurz zusammengefasst und ein Aus-

blick auf weitere nétige Untersuchungen gegeben.

4.1 Morphologische und anatomische Untersuchungen

Sowohl die morphologischen als auch die anatomischen Untersuchungen wurden anhand
des akquirierten Pflanzenmaterials durchgefiihrt. Wichtige Merkmale wie die typische
Behaarung oder Charakteristika des Blattquerschnitts konnten erhoben werden und einen
ersten Uberblick liefern. Weil nicht ausreichend Stichproben zur Verfiigung standen, sind
fir eine Charakterisierung der Pflanze noch weitere Untersuchungen an einer gréRReren
Anzahl von Individuen nétig. P. coronopus ist in mehrere Subspezies gegliedert, welche
Andrzejewska-Golec (1992) zufolge morphologisch und anatomisch unterschieden wer-
den konnen. Diese Unterscheidung blieb in der vorliegenden Diplomarbeit unberlcksich-
tigt.

Morphologisch konnten die charakteristische Fiederung der Blétter und eine dichte Be-
haarung einzelner Blattstiicke festgestellt werden. Anhand der anatomischen Untersu-
chungen konnte man den isolateralen Blattbau erkennen, sowie zwei unterschiedlich ge-
staltete Blattquerschnitte. Der eine Querschnitt unterschied sich von dem anderen durch
ein lockeres Gewebe, das als Aerenchym gedeutet werden kann. Charakteristisch war das
Auftreten von kleinen Trépfchen im Blattquerschnitt, bei denen es sich vermutlich um
Oleosomen handelt. Die Deckhaare wurden in drei Gruppen gegliedert: Einzellreihige
Haare, Flaschenhaare und Wurmhaare. Besonders sind die entlang der Sprossachse auf-
tretenden einzellreihigen Haare mit quer verlaufenden Zellwanden. In der Literatur
(Andrzejewska-Golec, 1992) sind diese Haartypen ebenso abgebildet. Andrzejewska-
Golec unterscheidet zwei Subspezies von P. coronopus: P. coronopus L. subsp.
commutata (Guss.) und P. coronopus L. subsp. cupani (Guss.). Diese zeigen alle Arten
der oben beschriebenen Trichome. Anhand der Auspragung dieser Haartypen auf den
verschiedenen Pflanzenorganen (Blatt, Sprossachse, Tragblatt, Kelch oder Krone) gliedert
Andrzejewska-Golec in die Subspezies. Die Einteilung anhand anatomischer Merkmale
ist in der Praxis jedoch nicht mdglich. Die im Rahmen dieser Diplomarbeit als "Wurm-
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haare" bezeichneten Trichome ordnet Andrzejewska-Golec den einzellreihigen Haaren
zu. In weiterer Folge konnten Kristalle (Einzelkristalle und Kristallsand) und dia- und
anomozytische Stomata, die in Reihen angeordnet sind, wiedergefunden werden. Die
Epidermiszellen der Kronblétter sind langlich geformt und entlang der Zellwande wellig

verzahnt, der Pollen ist rund und zeigt ein kraterartiges Relief.

4.2 Phytochemische Untersuchungen

Die phytochemischen Untersuchungen umfassten Untersuchungen mittels klassischer DC,
HPTLC, HPLC und LC-MS. Das Ziel, einen Uberblick iiber das Inhaltsstoffspektrum von
P. coronopus zu generieren, wurde mit diesen Methoden erreicht. Mittels der HPTLC -
Analyse war es moglich, ein Auszugsmittel, das einen Grof3teil der Inhaltsstoffe extra-
hiert, ausfindig zu machen. Dabei handelte es sich um Methanol. Als addquate Methode
zur dunnschichtchromatographischen Analytik erwies es sich, Chloroform-Methanol-
Wasser (70:30:4) als FlieBmittel, sowie Anisaldehyd-Schwefelsédure-Reagenz und Natur-
stoffreagenz A zur Detektion zu wahlen.

Der Fingerprint-Vergleich mittels HPTLC ermdglichte eine Gegentiberstellung des akqui-
rierten Pflanzenmaterials. Es konnten durchaus Unterschiede zwischen einzelnen Pflan-
zen festgestellt werden. Da jedoch ausschliel3lich qualitativ gearbeitet wurde, konnten
keine genauen Aussagen ber quantitative Unterschiede gemacht werden.

Ein Vergleich mit Referenzsubstanzen lieferte Informationen Uber die Zusammensetzung
des methanolischen Auszugs. Im Falle der klassischen DC und HPTLC gaben die Farben
und R - Werte der Banden Aufschluss tiber das Vorhanden- oder Nichtvorhandensein
bestimmter Inhaltsstoffgruppen oder Inhaltsstoffe. Ein Vergleich mit Standards wurde
ebenso mittels HPLC durchgefihrt. In diesem Fall waren die Retentionszeiten der Ver-
bindungen ausschlaggebend. Die LC-MS lieferte zusétzliche Daten zum Molekularge-
wicht und zur Struktur der Substanzen. Mittels dieser analytischen Methoden und Infor-
mationen aus der Literatur war es moglich, Verbascosid und Sitosterol mit hoher Wahr-
scheinlichkeit zu identifizieren. Diese beiden Inhaltsstoffe waren bereits in der Literatur
(s. Tabelle 1 S.11) beschrieben worden. Die Farbgebung und der R¢Wert der Bande
(HPTLC), die Retentionszeit (HPLC) sowie das Molekulargewicht (LC-MS) stimmten
mit Verbascosid Uberein. Die in der LC-MS gebildeten Fragmentionen stimmten mit

strukturellen Elementen von Verbascosid Uberein. Sitosterol wurde mittels HPTLC und
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klassischer DC nachgewiesen. Die Farbgebung sowie der Ry - Wert der Bande stimmten
mit Sitosterol Uberein. Da keine weiteren Untersuchungen zu Sitosterol durchgefihrt
wurden, missen, um die Annahme zu verifizieren, weitere erfolgen.

Der methanolische Extrakt erwies sich anhand der HPTLC - Ergebnisse reich an Phenylp-
ropanoiden, die dhnliche dunnschichtchromatographische Eigenschaften besitzen wie
Verbascosid selbst. Diese Vermutung bestéatigte im weiteren Verlauf der praktischen Ar-
beit die HPLC und LC-MS - Analytik. Mittels LC-MS konnte man verschiedene Isomere
des Verbascosids, deren exakte Struktur noch gekléart werden muss, detektieren. Es wurde
ein an der Glucose acetyliertes Derivat des Verbascosids nachgewiesen. Beziiglich der
Position der Acetylierung sind weitere Untersuchungen erforderlich. Da mittels der in der
LC angewandten Methode keine optimale Trennung der Peaks erreicht wurde, war die
Auswertung der LC-MS Ergebnisse bei bestimmten Verbindungen schwer. In weiterer
Folge ist es nétig, eine Methode zu entwickeln, mit der eine Uberlagerung von Peaks
vermieden werden kann.

Das Vorhandensein von Rutin, Isoquercitrin, Chlorogensdure, Kaffeesaure und Aucubin
im methanolischen Extrakt von P. coronopus des Pflanzenmaterials PC_2 (s. Tabelle 2
S.28) wurde untersucht. Diese Verbindungen wurden fiir die Analyse gewéhlt, da sie in
der Literatur beschrieben worden waren (s. Tabelle 1 S.11). Rutin, Isoquercitrin, Kaffee-
séure und Aucubin wurden, sofern man die Ergebnisse der HPTLC und HPLC bertick-
sichtigt, nicht im Extrakt wiedergefunden. Das Vorhandensein von Chlorogensaure konn-
te anhand der HPTLC - Resultate nicht ausgeschlossen werden, da der Auszug reich an
Phenylpropanoiden ist, die bei &hnlichen Rs - Werten gleich gefarbte Banden ergeben.
Laut den Ergebnissen der HPLC fehlt Chlorogensaure im Extrakt.

Die Angaben der Literatur konnten demnach nur teilweise bestétigt werden. Verbascosid
und Sitosterol konnten wiedergefunden werden, Rutin, Isoquercitrin, Chlorogenséaure,
Kaffeesdure und Aucubin nicht. Da die Untersuchungen, bei denen der Extrakt von P.
coronopus mit Standards verglichen wurde, ausschlieRlich mit PC_2 durchgefuhrt wur-
den, sind weitere Analysen mit Pflanzenmaterial unterschiedlicher Herkunft nétig, um
Aufschluss Gber das Inhaltsstoffspektrum zu bekommen. P. coronopus ist in Subspezies,
deren Inhaltsstoffspektrum variieren kann, gegliedert. Des weiteren ist die Zusammenset-
zung von zahlreichen Parametern, wie Erntezeitpunkt und -ort, abh&ngig. Das konnte

auch die unterschiedlichen Ergebnisse, die die phytochemischen Untersuchungen im
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Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit im Vergleich zu Ergebnissen der aktuellen Lite-

ratur ergaben, erklaren.

Zusammenfassend bestimmen polare Komponenten den grofiten Teil des Inhaltsstoff-
spektrums. P. coronopus ist reich an Phenylpropanoiden, wie dem Verbascosid. Apolare
Verbindungen sind kaum enthalten. Eine mogliche enthaltene apolare Substanz ist jedoch

Sitosterol, das wesentlicher Bestandteil bestimmter BPH - Therapeutika ist.

4.3 P. coronopus bei benigner Prostatahyperplasie

Im Hinblick auf die im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit erfassten Ergebnisse, ist
es nicht maoglich, ein Urteil ber den Nutzen von P. coronopus bei BPH zu fallen. In der
aktuellen Literatur werden kaum Hinweise auf einen moglichen Zusammenhang gegeben.
Ausschliellich auf Zypern konnte ein Bericht iber die traditionelle Anwendung bei Pros-
tatahyperplasie gefunden werden (Zannettou-Pandeli, 2000). Die Wirkung der Pflanze
wird laut Literatur als antioxidativ, cytotoxisch, antimikrobiell und entzindungshemmend
beschrieben - Wirkungsweisen, die auch bei gangigen BPH - Therapeutika eine Rolle
spielen. Hier bedarf es jedoch weiteren Untersuchungen, vor allem in - vitro und in - vivo
Testungen. Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurden anhand von Sabal serrula-
ta MicHX. Beispiele von Testsystemen recherchiert. Die Ergebnisse der phytochemischen
Untersuchungen lieferten Hinweise auf die Zusammensetzung des Inhaltsstoffspektrums.
Im Hinblick auf die Behandlung der BPH konnten Sitosterol, Iridoide und Phenylpropa-
noide eine Rolle spielen. Es sind allerdings weitere Analysen notig, um samtliche Ex-
traktkomponenten zu erfassen. Des weiteren ist es notig, deren Wirkung zu prifen. Phyto-
therapeutika stellen bei milden bis moderaten Krankheitsbildern eine gute Alternative zur
Schulmedizin dar und dirfen nicht auler Acht gelassen werden. Im Anfangsstadium der
BPH konnen Symptome mit derzeit am Markt befindlichen Phytopharmaka wirkungsvoll
bekampft werden, auBerdem ist mit einer geringeren Rate an Nebenwirkungen zu rech-
nen. Plantago - Arten sind seit jeher Teil der Ethnomedizin und haben sich bereits bei
zahlreichen Krankheitsbildern bewahrt. Es scheint daher begriindet, die Literatur hinsicht-
lich dieser Arzneipflanze im Auge zu behalten und zum Beispiel methanolische Extrakte

in entsprechenden in-vitro Assays (beispielsweise auf Hemmung der PSA-Sekretion wie
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bei Maroccia et al., 2014, oder auf Hemmung der 5-a-Reduktase und der Fibroblastenpro-
liferation wie bei Scaglione et al., 2012) auszutesten.
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5 Zusammenfassung - Abstract

Die benigne Prostatahyperplasie (BPH) z&hlt zu den haufigsten Erkrankungen von Man-
nern Uber 60 Jahren. Unbehandelt schreitet sie langsam voran, wobei vor allem die damit
einhergehende Symptomatik eine grof3e Belastung fur die betroffenen Personen darstellt.
Besonders in Anfangsstadien werden Phytotherapeutika gerne verschrieben, da sie
nebenwirkungsarm, aber dennoch in der Lage sind, das Krankheitsbild zu verbessern. P.
coronopus L., eine im Mittelmeerraum beheimatete Pflanze, wird traditionell bei dieser
Indikation angewandt und stellt eine potentielle neue Quelle zur Herstellung von BPH -
Therapeutika dar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zunéchst, die gesamte zu dem Thema verfugbare Li-
teratur zu sammeln und zu sichten sowie Pflanzenmaterial fur phytochemische Untersu-
chungen zu akquirieren. Im Anschluss sollten morphologische und anatomische Merkma-
le erfasst, sowie ein Uberblick tiber das Inhaltsstoffspektrum von P. coronopus erarbeitet
werden. Die phytochemischen Analysen wurden mittels klassischer DC, HPTLC, HPLC
und LC-MS durchgefiihrt. Ein Vergleich des akquirierten Pflanzenmaterials erfolgte mit-
tels HPTLC.

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurden grundlegende morphologische sowie
anatomische Merkmale zusammengefasst und beschrieben. Das Aussehen der Quer-
schnitte verschiedener Organe, charakteristische Haartypen wie Flaschenhaare, Stomata,
Pollen und Kristalle wurde erhoben und fotografisch dokumentiert. Das Inhaltsstoffspekt-
rum wurde zundchst durch das Herstellen von Extrakten unterschiedlicher Polaritat mit-
tels HPTLC und HPLC analysiert. Der methanolische Auszug, der ein besonders grof3es
Spektrum dberblicken liel?, wurde in HPTLC und HPLC - Analysen mit Referenzsubstan-
zen verglichen, um eine Identifikation von Inhaltsstoffen vorzunehmen. Zur Bestatigung
der Ergebnisse wurde der Extrakt mittels LC-MS analysiert und die Hauptkomponenten
charakterisiert. Verbascosid (Compound 4) konnte anhand der Ergebnisse der HPTLC
und HPLC - Analysen mit hoher Wahrscheinlichkeit identifiziert werden. Verbascosid
und dem Verbascosid ahnliche Phenylpropanoide (Compound 2, 3, 5, 6), welche die
Hauptkomponenten des methanolischen Extrakts darstellen, wurden zudem mittels LC-
MS charakterisiert. Die Ergebnisse der HPTLC-Analysen lieferten auflerdem einen Hin-
weis auf das Vorhandensein von Sitosterol im methanolischen Extrakt.

Der Vergleich des akquirierten Pflanzenmaterials mittels HPTLC zeigte Unterschiede im
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Inhaltsstoffspektrum auf. Da jedoch ausschliellich qualitativ gearbeitet wurde, konnten
quantitative Differenzen nicht erfasst werden.
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One of the most frequent diseases of men older than 60 years is the benign prostatic hy-
perplasia (BPH). Without proper treatment the illness proceeds slowly, whereby the dis-
eases' accompanying symptoms present a big burden for the affected patients. Especially
at the beginning of BPH, phytotherapeutics are often prescribed due to their low rate of
side effects but they are nevertheless very effective on the clinical picture. P.

coronopus L., which is a plant located in the Mediterranean area, is traditionally used to
treat BPH and therefore it could be a new source of potential BPH - therapeutics.

At first, the aim of this diploma thesis was to collect, sort, and sight all of the available
literature on this topic, as well as to acquire plant material for a phytochemical analysis.
Then, the plant's morphological and anatomical properties as well as its spectrum of com-
pounds had to be researched and interpreted. For the phytochemical analysis DC,
HPTLC, HPLC, and LC-MS - analyses were performed. A comparison of the acquired
plant material was performed via HPTLC.

Within the frame of this diploma thesis, basic morphological and anatomical characteris-
tics were examined and summarized. Cross sections of different parts of the plant, differ-
ent types of hair such as "bottle hair", stomata, pollen, and crystals were investigated and
recorded by camera. The spectrum of compounds was evaluated by the preparation of
extracts of different polarity and analysed via HPTLC and HPLC. The methanolic one,
which revealed the largest spectrum, was compared to reference substances using HPTLC
and HPLC. For the confirmation of the results, the extract was analysed via LC-MS and
the main components were identified. Based on the results of HTPLC - and HPLC —
analyses, Verbascosid (Compound 4) was detected with the utmost probability. VVerbasco-
sid and phenylpropanoids similar to Verbascosid (Compound 2, 3, 5, 6), which are the
main components of the methanolic extract, were characterized via LC-MS. The results of
the HPTLC-analyses suggest that Sitosterol is also present in the methanolic extract. The
comparison of the plant material revealed differences in the compound spectrum. How-
ever, analyses were performed in a qualitative manner so quantitative distinctions remain

unidentified.
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8 Anhang

8.1 HPTLC - Untersuchung von Extrakten unterschiedlicher Pola-
ritat

Nummer X: s. Tabelle 4 S.30
FMX: s. Tabelle 7 S.34
Reagenz X: s. Tabelle 8 S.35

FlieBmittel: FM1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Abbildung 48 Vergleich von Extrakten unterschiedlicher Polari-
tat nach Derivatisierung mit Reagenz 1 bei Tageslicht (oben)
und unter UV3g (Unten)
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Fliemittel: FM2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Abbildung 49 Vergleich von Extrakten unterschiedlicher Polari-
tat nach Derivatisierung mit Reagenz 1 bei Tageslicht (oben)
und unter UV;¢ (unten)

Abbildung 50 Vergleich von Extrakten unterschiedlicher Polari-
tat nach Entwicklung der Platte unter UV s,
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Fliemittel: FM3

TSNS e -

Abbildung 51 Vergleich von Extrakten unterschiedlicher Polari-
tat nach Derivatisierung mit Reagenz 1 bei Tageslicht (oben)
und unter UV;¢ (unten)

Abbildung 52 Vergleich von Extrakten unterschiedlicher Polari-
tat nach Entwicklung der Platte unter UV3gq
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Abbildung 53 Vergleich von Extrakten unterschiedlicher Polari-
tdt nach Derivatisierung mit Reagenz 2 bei Tageslicht (oben)
und unter UV;g (unten)
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Fliemittel: FM4

Abbildung 54 Vergleich von Extrakten unterschiedlicher Polari-
tdt nach Derivatisierung mit Reagenz 1 bei Tageslicht (oben)
und unter UV (unten)

Abbildung 55 Vergleich von Extrakten unterschiedlicher Polari-
tat nach Entwicklung der Platte unter UVsgg
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8.2 HPLC

8.2.1 Vergleich mit Standardsubstanzen

Methode 1 (s. Tabelle 10 S.38) bei 190 nm:

uv
Date1:PC_2 MeOH_Luna PhenyiHexyl_MitVS_150624 190nm Mé6.Icd AD1:190nm

Datg3:Isoquercitrin_Luna_PhenyiHexyl_MitVS_150624_190nm_M6.lcd AD1:190nm

Datgd:Chlorogensaure Luna_PhenyiHexylMitVS_150624_190nm M6.lcd AD1:190nm

Datgs:Aucubin_Luna_PhenylHexyl_MitVS 150624 _190nm_M6.lcd AD1:190nm
Datg6:Verbascosid_Luna_PhenyiHexyl_MitVS_150624_190nm M6.lcd AD1:190nm

iR
1750000 |
- N

‘ Verbascosid
1250000 | L~‘H
f Aucubin
|

1000000 —H

\ Chlorogensaure

750000 il Moo ]

{ ‘ | (im Spiilschritt eluiert)

Isoquercitrin

%
;

‘ | Rutin

el

-250000 ‘

50 100 150 20,0 25,0 30,0 350 40,0 450 min

Abbildung 56 Vergleich von H_5 mit Standardsubstanzen anhand von Methode 1
H_5:s. Tabelle 5 S.30
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Methode 1 (s. Tabelle 10 S.38) ELSD:

uv
Datp1:PC_2 MeOH_Luna_PhenyiHexyl_MitVS_150624 M6.Icd ELSD
700000
Data3:Isoquercitrin_Luna_PhenyiHexl_MitVS_150624_M6.lcd ELSD
Datpd:Chlorogensiure_Luna PhenylHexl_MitVS_150624 M6.lcd ELSD
IData%:Aucubin_Luna_PhenyHexyl_MitVS 150624 M6.lcd ELSD
650000 —Data6:Verbascosid_Luna_PhenylHexyl_MitvS_150624 M6.lcd ELSD
] F
550000 -
500000 4L A Verbascosid
1 ‘
400000 1| J Aucubin
350000 |
300000 1| Chlorogensaure
250000
200000 | Isoquercitrin
‘ (im Spiilschritt eluiert)
150000 H
100000 ‘ H Rutin
50000 | ‘ “ | } \
‘ J \"’VJWWW \WWJMWWWM H>
0l \wu. J“r. n [ @L [~ ‘ y ) J ’ I

L e ey B L s B B By Sy B Sy B
50 100 150 200 250 300 35,0 40,0 45,0 min

Abbildung 57 Vergleich von H_5 mit Standardsubstanzen anhand von Methode 1
H_5:s. Tabelle 5 S.30
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8.2.2 Untersuchung von Extrakten unterschiedlicher Polaritat

Verwendete Pflanze: PC_2 (Tabelle 2 S.28)

Methode: Methode 1 (Tabelle 10 S.38)

Blaue Spur: ELSD

Grune Spur: 190 nm

Toluol

CIELSD

TAUl_ ACTAmCIE MtV 150626 WAT
PC_Tolu_AcclamC 18 MitvS_150626_190nm M1lcd AD1:190nm
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Aceton

GEa[PC_AGeion ACCTamC 18 MitvS 150626 MG ETRD
ToatalpC_Aceton_AcclaimC18_MitS_150626_190n| M |ficd AD1:190n
\

- \j

- U

e
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Methanol + Wasser (8+2)

?

=
L
£

Wasser + Essigsaureyon;, (9+1)




110 8 Anhang

Wasser + Ammoniakyon;. (8+2)

PT ACGTATCI8_MitvS 150626 MG ELSD.
Date P Wasser +NH3(8+2)_AcclaimC18_MityS_150626_190nm M1lcd AD1:190n

|

]

WM WK
W

Methanol




