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1 Einleitung und Zielsetzung

Maligne Hauterkrankungen haben in den letzten Jahren deutlich zugenommen. Das ist
nicht nur auf die Verminderung der Ozonschicht zuriickzufiihren, die einen Grofsteil der
UV-Strahlung filtert, sondern vor allem auf das verédnderte Freizeitverhalten, das zu
einer erhohten UV-Exposition fithrt [6]. In der Vergangenheit konnte gezeigt werden,
dafk durch UV-Bestrahlung in der Haut freie Radikale entstehen, die mit verschiedenen
Molekiilen in der Haut wechselwirken und so zur Carcinogenese fithren kénnen [45].
Vorstufen der malignen Hauterkrankungen sind Schidden auf molekularer Ebene, die
sich u. a. in der vorzeitigen Hautalterung, dem sogenannten Photoaging, bemerkbar
machen [52]. Ebenfalls konnte eine Beteiligung freier Radikale an der Entstehung der
polymorphen Lichtdermatose (PLD) nachgewiesen werden [101].

In dem Mafk, in dem das Bewuftsein der Bevolkerung fiir diese Problematik steigt,
hat sich auch die Kosmetikindustrie dieser Frage gewidmet. In Kosmetika werden
verschiedene Antioxidantien eingesetzt, welche die durch UV-Strahlung entstehenden
Radikale abfangen und die Strukturen in der Haut schiitzen sollen. Eingesetzt werden
z.B. Vitamin A, E und C (Synergie STOP, Laboratoires Garnier), Coenzym Q10 (Ni-
vea Visage Anti-Falten Q10, Beiersdorf) in Kombination mit UV-Filtern (LightSource,
Estee Lauder). Besonders Flavonoide sind in den Mittelpunkt des Interesses gertickt,
die in Pflanzen als UV-Filter dienen [68] und deren antioxidative Eigenschaften umfas-
send untersucht wurden [I45]. Diese Eigenschaften werden z. B. in Eucerin Gel-Creme
Phase 1 und Nivea Visage Complete Protection (beides Beiersdorf) genutzt, die u. a.
den synthetischen Wirkstoff a-Glucosylrutin enthalten. Eucerin Gel-Creme 1 erwies
sich in Untersuchungen von HADSHIEW wirksam bei der Prophylaxe der PLD [63].

Neben isolierten Wirkstoffen kommen auch pflanzliche Extrakte mit antioxidativer
Wirkung zum Einsatz. Der Vorteil von Extrakten gegeniiber isolierten Substanzen ist
zum einen die haufig bessere Wasserloslichkeit, zum anderen aber auch der syner-
gistische Effekt verschiedener Komponenten [44]. Das prominenteste Beispiel ist der
Griintee-Extrakt mit u. a. Catechin und Epicatechin, die beide zur Gruppe der Flava-
nole gehoren. Fiir einen solchen Extrakt konnte an M&usen in vivo eine Verringerung
UV-induzierter oxidativer Schiden gezeigt werden [81]. Kosmetisch eingesetzt werden
auch ebenfalls flavanolhaltige Extrakte aus Traubensamen (z. B. in Plénitude Activ
Futur, L’Oréal). Strukturell verschiedene Flavonoide unterscheiden sich auch in ihrem
antioxidativen Wirkungsgrad. In verschiedenen Untersuchungen zeigten sich Flavo-
nole den Flavanolen iiberlegen [145]. Deswegen soll versucht werden, einen Extrakt
aus einer Flavonol-reichen Pflanze zu etablieren. Eine solche Pflanze ist Buchweizen
(Fagopyrum esculentum), die besonders im Kraut einen hohen Anteil an Quercetin-
glykosiden enthélt [65]. Eine Recherche ergab, daf kommerziell erhéltliche Extrakte
aus Buchweizen nur einen geringen Flavonoid-Gehalt von ca. 10 % aufweisen.



Einleitung und Zielsetzung

In dieser Arbeit sollen folgende Aufgabenstellungen bearbeitet werden:

Entwicklung und phytochemische Charakterisierung eines flavonoidreichen Ex-
traktes aus Herba Fagopyri, dessen Herstellung einfach und kostengiinstig ist
und sich spéater ohne grofere Probleme in den Industriemafstab tiberfithren 14t

(Kapitel

Untersuchung des gewonnenen Extraktes auf eventuell toxische Eigenschaften

(Kapitel
Nachweis der Wirksamkeit des Extraktes in-vitro (Kapitel
Beurteilung der Photostabilitat (Kapitel

Arbeiten zur Galenik und Stabilitét in topischen Formulierungen (Standardve-
hikel und Mikroemulsionen) (Kapitel

Biopharmazeutische Charakterisierung der Formulierungen in Bezug auf Freiset-
zung und Penetration in Humanhaut ex-vivo (Kapitel |4.6)



2 Grundlagen

2.1 Buchweizen

2.1.1 Eigenschaften und wirksamkeitsbestimmende Inhaltsstoffe von
Stammpflanze und Droge

Der Echte Buchweizen (Fagopyrum esculentum Moench) aus der Familie der Polygo-
naceae ist heimisch in Zentralasien, wird allerdings auch in Mitteleuropa als Mehlfrucht-,
Bienenfutter- und Griindiingungspflanze kultiviert [66]. Die einjdhrige Pflanze ist 15
bis 60 cm hoch. In Europa tritt noch die Art Fagopyrum tataricum auf, die allerdings
pharmazeutisch nicht eingesetzt wird. Als Droge wird das Kraut verwendet, in dem
zahlreiche phenolische Inhaltsstoffe, darunter vor allem Flavonoide, vorkommen. Das
Kraut wird schon ca. 50-60 Tage nach der Aussaat geerntet. Um einen maximalen
Rutin-Gehalt zu erzielen, mufs die Vollbliite erreicht sein, aber die Fruchtausbildung
darf noch nicht begonnen haben [66]. Der Rutin-Gehalt wird auch durch die Lénge
der Sonneneinstrahlung mitbeeinflutt [I15]. Die Buchweizenfrucht hat keine arzneili-
che Wirkung und dient ausschlieflich als Nahrungsmittel. Die Droge, Fagopyri herba,
ist offizinell im Homdoopathischen Arzneibuch (HAB 1), in der British Herbal Phar-
macopoeia (BHP 1983) sowie im DAC 2002. Eine Monographie fiir das Européische
Arzneibuch ist in Vorbereitung [133].

Rutin ist das wichtigste Flavonolglykosid in der Droge. In der Droge ist Rutin unter-
schiedlich verteilt. HAGELS konnte in den Bliiten einen Gehalt von 12 % nachweisen
[65], wéhrend der Gehalt in den Bldttern mit 2-8 % angegeben wird [II5]. Die am
héufigsten vorkommenden Nebenflavonoide sind Hyperosid und Quercitrin, von wei-
teren phenolischen Verbindungen sind Chlorogensaure und ihre Isomere quantitativ am
h&ufigsten vertreten. Daneben finden sich zahlreiche Hydroxybenzoesiuren. Aukerdem
kommt in der Droge Quercetin vor, das als Artefakt vor allem durch unsachgemaéfse
Trocknung entsteht (s. Abb. [64, 1T5].

2.1.2 Fagopyrin und phototoxische Eigenschaften von Herba Fagopyri

Weiterhin findet sich in der Droge Fagopyrin. Bei Fagopyrin handelt es sich um ein
Naphtodianthron-Derivat, das chemisch mit Hypericin (aus Hypericum perforatum)
verwandt ist (s. Abb. . Fagopyrin wurde erstmals 1952 von BROCKMANN isoliert
und beschrieben [23]. Im Buchweizen findet sich Fagopyrin hauptséchlich in den jungen
Bliiten zu 0,01-0,03 %. Bliiten, die kurz vor der Fruchtbildung stehen, weisen nur einen
geringen Gehalt an Fagopyrin auf. In getrockneten Blattern lassen sich nur Spuren
nachweisen bzw. fehlt Fagopyrin ganz [115].

In wilrigen Extrakten (Teeaufguf) von Buchweizenkraut ist kein Fagopyrin nach-
weisbar [91]. HAGELS konnte zeigen, dak die Freisetzung von Fagopyrin aus Buch-
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Abbildung 2.1: Strukturformeln der wichtigsten phenolischen Verbindungen in Buchweizen-
kraut

Abbildung 2.2: Strukturformel von Fagopyrin
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weizenkraut mit Methanol 80 % oder 100 % sowie Ethanol 96 % vollstandiger ist als
z. B. mit Isopropanol oder Dichlormethan. Die geringste Freisetzung wurde mit Was-
ser erzielt [64]. Fagopyrin wird durch Hitze oder Alkalien leicht zersetzt. HABERMANN
konnte nachweisen, daft in den Bliiten des Buchweizens genuin nicht Fagopyrin vor-
liegt, sondern Protofagopyrin, ein Helianthronderivat, das unter Tageslichtexposition
zu Fagopyrin zyklisiert [62].

Phototoxische Reaktionen auf Buchweizenkraut wurden zuerst bei Weidetieren be-
obachtet, denen grofe Mengen blithender Buchweizenpflanzen verfiittert wurden. Die
auch als Fagopyrismus bezeichnete Krankheit &dufserte sich an wenig und nicht behaar-
ten Korperteilen mit R6tung, Schwellung und Entziindung, wenn die Tiere Tageslicht
ausgesetzt waren [I15]. CHICK und ELLINGER untersuchten 1941 in Fiitterungsexpe-
rimenten verschiedene Pflanzenteile des Buchweizens und stellten fest, daf die Bliiten
am stérksten photosensibilisierend wirken. Die von ihnen ermittelte Schwellendosis
lag im Rattenmodell bei 2,5-3 g Bliiten/kg Korpergewicht (entsprechend ca. 2,5-3 pg
Fagopyrin/kg)[29]. Heute weifs man, daf die phototoxische Reaktion durch Fagopy-
rin ausgelost wird, das wie Hypericin eine photodynamische Aktivitat hat [I51] [153].
Nach Untersuchungen von THOMAS et al. ist Hypericin in der Lage, in Mitochondrien
iiber eine Typ II-Photosensibilisierungsreaktion Singulett-Sauerstoff freizusetzen. Die
effektivste Wellenldnge dafiir lag bei 600 nm [163]. Die Anregungswellenlénge fiir die
Photoaktivierung von Fagopyrin liegt bei 540-610 nm [42].

Untersuchungen an einer Fibroblasten-Zellkultur zeigten, dafs wifrige Buchweizen-
extrakte auch in hoheren Dosierungen kaum phototoxisch wirkten, wahrend ethanoli-
sche Extrakte ein betrachtliches photoirritatives Potential aufwiesen. Zurtickzufiihren
ist dies auf den Gehalt an Fagopyrin, der in den wéfrigen Extrakten unterhalb der
Nachweisgrenze lag, bei den ethanolischen Extrakten jedoch bis zu 0,5 % betrug. Im
Vergleich zur Positivkontrolle Hypericin schien das Fagopyrin weniger phototoxisch zu
sein, allerdings konnte nicht zweifelsfrei entschieden werden, ob dieser Effekt auf die
biologische Matrix oder das hohere Molekulargewicht des Fagopyrins zuriickzufiihren
ist [162].

2.1.3 Maedizinische Verwendung von Buchweizen

In der Roten Liste finden sich nur wenige Fertigarzneimittel auf der Basis von Buch-
weizenkraut. Dazu gehoren Tabletten aus gepulvertem Buchweizenkraut (Fagorutin ®
Buchweizen-Tabletten), die fiir die Indikation Odemprotektion eingesetzt werden. In
mehreren Studien konnte die 6demprotektive und geféafabdichtende Wirkung von Her-
ba Fagopyri an Patienten mit chronischer Veneninsuffizienz gezeigt werden [78]. Auch
die Gefaffragilitdt bei Hypertonie sowie bei diabetischer Retinopathie konnte durch
die Gabe von Priparaten aus Buchweizenkraut signifikant gesenkt werden [115].

Bei Kaninchen, denen eine fettreiche Diét verabreicht wurde, konnte Buchweizen-
kraut die Bildung atherosklerotischer Plaques in der Aorta vermindern [I77]. Bei &hnli-
chen Untersuchungen konnte festgestellt werden, daft die mit Buchweizenkraut supple-
mentierten Versuchstiere eine niedrigere Konzentration an Malondialdehyd im Plasma
sowie einen erhdhten Gehalt an Ascorbatradikalen in der Leber aufwiesen . Gleichzeitig
waren die Blutspiegel von B-Lipoprotein sowie die Konzentration an Cholesterol und
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Triglyceriden in der Leber erniedrigt. Dies deutet darauf hin, daf der Buchweizenex-
trakt die Lipidperoxidation verringern kann und antioxidative Eigenschaften besitzt.
Es lieft sich auch nachweisen, daft der Buchweizenextrakt in diesem Modell bessere
antioxidative Eigenschaften zeigte als reines Rutin [178].

2.2 Interaktion von UV-Strahlung mit der Haut

2.2.1 EinfluB der Wellenlange

UVC-Strahlung (200-280 nm) erreicht aufgrund der Ozonschicht nicht die Erdoberflé-
che, allerdings kann aufgrund kiinstlicher UV-Quellen dennoch eine Exposition statt-
finden. Das hauptséchliche Spektrum der Sonnenstrahlung umfaftt UVB (290-320 nm),
UVA (320-400 nm), sichtbare Strahlung (400-800 nm) sowie Infrarot-Strahlung (Wel-
lenlédngen tiber 800 nm). Licht wird in der Haut sowohl absorbiert als auch gestreut.
Bei UV-Strahlung mit einer Wellenldnge < 300 nm erfolgt die Absorption in der Epi-
dermis durch Melanin, Urocansdure, DNA und Proteine. Fiir die Wellenldngen von
320-1200 nm dominiert die Absorption durch Melanin. In der Dermis erfolgt eine
stark wellenldngenabhéngige Streuung durch die Kollagenfasern [88].

Die verschiedenen Wellenlédngen der Sonnenstrahlung rufen unterschiedliche biolo-
gische Effekte hervor: So ist z. B. das Reaktionsmuster und der zeitliche Verlauf der
UV-vermittelten akuten Entziindungsreaktion (der sogenannte ,Sonnenbrand®) stark
wellenlangenabhéngig. Aufierdem zeigen auch die Effekte der Strahlung auf zellvermit-
telte Immunitét, das Ausmaft und den Schweregrad von Photoaging und Photocarci-
nogenese eine Abhéngigkeit von der Wellenldnge der beteiligten Strahlung. Dies 14t
sich einerseits auf die unterschiedliche Eindringtiefe in die verschiedenen Hautschichten
(IR > VIS > UVA > UVB > UVC) als auch auf spezifische Reaktionskaskaden zurtick-
flihren. UVC-Strahlung wird nahezu komplett durch das Stratum corneum absorbiert,
wahrend UVB hauptséchlich durch epidermale Strukturen wie Nukleinséduren, Prote-
ine und mehrfach ungeséttigte Fettsduren absorbiert wird und so zelluldre Schéden
verursacht.

UVA hat eine Eindringtiefe bis in die Dermis, wihrend sichtbares Licht und IR-
Strahlung durch die Dermis hindurch in die Subcutis eindringen. UVA ist sehr effi-
zient beziiglich der Induktion von oxidativem Stref. Die Effekte von UVA und sicht-
barer Strahlung scheint {iber endogene Photosensitizer vermittelt. Die Phototoxizitét
von UVA sowie die UVA-vermittelte entziindliche Antwort der Haut sind Sauerstoff-
vermittelt und zeigen eine Beteiligung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Dagegen
ist flir das UVB-induzierte Erythem sowie Pigmentierung keine Beteiligung von Sau-
erstoff nachweisbar [52].

2.2.2 Photooxidativer Strel

2.2.2.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Die wichtigsten ROS (reactive oxygen species) sind in Tab. aufgefiihrt. Sie zeichnen
sich dadurch aus, daf sie aufgrund ihrer strukturellen Besonderheiten (die meisten
ROS sind freie Radikale, d.h. Verbindungen mit einem oder mehreren ungepaarten
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Tabelle 2.1: Wichtige ROS, geordnet nach abnehmender Reaktivitdt (nach PODHAISKY et al.

[138])
Hydroxylradikal (‘OH)
Singulett-Sauerstoff ~ (105)
Hydroperoxylradikal (HOjg")
Superoxid-Anion (03)
Alkoxylradikal (RO")
Peroxylradikal (ROO)
Wasserstoffperoxid ~ (H202)

Elektronen) auferordentlich reaktionsfreudig sind und zu Kettenreaktionen neigen.
Sie reagieren mit nahezu allen Biomolekiilen und beeintrachtigen sie durch Oxidation
in ihrer Funktionalitat [45].

Das Superoxid-Anion reagiert, katalysiert durch die Superoxid-Dismutase (SOD),
zu H202:

2'02_+2H+—>H202+02

Aus HyO9 kann in Anwesenheit von Ubergangsmetallionen wie Fe?* und Cu?* das
Hydroxylradikal entstehen (sog. Fenton-Reaktion). Diese Reaktion wird durch das
Enzym Katalase katalysiert [52, [I81]:

Hy05 + Fe2t + HY — "OH + Fe3* + Hy0

Begiinstigt wird diese Reaktion durch die Freisetzung von Eisenionen aus der Transport-
form Ferritin, die durch Exposition mit UVA verstirkt wird [52]. ROS kénnen bei

UVC-Strahlung (200-290 nm) iiber Photolyse von Wasser, mittels UVB (290-320 nm)

und UVA (320400 nm) iiber eine photodynamische Reaktion und Photodissoziation

verschiedener Molekiile entstehen [53)].

Neben ROS spielen auch reaktive Stickstoffspezies eine Rolle bei UV-induziertem
oxidativem Stress. Kontrovers diskutiert wird die Frage, ob die UV-induzierte NO-
Freisetzung in der Haut ein Teil des strahlungsinduzierten oxidativen Stresses ist oder
ein Teil des endogenen antioxidativen Schutzsystems. Stickstoffmonoxid (NO) entsteht
durch die Spaltung der Aminoséure L-Arginin durch die NO-Synthase, die durch UV-
Strahlung induziert werden kann [138].

2.2.2.2 Schaden auf molekularer Ebene

Ein wichtiger Vorgang auf molekularer Ebene ist die Oxidation von Nukleinséduren.
Obwohl der grofite Teil der UVB-vermittelten DNA-Schéden durch direkte Anregung
ohne Einflufs von Sauerstoff verursacht wird, wie z. B. die Bildung von Pyrimidin-
Dimeren sowie Briiche des Doppelstrangs, gibt es auch Hinweise auf die Bildung von
oxidativen DNA-Photoprodukten. Dabei 16st UVB-Strahlung die Entstehung von 8-
Hydroxy-2-Deoxyguanosin aus [13§].

Eine weitere Zielstruktur fiir UV-Strahlen sind die Lipide des Stratum corneum. Da
ca. 25% der Hautlipide ungeséttigt sind, kommen Lipidperoxidationsprodukte auch
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physiologisch vor. Deren Konzentration wird allerdings durch Umweltfaktoren, wie be-
sonders auch UV-Strahlung, signifikant erhoht [52]. Dabei lifst sich besonders die Zu-
nahme an Lipidperoxiden, Malondialdehyd sowie 4-Hydroxynonenal beobachten [116].
Es konnte gezeigt werden, daft das Hydroxylradikal als reaktive Sauerstoffspezies direkt
an der Bildung von Lipidperoxiden beteiligt ist. Das Superoxid-Anion spielt dabei nur
eine untergeordnete Rolle, da es lediglich iiber die Haber-Weiss-Reaktion Hydroxyl-
Radikale liefert [45].

Neben den Schiden an Nukleinsduren und Lipiden spielt auch die Oxidation von
Proteinen eine Rolle. In vitro konnte gezeigt werden, dafs Keratin, das am haufigsten
vorkommende Protein in der Epidermis, durch UV-Strahlung schnell oxidiert wird.
Singulett-Sauerstoff ist vermutlich an der UVA-vermittelten Thioloxidation von Pro-
teinen beteiligt [52].

2.2.2.3 Photosensibilisierung

Nach dem klinischen Erscheinungsbild lassen sich Lichtdermatosen nach LiM et al. in
vier Gruppen klassifizieren [101]:

e Idiopathische Photodermatosen: dazu gehéren u. a. die polymorphe Licht-
dermatose (PLD)

e Sekundire Photodermatose aufgrund exogener Agentien: Phototoxizi-
tat und Photoallergie

e Sekundiare Photodermatose aufgrund endogener Agentien: Porphyrien

¢ Photoexazerbierte Dermatosen wie Herpes simplex labialis, d. h. Dermato-
sen, die durch Lichtexposition verschlimmert werden

Die polymorphe Lichtdermatose ist die verbreiteste idiopathische Photodermatose, von
der 10-20 % der Bevolkerung betroffen sind. Sie tritt bei Frauen haufiger auf als bei
Mannern und ist klinisch charakterisiert durch verschiedene Hautlasionen, zu denen
erythematose Papeln, Knotchen sowie verschiedenartige Erytheme gehoren [I0T]. Die
Lisionen erscheinen 1-24 h nach der Sonnenexpositon und halten mehrere Tage an. Die
polymorphe Lichtdermatose wird durch UVA-Licht im suberythemalen Dosisbereich
hervorgerufen [117].

Mit dem Begriff Photoallergie bezeichnet man eine verzogerte hypersensible Ant-
wort auf das Zusammentreffen eines Photoallergens und UV-Licht. Klinisch duflert
sie sich in einem Ekzem, histologisch in einer epidermalen Spongiose sowie einer der-
malen perivaskuldaren Infiltration von Lymphozyten und Histiozyten. Photoallergene
sind hdufig Lichtschutzsubstanzen und Duftstoffe, aber auch systemisch verabreichte
Arzneistoffe [101].

Bei der Phototoxizitdt handelt es sich dagegen um eine direkte Toxizitat, die in-
nerhalb von Minuten bis Stunden nach der Lichtexposition auftritt. Sie ist wesentlich
héufiger als photoallergische Reaktionen und zu ihrem Auftreten ist meist eine grofere
Menge sowohl des Photosensitizers als auch der Strahlung notwendig. Zu den haufig-
sten phototoxischen Agentien zdhlen Steinkohlenteer, Furocoumarine, Pflanzen sowie
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auch systemisch verabreichte Arzneistoffe (z. B. Doxycyclin, Amiodaron, nichtstero-
idale Antirheumatika und Phenothiazine). Topisch applizierte Photosensitizer 16sen
dabei einen hoheren Schweregrad aus als systemisch verabreichte [61]. Klinisch er-
scheint die Phototoxizitat wie ein verstérkt ausgepragter Sonnenbrand mit Erythem,
Odem sowie Blasenbildung. Sowohl an der Photoallergie als auch der Phototoxizitét
scheint hauptsichlich UVA-Strahlung beteiligt zu sein [101].

Der Mechanismus der Photosensibilisierung wird wie folgt beschrieben: Die Ener-
gie des Photons befordert den Photosensitizer in einen angeregten Zustand, d. h. ein
Elektron wird auf ein hoheres Energieniveau angehoben, und es bildet sich ein Singu-
lettzustand. Von diesem Zustand kann der Photosensitizer wieder in den Grundzustand
gelangen, indem die Energie in Form von Fluoreszenz oder Warme abgegeben wird.
Alternativ kann der Photosensitizer auch in einen Triplettzustand {ibergehen (s. Abb.
A). Der Triplettzustand ist charakterisiert durch zwei Elektronen mit parallelem
Spin und eine relative Stabilitdt. Dieser Zustand kann zu Sekundérreaktionen fiihren,
die zwei verschiedene Mechanismen umfassen (vgl. Abb. B) [138].

Abbildung 2.3: Bildung von ROS in der Haut (nach PopHAISKY [138])

A) OPhotosensitizer + h*v —!Photosensitizer — 3Photosensitizer (Triplett-
Zustand)

B) Typ I - Mechanismus
3Photosensitizer + Substrat — Substrat-Radikale (und Folgereaktionen)
Typ II - Mechanismus
3Photosensitizer + 305 (Triplett-Sauerstoff) — 'O (Singulett-
Sauerstoff) + "O5 (Superoxid-Anion)

e Typ I: Der aktivierte Photosensitizer reagiert direkt mit einem Target-Molekiil,
und es erfolgt iber den Transfer von Elektronen oder Wasserstoffatomen die
Bildung von Substratradikalen.

e Typ II (sog. photodynamische Reaktion): der aktivierte Photosensitizer reagiert
mit Sauerstoff, was zur Bildung von ROS fiihrt.

Endogene Photosensitizer sind z. B. Melanine (die im ldngerwelligen UV- und im
sichtbaren Bereich photoprotektiv, im kiirzerwelligen UV-Bereich dagegen photosen-
sibilisierend wirken), Porphyrine und Flavine. Zahlreiche exogene Photosensitizer sind
bekannt, darunter auch Arzneistoffe wie Tetracycline und Sulfonamide. Diese Ei-
genschaft wird allerdings auch bei der sogenannten PUVA-Therapie ausgenutzt, bei
der durch Einsatz von Photosensitizern wie 8-Methoxypsoralen und gezielter UVA-
Bestrahlung Dermatosen wie Psoriasis behandelt werden kénnen. Auch Substanzen
pflanzlichen Ursprungs, wie Hypericin (aus Hypericum perforatum), Fagopyrin (aus
Fagopyrum esculentum) und Chlorophyll kénnen photosensibilisierend wirken [42] [53].
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2.2.2.4 Photoaging

Photoaging oder extrinsische Hautalterung ist ein komplexer biologischer Prozef, bei
dem verschiedene Hautschichten betroffen sind, wobei die Hauptschéden in der Dermis
zu verzeichnen sind. Hauptséchliche Ursache ist UV-Strahlung, die zu einem vorzeitig
gealterten Aussehen auch bei jungen Menschen fiihrt [88].

Klinisch ist Photoaging charakterisiert durch Falten, lederiges Aussehen der Haut,
einer verminderten Hautelastizitdt sowie verschlechterte Wundheilung. Histologisch
ist ein Verlust an Hautkollagen zu verzeichnen. Singulett-Sauerstoff ist an der UVA-
vermittelten Stimulation der Matrixproteinasen beteiligt, denen eine Bedeutung bei
der vorzeitigen Hautalterung zugeschrieben wird. Uber den Mechanismus der Ma-
trixproteinasen-Aktivierung kénnte auch UVB-Strahlung am Phénomen Photoaging
beteiligt sein [52] 152} [165], [I75]. Die UV-induzierte Bildung von Singulett-Sauerstoff
und des Superoxid-Anions fiihrt zu strukturellen und damit auch funktionellen Ver-
dnderungen von Proteinen der Haut (z. B. Kollagen und Elastin) [3I]. Nach Untersu-
chungen von RHIE et al. finden sich in vorzeitig gealteter Haut im epidermalen Bereich
eine hohere Aktivitat von Katalase, wiahrend in der Dermis die Aktivitat niedriger ist
als in junger Haut. Die Konzentration an a-Tocopherol und Ascorbinséure waren bei
vorzeitig gealteter Haut in der Epidermis hoéher als bei junger Haut, in der Dermis
trifft das nur auf Ascorbinséure zu [143].

2.2.2.5 Photocarcinogenese

Die wichtigsten Unterarten von Hautkrebs sind das Basalzellkarzinom (BCC), das
Plattenepithelkarzinom (SCC) sowie das maligne Melanom. Im Tiermodell kann UV-
Strahlung sowohl SCC als auch Melanome verursachen. Solche Befunde gibt es nur
indirekt fiir das BCC, allerdings legen Schliissel-Mutationen im TP53-Gen sowie epi-
demiologische Befunde einen kausalen Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines
Basalzellkarzinoms und vermehrter UV-Exposition nah. Das SCC scheint hauptséch-
lich durch UVB verursacht zu sein. Anhand epidemiologischer Daten gibt es Anzeichen
fiir eine hohere Beteiligung von UVA an malignen Melanomen, was allerdings noch
nicht experimentell belegt werden konnte. Fiir das Basalzellkarzinom liegen keine sol-
chen Daten vor [6].

Die effektivsten Wellenlédngen fiir UV-induzierte Carcinogenese findet sich im UVB-
Bereich [52]. Die Carcinogenese wird als Prozefs direkten photochemischen Schadens
an der DNA verstanden, von dem Mutationen ausgehen. Allerdings kann auch die Ex-
position von grofsen Dosen UVA-Strahlung das Risiko fiir Hautkrebs deutlich erh6hen
[53]. Dies ist zum einen darauf zuriickzufiihren, daff UVA einen 20fach héheren An-
teil an der Strahlungsenergie hat als UVB und damit deutlich zur Carcinogenitét des
Sonnenlichtes beitragt. Im Gegensatz zu UVB wird UVA kaum von der DNA absor-
biert. So wird die Absorption durch andere Molekiile, wie endogene Photosensitizer,
wichtig, wodurch reaktive Sauerstoff-Spezies entstehen konnen, die wiederum DNA,
Biomembranen und andere Zellbestandteile schiadigen [35].
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2.2.2.6 Das antioxidative System der Haut

Das antioxidative System der Haut laft sich unterteilen in enzymatische und nicht-
enzymatische Systeme. Es sind sieben enzymatische Systeme bekannt, zu denen ne-
ben der Superoxid-Dismutase und der Katalase das Thioredoxin-Reduktase-System,
das Lipoamid-System, das NADPH-Ubichinon-Reduktase-System, diverse Peroxida-
sen und das Glutathion-System gehoren. Letzteres besteht aus drei Enzymen, der
Glutathion-Peroxidase, der Glutathion-Reduktase und der Glutathion-Transferase. Die
anderen essentiellen Komponenten sind das Tripeptid Glutathion (GSH), Selen und
der Co-Faktor NADPH. Lipidperoxide (ROOH) z. B. werden reduziert, wobei die oxi-
dierte Form des Glutathions (GSSH) entsteht:

ROOH + Glutathion-Peroxidase + GSH — GSSH + Hs0 bzw. ROH

GSSH kann wiederum zu GSH mittels der Glutathion-Reduktase und NADPH redu-
ziert werden:

GSSH -+ Glutathion-Reduktase + NADPH — 2 GSH + NADP

Die nicht-enzymatischen Systeme lassen sich unterteilen in wasserldsliche Substanzen,
wie Ascorbinsdure, Glutathion, Urate und Harnsdure, und lipophile Substanzen, wie
Tocopherole, Vitamin A, Carotine und Ubichinone [52 140} 171]. Durch UV-Strahlung
koénnen in Abhéngigkeit von der Dosis und der Expositionshéufigkeit verschiedene Ef-
fekte ausgelost werden. Durch akut hohe Dosen kénnen antioxidativ wirkende Enzyme
inhibiert sowie nicht-enzymatische Antioxidantien verbraucht werden. Dagegen fiihrt
eine chronische UV-Exposition mit niedrigen Dosen zu einer Enzyminduktion [52].

2.3 Antioxidantien als topische Photoprotektiva

Um Schéden an der Haut durch UV-Strahlung vorzubeugen, werden in den letzten
Jahren vermehrt Photoprotektiva pflanzlichen Ursprungs eingesetzt [2, 48]. Sowohl
in der Keratinozyten-Zellkultur als auch im Tiermodell zeigte sich, daf die topische
Applikation von Ascorbinsdure, Vitamin E und B-Carotin UV-induzierte Schiden ver-
ringern kann. Davon waren sowohl Schéden an der DNA und Lipiden sowie Phénomene
wie Erythembildung, Photoimmunosuppression, Photoaging sowie Photocarcinogenese
betroffen [52].

Tocopherol ist ein effizienter Inhibitor der Lipidperoxidation. Topisch appliziertes
Vitamin E wird iiber die Haarfollikel und die Lipidschicht des Stratum corneum bis
in die Dermis resorbiert. Auch bei Langzeitanwendung in hohen Dosierungen sind
weder Hautirritationen noch allergische Reaktionen bekannt. Vitamin E wird in der
Dermis angereichert, so daft diese Hautschicht als Reservoir fungiert [89]. B-Carotin,
das ein potenter Quencher von Singulett-Sauerstoff ist, ist bei systemischer Verab-
reichung nicht so gut photoprotektiv wirksam wie bei topischer Applikation. Es zeigt
eine gute Wirksamkeit gegen UV B-induzierte Erythembildung [48|. Topisch applizierte
Ascorbinsédure ist ebenfalls in der Lage, UVB-induzierte Entziindungsreaktionen zur
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Abbildung 2.4: Struktureller Aufbau von Flavonolen am Beispiel Quercetin

verringern [52]. Bei Kombination mit Tocopherol wird die Wirksamkeit noch gestei-
gert, so dafs die Bildung von Thymin-Dimeren in der DNA verhindert werden kann
[102]. Aus Stabilitdtsgriinden werden héufig Ascorbinséureester eingesetzt [135].

Eine weitere Substanzklasse, die in den Mittelpunkt der Aufmerksamkeit geriickt
ist, ist die der Flavonoide. Flavonoide zeigten in verschiedenen Untersuchungen neben
der Absorption von ultravioletter Strahlung sowohl antioxidative als auch prooxidative
Eigenschaften. Die antioxidativen Eigenschaften werden zum einen der Enzyminhibi-
tion zugeschrieben, zu der Flavonoide fahig sind (z. B. Xanthinoxidase, Proteinkina-
se C, Cyclooxygenase, Lipoxygenase und einige andere, die in vivo an der Entste-
hung von freien Sauerstoffradikalen beteiligt sind [134]), vor allem aber der Féahigkeit,
freie Radikale fangen zu konnen als auch der Moglichkeit, mit Eisen- und anderen
Ubergangsmetallionen Chelatkomplexe zu bilden [98]. Flavonoide sind in der Lage,
UVB-induzierte Schiaden an der DNA zu verhindern [93] sowie der Lipidperoxidation
vorzubeugen [145]. Einen weiteren Wirkungsmechanismus postulieren ARORA et al.:
Flavonoide verteilen sich in die hydrophoben Bereiche von Biomembranen und sorgen
fiir einen dramatischen Abfall der Lipidfluiditdt in diesem Bereich der Membran. Die
Diffusion von freien Radikalen wird dadurch sterisch gehindert und so die Geschwin-
digkeit von Radikalreaktionen verringert [§]. Eine Kombination aus a-Glykosylrutin,
Ferulasaure und Tocopherolacetat in einer kosmetischen Formulierung konnte in einer
klinischen Studie die Ausbildung und den Schweregrad einer UVA-induzierten poly-
morphen Lichtdermatose beeinflussen [63].

Drei strukturelle Eigenschaften der Flavonoide zeigten sich in mehreren experimen-
tellen Untersuchungen als wichtig beziiglich der antioxidativen Eigenschaften (vgl.

Abb. 2.4):
1. eine Catechol (o-Dihydroxy)-Funktion im B-Ring

2. eine 2,3-Doppelbindung in Konjugation mit einer 4-oxo-Funktion, die fiir die
Elektronendelokalisation des B-Rings verantwortlich sind
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3. das zusatzliche Vorhandensein sowohl einer 3-OH als auch einer 5-OH-Funktion
[20, 69]

In dem Flavonol Quercetin sind alle drei Anforderungen erfiillt [I145]. Die Glykosy-
lierung an Position 3 (z. B. bei Rutin) fiihrt zu einer etwas niedrigeren Radikalfinger-
aktivitéat, ist aber immer noch héher als bei Verbindungen, die keine 3-OH-Funktion
besitzen [9.

Ubergangsmetallionen, besonders Eisenionen, sind als Katalysatoren vieler Prozesse
(z. B. der Fentonreaktion) bekannt, die zur Entstehung von ROS fiithren. Flavonole
konnen aufgrund ihrer o-Dihydroxy-Funktion Eisenionen komplexieren und damit die
Lipidperoxidation verhindern [Il 114]. Nach Untersuchungen von VAN ACKER et al.
sind Rutin und Quercetin nur moderate Eisenchelatoren, die nicht in der Lage sind,
Eisenionen aus einem entsprechenden Komplex mit EDTA herauszulosen. Fiir die Che-
latisierung von Eisenionen spielen die 3-OH-Gruppe sowie die Catecholfunktion (im
B-Ring) eine wichtigere Rolle als die 5-OH-Gruppe [169]. Fiir die meisten antioxida-
tiv potenten Flavonoide spielen die Chelatbildungseigenschaften fiir die antioxidative
Wirkung bei der Lipidperoxidation nur eine untergeordnete Rolle, wihrend das Halb-
stufenpotential sich gut mit der antioxidativen Wirkung korrelieren laft [168]. Die
Chelatkomplexe von Flavonoiden mit Ubergangsmetallionen sind nach Untersuchun-
gen von KOSTJUK et al. sogar potentere Antioxidantien als die nativen Flavonoide
[94]. ITm Gegensatz zu Rutin ist die Chelatbindung von Quercetin an Cu?* auch mit
einer Oxidation des Flavonoids verbunden. BROWN et al. schlagen fiir die oxidierte
Form des Quercetins eine chinoide Struktur vor [24].

Aufgrund ihrer niedrigen Redoxpotentiale sind Flavonoide thermodynamisch in der
Lage, oxidierende freie Radikale wie Peroxyl-, Alkoxyl- und Hydroxylradikale sowie
das Superoxidanion durch Abgabe eines Wasserstoffatoms zu reduzieren. TOURNAIRE
et al. konnten zeigen, daft Flavonoide ebenfalls als Quencher von Singulett-Sauerstoff
reagieren konnen [I164]. Das aus dem Flavonoid entstehende Aroxylradikal kann mit
einem zweiten Aroxylradikal unter Ausbildung chinoider Strukturen reagieren. Aller-
dings kann das Aroxylradikal auch mit Sauerstoff reagieren, wobei das Superoxidanion
entsteht (und daraus weitere reaktive Sauerstoffspezies) [134]. Diese Reaktion lduft be-
sonders hiufig in Gegenwart hoher Konzentrationen an Ubergangsmetallionen ab [27].

Je niedriger das Halbstufenpotential E 5 ist, desto besser reagieren die Flavonoide
mit freien Radikalen. PIETTA gibt einen Wert von < 200 mV an, ab dem die Fla-
vonoide zu dieser Reaktion befahigt sind [134]. Gleichzeitig kénnen sie damit aber
auch als Prooxidantien wirken [37]. Nach VAN ACKER et al. liegt das kritische E,
fiir physiologische Bedingungen bei < 60 mV. Dieser Wert ist abhéangig vom pH-Wert
[169]. Fiir die E,/o-Werte fiir Quercetin und Rutin finden sich in der Literatur nahezu
ibereinstimmende Werte (jeweils gemessen gegen eine gesittigte Kalomelelektrode):
fiir Quercetin 30 bzw. 60 mV, fiir Rutin 180 mV [I34] [169]. In Untersuchungen von
DICKANCAITE et al. zeigte Quercetin in einer humanen Leukémie-Zellinie zytotoxische
Eigenschaften, die durch den Zusatz anderer Flavonoide teilweise unterdriickt werden
konnten [37]. BORS et al. konnten fiir Quercetin und Rutin nachweisen, daf Ascorbin-
sdure das jeweilige Flavonoid aus dem mittels Pulselektrolyse erzeugten Aroxylradikal
recyceln kann. Man kann also davon ausgehen, daft zwischen den entsprechenden Fla-
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vonoiden und Ascorbinséure ein synergistischer Effekt besteht [21].

Das niedrige Halbstufenpotential ist vermutlich auch dafiir verantwortlich, dafs Fla-
vonoide in wifriger Losung unter Sauerstoffeinfluft der Autoxidation unterliegen. NGUY-
EN stellte dazu fest, daf im alkalischen Milieu Quercetin leichter oxidierbar ist als Rutin
und daf mit zunehmendem pH-Wert die Oxidationsgeschwindigkeit steigt. Mit zuneh-
mender Autoxidation steigt auch die Braunfarbung der Losung, die auf die Bildung
von Polymeren zuriickzufithren ist [123]. Die geringere Anfélligkeit des Rutins be-
griinden KESSLER et al. mit der Blockierung der 3-OH-Funktion durch den Rutinose-
Rest [85]. Wihrend der Autoxidation entstehen durch 1-Elektronen-Ubergang reaktive
Aroxyl-Radikale sowie durch 2-Elektronen-Ubergang Chinone [32]. Nach Untersuchun-
gen von HODNICK et al. autoxidiert Quercetin schon bei pH 7,5 und erzeugt dabei
das Superoxid-Anion, das durch Dismutation zu HyOg umgesetzt wird [75]. Die Au-
toxidation wird durch Ubergangsmetallionen katalysiert [28, [56]. Untersuchungen von
MIURA et al. ergaben, dafs besonders Flavonoide mit einer o-Dihydroxyfunktion im
B-Ring, wie z. B. Quercetin, prooxidativ wirken kénnen [IT12]. Diese Befunde wurden
von CANADA et al. fiir Quercetin bestétigt, allerdings liefs sich dieses Prinzip nicht
auf Rutin {ibertragen. Dies lafst die Schluffolgerung zu, dafs auch die 3-OH-Funktion
eine wichtige Rolle bei Autoxidationsprozessen spielt. Fiir Quercetin zeigte sich in die-
sen Experimenten in Abwesenheit von Eisenionen keine Anfélligkeit zu Autoxidation
bei physiologischem pH-Wert. Unter Einfluf von Eisenionen und Superoxiddismutase
entstand allerdings bei der Autoxidation von Quercetin Wasserstoffperoxid und das
Hydroxylradikal [26].

Bei den meisten polyphenolhaltigen Extrakten iiberwiegt jedoch der antioxidative
Effekt. Extrakte werden isolierten Substanzen vorgezogen, da so ein breiteres Spek-
trum an Inhaltsstoffen eingesetzt werden kann, das bereits in der produzierenden
Pflanze effektiv vor UV-Strahlung schiitzt [34]. Ein Uberblick iiber verwendete Ex-
trakte findet sich in [48]. Als besonders wirksam hat sich ein catechinhaltiger Extrakt
aus griinem Tee herausgestellt. In Untersuchungen von KATIYAR et al. liefs sich eine
protektive Wirkung gegeniiber molekularen Schéden an der Haut sowie Photocarcino-
genese nachweisen [81, 82]. Mit einem Extrakt aus griinem Tee, der in einer kosme-
tischen Formulierung eingearbeitet wurde, liefs sich in einer Humanstudie die Menge
an Lipidperoxiden in der Haut signifikant verringern [131]. Am M&usemodell zeigte
auch Silymarin eine protektive Wirkung gegen UV-induzierten Hautkrebs [83]. Eine
signifikante Reduktion der strahlungsbedingten Lipidperoxidation konnte mit einem
Extrakt aus Ginkgo biloba erreicht werden. Auch die Bildung von Sonnenbrand-Zellen
in Humanhaut liefs sich damit verhindern [129]. Weitere Pflanzen, deren Extrakte
antioxidativ und photoprotektiv wirksam sind, sind z. B. Cichorium endivia [46], Po-
lypodium leucotomos [4], Sedium telephium [19] sowie Panaz ginseng [160)].



3 Material und Methoden

3.1 HPLC- und CE-Methoden

HPLC-Methode 1
Zweck

Gerét

Stationare Phase
Temperatur
Detektion

Flow
Injektionsvolumen
Mobile Phase
Gradient

Validierungsparameter
Rutin

Quercitrin

Chlorogenséure

Hyperosid

Trennung und Quantifizierung von Flavonoiden und Chloro-

gensaure

HPLC-Anlage Merck-Hitachi mit Autosampler AS 4000, Inter-
face D-6000A, Pumpe L6200A, UV-VIS Detektor 14250 und
Sédulenthermostat Jetstream 2 plus

Eurospher-100 RP8, 250x4 mm, 5 pm mit Eurospher-100 Vor-

séule 5x4 mm (Knauer, Berlin)

25 °C

UV bei 324 nm und 350 nm

1,1 ml/min

20 pl

A: H,O/MeOH (90 + 10, V/V) + 0,5% Essigséure

B: MeOH + 0,5% Essigsaure

linear (angegeben ist jeweils % A):
0 min 90 %, 6 min 60 %, 9 min 60 %, 10 min 65 %, 18 min
65 %, 19 min 0 %, 32 min 0 %, 33 min 90 %, 40 min 90 %

Nachweisgrenze (in pg/ml)
Prézision (in %)
Linearitat

Nachweisgrenze (in pg/ml)
Prézision (in %)
Linearitat

Nachweisgrenze (in pg/ml)
Prizision (in %)
Linearitat

Nachweisgrenze (in pg/ml)
Priizision (in %)
Linearitat

0,5

2,59

0,5-600 pg/ml, 12 = 0,999
1,2

4,16

1-50 pg/ml, 12 = 0,999
14

1,32

1-100 pg/ml, r? = 0,998
1,6

5,96

1-40 pg/ml, 12 = 0,999

In der beschriebenen HPLC-Methode eluieren Quercetin und Quercitrin gemeinsam.
Der entsprechende Peak im Chromatogramm wurde als Quercitrin bestimmt. Alle
Proben wurden jeweils dreifach injiziert.

15



16

HPLC-Methode 2

Zweck
Gerat

Stationare Phase
Mobile Phase

Detektion

Temperatur

Flow

Injektionsvolumen
Validierungsparameter
Linearitat

Préizision (in %)
Nachweisgrenze (in pg/ml)

Material und Methoden

schnelle Quantifizierung von Rutin
HPLC-Anlage Waters (Eschborn) mit Pum-
pe Delta 600, Autosampler 717plus und
Photodiode Array Detector 2996
Eurospher-100, 250x4mm, 5 pm, RP 18
(Knauer, Berlin)

isokratisch ~ Acetonitril/Essigsdure 2 %
(80420, V/V)

UV 355 nm

30 °C

1,0 ml/min

20 pl

0,5-50 pg/ml, r2 = 0,997
4,77
1,5

Alle Proben wurden jeweils doppelt injiziert.

HPLC-MS-Methode 1

Zweck

Geriat

Autosampler

Detektor

Saule

Kapillartemperatur
Injektionsvolumen
Elutionsmittel

Flufirate
Elektronenspray-Ionisierung
Scan-Mode

Collision induced dissociation
Validierungsparameter
Linearitat

Prizision (in %)
Nachweisgrenze (in pg/ml)

Quantifizierung von Rutin in geringen Konzentrationen
Waters 600 E HPLC

Waters Wisp 712

SSQ 710 Massenspektrometer (Thermo Finnigan, San José, USA)
Nucleosil 120-3 C8, 125x2 mm (Macherey & Nagel, Diiren)
250 °C

10 pl

70 ml Methanol + 30 ml Aqua bidest. + 0,04% Eisessig
0,2 ml/min

4,5 kV

SIM negativ, m/z 609,2

10V

0,02-2 pg/ml, 12 = 0,999
9,42
0,02

Alle Proben wurden jeweils doppelt injiziert.
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CE-Methode 1

Zweck Trennung und Quantifizierung von Flavonoiden und Chloro-
gensaure

Geriit HP G1600 A 3PCE (Agilent Technologies, Waldbronn)

Kapillare unbeschichtete Quarzglaskapillare

Lénge insgesamt 64,5 cm, Lange zum Detektor 56 cm
Innendurchmesser 50 pm, erweiterter optischer Weg (150 pm)

Puffer 60 mM Boratpuffer nach SORENSEN, pH 10,0
Injektion hydrodynamisch: 500 mbar - s
Temperatur 25 °C
Spannung 30 kV
Detektion auf der Kathodenseite: UV, 206 nm
Validierungsparameter
Rutin Nachweisgrenze (in pg/ml) 0,5

Prézision (in %) 2,71

Linearitat 0,5-500 pg/ml, r? = 0,999
Chlorogenséure Nachweisgrenze (in pg/ml) 2,5

Prézision (in %) 5,38

Linearitat 2-100 pg/ml, 12 = 0,999
Hyperosid Nachweisgrenze (in pg/ml) 1,9

Prézision (in %) 5,75

Linearitat 1-100 pg/ml, r2 = 0,999

In der beschriebenen CE-Methode migrieren Hyperosid und Quercitrin gemeinsam.
Der entsprechende Peak im Elektropherogramm wurde als Hyperosid bestimmt. Alle
Proben wurden jeweils dreifach injiziert.

CE-Methode 2
Zweck: Trennung und Quantifizierung von Ketoprofen, Ketoprofen-Photoprodukten
und Linolsédureperoxiden

Die simultane Bestimmung des Ketoprofen-Gehaltes und der photochemisch gebil-
deten Linolsdureperoxide (bestimmt als 13-HPODE) wurde mit Hilfe eines ,Capillary
Electrophoresis Systems“ der Firma Dionex (Sunnyvale, CA, USA) bei einer Wel-
lenldnge von 234 nm durchgefiithrt. Als Trennkapillare diente eine 50/45 cm lange
Fused-silica-Kapillare (I.D. 75 pm) von Supelco (Deisenhofen, Deutschland). Fiir alle
kapillarelektrophoretischen Untersuchungen wurde als Grundelektrolyt eine wéfrige 10
mM Boraxlosung eingesetzt. Die Signalaufzeichnung und Integration der Peakflachen
erfolgte mit der Gerétesoftware BORWIN 2.1. (Jasco, Grok-Umstadt). Die Methode
wurde von RADSCHUWEIT entwickelt und ist ausfiihrlich in [142] beschrieben. Alle
Proben wurden jeweils doppelt injiziert.

CE-Methode 3
Zweck: Quantifizierung des Sauerstoffverbrauchs und der Entstehung von HoOo

Der Sauerstoffverbrauch und die Entstehung von HyOo wurde mit Hilfe einer CE-
Methode mit elektrochemischer Detektion bei einer Kathodenspannung von -600 mV
quantifiziert. Die Injektion erfolgte elektrokinetisch (17,5 kV fiir 1 s), die Trennung
mit einer Spannung von 17,5 kV in einer unbeschichteten Quarzglaskapillare (Supelco,
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Deisenhofen) mit einer Lange von 50 cm und einem Innendurchmesser von 25 um. Der
verwendete Puffer war 10 mM Natriumtetraborat. Die Methode wurde von RADSCHU-
WEIT entwickelt und ist ausfiihrlich in [I4I] beschrieben. Alle Proben wurden jeweils
doppelt injiziert.

Validierung der Methoden
Die Validierung der Methoden erfolgte anhand der ICH-Guideline ,Note for Guidance
on Validation of analytical procedures: Methodology* [76].

Linearitat: Regressionsanalyse der Werte aus Dreifach-Injektionen mit mindestens
finf Konzentrationen im erwarteten Konzentrationsbereich der Proben

Prazision: Die Wiederholprézision wurde als Mittelwert der relativen Standardabwei-
chung von Dreifachinjektionen von drei Konzentrationen bestimmt.

Nachweisgrenze: Die Nachweisgrenze wurde auf der Basis der Standardabweichung
von Achsenabschnitt und Steigung der Regressionsgeraden berechnet (Nachweis-
grenze = 3,3 - 0/S, wobei 0 = Standardabweichung des Achsenabschnittes und
S = Geradensteigung) und durch Injektion einer entsprechenden Konzentration
des Analyten verifiziert.

3.2 Herstellung und Charakterisierung der Extrakte

Herstellung der Fliissigextrakte

5 g Buchweizenkraut wurden mit 100 ml des jeweiligen Losungsmittels versetzt und
iiber den angegebenen Zeitraum von 24 Stunden bzw. 2 Stunden bei 25 °C bzw. 60 °C
in einem Wasserbad bewegt. Nach Beendigung der Extraktion wurde das Menstruum
durch Filtration von der Droge getrennt.

Gefriertrocknung

Von einer genau gewogenen Menge Fliissigextrakt wurde unter Vakuum der Ethanol-
Anteil entfernt und der verbliebene wéfrige Anteil mit Hilfe von Trockeneis im Shell-
Freeze-Verfahren in einem Rundkolben eingefroren. Darauf schloft sich die Gefrier-
trocknung (Anlage Alpha 2-4 mit Anlagensteuerung LDC-1M, Fa. Christ, Osterode,
Deutschland) an. Dazu wurde vorher der Eiskondensator auf -85 °C gekiihlt und ein
Vakuum von < 1 mbar angelegt. Die Trocknung wurde als abgeschlossen angesehen,
sobald der Rundkolben wieder Raumtemperatur angenommen hatte. Der Trockenex-
trakt wurde ausgewogen und in einem Braunglasgefaft bei 2-8 °C aufbewahrt.

Bestimmung Trockenriickstand

In Anlehnung an die Monographie Extrakte der Ph. Eur. 1997 wurden in einem W&-
geglaschen mit flachem Boden ca. 2 g Fliissigextrakt, genau gewogen, eingefiillt und
3 Stunden im Trockenschrank bei 100-105 °C belassen. Bis zum Abkiihlen der Wége-
glaschen auf Raumtemperatur verblieben diese im Exsikkator iber Calciumchlorid. Im
Anschluf daran wurde wiederum gewogen. Das Ergebnis wird in % (m/m) angegeben.



Herstellung und Charakterisierung der Extrakte 19

Quantifizierung von Fagopyrin

Die Quantifizierung von Fagopyrin erfolgte UV-photometrisch in Anlehnung an die
Hypericin-Bestimmung in Johanniskraut nach dem Européischen Arzneibuch, 4. Aus-
gabe. 20 mg des gefriergetrockneten Extraktes wurden in 10 ml Methanol gelést und
nach Filtration bei 590 nm am UV /VIS-Photometer Shimadzu 1202 (Shimadzu Eu-
ropa GmbH, Duisburg, Deutschland) vermessen. Als Referenz diente Hypericin.

Gehalt phenolische Substanzen

Der Gesamtgehalt an phenolischen Substanzen wurde mittels der Preufisch-Blau-
Methode bestimmt (nach PRICE et al. [139]). Dazu wurden 2 ml eines entsprechend
verdiinnten Fliissigextraktes mit 2 ml einer 0,008 M KgFe(III)(CN)g-Losung und 2 ml
einer 0,1 M FeClz-Losung in 0,1 M HCI versetzt. Nach 10 Minuten wurde die Absorp-
tion bei 720 nm gegen einen entsprechenden Blindwert am UV /VIS-Photometer Shi-
madzu 1202 (Shimadzu Europa GmbH, Duisburg, Deutschland) gemessen. Als Stan-
dard diente Rutin. Der Gehalt an phenolischen Substanzen wird in pg/ml phenolische
Substanzen, berechnet als Rutin, angegeben.

Antioxidative Eigenschaften DPPH

Fiir die Messung wurden die gefriergetrockneten Extrakte in Methanol 100 % zu einer
Konzentration von 1 mg/ml gelést. DPPH lag in einer Konzentration von 100 pg/ml
vor. In Anlehnung an FUKUMOTO et al. wurden die Messungen in Mikrotiterplatten
(96 Wells, BMG Labtechnologies, Offenburg, Deutschland) vorgenommen [54]. Dazu
wurden 100 pl geloster Extrakt mit 100 pl DPPH versetzt, und nach 2, 5 und 10
Minuten wurde die Absorption bei 540 nm gemessen (Mikrotiterplatten-Reader Polar
Star Galaxy, BMG Labtechnologies, Offenburg, Deutschland). Zwischen den einzelnen
Messungen wurde die Mikrotiterplatte zur Vermeidung von Verdunstungsverlusten
abgedeckt. Jede Messung wurde dreimal durchgefiihrt. Als Blindwert diente eine Mi-
schung aus 100 pl Extrakt und 100 ul Methanol, als 100 %-Kontrolle eine Mischung
aus 100 pl DPPH und 100 pl Methanol. Die Berechnung der antioxidativen Aktivitat
wurde wie folgt durchgefiihrt:

AA(%) =100 — (100 - (Ae — Ap)/A.)

wobei Ag; = Absorption der Probe, Ay = Absorption des Blindwertes und A. die
Absorption der 100 %-Kontrolle.

Bestimmung der Griinfarbung

An den nativen Fliissigextrakten, ggf. nach entsprechender Verdiinnung, wurde am
UV/VIS-Photometer Shimadzu 1202 (Shimadzu Europa GmbH, Duisburg) die Ab-
sorption bei 650 nm bestimmt.

Gehaltsbestimmung der Drogen

50 mg der pulverisierten Droge wurden mit 10 ml Methanol 80% 30 Minuten im
Ultraschallbad extrahiert. Nach der Filtrierung erfolgte die Quantifizierung des Rutins
mit Hilfe der CE-Methode 1.
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3.3 Charakterisierung der UV-Absorptionsfahigkeit

Alle Parameter wurden, soweit nicht anders angegeben, aus Spektren berechnet, die
von Losungen der betreffenden Substanzen in Methanol 80 % aufgenommen wurden
(HP 8452A Spektrophotometer, Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland). Die ein-
gesetzten Konzentrationen waren: Rutin und Uvinul MS 40 0,02 g/1, Extrakt 0,1 g/1.
Die Berechnung der Parameter erfolgte nach den folgenden Formeln:

e kritische Wellenlénge A. [57]

Ac 400 nm
/ A(N)-6A=0,9- A(N) - 6 (3.1)
290 nm 290 nm

e UVA/UVB-Quotient R [57]

L AN SN/ Sy

= 3.2
Tyt AO) -0 .
e Einsatzkonzentration cmin (%) [73]
~ —1g(0,02) - 1000

Cmin [%] - SpAmaX . d <33)

e Einsatzkonzentration nach Australischem Standard cpmin AS (%) [71]

—lg0,1

Cmin AS[%] = ki (3.4)

SPAmin (320—360nm) * 0, 0008 cm

Die spezifische Absorption spA wurde jeweils aus den Spektren nach dem Lambert-
Beerschen-Gesetz fiir eine Schichtdicke von 1 ¢m und eine Konzentration von 1%
berechnet. spA, ., wurde jeweils am Absorptionsmaximum des entsprechenden Wel-
lenldngenbereiches berechnet, spA, i, (320—-360nm) am Absorptionsminimum im Wellen-
langenbereich 320-360 nm.

3.4 Untersuchungen zur Wirksamkeit

Verhinderung der Ketoprofen-induzierten Linolsdure-Peroxidation

Zu 5 ml einer 2 mM Linolsaure-Losung in 0,01 M Natriumtetraborat-Losung wurden
2,5 ml einer 1 mM Ketoprofen-Losung in Phosphatpuffer pH 7 (10 mM) sowie je nach
Versuchsanordnung 0,6 ml, 1,2 ml bzw. 2,5 ml einer 5 mg/ml Buchweizenextrakt-
Losung in 0,01 M Natriumtetraborat-Losung gegeben und mit Phosphatpuffer pH 7
auf 10 ml ergénzt, so daf sich die folgenden Konzentrationen ergaben: 1 mM Linolséu-
re, 0,25 mM Ketoprofen sowie 0,3 mg/ml, 0,6 mg/ml bzw. 1,25 mg/ml Buchweizenex-
trakt. Zur Berechnung der dquivalenten Mengen an Uvinul MS 40 wurden UV-Spektren
von Extrakt und Uvinul MS 40 in den entsprechenden Losungsmitteln aufgenommen.
Durch Integration der Absorptionsflachen im UVA-Bereich wurden die Konzentratio-
nen an Uvinul MS 40 berechnet zu 0,21 mg/ml, 0,42 mg/ml und 0,89 mg/ml.
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Alle Proben wurden fiir die Bestrahlung in Planschliffglaser mit einem Innendurch-
messer von 5,1 cm iiberfiihrt und unter stdndigem Rithren (Variomag Electronicriih-
rer Poly 15) verschiedenen UVA-Dosen (1-5 J/cm?) ausgesetzt. Die Bestrahlung er-
folgte mit CLEO Performance R UVA-Leuchtstoffréhren mit einem Emissionsspek-
trum von 305 nm bis 420 nm (Veith Import-Export, Westerau). Fiir die Bestim-
mung der UV-Dosen wurde ein UVA-Sensor (Kiihnast Strahlungstechnik, Wachters-
bach) eingesetzt. Um eine Verdunstung des Losungsmittels wahrend der Bestrahlung
zu vermeiden, wurden alle Probengefifie wihrend der Bestrahlung mit Quarzplatten
abgedeckt. Der Abstand zwischen den UV-Lampen und der bestrahlten Probenlo-
sung betrug bei allen Untersuchungen 18 cm. Die Quantifizierung von Ketoprofen,
Ketoprofen-Photoprodukten sowie Linolsdaure-Peroxidationsprodukten erfolgte mittels
CE-Methode 2.

3.5 Zellkultur

Kultivierung und Versuchsdurchfiihrung

Die Zellkulturuntersuchungen erfolgten unter Verwendung von HaCaT-Keratinocyten
(Prof. Fusenig, DKFZ Heidelberg). Die Kultivierung der Zellinie erfolgte als Monolayer
mit einer Aussaatdichte von ca. 10° Zellen/ml. Als Kulturmedium diente DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagle’s Medium) mit 10 % fotalem Kélberserum, 2 mM L-Glutamin
und 0,05 mg/ml Gentamycin. Mit Erreichen der Konfluenz wurden diese passagiert
und in 96-well-Platten ausgesédt. Bis zum Versuchsbeginn wurden die Zellen bei 37 °C
und 5% COs fiir 24 Stunden inkubiert.

Nach Entfernen des bisherigen Mediums wurden die Keratinozyten 24 Stunden mit
einer Losung des Extraktes im Medium (1 mg/ml) inkubiert. Danach wurde das Medi-
um entfernt und durch Extrakt-haltiges PBS (ebenfalls 1 mg/ml) ersetzt. Jeweils eine
Mikrotiterplatte wurde mit 8 J/cm? UVA bzw. 100 mJ/cm? UVB bestrahlt. Die unbe-
strahlte Kontrolle wurde in der Zwischenzeit mit Alufolie abgedeckt. Nach dem Ende
der Bestrahlung wurde das PBS durch reines Medium ersetzt, und die Zellen wurden
fiir weitere 2 Stunden inkubiert. Danach wurde die Bestimmung der Lebendzellzahl
mit Hilfe des Kristallviolett-Testes durchgefiihrt.

Kristallviolett-Assay

In jedem Well wurde das Medium entfernt, und die Zellen wurden durch Zugabe von
100 pl Methanol fiir 10 min fixiert. Das Methanol wurde entfernt, und 100 pl Kristall-
violettlosung (0,1 % in Ethanol 5% (V/V)) wurden fiir 10 min dazugegeben. Nach
Entfernung der Kristallviolettlosung wurde zum Losen des gebundenen Farbstoffes in
jedes Well 100 pl Natriumcitratlosung (1,45 % in Ethanol 50 % (V/V)) gegeben und
10 Minuten geschiittelt. Danach wurde die Absorption in einem Mikrotiterplattenrea-
der bei 620 nm bestimmt. Der Assay beruht darauf, daf sich lediglich vitale Zellen
anférben lassen [51].



22 Material und Methoden

3.6 HET-CAM-Versuche

Die natiirlich befruchteten Hiihnereier von der Hithnerrasse ,New Hampshire wurden
am Legetag durch das Nutztierwissenschaftliche Zentrum Merbitz der MLU Halle be-
reitgestellt. Die Eier wurden iiber 8 Tage bei 37 °C und 55 % Luftfeuchtigkeit in einem
Brutschrank bebriitet und dabei (aufer in den letzten 24 Stunden) alle 12 Stunden
gewendet.

Nach Ablauf der Brutzeit wurden die Eier am schwécher konvexen Pol mit mikro-
chirurgischen Instrumenten erdffnet, die dufere Eihaut entfernt und die CAM frei-
gelegt. Es wurden nur Eier mit einem gut ausgebildeten Geféfisystem sowie einem
deutlich vitalen Embryo verwendet. Als Testlosungen wurden jeweils 100 ul PBS bzw.
das gleiche Volumen an Extraktlosung in PBS (1 mg/ml) verwendet. Fiir die Bestrah-
lungsversuche wurden die Eier mit 5 J/cm? UVA (PUVA 200, Waldmann Medizin-
Technik) bzw. 120 mJ/cm? UVB (UV 801 BL, Waldmann Medizin-Technik) bestrahlt.
Nach 25 Minuten wurde mit Hilfe der Laser-Doppler-Fluxmetrie die Gefafiperfusion
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmt [176].

3.7 Photostabilitat

Sauerstoffverbrauch

Der Sauerstoffverbrauch bei Bestrahlung mit sichtbarem Licht wurde analog zu [141]
mittels einer CE-Methode mit elektrochemischer Detektion (CE-Methode 3) bestimmt.
Der Extrakt wurde dazu in 10 mM Borax gelost und aus einer Entfernung von 25 cm
mit einem 50 W Halogenstrahler (Osram Decostar 51S) fiir insgesamt 15 min bestrahlt.

Photostabilitat Festfilm

Auf 5 cm? groke Glasplatten wurden 200 pl einer 1 mg/ml Rutin-Losung (entspre-
chend 200 pg Rutin), 200 pl einer 1 mg/ml Uvinul MS 40-Losung (entsprechend 200 pg
Uvinul MS 40) bzw. 500 pl einer 2 mg/ml Extrakt-Losung in Methanol 80 % (V/V)
(entsprechend 1000 pg Extrakt bzw. 200 pg Rutin) aufgetragen. Nachdem die Lo-
sung zu einem Film eingetrocknet war, wurden die Glasplatten mit 5 J/cm? UVA,
120 mJ/ecm? UVB (CLEO Performance R UVA- bzw. UVB-Leuchtstoffrohren, Veith
Import-Export, Westerau) bzw. 1 Stunde mit sichtbarem Licht (Osram Decostar 5185,
50 W Halogenstrahler aus 40 cm Entfernung) bestrahlt. Die eingesetzten Strahlungs-
dosen entsprechen (gemessen im Juni im Mittelmeerraum) einer Bestrahlungszeit von
20 min (fir die UVA-Dosis) bzw. 12 min (fir die UVB-Dosis) [154]. Fiir die Bestim-
mung der UV-Dosen wurden ein UVA- und UVB-Sensoren (Kiihnast Strahlungstech-
nik, Wéchtersbach) eingesetzt. Danach wurden die Filme in Mefkolben mit Metha-
nol 80 % (V/V) gespiilt und auf 10 ml aufgefiillt. Von den Losungen wurden Spektren
im Bereich 200-800 nm aufgenommen und ausgewertet. Zuséatzlich wurde der Gehalt
an Rutin bzw. Uvinul MS 40 mittels CE-Methode 1 bestimmt.

Photostabilitdt Lésung
Rutin und Extrakt wurden in 10 mM Phosphatpuffer pH 7,0 bzw. 10 mM Borax
(pH 8,5) gelost und in mit Quarzglasplatten abgedeckten Kristallisierschalen analog
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zur Priifung der Festfilm-Photostabilitdt bestrahlt. Die Bestrahlung mit sichtbarem
Licht wurde allerdings auf 30 min aus 20 cm Entfernung geéndert. Nach der Be-

strahlung wurden jeweils UV-Spektren aufgenommen sowie der Rutingehalt mittels
CE-Methode 1 bestimmt.

3.8 Praformulierungsstudien

Untersuchung zur Hygroskopizitit

Der Extrakt wurde, genau gewogen, in offenen Petrischalen in Kammern eingebracht,
in denen mit gesattigten Salzlosungen definierte relative Luftfeuchten eingestellt wor-
den waren (T= 22 °C). Zum Einsatz kamen Lithiumchlorid (11 % r. F.), Kaliumacetat
(22% r. F.), Magnesiumchlorid (32% r. F.), Kaliumcarbonat (43% r. F.), Magnesi-
umnitrat (52 % r. F.), Kaliumiodid (68 % r. F.), Natriumchlorid (75 % r. F.), Kalium-
bromid (80 % r. F.) und Bariumchlorid (90% r. F.). Nach einer Woche wurden die
Proben (n=2) erneut gewogen und die mittlere Gleichgewichtsfeuchte (EMC) nach
CALLAHAN [25] mit Hilfe der folgenden Gleichungen bestimmt:

[(W - A/100) + B] * 100

P= "W a0 (3:5)
P
EMC = 500 (3.6)

wobei P= % Feuchte bezogen auf die Trockenmasse, B = Gewichtsveranderung im
Gleichgewicht, A = % Feuchte zu Beginn und W = Probengewicht zu Beginn in g.
A wurde als Trocknungsverlust bestimmt (3 Stunden bei 60 °C im Trockenschrank,
danach 1 Stunde iiber Blaugel im Exsikkator) und betrug 2,89 4+ 0,44 % (n=3).

Untersuchung zur L&slichkeit

Buchweizenextrakt bzw. Rutin wurden im Uberschuf zu den jeweiligen Losungsmit-
teln gegeben und 3 Stunden bei 32 °C unter gelegentlichem Umschiitteln temperiert.
Der jeweilige Uberstand wurde zentrifugiert, bis sich eine klare Losung ergab und
zusétzlich durch einen Spritzenfilter filtriert. Die Quantifizierung des Rutins erfolgte
mittels HPLC-Methode 2.

Verteilungskoeffizient

Rutin und Extrakt wurden jeweils in 67 mM Phosphatpuffer nach SORENSEN pH 5,5
bzw. 7,4 (gesittigt mit Oktanol) gelost (= Stammlésung) und mit gleichen Volumi-
na Oktanol (geséttigt mit dem jeweiligen Phosphatpuffer) versetzt. Die verschlossenen
Ampullen wurden 3 Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt, um eine Gleichgewicht-
seinstellung zu ermoglichen. Danach wurden die Phasen getrennt und der Rutingehalt
der Wasserphase mittels CE-Methode 1 bestimmt. Der Verteilungskoeffiziente log P
wurde mit Hilfe der folgenden Gleichung berechnet:

log P =1g [(co — cw)/cw) (3.7)

wobei ¢, = Konzentration der Stammlosung und c,, = Konzentration in der Wasser-
phase.
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Tabelle 3.1: Zusammensetzung der verwendeten Mikroemulsionen

IPP-ME Planta-ME
Tagat O2 8,0 Plantacare 2000 UP 8,0
Synperonic PE/L 101 12,0  Synperonic PE/L 101 12,0
Isopropylpalmitat 5,0 Pelemol BIP 5,0
Propylenglykol 50,0 Propylenglykol 50,0
Wasser 25,0 Wasser 25,0

Untersuchungen an Mikroemulsionen
Die verwendeten Mikroemulsionen wurden zuvor am Institut fiir Pharmazeutische
Technologie und Biopharmazie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg ent-
wickelt [72][79]. Die Zusammensetzung der Mikroemulsionen ist in Tab.|3.1|dargestellt.
Die Mikroemulsionen bilden sich spontan aus den Einzelbestandteilen. Tagat O2
(Polyoxyethylenglycerolmonooleat) ist ein nichtionogener O /W-Emulgator (HLB-Wert
15,0). Von Humanhaut wird das Tensid in 100%iger Konzentration reaktionslos ver-
tragen. Synperonic PE/L 101 (Poloxamer 331) ist ein nichtionogene W/O-Emulgator
aus der Gruppe der Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Blockpolymere (Poloxamere) mit
einem HLB-Wert von 1,0. Isopropylpalmitat ist ein synthetisches Wachs. Die nicht
hautreizende Substanz zeichnet sich durch gutes Spreitungs- und Permeationsvermo-
gen aus und wird als lipophiler Bestandteil in Dermatika verwendet [49]. Bei Pele-
mol BIP handelt es sich um eutektisches Gemisch aus N-Butylphthalimid und N-
Isopropylphthalimid, das {iber gute Losungseigenschaften verfiigt. Es wird haufig als
Losungsmittel fiir UV-Filter eingesetzt. In einer Humanstudie wurde Pelemol BIP als
gut hautvertréglich und nicht-irritierend eingestuft [I30]. Plantacare 2000 UP gehort
zu den sogenannten Zuckertensiden und besteht aus einer wéfrigen Losung eines mit
Fettalkoholen der Kettenlénge C8-C16 veretherten Polyglykosids. Es handelt sich um
ein nichtionisches Tensid mit guter dermatologischer Vertraglichkeit [136].

3.9 Stabilitatsuntersuchungen

Stabilitat des Extraktes in Abhdngigkeit von der relativen Feuchte

Um den Einfluf der Umgebungsbedingungen auf die Stabilitdt des Extrakte zu un-
tersuchen, wurde der Extrakt in Kammern mit definierten relativen Luftfeuchten
(11% r. F., eingestellt mit Lithiumchlorid und 57 % r. F., eingestellt mit Natriumbro-
mid) aufbewahrt und nach Losen des Extraktes in Methanol 50 % der Gehalt an Rutin
und Chlorogenséaure nach definierten Zeitabstanden mittels CE-Methode 1 untersucht.
Die Einwaagen wurden jeweils um den Wasserverlust bzw. die Wasserzunahme, bezo-
gen auf den frisch hergestellten Extrakt, korrigiert.

Stabilitdt des Extraktes in topischen Formulierungen

Um die Stabilitédt des Extraktes in verschiedenen Formulierungen zu untersuchen, wur-
den jeweils 2 % Trockenextrakt in Basiscreme DAC (BC) und Lipophile Cremegrundla-
ge NRF 11.104 (LC) eingearbeitet. Basiscreme DAC wurde als Fertigware verwendet,
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Tabelle 3.2: Zusammensetzung von Basiscreme DAC und der Lipophilien Cremegrundlage

NRF 11.104
Basiscreme DAC Lipophile Cremegrundlage
Glycerolmonostearat 60 4,00 Lipidgrundlage Pionier KWH 30,00
Pharma

Cetylalkohol 6,00 Kaliumsorbat 0,14
Mittelkettige Triglyceride 7,50 Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,50
Weifses Vaselin 25,50 Glycerol 85% 5,00
Macrogol-1000- 7,00 Wasserfreie Citronenséure 0,06
glycerolmonostearat

Propylenglycol 10,00 Wasser ad 100,00
Wasser ad 100,00

die Lipophile Cremegrundlage wurde nach Tab. hergestellt. Die Lipidgrundlage
Pionier KWH Pharma besteht aus Hydrophobem Basisgel DAC, Isopropylpalmitat
sowie dem nichtionischen Emulgator Triglyceryldiisostearat (HLB-Wert 6,5) im Mas-
senverhéltnis 82+8-+10.

Die Ansétze der halbfesten Formulierungen wurden geteilt und jeweils die eine Half-
te unter normalen Umgebungsbedingungen, die andere Hélfte im Kiihlschrank aufbe-
wahrt. Nach 1, 4, 8 und 12 Wochen wurden aus jedem Gefaft zwei Proben entnommen,
mit 2 ml Methanol 80 % versetzt und 20 Minuten bei 30 °C im Ultraschallbad extra-
hiert. Nach Filtration wurde bei den Proben mittels CE-Methode 1 der Rutingehalt
bestimmt. Die extrakthaltigen Mikroemulsionen wurden lediglich bei Raumtemperatur
aufbewahrt und zur Gehaltsbestimmung entsprechend den halbfesten Formulierungen
aufgearbeitet.

Stabilisierung mit Ascorbinsiure

Der Extrakt wurde in 10 mM Phosphatpuffer pH 7 gelost (Endkonzentration 300 pg/ml).
Die Hélfte der Proben wurde mit Ascorbinséure (Endkonzentration 600 pg/ml) ver-
setzt. Die Lagerung erfolgte in dicht verschlossenen Reagenzglisern bei 40 °C iiber
24 Stunden im Trockenschrank. Nach der Inkubation wurden die Proben mittels CE-
Methode 1 auf ihren Rutingehalt untersucht.

3.10 Liberationsuntersuchungen am
Mehrschichtmembranmodell

Die Liberationsuntersuchungen aus den verschiedenen topischen Formulierungen wur-
den am Mehrschichtmembranmodell nach Fiirst-Neubert durchgefiihrt. Das Modell
besteht aus einer Grund- und einer Deckplatte aus Polyacryl, zwischen denen Einzel-
zellen fiir Parallelbestimmungen positioniert werden kénnen. Eine derartige Zelle setzt
sich aus einer Grundscheibe, einer Schablone mit einer Aussparung von 4 cm? zum
Auftragen der Formulierung und einer Deckscheibe, die den oberen Abschlufs der Zelle
bildet, zusammen. Zwischen Grundscheibe und Schablone wird die fiir den jeweiligen
Versuch bendtigte Anzahl von Membranen plaziert [119]. Zum Einsatz kamen hier
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pro Zelle drei 2%ige Glycerol-Collodium-Membranen, bei denen Collodium als mem-
branstabilisierende Matrix und Glycerol als hydrophiler Akzeptor dient. Die Losung
zur Herstellung der Membranen bestand aus 4 g wasserfreiem Glycerol, 100 g einer
Ether/Ethanol-Mischung (85+15, V/V) sowie 96 g einer 4%igen Collodiumlésung. Ca.
110 ml dieser Mischung wurden mit Hilfe eines Filmziehgerites (Eigenbau Mechani-
sche Werkstatt, FB Pharmazie, MLU Halle) bei definierter Spaltbreite gleichméfig auf
einer Glasplatte verteilt. Nach vollstdndigem Verdampfen der Losungsmittel (ca. 4-6
Stunden) konnte die Membran von der Glasplatte abgezogen werden. Anschliefsend
erfolgte das Ausstechen kreisformiger Stiicke, die am gleichen Tag im Mehrschicht-
membranmodell verwendet wurden. Auf die oberste Membran jeder Zelle wurden ca.
20 mg Formulierung gleichméfig aufgetragen. Die Zellen wurden iiber einen Zeitraum
von 30 und 300 min bei 32 °C inkubiert. Nach der Trennung der Membranen erfolgte
die Extraktion fiir 20 Minuten mit 2 ml Methanol 80 % (V/V) bei 30 °C im Ultraschall-
bad. Die Quantifizierung des liberierten Rutins erfolgte mit Hilfe der HPLC-Methode
2.

3.11 Penetrationsuntersuchungen an der Franz-Zelle

Untersucht wurde die Penetration von Rutin aus extrakthaltigen (2 %) Formulierungen
(Basiscreme und Mikroemulsion Planta). 25 mg der jeweiligen Formulierung wurden
mit einem Fiillspatel gleichméfig auf das Hautstiick (aus Mammareduktionsplastiken)
aufgebracht und homogen verteilt. Als Akzeptor dienten 20 ml PBS (temperiert auf
37°C). Nach dem festgelegten Untersuchungszeitraum von 30 bzw. 300 Minuten wurde
das Hautstiick von der Gaze genommen und der auf der Hautoberflache zuriickgeblie-
bene iiberschiissige Vehikelriickstand mit Hilfe eines Wattetrigers vorsichtig und ohne
Druckanwendung entfernt. Zur weiteren Aufarbeitung des Hautmaterials erfolgte die
vollstindige Entfernung des Stratum corneums durch 20 Tesafilmabrisse unter leich-
ter, gleichmafiger Druckanwendung (definierte Kreisfliche: d=1,6 cm, entsprechend
2,01 cm?). Die Abrisse wurden fraktioniert, wobei die ersten 8 Abrisse gepaart und
bei den folgenden jeweils 3 Abrisse gepoolt gesammelt wurden. Bei dieser sogenann-
ten ,Tape-stripping-Methode handelt es sich um ein etabliertes Verfahren, bei dem
mit 20 Tesafilmabrissen das Stratum corneum quantitativ entfernt werden kann [86].
Zur Erfassung der penetrierten Wirkstoffmenge in der lebenden Epidermis und Der-
mis wurden pro Hautstiick drei Stanzbiopsien (d=0,6 cm, entsprechend 0,28 cm?)
entnommen. An einem Gefriermikrotom erfolgte die horizontale Zerlegung in separa-
te Schichten festgelegter Schichtdicke. Von jeder Stanzbiopsie der Epidermis wurden
20 pm Schnitte (gepoolt in zwei Fraktionen & 4 Schnitte) und von der Dermis 40 ym
Schnitte (gepoolt in drei Fraktionen a 10 Schnitte) angefertigt.

Die Extraktion von Rutin aus den einzelnen SC-Abrissen erfolgte mit jeweils 1 ml
Methanol und aus den Epidermis- und Dermisproben mit je 0,2 bzw. 0,5 ml Methanol
fiir 60 min, bevor sich eine Zentrifugation bei 10000 U/min fiir 15 Minuten anschlof§
(Zentrifuge Janetzki TH 12). Aufserdem wurde der Rutingehalt in der Formulierung, im
Wattetréger, in den unaufgeschnittenen Stanzenresten und in der Akzeptorfliissigkeit
bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der HPLC-MS-Methode 1.
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3.12 Statistische Auswertung

Die Auswertung des Versuchsplanes erfolgte nach [90] mit Hilfe des Programmes Micro-
soft Excel 2000. Zur Berechnung der Effekte der Faktoren und der Wechselwirkungen
wurden jeweils die Differenzen der Mittelwerte auf dem unteren bzw. oberen Niveau
der Faktorstufen unter Beriicksichtigung der jeweiligen Vorzeichen gebildet. Die Si-
gnifikanz der Effekte wurde durch Vergleich mit der Breite der Konfidenzintervalle
auf der Grundlage der mittleren Effektstandardabweichung festgestellt. Die statisti-
sche Auswertung der weiteren Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 2.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Die Daten wurden nach logarithmischer
Transformation einer einfaktoriellen Varianzanalyse und dem Newman-Keuls-Test als
post-hoc-Test unterworfen. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant gewertet.
Die Regressionsanalysen wurden mit Microsoft Excel 2000 durchgefiihrt.

3.13 Verwendete Substanzen

Acetonitril und Methanol (HPLC grade) J. T. Baker, Deventer, Niederlande

Chlorogenséure Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Collodium 4 % DAC Caesar & Loretz (Caelo), Hilden
DPPH Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Hypericin W. Schwabe, Karlsruhe
Hyperosid Dr. K. Hollborn & Sohne, Leipzig
Lipidgrundlage Pionier KWH Pharma Hansen & Rosenthal, Hamburg
Pelemol BIP Phoenix Chemical, Inc., Somerville, USA
Plantacare 2000 UP Cognis, Diisseldorf

Quercetin Roth, Karlsruhe

Rutin Acros Organics, Geel, Belgien
Synperonic PE/L 101 C. H. Erbsloh, Krefeld

Tagat O2 Synopharm GmbH, Barsbiittel
Uvinul MS 40 BASF, Ludwigshafen

Alle anderen Chemikalien stammen, soweit nicht anders vermerkt, von Merck, Darm-
stadt. Nicht gesondert aufgefiihrte Rezepturbestandteile wurden bei Caelo, Hilden,
erworben. Fiir die Herstellung der Proben, Laufmittel und Puffer wurde entionisiertes
Wasser (Reinstwasseranlage Maxima, Fa. Elga) verwendet.

Als Ausgangsmaterial fiir die Extraktherstellung dienten zwei verschiedene Her-
kiinfte von Buchweizenkraut (Agrargenossenschaft Calbe und Fa. Caelo). In den un-
tenstehenden Tabellen finden sich die Anbauparameter fiir die Calbe-Droge sowie das
Analysenzertifikat der Caelo-Droge.

Anbauparameter der Calbe-Droge

Aussaat 18.05.1998
Aussaatmenge 60 kg/ha
Diingung keine
Pflanzenschutzmafnahmen keine

Ernte 17.07.1998
Trocknung 3 Tage bei 45 °C

Gehalt Rutin keine Angabe
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Analysenzertifikat der Caelo-Droge

Datum der Priifung 18.10.2000
FEigenschaften entspricht
Identitét (DC) entspricht
Reinheit entspricht
Asche 9,4 %
Trocknungsverlust 7,6 %
Fremde Bestandteile <2%

Gehalt (bestimmt als Hyperosid) 2,5 %
Gehalt (berechnet als Rutin %) 5,7%

“Die Umrechnung erfolgte iiber die in der DAC-Monographie
angegebene Formel zur Gehaltsbestimmung.



4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 EinfluR der Extraktionsparameter auf die
phytochemischen Eigenschaften des Extraktes

Um einen Trockenextrakt zu erhalten, der den Anforderungen an moderne Phytophar-
maka geniigt, wurde der Einflut der Extraktionsparameter auf die phytochemischen
Eigenschaften untersucht. So wird der Besonderheit von Phytopharmaka Rechnung
getragen, daf in Arzneipflanzen sowohl erwiinschte als auch unerwiinschte Stoffe vor-
kommen und durch das Extraktionsverfahren in unterschiedlichen Anteilen in den
Extrakt gelangen konnen [44]. Die Herausforderung liegt in der Entwicklung eines
Extraktes, der einen moglichst hohen Flavonoidanteil enthélt und gleichzeitig durch
ein einfaches Verfahren hergestellt werden kann. Um einen Aufreinigungsschritt zu
vermeiden, sollen die Anforderungen iiber die Einstellungen der Versuchsparameter
erreicht werden. Zusétzlich sollte die Reproduzierbarkeit der Herstellungsbedingungen
den Gewinn standardisierter Extrakte garantieren.

4.1.1 Anlage der Versuchsreihe

Als Grundverfahren fiir die Extraktion wurde die Mazeration gewéhlt. Bei der Ma-
zeration handelt es sich um kein Verfahren, bei der die Droge erschépfend extrahiert
wird, sondern es stellt sich ein Gleichgewicht zwischen Droge und Miscella ein. Dieser
scheinbare Nachteil wird aber durch die Preisgiinstigkeit der Droge relativiert. Aufser-
dem soll ein Trockenextrakt hergestellt werden, so daf es giinstig ist, wenn weniger
Losungsmittel als z. B. bei der Perkolation entfernt werden mufs. Zuséatzlich begiinstigt

Tabelle 4.1: Einflull von Herstellungsparametern der Bewegungsmazeration auf die Extrakt-
qualitét (modifiziert nach [55]). ( ): kein Einfluf bei erschépfender Extraktion

Faktor Ausbeute Extraktions- Spektrum der
geschwindigkeit Inhaltsstoffe

Extraktionsmittel X X X

(Art und Konzen-

tration)

Extraktionsdauer (x) X

Temperatur X X X

Verhéltnis  Droge- (x)

Extraktionsmittel

Zerkleinerungsgrad (x) X

der Droge

29
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die Gleichgewichtseinstellung die problemlose Herstellung standardisierter Extrakte,
ohne daf eine zusétzliche aufwendige Einstellung erforderlich wird. Um die Gleichge-
wichtseinstellung zu beschleunigen, wurde nicht die herkommliche Mazeration, son-
dern die Bewegungsmazeration gewahlt. Mit Hilfe der statistischen Versuchsplanung
&£t sich systematisch der Einfluff verschiedener Faktoren auf die betrachteten Zielgro-
fen untersuchen. In Tabelle [41] sind die Faktoren aufgelistet, die die Extraktqualitit
bei der Bewegungsmazeration beeinflussen. Als zu untersuchende Faktoren wurden
die Konzentration des Extraktionsmittels, die Temperatur sowie die Extraktionsdauer
gewdhlt. Durch den resultierenden 23-Versuchsplan lassen sich zwar keine optimalen
Bedingungen finden, aber der Einflufs der Faktoren kann mit hinreichender Genau-
igkeit abgeschéitzt werden. Die zweistufigen Versuchsplidne zeichnen sich gegeniiber
den fiir Optimierungsverfahren héufig verwendeten dreistufigen vollstdndig faktoriel-
len Versuchspléanen oder den zentral zusammengesetzten Versuchsplénen durch eine
geringere Anzahl an Faktorstufenkombinationen und damit durch einen wesentlich
geringeren Versuchsaufwand aus [90].

Als Extraktionsmittel eignen sich Ethanol-Wasser-Mischungen, da die wesentlichen
Inhaltsstoffe in diesem Medium eine gute Loslichkeit aufweisen [125]. Die ICH stuft
Ethanol als Klasse 3-Losungsmittel mit geringer Toxizitat ein, wihrend das von den
Loslichkeitseigenschaften her dhnlich geeignete Methanol wegen seiner hoheren Toxi-
zitét in die Klasse 2 fallt [77]. Aus diesem Grund wurde Ethanol als Extraktionsmittel
der Vorzug gegeben. Die Ethanolkonzentration kann die Ausbeute durch Loslichkeits-
verbesserung erhéhen. Das Inhaltsstoffspektrum ist ebenfalls stark abhéngig von der
Lipophilie des Extraktionsmittels. Die Faktorstufen wurden beziiglich der Konzentra-
tion auf dem Hintergrund der Uberlegung gewihlt, daf zum einen Flavonoide, die
aus der Droge u. a. extrahiert werden sollen, relativ schlecht in Wasser, aber relativ
gut in Ethanol 16slich sind. Andererseits ist ein gewisser Wasseranteil aber notig, da-
mit die Zellwénde der Droge quellen kénnen und somit besser extrahierbar sind. Als
Konzentrationsstufen fiir Ethanol wurden 70 % und 30 % gewéhlt.

Die Temperatur kann die Ausbeute durch eine verbesserte Loslichkeit der Inhalts-
stoffe erhohen und den Ubergang der Extraktivstoffe in die Losung beschleunigen.
Allerdings besteht auch das Risiko, daf sich durch Zersetzungsprozesse das Inhalts-
stoffspektrum verédndern kann. Gewahlt als Einstellungen fiir die Temperatur wurden
60 °C sowie 25 °C.

Die Extraktionsdauer kann ebenfalls durch einen eventuellen Abbau das Spektrum
der Inhaltsstoffe beeinflussen. Aufserdem kann, solange weder eine Erschépfung der
Droge noch der Gleichgewichtszustand erreicht ist, mit langerer Extraktionsdauer die
Ausbeute erhoht werden.

Die beiden weiteren Faktoren werden nicht variiert, sondern konstant gehalten. Die
verwendete Droge wird in der gelieferten Schnittgrofse verwendet (die Schnittgrofe
wurde nicht gesondert bestimmt, aber in der Praxis kann man davon ausgehen, dafs
die Schnittgrofen fiir den Normalschnitt von Herba-Drogen zwischen 4 und 6 mm
liegen [11]). In Untersuchungen von NIESEL konnte eine vollstdndige Freisetzung von
Rutin aus Buchweizenkraut mit einem Ansatzverhéltnis von 1:200 gewéhrleistet wer-
den [125]. In den folgenden Untersuchungen wird ein fiir die tiblichen Mazerationen
relativ grofiziigiges Ansatzverhéltnis von 1:20 gewahlt, um einen Kompromifs zwischen
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Tabelle 4.2: Faktorstufenkombinationen zur Extraktherstellung

Ansatz Konzentration Dauer Temperatur
(% Ethanol)  (Stunden) (°C)
1 70 24 60
2 30 24 60
3 70 2 60
4 30 2 60
5 70 24 25
6 30 24 25
7 70 2 25
8 30 2 25

Gleichgewichtseinstellung und erschopfender Drogenextraktion zu finden. In Tabelle
sind die Einstellungen fiir die Faktoren zusammengefafit.

Zusétzlich wird aufterhalb des Versuchsplans der Einfluf der verwendeten Droge un-
tersucht. Verglichen wurden zwei Fagopyrum-Drogen, die von unterschiedlichen Her-
stellern bezogen wurden. Die erste Droge (,Calbe-Droge*) stammt von der Agrarge-
nossenschaft Calbe und wurde im Jahr 1998 angebaut. Als Referenz wird eine Droge
der Firma Caesar & Loretz (abgekiirzt mit ,,Caelo-Droge®) verwendet, die im Jahr 2000
angebaut wurde.

Um den Einfluf der genannten Faktoren beurteilen zu konnen, werden die folgenden
Zielgrofen betrachtet:

1. Trockenriickstand

2. Gehalt an phenolischen Substanzen (photometrisch)

3. Grinfarbung

4. antioxidativen Eigenschaften im DPPH-Assay

5. Fagopyrin-Gehalt

6. Gehalt an Flavonoiden und Phenolcarbonséuren (HPLC)

Die ersten drei Zielgrofen werden dabei an den nativen Fliissigextrakten untersucht,
wihrend die letzten drei Grofen anhand der gefriergetrockneten Extrakte beurteilt
werden. Die Versuche werden jeweils an zwei Extraktchargen durchgefiihrt.

4.1.2 Analytik der Fliissigextrakte
4.1.2.1 Trockenriickstand

Der Trockenriickstand eines Fliissigextraktes ist ein Maf fiir die Gesamtmenge an
extrahierten Stoffen. Aus technologischen Griinden ist es giinstig, einen hohen Trocken-
riickstand zu erzielen, da so fiir die Herstellung eines Trockenextraktes zum einen
eine geringere Menge Losungsmittel fiir die gleiche Ausbeute entfernt werden mufs
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Abbildung 4.1: Trockenriickstand der Fliissigextrakte in Abhéngigkeit von den Extraktions-
bedingungen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von zwei unabhéngigen
Extraktchargen. Die Fehlerbalken reprisentieren die Spannweite der beiden
Einzelwerte.

sowie fiir die gleiche Ausbeute mit geringeren Ansétzen gearbeitet werden kann. Der
Trockenriickstand gibt allerdings keinen Aufschluf iiber die Qualitdt des Extraktes.
Die Ergebnisse des Versuchsplans fiir die Zielgrofse Trockenriickstand ist in Abb.
dargestellt.

Die Faktoren Konzentration, Extraktionsdauer und Temperatur haben jeweils einen
signifikant positiven Effekt auf den Trockenriickstand. Aufserdem gibt es einen si-
gnifikant positiven Effekt der Wechselwirkung zwischen den Faktoren Konzentration
und Extraktionsdauer sowie einen signifikant negativen Effekt der Wechselwirkung
zwischen den Faktoren Temperatur und Extraktiondauer. Der Effekt der Dreifach-
Wechselwirkung zwischen den Faktoren (3FWW) ist ebenfalls signifikant negativ. Dies
bedeutet, daft man fiir die Zielgrofe Trockenriickstand alle drei Faktoren gemeinsam
betrachten muft. Dabei stellt sich heraus, daft die Ausbeuten fiir die Extraktion bei
hoherer Temperatur {iber denen fiir die niedrigere Temperaturstufe liegen. Eine Ver-
laingerung der Extraktionsdauer hat fiir beiden Konzentrationsstufen nur bei der nied-
rigen, nicht aber bei der hoheren Temperatur einen Effekt. Die Ursache dafiir 148t sich
in einer schnellen Gleichgewichtseinstellung bei hoherer Temperatur (entweder durch
Sattigung des Menstruums oder durch erschopfende Extraktion der Droge) vermuten.

4.1.2.2 Gehalt an phenolischen Substanzen

Der Gehalt an phenolischen Substanzen wird fiir die Fliissigextrakte in pg/ml phenoli-
sche Substanzen, berechnet als Rutin, angegeben (s. Abb. . Er dient als Gesamtmalfs
flir die Inhaltsstoffe der Extrakte, denen eine potentielle antioxidative Wirkung zuge-
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Abbildung 4.2: Gehalt an phenolischen Substanzen (berechnet als Rutin) in Abhéngigkeit von
den Extraktionsbedingungen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von zwei
unabhéngigen Extraktchargen. Die Fehlerbalken représentieren die Spannwei-
te der beiden Einzelwerte.

sprochen wird. Eine Gesamtbestimmung ist deswegen sinnvoll, da im Buchweizenkraut
auch antioxidative Substanzen in geringen Mengen enthalten sind, die mittels HPLC
nicht einzeln quantifiziert werden kénnen. Auf diesem Hintergrund ist es erstrebens-
wert, wenn der Gehalt an phenolischen Substanzen moglichst grofs ist.

Neben den signifikant positiven Effekten der Faktoren Konzentration und Tempe-
ratur sind die Effekte der Wechselwirkungen zwischen Konzentration und Temperatur
sowie zwischen Temperatur und Extraktionsdauer signifikant negativ. Dabei fiihrt ei-
ne Verlangerung der Extraktiondauer bei 25 °C zu einem Anstieg der phenolischen
Substanzen, wihrend sich bei 60 °C zunehmend weniger phenolische Substanzen nach-
weisen lassen. Der Effekt der Temperatur ist also bei einer Extraktiondauer von zwei
Stunden hoher als bei einer Extraktiondauer von 24 Stunden. Erklaren 14t sich die-
ses Phénomen wiederum durch eine langsame Gleichgewichtseinstellung bei niedriger
Temperatur, wihrend es bei der hoheren Temperatur zu Zersetzungserscheinungen
kommt. Bei der hoheren Temperatur zeigt sich fiir beide untersuchte Konzentrationen
kein signifikanter Unterschied in der Ausbeute an phenolischen Substanzen.

4.1.2.3 Griinfarbung der Extrakte

Bei der Extraktion von Drogen werden auch immer unerwiinschte Begleitstoffe mit aus
der Matrix herausgelost. Da es sich im vorliegenden Fall um eine Herba-Droge han-
delt, ist in den Extrakten immer ein gewisses Mafs an Chlorophyll bzw. entsprechender
Abbauprodukte enthalten, die zu einer Griinfarbung der Extrakte fiihren. Ein hoher
Chlorophyllgehalt im Extrakt hat zwei Nachteile: Zum einen erniedrigt er die kosmeti-
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Abbildung 4.3: UV-Absorption bei 650 nm unter Beriicksichtigung der Verdiinnung. Darge-
stellt ist jeweils der Mittelwert von zwei unabhéngigen Extraktchargen. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Spannweite der beiden Einzelwerte.

sche Akzeptanz durch die verstirkte (Griin-)Féarbung, zum anderen kann Chlorophyll
selbst als Photosensibilisator wirken [42].

In der Literatur sind spektroskopische Methoden fiir die Chlorophyllbestimmung be-
kannt [33] 99]. Fiir die Fliissigextrakte wurde die UV-Absorption bei 650 nm bestimmt
(s. Abb. . Bei dieser Wellenlénge zeigen sowohl Chlorophyll a als auch Chlorophyll
b einen hohen molaren Absorptionskoeffizienten [99]. Bei Absorptionswerten > 0,8
wurden die entsprechenden Extrakte verdiinnt und die Absorption iiber den Verdiin-
nungsfaktor hochgerechnet. In Ermangelung eines entsprechenden Standards konnten
die Werte nicht als Chlorophyllgehalt angegeben werden.

Signifikant positive Effekte zeigen sich fiir die Faktoren Konzentration und Tempera-
tur sowie fir den Effekt der Wechselwirkung zwischen Konzentration und Temperatur.
Ebenfalls signifikant sind die negativen Effekte der Wechselwirkung zwischen Tempe-
ratur und Extraktionsdauer sowie der SFWW. Bei Verwendung von Ethanol 30 % zeigt
sich unabhéngig von der Temperatur kein Einflufs der Extraktiondauer. Bei der hohe-
ren Konzentration ergibt sich jedoch fiir Extrakte, die bei 60 °C hergestellt wurden,
mit zunehmender Extraktionsdauer eine Verminderung der Griinfarbung.

Diese Befunde sind in guter Ubereinstimmung mit Untersuchungen von EDELENBOS
et al., die fiir rein wéifirige Losungen fanden, dafs eine Warmebehandlung zum Abbau
von Chlorophyll a und b fiihrt, wobei allerdings die Abbauprodukte ein dem nati-
ven Chlorophyll sehr &hnliches Absorptionsspektrum zeigen, so daf die resultierende
Griinfirbung sich nicht veréndert [43].
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Abbildung 4.4: Mechanismus der DPPH-Reaktion (nach YAMAGUCHI et al. [180])

4.1.3 Analytik der gefriergetrockneten Extrakte
4.1.3.1 Antioxidative Aktivitdt

Von besonderem Interesse sind die antioxidativen Eigenschaften der Buchweizenex-
trakte. Sie sind hauptséichlich auf die enthaltenen Flavonoide und Phenolcarbonsaduren
zuriickzufiihren. Fir viele der Inhaltsstoffe sind antioxidative Eigenschaften bekannt
[10, 128, 172].

Eine schnelle und zuverlassige Methode, die antioxidativen Eigenschaften von pflanz-
lichen Extrakten bzw. ihre Wirkung als Radikalfinger zu bestimmen, ist die DPPH-
Methode [92]. Sie wurde zuerst von BLOIS et al. beschrieben und beruht darauf, daf das
intensiv violettfarbene stabile Radikal 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) durch
die Reaktion mit Antioxidantien entfarbt wird (vgl. Abb. [17]. Fiir verschiedene
Pflanzenextrakte und pflanzliche Inhaltsstoffe wurde die DPPH-Methode in verschie-
denen Variationen bereits verwendet [107, 109, 155] 157]. Fiir jeden Extrakt wurde die
antioxidative Aktivitét (%) berechnet (Abb. [4.5).

Signifikant positive Effekte lassen sich bei den Faktoren Konzentration, Temperatur
sowie bei den Wechselwirkungen von Konzentration und Extraktionsdauer und von
Temperatur und Extraktionsdauer erkennen. Einen signifikant negativen Einfluf ha-
ben die Wechselwirkung von Konzentration und Temperatur sowie die 3FWW . Dabei
zeigt sich, dals sich bei 60 °C weder ein Einflult der Konzentration noch der Extrak-
tiondauer deutlich bemerkbar macht, wahrend es bei der niedrigen Temperatur unter
Verwendung von Ethanol 30% zu einer Abnahme der antioxidativen Aktivitdt mit
zunehmender Extraktionsdauer kommt.

4.1.3.2 Fagopyrin-Gehalt

Fagopyrin besitzt, dhnlich wie Hypericin, eine hohe photodynamische Aktivitat [I51]
153]. Die Extrakte sollten daher moglichst wenig Fagopyrin enthalten. Der Fagopyrin-
Gehalt wurde in Anlehnung an die Hypericin-Bestimmung fiir Johanniskraut nach
dem Européischen Arzneibuch (4. Ausgabe) mit Hypericin als Standard photometrisch
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Abbildung 4.5: Antioxidative Aktivitat als Radikalfdnger von DPPH in Abhéngigkeit von den
Extraktionsbedingungen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von zwei un-
abhéngigen Extraktchargen. Die Fehlerbalken représentieren die Spannweite
der beiden Einzelwerte.

bestimmt. Die Auswertung des Versuchsplanes auf die Zielgrofe Fagopyringehalt ergibt
folgendes Bild (Abb. : Signifikant positive Effekte rufen die Faktoren Konzentration
und Temperatur sowie die Wechselwirkung zwischen diesen beiden Faktoren hervor.
Die Extraktionsdauer spielt hier keine Rolle. Bei Verwendung von Ethanol 30 % hat
die Temperatur keinen Einfluff auf den Fagopyringehalt.

Die gefundenen Werte fiir den Fagopyringehalt liegen etwas niedriger als in Unter-
suchungen von THEURER et al., die fiir Extrakte aus Buchweizenkraut, die durch Ma-
zeration mit Ethanol 50 % hergestellt wurden, Werte von ca. 0,5 % Fagopyrin fanden.
Dies lafst sich auch auf die unterschiedlichen Nachweismethoden (bei THEURER diinn-
schichtchromatographisch) zuriickfithren. In Extrakten, die nur mit Wasser hergestellt
wurden, war kein Fagopyrin nachweisbar [162], was in guter Ubereinstimmung mit den
vorliegenden Untersuchungen ist, in denen mit abnehmender Ethanol-Konzentration
weniger Fagopyrin zu finden ist.

4.1.3.3 HPLC-Analytik

Chromatographische Zielgrélien

Die HPLC-Analytik erfolgte {iber eine Gradiententrennung an einer RP8-Sdule mit
UV-Detektion. Die einzelnen Komponenten wurden iiber den Vergleich der Reten-
tionszeiten mit denen der jeweiligen Referenzsubstanzen identifiziert. Bestimmt wur-
den zunéchst die Flavonoide, die in Herba Fagopyri zu einem relativ hohen Prozentsatz
vorhanden sind, ndmlich Rutin, Hyperosid und Quercitrin, sowie die Phenolcarbon-
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Abbildung 4.6: Fagopyringehalt der gefriergetrockneten Extrakte. Dargestellt ist jeweils der
Mittelwert von zwei unabhingigen Extraktchargen. Die Fehlerbalken repra-
sentieren die Spannweite der beiden Einzelwerte.

sdure Chlorogensédure (vgl. Abb. [4.7). Quercetin konnte nicht bestimmt werden, da es
zusammen mit Quercitrin eluierte.

Rutin

Fiir die Zielgroke Rutingehalt 14t sich folgendes feststellen: Signifikant positive Ef-
fekte haben die Faktoren Konzentration und Temperatur sowie die Wechselwirkung
zwischen Konzentration und Extraktionsdauer. Dagegen findet sich ein signifikant ne-
gativer Effekt fiir die Wechselwirkung zwischen Konzentration und Temperatur. Es
zeigt sich, daR eine Erhohung der Temperatur bei Verwendung von Ethanol 30 % zu
einer etwas hoheren Ausbeute an Rutin fiihrt als bei der héheren Konzentrationsstufe.
Fiir die niedrigere Konzentration zeigt sich bei ldngerer Extraktionszeit ein leichter
Abfall der Rutinkonzentration, wihrend es bei der hoheren Konzentration zu einer
leichten Zunahme kommt.

Hyperosid

Der Gehalt an Hyperosid in den Extrakten betrdgt nur ca. 10 % des Rutingehaltes.
Fiir die gewéhlten Versuchsfaktoren lassen sich keine signifikanten Effekte auf den
Hyperosidgehalt feststellen.

Chlorogensaure

Der Chlorogensauregehalt in den Extrakten betrigt ca. 0,3-0,5 % und liegt damit eben-
falls deutlich unter dem Rutingehalt. Lediglich fiir den Faktor Konzentration zeigt sich
ein signifikant negativer Effekt (p < 0,01). Das lafst sich auf die bessere Loslichkeit
von Chlorogenséure in Wasser als in Ethanol zuriickfiihren.
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Abbildung 4.7: Gehalt der einzelnen phenolischen Substanzen in % der gefriergetrockneten
Extrakte in Abhéngigkeit von den Extraktionsbedingungen. Dargestellt ist
jeweils der Mittelwert von zwei unabhéngigen Extraktchargen. Die Fehlerbal-
ken reprasentieren die Spannweite der beiden Einzelwerte.
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Quercitrin

Fiir die Zielgrofse Quercitrin sind die Effekte der Faktoren Konzentration und Tem-
peratur signifikant positiv. Aufierdem findet sich fiir die Wechselwirkung zwischen
Konzentration und Zeit ein signifikant positiver Effekt, wihrend der Effekt der Wech-
selwirkung zwischen Konzentration signifikant negativ ist. Gleiches gilt auch den Ef-
fekt der SFWW. Bei der hoheren Temperatur fiihrt fiir beide Konzentrationsstufen
eine Verlangerung der Extraktionsdauer zu einer Verringerung des Quercitringehaltes.
Umgekehrt gilt auch, daf man auf beiden Stufen der Extraktionsdauer keine Steige-
rung der Ausbeute durch die hohere Konzentration erreicht, wenn man als Temperatur
60 °C wahlt.

Die gefundenen Ergebnisse fiir die Ausbeute an phenolischen Substanzen stimmen
gut mit Untersuchungen von NIESEL {iberein, der bei Extraktion von Buchweizen-
kraut im rein wafrigen Medium mit hoéherer Temperatur hohere Rutingehalte fand.
Auferdem kam es bei einem Kaltansatz mit zunehmender Zeit zu einem Abbau von
Rutin [125]. Dafs dieses Phdnomen bei der Extraktion bei 60 °C keine Rolle spielt, lafst
sich mit Befunden von BAUMGERTEL et al. erkldren. Sie isolierten aus getrocknetem
Buchweizenkraut eine Flavonol-3-O-B-heterodisaccharidase, die mit einer hohen Akti-
vitdt im Temperaturbereich von 4 bis 50 °C Rutin zu Quercetin und Rutinose spaltet.
Bei hoheren Temperaturen nimmt die Aktivitdt deutlich ab, was zu einer hdheren
Stabilitdt von Rutin in der Losung fithrt. Dieses Enzym ist sogar bei einem Zusatz
von bis zu 33 % Methanol noch aktiv. In diesen Untersuchungen wurde kein erhéhter
Quercetingehalt gefunden, was die Autoren mit einem weiteren Abbau des Querce-
tins zu verschiedenen Hydroxybenzoesduren unter Einfluff von ebenfalls in der Droge
vorkommenden Flavonoloxidasen erklaren [12].

4.1.4 Vergleich verschiedener Fagopyrum-Drogen

Aus den vorhergehenden Untersuchungen wurde deutlich, daft flir die meisten ge-
wiinschten Eigenschaften (z. B. Rutingehalt, antioxidative Aktivitét) eine zufrieden-
stellende Ausbeute auch mit Ethanol 30 % erreicht werden kann. Gleichzeitig ergibt
sich der Vorteil, daft mit Ethanol 30 % weniger unerwiinschte Stoffe wie Chlorophyll
und Fagopyrin aus der Droge herausgelost werden. Um die beiden Fagopyrumdrogen zu
vergleichen, wurden Extrakte mit 30 % Ethanol unter verschiedenen Bedingungen her-
gestellt und gefriergetrocknet. Verglichen wurden der Riickstand der Gefriertrocknung
sowie nach HPLC-Analytik der Gehalt an verschiedenen phenolischen Substanzen.

Vergleicht man den Riickstand der Gefriertrocknung (Abb. , so stellt man fest,
dafs bei allen Extraktionsbedingungen die Caelo-Droge eine teilweise um bis zu 50 %
hohere Ausbeute liefert. Bei allen Versuchsansétzen lassen sich deutliche Unterschiede
zwischen der Calbe- und der Caelo-Droge finden.

Beziiglich der phenolischen Substanzen ergibt sich ein #hnliches Bild (Abb. :
Mit der Caelo-Droge als Ausgangsdroge kann bis zu fiinfmal mehr Chlorogensédure im
Extrakt gefunden werden als in Extrakten aus der Calbe-Droge. Beziiglich des Ru-
tingehaltes ist das Bild differenzierter: Bei den Extraktionen bei 60 °C finden sich
grofte Unterschiede zwischen beiden Drogen (p < 0,05). Bei Verwendung der Caelo-
Droge erhalt man einen Rutingehalt von bis zu 20 %. Auch bei den Versuchsbedin-
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Abbildung 4.8: Riickstand der Gefriertrocknung von Extrakten verschiedener Drogen, jeweils
hergestellt mit 30% Ethanol. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von zwei
unabhéingigen Extraktchargen. Die Fehlerbalken représentieren die Spannwei-
te der beiden Einzelwerte.

gungen 25 °C/2 Stunden ist fiir die Caelo-Droge eine hohere Ausbeute zu verzeichnen
(p < 0,01), wihrend sich bei den Bedingungen 25 °C /24 Stunden kein signifikanter Un-
terschied zwischen beiden Drogen findet. Fiir den Hyperosidgehalt findet sich nur bei
25 °C/24 Stunden ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Drogen (p < 0,01).
Beziiglich des Quercitringehaltes 1a#t sich nur bei einer Temperatur von 60 °C ein si-
gnifikanter Unterschied zwischen den Drogen herstellen (p < 0,001). Dabei liegen die
Werte fiir die Calbe-Droge deutlich héher.

Um die iiberraschenden Unterschiede zwischen den beiden Drogen néher beleuchten
zu konnen, wurde eine Gehaltsbestimmung auf Rutin (nach der Methode von HA-
GELS [65]) durchgefiihrt. Fiir die Calbe-Droge ergab sich ein Rutingehalt von 6,35 +
0,17 %, fiir die Caelo-Droge ein Gehalt von 6,66 + 0,16 % (n=3). Der Rutingehalt
in der Calbe-Droge ist also tatséchlich etwas niedriger als in der Caelo-Droge. Nach
Auskunft des Herstellers in Calbe wurde die Droge zu spét geerntet, woraus ein ver-
minderter Rutin-Gehalt resultieren kann [I15]. In Untersuchungen von HAGELS et al.
fanden sich fiir den Rutingehalt von Buchweizenkraut in Abhéngigkeit von der Kultur-
sorte und dem Erntezeitpunkt Schwankungen zwischen 1,45 und 9,3 % [64]. Dies belegt
die Notwendigkeit einer Standardisierung des Ausgangsmaterials auch schon im Sta-
dium des Anbaus, wie sie in dem HMPWP-Entwurf zu ,Good Agricultural Practice*
beschrieben ist [70].
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Abbildung 4.9: Gehalt der einzelnen phenolischen Substanzen in % der gefriergetrockneten
Extrakte in Abhéngigkeit von der verwendeten Droge. Die Extrakte wurden
jeweils mit 30% Ethanol hergestellt. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert
von zwei unabhéngigen Extraktchargen. Die Fehlerbalken représentieren die

Spannweite der beiden Einzelwerte.
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Tabelle 4.3: Uberblick iiber die Effekte der Faktoren auf die Zielgrofen (Anteil an Gesamt-
effekten in % ). +: positiver Effekt; — negativer Effekt. Signifikante Effekte sind
fett gedruckt (p < 0,05). Eine ausfiihrliche Darstellung der Signifikanzen fiir die
einzelnen Effekte findet sich im Anhang, S.[97]

Konz. Dauer Temp. KxD®¢ DxT? KxT*¢ 3FWW
Trocken- + 27,15  + 9,27 + 45,94 + 4,36 - 8,16 1,9 - 3,24
riick-
stand
phenol. + 21,57 -0,90 + 35,15 + 8,80 —-17,33 — 13,70 - 2,55
Substan-
zen?
Griin- + 43,04  +094 +20,73 +164 —12,21 -+ 845 - 13,00
farbung
AAc© + 18,96 -6,21 + 24,07 + 11,90 + 6,82 —-20,81 —11,23
Fagopyrin + 44,35 + 0,25 -+ 17,59 + 3,05 -7,27 + 20,50 - 6,99
Rutin + 21,81 + 0,66 -+ 38,39 + 8,23 + 2,37  — 26,55 -1,99
Hyperosid + 21,72 + 5,97  + 26,49 + 0,72 - 16,47 - 22,67 - 5,97
Chlorogen- — 45,54 - 9,82 - 18,75 + 8,93 + 3,57 - 12,50 -0,89
saure
Quercitrin + 23,45  — 6,91 + 27,34+ 9,14 - 0,73 -22,75 — 9,69

“Wechselwirkung von Konzentration und Dauer
*Wechselwirkung von Dauer und Temperatur
“Wechselwirkung von Konzentration und Temperatur
4UV-Bestimmung

“antioxidative Aktivitat

4.1.5 Zusammenfassung: Auswahl eines geeigneten Extraktes

Mit Hilfe des Versuchsplanes wurde der Einfluk der Faktoren Konzentration des Ex-
traktionsmittels, Extraktionstemperatur sowie die Dauer des Extraktionsvorganges auf
verschiedene Zielgroken untersucht (Zusammenfassung in Tab. [4.3)). Zusétzlich wurde
flir einige Zielgrofen auch der Einfluft der Ausgangsdroge ermittelt. Die Zielgrofsen
lassen sich unterteilen in erwiinschte und unerwiinschte Inhaltsstoffe bzw. Eigenschaf-
ten. Zu den erwiinschten Eigenschaften zéhlen Trockenriickstand, Gehalt an phenoli-
schen Substanzen, antioxidative Eigenschaften sowie der Gehalt an Rutin, Hyperosid,
Quercitrin und Chlorogensédure. Die Griinfirbung der Extrakte sowie der Gehalt an
Fagopyrin lassen sich zu den unerwiinschten Eigenschaften rechnen.

Es zeigt sich, daf es fiir die unerwiinschten Zielgrofen Griinfarbung und Fagopy-
ringehalt einen deutlichen Einflufs der Konzentration gibt, d. h. man kann die beiden
Zielgroken auf niedrigem Niveau halten, wenn man Ethanol 30 % verwendet. Bei dieser
Konzentration haben auch weder die Temperatur noch die Dauer einen signifikanten
Einfluf.

Will man also moglichst viele unerwiinschte Faktoren vermeiden, sollte man die Ex-
traktion mit Ethanol 30 % durchfithren. Wie miissen nun die anderen Parameter ge-
wahlt werden, damit ein qualitativ hochwertiger Extrakt hergestellt werden kann? Fiir
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Tabelle 4.4: Phytochemische Parameter des Extraktes, hergestellt unter den Bedingungen
Ethanol 30 %, 2 Stunden, 60 °C, Caelo-Droge. Der Gehalt an phenolischen In-
haltsstoffen wurde mit CE-Methode 1 bestimmt. Dargestellt sind die Spannen
von sechs Chargen. n. b.: nicht bestimmt

Droge-Extrakt-Verhaltnis  3,57-4,55:1

Rutin (%) 18,63-22,31
Hyperosid (%) 0,18-0,50
Chlorogensiure (%) 4,09-5,57
Quercitrin (%) n. b.

einen hohen Trockenriickstand mit der Calbe-Droge ben6tigt man hohe Konzentration
und hohe Temperatur. Betrachtet man dagegen den Riickstand der Gefriertrocknung
fiir die beiden Drogen im Vergleich, stellt man fest, daft man mit Ethanol 30 % mit der
Caelo-Droge sogar eine hohere Ausbeute erzielt als mit Ethanol 70 % unter Verwen-
dung der Calbe-Droge. Bei hoherer Temperatur ist eine héhere Ausbeute zu erzielen,
die Extraktionsdauer spielt keine Rolle. Fiir den Gehalt an phenolischen Substanzen
ist die hohere Temperatur ebenfalls vorteilhaft, dabei sollte die Extraktionsdauer auf
dem unteren Niveau gehalten werden. Wenn man mit Ethanol 30 % arbeitet, beeinflufst
die hohere Temperatur die antioxidativen Eigenschaften positiv, unabhéangig von der
Extraktionsdauer. Fiir den Gehalt an Rutin und Quercitrin erreicht man bei 60 °C mit
Ethanol 30 % hohere Werte als bei 25 °C, dies kommt besonders bei der Caelo-Droge
zum Tragen. Dieses Phdnomen wird durch die Extraktionsdauer nicht beeinfluft, so
dafs eine Extraktionsdauer von 2 Stunden ausreichend ist.

Insgesamt betrachtet erzielt man einen optimierten Extrakt, wenn man die Bedin-
gungen wie folgt wihlt: Extraktion bei 60 °C mit Ethanol 30% {iber einen Zeitraum
von zwei Stunden unter Verwendung der Caelo-Droge. Mit diesem Extrakt wurden
alle weiteren Untersuchungen durchgefiihrt. Tab. [£.4] zeigt die Spannbreite der phyto-
chemischen Parameter, die an sechs Chargen des unter den genannten Bedingungen
hergestellten Extraktes bestimmt wurden.

Eine Korrelation der verschiedenen Zielgrofen (ausfiihrliche Daten im Anhang, S.
zeigt, dak ein Zusammenhang zwischen der Griinfarbung und dem Fagopyringehalt be-
steht (r2=0,9192). Dies liRt sich zum einen dadurch erkliren, daf beide Verbindungen
lipophiler als die Flavonoide sind und deswegen auch beide in dhnlichem Ausmafs ex-
trahiert werden. Zum anderen wurden beide Parameter UV-photometrisch (bei 650
nm bzw. 590 nm) ohne vorherige Aufreinigung der Extrakte bestimmt, so dal die
beiden Zielgrofen zum Teil nicht unabhéngig voneinander erfafft werden konnten.

Eine gute Korrelation mit den antioxidativen Eigenschaften zeigt sich sowohl fiir
den Rutin- als auch fiir den Quercitringehalt (r?=0,8682 bzw. 0,9532). Dies entspricht
zum einen den aus der Literatur bekannten guten antioxidativen Eigenschaften der
beiden Verbindungen [145] [172], spiegelt aber auch den Anteil der in den Extrakten
vorhandenen Polyphenole wider.

Die Korrelation des Gehaltes einzelner Polyphenole mit dem photometrisch be-
stimmten Gehalt an phenolischen Substanzen ist deutlich schlechter (r?=0,7579 fiir
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Rutin, 0,8470 fiir Hyperosid und 0,7911 fiir Quercitrin). Das deutet darauf hin, dafs
im Extrakt zum einen eine Vielzahl an niedermolekularen phenolischen Verbindun-
gen vorhanden ist, wie z. B. durch HAGELS beschrieben [64], aber auch auf die Pro-
blematik der colorimetrischen Phenolbestimmung mit Eisensalzen, da unterschiedlich
substituierte Polyphenole unter Umsténden unterschiedliche Farben ergeben kénnen
[156]. Dies wird durch die besonders schlechte Korrelation des Gehalts an phenoli-
schen Substanzen mit dem Gehalt an Chlorogensaure, die sich von der Struktur her
deutlich von den Quercetinglykosiden unterscheidet, bestéitigt. Auch die Korrelation
des Gehaltes an phenolischen Substanzen mit den antioxidativen Eigenschaften ist
eher moderat (12=0,6065). Der Einsatz der PreuRisch-Blau-Methode ist dennoch ge-
rechtfertigt, da sie im Vergleich zur mehr verbreiteten Methode nach Folin-Ciocalteu
von der Durchfithrung her schneller [I39] und unempfindlicher gegeniiber dem Einflufé
nichtphenolischer Substanzen ist [67]. Dariiberhinaus lieferten Versuche der Korrelati-
on der antioxidativen Eigenschaften mit dem Gehalt an phenolischen Substanzen, der
mit der Methode nach Folin-Ciocalteu bestimmt wurde, Korrelationskoeffizienten in
der gleichen Grofenordnung |7, 22]. Der Trockenriickstand 14fst sich mit keiner der an-
deren Zielgrofen mit ausreichender Giite korrelieren. Die photometrische Bestimmung
der phenolischen Substanzen und der Trockenriickstand sind also keine geeigneten
Surrogatparameter, um die Qualitdt des Extraktes in Bezug auf die antioxidativen
Eigenschaften abschétzen zu konnen.

4.2 Untersuchungen zur Toxizitdat des Extraktes

Um das irritative bzw. toxische Potential von Substanzen an Haut und Schleimhaut zu
untersuchen, wurde bisher héufig der Draize-Test am Kaninchenauge verwendet. Da es
sich jedoch um einen verbrauchenden Tierversuch handelt, wurde intensiv nach Alter-
nativmethoden gesucht. Die COLIPA hat in verschiedenen Untersuchungen zwei Mo-
dellsysteme etabliert, den HET-CAM-Test an befruchteten und bebriiteten Hiihnerei-
ern sowie den 3T3-Zytotoxizitétstest an einer humanen Fibroblasten-Zellinie [158].
In Untersuchungen von WILHELM et al. zeigte sich ebenfalls eine gute Korrelation
von Zytotoxizitdtsdaten, die an einer HaCaT-Zellinie gewonnen wurden, mit in vivo-
Irritationsstudien [I74]. Die Bestimmung der Lebendzellzahl mit Hilfe der Kristall-
violettfarbung ist dhnlich empfindlich wie die Bestimmung der Neutralrot-Aufnahme
[51].

4.2.1 Keratinozyten-Modell

Im Keratinozyten-Modell wird die HaCaT-Zellinie verwendet, eine immortalisierte Zel-
linie aus humanen Keratinozyten. Anhand der Kristallviolett-Farbung 14t sich nach
Inkubation mit der zu untersuchenden Substanz die Anzahl der lebenden Zellen im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmen. Nach 24stiindiger Inkubation mit dem
Extrakt zeigen sich mit den untersuchten Konzentrationen keine toxischen Erscheinun-
gen. Allerdings kann ein leichter Proliferationsschub beobachtet werden (Abb. [£.10)).
Dieses Phianomen ist fiir Quercetinglykoside in der Literatur beschrieben [87, [124]. In
Untersuchungen von NICKEL et al. erwies sich Rutin bis zu einer Konzentration von
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Abbildung 4.10: Bestimmung der Lebendzellzahl (Kristallviolett-Féarbung) an HaCaT-
Keratinozyten nach 24stiindiger Extraktexposition. Dargestellt ist jeweils
Mittelwert + Standardabweichung (n > 8)

200 pM als gut vertréglich. Hohere Konzentrationen konnten aufgrund der schlechten
Loslichkeit von Rutin im Zellkulturmedium nicht untersucht werden [124]. Bei einem
Rutingehalt von ca. 20 % im Extrakt entsprechen 200 pM Rutin einer Extraktkonzen-
tration von ca. 0,61 mg/ml. Es wird also deutlich, daf die Vertréaglichkeit des Extraktes
an der HaCaT-Zellinie als sehr gut einzustufen ist.

4.2.2 HET-CAM-Modell

Das HET-CAM-Modell (Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane) stellt eine ein-
fache, schnell durchfiihrbare, kostengiinstige und sehr empfindliche Methode fiir die
Bewertung des toxischen Potentials von Substanzen in vivo dar. Die zu untersuchenden
Substanzen werden in Losung auf die stark vaskularisierte Chorio-Allantois-Membran
befruchteter Hiithnereier aufgebracht. Dieses System ist international etabliert. Der
HET-CAM-Test zdhlt nicht als Tierversuch, da die CAM zum Zeitpunkt der Durch-
fithrung der Versuche (8-10 Tage nach der Befruchtung) zwar ein funktionstiichtiges
Gefafssystem enthélt, jedoch keine Nervenzellen, so dafs an schmerzfreier Materie gear-
beitet wird [95]. Ublicherweise werden halbquantitative Parameter wie Membrandis-
koloration, Thrombosierungen, Hamorrhagien und Letalitdt des Embryos bestimmt.
WOHLRAB konnte jedoch zeigen, dafs es eine gute Korrelation zwischen der Geféfper-
fusion, bestimmt durch Laser-Doppler-Fluxmetrie (LDF), und den halbquantitativen
Parametern gibt. Dabei zeigt sich bei irritativen Erscheinungen eine Erhchung der
Gefafiperfusion und damit des LDF-Indexes [3], 176].

Der Extrakt wird in einer Konzentration von 1 mg/ml in PBS untersucht, auterdem
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Abbildung 4.11: Einfluf von Lésungsmittel und Extrakt auf die Perfusion von befruchteten
Hiihnereiern. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung (n=12).

wird sowohl eine Leer- als auch eine Losungsmittelkontrolle mitgefiihrt. Es zeigt sich
(Abb. [4.11), daB es weder durch PBS noch durch den Extrakt in der untersuchten
Konzentration zu irritativen oder toxischen Erscheinungen kommt. Die Werte fiir den
LDF-Index unterscheiden sich nach 30miniitiger Inkubation jeweils nicht signifikant
von der Leerkontrolle.

Es zeigt sich also in beiden Modellen eine sehr gute Vertraglichkeit des Extraktes
in den untersuchten Konzentrationen.

4.3 Wirksamkeit des Extraktes als Photoprotektivum

Die menschliche Haut ist einer Vielzahl von Einfliissen ausgesetzt, die durch UV-
Strahlung verursacht werden. Eine Substanz, die als Photoprotektivum wirken soll,
sollte idealerweise iliber eine zweifache Wirkung verfiigen: Zum einen soll sie UV-
Strahlen in ausreichendem Ausmafs absorbieren, zum anderen aber auch antioxidativ
wirken, um die durch UV-Strahlung erzeugten Radikale in der Haut unschédlich zu
machen. Aus diesem Grund wird der Extrakt beziiglich seiner UV-Absorptionsfahigkeit
sowie auf seine Wirkung als Antioxidans bzw. Radikalfdnger untersucht. Fiir einzelne
Flavonoide sind ihre UV-protektiven Eigenschaften in Pflanzen [68] sowie ihre anti-
oxidativen Eigenschaften [144] bekannt.

4.3.1 Untersuchung der UV-Absorptionsfihigkeit

Fiir die Untersuchung der UV-Absorption sind zwei verschiedene Gréfen wichtig. Zum
einen soll der Extrakt einen moglichst breiten Bereich des UV-Spektrums (von 290-
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Abbildung 4.13: Absorptionsspektren von Rutin und Extrakt, jeweils in Methanol 80 %

400 nm) abdecken, zum anderen aber soll das Ausmaf der Absorption ausreichend
sein. In den letzten Jahren wurden zahlreiche in-vitro-Methoden entwickelt, die sich
gegeniiber den in-vivo-Methoden durch ihre bessere Standardisierbarkeit auszeichnen
[88]. Ublicherweise werden diese Methoden nicht an einzelnen Substanzen angewendet,
sondern an einem handelsiiblichen Sonnenschutzprodukt. Dies liegt in der Tatsache
begriindet, dafs die Grundlage der kosmetischen Formulierung zum einen eine Eigen-
absorption aufweist und zum anderen mit der Substanz wechselwirken kann, was u. U.
zu Verschiebungen im Absorptionspektrum fiihrt. Allerdings 14t sich durch Untersu-
chungen an der Substanz herausfinden, ob es sich um einen als UV-Filter geeigneten
Kandidaten handelt.

Der Extrakt wird in den Untersuchungen mit reinem Rutin sowie mit einem che-
mischen UV-Absorber, Uvinul MS 40 (INCI-Name Benzophenone-4) verglichen. Die
UV-Spektren der drei Substanzen sind in Abb. und dargestellt.

Um die drei Substanzen zu charakterisieren, wird anhand der Absorptionsspektren
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Tabelle 4.5: Charakterisierung der UV-Absorptionsfihigkeit von Rutin, Extrakt und Uvi-
nul MS 40. Dargestellt ist jeweils Mittelwert + Standardabweichung (n=3).
Amax: Wellenldnge des Absorptionsmaximums; spA,..: spezifische Absorption
(berechnet fiir eine 1%ige Losung bei einer Schichtdicke von 1 ¢m) im Absorpti-
onsmaximum; Cpin: Mindestkonzentration fiir ausreichende Protektion; AS: nach
Australischem Standard; A.: kritische Wellenlénge.

Parameter Rutin Extrakt Uvinul MS 40
Amax UVA (nm) 358 350 322
spAnax UVA 263,20 + 7,82 56,95 + 2,08 254,37 + 22,73
¢min UVA (%) 6,46 £+ 0,19 29,88 + 1,09 6,72 £+ 0,63
Cmin AS (%) 8,33 £+ 0,26 26,79 + 0,97 30,02 + 3,43
Amax UVB (nm) 320 320 290
spAmax UVB 150,18 +4,72 46,70 + 1,70 384,62 + 34,03
Cmin UVB (%) 11,33 £+ 0,36 36,43 + 1,32 4,44 + 0,41
Ac (nm) 381 379 345
UVA/UVB- 1,445 £ 0,006 0,986 + 0,001 0,332 + 0,005
Quotient

jeweils das Absorptionsmaximum bestimmt sowie die spezifische Absorption am Ma-
ximum berechnet. Die Absorption wird als ausreichend betrachtet, wenn eine 0,1%-ige
Losung der betreffenden Substanz eine Durchléssigkeit von maximal zwei Prozent hat
[73]. Anhand der spezifischen Absorption lafst sich die notige Einsatzkonzentration
berechnen, um diese Absorption zu erreichen. Fiir den UVA-Bereich wird auferdem
die Konzentration bestimmt, die nétig wéire, um UVA-Schutz nach dem Australischen
Standard AS/NZS 2604:1998 zu gewéahrleisten. Dazu muf am Absorptionsminimum
im Bereich 320-360 nm bei einer Schichtdicke von 8 um mindestens 90 % der Strahlung
absorbiert werden [71].

Um den Bereich der UV-Absorption einer Substanz zu beschreiben, wurden von DIF-
FEY et al. zwei Konzepte vorgeschlagen, den UVA /UVB-Quotienten sowie die kritische
Wellenlédnge A, [38]. Zur Berechnung des UVA /UVB-Quotienten werden die mittleren
Flachen unter der Absorptionskurve in den Bereichen 320-400 nm und 290-320 nm ins
Verhiltnis gesetzt. Ein Breitbandfilter erreicht dabei Werte von mindestens 0,8, idea-
lerweise aber um 1,0. Der Parameter A. ist die Wellenlédnge, bei der die Flache unter
der Kurve 90 % der Gesamtfliche im Bereich 290-400 nm erreicht. Ein Breitbandfilter
hat eine kritische Wellenldnge von > 370 nm. Sowohl bei der kritischen Wellenlénge als
auch bei dem UVA /UVB-Quotient handelt es sich um relative Parameter, die keinen
Riickschluf auf die absolute UV-Absorption zulassen [57, [11§].

Aus Tab. 18t sich entnehmen, daf Rutin und Uvinul MS 40 im UVA-Bereich
ghnliche spezifische Absorptionen besitzen. Deswegen ergeben sich auch nahezu gleiche
notige Einsatzkonzentrationen. Der berechnete Wert fiir die spezifische Absorption des
Rutins betriigt bei 358 nm ca. 263 und ist damit in guter Ubereinstimmung mit dem
Wert 267, der in der Literatur angegeben wird [147]. Die spezifische Absorption fiir
den Extrakt liegt in diesem Bereich um den Faktor 5 niedriger. Dies legt den Schlufs
nah, dak fiir die UV-Absorption des Extraktes hauptséchlich das Rutin verantwortlich
ist, das im Extrakt mit einer Konzentration von ca. 20 % vorhanden ist. Die noti-
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gen Einsatzkonzentrationen liegen fiir Rutin und Uvinul MS 40 in einer realistischen
Grofenordnung (ca. 6 %), wiahrend fiir den Extrakt die Konzentration ca. 30 % betra-
gen miifste, um einen ausreichenden UVA-Schutz zu erzielen. Fiir den UVA-Bereich
ist der Extrakt als alleiniger UV-Filter folglich nicht geeignet. Nach den Mafstdben
des Australischen Standards liegen die notwendigen Konzentrationen in der gleichen
Grofenordnung wie die vorher berechneten Konzentrationen, wahrend fiir Uvinul MS
40 eine deutlich héhere Konzentration nétig wére. Dies belegt die unzureichende UVA-
Schutzwirkung von Uvinul MS 40.

Im UVB-Bereich ist die spezifische Absorption von Rutin nur etwa halb so grof wie
die von Uvinul MS 40. Daraus resultieren Mindesteinsatzkonzentrationen fiir Rutin
von ca. 11%, fiir Uvinul MS 40 von ca. 4%. An Extrakt miifite eine noch hohere
Konzentration als im UVA-Bereich eingesetzt werden, so daff der alleinige Einsatz
auch im UVB-Bereich keinen ausreichenden Schutz bietet.

Es wird deutlich, daf sich die UV-Filter-Profile von Rutin und Extrakt auf der einen
Seite und Uvinul MS 40 auf der anderen Seite deutlich unterscheiden. Uvinul MS 40
weist im UVB-Bereich eine héhere Absorptionswirkung auf als im UVA-Bereich, wih-
rend es sich bei Rutin und dem Extrakt umgekehrt verhalt. Dieser Unterschied wird
auch durch den UVA /UVB-Quotient dargestellt. Fiir Uvinul MS 40 liegt dieser Wert
unter 1, d. h. die Absorption ist im UVA-Bereich schwécher als im UVB-Bereich. Fir
Rutin und den Extrakt liegt der UVA /UVB-Quotient bei 1,445 bzw. 0,986. Ein idea-
ler Breitband-Filter wiirde einen UVA /UVB-Quotient von 1 besitzen, d. h. in beiden
Bereiche nahezu gleich stark absorbieren. Der Extrakt kommt dieser Forderung am
néichsten. Rutin absorbiert mehr im UVA-Bereich als im UVB-Bereich. Betrachtet
man das Kriterium kritische Wellenldnge, so stellt man fest, dafs Rutin und der Ex-
trakt im Gegensatz zu Uvinul MS 40 das Kriterium fiir einen Breitband-Filter erfiillen
(Ac > 370 nm).

4.3.2 Scavenger-Eigenschaften am DPPH-Modell

Obwohl DPPH kein biologisch relevantes Radikal ist, ist der DPPH-Assay dennoch
gut geeignet, um die antioxidativen Eigenschaften von Substanzen abschétzen zu kon-
nen. Im folgenden werden die Reaktivitdt mit DPPH von Extrakt (Rutingehalt 20 %)
und der dquivalenten Konzentration an reinem Rutin verglichen. Fiir beide Substan-
zen wird in Abhéngigkeit von der Konzentration die antioxidative Aktivitat bestimmt.
Aus den ermittelten Werten wird mittels nicht-linearer Regression der SCgo-Wert be-
rechnet, d. h. die Konzentration, die notig ist, um 50 % des DPPH zu reduzieren. Wie
aus Abb. f.14] ersichtlich ist, ist die antioxidative Aktivitét fiir den Extrakt und Rutin
konzentrationsabhéngig ausgepragt. Der SCso-Wert fiir den Extrakt liegt bei 59,01 £+
5,93 pg/ml, entsprechend 11,87 £+ 1,24 pg/ml, berechnet als Rutin. Der SCso-Wert
fiir Rutin unterscheidet sich signifikant von dem des Extraktes (berechnet als Rutin)
(p < 0,01) und liegt bei 16,67 + 1,11 pg/ml. Dies 14kt darauf schliefen, daf im Ex-
trakt neben dem Rutin auch noch weitere Substanzen fiir die antioxidative Wirkung
verantwortlich sind. Extrakt und Rutin unterscheiden sich unter den gewéhlten Be-
dingungen nur bei Konzentrationen bis 20 pg/ml (p < 0,01). Die fehlende Signifikanz
bei hoheren Konzentrationen ist auf die vorliegende DPPH-Konzentration zuriickzu-
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Abbildung 4.14: Scavenger-Eigenschaften von Rutin und Extrakt am DPPH-Modell. Dar-
gestellt ist jeweils Mittelwert + Standardabweichung (n=3).**: signifikant
verschieden von der jeweiligen Extraktkonzentration (p < 0,01).

fiihren. Das molare Verhiltnis DPPH:Rutin liegt bei einer Rutinkonzentration von
4 pg/ml bei 42:1, bei 40 pg/ml bei 4:1 und bei 200 pg/ml bei 0,85:1. Fiir den Ex-
trakt kommt es ab einer Konzentration von ca. 40 pg/ml zu keiner nennenswerten
Steigerung der antioxidativen Aktivitat mehr, d. h. eine Differenzierung beziiglich der
antioxidativen Aktivitdt zwischen Rutin und Extrakt wére nur bei Einsatz eines gro-
feren Verhaltnisses DPPH zu Antioxidans moglich. Die erzielten Ergebnisse liegen in
guter Ubereinstimmung mit Untersuchungen von MENSOR et al., die im DPPH-Assay
fiir Rutin einen SCsp-Wert von 14,16 pg/ml fanden [109].

4.3.3 Hemmung der Ketoprofen-induzierten Linolsdureperoxidation

Der folgende Versuch beruht auf der Tatsache, daft durch UVA-Bestrahlung aus Ke-
toprofen verschiedene Photoprodukte entstehen, die entweder direkt oder indirekt
iiber reaktive Sauerstoffspezies aus Linolsdure die entsprechenden Peroxide (Hydro-
peroxyoctadecadiensduren, HPODE) bilden konnen [142]. Dieses Modell ist physiolo-
gisch relevant, da Linolséaure Bestandteil der Hautlipide ist [126] und UV-Strahlung
in vivo eine wichtige Quelle fiir die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies darstellt
[45]. Der Buchweizenextrakt sollte in der Lage sein, iiber zwei verschiedene Reakti-
onsmechanismen die Ketoprofen-induzierte Linolsdureperoxidation zu hemmen: zum
einen iiber die Absorption von UV-, besonders UVA-Strahlung, zum anderen als Ra-
dikalfinger fiir Ketoprofen-Photoprodukte bzw. radikale Sauerstoffspezies. Zu diesem
Zweck werden Losungen von Linolsdure und Ketoprofen mit Zusatz von Buchweizen-
extrakt in drei verschiedenen Konzentrationen mit UVA im Dosisbereich 1-5 J/cm?
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Abbildung 4.15: Hemmung des Ketoprofenabbaus (links) sowie der Linolsdureperoxidation
(rechts) durch Zusatz von Extrakt im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle.
Dargestellt ist jeweils Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

bestrahlt. 5 J/cm? UVA entsprechen einer Bestrahlungszeit von ca. 20 Minuten im
Juni im Mittelmeerraum [154].

In Abb. [£.15 wird deutlich, daf der Ketoprofen-Abbau durch den Zusatz von Ex-
trakt konzentrationsabhingig gehemmt wird. Bei einer Bestrahlungsdosis von 5 J /cm?
erreicht man mit allen Extraktkonzentrationen eine signifikante Hemmung des Keto-
profenabbaus gegeniiber der Kontrolle ohne Extrakt (p < 0,01). Die Effekte der Kon-
zentrationen unterscheiden sich zwischen 0,3 und 1,25 mg/ml sowie zwischen 0,6 und
1,25 mg/ml ebenfalls signifikant (p < 0,05), d. h. je mehr Extrakt man einsetzt, desto
geringer fallt die Ketoprofenzersetzung aus. Das laft sich dadurch erklaren, dafs die
UV-Absorptionsfahigkeit des Extraktes proportional zur eingesetzten Konzentration
und der Ketoprofenabbau abhéngig von der eingestrahlten Menge an UVA-Strahlung
ist.

Es wird ebenfalls deutlich, daft der Extrakt in der Lage ist, die Bildung von Li-
nolsdureperoxiden zuriickzudringen (s. Abb. [1.16). Alle Extraktkonzentrationen be-
einflussen hochsignifikant die Linolsdureperoxidation gegeniiber der Kontrolle ohne
Extrakt (p < 0,001). Allerdings finden sich hier keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Konzentrationen. Fiir alle Extraktkonzentrationen ist die Menge
an entstandenen Linolsdureperoxiden nicht signifikant verschieden von der Konzen-
tration, die bei einer Bestrahlung von Linolsdure ohne protektive Zuséitze entsteht (s.
Abb. rechts). Gegeniiber den dquivalenten Mengen an Rutin zeigt sich fiir den
Buchweizenextrakt bei allen Konzentrationen eine signifikant héhere Reduktion der
HPODE-Menge (p < 0,01). Fiir Rutin wird zudem eine Konzentrationsabhingigkeit
der Wirkung beobachtet (Abb. [4.16]).

Aufserdem wird die Wirkung des Extraktes mit der eines reinen UV-Absorbers,
Uvinul MS 40, verglichen. Dazu werden Konzentrationen mit gleicher UV-Absorp-
tionsféhigkeit im UVA-Bereich (bestimmt als integrale Absorption, vgl. Abb.
eingesetzt. Dies spiegelt sich in der gleichen Hemmung der Ketoprofen-Zersetzung
wider (Abb. links).

In Abb. links ist zu erkennen, daf die Hemmung des Ketoprofen-Abbaus bei
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Abbildung 4.16: Vergleich der entstandenen Mengen an HPODE (Linolsdureperoxiden, be-
stimmt als 13-HPODE) bei einer Bestrahlungsdosis von 5 J/cm? UVA unter
Einsatz verschiedener Rutin- und Extraktkonzentrationen. Die Daten fiir
Rutin sind entnommen aus [84]. Der Wert fiir Rutin als Reinsubstanz in der
Konzentration 0,4 mM wurde nicht bestimmt. Dargestellt sind Mittelwert +
Standardabweichung (n=3). ***a: signifikant verschieden von der bestrahl-
ten Kontrolle (p < 0,001); **b: signifikant verschieden von den jeweiligen
Werten fiir den Extrakt (p < 0,01). LS: Linolsdure, KP: Ketoprofen
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Abbildung 4.17: Bestimmung der integralen Absorption fiir Rutin im Bereich 320-400 nm
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Abbildung 4.18: Vergleich der Auswirkungen von Extrakt und Uvinul MS 40 auf die Zerset-
zung von Ketoprofen (links) und die Bildung von HPODE (rechts). ***: si-
gnifikant verschieden von den jeweiligen Werten fiir den Extrakt (p < 0,001).

Zusatz dquivalenter Mengen Extrakt und Uvinul sich nicht signifikant unterscheidet.
Dies bestétigt die Richtigkeit der Konzentrationsberechnungen aus den spezifischen
integralen Absorptionen und bedeutet also den Einsatz von Konzentrationen mit der
gleichen Fahigkeit zur UV-Absorption.

Hétte der Extrakt iiber die UV-Absorptionsfahigkeit hinaus keine weiteren photo-
protektiven Eigenschaften, miifiten sich fiir die Hemmung der Linolsdureperoxidation
dhnliche Werte wie bei Zusatz von Uvinul MS 40 ergeben. Aus Abb. rechts wird
aber deutlich, dafs fiir alle eingesetzten Konzentrationen die Zunahme an HPODE beim
Extrakt signifikant niedriger ist als bei Zusatz von Uvinul MS 40 (p < 0,001). Dabei
zeigt sich fiir Uvinul MS 40 eine deutliche Konzentrationsabhéngigkeit, wahrend dies
fiir den Extrakt nicht der Fall ist. Dies fithrt zu dem Schlufs, dafs der Extrakt zuséatzlich
zu seinen UV-Absorptionseigenschaften antioxidative Eigenschaften hat, die die Per-
oxidation von Linolsédure verhindern kénnen, und dafs die antioxidativen Eigenschaften
stiarker ausgepragt sind als die UV-absorbierende Wirkung.

4.3.4 Wirksamkeit am Keratinozyten-Modell

In Untersuchungen von STRAFACE et al. konnte gezeigt werden, daf die HaCaT-
Zellinie geeignet ist, um die UV-induzierte Zytotoxizitdt zu untersuchen. Dabei erga-
ben sich mikroskopisch sichtbare morphologische Verdnderungen sowohl nach UVA- als
auch nach UVB-Bestrahlung [I59]. In der Literatur konnte anhand des Keratinozyten-
Modells auch der protektive Effekt von Antioxidantien bei Schidigung durch UV-
Strahlung nachgewiesen werden [132]. Es soll nun untersucht werden, welchen Effekt
der Zusatz des Buchweizenextraktes in verschiedenen Konzentrationen auf die Lebend-
zellzahl nach UV-Bestrahlung hat.

Nach einer UVA-Bestrahlung von 8 J/cm? zeigt sich ein deutlicher Riickgang der
Lebendzellzahl gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle (p < 0,001). Durch Zusatz des
Buchweizenextraktes 1aft sich die Lebendzellzahl gegentiber der bestrahlten Kontrolle
signifikant steigern (p < 0,05), allerdings nicht mehr auf das Niveau der unbestrahl-
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Abbildung 4.19: Lebendzellzahl (Kristallviolett-Féarbung) von humanen Keratinozyten nach
Bestrahlung mit 8 J/cm? UVA und Einfluf des Buchweizenextraktes in %
der unbestrahlten Kontrolle. Dargestellt ist jeweils Mittelwert + Standard-
abweichung (n > 8). ***a: signifikant verschieden von der unbestrahlten
Kontrolle (p < 0,001); *b: signifikant verschieden von der bestrahlten Kon-
trolle (p < 0,05).

ten Kontrolle. Die Unterschiede zwischen den eingesetzten Konzentrationen sind nicht
signifikant.

Die Bestrahlung mit 100 mJ/cm? UVB fiihrt zu einer signifikanten Reduktion der
vitalen Zellen gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle (p < 0,001). Die Behandlung
der Zellen mit Buchweizenextrakt fithrt gegeniiber der bestrahlten Kontrolle zu einer
signifikant hoheren Lebendzellzahl (p < 0,001). Im Unterschied zur UVA-Bestrahlung
&t sich bei UVB-Bestrahlung durch Zusatz von Buchweizenextrakt eine Protektion
auf das Niveau der unbestrahlten Kontrolle erreichen. Der Unterschied zwischen den
Konzentrationen ist wiederum nicht signifikant.

Der protektive Effekt von Rutin im Zellmodell wurde in der Literatur bereits unter-
sucht. Dabei findet sich eine gute Ubereinstimmung mit Ergebnissen von NICKEL. Da-
bei wird die protektive Wirkung von Rutin hauptséchlich auf die UV-absorbierenden
Eigenschaften zuriickgefiihrt [124]. Allerdings sollten sich in diesem Fall die Konzentra-
tionsunterschiede auswirken (durch Erhéhung der UV-Absorption). Auferdem lassen
sich damit nicht die gefundenen Unterschiede zwischen UVA- und UVB-Bestrahlung
erklédren, da der Extrakt im UVA-Bereich deutlich mehr absorbiert als im UVB-Bereich
(vgl. Abschnitt[4.3.1)). Daneben ist aber auch zu beachten, daf die UVA-Dosis deutlich
hoher liegt als die UVB-Dosis, so dafs auch von einer hoheren Schadigung durch die
UVA-Bestrahlung auszugehen ist. Es zeigt sich also, daft im Modellsystem HaCaT-
Keratinozyten der Extrakt sowohl bei UVA- als auch bei UVB-Bestrahlung einen
protektiven Effekt auf die Lebendzellzahl hat.
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Abbildung 4.20: Lebendzellzahl (Kristallviolett-Féarbung) von humanen Keratinozyten nach
Bestrahlung mit 100 mJ/cm? UVB und Einfluf des Buchweizenextraktes
in % der unbestrahlten Kontrolle. Dargestellt ist jeweils Mittelwert + Stan-
dardabweichung (n > 8). ***a; signifikant verschieden von der unbestrahlten
Kontrolle (p < 0,001); ***b: signifikant verschieden von der bestrahlten Kon-
trolle (p < 0,001).

4.3.5 Photoprotektive Eigenschaften am HET-CAM-Modell

In Untersuchungen von NEUMANN et al. wurde die Eignung des HET-CAM-Modells
zur Evaluierung von Photoprotektiva festgestellt [122]. Mit Hilfe dieses Modells wird
nun der Schutzeffekt des Extraktes gegen UV-Strahlung untersucht. Als Strahlungs-
dosen werden 5 J/cm? UVA sowie 120 mJ/cm? UVB eingesetzt. Der Extrakt wurde
in einer Konzentration von 1 mg/ml verwendet, als Kontrolle dienen Eier mit PBS,
die jeweils mit der gleichen Dosis bestrahlt werden.

In Abb. zeigt sich, dak die gewéhlte Dosis an UVA-Strahlung keinen Einfluf auf
die Perfusion hat. Der LDF-Index unterscheidet sich nicht signifikant von dem Wert
fiir die Kontrolle. Um einen eventuellen Effekt des Extraktes nachweisen zu kénnen,
miifften weitere Untersuchungen mit einer hoheren UVA-Dosis vorgenommen werden.
Bei der Bestrahlung mit UVB zeigt sich fiir die bestrahlte Kontrolle ein erhohter
Wert fiir die Perfusion, was auf irritative Prozesse schliefsen léfst. Die eingesetzte Dosis
Extrakt kann den LDF-Index auf einen signifikant niedrigeren Wert senken (p <0,05).

In der Literatur ist die Verwendung des sogenannte ,Photo-HET-CAM-Tests* nicht
weit verbreitet. Es finden sich dazu lediglich zwei Verdffentlichungen von NEUMANN
et al. [121] [122]. Beziiglich der verwendeten UV-Dosen lassen sich die Ergebnisse be-
stitigen: Eine Dosis von 5 J/ecm? UVA bewirkt keine toxischen Effekte, wohingegen
120 mJ/em? UVB zu irritativen Phiinomenen fiihrt. Auch finden sich die beschriebenen
grofsen Streuungen des Modells. Dies ist verstdndlich, da es sich bei dem HET-CAM-
Modell um ein komplexes biologisches System handelt.
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Abbildung 4.21: Einfluff von Buchweizenextrakt (1 mg/ml) auf UV-induzierte Schéden, be-
stimmt als LDF-Index 25 Minuten nach der Bestrahlung, am HET-CAM-
Modell. Dargestellt ist jeweils Mittelwert + Standardabweichung (n=12).
*: signifikant verschieden gegeniiber bestrahlter Kontrolle (p < 0,05).

4.3.6 Zusammenfassung: Eignung des Extraktes als Photoprotektivum

Die Wirksamkeit des Extraktes als Photoprotektivum wurde mit verschiedenen Me-
thoden untersucht. Im Vergleich zu reinem Rutin und dem kommerziellen UV-Filter
Uvinul MS 40 zeigte sich fiir den Extrakt eine Breitbandwirkung in der Absorption
von UV-Strahlen. Allerdings ist die Absorption insgesamt nicht stark genug, so dafs
der Extrakt nicht allein als UV-Filter eingesetzt werden kann.

Im DPPH-Assay waren die antioxidative Eigenschaften des Extraktes signifikant
starker ausgepragt als die entsprechender Mengen Rutin. Unter Verwendung eines Mo-
dells der Ketoprofen-verstarkten UVA-induzierten Peroxidation von Linolsdure konn-
te der Extrakt konzentrationsabhéngig die Ketoprofen-Photodegradation hemmen.
Gleichzeitig zeigte sich fiir die Zunahme an Linolsdure-Peroxidationsprodukten, dafs
der Extrakt stédrker inhibierend wirkt als dquivalente Mengen Rutin. Es konnte wei-
terhin nachgewiesen werden, daf die Wirkung des Extraktes in diesem System nicht
nur auf die UV-absorbierenden Eigenschaften zuriickzufiihren ist, da Extrakt-Konzen-
trationen, die den Ketoprofen-Zerfall im gleichen Ausmafs wie Uvinul MS 40 hemmen,
die Bildung von Linolsdureperoxiden signifikant stérker zuriickdringen als der reine
UV-Filter.

An einer humanen Keratinozyten-Zellinie konnte der Extrakt die Lebendzellzahl
sowohl bei UVA- als auch bei UVB-Bestrahlung signifikant gegeniiber der bestrahlten
Kontrolle erhéhen. Im HET-CAM-Modell zeigte sich aufgrund zu niedriger UVA-Dosen
die Schutzwirkung des Extraktes lediglich im UVB-Bereich.
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Abbildung 4.22: Beispielhaftes Elektropherogramm (CE mit elektrochemischer Detektion,
CE-Methode 3) zur Bestimmung von Sauerstoffverbrauch und Zunahme an
Wasserstoffperoxid bei der Bestrahlung einer Extraktlésung mit sichtbarem
Licht.

Insgesamt 14t sich feststellen, dafs der Extrakt iiber ausgezeichnete photoprotektive
Eigenschaften verfiigt und damit geeignet ist, in Sonnenschutzprodukten verwendet zu
werden. Um die unzureichenden UV-Filtereigenschaften auszugleichen, bietet sich die
gleichzeitige Einarbeitung eines chemischen UV-Filters bzw. von Mikropigmenten wie
Titandioxid oder Zinkoxid an. Auferdem muft noch der Einflufs von Formulierungs-
grundlagen auf die UV-Absorption eines extrakthaltigen Sonnenschutzmittels unter-
sucht werden. Weiterfiihrende Experimente sollten die Schutzwirkung des Extraktes
auf verschiedene Zielstrukturen der menschlichen Haut in vivo untersuchen.

4.4 Photochemische Eigenschaften

In den letzten Jahren haben Untersuchungen Aufsehen erregt, in denen nachgewiesen
wurde, daf viele chemische UV-Filter, die in Sonnenschutzprodukten eingesetzt wer-
den, bei Lichtbestrahlung nicht stabil sind [39, 118, [154]. Aus diesem Grund wird die
Wirkung verschiedener Arten von Strahlung auf den Extrakt untersucht.

4.4.1 Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs bei Bestrahlung mit
sichtbarem Licht

Mit Hilfe der Kapillarelektrophorese mit elektrochemischer Detektion (wie z. B. in
[141] beschrieben) kann parallel die Sauerstoffabnahme sowie die Zunahme an Was-
serstoffperoxid in einer bestrahlten Extraktlosung beobachtet werden. Wahrend der
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Abbildung 4.23: Zunahme an Wasserstoffperoxid und Sauerstoffverbrauch bei 15miniitiger
Bestrahlung einer Extraktlosung mit sichtbarem Licht in Abhéngigkeit von
der eingesetzten Extraktkonzentration. Dargestellt ist jeweils Mittelwert 4
Standardabweichung (n=3). *: signifikant verschieden von der Kontrolle (p
< 0,05); ***: p < 0,001.

Messung erfolgt die Bestrahlung mit einem 50 W-Halogenstrahler aus einer Entfer-
nung von 25 cm. Nach der Messung wird die Probe weitere 8 min bestrahlt, danach
erfolgt eine weitere Injektion. Eine beispielhafte Darstellung der sich ergebenden Elek-
tropherogramme findet sich in Abb.

In Abb. 23] ist zu sehen, dak es bei Bestrahlung der Extraktlosung zur Entste-
hung von Wasserstoffperoxid kommt. Die Menge an entstandenem Wasserstoffperoxid
unterscheidet sich bei allen eingesetzten Extraktkonzentrationen signifikant von der
Kontrolle (p < 0,001). Auch der Zuwachs mit steigender Extraktkonzentration ist
signifikant (p < 0,05). Beziiglich des Sauerstoffverbrauchs unterscheiden sich die Kon-
zentrationen 0,2 mg/ml und 0,5 mg/ml nicht signifikant von der Kontrolle, wiahrend
es bei einer Extraktkonzentration von 1,0 mg/ml zu einem signifikant hoheren Sauer-
stoffverbrauch als beim reinen Losungsmittel kommt (p < 0,05).

Die Produktion von Wasserstoffperoxid bzw. Hydroxylradikalen durch Flavonoide
(allerdings ohne Bestrahlung) ist in der Literatur beschrieben [26, 28| [75, 112]. In
Untersuchungen von CANADA wurde die Entstehung von HoOo auf Autoxidations-
prozesse zurilickgefiihrt, die mit zunehmendem pH-Wert deutlich schneller verlaufen
[26]. In den vorliegenden Experimenten wurde der Extrakt in 10 mM Borax (pH 8,5)
gelost, so daft durch den alkalischen pH-Wert Autoxidationsprozesse nicht ausgeschlos-
sen werden kénnen. Es bleibt also zu untersuchen, ob der pH-Wert des Losungsmittels
einen Einfluf auf die Photostabilitit hat (vgl. Abschnitt £.4.3). AuRerdem stellt sich
die Frage, ob die Art der eingesetzten Strahlung die Photostabilitdt des Extraktes
beeinflufét.

Beziiglich der absoluten Menge an Wasserstoffperoxid 1afst sich feststellen, daf bei
einer Extraktkonzentration von 1,0 mg/ml bei 15 min Bestrahlung ca. 2,8 uM Wasser-
stoffperoxid entstanden sind. NICKEL stellte in Untersuchungen an humanen Kerati-
nozyten fest, daf erst ab einer Konzentration von ca. 100 pM Wasserstoffperoxid mit
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Abbildung 4.24: Photostabilitat von Rutin, Extrakt und Uvinul MS 40 als Festfilm. Die Wer-
te sind jeweils angegeben als % der unbestrahlten Kontrolle (Mittelwert +
Standardabweichung, n=3). *: signifikant verschieden von der unbestrahlten
Kontrolle, p <0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001.

Auswirkungen auf die Vitalitdt der Keratinozyten zu rechnen ist [124]. Bei den unter-
suchten Extraktkonzentrationen und Bestrahlungszeiten ist also nicht mit toxischen
Erscheinungen zu rechnen.

4.4.2 Photostabilitat des Extraktes als Festfilm

Um die Photostabilitdt des Extraktes umfassend charakterisieren zu kénnen, wird
der Extrakt zuerst als Festfilm entsprechend eines Protokolls der COLIPA untersucht
[13]. Als Referenz werden Rutin als Reinsubstanz sowie der kommerziell verwende-
te UV-Filter Uvinul MS 40 eingesetzt. Nach dem Auftragen auf Glasplatten werden
die eingetrockneten Losungen mit 5 J/cm? UVA, 120 mJ/cm? UVB bzw. 1 h mit
sichtbarem Licht (50 W aus einer Entfernung von 40 cm) bestrahlt. Die eingesetzten
Strahlungsdosen entsprechen (gemessen im Juni im Mittelmeerraum) einer Bestrah-
lungszeit von 20 min (fiir die UVA-Dosis) bzw. 12 min (fiir die UVB-Dosis) [154]. Die
UVB-Dosis von 120 mJ/cm? entspricht aukerdem 5 MED (mittlere Erythemdosis),
die von der COLIPA als Dosis fiir Photostabilitdtsuntersuchungen empfohlen wurden
[13, [88]. Danach wird der Festfilm mit Methanol 80 % (V/V) abgewaschen und die
UV-Spektren aufgenommen. Zusétzlich wird mit CE der Gehalt an Rutin bzw. Uvi-
nul MS 40 bestimmt. Als Kontrolle dienen Losungen, die zwar auf die Glasplatten
aufgetragen, aber nicht bestrahlt wurden.

Aus den UV-Spektren werden die Fléchen unter der Absorptionskurve im Bereich
der UVA-Strahlung (320-400 nm) und der UVB-Strahlung (290-320 nm) bestimmt
und daraus der Quotient berechnet. Dieser Quotient ist ein Maf fiir eventuelle Ver-
dnderungen im Flavonoid-Grundgeriist, da bestimmten Teilen des Geriistes Banden
im Absorptionsspektrum zugeordnet werden kénnen [24]. Durch Verdnderungen im
Spektrum kann sich auch die kritische Wellenldnge A. verschieben [40].

Aus Abb. [1.24] 148t sich entnehmen, daR sich unter den gewéhlten Bedingungen fiir
Rutin und den Extrakt teilweise zwar Verdnderungen im UVA /UVB-Quotienten erge-
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ben, die Bestrahlung aber keinen signifikanten Einfluft auf den Gehalt der jeweiligen
Substanz hat. Auch in der kritischen Wellenlédnge ergeben sich keine signifikanten Ver-
schiebungen (Daten nicht abgebildet). Man kann also davon ausgehen, daf die drei
untersuchten Substanzen unter den gewihlten Bestrahlungsbedingungen als Festfilm
stabil sind. Unter dhnlichen Bedingungen (5 MED UVB) wurden in Experimenten von
BERSET et al. fiir den synthetischen UV-Filter Octylmethoxycinnamat Zersetzungsra-
ten von ca. 25 % gefunden. In Untersuchungen von MENDL zeigte Rutin als Festfilm
einen Zerfall von ca. 10% nach Bestrahlung mit UVC-Licht (6,5 J/cm?), withrend
Quercetin unter den gleichen Bedingungen zu ca. 25 % zersetzt wurde [108]. Allerdings
sind diese Untersuchungen nur bedingt mit den hier durchgefiihrten vergleichbar, da,
abgesehen von der hoheren Strahlendosis, z. B. Rutin im Bereich der UVC-Strahlung
etwa doppelt so viel Licht absorbiert wie im Bereich der UVA-Strahlung.

4.4.3 Photostabilitdt des Extraktes in Lésung

Zusétzlich zur Bestrahlung als Festfilm soll auch die Stabilitét in Losung in Abhéngig-
keit vom pH-Wert untersucht werden. Dazu wird der Extrakt sowohl in Borax (pH 8,5)
als auch in einem Phosphatpuffer (pH 7,0) gelost. Zusétzlich wird auch das Verhal-
ten von Rutin in Borax untersucht. Die Bestrahlungsdauer mit sichtbarem Licht wird
auf 30 min verkiirzt, um den ungefdhren Bestrahlungszeiten im Sonnenlicht fiir die
eingesetzten UVA- und UVB-Dosen zu entsprechen.

Es zeigt sich (s. Abb. [£.2])), daf beziiglich des UVA/UVB-Quotienten sich bei
allen drei Strahlungsarten signifikante Unterschiede zur unbestrahlten Kontrolle fiir
die Extraktlosungen ergeben, unabhingig vom pH-Wert der Losung. Dabei sind die
Veranderungen bei Bestrahlung mit sichtbarem Licht jeweils am stédrksten ausge-
pragt. Der Riickgang des UVA/UVB-Quotienten ist fiir den Extrakt in Boraxpuffer
bei allen Bestrahlungsarten stéarker als fiir den Extrakt in Phosphatpuffer. Fir Ru-
tin bleibt der UVA /UVB-Quotient konstant. Betrachtet man die gemessenen Rutin-
Konzentrationen, zeigt sich, daf bei Bestrahlung des Extraktes in Borax mit sichtba-
rem Licht es zu einem signifikanten Zerfall kommt (p < 0,05). Auf den Rutingehalt
des Extraktes in Phosphatpuffer und von Rutin in Boraxpuffer haben die untersuchten
Strahlungsdosen keinen Einflufs.

Die Verdnderungen in den UVA/UVB-Quotienten lassen sich unter der Annahme
oxidativer Verdnderungen gut mit Befunden von MAKRIS und ROSSITER begriinden.
In diesen Untersuchungen war bei der Oxidation von Rutin und auch Quercetin in
den Spektren ein Riickgang der Absorption bei 359 nm und eine Erh6éhung der Ab-
sorption bei 299 nm zu verzeichnen [105]. Bei einer solchen Verdnderung wird bei der
Berechnung der UVA /UVB-Quotienten die Fliche fiir den UVA-Bereich und damit der
Quotient kleiner. Die Verdnderungen in den Spektren kénnen sich auch schon bei oxi-
dativen Verdnderungen in den Molekiilen bemerkbar machen, die noch keinen Einfluf§
auf das Migrationsverhalten in der CE haben.
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Abbildung 4.25: Photostabilitdt von Rutin und Extrakt in Losung in Abhéngigkeit vom ge-
wahlten Losungsmittels. Die Werte sind jeweils angegeben als % der unbe-
strahlten Kontrolle (Mittelwert + Standardabweichung, n=3). *: signifikant
verschieden von der unbestrahlten Kontrolle, p < 0,05; **: p < 0,01; ***:
p < 0,001.

4.4.4 Zusammenfassung: Stabilitdt des Extraktes bei Bestrahlung

Bei der Bestrahlung des Extraktes als Festfilm sowie in Losung mit UVA, UVB und
sichtbarem Licht zeigte sich fiir den Parameter UVA/UVB-Quotient jeweils ein si-
gnifikanter Unterschied zur unbestrahlten Kontrolle. Allerdings &dufierte sich bei der
Bestrahlung als Festfilm dieser Unterschied nicht in einer Verringerung des Rutin-
Gehaltes. Fiir den Extrakt in Losung zeigte sich eine Abhéngigkeit der Photostabi-
litdt vom verwendeten Losungsmittel. Bei einem pH-Wert von 7,0 (Phosphatpuffer)
zeigte sich kein Unterschied zur unbestrahlten Kontrolle, wéahrend sich fiir den in Bo-
rax (pH 8,5) gelosten Extrakt bei Bestrahlung mit sichtbarem Licht, nicht aber bei
UVA- oder UVB-Bestrahlung ein signifikanter Abfall im Rutingehalt ergab. Dies ist
evtl. auch auf den héheren Energieeintrag durch die Bestrahlung mit sichtbarem Licht
zuriickzufiihren. Eine Losung von reinem Rutin in Borax war hingegen stabil.

Mit Hilfe eines CE-Systems mit elektrochemischer Detektion konnte fiir den in Borax
gelosten Extrakt die Entstehung von Wasserstoffperoxid bei Bestrahlung mit sicht-
barem Licht nachgewiesen werden. In Untersuchungen von KEMPE zeigte sich bei
identischem Versuchsaufbau, daf dieses Phdnomen nicht bei Rutin, jedoch bei Quer-
cetin auftritt. Da im Buchweizenextrakt Quercetin durch hydrolytische Prozesse in
alkalischem Milieu entstehen kann [36], 148t sich dadurch die Entstehung von Wasser-
stoffperoxid erklaren.

In der Literatur ist die Photooxidation von Quercetin beschrieben. Dieser Prozefs
wird durch die Anwesenheit eines Photosensitizers (Riboflavin) enorm beschleunigt.
Allerdings 1a#t sich das Ausmaf der Photooxidation durch den Zusatz von Ascorbin-
saure reduzieren [I61]. In Untersuchungen von MONICI zeigte sich fiir Flavon eine
deutliche Abhéngigkeit der Photodegradation vom verwendeten Loésungsmittel. Der
Zusatz von Tensiden, so daft das Flavonoid in mizellarer Lésung vorlag, fiithrte zu
einem fast kompletten Schutz vor Photooxidation [113].
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MIROSSAY et al. untersuchten die Phototoxitédt von Quercetin bei Bestrahlung mit
sichtbarem Licht in einer HL-60-Zellinie. Dabei konnten sie bis zu einer Konzentra-
tion von 10 uM keine Beeintrachtigung der Zellvitalitat feststellen. Dariiberhinaus
war Quercetin aber sogar in der Lage, die Phototoxizitdt von Hypericin positiv zu
beeinflussen [I11]. Zu dhnlichen Ergebnissen kam eine Arbeitsgruppe um WILHELM,
die in humanen Keratinozyten die Phototoxizitat von einem Extrakt aus Hypericum
perforatum durch Zusatz verschiedener Flavonoide hemmen konnten [173].

Zusammenfassend laft sich feststellen, dafs es unter den untersuchten Bedingungen
nur bei einer alkalischen Losung des Extraktes zu nennenswerten Photoinstabilité-
ten kam. Da der Extrakt in topischen Formulierungen jedoch im neutralen bis leicht
sauren Milieu zum Einsatz kommt, ist davon auszugehen, dafs der Extrakt unter den
normalen Einsatzbedingungen iiber eine ausreichende Photostabilitét verfiigt. Da aus
der Literatur bekannt ist, daf die Stabilitdt von UV-Filtern in Sonnenschutzprodukten
auch stark von den weiteren Hilfsstoffen abhéngt [104], sollten die Untersuchungen zur
Photostabilitat ebenfalls an der extrakthaltigen Formulierung durchgefiihrt werden.

4.5 Galenik

4.5.1 Praformulierungsstudien
4.5.1.1 Hygroskopizitit

Pflanzliche Trockenextrakte sind haufig hygroskopisch. Dies lafst sich zum einen auf
die in pflanzlichen Extrakten ubiquitdr vorhandenen Kohlenhydrate (z. B. Zucker)
zuriickfiihren [30], zum anderen aber auch auf die Lyophilisation, der der vorliegende
Buchweizenextrakt unterzogen wurde. Die Hygroskopizitdt des Extraktes kann Aus-
wirkungen auf die galenische Verarbeitbarkeit haben (Verklumpung, verbunden mit
einer langsameren Auflosung in Vehikeln), aber auch u. U. Stabilitdtsprobleme mit
sich bringen, da in Anwesenheit von Wasser z. B. glykosidische Bindungen leichter ge-
spalten werden konnen [I5]. Die Hygroskopizitiat des Buchweizenextraktes (berechnet
als mittlere Gleichgewichtsfeuchte EMC) wurde mit Hilfe der Methode von CALLAHAN
charakterisiert [25].

In Abbildung wird deutlich, daf es schon bei Luftfeuchten von unter 50%
zu einer deutlichen Zunahme der EMC kommt. Nach CALLAHAN ist der Extrakt in
die Hygroskopizitétsklasse IV (sehr hygroskopisch) einzuordnen. Bei Luftfeuchten von
mehr als 50% verliert der Extrakt seine Pulvereigenschaften und wird zu einer zahen
Masse, die sich nicht mehr verarbeiten 1aft. Die Aufbewahrung des Extraktes sollte
also bei niedrigen Luftfeuchten erfolgen. Der Einfluf der Luftfeuchte auf die Stabilitat
des Extraktes wird in Abschnitt [4.5.2] untersucht.

4.5.1.2 Loslichkeitsuntersuchungen

Die Loslichkeit des Extraktes in Wasser spielt fiir die Einarbeitung in topische Vehi-
kel eine wichtige Rolle. Die Loslichkeit in Dodecanol und Glycerol wird untersucht,
um einen Hinweis auf einen geeigneten Akzeptor fiir Liberationsuntersuchungen zu
erhalten.
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Abbildung 4.26: Hygroskopizitit des Extraktes: mittlere Gleichgewichtsfeuchte (EMC) in Ab-
héngigkeit von der relativen Luftfeuchte. Dargestellt ist jeweils Mittelwert
+ Standardabweichung (n=2).

Tabelle 4.6: Sittigungsloslichkeiten von Rutin als Reinsubstanz bzw. im Buchweizenextrakt,
jeweils in pg/ml. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

Medium Reinsubstanz im Extrakt
Dodecanol 77,39 £ 3,52 60,74 + 5,94
Wasser 37,35 + 4,47 169,73 £+ 20,06

Glycerol 4859,32 + 472,24  4046,41 £ 541,95
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Aus den Loslichkeitsuntersuchungen (vgl. Tabelle wird deutlich, dafs Rutin im
Extrakt eine deutlich bessere Wasserloslichkeit besitzt als Rutin als Reinsubstanz
(p < 0,001). Zu diesem Ergebnis kam auch NIESEL [I125]. Die beiden Léslichkeiten
unterscheiden sich um den Faktor 5. Rutin im Extrakt ist in Dodecanol allerdings
schlechter 16slich als Rutin als Reinsubstanz (p < 0,05). Hier ist der Unterschied in
der Loslichkeit geringer als in Wasser (Faktor 1,3).

Fiir die Verarbeitbarkeit in topischen Arzneiformen ist die hohere Wasserloslichkeit
des Extraktes vorteilhaft. Ob sie allerdings beziiglich der Penetrationsfdhigkeit in die
Haut Nachteile mit sich bringt, wird in einem spateren Kapitel untersucht.

Zusatzlich wird die Loslichkeit des Extraktes in Mikroemulsionen untersucht. Mi-
kroemulsionen sind moderne galenische Systeme, die eine Vielzahl von Vorteilen auf-
weisen. Sie verfiigen iiber gute Solubilisierungseigenschaften fiir viele Arzneistoffe, for-
dern die Penetration von Arzneistoffen in die Haut, sind einfach herzustellen und
besitzen eine hohe thermodynamische Stabilitdt [96]. Untersucht wurden zwei Mikro-
emulsionssysteme, die am Institut fiir Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg entwickelt worden sind und eine gu-
te Hautvertraglichkeit aufweisen [72, [79]. Die beiden Mikroemulsionen unterscheiden
sich sowohl im verwendeten Tensidanteil als auch in der lipophilen Komponente. Es
wird jeweils die Séttigungsloslichkeit von Rutin sowohl als Reinsubstanz als auch im
Extrakt bestimmt.

In Abb. zeigt sich, dafs der Extrakt in beiden Mikroemulsionen besser 16slich
ist als Rutin als Reinsubstanz (p < 0,001). Zum einen ldft sich dieses Ergebnis auf
den hohen Wasseranteil der Mikroemulsionen (50 %) zuriickfithren, da der Extrakt
sich besser in Wasser 10st als reines Rutin. Andererseits sind sowohl Extrakt als auch
Rutin in den Mikroemulsionen wesentlich besser 16slich als in reinem Wasser. Die IPP-
Mikroemulsion verbessert die Extraktloslichkeit im Vergleich zu Wasser fast um den
Faktor 30, fiir Rutin sogar um den Faktor 1800.

Vergleicht man die beiden untersuchten Mikroemulsion, stellt man fest, daft sowohl
Rutin im Extrakt als auch als Reinsubstanz in der Planta-Mikroemulsion deutlich
besser 16slich sind als in der IPP-Mikroemulsion (p < 0,01). Bei einem Rutin-Gehalt
von 20 % in Extrakt losen sich in der IPP-Mikroemulsion ca. 2,3 % Extrakt, in der
Planta-Mikroemulsion dagegen 2,75 %.

4.5.1.3 Verteilungskoeffizient

Fiir Rutin im Extrakt und als Reinsubstanz wurde der scheinbare Verteilungskoeffi-
zient im System Oktanol /Phosphatpuffer bei zwei verschiedenen pH-Werten (pH 5,5
und 7,4) untersucht. Fiir den Verteilungskoeffizienten in diesem System findet sich in
der Literatur eine gute Korrelation mit den Verteilungskoeffizienten zwischen Wasser
und humanem Stratum corneum [60]. Die pH-Werte des Phosphatpuffers wurden auf-
grund der Verhéltnisse in der Haut gewéhlt. Wahrend in der Epidermis der pH-Wert
bei 7,4 liegt, betrigt der pH-Wert an der Hautoberfliche ca. 5,5 [127]. Durch diesen
pH-Gradienten werden ionisierbare Arzneistoffe wie das Rutin in ihrem Ionisierungs-
grad und damit in ihrer Lipophilie beeinflufst.

Es zeigt sich fiir beide untersuchte Substanzen (Tab. eine deutliche Abhéngigkeit
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Abbildung 4.27: Loslichkeit von Rutin als Reinsubstanz und im Extrakt in verschiedenen
Mikroemulsionen. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

Tabelle 4.7: log P-Werte fiir Rutin als Reinsubstanz und im Extrakt in Abhéngigkeit vom
pH-Wert. Dargestellt sind jeweils Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

pH 5,5 pH 7,4
Rutin 0,65 & 0,07 0,33 £ 0,02
Extrakt 0,20 & 0,03 0,39 & 0,02

des Verteilungskoeffizienten vom pH-Wert (p < 0,001). Der Verteilungskoeffizient ist
in beiden Fillen bei pH 5,5 grofer als bei pH 7,4. Die Anderungen mit zunehmendem
pH-Wert fallen deswegen so gravierend aus, da der pKg-Wert des Rutins mit einem
Wert von ca. 6,8 zwischen den beiden untersuchten pH-Werten liegt. Im Bereich des
pKg-Wertes dndert sich der Grad der Ionisierung und damit die Verteilung zwischen
der lipophilen und der hydrophilien Phase sprunghaft. Bei pH 5,5 ist der Lipophilie-
Unterschied zwischen Rutin als Reinsubstanz und im Extrakt deutlich ausgepragt
(p < 0,001), wahrend er bei pH 7,4 nicht signifikant ist.

Eine Substanz, die in Oktanol und Wasser gleichverteilt wére, héitte einen log P-Wert
von 0. Sowohl Rutin als auch der Extrakt liegen vom Verteilungskoeffizienten her nur
wenig im lipophilen Bereich. Rutin als Reinsubstanz besitzt eine héhere Lipophilie als
Rutin im Extrakt. Dieser Unterschied hat sich auch schon in den Loslichkeitsuntersu-
chungen gezeigt (vgl. Abschnitt . RODE fand fiir Verbindungen mit &hnlichem
log P-Wert wie Rutin im Extrakt eine gute Penetration in das Stratum corneum von
exzidierter Schweinehaut [146]. Vom Verteilungskoeffizienten her ist also zu erwarten,
daf der Extrakt in den Formulierungen ebenfalls gut in das Stratum corneum pene-
triert.
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Tabelle 4.8: Wiederfindungsraten fiir die Analytik der halbfesten Formulierungen mit CE-
Methode 1. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung (n=2).

Lipophile Creme 99,50 + 1,41
Basiscreme 97,77 £+ 3,36

4.5.2 Stabilitdtsuntersuchungen
4.5.2.1 Stabilitit des Extraktes in Abhangigkeit von der relativen Feuchte

Da der Extrakt stark hygroskopisch ist, nimmt er unter entsprechenden Lagerungsbe-
dingungen Wasser auf. Fiir wéfrige Losungen von Quercetinglykosiden ist bekannt, dafs
ihre Haltbarkeit sehr eingeschrankt ist [16]. Es soll im folgenden untersucht werden,
ob die Wasseraufnahme einen Einfluff auf die Stabilitdt der Inhaltsstoffe hat, da gly-
kosidische Bindungen eine hydrolytische Empfindlichkeit aufweisen. Der Extrakt wird
iber einen Zeitraum von 26 Wochen bei 22 °C und relativen Luftfeuchten von 11 %
bzw. 57 % aufbewahrt und in regelméfigen Abstinden mit Hilfe einer CE-Methode auf
den Gehalt an Rutin und Chlorogensdure untersucht. Da die Untersuchungen an je-
weils nur einer Probe vorgenommen wurden, lassen sich die Ergebnisse nicht statistisch
auswerten.

Wie in Abbildung dargestellt, liegen der Ausgangsgehalt des Extraktes bei
22,3% Rutin und 4,5% Chlorogensiure. Die Lagerung bei 11% r. F. fiihrt beim Ex-
traktes zu einem Feuchtegehalt von ca. 1,7 %, bei einer Umgebungsfeuchte von 57 %
zu einem Feuchtegehalt von ca. 9,2%. Uber einen Zeitraum von 12 Wochen ist der
Extrakt unter den untersuchten Bedingungen stabil. Fiir den 26-Wochen-Wert zeigt
sich bei beiden Raumfeuchten ein Abbau der Inhaltsstoffe von ca. 10-15%. Ahnliche
Ergebnisse fanden auch GIOVANELLI et al., die die Stabilitat von Inhaltsstoffen (u.
a. Rutin) in getrockneten Tomaten bei unterschiedlichen Feuchtegehalten untersuch-
ten. Dabei stellten sie fest, daft der Rutingehalt bei einem Feuchtigkeitsgehalt der
Tomatenpulpe von 9% bei 4 °C und 20 °C iiber einen Zeitraum von 3 Monaten um
ca. 10 % abnahm, der Abbau bei hoheren Temperaturen allerdings deutlich schneller
verlief. Der Unterschied zwischen den unterschiedlichen Feuchtigkeitsgehalten war nur
bei 37 °C deutlich ausgepragt [59].

Die Lagerung des Extraktes sollte also bei moglichst niedrigen Temperaturen iiber
maximal 3 Monate erfolgen. Um eine gute Verarbeitbarkeit zu gewéhrleisten, sollte auf
eine niedrige Umgebungsluftfeuchte geachtet werden. Mit den vorgenommenen Unter-
suchungen konnte nicht festgestellt werden, ob der Feuchtegehalt tatsdchlich einen
Einfluf auf die Stabilitdt des Extraktes hat. Mdoglicherweise spielt der Einfluf von
Luftsauerstoff auf die oxidative Zersetzung von Rutin auch eine grofie Rolle. Dies
konnte durch Lagerung unter Luftausschluf untersucht werden.

4.5.2.2 Stabilitat des Extraktes in Standardvehikeln

Damit der Extrakt topisch eingesetzt werden kann, mufs er in einer topisch applizierba-
ren Formulierung vorliegen. Kosmetisch akzeptable Formulierungen enthalten héufig
einen hohen Wasseranteil, was aber u. U. zu Stabilitdtsproblemen beziiglich des Ex-
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Abbildung 4.28: Stabilitdt des Extraktes in Abhéngigkeit von verschiedenen Luftfeuchten.
Der Gehalt an Rutin (oben) und Chlorogenséure (unten) wurde jeweils an
einer Probe untersucht.
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Tabelle 4.9: Rutingehalt des Extraktes in halbfesten Formulierungen unter verschiedenen Be-
dingungen (RT = Raumtemperatur, KT = Kiihlschranktemperatur). Dargestellt
ist jeweils der Rutingehalt in % der Ausgangskonzentration (Mittelwert 4+ Stan-
dardabweichung, n=2).

Wochen Basiscreme Lipophile Creme
RT KT RT KT
0 100,00 £ 0,31 100,00 £ 0,31 100,00 &+ 0,22 100,00 £ 2,61
1 100,64 £1,92 100,27 £244 99,03 £ 1,99 100,72 + 1,30
4 9987 + 1,18 100,18 £ 1,30 99,96 + 2,16 100,09 £ 0,43
8§ 101,80 £ 1,74 100,15 £ 2,31 100,58 + 1,86 100,51 £ 2,05
12 100,92 £ 0,68 100,68 £+ 1,58 99,96 + 1,37 100,70 £ 1,00
26 74,46 £ 2,46 72,66 £ 3,82 80,06 £1,09 72,15 £ 3,48

traks fithren kann. Um diese Effekte zu untersuchen, wurde der Extrakt jeweils in einer
Konzentration von 2 % in unterschiedliche halbfeste Formulierungen eingearbeitet.

Gewéhlt wurden zwei Standardvehikel des DAC bzw. NRF, die {iber gute kosme-
tische Eigenschaften verfiigen. Die Lipophile Cremegrundlage (NRF 11.104) ist eine
hydrophobe W/O-Creme mit einem hohen Wasseranteil (65%). Sie verfiigt iiber ei-
ne hohe chemische, physikalische und mikrobielle Stabilitét (durch die Konservierung
mit Kaliumsorbat und Citronenséiure), ist wollwachsfrei und von weicher Konsistenz,
wodurch sie leicht streichfdhig ist. Die Basiscreme DAC ist eine amphiphile Creme,
die sowohl O/W- als auch W/O-Emulgatoren enthélt und sich dadurch fiir die Ein-
arbeitung vieler Arzneistoffe eignet. Sie enthélt einen Wasseranteil von 40 % und ist
mit Propylenglykol konserviert, das gleichzeitig auch als Penetrationsenhancer dienen
kann.

Die Proben wurden iiber einen Zeitraum von einem halben Jahr (Juli bis Januar)
sowohl bei Raumtemperatur (RT) als auch bei Kiihlschranktemperatur (KT) gelagert,
und in regelméfigen Abstédnden wurde der Rutingehalt mittels CE untersucht. Die
Wiederfindungsraten fiir die Methode liegen jeweils bei nahezu 100 % (vgl. Tab. .
Die Lagerung erfolgt als worst-case-Szenario beziiglich der oxidativen Bedingungen,
d. h. in nur wenig gefiillten Behéltnissen. Rutin dient als analytischer Marker fiir die
Stabilitat des Extraktes, da die anderen Polyphenole im Extrakt in einer zu niedrigen
Konzentration vorliegen, um in den halbfesten Formulierungen noch mit ausreichender
Genauigkeit bestimmbar zu sein.

Die Ergebnisse zeigen, daft der Extrakt in beiden halbfesten Formulierungen iiber
einen Zeitraum von drei Monaten eine gute Stabilitdt aufweist. Der Rutingehalt un-
terscheidet sich nicht signifikant vom Ausgangswert. In den Mefiwerten nach einem
halben Jahr wird jedoch deutlich, dafs es in beiden Formulierungen zu einem signifi-
kanten Abbau des Rutins kommt (p < 0,001). Sowohl die Lagerungstemperatur als
auch die Art der Formulierung haben dabei keinen Einfluff auf die Stabilitéat. Fir die
bei Raumtemperatur gelagerten Formulierungen zeigt sich im Laufe der Lagerungszeit
auferdem eine deutliche Braunverfarbung. MAKRIS et al. fiihren diese Verfarbung auf
oxidative Prozesse unter Beteiligung von Ubergangsmetallionen zuriick [L05].
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Tabelle 4.10: Einfluf von Ascorbinsiure auf den Rutingehalt (% des Ausgangswertes) von
Extrakt in Phosphatpuffer pH 7,0 nach 24stiindiger Lagerung bei 40 °C. Darge-
stellt sind Mittelwert 4+ Standardabweichung (n=4). ***: signifikant verschieden
von den Werten fiir den Extrakt ohne Ascorbinsdure (p < 0,001).

Extrakt 55,52 + 2,38
Extrakt + Ascorbinsdure 77,57 &+ 3,79

Stabilitatsprobleme mit Flavonoidglykosiden in wéfirigen Lésungen bzw. in wasser-
haltigen halbfesten Formen sind in der Literatur bekannt. In Untersuchungen von
BILIA et al. zeigte sich fiir den Gehalt an Quercetinglykosiden in Tinkturen aus
Calendula-Bliiten ein mehr als 10%iger Abfall innerhalb von 4 Monaten (fiir Tinkturen
mit 40 % Ethanol) bzw. 5 Monaten (fiir Tinkturen mit 60 % Ethanol) [16]. In Tinkturen
aus Johanniskraut ergaben sich fiir Rutin tgp-Werte von 45 Tagen (fiir Tinkturen mit
40 % Ethanol) bzw. von 90 Tagen (mit Ethanol 60 %) [14]. MAKRIS et al. beschreiben
fiir Rutin und Quercetin in Losung einen groften Einflult von Sauerstoff auf die Ab-
baurate [106]. RODE fand fiir in Emulsionen eingearbeitete Griintee-Extrakte bei einer
Lagerung bei 25 °C iiber einen Zeitraum von 6 Monaten einen deutlichen Abfall des
Gehaltes an Catechin und Epicatechin. Dabei zeigte sich im Fall der W/O-Emulsion
bereits nach 3 Monaten ein Abbau von nahezu 50 %, wihrend die Stabilitat der Wirk-
stoffe in der O/W-Emulsion etwas besser war. Eine Stabilisierung der Catechine liefs
sich durch Zusatz von Ascorbinsédure als Antioxidans sowie EDTA als Chelatbildner
erreichen. Durch Lagerung unter Luftausschlufs erhéhte sich die Stabilitdt ebenfalls
betréchtlich [146]. BORS et al. konnten ebenfalls fiir Quercetin und Rutin nachweisen,
daf Ascorbinsédure das jeweilige Flavonoid aus dem mittels Pulselektrolyse erzeugten
Aroxylradikal recyceln kann [21].

Um den Einfluf von Ascorbinsédure auf die Stabilitdt von Buchweizenextrakt abzu-
schétzen, wurde eine Losung des Extraktes in Phosphatpuffer pH 7,0 mit und ohne
Zusatz von Ascorbinsiure (im Verhéltnis Extrakt: Ascorbinséure = 1:2) bei 40 °C iiber
24 Stunden inkubiert und beziiglich des Rutingehaltes analysiert. Es zeigt sich (vgl.
Tabelle , daf die Stabilitdt des Extraktes durch Ascorbinsdure signifikant posi-
tiv beeinflufst wird (p < 0,001). Die Flachen des Ascorbinsédure-Peaks verringern sich
gleichzeitig auf 41,80 + 1,23 % des Ausgangswertes.

Um eine hohere Stabilitéit des Extraktes in den Formulierungen zu erreichen, sollten
die Effekte folgender Mafnahmen untersucht werden: Lagerung unter Luftausschlufs
bzw. in moglichst gefiillten Behé&ltnissen sowie Zusatz von Ascorbinsdure als Anti-
oxidans und/oder Zusatz eines Chelatbildners (z. B. EDTA oder Citronensédure) zur
Verhinderung von durch Ubergangsmetallionen katalysierten oxidativen Prozessen.

4.5.2.3 Stabilitat des Extraktes in Mikroemulsionen

Da der Extrakt sich gut in die beiden beschriebenen Mikroemulsionen einarbeiten liefs,
wurden ebenfalls Stabilitdtsuntersuchungen mit diesen Formulierungen durchgefiihrt
(vgl. Abb. . Es erfolgte allerdings im Gegensatz zu den halbfesten Formulierungen
lediglich eine Lagerung bei Raumtemperatur, da es im Kiihlschrank zum Erstarren der
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Mikroemulsionen kam.

Fiir die IPP-Mikroemulsion zeigt sich bei einer Lagerung von bis zu 3 Monaten
keine signifikante Gehaltsinderung. Der Wert fiir einen Lagerungszeitraum von 6 Mo-
naten liegt dagegen signifikant unter dem Ausgangswert (p < 0,001). Im Vergleich
zur Basiscreme und zur lipophilen Creme zeigt sich fiir die IPP-Mikroemulsion kein
Unterschied beziiglich der Stabilitat. Ebenso zeigte sich fiir die Planta-Mikroemulsion
im untersuchten Zeitraum kein Unterschied zur IPP-Mikroemulsion.

Tabelle 4.11: Stabilitdtsuntersuchungen des Extraktes in Mikroemulsionen bei Raumtempe-
ratur. Dargestellt ist jeweils der Rutingehalt in % der Ausgangskonzentration
(Mittelwert + Standardabweichung, n=2). n. b.: nicht bestimmt.

Wochen IPP Planta

0 100,00 & 2,55 100,00 & 5,47
1 101,46 £ 1,00 100,10 & 4,97
4 9577 £276 100,73 & 0,69
8 100,62 &£ 2,77 99,03 & 2,82
12 101,43 & 2,40 n. b.
26 82,95 & 2,24 n. b.

4.5.3 Zusammenfassung: Galenischen Eigenschaften des Extraktes

Die Hygroskopizitéit des Extraktes erfordert eine Lagerung und Verarbeitung bei nied-
rigen Umgebungsluftfeuchten. Unter den untersuchten Bedingungen war die Stabilitét
des Extraktes auf 3 Monate beschrénkt. In Untersuchungen zur Loslichkeit zeigte sich,
dafs der Extrakt besser in Wasser 16slich ist als reines Rutin. Im Medium Dodecanol
verhélt es sich genau umgekehrt. Die Loslichkeit sowohl von Extrakt als auch von
Rutin ist in Glycerol im Vergleich zu Wasser noch einmal erhoht. Glycerol bietet sich
daher als Akzeptorphase in Freisetzungsuntersuchungen mit Hilfe des Mehrschicht-
membranmodells an.

Der Extrakt laft sich gut in Standardvehikel (untersucht wurden Basiscreme DAC
und die Lipophile Cremegrundlage NRF) einarbeiten und zeigt darin iiber einen Zeit-
raum von drei Monaten ausreichende Stabilitat. In ausgewahlten Mikroemulsionen 16st
sich der Extrakt in einer Konzentration von > 2%, und ist iiber 3 Monate ebenfalls
stabil. Nach einem halben Jahr zeigen sich in allen untersuchten Vehikeln Abbauer-
scheinungen von Rutin. Erste Versuche mit wifsrigen Losungen zeigen aber, daf eine
Stabilisierung mit Ascorbinséure erfolgsversprechend scheint.

In der Literatur finden sich keine Untersuchungen, in denen pflanzliche Extrakte in
Mikroemulsionen eingearbeitet worden sind. Es wurde lediglich ein Beitrag verdffent-
licht, in dem die isolierten Flavonoide Genistein, Fisetin und Luteolin in Mikroemul-
sionen zur ophthalmologischen Anwendung eingesetzt wurden [80]. Die vorliegenden
Untersuchungen beschreiben also zum ersten Mal den Einsatz von Flavonoiden in
Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung.
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4.6 Biopharmazeutische Untersuchungen

Den biopharmazeutischen Untersuchungen der entwickelten topischen Formulierungen
auf der Basis des hergestellten Buchweizenextraktes kommen besondere Bedeutung
zu. Untersuchungen zur biopharmazeutischen Charakterisierung von dermaler Darrei-
chungsformen sind immer noch Gegenstand vieler Debatten, da zwar zahlreiche in-
vitro-Modelle entwickelt wurden (eine Ubersicht gibt NEUBERT in [120]), aber sich in
den Arzneibiichern keine verbindliche Vorgabe dafiir findet. Es existiert lediglich eine
Guideline der FDA, in der fiir Freisetzungsuntersuchungen eine Franz-Zelle mit syn-
thetischen porésen Membranen und einem fliissigen Akzeptor vorgeschlagen wird [47].
Schwierigkeiten bereitet diese Versuchsanordnung beziiglich der mdéglichen Diffusion
von Akzeptormedium in das Vehikel. Das Mehrschichtmembranmodell (MSMM) nach
FURST und NEUBERT umgeht diese Schwierigkeit durch Verwendung von Membranen,
in denen der Akzeptor (Dodecanol bzw. Glycerol) in eine Matrix aus Collodium ein-
gebettet ist [I19]. Zur Charakterisierung der Penetration in die Haut hat sich die Ver-
wendung der Franz-Zelle mit exzidierter Humanhaut durchgesetzt [137]. Speziell die
Frage nach der biopharmazeutischen Charakterisierung von Darreichungsformen mit
pflanzlichen Extrakten wird aktuell diskutiert [50]. Fiir schnellfreisetzende feste Phyto-
pharmaka verdffentlichte die HMPWP kiirzlich Kriterien zur in-vitro-Freisetzung [74],
fiir dermale Darreichungsformen stehen diese noch aus. Unbestritten ist jedoch, dafs im
Gegensatz zu synthetischen UV-Filtern, die moglichst nicht in tiefere Hautschichten
penetrieren sollen [97], es fiir Radikalfanger wichtig ist, daf sie an den Ort gelangen,
an dem besonders die UVA-Strahlung Schiden verursacht, ndmlich in die lebenden
Hautschichten von Epidermis und Dermis [52]. In den vorliegenden Untersuchungen
wurde jeweils der Gehalt an Rutin bestimmt, da auffer Rutin kein anderes Polyphe-
nol in zur Quantifizierung ausreichenden Mengen in den topischen Formulierungen
vorliegt. Fiir die biopharmazeutischen Untersuchungen wurden Formulierungen mit
einem Extraktgehalt von 2 %, entsprechend 0,4 % Rutin, eingesetzt.

4.6.1 Untersuchungen zur Freisetzung aus topischen Formulierungen
am Mehrschichtmembranmodell

Fiir die Freisetzungsuntersuchungen aus drei topischen Formulierungen wurde das
Mehrschichtmembranmodell mit 2%igen Glycerol-Collodium-Membranen eingesetzt.
Glycerol wurde verwendet, weil die Loslichkeit des Extraktes in diesem Medium deut-
lich hoher liegt als in Dodecanol (vgl. Abschnitt . Damit die Loslichkeit im
Akzeptor nicht die Freisetzung behindert, sollten moglichst sink-Bedingungen einge-
halten, d. h. maximal 10 % der Akzeptorkapazitiat ausgenutzt werden. Bei einer Auf-
tragemenge von 20 mg bedeutet dies bei einer Formulierung mit 2 % Extrakt, daf
bei vollstdndiger Freisetzung 12 Membranen eingesetzt werden miifsten. Das ist aller-
dings unpraktikabel. Aus diesem Grund wurden lediglich 3 Membranen verwendet. Als
Formulierungen wurden die Planta-Mikroemulsion, die Basiscreme sowie die lipophile
Creme verwendet und die Freisetzung nach 30 min und nach 300 min untersucht.

Es zeigt sich (s. Abb. [4.29), daf sich bei der Mikroemulsion mit zunehmender Zeit
eine signifikante Steigerung der Freisetzung erreichen laft (p < 0,001). Bei der Basis-
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Abbildung 4.29: Freisetzung des Extraktes (bestimmt als Rutin) aus Mikroemulsion Planta,
Basiscreme und Lipophiler Creme in Abhéngigkeit von der Zeit. Dargestellt
sind Mittelwert + Standardabweichung (n=>5).

creme und der Lipophilen Creme 148t sich keine signifikante Zunahme in Abhéngigkeit
von der Zeit feststellen. Bei 30 min unterscheiden sich Mikroemulsion und Basiscreme
nicht signifikant, allerdings ist die Freisetzung aus beiden Formulierungen signifikant
hoher als aus der lipophilen Creme (p < 0,001). Nach 300 min sind die Unterschiede
zwischen allen Formulierungen signifikant (p < 0,001). Dabei setzt die Mikroemulsi-
on besser frei als die Basiscreme und diese wiederum besser als die lipophile Creme.
KREILGAARD erklart die guten Liberationseigenschaften von Mikroemulsionen mit
den hohen Diffusionskoeffizienten der eingearbeiteten Wirkstoffe [96]. Dabei spielt si-
cherlich auch die niedrigere Vehikelviskositdt der Mikroemulsion im Vergleich zu den
beiden halbfesten Formulierungen eine wichtige Rolle.

Fiir die Verteilung in den Membranen (vgl. Abb. léfst sich feststellen, daf sich
im Fall der lipophilen Creme die gesamte freigesetzte Menge in der ersten Membran
befindet (Daten nicht gezeigt). Fiir die Mikroemulsion und die Basiscreme findet sich
bei allen Zeiten der Extrakt in allen drei Membranen. Mit zunehmender Zeit ndhert
sich die Verteilung in den Membranen aneinander an. Dies lafst auf Diffusionsprozesse
zwischen den Membranen schlieften.

Insgesamt finden sich fiir alle drei Formulierungen in Anbetracht der langen Ver-
suchszeit von 300 min relativ niedrige Freisetzungsraten. Dafiir gibt es verschiedene
Erklarungsanséitze: Zum einen kann durch die nicht-sink-Bedingungen die Freisetzung
aus den Formulierungen behindert sein. Dies trifft besonders auf die Mikroemulsion zu.
Die Freisetzungsrate bei 300 min liegt mit rund 25 % um den Faktor niedriger, um den
die Zahl der eingesetzten Membranen von der zur Erreichung der sink-Bedingungen
notigen abweicht (3 Membranen vs. 12 Membranen).
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Abbildung 4.30: Verteilung des Extraktes (bestimmt als Rutin) in den Membranen bei Frei-
setzung im MSMM. Links: Mikroemulsion Planta, rechts: Basiscreme. Dar-
gestellt sind Mittelwert + Standardabweichung (n=5).

Dies erklart allerdings noch nicht die geringe Freisetzung aus den beiden halbfesten
Formulierungen. In der Literatur finden sich Untersuchungen von ARCT et al., in de-
nen der Einflufs von hydrophilen Hilfsstoffen auf die Permeationsrate von Flavonoiden
durch eine Lipidmembran untersucht wurde. Dabei zeigte sich, daf die Hilfsstoffe wie
Propylenglykol, Glycerol und verschiedene PEG-Arten die Loslichkeit von Rutin im
Vehikel erhohten und gleichzeitig die Permeationsrate senkten [5]. Ahnliche Phinome-
ne kénnen in den vorliegenden Untersuchungen dazu gefiihrt haben, dafs die Affinitét
des Extraktes zum Vehikel hoher ist als zum Akzeptor. Wenn die Formulierungen eine
gute Loslichkeit fiir den Extrakt zeigen, ist seine thermodynamische Aktivitdt und
damit das Bestreben, die Formulierung zu verlassen, entsprechend gering.

Zur Freisetzung von Flavonoiden aus topischen Arzneiformen finden sich in der Li-
teratur relativ wenige Untersuchungen. In Liberationsstudien von GETIE et al. am
MSMM wurden Flavonoide in Extrakten aus Dodonea viscosa am besten aus Unguen-
tum emulsificans freigesetzt (75 % der applizierten Dosis nach 180 min). Nur ca. ein
Drittel dieser Menge wurde bei Verwendung von Basiscreme DAC gefunden, wihrend
aus Wollwachsalkoholsalbe praktisch keine Liberation stattfand. Allerdings wurden
zur Analytik die Flavonoide hydrolysiert, so daft keine Unterscheidung zwischen den
Glykosiden und den Aglyka moglich war [58]. VENNAT et al. konnten zeigen, daf die
Freisetzung von Propolis-Flavonoiden (hauptsichlich Galangin) nach 8 Stunden aus
isotropen kubisch-fliissigkristallinen Tensidgelen mit ca. 60 % der eingesetzten Dosis
deutlich hoher war als aus hydrophilen PEG-Salben (ca. 45%) und aus lipophilen
Salben (ca. 3%) [170]. Die geringe Freisetzung aus lipophilen Salben stimmt mit den
vorliegenden Untersuchungen iiberein. VALENTA et al. erhielten Freisetzungsraten fiir
als Reinsubstanz eingesetztes Rutin, die nach 3 Stunden bei ca. 4% fiir ein Gel aus
Natriumdesoxycholat, bei ca. 2% fiir ein Hydroxyethylcellulosegel und bei ca. 1 % der
eingesetzten Dosis fiir ein Polyacrylatgel lagen [167]. Aus diesen Untersuchungen geht
also hervor, dafs das eingesetzte Vehikel einen grofien Einflufs auf die Freisetzung hat.
Die Ergebnisse von VENNAT und GETIE lassen sich nur schwierig mit den vorliegenden
Untersuchungen vergleichen, da die eingesetzten Extraktmengen (bei nicht deklarier-
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tem Flavonoidgehalt) wesentlich hoher lagen (10 % bei GETIE, 5% bei VENNAT) und
eine hohere Konzentration die Freisetzung positiv beeinflufst [I03]. Im Vergleich zu den
Ergebnissen von VALENTA, bei denen Vehikel mit 0,2 % Rutin zum Einsatz kamen,
scheint die Mikroemulsionsformulierung eine héhere Freisetzung zu gewéahrleisten.

4.6.2 Untersuchungen zur Penetration mit Hilfe der Franz-Zelle

Da die lipophile Creme in den Freisetzungsuntersuchungen nur eine sehr geringe Li-
berationsrate zeigte, wurden die Penetrationsuntersuchungen lediglich mit der Planta-
Mikroemulsion und der Basiscreme durchgefiihrt. Aus organisatorischen Griinden stand
pro Zeit und Formulierung lediglich ein Hautstiick zur Verfiigung, so dafs auf eine stati-
stische Auswertung verzichtet werden muf. Die Untersuchungen kénnen also nur erste
Anhaltspunkte liefern.

Es zeigt sich dennoch ein klarer Trend, daf die penetrierte Rutinmenge aus der Mi-
kroemulsion mit der Zeit zunimmt (Abb. . Nach 30 Minuten findet sich mit 4 %
der eingesetzten Dosis der grofte Anteil des Rutins im Stratum corneum. Bei einer
Verlangerung der Versuchszeit auf 300 Minuten 14t sich dieser Anteil auf 11 % stei-
gern. Nahezu 70 % des Rutins befinden sich nach dieser Zeit im Akzeptor. Auch nach
Applikation der Basiscreme findet sich der grofite Teil des Rutins im Stratum corne-
um, allerdings ist kein Rutin im Akzeptor nachweisbar (Abb. . Nach 30 Minuten
sind die Konzentrationen an Rutin in Epidermis und Dermis fiir beide Vehikel nahe-
zu gleich niedrig (0,01-0,05 % der eingesetzten Dosis). Mit zunehmender Zeit scheint
aus der Basiscreme nicht wesentlich mehr Rutin in die Haut penetriert zu sein. Diese
Tendenz war bereits in den Liberationsuntersuchungen sichtbar. Insgesamt scheint die
Mikroemulsion der Basiscreme als Vehikel fiir den Extrakt iiberlegen zu sein.

Zur Penetration von Flavonoiden und anderen phenolischen Verbindungen in Hu-
manhaut gibt es nur wenige Untersuchungen in der Literatur. Die meisten Studien un-
tersuchten isolierte Substanzen. So konnten SA1JA et al. sowohl fiir Ferulasdure als auch
flir Kaffeesdure zeigen, dafs beide Substanzen aus geséttigten Pufferlésungen durch ex-
zidierte Humanhaut permeieren. Aus Pufferlésungen pH 3 betrug der permeierte Anteil
nach 24 Stunden fiir Ferulasiure ca. 20 %, fiir Kaffeesdure ca. 11 %. Aus Pufferlésungen
pH 7,2 lag der permeierte Anteil deutlich niedriger (ca. 2 %) [149, [150]. BONINA et al.
konnten fiir Hesperetin nach 24 Stunden hohere Permeationsraten (10 %) durch exi-
dierte Humanhaut nachweisen als fiir Naringenin (8 %) und Quercetin (1 %) [18]. Fir
Apigenin und Apigenin-7-O-glucosid in einer gesattigten wéfrig-alkoholischen Losung
zeigten MERFORT et al., dafs die Flavonoide auch in tiefere Hautschichten penetrieren
konnen. Der Flux war fiir das Glykosid dabei geringer als fiir das Aglykon [110]. Diese
Befunde konnten von LI et al. an M&usen bestétigt werden [100].

VALENTA et al. entwickelten Gelsysteme auf der Basis von Natriumdesoxycholat, mit
denen die Permeation von Rutin durch exzidierte Rattenhaut auf das Doppelte gegen-
iiber einer wafsrigen Losung gesteigert werden konnte. Die absoluten Werte lagen dabei
nach 6 Stunden bei 3 % der applizierten Dosis [167]. Fiir (-)-Epigallocatechingallat war
die Hautpenetration aus hydrophiler Salbe USP nach 24 Stunden mit ca. 19% der ein-
gesetzten Dosis deutlich hoher als aus einer Losung in Aceton (5%). Die permeierte
Menge lag fiir beide Vehikel bei etwa 1 % [41]. Fiir das wasserlosliche Rutinderivat Tro-
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Abbildung 4.31: Penetration von Rutin im Extrakt aus der Planta-Mikroemulsion in exzi-
dierte Humanhaut in Abhéngigkeit von der Versuchsdauer. Die Versuche
wurden jeweils an einem Hautstiick durchgefiihrt. SC: Stratum corneum.
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Abbildung 4.32: Penetration von Rutin im Extrakt aus der Basiscreme in exzidierte Human-
haut in Abhéngigkeit von der Versuchsdauer. Die Versuche wurden jeweils
an einem Hautstilick durchgefiihrt. SC: Stratum corneum.
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Abbildung 4.33: Gefundene Rutinmengen (uUM) in den verschiedenen Hautschichten in Ab-
héngigkeit vom eingesetzten Vehikel. Links: nach einer Versuchszeit von 30
min, rechts: nach einer Versuchszeit von 300 min. Die Versuche wurden je-
weils an einem Hautstiick durchgefiihrt. SC: Stratum corneum.

xerutin konnten KESSLER et al. bei Applikation in einem alkoholhaltigen Hydroxypro-
pylcellulosegel nach 45 Minuten mit Hilfe der Tape-stripping-Methode Konzentratio-
nen von 80 % der applizierten Dosis in den ersten drei Tesafilm-Abrissen des Stratum
corneum finden [86]. NICKEL untersuchte die Penetration von Rutin als Reinsubstanz
in exzidierte Humanhaut in Abhéngigkeit vom verwendeten Vehikel. Dabei zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen einer hydrophilen und einer lipophilen Formu-
lierung [124]. In Untersuchungen von RODE zur Penetration von Griintee-Extrakten
aus einer O/W-Emulsion in exzidierte Schweinehaut fanden sich nach 20 Stunden im
Stratum corneum ca. 20 % der eingesetzten Dosis an Catechin und in der Epidermis
ca. 2%. In tieferen Hautschichten sowie im Akzeptor war kein Catechin nachweis-
bar. Die Werte fiir die weiteren polyphenolischen Inhaltsstoffe lagen in der gleichen
Grofenordnung [146].

In Tab. sind die in den vorliegenden Untersuchungen gefundenen Ergebnisse
Literaturwerten gegeniibergestellt. Es zeigt sich, daft sowohl das Vehikel als auch das
verwendete Polyphenol einen Einfluft auf Penetrations- und Permeationsraten haben.
Allerdings scheint die Lipophilie des betreffenden Polyphenols nicht allein ausschlag-
gebend fiir die Penetrationsfahigkeit in die Haut zu sein, da sich in Untersuchungen
von BONINA et al. der log k’-Wert (ein chromatographisch ermittelter Verteilungsko-
effizient) nicht mit der permeierten Menge korrelieren lief [I8]. Fiir die Mikroemulsion
zeigt sich gegeniiber den Literaturwerten eine deutliche Steigerung der Permeation,
und auch in den relevanten Hautschichten finden sich beachtliche Mengen an Rutin.

In Abb. sind die absoluten Mengen an Rutin in den einzelnen Hautschichten
nach Applikation von Mikroemulsion und Basiscreme dargestellt. Fiir die Konzentrati-
onsberechnungen wurde die Dicke des Stratum corneums mit 20 pm angenommen, die
der Epidermis mit 160 pm sowie die der Dermis mit 4000 pm [I79]. Nach 30 Minuten
Versuchsdauer liegen die Werte sowohl fiir die Mikroemulsion als auch die Basiscreme
bei ca. 400 pM im Stratum corneum, 1 pM in der Epidermis und 0,1 pM in der Dermis.
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Tabelle 4.12: Penetrierte und permeierte Anteile von Rutin im Buchweizenextrakt (BWE)
aus der Mikroemulsion in exzidierte Haut im Vergleich mit Literaturwerten.
SC: Stratum corneum, EP: Epidermis, DE: Dermis, k. A.: keine Angabe.

Vehikel Zeitraum  Polyphenol permeierter penetrierter Referenz
Anteil  Anteil
Mikroemulsion 5h Rutin 0% SC 11%,
(BWE) EP 0,1%
DE 0,5%
Desoxycholat-Gel 6 h Rutin 3% k. A. VALENTA
et al. [167]
Hydrophile Salbe 24 h EGCG* 1% Gesamthaut DVORAKOVA
USP 19% et al.[41]
Aceton 24h EGCG 1% Gesamthaut DVORAKOVA
5% et al. [41]
O/W-Emulsion 20 h  EGCG - SC 20%, RoODE
EP 2%, [146]
DE —
Aceton 24 h  Quercetin 1% k. A. BONINA
et al. [18]
Aceton 24 h Hesperetin 10% k. A. BONINA
et al. [18]
Aceton 24 h  Naringenin 8% k. A. BONINA
et al. [18]

“Epigallocatechingallat
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Durch Verldngerung der Versuchszeit lassen sich bei Applikation der Mikroemulsion
die Werte auf ca. 1000 pM im Stratum corneum, 10 uM in der Epidermis und 1,5 pM
in der Dermis steigern. Die von NICKEL gefundenen penetrierten Rutinmengen aus
Unguentum emulsificans aquosum liegen ungefdhr um den Faktor 10 hoher. Dies 1afit
sich auf zwei Faktoren zuriickfiihren: zum einen war die eingesetzte Rutinmenge mit
1% hoher als in den vorliegenden Experimenten (0,4 %), zum anderen kann die hohere
Lipophilie des reinen Rutins die Penetration gegeniiber dem Extrakt erhéhen.

Zur benétigten Mindestkonzentration fiir ausreichende Photoprotektion gibt es in
der Literatur keine in-vivo Untersuchungen. Die von NICKEL niedrigste eingesetzte
Konzentration von 50 uM Rutin war im Keratinozyten-Modell ausreichend photopro-
tektiv gegen sowohl UVA- als auch UVB-Strahlung [124]. Da sich durch eine Stei-
gerung der Konzentration keine Steigerung der protektiven Eigenschaften ergab, 14t
sich spekulativ vermuten, dafs eventuell bereits niedrigere Konzentrationen als 50 uM
photoprotektiv wirksam sind. Fiir diese Annahme sprechen auch die in-vitro gefunde-
nen ICgo-Werte fiir die Hemmung der Lipidperoxidation durch Rutin, die im Bereich
von 10-20 pM liegen [69] 148, 169]. Es gibt allerdings auch Untersuchungen, die ei-
ne antioxidative Wirksamkeit von Rutin schon im Bereich von 0,1-1 pM nachweisen
konnten [24. [9§].

Auflerdem ist ungeklart, in welchem Ausmaf die weiteren antioxidativ wirksamen
Begleitsubstanzen aus dem Buchweizenkraut in Humanhaut penetrieren. Zwischen der
Franz-Zelle und Humanhaut in vivo gibt es noch einen interessanten Unterschied: An
der Stelle des wéfirigen Akzeptors befindet sich bei Humanhaut in vivo die Subkutis,
die hauptsichlich aus Fettgewebe besteht [I79]. Da der Extrakt eine gute Wasser-
16slichkeit, jedoch eine schlechte Lipidloslichkeit besitzt, 148t sich spekulieren, dafs
in vivo die Penetration in die Subkutis geringer ausfillt als in der Franz-Zelle die
Penetration in den wafsrigen Akzeptor, so dal es zu einer Aufkonzentration des FEx-
traktes in der Epidermis und vor allem in der Dermis kommen konnte (ein Ubergang
in die dermalen Blutgefafse ist aufgrund der schlechten Lipidloslichkeit des Extrak-
tes unwahrscheinlich). Ob dieses Phidnomen tatsdchlich auftritt, 1aft sich nur durch
in-vivo-Untersuchungen abschliefend beurteilen.

4.6.3 Zusammenfassung: Biopharmazeutische Charakterisierung von
topischen Formulierungen des Extraktes

In den vorliegenden Untersuchungen wurde zum ersten Mal die Freisetzung und Pene-
tration in exzidierte Humanhaut eines flavonoidreichen Extraktes aus einer Mikroemul-
sion im Vergleich zu herkdmmlichen Vehikeln untersucht. Es konnte gezeigt werden,
daf die Liberation von Rutin im Extrakt aus der Mikroemulsion schneller erfolgte als
aus der Basiscreme. Aus der lipophilen Creme liefs sich nahezu keine Freisetzung nach-
weisen. Aus diesem Grund wurden lediglich die Mikroemulsion und die Basiscreme fiir
Penetrationsuntersuchungen an exzidierter Humanhaut (Franz-Zelle) verwendet. Da-
bei konnte die Aussage der Liberationsuntersuchungen bestétigt werden. Die Penetra-
tion von Rutin erfolgte aus der Mikroemulsion im Vergleich zur Basiscreme zu einem
héheren Ausmafk in tiefere Hautschichten. Dabei fanden sich fiir die Mikroemulsion
nach 300 Minuten beachtliche Mengen im Akzeptor. Eine Aussage iiber ausreichen-
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de Wirkkonzentrationen in den lebenden Hautschichten kann aufgrund der schlechten
Datenlage in der Literatur und fehlender in-vivo-Untersuchungen nicht getroffen wer-
den. Um diese Frage abschlieftend kliren zu kénnen, sind Wirksamkeitsstudien in vivo
notig.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung eines antioxidativ wirksamen Ex-
traktes aus Buchweizenkraut fiir die dermale Anwendung. Nach einer Optimierung
der Herstellungsparameter der Mazeration erfolgte die Priifung des erhaltenen Ex-
traktes auf Wirksamkeit und Unbedenklichkeit. Auferdem wurden erste galenische
Untersuchungen mit topischen Formulierungen sowie deren biopharmazeutische Cha-
rakterisierung durchgefiihrt.

Die Herstellungsparameter Ethanol-Konzentration, Extraktionsdauer und Tempe-
ratur wurden beziiglich des Einflusses auf verschiedene Zielgréfen evaluiert. Dabei
stellte sich heraus, daf bei einer Verwendung von Ethanol 30 % sich die unerwiinsch-
ten Zielgrofen Fagopyringehalt und Griinfairbung minimieren lassen. Mit einer Erho-
hung der Extraktionstemperatur auf 60 °C lieften sich hohe Ausbeuten an phenolischen
Substanzen erzielen. Die Extraktionsdauer hatte in den meisten Féllen keinen signifi-
kanten Einflufs. Bei einer Variation der Ausgangsdroge wurde mit der beschriebenen
Extraktionsmethode ein Rutingehalt im Extrakt von ca. 20 % gefunden, der damit
deutlich hoher liegt als in kommerziell erhéltlichen Extrakten aus Buchweizenkraut.

Im Keratinozyten- und HET-CAM-Modell zeigte der Extrakt eine gute Vertréglich-
keit. In alkalischer Losung lieft sich bei Bestrahlung mit sichtbarem Licht zwar die
Entstehung von Wasserstoffperoxid und eine Verminderung des Rutingehaltes beob-
achten, aber bei physiologischen pH-Werten trat dieses Phénomen nicht auf. Unter
UV-Bestrahlung liefs sich ebenfalls keine Verdnderung feststellen. Fiir den Extrakt
konnte also eine ausreichende Photostabilitdt nachgewiesen werden.

In den Untersuchungen zur Wirksamkeit als Antioxidans war der Extrakt in den in-
vitro-Versuchen reinem Rutin tiberlegen. Im Keratinozyten-Modell war sowohl unter
UVA- als auch unter UVB-Bestrahlung bei Inkubation der Zellen mit Extraktlosung
eine hohere Lebendzellzahl zu finden als bei der bestrahlten Kontrolle. Im HET-CAM-
Modell konnte die photoprotektive Wirkung des Extraktes nur bei UVB-Bestrahlung
nachgewiesen werden, da die gewdhlte UVA-Dosis nicht zu einer Schidigung fiihrte.
Der Extrakt ist dennoch nicht zum alleinigen Einsatz in photoprotektiven Kosmetika
geeignet, da die Eigenabsorption des Extraktes im UV-Bereich nicht ausreichend ist.
Es sollte allerdings {iberpriift werden, ob der Extrakt in einer geeigneten Grundlage
mehr bzw. ausreichend viel UV-Strahlung absorbiert. Auch eine Kombination mit
Mikropigmenten wie Zinkoxid oder Titandioxid scheint vielversprechend.

Im Vergleich zu reinem Rutin hat der Extrakt eine bessere Wasserloslichkeit. Eben-
falls zeigt er in zwei untersuchten Mikroemulsionen eine héhere Loslichkeit. Die vor-
liegenden Untersuchungen stellen die erste Veroffentlichung iiber die Entwicklung von
flavonoidhaltigen Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung dar. In Standardvehikel
léfst sich der Extrakt ebenfalls gut einarbeiten und ist, wie auch in den Mikroemulsio-
nen, iiber einen Zeitraum von drei Monaten stabil. Bei langeren Zeitraumen zeigt sich
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in allen Vehikeln ein Abbau von Rutin. Erste Versuche in einer Modellésung zeigen
aber, dafs sich mit einem Zusatz von Ascorbinsidure die Stabilitiat des Extraktes er-
hohen laft. In weiteren Untersuchungen sollte also der Einflufs von Ascorbinséure auf
die Stabilitat des Extraktes in den topischen Formulierungen untersucht werden. Es
scheint auch interessant, den Einflu eines Chelatbildners mit Ubergangsmetallionen,
wie z. B. EDTA, zu iiberpriifen.

In Freisetzungsuntersuchungen am Mehrschichtmembranmodell zeigte sich die be-
ste Freisetzung von den untersuchten Vehikeln aus der Mikroemulsion. Die lipophile
Creme setzte Rutin deutlich schlechter frei als die Basiscreme. Mit der Mikroemulsion
und der Basiscreme wurde ein Pilotversuch zur Penetration in exzidierte Humanhaut
vorgenommen. Dort zeigte sich, daft aus der Mikroemulsion tendenziell mehr Extrakt
in tiefere Hautschichten penetriert als aus der Basiscreme. Durch Verwendung der Mi-
kroemulsion lieft sich der Anteil an penetrierten und permeiertem Rutin im Vergleich
zu Werten aus der Literatur deutlich steigern. In weiterfiihrenden Untersuchungen
muf in-vivo gepriift werden, ob die penetrierten Mengen an Extrakt ausreichend sind,
um eine antioxidative Wirkung in den lebenden Hautschichten zu entfalten. Insge-
samt konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dafs der hergestellte Extrakt
aus Buchweizenkraut ein vielversprechender Kandidat fiir die Entwicklung eines pho-
toprotektiven Kosmetikums ist.
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A Anhang

Tabelle A.1: Signifikanzbeurteilung der Effekte der Faktoren und der Wechselwirkungen. An-
gegeben ist jeweils der p-Wert.

Konz. Dauer Temp. KxD*¢ DxT? KxT¢ 3FWW¢
Trocken- < 0,001 <0,001 <0,001 <001 <0001 =>0,05 <005
riickstand
Phenole <0,01 >00 <0001 >005 <001 <001 >0,05
Grinfarbung < 0,001 > 0,05 <0,001 >0,05 <001 <001 <0,001
Antioxidative < 0,001 > 0,05 < 0,001 <0,01 <005 <0,001 <0,01
Aktivitat
Fagopyrin < 0,001 =006 <0,001 =005 =>005 <0001 >0,05
Rutin < 0,001 >0,00 <0,001 <005 =>0,05 <0001 =>0,05
Chlorogen- < 0,01 >0,05 >005 =>005 =>005 =>0,05 >0,05
saure
Hyperosid >0,00 >005 =>005 =>005 =>005 >005 >0,05
Quercitrin <0,001 <005 <0001 <001 >005 <0001 <0,01

“Wechselwirkung von Konzentration und Dauer
*Wechselwirkung von Dauer und Temperatur
“Wechselwirkung von Konzentration und Temperatur

43fach-Wechselwirkung
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Tabelle A.2: Giite der Korrelation zwischen den einzelnen Extraktionszielgrofen

Phenole Chlorophyll  Antioxidative Fagopyrin Rutin Chlorogen- Hyperosid Quercitrin
Aktivitat sdure

Trocken- 0,7578 0,6034 0,5109 0,5027 0,7154 0,5516 0,6643 0,6236
riickstand

Phenole 0,4719 0,6065 0,2752 0,7579 0,2665 0,8470 0,7911
Griinfarbung 0,3275 0,9192 0,3205 0,8486 0,3767 0,4466
Antioxidative 0,1670 0,8682 0,1522 0,4926 0,9532
Aktivitét

Fagopyrin 0,1630 0,8694 0,1917 0,2405
Rutin 0,2245 0,7587 0,9113
Chlorogen- 0,3090 0,2382
sdure

Hyperosid 0,6838
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