Scientia Pharmazeutica (Sci. Pharm.) 68, 201-206 (2000) 201
© Osterreichische Apotheker-Verlagsgesellschaft m.b. H, Wien, Printed in Austria

Pharmacognostical examination concerning the hemostyptic effect of

Achillea millefolium Aggregat

U. Sellerberg' und H. Glasl’

Institut fiir Pharmazeutische Biologie und Phytochemie der Universitit Miinster,
Hittorfstr. 56, D-48149 Miinster, Deutschland
('Part of the PhD thesis; *Reprint author)

Abstract: Yarrow (Achillea millefolium Aggregat) is traditionally used against bleeding. Aqueous
hot extracts were turbid and shortened the recalcification time, a global test of the blood coagulati-
on. The residue obtained by membrane filtration of these extracts was the active fraction. This resi-
due is problably located mostly in the stem. By pressure obtained juice elongated the blood coagu-
lation. Compared with non-flowering and wilthed material, the blooming herb showed best effects.

The storage conditions had no effect on the activity of the herb.
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Einleitung

Die Schafgarbe, Achillea millefolium Aggregat (Asteraceae), wird volksheilkundlich seit Jahrhun-
derten zur Blutstillung verwendet [1]. Die hamostyptische Wirkung konnte 1939 an Hundeoxalat-
plasma belegt werden [2]. Miller et al. [3] postulierten 1954 das wasserlosliche Betain Betonicin als
hamostyptische Wirksubstanz i vivo. In unseren Untersuchungen wurden Extrakte in vitro im Test-

system der Recalcifizierungszeit (RC-Zeit) unter Verwendung von Humanplasma untersucht [4,5].

Ergebnisse und Diskussion

Betonicin beeinfluBte die RC-Zeit nicht. WaBrige HeiBextrakte der im Handel erhiltlichen ge-
schnittenen Krautdroge (= "Handelsdroge") von A. millefolium Aggregat verkiirzten konzentrati-
onsabhingig die RC-Zeit (s. Abb. 1). Als Referenz diente 0,9 %ige NaCl-Losung. Der 5 °oige Ex-
trakt zeigte die maximale Wirkung auf die RC-Zeit, er verkiirzte sie auf (42,5 + 2,1) % der Refe-

renz. Dieser triibe Extrakt wurde durch Membranfiltration in ein Retentat und ein klares Filtrat



202 U. Sellerberg undH. Glasl:

fraktioniert. Das Retentat war zu 0,6 % in der Droge enthalten. Das isolierte Retentat zeigte in einer
Konzentration, die in etwa seinem Gehalt am Extrakt entsprach (0,25 mg/ml), vergleichbare Wir-
kung (55,3 + 1,1)%. Das Optimum der Verkirzung der RC-Zeit auf (39,9 £ 0,9)% der Referenz lag
bei einer Konzentration von 0,75 mg/ml. Das klare Filtrat verinderte die RC-Zeit nicht. Daher ist

das Retentat die aktive Fraktion. Das Retentat war in keinem tiblichen Solvens loslich [6].
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Abb. 1: Konzentrationsabhingige Beeinflussung der RC-Zeit durch waBrige Heiflex-
trakte aus Handelsdroge von 4. millefolium Aggregat. Als Referenz (Ref’) diente eine 0,9
% ige NaCl-Losung. MW und Standardabweichung aus jeweils 8 Bestimmungen. (** =
p <0,05; ***=p<0,001, Berechnung s. [10])

Fremdoberflachen konnen die Blutgerinnung aktivieren [7]. Um zu iiberpriifen, ob die Wirkung des
Retentats aus A. millefolium Aggregat spezifisch ist, wurde eine Negativkontrolle gesucht. Das
Kraut des Blutweiderichs, Lythrum salicaria L. (Lythraceae), wird ebenfalls volksmedizinisch als
Hamostyptikum verwendet [8]. Der 5 %ige wiBrige HeiBextrakt hob die Blutgerinnung auf, wirkt
also nicht hamostyptisch. Suspensionen (0,75 mg/ml bzw. 1,5 mg/mi) des aus diesem Extrakt durch
Membranfiltration (s.0.) isolierten , Retentat Lythrum* verlangerten die RC-Zeit auf (152,3 £ 6,3)%
bzw. (194,1 = 9,2)% der Referenz; es wurde deshalb bei den weiteren Untersuchungen als Negativ-
kontrolle verwendet. Eine unspezifische Aktivierung der Blutgerinnung allein durch Anwesenheit
einer Fremdoberfliche konnte daher als Wirkungsmechanismus des aus 4. millefolium Aggregat
isolierten Retentats ausgeschlossen werden. Es handelt sich demnach um eine spezifisch wirkende

Substanz.
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Uberpriifung verschiedener Kleinarten und Bastarde

Zum Achillea millefolium Aggregat gehoren verschiedene Kleinarten und Bastarde. Fiinf verschie-
dene Proben aus dem Achillea millefolium Aggregat wurden aus Samen kultiviert. Untersucht wur-
den jeweils 5 %ige wiBrige HeiBBextrakte (5g der getrockneten Droge (Probendurchschnitt) auf 100
g Wasser). Die hamostyptischen Wirkungen aller untersuchten Proben waren mit der Handelsdroge

vergleichbar und lagen bezogen auf die Referenz zwischen (40,3 + 4,3) % und (57,2 + 5,1) %.

Auftrennung in Organe

Das frische Kraut einer der Proben des A. millefolium Aggregats wurde nach Organen getrennt und
getrocknet gewogen. Es bestand zu 51 % aus Stengeln, zu 33 % aus Bliitenstinden und zu 16 % aus
Blattern. Die Wirkung der wiBrigen HeiBextrakte jedes Organs wurden in verschiedenen Konzen-

trationen untersucht (s. Abb. 2)
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Abb. 2: Das Kraut einer Probe des A. millefolium Aggregats wurde nach Organen auf-
getrennt. Von den Organen wurden 5 %ige und dem Anteil am 5 %igen Krautextrakt
entsprechende Konzentrationen getestet. MW und Standardabweichung aus jeweils 8
Bestimmungen. (* = p <0,01; ** =p < 0,05; *** =p <0,001; Berechnung s. [10])

In den Konzentrationen, die dem Anteil am Kraut entsprachen, hatten wiBrige HeiBextrakte aus
Stengeln und Blittern eine dem Kraut vergleichbare himostyptische Wirkung. Diese Wirkung blieb

bei den Stengelextrakten unabhiangig von der Konzentration erhalten. Bei Konzentrationserhohung
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verloren die Blattextrakte hingegen ihre Wirkung. Es wurde gefolgert, daB3 das Retentat vor allem in

den Stengeln lokalisiert ist.

Frischpflanzenprefsaft

Volksmedizinisch wird der FrischpflanzenpreBsaft angewendet. Der Pref3saft einer der Proben aus
dem Achillea millefolium Aggregat wurde auf seine hdamostyptischen Wirkungen hin untersucht.
Unverdiinnt hob er die Blutgerinnung auf, verdinnt verlangerte er die RC-Zeit (s. Abb. 3). Der aus
dem triiben PreBsaft durch Membranfiltration isolierte Riickstand verlingerte die RC-Zeit ebenso

wie das Filtrat der Membranfiltration. Das wirksame Prinzip ist also nicht im PreBsaft enthalten.
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Abb. 3. Der FrischpflanzenpreBsaft aus einer der Proben des A. millefolium Aggre-
gats wurde unverdiinnt (unverd.) und auf 50 % verdiinnt untersucht. Zusitzlich wur-
de er membranfiltriert und das Filtrat ebenfalls unverdiinnt und auf 50 % verdiinnt
untersucht. Der Riickstand der Membranfiltration wurde in 0,9 %iger NaCl-Lésung
suspendiert und in Konzentrationen getestet, die seinem Anteil im unverdiinnten und
auf 50 % verdinnten PreBsaft entsprachen. MW und Standardabweichung aus je-
weils 8 Bestimmungen. (** = p <0,05; ***=p < 0,001; Berechnung s. [10])

Erntezeitpunkt und Lagerungsbedingungen
Das Kraut (untersucht an einer der Proben aus dem A. millefolium Aggregat) wirkte hamostyptisch,

wenn es zur Bliitezeit (Juli/August) geerntet wurde. Weder im rein vegetativen (Mai) noch im ver-
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welkten Stadium (September) verkiirzten waBrige HeiBextrakte die RC-Zeit. Die Trocknungs- und

Lagerungsbedingungen hatten keinen signifikanten Einfluf auf die himostyptische Wirkung.

Zusammenfassung
Wafirige Heiextrakte aus dem Kraut von 4. millefolium Aggregat beschleunigen in vitro im Test-
system der Recalzifizierungszeit hochsignifikant die Blutgerinnung von Humanplasma. Das aus den

Extrakten durch Membranfiltration isolierte, unldsliche Retentat ist die Wirkfraktion.

Ein ahnliches Retentat ist z. B. fiir die himostyptische Wirkung von Capsella bursa-pastoris (L.)
MEDIK. verantwortlich [4]. Wahrend jedoch bei der Gattung Capsella eine hamostyptische Wirkung
nur bei der Art C. bursa-pastoris (L.) Medik. gefunden wurde [4], zeigen alle untersuchten Proben
des Achillea-millefolium Aggregats vergleichbare Wirkungen. Die Stengel wiesen die starkste Wir-
kung aller Organe auf. Der FrischpflanzenpreBsaft und seine Fraktionen waren unwirksam, sie ver-
langerten sogar die Blutgerinnung. Am starksten wirksam waren Extrakte aus dem zur Bliitezeit
geernteten Kraut. Die Lagerungsbedingungen hatten keinen EinfluB auf die Wirkung. Dies steht
wiederum im Gegensatz zu den Untersuchungen iiber C. bursa-pastoris (L.) MEDIK., da sich dessen

hamostyptische Wirkung erst durch postmortale Lichtexposition entwickelt [4, 5].

Material und Methoden

Pflanzenmaterial

Handelsdrogen wurden von der Fa. Caelo (4. millefolium Aggregat Ch.-B.: 50874295; 50874275; 73917487,
73917487, L. salicaria L. Ch.-B.: 52592315) bezogen. Das im Institut fiir Pharmazeutische Biologie und
Phytochemie der Universitat Miinster kultivierte Material wurde luftgetrocknet und kithl gelagert. Herbar-
belege der einzelnen Proben sind im genannten Institut archiviert.

Recalzifizierungszeit
Das Blut wurde von gesunden, freiwilligen Probanden durch Venenpunktion unter entsprechenden Vor-

sichtsmaBnahmen gewonnen und zu Citratplasma verarbeitet. Das Plasma wurde 15 min lang bei 2000 g
zentrifugiert, gepoolt und bei —78 °C gelagert [4, 9].

Die Bestimmung der Gerinnungszeiten erfolgte in einem Hakchen-Koagulometer nach Schnittger und GroB.
Das Koagulometer [Geratebeschreibung in 4, 5] besaB vier MeBstellen, an jeder wurde zweimal die Referenz
und zweimal die Probe vermessen (insgesamt 8 MeBwerte pro Probe und 8 MeBwerte fiir Referenz). Das
Plasma wurde in einem auf 37 °C aufgewiarmten Wasserbad 5,0 min lang (Stoppuhr) aufgetaut und anschlie-
Bend 15 min lang (Stoppuhr) in Eis gekiihlt. Es wurden 100,0 ul Citratplasma mit 100,0 pl 0,9 %iger NaCl-
Losung als Referenz oder einer in diesem Medium gel6sten/suspendierten Probe 60 s lang bei 37 °C inku-
biert. AnschlieBend wurden 100,0 pl einer 0,025 mol/l CaCl,-Lésung, die zuvor auf 37 °C temperiert worden
war, zupipettiert und die Zeit bis zur Ausbildung eines Fibrinklumpens gemessen. Die fiir die Proben ermit-
telte Zeit wurde auf die jeweils gleichzeitig gemessene Referenz bezogen und in , % der Referenz** angege-
ben. Damit sind mit unterschiedlichen Plasmapools erhaltene Ergebnisse vergleichbar [4]. Ebenfalls in [4]
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sind ausfiihrliche Untersuchungen zur Brauchbarkeit und Statistik der RC-Methode zu finden. Die Signifi-
kanzberechnung erfolgte nach Wilcoxon/Mann-Whitney [in 10].

Extraktion

Die Droge wurde in der entsprechenden Konzentration eingewogen und in Wasser 30 Minuten lang unter
RiickfluB zum Sieden erhitzt. Der Extrakt wurde noch heiB iiber Filterpapier filtriert. Der entstandene triibe
Extrakt wurde am Vakuumrotationsverdampfer zur Trockne eingeengt und mit 0,9 % NaCl-Loésung wieder
auf das urspringliche Volumen aufgefiillt. Zur Gewinnung des Retentats wurde ein derart aufgearbeiteter
S %iger waBriger HeiBextrakt unter Anlegen von Unterdruck iiber einen Membranfilter aus Celluloseacetat
(PorengroBe 0,45 um (Fa. Sartorius, Géttingen)) in ein klares Filtrat und das Retentat fraktioniert.

Lagerung
Die Lagerungsversuche wurden mit luftgetrockneter Krautdroge durchgefiihrt. Dunkellagerung: Trocken-

schrank bei 17 °C unter Lichtausschlul. Lichtlagerung: Pflanzenwuchsschrank, Luftfeuchtigkeit 40-60 %,
Temperatur 22 °C, 14 h /Tag 60 000 Lux (Hg-Hochdrucklampe). Die Droge wurde dreimal in der Woche
gewendet. Die Lagerungsdauer betrug 12 Wochen, es wurden wiederholt Proben gezogen. Von jeder Probe
wurden 5 %ige wiBrige HeiBextrakte im RC-Test untersucht.

PreBsaft

Frisches Kraut einer Probe aus dem A. millefolium Aggregat wurde mit der Pflanzenpresse ausgeprefit. Der
PreBsaft wurde unverdiinnt und verdiinnt im RC-Test untersucht. 20,0 ml des PreBsafts wurden zusitzlich
iiber einen Membranfilter (Celluloseacetat Porengréfie 0,45 um) filtriert. Das Filtrat des Prefsaftes wurde
unverdiinnt und nach Verdiinnung mit 0,9 %iger NaCl-Lésung auf 50 % getestet. Der Filtrierriickstand wur-
de in 20,0 ml 0,9 %iger NaCl-Lésung suspendiert und getestet. Die Konzentration des Riickstands entsprach
der Konzentration im unverdiinnten Prefisaft. AuBerdem wurde ein Aliquot dieser Suspension mit 0,9 %iger
NaCl-Lésung auf 50 % verdiinnt und getestet.

Vegetationszyklus
Jeweils am 15. der Monate Mai bis September wurde Kraut geemtet, luftgetrocknet, geschnitten und kiihl

gelagert. Herbarbelege sind im genannten Institut archiviert. Die Droge wurde als 5 %iger waBriger HeiBex-
trakt in der Recalzifizierungszeit (s. 0.) untersucht.
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