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I EINLEITUNG

1 JOHANNISKRAUT BEI DER BEHANDLUNG VON DEPRESSION

Johanniskraut (Hypericum perforatum L.) spielt eine zentrale Rolle in der Phytotherapie von
leichten bis mittelschweren Depressionen und psychovegetativen Storungen. In klinischen
Studien konnte die antidepressive Wirkung von Hypericum perforatum L., auch im Vergleich zu
Standard-Antidepressiva, bereits nachgewiesen werden. Johanniskraut zeichnet sich allerdings
gegeniiber den synthetischen Mitteln durch eine wesentlich bessere Vertriglichkeit und
geringere Nebenwirkungen aus (LINDE ET AL., 1996; MILLER, 1998; WHEATLEY, 1998; KASPER,
2001; ScHuLz, 2002).

1.1 Depression: Definition und mogliche Ursachen

Die Depression wird allgemein als unspezifische Storung der Affektivitdt definiert, bei der ein
depressives Syndrom im Vordergrund steht. Die vielfédltigen Symptome auf psychischer,
somatischer und psychosozialer Ebene erschweren hédufig die Diagnose. Neben Angst-
zustinden, Freudlosigkeit und Schlafstorungen gehoren Kreislaufstorungen, Atemenge,
Leistungsabfall, Isolationsneigung und noch weitere Anzeichen zu dem Erscheinungsbild der
Depression (PSCHYREMBEL, 1994).

Die genauen Ausloser, sowie die chemischen und zelluldren Prozesse im Gehirn, die eine
Depression verursachen, sind immer noch unklar. Verschiedene Hypothesen werden in
diesem Zusammenhang diskutiert.

Eine mogliche Ursache ist der Mangel an dem Neurotransmitter 5-Hydroxytryptamin
(Serotonin). Einige Antidepressiva konnen die Monoaminoxidase (MAQO) hemmen und so den
Abbau dieser Substanz verhindern. Die neuronale Wiederaufnahme von Serotonin wird durch
tricyclische Antidepressiva unterbunden. Dies erhoht ebenfalls die Konzentration von Serotonin
im Gehirn (COPER UND HELMCHEN, 1992).

Das Opiatsystem des Gehirns ist wesentlich am Empfinden und Befinden des Menschen
beteiligt (STARKE UND PALM, 1992). Eine Storung des Opiathaushalts konnte daher negative
psychische Auswirkungen zur Folge haben. HURD ET AL. (1997) fanden bei post mortem-
Untersuchungen auf molekulargenetischer Ebene Hinweise auf eine Verbindung zwischen der
Storung des Opiathaushalts und Depressionen. Die Enkephaline gehdren zu den am opioiden

System beteiligten Stoffen. In einem Versuchsmodell fiir Depression (learned helplessness) an
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Ratten konnte ein positiver EinfluB durch Enkephaline und Substanzen, die deren Abbau
hemmen, festgestellt werden (TEJEDOR-REAL ET AL., 1995). Tests an Méausen lieBen wiederum
einen Zusammenhang zwischen der schmerzlindernden Wirkung von tricyclischen
Antidepressiva und dem opioiden System erkennen (VALVERDE ET AL., 1994).

Entziindungen im Gehirn und Lipidperoxidation scheinen ebenfalls eine Rolle bei Depressionen
zu spielen, da bei depressiven Patienten die Lipidperoxidation gegeniiber Gesunden erhoht ist
(BILICI ET AL., 2001). Eine geringere Vitamin E-Konzentration im Serum bei depressiven
Zustanden deutet ebenfalls auf oxidativen Stre hin und konnte mit einer erhohten Lipid-

peroxidation in Verbindung stehen (MAES ET AL., 2000).

1.2 Wirkung von Johanniskraut

Die Einnahme sowohl von Johanniskrautpriparaten als auch von tricyclischen Antidepressiva
muf} mindestens 10 bis 14 Tage erfolgen, bis eine signifikante Wirkung eintritt. Die Anzahl der
Serotonin-Rezeptoren erhoht sich bei einer ldngeren Verabreichungsdauer von Hypericum wie
auch bei synthetischen Antidepressiva (TEUFEL-MAYER UND GLEITZ, 1997; MULLER ET AL.,
1997). Johanniskrautextrakte zeigen einen hemmenden EinfluB sowohl auf die MAO-
Aktivitdt (COTT, 1997) als auch auf die Wiederaufnahme von Serotonin (MULLER ET AL.,
1997). RAFFA (1998) konnte die Bindung von Hypericin an Aufnahmerezeptoren nachweisen.
Auch Hyperforin und Amentoflavon werden als Aufnahme-Inhibitoren angesehen
(BAUREITHEL ET AL., 1997; CHATTERJEE ET AL., 1998). KLEBER ET AL. (1999) belegten, daf3
Hypericin den Abbau des Neurotransmitters Dopamin durch die Hemmung der Dopamin-f3-
Hydroxylase unterbindet. BUTTERWECK ET AL. (2000) konnten im ,,forced swimming test* bei
Ratten die Wirksamkeit flavonoidreicher Fraktionen von Hypericum-Extrakten nachweisen.
Die Einzelsubstanzen Hyperosid und Isoquercitrin hatten in diesen Untersuchungen ebenfalls
eine positive Wirkung. NOLDNER UND SCHOTZ (2002) identifizierten Rutin als essentiell fiir
die Wirkung von Johanniskrautextrakten im ,,forced swimming test®.

Das exakte Wirkprinzip von Johanniskraut und die daran beteiligten Substanzen bleiben

jedoch weiterhin unklar.
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2 CHARAKTERISIERUNG DER PFLANZE

2.1 Botanik

Johanniskraut (Hypericum perforatum 1..)

Ordnung: Theales (= Guttiferales)

Familie: Hypericaceae

Gattung: Hypericum (ca. 400 Arten)

Verbreitung: Europa — westliches Asien

Standorte: Wegrinder, Wiesen, Trockenhénge und Ruderalflichen

Morphologie: ausdauernde, krautige und auslduferbildende Pflanze

Hoéhe: bisca. | m

Blatt: gegenstiandig, hell- bis braungriin, eiformig-elliptisch, ganzrandig, kahl,
durchscheinend punktiert (— perforatum) aufgrund von lipidhaltigen, stark
lichtbrechenden Exkretbehéltern im Mesophyll

Stengel: hohl mit zwei hervortretenden Léngsleisten (charakteristisch fiir die Art)

Bliitenstand: traubig zusammengesetzte Trugdolden

Bliite: 5 gelbe Kronblitter

Bliihbeginn: Ende Juni (24. Juni = Johannistag)

Sonstiges: lysigene Sekretrdume (= Hypericinbehdlter), die als dunkle Punktierung auf
Petalen, Blattern und Stengel sichtbar sind

(HOLZL UND OSTROWSKI, 1987; SCHNEIDER, 1990; WICHTL, 1997)

2.2 Indikationsbereiche

Die zur Vollbliite geernteten und getrockneten Triebspitzen werden als Hyperici herba, die
offizinale Johanniskrautdroge, bezeichnet. Diese dient als Ausgangsmaterial zur Herstellung
von Tees und Arzneimitteln. Aber auch das frische, blithende Kraut kommt im medizinischen
Bereich in Form von Arzneiprdparaten zur Anwendung (BOMME, 1986; SCHNEIDER, 1990;
WICHTL, 1997). Zur Standardisierung von Johanniskrautpraparaten wurde bis Mitte der 90er
Jahre Hypericin als Leitsubstanz herangezogen, da es als die aktive Komponente von
Hypericum perforatum L. angesehen wurde (DAC 1986, 3. Erginzung 1991). Dies konnte
jedoch nicht ausreichend nachgewiesen und abgesichert werden. Daher wird seit September

1995 auf das eingesetzte Trockengewicht standardisiert (BUHLER, BfArM 1995).
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AuBerliche Anwendung

Plinius d. A. (23 - 79 n. Chr.) erwihnte Johanniskraut bereits in seiner Historia Naturalis als
Mittel gegen Verbrennungen (CzZYGAN, 1993). Hypericum fordert duBerlich aufgetragen
Heilungsprozesse nach leichten Verletzungen. Dabei kommt Johanniskraut als Johannis-
krautdl (Oleum hyperici), auch Rotdl genannt, zum Einsatz. Zu dessen Herstellung werden
frische Bliiten in hochwertige Pflanzendle eingelegt und an einem hellen Standort mehrere

Wochen extrahiert (WICHTL, 1997).

Innere Anwendung/Einnahme

Johanniskrauttee wirkt nicht nur durch hohe Gehalte an Gerbstoffen als Antidiarrhoikum,
sondern hat durch den hohen Gehalt an Flavonoiden auch einen diuretischen Effekt.
Traditionell wird auch Bettndssen, Rheumatismus und Gicht damit behandelt (WICHTL,
1997).

Das Hauptanwendungsgebiet von Johanniskraut ist jedoch die Einnahme bei psycho-
vegetativen Storungen. Seine beruhigende Wirkung spielte schon im Mittelalter bei der
Inquisition von ,,Besessenen™ eine wichtige Rolle (CzYGAN, 1993). Die antidepressive

Wirkung ist heute wissenschaftlich fundiert nachgewiesen.

2.3 Inhaltsstoffe

Hypericum perforatum L. besitzt ein arttypisches Spektrum an Inhaltsstoffen, von denen
einige antidepressive Eigenschaften aufweisen sollen. Es ist bisher allerdings noch nicht
eindeutig erforscht, welche Substanz als Hauptwirkstoff bezeichnet werden kann. Eine
Ubersicht iiber die pharmakologisch relevanten Substanzen von Hypericum geben Tab. 1 und
Abb. 1.

Eine umfassende Ubersicht zu Pharmakologie und Toxikologie von Johanniskraut ist bei

KAUL (2000) zu finden.
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Tab. 1: Pharmakologisch relevante Inhaltsstoffe von Johanniskraut
Stoffklasse Substanz Gehalt Wirkung Sonstiges
Naphtho- Hypericin 0,1-0,3% | antidepressiv (?) | rot gefarbt;
dianthrachinone u. dessen Derivate antiviral; photo- | photodynamisch;
sensibilisierend | fiihrt bei Uberdosierung
zu Hautverbrennungen
(= Hypericismus)
Phloroglucinderivate | Hyperforin 2-4% | antidepressiv (?) | nur in H. perforatum;
u. dessen Derivate antibiotisch nicht lange in Extrakten
haltbar;
Ahnlichkeit mit
beruhigend wirkenden
Hopfenbitterstoffen
Flavonoide Quercetin,
Kéampferol,
Luteolin Antioxidantien;
Flavonoid-Glykoside | Rutin, antidepressiv (?)
Hyperosid, 2-4% |diuretisch
Quercitrin, (= harntreibend)
e soqueretrin
Biflavonoide 13, 1I8- antidepressiv (?) | selten; dhnliche Stoffe
Biapigenin, mit sedierender Wirkung
Amentoflavon in Taxus baccata
Gerbstoffe Catechin- 6-15% | Antidiarrhoikum
Gerbstoffe

weitere Inhaltsstoffe:

dtherische Ole, Kaffeesiure, Chlorogensiure, Xanthone, Procyanidine

(NACH BERGHOFER UND HOLZL, 1986; BORS, 1987; HOLZL, 1993; WICHTL, 1997)
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HO

R=0C4 = Hypericin

R = G,OH = Pseudohyperi cin Hyper forin
R=0H R =H = Quercetin
R=H R =Glaktose = Hyperosid
R = H R, = Fhanmose = Qercitrin
R = R, = Gukose = Isoquercitrin
R1=O-l R2=Fhanmose~Gukose=FUtin
R=H R=H = Kanpf er ol

Ament of | avon

I 3,118-Bi api geni n

Abb. 1: Strukturformeln pharmakologisch relevanter Inhaltsstoffe von Hypericum perforatum L.
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3 HYPERICUM-ZUCHTUNG

Zur Produktion einer hochwertigen Arzneidroge sind der kontrollierte Anbau und eine
geeignete Sorte von entscheidender Bedeutung.

An der Landesanstalt fiir Bodenkultur und Pflanzenbau wurde durch langjdhrige
Anbauversuche eine Kulturanleitung fiir Johanniskraut erstellt, die durch das Anbauverfahren
bedingte Schwankungen der Drogenqualitit vermeiden soll (BOMME, 1981-87; BOMME,
1986). Eine anbauwiirdige Sorte mull mdglichst viele optimale und stabile Merkmale sowohl
in agronomischer als auch in pharmakologischer Hinsicht aufweisen. Dies ist auch in der

Ziichtung mafigeblich fiir die Entwicklung einer neuen Sorte.

3.1 Zuchtziele

Die wichtigsten agronomischen und pharmakologischen Zuchtziele lassen sich wie folgt

definieren:

Agronomische Zuchtziele

- hohe und stabile Ertrige
- hohe technologische Eignung hinsichtlich Anbau- und Ernteverfahren

Pharmakologische Zuchtziele

- hoher Gehalt an pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen

- hohe pharmakologische Wirksamkeit/Bioaktivitat

3.2 Selektionskriterien und Ziichtungsverfahren

Die Eigenschaften einer Pflanze, die die agronomischen Merkmale beeinflussen (s. Material
und Methoden 2.6.1), und der Gehalt an Inhaltsstoffen sind durch meist einfache
Mefmethoden bestimmbar. Bei der pharmakologischen Wirksamkeit/Bioaktivitit ist dies
nicht der Fall. Die Quantifizierung der Inhaltsstoffe allein reicht dafiir nicht aus, da
Wirkprinzip und Wirkstoff noch nicht eindeutig identifiziert sind.

Die bisherigen Forschungsergebnisse bieten jedoch einen Ansatzpunkt fiir die Auswahl und
Entwicklung von biochemischen Testsystemen, die die Wirkung von Johanniskraut-Extrakten
auf das neuronale Geschehen beurteilen sollen. Wie bereits geschildert, werden Stérungen im
Opiat- und Neurotransmitterhaushalt sowie eine erhohte Lipidperoxidation mit der

Depression in Zusammenhang gebracht. Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wurden
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folgende Testsysteme ausgewihlt bzw. entwickelt, um Johanniskrautextrakte auf ihre

Wirksamkeit zu untersuchen (s. Material und Methoden 2.5):

- POD-katalysierte Dimerisierung von L-Tyrosin

- Oxidation von Indolessigsdure durch POD (IAA-Oxidation)
- Dopamin-p-Hydroxylase (D-B-H)

- Cu(Il)-induzierte LDL-Oxidation

- LDL-Oxidation durch Tyrosyl-Radikale

Die gezielte ziichterische Bearbeitung von Johanniskraut auf die angestrebten agronomischen
und pharmakologischen Merkmale ist jedoch problematisch. Hypericum perforatum L. ist
tetraploid (2n = 4x = 32), wobei Allopolyploidie nicht ausgeschlossen wird, und vermehrt
sich fakultativ apomiktisch. Der Grad der Apomixis ist mit bis zu 97% sehr hoch (NOACK,
1939; BRUTOVSKA ET AL., 1998), d.h. eine Befruchtung und Rekombination des Erbgutes ist
zwar moglich, findet aber in den seltensten Féllen statt, so da8 die Nachkommen erbgleich
mit der Mutterpflanze sind. Folglich ist der Anteil von echten Kreuzungen bzw.
Rekombinationen sehr gering und deren Nachweis aufwendig und schwierig.

Wildsammlungen bzw. die Selektion aus einem heterogenen Pflanzenbestand bieten hier eine
Alternative zur klassischen Kombinationsziichtung, da Pflanzen verschiedener Herkunft bzw.
aus Wildsammlungen sich sowohl morphologisch als auch in ithrem Gehalt an Inhaltsstoffen
unterscheiden. Dies konnten Untersuchungen in der Schweiz (BUTER ET AL., 1998), in Litauen
(BAGDONAITE ET AL., 2001), in Australien (CAMPBELL ET AL., 1997; SOUTHWELL UND

BOURKE, 2001) und in den USA (WALKER ET AL., 2001) nachweisen.

4 ZIELE DER ARBEIT

Die Qualitdt einer Arzneidroge wird mallgeblich von den agronomischen und pharma-
kologischen FEigenschaften des angebauten Pflanzenmaterials beeinfluflt. Die pharma-
kologische Wirksamkeit ist dabei mit von entscheidender Bedeutung, wurde aber bisher kaum
als Kriterium bei der Bewertung und Selektion von Johanniskraut verwendet. Im Rahmen
eines 3jdhrigen Versuchsanbaus und der biochemischen Untersuchung von Johanniskraut-
Sorten und Saatgut aus unterschiedlicher Herkunft lag das Hauptaugenmerk daher v.a. auf

den Ergebnissen in physiologisch relevanten Modellreaktionen.
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Die Ziele, die in der vorliegenden Arbeit angestrebt wurden, lassen sich wie folgt

formulieren:

Bewertung der im Handel erhéltlichen Johanniskrautsorten und Eliteselektionen von
Saatgutfirmen im Hinblick auf Homogenitit, agronomische und pharmakologische
Eigenschaften

Selektion neuer Johanniskrauttypen anhand ihrer agronomischen und pharmakologischen
Merkmale

Bewertung der gewdhlten biochemischen Testsysteme als Selektionsmittel fiir die
pharmakologische Wirksamkeit. Das Testsystem der POD-katalysierten Tyrosin-
Dimerisierung wurde dabei als Vergleichsstandard im Hinblick auf Genauigkeit und
Selektionsvermodgen herangezogen.

Entwicklung und Bewertung der LDL-Oxidation durch Tyrosyl-Radikale als neues,

physiologisch relevantes Testsystem



MATERIAL

I MATERIAL UND METHODEN

1 MATERIAL

1.1 Chemikalien

Verbindung

Amentoflavon

L-Ascorbinsiure
Citronensdure-Monohydrat
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dopamin-B-Hydroxylase
Eisen(IIl)chlorid-Hexahydrat

Ethanol

Ethylendinitrilotetraessigsaure
Dinatriumsalz-Dihydrat

Fumarsaure
1-Hexansulfonséure
Kupfer(IT)sulfat Pentahydrat
Hypericin

Hyperosid
Indol-3-Essigsdure
Isoquercitrin

Kaliumbromid

L-Tyrosin

Natriumchlorid

Methanol fiir die priiparative HPLC
Methanol pro Analysi
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydroxid

Peroxidase aus Meerrettich
o-Phosphorséure
Pseudohypericin

Quercetin Dihydrat

Quercitrin

Abkiirzung/Formel
C30H15010*3 H2O
CsH,0¢Na
CsHgO7*H,O
Na,HPO4*2 H,O
D-B-H

FeCl3*6 H,O
C,Hs0OH, EtOH

C10H14N2N3203*2 H20
EDTA

C4H,;Na,Oq4
CsH13NaO3
CuS0O4*5 H,O
C30H160s
C21H20012

IAA

C21H20012

KBr

CoH1NOs

NaCl

CH;0H, MetOH
CH;0H, MetOH
NaH,PO4*H,0O
NaOH

POD

H;PO4

C30H1609
Ci5sH1007*2 H,O
C21H20011

10

Firma/Art.Nr.

Roth, 5255.1

Sigma, A-7631

Merck, 818707

Merck, 1.06580.5000
Sigma, D-1893, Lot 66H7170
Merck, 3943

Merck, 1.00983.2500
Merck, 1.08418

Sigma, F-1506
Sigma, H-5269
Merck, 2790

Roth, 7929.1

Roth, 7932.1

Sigma, I-1250

Roth, 7586.1

Merck, 1.05125.0250
Merck, 1.08371.0025
Merck, 6404.5000
Merck, 1.13351.2500
Merck, 822283
Merck, 1.06346.1000
Merck, 6498
Boehringer, Lot 83742448
Merck, 1.00565.0500
Roth, P068.1

Merck, 59662

Roth, 9417.1
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Rutin Trihydrat Cy7H30016*3 H,O Roth, 7422.1
Schwefelsdure, 95-97% H,SO4 Merck, 732
Tyramin CsH{1NO Sigma, T-2879
Trichloressigsdure TCA Sigma, T-4885
Wasserstoffperoxid, 30% H,0, Merck, 1.08597.1000

1.2 Johanniskrautextrakte

Es wurden insgesamt 305 Johanniskrautextrakte verwendet. Aus dem Anbaujahr 1999 wurden
91 Extrakte getestet, 92 Extrakte aus dem Jahr 2000 und 64 aus dem Jahr 2001. Hinzu
kommen 58 Extrakte aus einem Macerationsversuch mit unterschiedlichen
Extraktionsmitteln. Die Extraktion wurde durch die Firma Steigerwald vorgenommen. Die
genaue Bezeichnung und Herstellungsweise der Extrakte wird in Material und Methoden 2.3

erldutert.

1.3 Johanniskrautsamen

Das Saatgut stammte von Saatgutfirmen (Martin Bauer, Pharmasaat, Sperling, N. L.
Chrestensen), einem Ziichter (Rieger) und aus dem Garteneinzelhandel (Austrosaat). Zwei

Herkiinfte wurden aus eigener Produktion und Anbauversuchen gewonnen (MANN, 1998).

Tab. 2: Bezugsquellen des Saatgutes

Bezeichnung der
Herkunft/Sorte
Rieger & Hoffmann GmbH, Blaufelden-Raboldshausen ‘Taubertal” 1
“Taubertal” 2
Goldstern 1
Goldstern 2

Firma

Carl Sperling & Co, Liineburg 429
430
"Topaz’ 1

Pharmasaat GmbH, Artern ‘Taubertal® 3
"Topaz’ 2

N. L. Chrestensen Erfurter Samen- und Pflanzenzucht GmbH, Erfurt NLC
"Topaz' 3

Martin Bauer, Vestenbergsgreuth M. B.

Austrosaat AG, Wien Austrosaat

eigene Selektion (MANN, 1998) SN
BREIT
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1.4 Puffer, Reagenzien und deren Herstellung

Soweit nicht anders vermerkt, werden alle Losungen mit aqua bidest hergestellt.

* Phosphatpuffer: 0,1 M oder 0,2 M; verschiedene pH-Werte
Losung A: NaH,POyq4, 0,1 M (13,8 g/1) oder 0,2 M (27,9 g/l)
Losung B: Na,HPOy4, 0,1 M (17,8 g/1) oder 0,2 M (35,6 g/1)
Abhingig vom gewiinschten Wert wird mit Losung A oder B an der pH-Elektrode der pH-
Wert eingestellt.

* Citrat-Phosphatpuffer: 0,15 M; pH 5,6
Losung A: 0,1 M Citrat (21,0 g/1)
Losung B: 0,2 M Na,HPOy4 (35,6 g/1)

Mit Losung B erfolgt die Feineinstellung.

* PBS: pH 7,4
In 100 ml Phosphatpuffer (pH 7,4; 0,2 M)
9 g NaCl 16sen und mit H,O auf 1 | auffiillen.

* HPLC-Puffer (Tyrosin-Dimerisierung): 0,05 M; pH 2,1
Losungen von NaH,PO4 (6,9 g/1) und H3PO4 (4,9 g/1) vereinigen.

* HPLC-Puffer (D-B-H): 0,05 M; pH 2,1
In 1 1 Phosphatpuffer (0,05 M; pH 2,1)

5 g 1-Hexansulfonséure 16sen.

* Dichtelosungen fiir die LDL-Isolation:
A (d= 1,080 g/ml):
40 g KBrund 0,5 g EDTA ad 500 ml H,O l6sen.
B (d = 1,050 g/ml):
25 g KBrund 0,5 g EDTA ad 500 ml H,O Iosen.
C (d= 1,000 g/ml):
0,5 g EDTA ad 500 ml H,O l6sen.
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* FeClz;/H,SO4-Reagenz

15 ml 0,5 M FeCl; * 6 H,O
500 ml H,O
300 ml konz. H,SO4

Da eine starke Hitzeentwicklung eintritt, wird die konzentrierte H,SO, unter stindigem

Riihren auf Eis und unter dem Abzug zur FeCls;-Losung gegeben.

1.5 Analysengeriite

* HPLC - high performance liquid chromatography
- HPLC, Fa. Waters:
Pumpen: No. 600
Controller:  No. 600
Detektor: No. 996
Autosampler: No. 717 plus

Integration und Auswertung wurde mit Millenium Software durchgefiihrt.

- HPLC, Fa. Beckman, System Gold:
Pumpen: 126 NM
Detektor: 168 NM
Autosampler: Triathlon

Die Auswertung geschah mit Gold Nouveau 2.6-Software.

* Photometer
- Kontron Uvikon Modell 922 und Modell 930
- Pharmacia LKB Ultrospec III

* Fluoreszenzspektrophotometer

Hitachi, Modell F-4500

* pH-Meter
Bachhofer Orion Research 701 A
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* Zentrifugen
- Beckman Ultrazentrifuge Optima LE-70 (Rotor: SW 40 Ti)
- Heraeus Minifuge RF

* Waagen
- Sartorius Modell 2474
- Sartorius L310

14
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2 METHODEN

2.1 Versuchsaufbau

Zur Selektion neuer Johanniskrauttypen, der Bewertung dieser Selektionen und der Priifung
von Sorten und Eliteselektionen war eine Kombination von Feldanbau und biochemischen
Untersuchungen erforderlich.

Zundchst wurden die agronomischen Parameter der Hypericum-Typen im Rahmen eines
Versuchsanbaus der Saatgutherkiinfte dokumentiert. Aus dem dabei gewonnenen Ernte-
material der verschiedenen Johanniskrautphénotypen wurden Extrakte hergestellt, die sowohl
auf ihr Inhaltsstoffspektrum analysiert wurden als auch auf ihre Wirkung in biochemischen
Testsystemen. Die Ergebnisse des Feldanbaus und der labortechnischen Untersuchungen
dienten schlieBlich als Grundlage zur Selektion und Bewertung der Johanniskrauttypen und

der im Handel vertriebenen Sorten.

Es standen zwei Johanniskrautfelder zur Bearbeitung dieses Aufgabenkomplexes zur
Verfligung.

Feld 1999

Hierbei handelte es sich um einen Bestand der beiden Selektionen BREIT und SN (s. Material
und Methoden 1.3; MANN, 1998) im 2. Standjahr. Dieser wurde zur Durchfiihrung eines
Vorversuchs genutzt. Die Mdglichkeit der oben beschriebenen Vorgehensweise zur Selektion
von Johanniskrauttypen sollte dadurch tiberpriift werden.

Blockanlage 2000/2001

Im Jahr 2000 wurde ein neues Feld in Form einer Blockanlage mit 15 verschiedenen
Saatgutherkiinften angelegt (s. Anhang I). Diese Form wurde gewaihlt, um standortbedingte
Unterschiede auszugleichen. Auf dieser Fliche wurde sowohl die Selektion neuer

Pflanzentypen durchgefiihrt als auch die Priifung von Handelssaatgut auf Homogenitit.

2.2 Feldversuche

Der Anbau von Hypericum perforatum L. wurde unter besonderer Beriicksichtigung der
Kulturanleitung von Prof. Dr. Bomme, Leiter des Sachgebietes Heil- und Gewiirzpflanzenbau
der Bayerischen Landesanstalt fiir Bodenkultur und Pflanzenbau in Freising, durchgefiihrt.

Die Versuchsstation des Lehrstuhls fiir Zierpflanzenbau, TUM Weihenstephan, in Diirnast
tibernahm die Jungpflanzenanzucht. Auf den Freilandflichen des Lehrstuhls fiir
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Phytopathologie, TUM Weihenstephan, in Diirnast fand die weitere pflanzenbauliche
Durchfiihrung der Versuche statt.

Die Anbauversuche beziehen sich auf die Vegetationsperioden der Jahre 1999 (Feld 1999, 2.
Standjahr), sowie 2000 und 2001 (Blockanlage, 1. und 2. Standjahr).

2.2.1 Anzucht, Pflanzung und Kulturmafinahmen

Anzucht der Jungpflanzen fiir die Blockanlage 2000/2001

Termin Kulturmafinahmen
Beizung 08.02.00 Oberflachensterilisation des Saatgutes

mit Bleichlauge (1%); Dauer: 5 min

Aussaat 09.02.00 12er Topfe mit Floraton 1
Keimtemperatur: 20-25 °C
Pikieren 09.03.00 in Anzuchtplatten (11 x 7 Topfe)

Diingung: 2x wochentlich mit

2%o Wuxal (8-8-6)

Abhirtung 26.04.00 im Gewéchshaus bei 8 °C
Pflanzung 11.05.00
Pflanzung

Gepflanzt wurde in pflanzfihig vorbereiteten Boden.

a) Feld 1999

Die beiden Herkiinfte BREIT und SN waren bereits 1998 getrennt voneinander angepflanzt
worden. Pro Herkunft wurden 2 Blocke mit je 6 Reihen a 36 Pflanzen angelegt.
Reihenabstand: 42 cm

Pflanzenabstand: 30 cm

b) Blockanlage 2000/2001
15 Saatgutherkiinfte wurden in Form einer Blockanlage angepflanzt: 4 Blocke mit je 15
Parzellen (SCHUSTER UND VON LocHOW, 1979; s. Anhang I). Jede Parzelle bestand aus 4

Pflanzreihen a 8 Pflanzen.
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Reihenabstand: 50 cm

Pflanzenabstand: 40 cm

5 Herkiinfte wurden ausschlieBlich zur Selektion neuer Pflanzentypen genutzt. Die iibrigen
dienten zum Vergleich der Sorten und deren Priifung auf Homogenitit.

In Tab. 3 wird die Zuordnung der Parzellen-Nummern zu den verschiedenen Saatgut-

herkiinften, ihre Abkiirzungen und Verwendung im Rahmen dieser Arbeit erlautert.

Tab. 3: Parzellen-Nummern, Abkiirzungen und Verwendung der Herkiinfte

Parzellen-Nr. Bezegzl;;ung / Abkiirzung Verwendung
1 M. B. Selektion
2 ‘Topaz' 1 To 1 Sortenvergleich u. Homogenititspriifung
3 "Topaz’ 2 To 2 Sortenvergleich u. Homogenitétspriifung
4 "Topaz’ 3 To3 Sortenvergleich u. Homogenitétspriifung
5 "Taubertal 1 TT 1 Sortenvergleich u. Homogenitétspriifung
6 ‘Taubertal” 2 TT 2 Sortenvergleich u. Homogenitétspriifung
7 Goldstern 1 GS 1 Sortenvergleich u. Homogenitétspriifung
8 Goldstern 2 GS2 Sortenvergleich u. Homogenitétspriifung
9 NLC Sortenvergleich u. Homogenitétspriifung
10 SN Sortenvergleich u. Homogenititspriifung
11 BREIT Selektion
12 ‘Taubertal” 3 TT3 Sortenvergleich u. Homogenitétspriifung
13 Austrosaat AU Selektion
14 429 Selektion
15 430 Selektion

Diingung

Der Entzug durch Johanniskraut liegt bei ca. 100 kg N/ha. BOMME (1986) empfiehlt eine
Stickstoffdiingung von bis zu 150 kg N/ha.

Im Hinblick auf die Selektion neuer Pflanzentypen wurde jedoch ein geringer Stickstoffgehalt
der Versuchsfldche angestrebt, um das Potential der Pflanzen unter Minimalbedingungen zu

tiberpriifen. Auf Diingegaben wurde somit bei allen Versuchsfeldern verzichtet.

a) Feld 1999
Uber den N,,;,-Status des Versuchsfeldes 1999 liegen keine Angaben vor.
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b) Blockanlage 2000/2001

Der Npin-Gehalt der Blockanlage in 0-60 cm Bodentiefe betrug laut Bodenprobe und -analyse
im Frithjahr 2000 3 kg N/ha. Durch die natiirliche Stickstofffreisetzung des Bodens im
Winter waren 2001 50 kg N/ha vorhanden.

Eine geringe Stickstoffversorgung war somit auf dem Feld gewéhrleistet.

Weitere Kulturmafinahmen

a) Feld 1999

Dieses Feld befand sich zu Beginn der vorliegenden Arbeit bereits im 2. Standjahr und wurde
zur Unkrautregulierung gemulcht.

b) Blockanlage 2000/2001

Im 1. Standjahr fand zu Beginn der Feldkultur eine Zusatzbewisserung und wihrend der
Vegetationsperiode hdufigeres Hacken statt. Im 2. Standjahr wurde im zeitigen Friihjahr

Rindenmulch ausgebracht, um den Hackaufwand zu minimieren.

2.2.2 Bonitur der morphologischen Pflanzenmerkmale

Zur Charakterisierung der Phianotypen wurden verschiedene morphologische Merkmale von

Blatt, Stengel und Bliite erfal3t und deren Ausprigung wie folgt gemessen bzw. bonitiert:

Blattmerkmale

Blatt-Typ
b breitblattrig
bb extrem breitbléttrig
S schmalblattrig

Hypericinbehdlter auf der Blattspreite

1 nur auf Blattrand, nicht auf der Blattspreite
2 auf Blattrand und vereinzelt auf der Blattspreite
3 Blattrand und vermehrt (> 5) auf der Blattspreite

Die verschiedenen Auspriagungen der beiden Blattmerkmale sind in Abb. 2 zu sehen.
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Blatt-Typ bb b b S
Hypericinbehilter 2 3 1 1

Abb. 2: Boniturstufen der Merkmale Blatt-Typ und Hypericinbehélter auf der Blattspreite

Stengelmerkmale
Stengelfirbung

0 Stengel griin

1 Stengel zeigt Rotfarbung (Anthocyane)
Stengelanzahl

Es wurden nur blithende Triebe erfalit.

Pflanzenhohe
Die Pflanzenhohe wurde zum Erntezeitpunkt mit Hilfe eines Zollstocks ermittelt.
Zur Veranschaulichung der moglichen Unterschiede in der Pflanzenhdhe wurden in Abb. 3

Stengel von vier verschiedene Phinotypen nebeneinander abgebildet.
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| N

Abb. 3: Vergleich der Pflanzenhohe verschiedener Johanniskrauttypen

Bliitenmerkmale

Blithhorizont
Der Blihhorizont wurde als Differenz zwischen der Pflanzenhohe und der Hohe des

niedrigsten Bliitenstandes der Pflanze ermittelt.

Hpypericinbehilter auf den Petalen

1 nur am Petalenrand
2 vereinzelte Punkte und kleine Streifen auf den Petalen
3 mehrere Streifen liber die gesamte Lénge der Petalen

Die Boniturstufen dieses Merkmals sind in Abb. 4 anhand von Hypericum-Knospen dargestellt.

Abb. 4: Knospen mit verschiedener Auspriagung von Hypericinbehéltern auf den Petalen
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Hpypericinbehiilter im Fruchtknotenquerschnitt
- keine Hypericinbehalter im Fruchtknotenquerschnitt vorhanden
+ Hypericinbehélter im Fruchtknotenquerschnitt vorhanden

Abb. 5 zeigt einen Querschnitt durch einen Fruchtknoten mit Hypericinbehéltern.

Abb. 5: Fruchtknoten mit Hypericinbehéltern

2. Bliite
- keine 2. Bliite wurde ausgebildet

+ 2. Bliite wurde ausgebildet
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2.2.3 Ernte

Laut BRAUNEWELL (1991) ist der optimale Erntezeitpunkt fiir Hypericum perforatum L.,
wenn die apikale Bliite bereits zur griinen Kapsel herangereift ist. Die Ernte fand

grundsitzlich statt, wenn der jeweilige Phénotyp sich in diesem Kapselstadium befand.
a) Feld 1999

Die charakterisierten Phanotypen wurden getrennt voneinander und nach Einzelpflanzen
gesondert beerntet. Ein einheitliches Ernteschema wurde nicht durchgefiihrt, da die Pflanzen-
typen in der Herkunft BREIT zufillig verteilt waren. Bei der sehr homogenen Herkunft SN

wurden zufallsverteilt pro Reihe 5 Pflanzen beerntet.

b) Ernteschema Blockanlage 2000/2001

Sorten/Eliteselektionen

Bei den Parzellen der Sorten/Eliteselektionen wurden in den Jahren 2000/2001 pro Parzelle 8
Pflanzen nach einem festgelegten Raster beerntet (s. Anhang II).
Im Jahr 2001 wurden unabhingig von dem Ernteraster Pflanzen beerntet, die einen

sortenuntypischen Phanotyp aufwiesen (,,Ausrei3er®).
Eigenselektionen

Ein einheitliches Ernteschema war bei den Eigenselektionen nicht moglich, da die Anzahl
gleichartiger Selektionstypen in den einzelnen Blocken/Parzellen stark schwankte.

Im 1. Standjahr wurde pro Parzelle die hchstmogliche Anzahl an gleichartigen Phénotypen
geerntet, im 2. Standjahr nur noch eine Pflanze je Phédnotyp und Parzelle. Bei manchen
Phénotypen konnte nur ein einziges Exemplar auf der gesamten Anbaufliche gefunden bzw.

geerntet werden.



METHODEN 23

2.3 Zusammenstellung, Bezeichnung und Herstellung der Extrakte

Probenaufbereitung

Das frisch geerntete Pflanzenmaterial wurde bei 40 °C fiir 72 h im Trockenschrank

getrocknet.
2.3.1 Extraktzusammenstellung und Bezeichnung

a) Extrakte des Feldes 1999

Fiir die Extrakte der am haufigsten vorkommenden Pflanzentypen wurde jeweils ein Teil des
Trockenmaterials von 5 Pflanzen gepoolt. Dabei wurde darauf geachtet, dal3 die Pflanzen
gleichmiBig tiber die Flache verteilt waren. Pflanzen aus den Randreihen wurden gesondert
zu  Extrakten verarbeitet. Bei Phinotypen, die seltener auftraten, wurden

Einzelpflanzenextrakte hergestellt.

Bezeichnung der Extrakte

Die Bezeichnung der einzelnen Extrakte setzt sich folgendermallen zusammen:
Kiirzel des Pflanzentyps und fortlaufende Numerierung
Beispiel: BN 24

Zur ndheren Erlduterung der Pflanzentyp-Kiirzel siche Ergebnisteil 1.1.1

b) Blockanlage 2000/2001

Das Drogenmaterial der Pflanzen wurde pro Parzelle, Pflanzentyp/Sorte und Block zu
gleichen Teilen gepoolt.

Die Extraktbezeichnungen setzten sich wie folgt zusammen:

Sortenextrakte:
Parzelle / Block zB. 12/1V
Selektionen:
Parzelle / Phdnotyp / Block zB. 14/2/11 (1. Standjahr)
bzw.
Parzelle / Phénotyp zB. 14/2 (2. Standjahr)

Einzelpflanzen wurden mit GroBbuchstaben in alphabetischer Reihenfolge betitelt (A, B,

usw.).
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Die Phénotypen bzw. Extrakte, die sortenuntypische Pflanzen (,,Ausreiler*) darstellten,
wurden nach folgendem Schema benannt:

Parzelle A Phénotyp zB. 3Al

2.3.2 Vorversuch zur Extraktherstellung

Um die optimalen Extraktionsbedingungen zu finden, wurden aus handelsiiblicher Droge von
Hypericum verschiedene Extrakte hergestellt. Dabei wurden Extraktionsdauer, Extraktions-
mittel, Schnittgroe der Droge und das Verhéltnis Droge zu Extraktionsmittel variiert. Alle

Extraktvarianten wurden doppelt ausgefiihrt.

Methanol und Ethanol als Losungsmittel in aufsteicender Konzentration

Als Extraktionsmittel dienten Methanol und Ethanol mit 50, 60, 70 oder 80% v/v, sowie Ethanol
96% v/v und reines Methanol. Bei allen Extrakten dieser Herstellungsreihe betrug die

Drogenschnittgrofle 2-4 mm, das Droge/Extraktionsmittel-Verhiltnis 1:16 und die Extraktions-
dauer 8 h.

Zeitkinetik

In dieser Extraktreihe wurde pulverisierte Johanniskrautdroge mit 96%igem Ethanol im

Verhiltnis 1:100 fir die Dauer von 2, 4, 6, 8 oder 16 h maceriert.

Variation der Drogenschnitterofie, Extraktionsdauer und Verhiltnis von Droge zu

Extraktionsmittel

Hier wurde 4 oder 16 h lang die geschnittene (2-4 mm) oder pulverisierte Droge mit 50% v/v
Ethanol maceriert. Das Verhiltnis Droge zu Extraktionsmittel wurde folgendermal3en variiert:
1:5 (pulverisierte Droge), 1:8 (geschnittene Droge), 1:10 und 1:20 (beide Schnittgrofen).

Somit entstanden 12 verschiedene Extraktvarianten

2.3.3 Herstellung der Extrakte aus dem geernteten Pflanzenmaterial

Das getrocknete Pflanzenmaterial wurde fein gemahlen und anschlieBend unter folgenden
Extraktionsbedingungen maceriert:

Extraktionsmittel: 50% EtOH

Droge/Extraktionsmittel - Verhéltnis: 1:16

Temperatur: 40 °C

Dauer: 4 h
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2.4 Analytik der Inhaltsstoffe

Zur Analytik der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe wurden die Extrakte verdiinnt und
an der HPLC analysiert. Die Bestimmung der Stoffmenge erfolgte relativ iiber die Peakfldche

der jeweiligen Substanzen.

HPLC-Methode:
- Gerdit: HPLC, Fa. Beckman
- Sdule: Merck Superspher 60 RP select B 250 x 4.6 mm mit Vorsdule
- Laufmittel A: Phosphatpufter, pH 2,4 (50 mM)
- Laufmittel B: Acetonitril 59%, Methanol 40%, Laufmittel A 1%
- Laufprogramm:
bei 0 min: %B= 19 FluBrate: 0,6 ml/min
bei 8 min: %B= 19
bei 30 min: %B= 50
bei 45 min: %B =100
bei 75 min: %B =100
bei 78 min: %B= 10
bei 90 min: %B= 10
- Injektionsvolumen: 20 pl
- Detektion: UVA =254 nm

Abb. 7 zeigt ein typisches Chromatogramm eines Johanniskrautextraktes mit den eindeutig
durch Referenzsubstanzen oder publizierten UV/VIS-Spektren (HOLZL UND OSTROWSKI,

1987) identifizierten Substanzen.

Hyperosid +
Isoquercitrin

250 +
g Biapigenin
E 200 i Hyperforin
N
n i Quercitrin
< Rutin
o 150+ \ / Pseudohypericin
<
£
£ Hypericip
g 100 < Amentoflavon
5 Quercetin
=
o
g 50 l Adhyperforin
b
g W
-3 L.
I 0
—T 1 T T T~ T T T "~ T "~ T T T T " T 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

RT / min

Abb. 7: HPLC-Chromatogramm eines Johanniskrautextraktes
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2.5 Biochemische Modellreaktionen

2.5.1 POD-katalysierte Dimerisierung von L-Tyrosin

Dieses Testsystem basiert auf den Forschungsergebnissen mehrerer Arbeitsgruppen.
TURKALL ET AL. (1982) wiesen nach, dal Methionin-Enkephalin von polymorphkernigen
phagozytierenden neutrophilen Granulozyten im Gehirn durch Myeloperoxidase (MPO) in
Anwesenheit von H,O, oxidiert werden kann. Die opioide Eigenschaften des Enkephalins
werden dabei beeintrdchtigt. HEINECKE ET AL. (1993) bewiesen die Bildung eines Tyrosin-
Dimers infolge von oxidativem Strel durch MPO und H,0, auf neuronaler Ebene. ROSEI ET
AL. (1991) wiederum konnten die Dimerisierung von Methionin-Enkephalinen {iber deren
Tyrosin-Enden durch Meerrettichperoxidase (POD) und H,O, nachweisen. SchlieBlich
entwickelte DENKE (1997) im Hinblick auf diese Ergebnisse das System der POD-
katalysierten Dimerisierung von L-Tyrosin.

Peroxidasen, die nur eine geringe Substratspezifitit aufweisen, katalysieren die folgende

Umsetzung von H,O, zu H,O:

POD
(D 2SH + H,0, > 28" + 2H,0 (SH = Substrat)

) 2s° > S-S

H,0, fungiert dabei als Elektronenakzeptor und Tyrosin als Wasserstoffdonor. Die
Peroxidase oxidiert Tyrosin-Molekiile zu Radikalen, die Dimere bilden (HALLIWELL UND
GUTTERIDGE, 1989). Im ersten Schritt der Peroxidasereaktion wird der sog. Compound I
gebildet. Dabei ist H,O, an das Hdm-Zentrum des Enzyms gebunden. Compound I oxidiert
nun ein geeignetes Substrat unter zwischenzeitlicher Bildung eines Compound II. Peroxid
wird dabei abgebaut, und die Peroxidase kehrt wieder in ihre Ausgangsform zuriick.

Die Hemmung dieser Reaktion durch pflanzliche Extrakte wurde bereits erfolgreich zur
qualitativen Bewertung von Johanniskrautextrakten eingesetzt (DENKE, 1997). Die

Johanniskrautextrakte wurden anhand ihrer Hemmwirkung auf die Dimerbildung beurteilt.



Testansatz:

Phosphatpuffer pH 8,2

L-Tyrosin (in 20 mM NaOH)

METHODEN

50 mM 1.A.
0,5 mM 1.A.

Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen

0,33 mM i.A.

H,0,

Reaktionsstart: POD

Inkubation: 60 min bei 37 °C

3UILA.

27

Nach der Inkubation wird die Reaktion durch Zugabe von TCA (2% 1.A.) abgestoppt (DENKE,

1997).

Die wiahrend der Reaktion entstandenen Dimere werden anhand der HPLC von den

Monomeren getrennt und detektiert.

HPLC-Methode:
- Gerit: HPLC, Fa. Waters
- Séule: Hypersil - ODS (octadecyl) - 5 um (reversed phase)
Lange: 15 cm
Innendurchmesser: 4,6 mm
- Laufmittel A: Phosphatpufter, pH 2,4 (50 mM)
- Laufmittel B: Methanol 100%ig
- Laufprogramm:
bei 0 min: %B= 0 FluBrate: 1,0 ml/min
bei 1,5 min: %B= 0
bei 9 min: %B= 30
bei 11 min: %B =100
bei 15 min: %B =100
bei 17 min: %%B= 0
bei 25 min: %B= 0
- Injektionsvolumen: 20 pl
- Detektion: UVA =280 nm
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2.5.2 Ocxidation der Indolessigsiure durch POD (IAA-Oxidation)

VOLPERT (1993) zeigte die mogliche Standardisierung von phenolhaltigen Propolis-Extrakten
durch den hemmenden Einflufl der o-Diphenole auf die TAA-Oxidation durch POD. Auch
Johanniskrautextrakte wurden bereits erfolgreich damit differenziert (MANN, 1998). Daher
wurde dieses Testsystem auch in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Bei der H,O,-unabhéngigen, radikalischen Oxidation der Indolessigsdure (IAA) wirkt die
Peroxidase als Oxidase und kann durch Monophenole aktiviert oder durch o-Diphenole
inhibiert werden (GORTNER UND KENT, 1958). Monophenole beschleunigen die Bildung von
IAA-Radikalen und erhoéhen dadurch den IAA-Umsatz. o-Diphenole verhindern die
Reduktion der POD, so daB keine IAA-Radikale entstehen konnen (SCHEMPP, miindliche
Mitteilung). Der Ubergang zwischen der maximalen Stimulation und der vollstindigen
Hemmung der Reaktion geschieht sehr abrupt in einem sog. ,,Reaktionssprung®. Abb. 8 zeigt
exemplarisch den EinfluB3 eines Extraktes mit steigenden Konzentrationen im Ansatz (i.A.)

auf die IAA-Qxidation.

0,9 0,9
e B L Lo,

0,8
IS
C

8 0,7
Vo)
‘D
o

.5 0,6
x
=
x
]

0,5

—m— Extrakt
T T T T

T T T T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
Konzentration i.A. [%]

Abb. 8: Einflul} eines Extraktes auf die JAA-Oxidation

Die Konzentration des Extraktes i.A., bei der die IAA-Oxidation inhibiert wird, ermoglicht
eine qualitative Aussage iiber die Extraktzusammensetzung bzw. das Verhéltnis von
(substituierten) Mono- und Diphenolen. Je mehr o-Diphenole enthalten sind, um so niedriger

ist diese Konzentration des Extraktes i.A.
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Testansatz:
Citrat-Phosphatpuffer pH 5,6 150 mM i.A.
aqua bidest ad 1 ml
IAA (in 10 mM NaOH) 0,3 mM i.A.

Testsubstanzen in verschiedene Konzentrationen
Reaktionsstart: POD 0,3 U1A.
Inkubation: 30 min bei 37 °C

Die Detektion von Indolessigsédure erfolgt nach TANG UND BONNER (1947) durch das
FeCl3/H,SO4-Reagenz, das im 4fachen UberschuB zum Testansatz hinzugegeben wird. Die
enzymatische IAA-Oxidation wird dabei abgestoppt. Nach 14 min wird bei A = 530 nm am
Photometer die Messung durchgefiihrt, da jetzt die hochste Farbentwicklung erreicht ist.

Bei der Farbreaktion erfolgt eine Chelatkomplexbildung zwischen dem Fe’*-Ion, dem
Carbonylsauerstoff und dem Iminostickstoff der IAA. Die daraus folgende Bildung eines 7-

stelligen Ringes erzeugt einen Farbumschlag von gelb nach pink.

2.5.3 Dopamin-B-Hydroxylase (D-3-H)

Ein Defizit an Katecholaminen wird als ein moglicher Ausloser von Depressionen angesehen.
Eine Hemmung des Abbaus dieser Substanzen wird als weiterer Wirkmechanismus von
Hypericum diskutiert. Das Enzym Dopamin-B-Hydroxylase (D--H) katalysiert die Reaktion
des Neurotransmitters Dopamin zu Noradrenalin. KLEBER ET AL. (1999) stellten anhand der
Sauerstoffelektrode eine Verminderung des O,-Verbrauchs und folglich eine Hemmung der
Enzymaktivitdt durch Hypericum-Extrakte fest. Eine Vereinfachung des Systems wurde durch
den Ersatz von Dopamin durch Tyramin vollzogen (DENKE, 2000).

D-B-H
Tyramin + Ascorbinsdure + O, —— Octopamin + Dehydroascorbinsidure + H,O



Testansatz:

Phosphatpuffer
aqua bidest
Ascorbat

Fumarat

METHODEN

100 mM i.A.

ad 1 ml

5 mM 1.A.
5mM i.A.

30

Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen

Reaktionsstart: D--H

0,02 U 1.A.

Inkubation: 30 min bei 37 °C

Das Abstoppen der Reaktion geschieht durch die Zugabe von TCA (2% i.A.).
Die Detektion des Produktes Octopamin wurde mit Hilfe der HPLC durchgefiihrt.

HPLC-Methode:
- Gerit:

- Saule:

- Laufmittel A:
- Laufmittel B:

- Laufprogramm:

- Injektionsvolumen:

- Detektion:

HPLC, Fa. Waters

Macherey Nagel Nucleosil 100-5 C18-AB mit Vorsidule AB
Lange: 12,5 cm

Innendurchmesser: 4,6 mm

Phosphatpuffer (pH 2,4; 50 mM) mit 1-Hexansulfonsdure (5 g/1)
Methanol 100%ig

bei 0 min: %B= 15 FluBrate: 1,0 ml/min
bei 0,5 min: %B= 15

bei 10 min: %B= 15

bei 12 min: %B =100

bei 20 min: %B =100

bei 22 min: %B= 15

bei 40 min: %B= 15

20 pl

UVA =200 nm
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2.5.4 LDL-Oxidation als Modell fiir die Lipidperoxidation

Bei Untersuchungen depressiver Patienten wurde eine im Vergleich zu gesunden Probanden
hohere Lipidperoxidation festgestellt (BILICI ET AL., 2001). Der erhohte oxidative Stref3 bei
Alzheimer kann auf die Lipidperoxidation durch Ubergangsmetalle zuriickgefiihrt werden
(ARLT ET AL., 2002). Aber auch durch MPO generierte Tyrosyl-Radikale kénnen Lipid-
peroxidation hervorrufen (PODREZ ET AL., 2000).

Als Modell fiir die Lipidperoxidation wird in der vorliegenden Arbeit die Oxidation des low
density lipoproteins (LDL) herangezogen.

Entsprechend den oben genannten Forschungsergebnissen wurden zwei Systeme der LDL-
Oxidation verwendet:

- Cu(Il)-induzierte LDL-Oxidation

- LDL-Oxidation durch Tyrosyl-Radikale

2.54.1 LDL-Priparation

Plasmagewinnung

Zur Plasmagewinnung wurde zunidchst von 12 gesunden Freiwilligen unterschiedlichen
Geschlechts und Alters Blut abgenommen.

Direkt nach der Blutabnahme werden 100 ml Blut mit 4 ml EDTA-L6sung (25 mg EDTA/ml
H,0) versetzt. Durch einen Zentrifugationsschritt (1600 x g, 10 °C, 20 min) trennt sich das
Plasma von den Blutzellen und kann nun abgezogen werden. Die Plasmaproben der
verschiedenen Probanden werden vereinigt und je 100 ml des Pools mit 1 ml 60%iger
Saccharoselosung versetzt. In Kryogefdl3e abgefiillt und mit Stickstoff iiberschichtet ist das
gepoolte Plasma bei —70 °C bis zu einem halben Jahr haltbar.

LDL-Isolation

Das LDL wird mit Hilfe der Dichtegradienten-Zentrifugation aus dem Plasma isoliert. In 3 ml
Plasma werden vorsichtig 1,23 g KBr geldst und somit auf eine Dichte von 1,41 g/ml
eingestellt. In einem Beckman Polyallomer Zentrifugen Tube wird diese Losung
nacheinander mit je ca. 2,5 ml Dichtelosung A (1,080 g/ml mit 1 g EDTA) und Dichtelsung
B (1,050 g/ml mit 1 g EDTA) iiberschichtet. Mit Dichtelésung C (1,000 g/ml mit 1 g EDTA)
wird das Rohrchen bis knapp unter den Rand aufgefiillt und bei 10 °C und 275000 x g (40000

U/min) zwischen 22 und 24 h zentrifugiert. Dabei bilden sich drei voneinander getrennte
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Banden iiber dem restlichen Plasma aus: unten HDL (high density lipoprotein), dariiber LDL
(low density lipoprotein) und an der Oberfliche VLDL (very low density lipoprotein) und
Chylomikronen. Das LDL wird abgezogen und sterilfiltriert (Nalgene 0,22 pM-Filter). Im
Kiihlschrank gelagert ist es bis zu zwei Wochen verwendbar.

Bevor eine LDL-Probe im Versuchsansatz verwendet werden kann, mul} iiber eine EconoPac

DG-10 Gelfiltrationssdule (BioRad) das EDTA entfernt werden.

Proteinbestimmung

Die LDL-Konzentration in einer Probe wird {liber deren Proteingehalt anhand einer BSA
(bovine serum albumin)-Eichgerade ermittelt. Bei dem hierfiir verwendeten BioRad-Protein-
Assay kommt es zu einer Komplexbildung der Reagenzlosung mit Protein, die bei 595 nm

photometrisch quantifiziert werden kann.

Ansatz:
Probe bzw. BSA-Losung (Standard) 10 ul
unverdiinnte Reagenzlosung 200 pl
H,O 790 pul

Inkubation: 10 min bei Raumtemperatur

Die Proteinmenge in der Probe wird anhand einer BSA-Kalibrationsgerade berechnet.

0,8 4

Absorption bei 595 nm

0,6 m  Mittelwert 0,6
Regressionsgerade

0,0 ' 0,2 0,4 ' 0:6 ' 0,8 1,0
BSA [mg/ml]

Abb. 9: Protein-Kalibrationsgerade
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Der Proteingehalt der Probe kann nun nach folgender Regressionsgleichung ermittelt werden:

c(Protein) [mg/ml] = (Absorption - 0,53505) / 0,63122 [(mg/rnl)'l]

r=0,9982

2.5.4.2 Cu(Il)-induzierte LDL-Oxidation

2.5.4.2.1 Bildung konjugierter Diene wihrend der Lipidperoxidation (Dienkonjugation)

Bei der Oxidation des Fettsdureanteils im LDL werden konjugierte Diene gebildet, deren

Entstehung photometrisch bei 234 nm quantifiziert werden kann (ESTERBAUER ET AL., 1989).

Deren typischer Verlauf, wie in Abb. 10 zu sehen, 1d6t sich in drei Phasen gliedern:

Phase A: In dieser sog. Lag-Phase werden endogene Antioxidantien (z.B. Qjo, o-

Tocopherol) verbraucht und nur eine sehr langsame Oxidation ist zu

beobachten.

Phase B: Die Bildung konjugierter Diene nimmt stark zu (Propagationsphase) und

erreicht thr Maximum. Durch die Oxidation mehrfach ungesittigter Fettsduren

entstehen Lipidhydroperoxide.

Phase C: Die konjugierten Diene zerfallen u.a. zu Aldehyden, Alkoholen und Epoxiden

(Dekompositionsphase).

A B c
067 Lag Phase |Propagations-|  Dekompositionsphase [ 0.6
IS
c
<t
[s¢]
N
S 04 o4
K]
c
§e]
I
2 - - LDL
0,2 1 L 0.2
] e
1 1 N 1 L N | |
0 100 200 300 400 500

Lag Zeit

Reaktionszeit [min]

Abb. 10: Verlauf einer Cu(Il)-induzierten Bildung konjugierter Diene (Dienkonjugation)
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Die antioxidative FEigenschaft einer Substanz wird anhand der Dauer der Lag-Phase
gegeniiber einer Kontrolle ermittelt: je linger die Lag-Phasenverschiebung ausfillt, desto
besser ist die antioxidative Kapazitdt der Testsubstanz.

Die Figenschaften (hydrophil/lipophil) der Testsubstanz bestimmen meist, ob diese bereits
mit dem Plasma inkubiert oder direkt zu dem LDL-Cu(Il)-Ansatz hinzugegeben wird.
Aufgrund der iiberwiegend hydrophilen Bestandteile der Johanniskrautextrakte wurden diese

direkt in den Ansatz gegeben.

Testansatz:
PBS ad 1 ml
entsalztes LDL 25 ug Protein 1.A.
Testsubstanz in verschiedenen Konzentrationen
Cu(I) 1,68 uM i.A.

Photometrische online-Messung bei 234 nm und 37 °C.

Da die Hypericum-Extrakte v.a. Quercetin bzw. dessen Glykoside enthalten, wurde Quercetin
in verschiedenen Konzentrationen in das LDL-Cu(II)-System eingesetzt.

Anhand der Lag-Phasenverschiebung wurde folgende Kalibrationsgerade ermittelt:
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= 1 | L
o
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]
e
& | L
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- ] —— Regressionsgerade |
n
0 . . . . . . . —Lo
0 2 4 6 8

Quercetin [uM]

Abb. 11: Quercetin-Kalibrationsgerade, ermittelt durch die Lag-Phasenverschiebung

Mit Hilfe der folgenden Geradengleichung kann die Lag-Phasenverschiebung eines Extraktes

in Quercetin-Aquivalente umgerechnet werden:
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c(Quercetin) [uM] = (Lag-Verschiebung [min] - 2,93455) / 161,28872 [min*uM™]
r=0,9907
Dies ermdglicht eine bessere Vergleichbarkeit der Extrakte.
Im Rahmen dieser Arbeit werden die Ergebnisse der Johanniskrautextrakte im LDL-Cu(Il)-

System in Quercetin-Aquivalenten angegeben.

2.5.4.2.2 Tryptophanfluoreszenz

Nicht nur die Lipide des LDL sind bei Oxidation betroffen, sondern auch der Proteinteil
(ApoB 100) wird angegriffen (REYFTMANN ET AL., 1990). Dies kann iiber eine Verminderung

der Fluoreszenz an Tryptophanresten beobachtet werden.

Testansatz:
PBS ad 1 ml
entsalztes LDL 50 pg Protein i.A.
Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen

Cu(Il) 3,36 UM 1. A.
Die Kontrolle enthélt nur LDL und 100 uM EDTA i.A.
Die Messung erfolgt alle 10 min. Jede Probe wird dabei zweimal gemessen, um Gerite-
schwankungen auszugleichen. Die Kiivetten diirfen zwischen den MeBzeiten nicht im

Lichtgang stehen, da sonst eine Bleichung der Proben auftritt.

Parameter der Messung am Fluoreszenzphotometer:

Excitation: 282 nm
Emission: 331 nm

Slit: 5,0nm/ 5,0 nm
PMT Voltage: 950 V

Delay Time: 0 sec
Integration Time: 2,0 sec

Die Oxidation des Proteinteils untergliedert sich, wie in Abb. 12 ersichtlich, in eine frithe und

eine spdte Proteinoxidation. Die frithe Proteinoxidation ist durch eine langsame Fluoreszenz-
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abnahme gekennzeichnet. Nach der Lag-Phase der Dienkonjugation beschleunigen die

Produkte der Lipidperoxidation die Fluoreszenzabnahme (spite Proteinoxidation).

"""'"'Llllllllllll—mo

80 80

60 friihe Proteinoxidation spate Proteinoxidation [-60

40 L 40

Fluoreszenzintensitat
[% des Ausgangswertes]

204 = LDL S, 120
e LDL+EDTA I
A LDL + Cu(ll)
0 T T T T T T 0
0 100 200 300

Zeit [min]

Abb. 12: Abnahme der Tryptophanfluoreszenz wihrend der Proteinoxidation von LDL

2.5.4.3 LDL-Oxidation durch Tyrosyl-Radikale

LDL-Oxidation und die Bildung von konjugierten Dienen kann nicht nur durch
Ubergangsmetalle sondern auch durch enzymatisch generierte Radikale induziert werden.
SAVENKOVA ET AL. (1994) verwendeten ein System aus Glucose/Glucoseoxidase (H,O»-
Produktion), Tyrosin und Myeloperoxidase (MPO) zur Bildung von Tyrosyl-Radikalen.

Dieser Reaktionsansatz wurde in der vorliegenden Arbeit modifiziert und als weiteres
Testsystem verwendet. Glucose/Glucoseoxidase wurde durch eine Zugabe von H,O, ersetzt,
sowie MPO durch die kostengiinstigere Meerrettichperoxidase (POD). Auf die System-
entwicklung wird in Ergebnisse 1.2.2.5.1 ndher eingegangen. Im Zuge der Untersuchung der

Extrakte wurde der folgende Ansatz verwendet.



Testansatz:

PBS
entsalztes LDL

Tyrosin

METHODEN

ad 1 ml
25 pg Protein/ml
25 UM i.A.

Testsubstanz in verschiedenen Konzentrationen

H,0O,
POD

50 UM i.A.
1 UiA.

Online-Messung bei 234 nm und 37 °C.

Der Absorptionsverlauf {iber die Zeit bei der Tyrosyl-Radikal induzierten Dienkonjugation ist

in Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13: Verlauf der Tyrosin-Radikal induzierten Dienkonjugation
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Im Vergleich zur Cu(Il)-induzierten Dienkonjugation kommt es zu keiner Lag-Phase. Die

Radikal-induzierte Oxidation beginnt direkt mit der Propagationsphase. Diese kommt an

threm Maximum zu einem abrupten Stillstand. Die Menge an gebildeten konjugierten Dienen

bleibt ab hier fast konstant. Anstatt einer Dekompositionsphase ist ein ,,Plateau” zu

beobachten.

Die Hohe und die Verschiebung dieses Plateaus diente als Ansatzpunkt zur Beurteilung der

antioxidativen Kapazitit der jeweiligen Testsubstanzen/Extrakte: je niedriger das Plateau,

desto weniger konjugierte Diene werden gebildet, die Testsubstanz wirkt antioxidativ.
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2.5.5 Auswertung der MeBlergebnisse

Falls nicht anders angegeben, stellen die Ergebnisse den Mittelwert von 2 Versuchstagen mit
je 3 Parallelen und die dazugehorige Standardabweichung (oy,.1) dar.

Bei den Systemen mit LDL wurde jeweils ein representatives Ergebnis eines Versuchs
dargestellt.

In allen Testsystemen wurden Kontrollen durchgefiihrt, die Stdrungen der Nachweisreaktion
durch die eingesetzten Substanzen ausschlieflen sollten.

Folgende Software wurde zur Auswertung und Darstellung der Ergebnisse verwendet:

Office 97, Microcal Origin 6.1, Isis Draw 1.2.

2.6  Selektionskriterien und Bewertung der Johanniskrauttypen

2.6.1 Selektionskriterien der agronomischen Merkmale

Folgende FEigenschaften der Pflanze bestimmen deren agronomische Merkmale bzw.

Anforderungen und wurden daher als Selektions- und Bewertungskriterien herangezogen:

Hohe und stabile Ertrige:
- hoher Bliiten- und Blattanteil
- viele Triebe
- gleichméBige Blithentwicklung
- Nachtriebsvermogen fiir einen ertragreichen 2. Schnitt

- Toleranz gegen Colletotrichum gloeosporioides

Technologische Eignung:
- aufrechter, niedriger Wuchs
- Standfestigkeit
- gleichmifBige Bestandeshohe
- kompakter Blithhorizont

- geringe Lagerneigung

Je weniger eine Sorte oder Selektion von diesen Eigenschaften aufweisen konnte, desto

schlechter wurde sie in agronomischer Hinsicht beurteilt.
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2.6.2 Selektionskriterien der pharmakologischen Merkmale

Hoher Gehalt an pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen

Ein in allen drei relevanten Substanzgruppen (Flavonoide, Hypericine, Hyperforine)
ausgeglichener und hoher Gehalt wurde als optimal und damit am besten bewertet.

Das Quercetin-Glycosid Rutin nimmt dabei eine Sonderstellung ein. Das Fehlen von Rutin

stellt ein AusschluBkriterium dar, da eine solche Droge/Pflanze nicht arzneibuchkonform ist.

Hohe pharmakologische Wirksamkeit/Bioaktivitiit

Durch die Ergebnisse der Extrakte der verschiedenen Phénotypen in den biochemischen
Testsystemen kann eine Aussage liber deren pharmakologische Wirksamkeit getroffen
werden. Ein Extrakt/Phdnotyp wurde als gut bewertet, wenn er in moglichst vielen

Testsystemen ein gutes Ergebnis erzielte.

2.6.3 Gesamtbeurteilung

Die Gesamtbeurteilung der Selektionen und Sorten setzte sich aus den einzelnen Bewertungen
der agronomischen und pharmakologischen Merkmalen zusammen. Eine gute Sorte bzw. ein
guter Johanniskrauttyp mufBl optimale agronomische und pharmakologische Merkmale
aufweisen, um die Anforderungen/Zuchtziele zu erfiillen. Daher wurden Pharmakologie und

Agronomie gleich gewichtet, wie in Abb. 14 ersichtlich, und zu einer Gesamtbeurteilung

verbunden.
Bioaktivitat ||Inhaltsstoffe Wuchs

Ertrag

2. Blite

v v Pilz-Toleranz
Pharmakologische Agronomische
Merkmale Merkmale
N | ] —

Gesamtbeurteilung

Abb. 14: Schema zur Gesamtbeurteilung der Merkmale einer Sorte oder Selektion
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III  ERGEBNISSE

1 VERSUCHSJAHR 1999

1.1 Ergebnisse des Feldanbaus

1.1.1 Morphologische Charakterisierung der Hypericum-Phinotypen

Aus dem Samen eines schmal- und eines breitbléttrigen Hypericum-Phianotyps wurden im
Jahr 1998 Pflanzen angezogen und getrennt nach ihrer Herkunft aufgepflanzt.
Im breitbléttrigen Bestand konnten im Jahr 1999 drei Hauptphénotypen unterschieden
werden:

BN  breitblittrig, normaler Typ

BB  extrem breitblittrig

BR  breitblittrig, Rotstengel-Typ mit sehr wenig Hypericinbehéltern auf den

Bléttern

Neben dem normalen BR-Typ wurden zwei weitere BR-Phianotypen gefunden, die sich nur
geringfligig vom Haupttyp unterschieden:

BR+/+ breitbléttriger Rotstengel-Typ mit vermehrt Hypericinbehéltern auf den

Blattern und Hypericinbehiltern im Fruchtknotenquerschnitt
BR+/- breitbléttriger Rotstengel-Typ mit vermehrt Hypericinbehéltern auf den

Blittern ohne Hypericinbehéltern im Fruchtknotenquerschnitt

Aus dem schmalbléttrigen Saatgut ging ein sehr einheitlicher Pflanzenbestand hervor.
Es konnten nur zwei Phinotypen identifiziert werden:
SN schmalblittrig, normaler Typ
SR schmalbléttrig, Rotstengel-Typ, der insgesamt mit nur vier Pflanzen vertreten

war.
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Die 4 Haupttypen BN, BB, BR, SN konnten anhand phéinotypischer Merkmale von Blatt,

Stengel und Bliite, wie in Tab. 4 veranschaulicht, charakterisiert werden.

Tab. 4: Phanotypische Merkmale der Hypericum-Typen BN, BB, BR und SN

Blatt Stengel Bliite
Typ i ——
Hypericin Rot- Pﬂaflzen Horizont | Hypericin H.}./ perl.cmbe
i Wuchs N Anzahl hohe . halter im Fr-
behilter Farbung [cm] behalter
[cm] Knoten
nur
BN 3 aufrecht . . 25+7 92 +6 18+5 1 -
Triebspitze
BB 2 aufrecht keine 18+38 99+ 11 16+5 2 -
BR 1 stand- | gesamter | yo 5 | grug | 1345 1 +
schwach Stengel
SN 2 aufrecht | . M. 32+9 71£5 13+3 3 -
Triebspitze

Boniturschema: s. Material und Methoden 2.2.2

BN wies die meisten Hypericinbehélter auf der Blattspreite auf, gefolgt von BB und SN. BR
besall die wenigsten Hypericinbehilter.

Als einziger Pflanzentyp hatte BR einen sehr standschwachen Wuchs und zeichnete sich
durch eine Rotfirbung des gesamten Stengels aus. Bei BN und SN zeigten nur die
Triebspitzen eine rotliche Farbung, bei BB fehlte auch diese vollig.

Die Anzahl der Triebe pro Pflanze war bei SN deutlich am grofiten, wobei dieser Typ
gleichzeitig die niedrigste Pflanzenhohe erreichte. Mit weniger als 20 bildeten BB und
besonders BR die geringste Anzahl an Stengeln aus. Die hochsten Pflanzen brachte BB
hervor.

Der Bliihhorizont war bei den ,,hohen Typen BB und BN am grofiten, bei den niedrigen
Typen BR und SN dagegen deutlich geringer.

Die meisten Hypericinbehilter auf den Petalen bildete der SN-Phénotyp. BN und BR zeigten
kaum Hypericin auf ihren Bliitenbléttern. BR besal} als einziger Hypericinbehélter in seinem

Fruchtknotenquerschnitt.

Zur Verdeutlichung werden die wichtigsten metrischen Merkmale, Stengelanzahl und
Pflanzenhdhe, in den Abbildungen 15 und 16 mittels Box-Plot-Diagrammen nochmals

graphisch dargestellt:
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Abb. 15: Stengelanzahl der Johanniskrautphdnotypen BN, BB, BR und SN
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1.1.2 Ertragsparameter

Neben den phinotypischen Merkmalen ist der Ertrag ein entscheidender Parameter zur
Charakterisierung und Validierung der Pflanzentypen.

Die folgende Tab. 5 erfaBBt die verschiedenen Ertragsparameter der 4 Phanotypen. Es werden
sowohl die Ertrdage der Frischsubstanz (FS) und der Trockensubstanz (TS) der Einzelpflanzen
jeden Typs, als auch der TS-Ertrag pro ha (40.000 Pflanzen) dargestellt. Das Verhéltnis FS zu
TS gibt Auskunft iiber den Gewichtsverlust bei der Trocknung.

Johanniskraut besitzt im Allgemeinen die Féhigkeit, nach der Ernte erneut zur Bliite zu
kommen. Ein 2. Schnitt wird im Praxisanbau hdufig durchgefiihrt. Daher wurde ebenfalls

bonitiert, ob eine 2. Bliite stattfand.

Tab. 5: Ertragsparameter der Phénotypen BN, BB, BR und SN

Typ Ertrag pro Pflanze 1, o 1o/ha|Fs /TS| 2. Bliite
FS [g] TS [g]

BN 177266 | 4317 | 1720 | 44 | +

BB 175£78 | 39:19 | 1560 | 48 T

BR 66=43 | 16212 | 640 | 43 T

SN 113£39 | 3311 | 1320 | 35 -

Boniturschema: s. Material und Methoden 2.2.2

Der TS-Ertrag der Einzelpflanzen ist in der nachstehenden Abb. 17 anhand von Box-Plot-

Diagrammen nochmals veranschaulicht.
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Abb. 17: Trockengewicht der Erntedroge von BN, BB, BR und SN
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Die Phianotypen BN und BB erbrachten mit ca. 40 g TS pro Pflanze die hochsten Ertrage. SN
erreichte dagegen nur etwa 30 g TS pro Pflanze, zeichnete sich aber durch das niedrigste
FS/TS-Verhiltnis aus. BR erzielte den geringsten Ertrag. Eine 2. Bliite war nur bei den
breitbléttrigen Pflanzentypen zu beobachten.

Zusammenfassung der Ergebnisse des Feldanbaus 1999:

- Es konnten 4 Hauptphinotypen (BN, BB, BR und SN) anhand morphologischer
Merkmale charakterisiert werden.

- Der schmalblittrige Phianotyp SN wies im Vergleich zu den iibrigen Typen die meisten
Hypericinbehilter auf den Petalen auf. Weiterhin zeichnete er sich durch einen kompakten
Wuchs, der héchsten Stengelanzahl pro Pflanze und einem niedrigen FS/TS-Verhéltnis
aus.

- BN erzielte von allen Phénotypen den hdochsten Ertrag, besall aber kaum
Hypericinbehélter auf den Petalen.

- Die Pflanzen des Typs BB zeigten den hochsten Wuchs, die besten Ertrdge bei geringer
Stengelanzahl, aber auch das grofite FS/TS-Verhéltnis.

- BR schnitt bei allen agronomisch wichtigen Merkmalen am schlechtesten ab.
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1.2 Ergebnisse der pharmakologischen Untersuchungen

Um die Pflanzentypen anhand ihrer pharmakologischen Merkmale charakterisieren und
bewerten zu konnen, wurde aus dem Drogenmaterial von je 5 Einzelpflanzen des
entsprechenden Phinotyps eine Mischprobe erstellt und diese zu einem Extrakt verarbeitet (s.
Material und Methoden 2.3.1).

Aufgrund der unterschiedlichen Drogeneinwaage und um eine qualitative Vergleichbarkeit zu
gewihrleisten, wurden die fertigen Extrakte vor dem Einsatz in das Testsystem auf 20 mg
Drogeneinwaage/ml Extraktendvolumen eingestellt. Die weiteren Verdiinnungsschritte
gingen von diesem Standard als Basis aus.

Die Extrakte werden im Folgenden nur mit dem Phénotyp-Kiirzel und ihrer laufenden

Nummer aufgefiihrt.

1.2.1 Inhaltsstoffanalytik

Da das Wirkprinzip von Hypericum nicht auf eine Substanz oder Substanzklasse festgelegt
werden kann, ist ein moglichst hoher Gehalt und ein breites Spektrum an Inhaltsstoffen

anzustreben.

Zur qualitativen und quantitativen Erfassung der Inhaltsstoffe wurden pro Phianotyp 5

Extrakte (aus je 5 Pflanzen) 1:10 verdiinnt und mit Hilfe der HPLC bei 254 nm analysiert.

In Abb. 18 werden die Substanzklassen folgendermallen zusammengefalt:

Hypericine = Pseudohypericin, Hypericin

Biflavone = Amentoflavon, Biapigenin

Quercetin u. dessen Derivate = Rutin, Hyperosid, Isoquercitrin, Quercitrin, Quercetin

Zwei quantitativ auffillige, aber nicht ndher bestimmbare Substanzen mit einer Retentionszeit

(RT) von 10 bzw. 32 min werden ebenfalls mit aufgefiihrt.
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Abb. 18: Qualitativer und quantitativer Vergleich der Inhaltsstoffe der Phanotypen BN, BB,
BR und SN

SN und BR enthielten nicht nur die grofliten Mengen an Quercetin-Derivaten, sondern hatten
auch die groBte Summe an Inhaltsstoffen allgemein. BB wies die geringste Menge an
Quercetin-Derivaten und an Gesamt-Inhaltsstoffen auf. BR zeichnete sich durch besonders
viel Biflavone aus. Der Gehalt an Hypericinen war bei SN deutlich am hochsten, gefolgt von
BB. Hier spiegelte sich die Bonitur der Hypericinbehélter auf den Bliitenbléttern wider.

Alle Phinotypen enthielten vergleichbare Mengen an Hyperforin. Die Chromatogramme von
SN und BN wiesen zusitzlich eine unbekannte Substanz bei RT = 10 min auf. Auch bei BR
war ein nicht identifizierter Stoff bei RT = 32 min vorhanden, der in grof3eren Mengen vorlag,

aber nicht zum typischen Inhaltsstoffspektrum gehorte.

Bei samtlichen Phinotypen waren alle charakteristischen Quercetin-Derivate in
ausreichenden Mengen vorhanden, mit Ausnahme von Rutin. Hier zeigten sich, wie in Abb.

19 zu sehen, gravierende Unterschiede.
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Abb. 19: Rutingehalt der Phinotypen BN, BB, BR und SN

Im Gegensatz zu BN enthielten BB und BR weit groere Mengen an Rutin. Bei SN fehlte

diese Substanz vollig.

Zusammenfassung der Inhaltsstoffanalytik:

- SN enthielt die groBte Menge an Inhaltsstoffen. Ebenso wies dieser Phénotyp den
hochsten Gehalt sowohl an Hypericinen als auch an Quercetin und dessen Derivaten auf,
Rutin allerdings fehlte vollig.

- Biflavone waren besonders bei BR in groBeren Mengen vorhanden.

- Der Gehalt an Hyperforin lag bei allen Phénotypen im selben Bereich.

- SN und BN wiesen eine unbekannte Substanz mit einer Retentionszeit von 10 min auf.
BR hatte bei RT = 32 min im Chromatogramm einen auffilligen, nicht identifizierten
Inhaltsstoff.

- Die Ergebnisse der Hypericinbestimmung an der HPLC konnten die Bonitur der

Hypericinbehélter auf den Petalen bestétigen.
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1.2.2 Vergleich der Wirksamkeit der verschiedenen Phiinotypen in biochemischen

Testsystemen

Eine Beurteilung der Extrakte allein anhand ihrer Inhaltsstoffe ist kaum moglich, da sie ein
komplexes Substanzgemisch darstellen und die pharmakologische Relevanz der einzelnen
Stoffe nicht geklart ist. Mittels biochemischer und physiologisch relevanter Testsysteme kann
die Bioaktivitdt der Extrakte ermittelt werden. Dies stellt ein weiteres Kriterium zur

Unterscheidung und Selektion von Hypericum-Phianotypen dar.

1.2.2.1 POD-katalysierte Dimerisierung von L-Tyrosin

Peroxidasen sind in der Lage mit Hilfe von H,O, Methionin-Enkephaline (opioide Peptide) an
threm N-terminalen Tyrosinrest miteinander zu verbinden (ROSEI ET AL., 1991). Durch die
Verwendung von L-Tyrosin konnte der Versuchsansatz wesentlich vereinfacht werden

(DENKE, 1997).

Testansatz:
Phosphatpuffer pH 8,2 50 mM 1.A.
L-Tyrosin (in 20 mM NaOH) 0,5 mM i.A.
Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen
H,0, 0,33 mM i.A.
Reaktionsstart: POD aus Meerrettich 3UIiA.

Inkubation: 60 min bei 37 °C

Die Tyrosin-Dimere wurde an der HPLC quantifiziert.
Die Dimermenge der, nur mit Losungsmittel angesetzten, Grundreaktion wurde gleich 100%

gesetzt. Die mit Testsubstanzen gemessenen Dimere wurden dazu ins Verhéltnis gesetzt.

Dieses System wurde bereits in fritheren Arbeiten (DENKE, 1997; MANN, 1998) zur
Unterscheidung von Hypericum-Extrakten verwendet und diente bei den vorliegenden

Untersuchungen als Standardsystem.
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1.2.2.1.1 Versuchsreihe zur Maceration von Hypericum-Droge

Das Herstellungsverfahren der Johanniskrautextrakte hat einen entscheidenden EinfluBl auf
die Ergebnisse in den verwendeten Testsystemen. Daher wurden zunédchst die verschiedenen
Parameter der Extraktion, wie Drogenaufbereitung, Extraktionsmittel, Droge-
Extraktionsmittel-Verhéltnis, Extraktionstemperatur und -dauer, variiert. Die entsprechenden
Extrakte wurden im Tyrosin-Testsystem eingesetzt und deren Einflufl auf die Hemmung der

Tyrosin-Dimerisierung betrachtet.

Ziel dieser Untersuchungen war es, ein optimales Verfahren zu ermitteln, bei dem die
Extrakte eine moglichst groe Wirksamkeit im Testsystem der Tyrosin-Dimerisierung
entfalten.

Anhand einer Konzentrationsreihe wurde bestimmt, welche Konzentration i.A. zur
Unterscheidung der einzelnen Extrakte am giinstigsten ist. Eine einheitliche Konzentration
1.A. konnte dabei nicht gefunden werden. Die Extrakte jeder Versuchsvariante mufiten daher

mit der fiir sie individuell ermittelten Konzentration in das Testsystem eingesetzt werden.

Vergleich von Methanol und Ethanol als Extraktionsmittel

Bei der Herstellung dieser Extrakte wurden Ethanol und Methanol mit verschiedenen Vol%
verwendet. Der Einfluf der Variationen auf die Wirksamkeit dieser Extrakte im Testsystem der
Tyrosin-Dimerisierung ist in Abb. 20 dargestellt.

Die weiteren Parameter wurden mit geschnittener Droge, einem Verhéltnis Droge zu
Extraktionsmittel von 1:16 und 8 h Extraktionsdauer bei 40 °C festgelegt.

Die Konzentration der Extrakte i.A. betrug 2%.
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Abb. 20: Vergleich der mit unterschiedlichen Losungsmitteln hergestellten Extrakte anhand der

Hemmung der Dimerisierung von Tyrosin

Die ethanolischen Extrakte bis 60 Vol% waren in ihrer Hemmleistung wirksamer als die
entsprechenden methanolischen Extrakte. Bei 70 Vol% waren keine Unterschiede zwischen
den beiden Losungsmitteln zu erkennen. Die Wirksamkeit der Ethanol-Extrakte sank bei 80
Vol% erheblich, wiahrend dies bei den Methanol-Extrakten nicht zu beobachten war.
Schlieflich trat in der hochsten Vol%-Konzentration bei Ethanol eine Stimulierung der
Dimerisierung ein, wohingegen die Methanol-Variante eine noch ca. 35%ige Hemmung

dieser Reaktion erreichte.

Zeitkinetik

Bei den in Abb. 21 dargestellten Extrakten wurde die Dauer der Maceration mit 2, 4, 6, 8 und
16 h variiert. Die weiteren Parameter blieben konstant, so dal3 die pulverisierte Droge bei
40°C mit 96%igem Ethanol im Verhiltnis 1:100 extrahiert wurde.

Die Extrakte wurden mit 10% 1.A. in das Testsystem eingesetzt.
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Abb. 21: EinfluB3 der Macerationsdauer auf die Hemmung der Dimerisierung

Die Extrakte der 6 h-Variante sowie der erste Extrakt der 2 h-Maceration hemmten im
Vergleich zu den iibrigen Herstellungsarten die Dimerisierung von Tyrosin am geringsten. Eine
Macerationsdauer von 8 h erzielte mit den entsprechenden Extrakten die beste Wirksamkeit im

Testsystem.

Variationen von Drogenschnitt, Droge/Losungsmittel-Verhéltnis und Extraktionsdauer

Zwei Zerkleinerungsstufen der Johanniskrautdroge, pulverisiert und geschnitten, wurden bei
der Herstellung der folgenden Extrakte verwendet. Die beiden Zerkleinerungsstufen wurden
aullerdem mit verschiedenen Verhéltnissen von Droge zu Extraktionsmittel kombiniert. Die
Extraktionsdauer betrug 4 bzw. 16 h.

Als Extraktionsmittel diente 50%iges Ethanol. Die Temperatur betrug 40 °C und die Extrakte
wurden mit 1% 1.A. eingesetzt. Der EinfluB} der Extrakte auf die Dimerisierung wird in den

Abb. 22 und 23 veranschaulicht.
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Abb. 22/23: Verschiedene Herstellungsarten im Vergleich ihrer Wirksamkeit im Tyrosin-

Dimer-System. Zwei Extrakte aus den 16 h-Varianten wurden nicht gemessen.

Die pulverisierte Aufbereitung der Droge brachte bei sonst konstanten Herstellungsbedingungen
die wirksamsten Extrakte hervor. Die Extrakte mit dem Droge/Extraktionsmittel-Verhéltnis 1:5
bzw. 1:8 besaBen eine wesentlich bessere Hemmleistung als die Varianten mit 1:10 und 1:20.
Die Extrakte mit einer Macerationsdauer von 16 h erreichten, unabhingig von ihrer sonstigen

Herstellungsweise, eine geringere Wirksamkeit im Testsystem als die 4 h-Extrakte.

Temperatur

Bei diesen Extrakten wurden zwei verschiedene Temperaturen (40 und 60 °C) als Rahmen-
bedingungen fiir die Maceration gewéhlt. Die geschnittene Droge wurde 10 h lang mit
50%igem Ethanol extrahiert. Das Droge/Extraktionsmittel-Verhiltnis lag bei 1:16.

Dies galt jedoch nicht fiir zwei weitere Extrakte. Hier wurde dieselbe Droge zweimal mit
einem Droge/Extraktionsmittel-Verhéltnis von 1:8 maceriert und diese beiden Extrakte

wurden anschlieend miteinander vereinigt.
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Abb. 24: EinfluBl der Macerationstemperatur auf die Wirksamkeit der Extrakte im Testsystem

der Tyrosin-Dimerisierung

Die Unterschiede in der Macerationstemperatur bei den Extrakten spiegelten sich in keiner

Weise in der Hemmwirkung wider. Die Extrakte der 60°C und 2 x 1:8 Variante zeigten im

Vergleich jedoch eine deutlich niedrigere Wirksamkeit im Testsystem auf.

Zusammenfassung der Extraktionsversuche:

- Extraktionsmittel:

Die ethanolischen Extrakte mit 50 Vol% erzielten bei dem Vergleich der Losungsmittel die

beste Wirksamkeit im Testsystem. Eine Steigerung der Vol% hatte keinen bzw. sogar

einen negativen Einfluf3.

Die Hemmleistung der methanolischen Extrakte war weitgehend Vol% unabhingig. Erst

bei reinem Methanol als Losungsmittel trat eine wesentliche Verschlechterung der

Wirksamkeit der Extrakte auf.

- Extraktionsdauer:

Ein EinfluB der Extraktionsdauer auf die Hemmleistung im Testsystem der Tyrosin-

Dimerisierung war bei den hierfiir hergestellten Extrakten mit 2-16 h Macerationsdauer

nicht eindeutig nachzuweisen.

Im Rahmen des Extraktvergleichs mit unterschiedlicher Drogenaufbereitung und

unterschiedlichem Droge/Losungsmittel-Verhéltnis zeigten die 4 h-Extrakte eine eindeutig

bessere Wirkung als die gleich hergestellten 16 h-Extrakte.
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- Drogenaufbereitung:
Die Extrakte aus pulverisierter Johanniskrautdroge waren vergleichbaren Extrakten aus
geschnittener Ware im Testsystem tiberlegen.

- Droge/Extraktionsmittel-Verhiltnis:
Je geringer das Verhiltnis von Droge zu Extraktionsmittel war, desto besser wurde die
Dimerisierung von Tyrosin gehemmt.

- Temperatur:
Die untersuchten Extrakte lieBen keinen Unterschied zwischen einer Maceration bei 40

bzw. 60 °C erkennen.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im Rahmen dieser Arbeit die folgende Herstellungs-

methode fiir alle Johanniskrautextraktionen gewéhlt (s. Material und Methoden 2.3.3):

e Drogenaufbereitung: pulverisiert

e Extraktionsmittel: Ethanol 50 Vol%

e Droge/Extraktionsmittel-Verhiltnis: 1:16
Bei einem geringeren Verhidltnis wurde die Droge héufig nicht von LoOsungsmittel
bedeckt.

o Extraktionsdauer: 4 h

e Temperatur: 40 °C
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1.2.2.1.2 Hypericum-Extrakte des Feldanbaus 1999

Ermittlung der Testkonzentration zum Vergleich der Extrakte

Die optimale Konzentration zum Vergleich der Extrakte wurde ermittelt, indem von jedem
Pflanzentyp willkiirlich ein Extrakt herausgegriffen und eine Konzentrationreihe erstellt
wurde. Diese wurde im Tyrosin-Dimer-System getestet. Dabei zeigte sich, wie in Abb. 25 zu

sehen, folgendes Ergebnis:
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Konzentration der Extrakte i.A. [%]

Abb. 25: Konzentrationsreihe verschiedener Extrakte im Tyrosin-Dimer-System

Bei einer Extraktkonzentration von 1,6% 1.A. zeigten die einzelnen Extrakte den grofiten
Unterschied hinsichtlich ihrer Hemmleistung im Testsystem.
Im Folgenden wurden daher alle Extrakte bei einer Konzentration i.A. von 1,6% getestet und

miteinander verglichen.
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Abb. 26: Hemmung der Dimerisierung von Tyrosin durch die Extrakte des Phanotyps BN

Die Extrakte BN 14 bis 16 lagen deutlich hinter der Wirksamkeit der iibrigen BN-Extrakte
zuriick. Bei der Trocknung der Ausgangsdroge dieser Extrakte kam es zu einer Fehlfunktion
des Trockenschrankes. Das Pflanzenmaterial wurde nicht, wie {iblich, bei 40 °C, sondern bei
ca. 70-80 °C getrocknet und war innerhalb kiirzester Zeit verbrdunt. Das schlechte Ergebnis
von BN 18 kann nicht erkldrt werden. Die Extrakte BN 3 und BN 4 schnitten innerhalb dieser
Extraktgruppe am besten ab. Die Pflanzen, aus denen sie gewonnen wurden, standen

ausnahmslos in der 1. Reihe des Versuchsfeldes.
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Abb. 27: Hemmung der Dimerisierung von Tyrosin durch die Extrakte des Phénotyps BB
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Die Extrakte schwanken alle um einen Mittelwert von etwa 70% Hemmung der
Dimerisierung. Dabei lag BB 4 mit ca. 60% Hemmleistung um 30%-Punkte hinter BB 7, dem
besten Extrakt mit fast 90% Hemmung.
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Abb. 28: Hemmung der Dimerisierung von Tyrosin durch die Extrakte des Phanotyps BR

Im Vergleich zu den bisherigen Pflanzentypen BN und BB schnitt der BR-Typ im Testsystem
mit durchschnittlich 50% Hemmleistung deutlich schlechter ab. Die besten Extrakte (BR 19 -
BR 22) stammten wiederum ausschliefSlich von Pflanzen aus der 1. Reihe des Versuchsfeldes

(s. BN-Extrakte).
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BR-Untertypen
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Abb. 29: Hemmung der Dimerisierung von Tyrosin durch die Extrakte des Phanotyps BR

Die BR-Untertypen lagen in ihrer Wirksamkeit zwischen 50% bei BR++ 3 und 60% bei BR+-
1. Aufgrund der Schwankungen der Extrakte des jeweiligen Phénotyps konnte kein

signifikanter Unterschied zwischen den Pflanzentypen abgeleitet werden.
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Abb. 30: Hemmung der Dimerisierung von Tyrosin durch die Extrakte der Phianotypen SN und SR
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Die SN-Extrakte zeigten untereinander eine relativ geringe Schwankung in ihrer Hemmleistung,

die teils fast 90% betrug. Die SR-Extrakte zeigten die gleiche Wirkung wie die SN-Extrakte.

Vergleich der Phanotypen und ihrer Varianten

Um einen besseren Vergleich der Phénotypen und ihrer Wirkung auf die Hemmleistung bei der
Dimerisierung von Tyrosin zu ermdglichen, wurden die erzielten Hemmwerte der
Einzelextrakte eines Phanotyps miteinander verrechnet. Dabei wurden Extrakte aus Pflanzen der

1. Reihe, sowie verbrannte Drogen-Chargen gesondert betrachtet, wie in Abb. 31 zu sehen.
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Abb. 31: Vergleich der verschiedenen Phénotypen anhand der gemittelten Hemmwerte der

Einzelextrakte

Die schmalbléttrigen Pflanzentypen SN und SR zeigten die beste Hemmwirkung im Tyrosin-
Testsystem, gefolgt von BB. Der auf dem breitblattrigen Feldabschnitt hdufigste Phanotyp
BN schnitt im Tyrosin-Dimer-System nur mittelmiBig ab. Der BR-Typ zeigte im Testsystem,

wie bereits in der Feldbonitur, die schlechtesten Ergebnisse.
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Zusammenfassung der Ergebnisse der Extrakte des Feldanbaus 1999 im Tyrosin-Dimer-

System:
- Die Phinotypen BN, BB, BR und SN konnten anhand ihrer Hemmleistung unterschieden

werden. Aufsteigend nach ihrer Hemmwirkung geordnet, ergab sich folgende
Reihenfolge: BR, BN, BB, SN.

- Extrakte, die von Pflanzen aus der 1. Reihe des Versuchsfeldes gewonnen wurden, zeigten
eine bessere Wirkung als Extrakte aus Pflanzen desselben Phinotyps, die mitten im
Bestand gewachsen waren.

- Extrakte aus verbranntem/verbrauntem Drogenmaterial zeigten kaum mehr eine

Hemmwirkung im System.

1.2.2.1.3 Einzelsubstanzen

Verschiedene, kaufliche Inhaltsstoffe aus Hypericum wurden als Einzelsubstanzen in das
Dimer-System eingesetzt, um Aufschluf} {iber die wirksamen Komponenten in den Extrakten

zu erhalten.

Quercetin und Quercetin-Glykoside

Zunichst wurden Quercetin und dessen Glykoside Rutin, Hyperosid, Isoquercitrin und

Quercitrin auf ihre Wirksamkeit im Testsystem untersucht (Abb. 32).
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Abb. 32: Wirksamkeit von Quercetin und seinen Glykosiden im Tyrosin-Dimer-System
Die Dimerisierung von Tyrosin wurde konzentrationsabhingig von allen Substanzen

gehemmt, Quercetin zeigte dabei die beste Wirksamkeit. Bei den Glykosiden konnte
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Isoquercitrin die Reaktion am besten hemmen, gefolgt von Hyperosid und Quercitrin. Rutin

schnitt hierbei am schlechtesten ab.

Hypericin, Pseudohvpericin und Amentoflavon

Aus der Gruppe der Biflavone wurde nur Amentoflavon in das System eingesetzt, da
Biapigenin nicht im Handel erhiltlich ist.

In Abb. 33 werden exemplarisch die Ergebnisse eines Versuchsansatzes dargestellt.

100 *~ o 100
§ 80 / [
2 1 » i
> 60 - 60
-% E —&— Quercetin L
= 40 - -« —¥— Amentoflavon L 40
) L
= 1 / —%— Hypericin |
Ia) 20 4 /0 —%— Pseudohypericin | 20
o) *

°
e S
:g: 0 *\*/*\ —* 0
ks 1
E -20 T ﬁ/ﬁ\ﬁfx --20
£ I -

-40 *\*/X/x/* --40

T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Konzentration i.A. [uM]

Abb. 33: Vergleich von Quercetin mit Hypericin, Pseudohypericin und Amentoflavon im

Tyrosin-Dimer-System

Im Gegensatz zu Quercetin trat bei den Hypericinen und bei Amentoflavon keine Hemmung
der Dimerisierung auf. Pseudohypericin stimulierte in hoheren Konzentrationen die
Dimerbildung. Hypericin selbst zeigte keinen EinfluB auf die Reaktion. Amentoflavon

forderte v.a. bei niedrigen Konzentrationen die Entstehung von Dimeren.
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Zusammenfassung der Ergebnisse der Einzelsubstanzen im Tyrosin-Dimer-System:

Quercetin und seine Glykoside konnten die Dimerisierungsreaktion konzentrations-
abhingig hemmen. Das Aglykon Quercetin zeigte die beste Hemmwirkung.

Hypericin hatte keinen Einflul auf die Dimerbildung. Pseudohypericin stimulierte die
Grundreaktion des Systems.

Amentoflavon regte von allen Substanzen die Bildung von Dimeren am stérksten an.
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1.2.2.2 TAA-Oxidation durch POD

Die Oxidation der Indolessigsdure (IAA) durch Peroxidase in Abwesenheit von H,O, wurde
als weiteres Testsystem zur qualitativen Beurteilung der Johanniskraut-Extrakte
herangezogen.

Diese Reaktion wird durch Monophenole stimuliert und durch Diphenole gehemmt. Innerhalb
einer Konzentrationsreihe des zu priifenden Extraktes ist eine plotzliche Hemmung des IAA-
Abbaus (,,Reaktionssprung®) detektierbar. Je niedriger die Konzentration der Testsubstanz,
bei der diese Hemmung auftritt, desto mehr Diphenole sind enthalten (VOLPERT, 1993). Auf
diese Weise ist es moglich, die Qualitit eines Extraktes zu beurteilen.

Diese Modellreaktion wurde bereits in fritheren Arbeiten zum Thema Johanniskraut zur

Bewertung von Hypericum-Typen und deren Extrakten eingesetzt (MANN, 1998).

Testansatz:
Citrat-Phosphatpuffer pH 5,6 150 mM i.A.
aqua bidest ad 1 ml
IAA (in 10 mM NaOH) 0,3 mM i.A.

Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen
Reaktionsstart: POD 0,3 U1LA.
Inkubation: 30 min bei 37 °C

Die photometrische Bestimmung der IAA erfolgte nach 14 min bei 530 nm.

Von jedem der vier Hypericum-Typen wurde je ein Extrakt ausgewidhlt und in das
Modellsystem eingesetzt.

Im Tyrosin-Dimer-System hatten diese Extrakte folgende Hemmung der Dimerisierung
erzielt:

Tab. 6: Ergebnisse der Extrakte BN 8§, BB 8, BR 7 und SN 8 im Tyrosin-Dimer-System

Hemmung der
Extrakt Dimerisierugng [%]
BN 8 65,1 £2,1
BB 8 76,4 +£0,3
BR 7 55,5+2,0
SN 8 82,729

Die Extrakte wurden im IAA-System jeweils zweimal mit je 3 Parallelen getestet. Die

Ergebnisse der beiden Versuche sind in den Abbildungen 34 und 35 dargestellt.
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Abb. 34/35: Einflul} der Extrakte BN 8, BB 8, BR 7 und SN 8 auf die IAA-Oxidation

Die erste Testung der Extrakte zeigte deutliche Unterschiede zwischen den Extrakten der

Phénotypen. Der SN-Extrakt vollzog hier den Reaktionssprung bei den niedrigsten

Konzentrationen i.A. Diesem folgten in der Reihenfolge ihres Sprungverlaufs die Extrakte

von BN, BB und schlief3lich BR.

Bei der Wiederholung des Versuchs war keine Differenzierung der einzelnen Extrakte

moglich. Alle vier Extrakte hemmten den IAA-Abbau bei derselben Konzentration i.A.

Desweiteren wurden SR-Extrakte, die bei der Hemmung der Tyrosin-Dimerisierung am

wirksamsten gewesen waren, im Vergleich zu BN-Extrakten in das IAA-System eingesetzt. Die

ausgewahlten Extrakte hatten im Tyrosin-Dimer-System diese Testergebnisse erzielt:

Tab. 7: Ergebnisse ausgewdhlter Extrakte von BN und SR im Tyrosin-Dimer-System

Hemmung der
Extrakt Dimerisierugng [%]
SR1 86,2+23
SR 1V 82,5+0,8
BN 8 65,1 +2,1
BN 10 549122
BN 18 28,7+ 1,6
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Im TAA-System zeigte sich bei sémtlichen Wiederholungen des Versuchs folgendes Bild:
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Abb. 36: Einflul} verschiedener SR- und BN-Extrakte auf die IAA-Oxidation durch POD

Fast alle Extrakte zeigten keinen Unterschied im Verlauf ihres Reaktionsmusters.
Der Extrakt BN 18 hob sich als einziger von den iibrigen Extrakten ab, da er erst bei einer
hoheren Konzentration im Ansatz einen Sprung vollzog. Bereits im Tyrosin-Dimer-System

hatte er eine dulerst geringe Wirksamkeit gezeigt.

Zusammenfassung der Ergebnisse im Testsystem der IAA-Oxidation durch POD:

- Die Versuche mit den Extrakten von BN, BB, BR und SN unterlagen erheblichen

Schwankungen und ergaben keine reproduzierbaren Ergebnisse.

- Haufig waren die eingesetzten Extrakte durch das IAA-System nicht voneinander zu
unterscheiden.

- Bezogen auf ihre Hemmleistung im Tyrosin-Dimer-System, lieBen sich die wirksamsten
Extrakte anhand des IAA-Systems nicht von durchschnittlichen Extrakten differenzieren.
Nur ein Extrakt mit einer sehr geringen Wirksamkeit erzielte auch bei der IAA-Oxidation

ein eindeutig schlechteres Ergebnis.

Da das [AA-System eine ungeniigende Schérfe bei der Differenzierung von Extrakten und
eine fragwiirdige Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aufwies, wurde es als

Selektionskriterium im weiteren Verlauf dieser Arbeit nicht mehr angewandt.
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1.2.2.3 Dopamin-3-Hydroxylase (D-3-H)

Durch das Enzym Dopamin-f-Hydroxylase (D-B-H) kommt es zu einem Abbau des
Neurotransmitters Dopamin. Diese Reaktion wurde als weiteres Testsystem eingesetzt, da es
mit den ursédchlichen Prinzipien der Depression in Zusammenhang stehen konnte.

Im Reaktionsansatz kann Dopamin durch Tyramin ersetzt werden.

Testansatz:
Phosphatpuffer pH 5,0 100 mM i.A.
aqua bidest ad 1 ml
Ascorbat 5mMi.A.
Fumarat SmMiA.
Tyramin SmMi.A.

Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen
Reaktionsstart: D-$-H 0,02 U 1.A.
Inkubation: 30 min bei 37 °C

Wie bereits von DENKE (2000) beschrieben, wird die D-B-H vor allem von den Hypericinen
gehemmt. Allerdings kénnen auch Flavonoide eine Hemmung bewirken.

Ob Extrakte, die ein komplexes Gemisch dieser Stoffgruppen darstellen, sich anhand ihres
Einflusses auf die D-B-H unterscheiden lassen, wurde hier untersucht.

Es wurden wiederum die Extrakt BN 8, BB 8, BR 7 und SN 8 in das Testsystem eingesetzt, die
im Tyrosin-Dimer-System gut unterschieden werden konnten, nicht jedoch im TAA-System (s.

Ergebnisse 1.2.2.2).
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Eine Konzentrationsreihe der einzelnen Extrakte im D-B-H-System brachte folgendes

Resultat:
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Abb. 37: EinfluB3 der Extrakte verschiedener Hypericum-Phianotypen auf die D--H

Bei einer Konzentration von 1% i.A. zeigten sich der groBte Unterschied zwischen den
Extrakten von BN, BB und BR und dem SN-Extrakt.

Dieser Bereich ist in Abb. 38 nochmals genauer dargestellt.
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Abb. 38: Vergleich der Extrakte BN 8, BB 8, BR 7 und SN 8 im D--H-System bei 1% i.A.

Der SN-Extrakt hemmte die D-B-H am besten, gefolgt von BN. Der BB-Extrakt erzielte nach
BR das schlechteste Ergebnis im Testsystem. Diese Reihenfolge fand sich auch bei den
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Gehalten an Hypericinen in den Extrakten wieder (s. Ergebnisse 1.2.1), so daB3 folgender

linearer Zusammenhang abgeleitet werden konnte:
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Abb. 39: Korrelation zwischen den Werten der Hypericine und der Hemmung der D--H bei
1% Extrakt i.A.

Die Korrelation zwischen der Hemmung der D-B-H und dem Gehalt an Hypericinen kann
durch folgende Gleichung ausgedriickt werden:

Hemmung der D-B-H [%] =
2,67174*107 [area Eyssnm / %] * Hypericine [area Eps4 nm] + 56,99109 [%]
r=0,99682

Zusammenfassung der Ergebnisse der D--H:

- Der SN-Extrakt hemmte die D-B-H-Reaktion am wirkungsvollsten.
- Es konnte ein direkter Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Gesamthypericin und der

Hemmwirkung der Extrakte im Testsystem nachgewiesen werden.
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1.2.2.4 Cu(Il)-induzierte LDL-Oxidation: Dienkonjugation

Die Oxidation von LDL durch Cu(Il) ist ein anerkanntes Reaktionsmodell zur Bestimmung
der antioxidativen Kapazitdt einer Substanz. Dabei wird die Bildung konjugierter Diene, die
bei der Oxidation des Lipidteils des LDL entstehen (Dienkonjugation), am Photometer
verfolgt (ESTERBAUER ET AL., 1989). Das Mal} des antioxidativen Potentials ist die Dauer der
Lag-Phase: je ldnger diese ist, desto grofer ist der Schutz gegen den OxidationsprozeB.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Zugabe von Hypericum-Extrakten in den
Reaktionsansatz die Dienkonjugation beeinfluft und dadurch Johanniskrauttypen

unterschieden werden konnen.

Testansatz:
PBS ad 1 ml
entsalztes LDL 25 ng Protein i.A.
Testsubstanz in verschiedenen Konzentrationen
Cu(II) 1,68 uM 1.A.

Photometrische online-Messung bei 234 nm und 37 °C.

Um den Vergleich zwischen den Extrakten zu erleichtern, wurde zundchst eine Quercetin-
Konzentrationsreithe in das LDL-Cu(Il)-System eingesetzt. Darauthin wurde eine
Kalibrationsgerade erstellt, mit deren Hilfe die Lag-Phasenverschiebung eines Extraktes in
Quercetin-Aquivalente umgerechnet werden konnte (s. Material und Methoden 2.5.4.2.1).

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Johanniskrautextrakte im LDL-Cu(Il)-System in

Quercetin-Aquivalenten angegeben.

Im Test wurden wieder die Extrakte BN 8, BB 8, BR 7 und SN 8, stellvertretend fiir ihre
Phénotypen, verwendet. Die Konzentration i.A. betrug 0,1%.

Ihr EinfluB auf die Lag-Phasenverschiebung ist in Abb. 40 dargestellt.
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Abb. 40: Vergleich der Extrakte BN 8, BB §, BR 7 und SN 8 im LDL-Cu(II)-System
BR 7 hatte mit ca. 4,5 uM Quercetin-Aquivalenten die geringste Wirkung auf die
Dienkonjugation. Ein geringfligig besseres Ergebnis erzielten BN 8 mit knapp 5 uM und BB

8 mit etwa 5,5 uM Quercetin-Aquivalenten. SN 8 zeigte mit 6,8 uM Quercetin-Aquivalenten
eindeutig den grofiten protektiven Effekt gegeniiber der Oxidation des LDL.

Zusammenfassung der Ergebnisse der Extrakte im System der Cu(ll)-induzierten LDIL-

Oxidation:

- Der Extrakt des Phinotyps SN hatte mit Abstand den groten protektiven Einflu3 auf die
LDL-Oxidation.

- Die Extrakte von BN, BB und BR unterschieden sich in diesem System nur geringfiigig.
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1.2.2.5 LDL-Oxidation durch Tyrosyl-Radikale

Neben Ubergangsmetallen sind auch Radikale in der Lage LDL zu oxidieren. SAVENKOVA ET
AL. (1994) wiesen die LDL-Oxidation durch enzymatisch generierte Radikale nach. Dabei
verwendeten sie Myeloperoxidase (MPO) und Tyrosin zur Bildung von Tyrosyl-Radikalen.
Das fiir die MPO-Aktivitdt notige H,O, wurde durch Glucose/Glucoseoxidase kontinuierlich
produziert.

Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit der Tyrosin-Dimerisierung durch POD und der
LDL-Oxidation durch Cu(Il) bereits die beiden Hauptaspekte dieses Reaktionsmodells

durchgefiihrt wurden, lag es nahe, dieses Modell aufzugreifen.
1.2.2.5.1 Systementwicklung

Es galt das Reaktionsmodell von SAVENKOVA ET AL. (1994) soweit zu modifizieren und zu
vereinfachen, dall eine aussagekriftige Bewertung von Extrakten moglich war und es als
weiteres Testsystem verwendet werden konnte. Zundchst wurde untersucht, ob
Glucose/Glucoseoxidase durch eine einmalige Zugabe (Bolus) von H,0O, ersetzt werden kann
und die Reaktion dennoch denselben Verlauf aufzeigt, wie bei SAVENKOVA ET AL. (1994)
beschrieben. Zu diesem Zweck wurde zunichst der Ansatz von SAVENKOVA ET AL. (1994) mit
200 pg LDL bzw. Protein/ml und 500 pM Tyrosin i.A. weitgehend nachgestellt, wobei die
Proteinmenge stufenweise verringert wurde. Glucose/Glucoseoxidase wurde durch 100 uM
H,0, i.A. ersetzt. Die Konzentrationen an MPO i.A. wurden mit 5 mU und 200 mU variiert.

Der Verlauf der Dienkonjugation dieser Ansatzvarianten ist in Abb. 41 festgehalten.
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Abb. 41: Bildung konjugierter Diene durch MPO generierte Tyrosyl-Radikale



ERGEBNISSE 72

In allen Ansédtzen war ein sofortiger Beginn der Dienkonjugation zu beobachten. Ansatz 1
kam dem Modell von SAVENKOVA ET AL. (1994) am néchsten und zeigte auch den dort
beschriebenen Verlauf einer kontinuierlichen LDL-Oxidation. Eine Verringerung der LDL-
Proteinmenge hatte eine verminderte Bildung von Dienen zur Folge (2-4). Diese konnte
jedoch durch eine Erhohung der MPO-Konzentration wieder gesteigert werden (5). Hierbei

verlief die Dienkonjugation zunichst sehr rasch, blieb dann aber auf dem erreichten Niveau.

Um eine weitere Vereinfachung zu erzielen, wurde MPO durch die kostengiinstigere POD
ersetzt. Die Aufwandmenge an LDL wurde auf 25 pg/ml reduziert und damit dem LDL-
Cu(II)-System angeglichen. Die H,O,-Konzentration wurde mit 50 pM i.A. und die POD-
Konzentration mit 1 U i.A. festgelegt. Die Kombination dieser konstanten Parameter mit
Tyrosin in verschiedenen Konzentrationen und deren Auswirkung auf die Bildung

konjugierter Diene ist in Abb. 42 veranschaulicht.
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Abb. 42: EinfluB der Tyrosin-Konzentration auf die Bildung konjugierter Diene durch POD-
generierte Tyrosyl-Radikale

Im Vergleich zur Cu(Il)-induzierten LDL-Oxidation (10) begann die Radikal-induzierte
Oxidation direkt mit der Propagationsphase, eine Lag-Phase fehlte. Ohne Tyrosin i.A. war nur
eine schwache Oxidation festzustellen (1). Mit zunehmender Tyrosin-Konzentration stieg die
Rate der LDL-Oxidation stetig an, wobei besonders die Dienkonjugation zu Beginn der
Reaktion stark zunahm. Ab 10 uM Tyrosin i.A. (4) konnte nach der Propagationsphase ein
Stillstand der Bildung konjugierter Diene beobachtet werden. Dieser war durch eine konstant

bleibende Extinktion gekennzeichnet. Die Dauer bis zum Eintritt in dieses Plateau verkiirzte
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sich mit steigender Tyrosinkonzentration (5-8). Das Extinktionsniveau dieses Plateaus stieg

bis 50 uM Tyrosin i.A. an (4-6), fiel danach aber merklich ab (7,8).

Aus den oben aufgefiihrten Reaktionsvarianten wurde Ansatz 5 mit 25 uM Tyrosin 1.A. fiir
weitere Untersuchungen ausgewéhlt. Dieser Ansatz zeigte eine sehr hohe Dienbildungsrate,
deren Maximum bereits nach ca. 300 min erreicht wurde und mit auf dem héchstmdglichen

Niveau lag. Zudem gab es keinen abrupten Ubergang in die Plateauphase wie bei Ansatz 6.

Um den EinfluB der Substanzen des Ansatzes 5 auf die LDL-Oxidation genauer zu priifen,
wurde die Kombination von POD, Tyrosin (Tyr) und H,O, im Ansatz variiert. Das Ergebnis

dieser Kontrollversuche ist in Abb. 43 veranschaulicht.
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Abb. 43: Einflufl von Tyrosin, POD und H,O, auf die Bildung konjugierter Diene

Im Vergleich zur LDL-Kontrolle (1) kam es nur bei der Kombination von H>O, mit POD (4)
zu einer Propagationsphase. Diese war jedoch nur von kurzer Dauer. H,O, bzw. POD allein
(2,3) oder in Kombination mit Tyrosin (6,7) lieBen die Dienbildungsrate nur langsam und
kontinuierlich ansteigen. Nur im vollstdndigen Ansatz mit Tyrosin, HO, und POD (8) war

eine stark ausgeprigte Propagationsphase und eine maximale Dienbildung zu beobachten.
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Zu diesem Ansatz wurde nun Quercetin in verschiedenen Konzentrationen gegeben (s. Abb.

44), um zu iiberpriifen, ob eine Hemmung der Dienkonjugation mdglich war und wie sich

diese im Reaktionsverlauf widerspiegelt.
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—— (1) 25ug LDL + 25uM Tyr + 50uM H,0, + 1U POD = GR
(2) GR+ 1 uM Quercetin

—— (3) GR+ 5 puM Quercetin
(4) GR+ 7,5 uM Quercetin

—— (5) GR+ 10 uM Quercetin

Abb. 44: EinfluB von Quercetin auf die Bildung konjugierter Diene durch POD-generierte

Tyrosyl-Radikale

Im Vergleich zur Grundreaktion nahm bei steigender Quercetin-Konzentration die

Bildungsrate von konjugierten Dienen ab. Gleichzeitig kam die Dienkonjugation frither zum

Stillstand, d.h. das Extinktionsniveau der Plateauphase wurde durch eine Erhohung der

Quercetin-Konzentration gesenkt. Nur bei einer Konzentration von 1 uM Quercetin i.A. war

eine leichte Zunahme des Extinktionsniveaus zu beobachten.

Die Hohe und die Verschiebung des Extinktionsniveaus diente in den weiteren Versuchen als

Ansatzpunkt zur Beurteilung der antioxidativen Kapazitét der jeweiligen Testsubstanzen bzw.

Extrakte: je niedriger das Plateau, desto weniger konjugierte Diene werden gebildet, die

Testsubstanz wirkt antioxidativ.



ERGEBNISSE 75

1.2.2.5.2 weitere Untersuchungen und Kontrollen des Systems

Um zu untersuchen, ob die Plateauphase wieder aufgehoben werden kann, wurde der 5 uM

Quercetin-Ansatz (s. Abb. 44) modifiziert. Dies geschah durch eine Boluszugabe H,0;

wdhrend der Plateauphase, wie in Abb. 45 zu sehen.

12 1,2 = (1) LDL
—— (2)LDL +25pM Tyr + 50 ypM H,0, + 1 UPOD = GR
—— (3) GR + 5 uM Quercetin
1,0 1 1,0 .
H,0, - Bolus nach 510 min:
— (4) GR + 5 uM Quercetin + 10 yMH,O,
g 0,8 L 0.8 (5) GR + 5 pM Quercetin + 50 yM H,0,
<
[%e)
N
8 06- L 06
c
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h
c
2 04+ 0,4
L
0,2+ 0,2
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Abb. 45: Einflul} einer H,O,-Zugabe auf den Verlauf der durch Quercetin gehemmten LDL-
Oxidation durch Tyrosyl-Radikale

Die Zugabe von H,O, wihrend der Plateauphase hatte einen Anstieg der Dienkonjugation zur
Folge (4,5). Diese erneute Propagationsphase miindete bei einer Zugabe von 10 uM H,O,
wieder abrupt in einem Plateau (4). Bei einem Bolus von 50 uM H;O, (5) zeigte die
Dienkonjugation denselben Verlauf und dasselbe Maximum wie die ungehemmte

Grundreaktion (2).
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Damit Interaktionen zwischen Extrakt und den Systemkomponenten ausgeschlossen werden

konnten, wurden verschiedene Kontrolluntersuchungen unternommen (s. Abb. 46).

12 12 —— (1)LDL
—— (2)LDL+25 M Tyr +50 yMH,0, + 1 UPOD = GR
o | (3) GR+ Ex5/1 (0,25%)
10- | 10— (4)LDL+ Ex5/l (0,25%)
—— (5)LDL + Ex5/1 (0,25%) + 50 iM H,0,
(6) LDL + Ex5/l (0,25%) + 1 U POD
E os- | 0s — (7)LDL+Ex5/l (025%) + 50 yMH,0, + 1U POD
3 3
3 o064 L 06
c
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2
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024 E=e/—— 458 1 4
T T T T T T T T T T T
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Zeit [min]

Abb. 46: Einflul von Hypericum-Extrakt in Kombination mit Tyrosin, POD und H,0, auf die

Bildung konjugierter Diene

Die Kombination von Extrakt mit H,O, und POD (7) zeigte eine kaum hohere Zunahme der
Diene wie die LDL-Kontrolle (1). Bei LDL allein mit Extrakt (4) sowie zusammen mit H,O,

(5) oder POD (6) war keine Dienbildung zu beobachten.

In der folgenden Abb. 47 ist die Grundreaktion der Tyrosyl-Radikal-Bildung mit und ohne
Extrakt dargestellt. Bei der Messung dieser Reaktionen befand sich kein LDL im Ansatz, um

mogliche Einfliisse der anderen Komponenten auf den Extinktionsverlauf zu untersuchen.
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0,5 05 —— (1) 25 uM Tyr + 50 y(MH,O, + 1 U POD
— (2) BEx5/1 (0,25%) + 50 uMH,O, + 1 U POD
(3) 25 pM Tyr + Ex5/1 (0,25%) + 50 uMH,O, + 1 U POD
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Abb. 47: Kinetik des Generatorsystems der Tyrosyl-Radikale mit und ohne Hypericum-
Extrakt bei 234 nm

Bei der Reaktion ohne Extrakt (1) war ein schneller Anstieg der Extinktion zu beobachten,
der sich aber dann auf einem fast konstanten, niedrigen Niveau bewegte. Mit Extrakt (3) kam
es nach einer linearen Zunahme der Extinktion zu einer plotzlichen Stagnation des
Extinktionsniveaus, das sich auch kaum noch erhohte. Der Extrakt mit H;O, und POD (2)

zeigte keine nennenswerte Verdnderung der Extinktion.



ERGEBNISSE 78

Bei der LDL-Oxidation wird das Protein ApoB100 an seinen Tryptophanresten angegriffen.
Dies kann mittels der Abnahme der Tryptophanfluoresenz verfolgt werden (REYFTMANN ET AL.,
1990).

Um einen genaueren Einblick in den Mechanismus der LDL-Oxidation durch Tyrosyl-Radikale
zu erhalten, wurde dieses System mit Hilfe der Tryptophanfluoreszenz untersucht bzw. die
Ansitze im Fluoreszenzphotometer (Parameter s. Material und Methoden 2.5.4.2.2) gemessen.
Die LDL-Konzentration i.A. in den folgenden Testansitzen betrug 50 pg/ml.

Der Verlauf der Fluoreszenzintensitit durch die Kombination der verschiedenen

Reaktionskomponenten (Tyrosin, HO,, POD) ist in Abb. 48 dargestellt.

®  LDL-Kontrolle
_100. LDL +1 U POD
A |DL+50pMH0,+1UPOD
VvV LDL+25puMTyr +50 yMH,O,
LDL +25 uM Tyr + 50 yM H,0, + 1 U POD
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Abb. 48: Verlauf der Tryptophanfluoreszenz bei der LDL-Oxidation durch Tyrosyl-Radikale

Das vollstindige System von LDL in Kombination mit Tyrosin, H;O, und POD senkte die

Fluoreszenzintensitit am schnellsten und starksten.

Den Einflu von Hypericum-Extrakt auf den Fluoreszenzverlauf bei der LDL-Oxidation

durch Tyrosyl-Radikale ist in Abb. 49 ersichtlich.
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Abb. 49: Einflull von Hypericum-Extrakt auf den Verlauf der Tryptophanfluoreszenz bei der
LDL-Oxidation durch Tyrosyl-Radikale

Im Vergleich zur Grundreaktion kam es durch den Extrakt ab ca. 350 min zu einer deutlichen

Stagnation der Fluoreszenz.

Das Generatorsystem der Tyrosyl-Radikale (Tyrosin, H,0,, POD) wurde ebenfalls
fluoreszenzphotometrisch untersucht. Die in Abb. 50 dargestellten Ergebnisse bzw. die
entsprechenden Ansdtze enthielten kein LDL. Die Ausgangswerte der Emission lagen daher
bei nur ca. 1000 rlu (relative light units) und nicht bei ca. 6000-7000 rlu, wie bei den

Ansidtzen mit LDL. Dies ist bei der Interpretation der Ergebnisse zu beachten.
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Abb. 50: Verlauf der Fluoreszenz wihrend der Tyrosyl-Radikal-Generierung ohne LDL
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Das Generatorsystem der Tyrosyl-Radikale in Abwesenheit von LDL zeigte denselben
Reaktionsverlauf wie in Gegenwart von LDL (s. Abb. 49). Ab ca. 350 min war eine deutliche

Stagnation der Reaktion durch den Extrakt zu erkennen.
1.2.2.5.3 Extrakte des Jahres 1999 im Test

Stellvertretend fiir die verschiedenen Phidnotypen wurden, wie bereits in den
vorangegangenen biochemischen Modellreaktionen, die Extrakte BN 8, BB 8§, BR 7 und SN 8
auf ihre Wirksamkeit im Testsystem untersucht. Die Extrakte wurden mit 0,1% 1i.A.

eingesetzt. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Abb. 51 veranschaulicht.

12 1,2 —— (1)25ug LDL + 25 M Tyrosin +50 uMH,0, + 1 UPOD =GR
—— (2)GR+BNS8
(3)GR+BB8
1,04 1 |10 (4)GR+BR7
—— (5)GR+SN8
—— (6) LDL-Kontrolle
£ 084 -08 (
§C§ 4
N 2
T 06 3 tLos
c / 5
i) ]
=
E 0,4 6 04
0,2 0,2
T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000
Zeit [min]

Abb. 51: EinfluB von Hypericum-Extrakten auf die Bildung konjugierter Diene durch POD-
generierte Tyrosyl-Radikale

Das Plateau der Grundreaktion wurde durch die Extrakte deutlich gesenkt. Der Ubergang von
der Dienbildung zum Stillstand dieser Reaktion war dabei wesentlich abrupter als bei der
Grundreaktion. SN 8 bewirkte die stidrkste Verschiebung und zeichnete sich durch das
niedrigste Niveau aus. Die Reihenfolge der iibrigen Extrakte, geordnet nach dem jeweils
nichsthoheren Plateau lautete BB 8, BN 8 und BR 7. Dieses Ergebnis entspricht fast genau

den Verhiltnissen im Tyrosin-Dimer-System:

Tab. 6: Ergebnisse der Extrakte BN §, BB 8, BR 7 und SN 8 im Tyrosin-Dimer-System

Hemmung der
Extrakt Dimerisierugng [%]
BN 8 65,1 £2,1
BB 8 76,4+ 0,3
BR 7 55,5+2,0
SN 8 82,7+2,9
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Zusammenfassung der Untersuchungen zur LDL-Oxidation durch Tyrosyl-Radikale:

- Die von SAVENKOVA ET AL. (1994) beschriebene Oxidation von LDL durch MPO-
generierte Tyrosyl-Radikale konnte erfolgreich reproduziert und modifiziert werden.
Dabei wurde anstatt Glucose/Glucoseoxidase direkt H,O; in den Ansatz gegeben.

- MPO wurde im Zuge der Systementwicklung durch POD ersetzt.

- Der Reaktionsverlauf der Dienkonjugation durch POD-generierte Tyrosyl-Radikale
zeichnete sich durch einen sofortigen Beginn der Propagationsphase aus. Diese endete mit
einer Plateauphase, in der das Extinktionsniveau konstant blieb. Bei sonst gleich-
bleibenden Parametern war die Bildungsrate von Dienen und die Hohe des
Extinktionsniveaus abhéngig von der Tyrosinkonzentration.

- Quercetin konnte ebenfalls konzentrationsabhéngig im gewdhlten Testansatz mit
konstanten Bedingungen die Plateauphase verschieben.

- Die Extrakte der verschiedenen Phénotypen waren in der Lage, die Hohe der Plateau-
phase zu beeinflussen. Eine Differenzierung der Extrakte anhand ihrer Plateau-

verschiebung war mdoglich.
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2 VERSUCHSJAHRE 2000/2001

Im Friihjahr des Jahres 2000 wurde ein Feld mit 15 verschiedenen Johanniskrautherkiinften in
Form einer Blockanlage angelegt.

Bei 10 Herkiinften handelte es sich um Sorten und Eliteselektionen von Saatgutfirmen und
Zichtern, sowie eine eigene Selektion. Hier wurde tiberpriift, ob das Saatgut einer Sorte trotz
unterschiedlicher Bezugsquellen immer denselben homogenen, phénotypisch gleichen
Bestand hervorbringt. Die Eigen- und Eliteselektionen der Saatgutfirmen und Ziichter wurden
mit den Sorten verglichen und ihre Anbauwiirdigkeit bewertet. Von besonderem Interesse
waren dabei die pharmakologischen Eigenschaften der Sorten/Eliteselektionen, die anhand
biochemischer Modellreaktionen erfafit wurden.

Weitere 5 Johanniskrautherkiinfte dienten ausschlieBlich zur Selektion neuer Phinotypen mit

guten agronomischen und pharmakologischen Merkmalen.

2.1 Ergebnisse des Feldanbaus

2.1.1 Morphologische Charakterisierung der Hypericum-Phinotypen

In Anlehnung an die bereits in Ergebnisse 1.1.1 vorgestellten Phanotypen des Jahres 1999
wurde in die Blatt-Bonitur das Merkmal 'Blatt-Typ” aufgenommen (s. Material und Methoden
2.2.2).

2.1.1.1 Sorten und Eliteselektionen

Zur Erfassung der morphologischen Merkmale wurden 8 Pflanzen je Parzelle (Erteschema s.
Anhang II) vermessen und bonitiert. Die Charakterisierung der Sorten erfolgte anhand des am
héufigsten vorkommenden Phénotyps innerhalb dieser 32 bonitierten Pflanzen. Abweichende

Phéinotypen wurden gesondert erfaf3t.
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Anbaujahr 2000 (1. Standjahr)

Tab. 8: Phianotypische Merkmale der Hypericum-Sorten und Eliteselektionen im Jahr 2000

H:l(‘)ll:leli ft Blatt Stengel Bliite
Nr. | Typ Hgﬁflggn Wuchs |Férbung [ Anzahl Pﬂa?zilll]héhe H(Ezi;:]mt Hl};ﬁzggn Kxfor;en
Tor | 2 | b 1 aufreccht | 0 |1442| 665 | 2045 | 1 i
To2 | | bb 1 aufreccht | 0 |13+3| s3+4 | 16%5 | 3 i
To3 | 4 | b 3 aufrecht | 0 [14+3| 66+9 [21+7 | 2 :
| S| b 1 E(‘)‘g;itt 1 |20%5]  s1x4 152 | 3 .
tr2| S| b 1 E(‘)‘g;ift 1 |18+3|  48+4 | 143 | 3 :
rra| 1o 1 E(‘)‘g;ift 1 |18+4| 4785 14+4 | 3 :
ast| 7| s 1 E(‘)‘g;ift 0 |18+4| 43+4 | 13x2| 1 .
es2| S| s 1 E(‘)‘g;ift 0 |17£3| 4414 34| 1 .
NLC | :929 bb 2 al‘:lfsr;ﬁ 0 |13+£3] 64%5 21+4 2 -
SN | i032 s 1 E(‘)‘g;ift 0 |23+5| 42+4 13+3 3 -

Abkiirzungen, Nr. der Sorten/Herkiinfte, Boniturschema: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.2.2

Die Herkiinfte der Sorte "Topaz” wichen in ihrem Phinotyp deutlich voneinander ab. Bei
"Taubertal” und Goldstern konnten dagegen keine Unterschiede zwischen den jeweiligen
Herkiinften festgestellt werden.

Die schmalblittrigen Typen Goldstern und SN zeichneten sich durch den niedrigsten Wuchs
aus. To 1, To 3 und NLC waren nicht nur die hochsten Phénotypen, sondern besallen auch
den groBten Blithhorizont.

Die meisten Stengel pro Pflanze bildete SN, dicht gefolgt von "Taubertal” und Goldstern.
NLC und alle "Topaz’-Herkiinfte hatten mit durchschnittlich 14 die wenigsten Stengel. NLC
erwies sich zudem als standschwach.

Durch besonders viele Hypericinbehélter auf den Petalen fielen SN, "Taubertal” und To 2 auf.

Goldstern und To 1 besalen kaum Hypericinbehélter auf ihren Bliitenblattern.
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Anbaujahr 2001 (2. Standjahr)

Tab. 9: Phianotypische Merkmale der Hypericum-Sorten und Eliteselektionen im Jahr 2001

Sorte/ .
Herkunft Blatt Stengel Bliite
Hypericin . Pflanzenhdhe | Horizont | Hypericin |  Fr-
Nr. | Typ Punkte Wuchs Férbung | Anzahl [cm] [cm] Punkte [Knoten
To 1 n=223 b 1 aufrecht 0 175 106 £7 21+£5 1 -
Toz | 3 feo [ 1 aufrecht | 0 [26+7| 1018 |17£7 | 3 .
To3 | * [ 3 aufrecht | 0 [26%5| 11226 | 16%5| 2 .
5 aufrecht
TT 1 n=132 b 1 Kompakt 1 3417 86t4 15+4 3 -
6 aufrecht
TT 2 n=132 b 1 Kompakt 1 3417 885 172 3 -
12 aufrecht
TT 3 n=32 b 1 Kompakt 1 33+5 89+6 186 3 -
GS1 Ausfall durch Infektion mit Colletotrichum gloeosporioides
GS 2 Ausfall durch Infektion mit Colletotrichum gloeosporioides
Nee | 2| oo 2 aufrecht, 0 [34+11] 103+7 | 20+6 3 -
n=29 instabil
10 aufrecht
SN a=3l 3 1 kompakt 0 39+11 84+5 15+4 3 -

Abkiirzungen, Nr. der Sorten/Herkiinfte, Boniturschema: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.2.2

Die Boniturmerkmale von Blatt, Stengel und Bliite blieben im Vergleich zum 1. Standjahr bei
den einzelnen Herkiinften gleich.

Die metrischen Parameter Stengelanzahl und Pflanzenhdhe verdnderten sich dagegen deutlich,
da sie ihre Werte des Jahres 2000 nahezu verdoppelten. Eine Ausnahme bildete dabei die

Stengelanzahl von To 1, die sich nur geringfiigig vom 1. Standjahr unterschied.

Der Bliihhorizont der verschiedenen Herkiinfte nahm nur geringfiigig zu.
Goldstern stand nicht mehr fiir Untersuchungen zur Verfiigung, da alle Pflanzen aufgrund

einer Infektion mit Colletotrichum gloeosporioides abgestorben waren.

Die Stengelanzahl und die Pflanzenh6he der Sorten und Eliteselektionen in den Anbaujahren

2000/2001 werden in den Abbildungen 52 und 53 graphisch dargestellt.
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Abb. 52: Stengelanzahl der Sorten und Eliteselektionen im 1. und 2. Standjahr
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2.1.1.2 Abweichende Phiinotypen aus den Sorten

Die Herkiinfte von "Topaz” unterschieden sich nicht nur untereinander. Jede Herkunft bestand
aus mindestens 2 weiteren Phinotypen. Auch bei NLC gab es mehrere Pflanzentypen im
Bestand.

In der folgenden Tab. 10 werden die morphologischen Merkmale des Haupttyps jeder
Herkunft denjenigen, der am auffilligsten davon abweichenden Pflanzentypen (=,,Ausreifler*)
gegeniibergestellt. Fiir diese Ausreiller wurden alle Pflanzen erfaf3t, die im gesamten Bestand

der Herkunft vorhanden waren.

Tab. 10: Morphologische Merkmale von sortenabweichenden Phénotypen

Sorte/ Blatt Stengel Bliite
Hypericin i Pflanzenho6he | Horizont | Hypericin | Fr-
Herkunft | Typ Punkte Wuchs Farbung | Anzahl em] [cm] Punkte | Knoten
2 |Haupt
Typ b 1 aufrecht 0 175 106 £ 7 215 1 -
(To 1)[n=23
2A1
n=24 bb 1 aufrecht 0 28+ 10 99 £8 23+4 3 -
ol I 1 aufrecht | 0 |2143| 85+5 | 27¢7 | 3 +
2A3 b 1 aufrecht 0 10 80 20 1 -
3 |Haupt
Typ | bb 1 aufrecht 0 2617 101 £8 1717 3 -
(To 2)|n=27
Al e 1 aufrecht | 0 [1745| 106+8 | 226 | 1 .
4 (Haupt
Typ b 3 aufrecht 0 26%5 112+6 165 2 -
(To 3)|n=27
4Al |y 1 aufrecht 0 |24+8| 88+7 | 20=+5 1 4
n=3 kompakt
4A2 |y 1 aufrecht 0 |24+8| 8744 | 25+0 1 ;
n=3 kompakt
4A3 bb 2 aufrecht 0 40 110 20 2 -
4A4 b 2 aufrecht 0 11 100 20 2 +
4A5 | bb 3 aufrecht 0 15 90 30 3 -
9 |Haupt
Typ | bb 2 a.“frte%hf’ 0 [34+11| 103+7 | 206 3 -
(NLO)|n = 29 instabi
9A1
n=2 b 3 aufrecht 0 35+4 100+ 0 25+7 3 -
A1 1 aufrecht | 0 |28+5| 92+4 |24 | 12 .

Abkiirzungen, Nr. der Sorten/Herkiinfte, Boniturschema: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.2.2
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Anhand der morphologischen Unterschiede ist deutlich erkennbar, daB3 die Herkiinfte von
"Topaz” und NLC sehr heterogene Besténde bilden. Bei To 1 und To 2 war bemerkenswert, dal3

der Typ 2A1 genau dem Haupttyp von To 2 entsprach. Typ 3A1 wiederum war mit dem Haupt-
typ von To 1 identisch.

Tab. 10 stellt aus Griinden der Uberschaubarkeit nur die hiufigsten und auffilligsten
abweichenden Pflanzentypen dar. In Tab. 11 werden auch alle weiteren abweichenden

Pflanzentypen beriicksichtigt, die nur als Einzelpflanzen existierten.

Tab. 11: Anteil der abweichenden Typen an einer Herkunft

. Anteil am
Hil(')ll;tleri it abweichender Typ A];l::gngn Be[s‘;a]nd

0
2 2A1 24 19
(To1) |2A2 4 3
2A3 1 1

weitere Einzeltypen 3 2

Summe 32 25

3

(To 2) 3A1 16 13
4 4A1 3 2
(To 3) |4A2 3 2
4A3 1 1

4A4 1 1

4A5 1 1

weitere Einzeltypen 22 17

Summe 31 24

9 9A1 2 2
(NLC) [9A2 3 2
weitere Einzeltypen 4 3

Summe 9 7

Abkiirzungen der Sorten/Herkiinfte und deren Parzellen-Nr.: s. Material und Methoden 2.2.1

To 1 und To 3 hatten mit 24 bzw. 25% den gréfiten Anteil an vom Haupt-Typ abweichenden
Pflanzen im Bestand. To 2 hatte nur einen abweichenden Phénotyp, der 13% des Bestandes

bildete. NLC wies mit 7% den geringsten Anteil an bestandsuntypischen Pflanzen auf.
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2.1.1.3 Eigenselektionen

Die Herkiinfte M.B. (Parzellen-Nr. 1), BREIT (Parzellen-Nr. 11), Austro (Parzellen-Nr. 13),
429 (Parzellen-Nr. 14) und 430 (Parzellen-Nr. 15) wurden ausschlieBlich zur Selektion neuer
Phénotypen genutzt. Aus diesen Herkiinften wurden insgesamt 19 Pflanzentypen selektiert,
die in Tab. 12 und 13 ndher charakterisiert sind. Davon waren 10 Typen in groBeren
Stiickzahlen in den Bestéinden zu finden. Bei den restlichen 9 Phianotypen handelte es sich um

Einzelpflanzen, die nur mit einem Exemplar auf dem gesamten Feld vertreten waren.
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Anbaujahr 2000 (1. Standjahr)

Tab. 12: Morphologische Merkmale der Eigenselektionen im 1. Standjahr

Blatt Stengel Bliite
Nr. Punkte w Pflanzenh6he | Horizont [ Hypericin Fr-
Typ Hypericin Wuchs Farbung | Anzahl [cm] [cm] Punkte Knoten
1/1 aufrecht
n=9 b 1 Kompakt 1 15+4 513 13£3 3 -
1721 3 aufrecht 0 | 9+3 30+ 4 1243 1 +
n=3 kompakt
11/1 aufrecht
n=38 b 3 breitbuschig 0 16 £2 53+4 204 1 -
11/2 aufrecht
n=24 bb 2 breitbuschig 0 15+£3 66+4 25+6 2 -
11/3 aufrecht
n=24 b ! breitbuschig ! 1042 > +4 1544 ! i
11/4 aufrecht
n=17 b 3 breitbuschig 1 11£2 513 13+4 1 +
i I 1 aufrecht 0 |14+2| 41+4 10+4 1 +
n=06 kompakt
14/2
n=6 bb 3 aufrecht 0 163 60+5 22+6 3 -
15/1 aufrecht
n=20]1 * 2 Kompakt 1 18+4 49+4 15+3 3 -
15/2 aufrecht
n=38 bb 3 breitbuschig 0 20+ 5 64+4 21+4 2 -
Einzelpflanzen
A | b 3 aufrecht 0 27 50 15 3 +
kompakt
B | b 3 aufrecht 0 15 45 20 3
kompakt i
aufrecht
C b 3 breitbuschig 0 18 55 20 3 ++
D S 2 breitbuschig 0 11 40 15 3 -
aufrecht
E b 3 kompakt 0 24 40 15 3 -
aufrecht
F sb 3 kompakt 1 19 45 15 3 -
aufrecht
G b 2 kompakt 0 17 40 15 3 +
aufrecht
H s 2 kompakt 0 20 50 15 3 -
aufrecht
J b 3 kompakt 0 12 45 15 2 -

Abkiirzungen, Nr. der Sorten/Herkiinfte, Boniturschema: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.2.2

Die selektierten Phinotypen konnten im 1. Anbaujahr durch gute Wuchseigenschaften
(kompakt; hohe Stengelanzahl; geringe Pflanzenh6he) und/oder guter Hypericin-Boniturwerte

iiberzeugen.




Dies galt nur bedingt fiir die Phanotypen 11/1, 11/2 und 11/3. Sie wurden ausgewihlt, da sie die

ERGEBNISSE

bereits beschriebenen Phanotypen BN, BB und BR représentierten.

Anbaujahr 2001 (2. Standjahr)

Falls nicht anders vermerkt, wurden im 2. Standjahr bei den héufiger auftretenden

Selektionstypen jeweils nur 4 Pflanzen bonitiert (eine je Block).

Tab. 13: Morphologische Merkmale der Eigenselektionen im 2. Standjahr

Blatt Stengel Bliite
Nr. Hypericin i Pflanzenho6he | Horizont | Hypericin | Fr-
Typ Punkte Wuchs Farbung | Anzahl [cm] [cm] Punkte | Knoten
11| b 2 aufrecht 1 [31£5] 9545 | 2433 3 -
kompakt
1/2 aufrecht
n=2 S 3 kompakt 0 21+4 732 203 1 +
/1| b 3 auffecht 5 ) osi3| 9743 | 25+4 1 -
breitbuschig
1/2] b 2 aufrecht 0 |24+2| 114+3 | 27+4 2 -
breitbuschig
aufrecht
11/3 b 1 breitbuschig 1 18+2 93+5 20+ 2 1 +
1/4] b 3 auffecht o103 9044 | 2244 1 +
breitbuschig
14/1] b 2 aufrecht 0 [33£3| 81x6 | 21+7 1 -
kompakt
14/2 bb 3 aufrecht 0 2613 101 £5 23+ 11 3 -
15/1| s 2 aufrecht 0 |29%4| 91:8 | 17£6 3 -
kompakt
15/2] bb 3 aufrecht 0 |22+2| 108+6 | 2245 3 -
breitbuschig
Einzelpflanzen
A b | 3 | aufrecht | 0 | 44 | 90 | 15 | 3 +
B Ausfall durch Infektion mit Colletotrichum gloeosporioides
C bb) | 3 | aufrecht | o | 34 [ 105 | 20 | 35 +
D Ausfall durch Infektion mit Colletotrichum gloeosporioides
E b 2 aufrecht 0 25 90 30 2,5 -
F b 3 aufrecht 1 23 100 20 2 -
G bb 3 aufrecht 1 26 85 20 2,5 +
H s 2 aufrecht 0 26 80 30 3 -
J b 3 aufrecht 0 23 100 30 2 -

Abkiirzungen, Nr. der Sorten/Herkiinfte, Boniturschema: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.2.2

Im Vergleich zum 1. Standjahr traten die groBten Verdnderungen bei der Stengelanzahl und

der Pflanzenhohe der einzelnen Phinotypen auf. Die meisten Pflanzen hatten einen deutlichen

Anstieg der Stengelanzahl zu verzeichnen, mit Ausnahme von 15/2 und E, deren
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Stengelanzahl stagnierte. Alle Pflanzentypen erreichten hdufig eine Verdoppelung ihrer
Wuchshdhe des Vorjahres.
Die Einzelpflanzen B und D und eine Pflanze aus 1/2 waren aufgrund einer Infektion durch

Colletotrichum gloeosporioides abgestorben.

2.1.2 Ertragsparameter

2.1.2.1 Sorten und Eliteselektionen

Anbaujahr 2000 (1. Standjahr)
Tab. 14: Erntetermin und Ertrag der Sorten und Eliteselektionen im Jahr 2000

Sorte/
Herkunft Ernte Ertrag
NI Datum FS/Pflanze | TS/Pflanze ke TS/ha
[g] [g]
Tol } 23.08.00 [ 140 £ 35 43+9 1720
n=23
To 2 n 327 25.08.00 | 125+44 53+19 2120
To3 n :427 29.08.00 [ 137 £51 45+ 20 1800
TT 1 n :532 17.08.00 | 96 £40 32+10 1280
TT?2 f 17.08.00 | 84 +£28 30+9 1200
n=232
TT3 12 17.08.00 | 68 £21 29+7 1160
n=232
GS1 n:732 15.08.00 | 87 +29 34+10 1360
GS2 f 15.08.00 | 88 £28 44 +9 1760
n=232
NLC n :929 21.08.00 [ 99 +43 35+13 1400
SN n i032 28.08.00 [ 120 +43 40+ 14 1600

Abkiirzungen der Sorten/Herkiinfte und deren Parzellen-Nr.: s. Material und Methoden 2.2.1

Die Herkiinfte von Goldstern und "Taubertal” blilhten jeweils zum gleichen Zeitpunkt.
Dagegen muliten die Herkiinfte von "Topaz” zu unterschiedlichen Terminen beerntet werden.
Goldstern hatte den frithesten Erntetermin, gefolgt von "Taubertal”. To 3 und SN kamen am
spétesten zur Vollbliite, wobei SN eine sehr spérliche Bliite zeigte.

Die hochsten Ertrage erbrachten die Herkiinfte von "Topaz’, mit To 2 an der Spitze, und GS
2. Die niedrigsten Ertrige hatten die Herkiinfte von "Taubertal” und GS 1.



ERGEBNISSE 92

Anbaujahr 2001 (2. Standjahr)

Tab. 15: Erntetermin und Ertrag der Sorten und Eliteselektionen im Jahr 2001

Sorte/
Herkunft Ernte Ertrag
Nr. Datum FS/Pflanze | TS/Pflanze kg TS/ha| 2. Bliite
(] (2]
To 1 n :223 26.06.01 | 169+61 | 47+18 1880 +
To 2 3 15.07.01 | 104+32 | 33+10 1320 +
n=27

To 3 n=427 05.07.01 | 138+43 | 45+£15 1800 +
TT 1 n :532 26.06.01 | 123 +33 267 1040 +
TT 2 n :632 26.06.01 | 103 +22 27+5 1080 +
TT 3 n i232 26.06.01 | 102 +25 286 1120 +
GS1 Ausfall durch Infektion mit Colletotrichum gloeosporioides
GS2 Ausfall durch Infektion mit Colletotrichum gloeosporioides
NLC n :929 04.07.01 | 125+40 | 35+11 1400 -

SN n i032 30.06.01 | 132£37 | 42£11 1680 -

Abkiirzungen, Nr. der Sorten/Herkiinfte, Boniturschema: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.2.2

Die Staffelung der Erntetermine der einzelnen Herkiinfte entsprach weitgehend derjenigen im
Jahr 2000. Wie im Vorjahr erreichten die Herkiinfte von "Taubertal” die Vollbliite als erste
und Herkunft To 3 als letzte. Herkunft To 1 bliihte zeitgleich mit "Taubertal”. NLC wurde nur
einen Tag vor To 3 beerntet. SN {iberzeugte im Gegensatz zum Vorjahr durch eine reiche und
gleichméBige Bliite.

Im Vergleich zum 1. Standjahr war bei fast allen Herkiinften eine Stagnation oder sogar eine
leichte Abnahme des Ertrages zu beobachten. To 2 zeigte den groBten Ertragsverlust und lag
damit hinter den anderen beiden "Topaz’-Herkiinften zuriick. Nur To 1 und SN konnten einen
geringen Ertragszuwachs verzeichnen. Abb. 54 veranschaulicht nochmals die Unterschiede
im Ertrag der Sorten/Eliteselektionen in den beiden Anbaujahren.

Alle Herkiinfte von "Topaz” und "Taubertal” konnten im 2. Standjahr eine 2. Bliite ausbilden,

SN und NLC hingegen nicht.



Abb. 54: Trockengewicht der Erntedroge der Sorten/Eliteselektionen im 1. und 2. Standjahr

Trockensubstanz/Pflanze [g]
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2.1.2.2 Eigenselektionen

Anbaujahr 2000 (1. Standjahr)

Goldstern

NLC| SN

Tab. 16: Erntetermin und Ertrag der Eigenselektionen im Jahr 2000

100 72 2000
[ 2001

I-80

60

L 40

20

Ernte Ertrag Ernte Ertrag
FS/ TS/ FS/ TS/
Nr. Datum | Pflanze | Pflanze kg TS/||| Nr. Datum |Pflanze | Pflanze kg TS/
ha ha
[g] [g] [g] [g]

;il9 13.08.00 | 84 +£29 | 26+7 | 1040 A 22.08.00| 120 35 1400
;ié 04.08.00 [ 127 £83 | 22+7 880 B 13.08.00[ 100 35 1400
11/1

n=38 13.08.00| 96 +24 | 28+ 13 | 1120 C 13.08.00( 123 37 1480
11/2
n=24 21.08.00 [ 86 £26 | 30+8 [ 1200 D 13.08.00] 53 20 800
11/3
n=24 09.08.00 | 107 £39| 28+7 | 1120 E 22.08.00| 73 25 1000
11/4
n=17 07.08.00 [ 106 £26 | 25+ 6 | 1000 F 13.08.00] 93 33 1320
14/1

n=6 04.08.00 | 162+41| 32+9 | 1280 G 13.08.00| 75 23 920
14/2

n=6 31.08.00 | 83+44 | 39+15 | 1560 H 22.08.00] 90 29 1160
15/1
n=20 18.08.00| 80+£32 | 29+9 | 1160 J 13.08.00( 153 62 2480
:lsz/g D2.08.00 | 133 +44 | 40+ 13 | 1600

Abkiirzungen der Sorten/Herkiinfte und deren Parzellen-Nr.: s. Material und Methoden 2.2.1

93
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Die Selektionen 1/2, 14/1 und J hatten den friihesten Erntetermin der Selektionen und lagen
damit noch deutlich vor Goldstern und "Taubertal” (s. 2.1.2.1). 14/2 kam als letzter Pflanzentyp
des gesamten Anbauversuchs zur Vollbliite, erwies sich aber neben 15/2 und B als ertragreichste

Selektion.

Anbaujahr 2001 (2. Standjahr)

Tab. 17: Erntetermin und Ertrag der Eigenselektionen im Jahr 2001

Ernte Ertrag Ernte Ertrag

Nr. FS/ TS/ FS/ TS/

(n=4)]| Datum | Pflanze |Pflanze kthS/ 2. Bliite Nr. Datum |Pflanze | Pflanze kthS/ 2. Bliite
2] (] 2] ]

1/1 [29.06.01|144+41|36%7 1440 + A |15.07.01| 199 64 2560 -
;izz 29.06.01 [ 6810 | 18+2 720 + B Ausfall durch C. gloeosporioides
11/1 29.06.01 [132+31[33+7] 1320 - c [o20701] 205 | 51 [ 2040 | -
11/2 ]02.07.01 [139+£42]46+ 18| 1840 - D Ausfall durch C. gloeosporioides
11/3 | 02.07.01 | 96 £29 | 28 +7 1120 - E ]02.07.01| 126 36 1440 +
11/4 ]02.07.01 | 96 +21 | 26 £5 1040 - F ]02.07.01| 110 37 1480 ?
14/1 ]04.08.00 | 196 +£ 81|50 +23| 2000 + G |02.07.01 90 24 960 -
14/2 ]02.07.01 | 193 £+ 65[48 + 13 1920 + H |15.07.01| 164 48 1920 -
15/1 | 18.08.00 | 177 £ 71|42 + 14 1680 - J 102.07.01| 110 37 1480 -
15/2 102.07.01 | 141 £45(33 + 11 1320 +

Abkiirzungen, Nr. der Sorten/Herkiinfte, Boniturschema: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.2.2

Zusammenfassung der Ergebnisse der Anbauversuche:

Allgemein

- Die Boniturmerkmale Blattform, Stengelfirbung, Hypericinpunkte auf den Blittern,
Petalen und im Fruchtknoten verénderten sich im Vergleich von 1. zu 2. Standjahr nicht
wesentlich.

- Stengelanzahl und Wuchshoéhe verdoppelten sich im 2. Anbaujahr bei fast allen Pflanzen-
typen.

- Die Abfolge der Erntetermine der einzelnen Phianotypen verlief in beiden Anbaujahren in

dhnlicher Reihenfolge. Der Erntezeitraum erstreckte sich iiber ca. 5 Wochen.
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Sorten und Eliteselektionen

Die Herkiinfte von "Taubertal” und Goldstern waren in sich morphologisch gleich und
einheitlich. Auch SN bildete einen homogenen Pflanzenbestand. Bei "Topaz” war jede
Herkunft von einem anderen Phénotyp geprigt. Alle "Topaz’-Herkiinfte waren wiederum
in sich sehr heterogen. NLC wies ebenfalls mehrere unterschiedliche Pflanzentypen im
Bestand auf.

Goldstern zeigte sich besonders anfillig gegeniiber dem Pilz Colletotrichum
gloeosporioides. Samtliche Pflanzen dieser Sorte waren zu Beginn des 2. Standjahres
abgestorben.

Goldstern und To 1 zeichneten sich durch die schlechteste Boniturnote beziiglich
Hypericin auf den Petalen aus. 'Taubertal” wies in beiden Anbaujahren den geringsten
Ertrag auf.

Durch einen besonders kompakten und teils gedrungenen Wuchs fielen Goldstern,
"Taubertal” und SN auf.

SN hatte als einzige Eliteselektion im 1. Jahr keine gleichmiflige und reiche Bliite
aufzuweisen.

Im 2. Standjahr konnten NLC und SN keine Nachbliite ausbilden.

Der Ertrag der Sorten und Eliteselektionen im 2. Standjahr stagnierte meist auf dem

Niveau des Vorjahres. Bei To 2 wurde sogar eine erhebliche Ertragseinbulle verzeichnet.

Eigenselektionen

Die Mindestanforderung fiir die Selektionen waren giinstige Wuchsparameter und/oder
eine sehr gute Boniturnote in der Kategorie ,,Hypericinbehélter auf den Petalen®.

Bei den Eigenselektionen konnte zum Teil eine deutliche Steigerung im Ertrag beobachtet
werden. Die Ertrage der Eigenselektionen waren vergleichbar mit den durchschnittlichen

Werten der Sorten.
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2.1.3 Anfilligkeit gegeniiber Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum gloeosporioides ist der Erreger der Johnniskrautwelke. Hierbei handelt es sich
um ein hochaggressives Pathogen, das bereits bei geringer Inokulumdichte zu einer Infektion
fiihrt. Dies geschieht hiufig bereits bei der Jungpflanzenproduktion durch infiziertes Saatgut. Zu
dem Ausbruch der Krankheit bei latent infizierten Pflanzen kommt es meist erst unter
StreBbedingungen, z.B. Wasserstrel (GARBER UND SCHENK, 2002).

Das erste Anzeichen ist die plotzliche Welke einzelner Triebe, die auf die gesamte Pflanze
tibergreift. Die Stengel vertrocknen und férben sich dabei rostrot. Bei extrem trockener
Witterung sterben die Pflanzen nach dem Auftreten der ersten Symptome innerhalb weniger
Tage ab. Ein haufiger Wechsel zwischen trockenen Perioden und ergiebigen Niederschligen
begiinstigt die Verbreitung des Pilzes im Bestand. In der Praxis ist ein Totalausfall aller
Pflanzen bzw. der Ernte keine Seltenheit. Wirksame Spritzmittel sind bisher nicht verfiigbar.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine Infektionsversuche durchgefiihrt. Die Infektionen
sind auf natiirlichen Befall zuriickzufiihren. Gezielte Untersuchungen hinsichtlich der
Toleranz der Pflanzen gegeniiber dem Pilz waren nicht moglich, da die Infektionsherde im
Bestand nicht gleichmiBig verteilt waren. Daher werden im Folgenden keine Boniturdaten
aufgelistet, sondern nur Beobachtungen wiedergegeben.

Anbaujahr 1999

Bereits im Frithjahr 1999 wurden die Samen der einzelnen Herkiinfte der spéteren
Blockanlage ausgesdt. Das Saatgut wurde dabei nicht vorbehandelt bzw. desinfiziert. Kurz
vor der geplanten Pflanzung Anfang Mai zeigten die ersten Jungpflanzen die typischen
Welkesymptome. Durch das Spritzwasser der Uberkopfbewisserung verbreiteten sich die
Konidien des Pilzes sehr schnell in der Jungpflanzenanzucht. Der Infektionsdruck war so
hoch, daB3 nur vereinzelt Jungpflanzen von "Taubertal” {iberlebten. Da der Befall sehr spét
eingesetzt hatte, war eine erneute Aussaat flir die geplante Friihjahrspflanzung nicht mehr
sinnvoll.

Das Feld des Jahres 1999, das sich bereits im 2. Standjahr befand, zeigte zu Beginn der Ernte
die ersten Anzeichen der Welke. Die Randreihe von SN, die nicht an die BREIT-Herkunft
angrenzte, war zuerst betroffen. Die sichtbare Infektion schritt allerdings nicht sehr schnell
voran, so daf} die iibrigen Pflanzen noch ,,gesund* beerntet werden konnten. Auch nach der
Ernte breitete sich der Befall nur langsam weiter aus. Im Herbst wurde das Feld zur

Einddmmung des Pilzes untergepfliigt.
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Anbaujahre 2000/2001
Im Friihjahr 2000 wurde das Saatgut mit Bleichlauge vorbehandelt (s. Material und Methoden

2.2.1). Bei der Jungpflanzenaufzucht war kein Befall von Colletotrichum gloeosporioides
sichtbar. Ebenso hatten die Pflanzen auf dem Feld wihrend der Vegetationsperiode 2000 im
Allgemeinen keine Krankheitsmerkmale. Nur bei Goldstern waren vereinzelt Pflanzen zu
beobachten, die kurz nach der Ernte Symptome zeigten.

Im Friihjahr 2001 war auf sémtlichen Goldstern-Parzellen kein Austrieb zu beobachten. Diese
Parzellen waren die Hauptinfektionsquelle, durch die sich der Pilz zunédchst langsam iiber das
gesamte Feld ausbreitete. Die Nachbarparzellen von Goldstern waren daher meist besonders
betroffen. Im Erntezeitraum Juni/Juli schritt der Befall besonders drastisch fort. Auffillig
dabei war, daB bereits beerntete Pflanzen am hiufigsten befallen wurden.

Eine besondere Schwiche gegeniiber Colletotrichum gloeosporioides zeigte die Selektion
11/3, die im Block I komplett ausfiel, und die Einzelpflanzen B und D, die noch weit vor der
Bliite abstarben. Aber auch alle anderen Selektionen und die Sorten/Eliteselektionen wurden
bei dem stetig ansteigenden Befallsdruck infiziert. Die hochste Toleranz gegen das Pathogen
zeigte ‘Taubertal’. Pflanzen dieser Sorte wiesen selbst neben Goldstern-Parzellen erst weit
nach der Ernte Symptome auf. Eine Resistenz gegen den Pilz war bei keinem Johanniskraut-

typ oder Sorte festzustellen.

Abb. 55: Befall von Colletotrichum gloeosporioides an Johanniskraut
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2.2 Ergebnisse der pharmakologischen Untersuchungen

Zur Bewertung der pharmakologischen Eigenschaften der verschiedenen Johanniskraut-

herkiinfte wurden Extrakte aus dem getrockneten Erntematerial der Pflanzen untersucht.

2.2.1 Zusammensetzung der Extrakte

Sorten und Eliteselektionen

Fiir die Extrakte der Sorten und Eliteselektionen wurden im 1. und 2. Standjahr pro Block je 8
Pflanzen einer Herkunft nach einem Raster (s. Anhang II) beerntet, ihr Drogenmaterial zu
gleichen Teilen gepoolt und extrahiert. Das Ernteraster wurde stets beibehalten, auch wenn
sich teilweise sortenabweichende Phénotypen darunter befanden. Dies war bei NLC und den
Herkiinften von "Topaz” der Fall (s. Ergebnisse 2.1.1.2), deren Extrakte folgendermallen

zusammengesetzt waren:

Tab. 18: Anteil der sortenuntypischen Pflanzen an den Extrakten von "Topaz” und NLC

sortenuntypische Pflanzen / ,,Ausreifier<
Sorte/
Herkunft Extrakt Anzahl Typ % des
Extraktes
2 21 2 2A1 25
(Tol) 211 1 2A1 12,5
2111 4 2A1 50
21V 2 2A1 25
3 31 2 3A1 25
(To2) 311 1 3A1 12,5
310 0 3A1 0
31V 2 3A1 25
4 41 2 4A1; 4A2 25
(To3) |41 2 4A1 25
4 111 1 4A3 12,5
41V 0 0
9 91 1 9A2 12,5
(NLC)  jo11 0 0
9 111 1 9A1 12,5
91V 1 9A1 12,5

Abkiirzungen der Herkiinfte, Parzellen-Nr. u. Extraktbezeichnung: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.3.1
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Eigenselektionen

Im Jahr 2000 (1. Standjahr) wurde pro Block eine hochstmogliche Anzahl an gleichartigen
Phénotypen je Parzelle geerntet und zu einem Extrakt verarbeitet. Im Jahr 2001 (2. Standjahr)
wurde nur noch eine Pflanze je Phanotyp und Block beerntet. Das getrocknete Erntematerial

dieser 4 Pflanzen wurde vereinigt und ein Extrakt daraus gewonnen.

2.2.2 Inhaltsstoffanalyse

Zur relativen Bestimmung des Gehalts an Inhaltsstoffen wurden die Extrakte mit Hilfe der
HPLC bei einer Wellenldnge von 254 nm auf ihre Hauptsubstanzgruppen untersucht. Falls nicht
anders vermerkt, wurde aus rationellen Griinden von jeder Herkunft bzw. Selektion nur der
Extrakt aus Block I untersucht. Bei Goldstern und "Taubertal” wurde exemplarisch nur jeweils

die erste Herkunft getestet.

2.2.2.1 Anbaujahr 2000

Die Extrakte des Jahres 2000 wurden auf 8§ mg TS/ml eingestellt und in dieser Konzentration

an der HPLC gemessen.

Sorten/Eliteselektionen

3,5x10 3,5x10" [ Quercetin u. dessen Glycoside
1 B Rutin-Anteil
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Abb. 56: Vergleich des relativen Gehalts an Inhaltsstoffen der Sorten/Eliteselektionen (2000)

Goldstern 1 wies den hochsten Gehalt an Gesamtinhaltsstoffen auf. Dies war auch im Bezug
auf Quercetin und seinen Glykosiden der Fall, gefolgt von "Taubertal” 1 und "Topaz” 2. Rutin

war auller bei SN in ausreichendem Mal3 vorhanden. Diese Herkunft zeichnete sich zudem
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durch den hochsten Biapigenin-Gehalt und den groften Anteil an nicht ndher definierbaren
Inhaltsstoffen aus. Besonders hohe Hypericin-Werte erzielten "Taubertal” 1, "Topaz” 3 und
NLC. Allerdings wiesen "Taubertal” 1, "Topaz” 3 und auch SN nur geringe Mengen an
Hyperforin auf.

Eigenselektionen

Es wurden nur diejenigen Eigenselektionen untersucht, die in der Bonitur durch besonders

giinstige Merkmale hervortraten (s. Tab. 12).

3,5x10 3,5x10" [ Quercetin u. dessen Glycoside
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171 12 11/2 11/4 14/1 14/2 1511 1522 A B C
Eigenselektionen

Abb. 57: Vergleich des relativen Gehalts an Inhaltsstoffen der Eigenselektionen (2000)

11/4 zeichnete sich durch die hochsten Mengen an Gesamtinhaltsstoffen und an Quercetin-
Derivaten aus, gefolgt von 1/1 und der Einzelpflanze B. 11/4 und die Einzelpflanze C
enthielten nur geringe Mengen an Rutin. 1/1 und 11/4 wiesen die hochsten Biapigenin-
Mengen auf. Die meisten Hypericine lagen in 1/2, 15/2 und den Einzelpflanzen B und C vor.
Die hochsten Hyperforin-Werte konnte 11/4 erzielen. AuBler bei den Selektionen 14/1 und

14/2 war der Anteil an nicht bestimmbaren Substanzen sehr hoch.
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2.2.2.2 Anbaujahr 2001

Die Extrakte des Jahres 2001 wurden auf 20 mg TS/ml standardisiert und in dieser

Konzentration mit Hilfe der HPLC analysiert.

Sorten/Eliteselektionen
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Abb. 58: Vergleich des relativen Gehalts an Inhaltsstoffen der Sorten und Eliteselektionen
(2001)

Im Vergleich zum Vorjahr verschob sich die relative Menge der Inhaltsstoffe der
Sorten/Eliteselektionen zueinander teilweise erheblich.

SN erreichte neben "Taubertal” 1 und "Topaz” 1 die hochsten Werte an Gesamtinhaltsstoffen
und Quercetin-Derivaten. Rutin fehlte bei SN jedoch vollig. NLC und SN zeichneten sich
durch den hochsten Gehalt an Hypericinen aus. Hyperforin konnte bei "Topaz” 1, "Taubertal”

1 und NLC nur in geringen Mengen nachgewiesen werden.



ERGEBNISSE 102

Abweichende Phianotypen aus den Sorten/Eliteselektionen

Von den sortenabweichenden Pflanzen wurde im Jahr 2001 jeweils eine Pflanze beerntet und
extrahiert. In der folgenden Abbildung wurden NLC (9) und den 'Topaz’-Herkiinften (2-4)

exemplarisch die hdufigsten und optisch auffilligsten Ausreifler gegeniibergestellt.

oo 1,0x10° I Quercetin u. dessen Glycoside
B Rutin-Anteil
B Biapigenin
’ L ; I Hypericine
oo 8,0x10 [ Hyperforin
) undefinierte Stoffe

—

HPLC-Peakflache (area E ,,

2 2A1 3 3A1 4 4A3 9 9A1 9A2
Sorten/"Ausreiler"

Abb. 59: Vergleich des relativen Gehalts an Inhaltsstoffen der Sorten und der daraus ab-

weichenden Pflanzentypen

Anhand der Inhaltsstoffspektren und der relativen Menge an Substanzen waren teilweise sehr
grofle Unterschiede zwischen den Herkiinften und ihren abweichenden Phinotypen zu

beobachten.
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Eigenselektionen
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Abb. 60: Vergleich des relativen Gehalts an Inhaltsstoffen der Eigenselektionen (2001)

Im Vergleich zum Jahr 2000 (s. Abb. 57) zeigte sich eine Verringerung der Unterschiede
zwischen den Selektionen hinsichtlich ihrer Gesamtinhaltsstoffmenge.

Wie im Vorjahr besall die Selektion 11/4 die hochste Menge an Quercetin-Derivaten, jedoch
genau wie Einzelpflanze C nur sehr geringe Mengen an Rutin. Es kam nur zu geringfiigigen
Verschiebungen bei der Verteilung der Substanzgruppen innerhalb der jeweiligen
Selektionen. Nur bei der Einzelpflanze A war eine drastische Zunahme an Hypericinen zu

verzeichnen.

Zusammenfassung der Ergebnisse der Inhaltsstoffanalyse der Extrakte der Jahre 2000/2001:

- Das Inhaltsstoffspektrum und das Verhéltnis der Substanzen zueinander blieb bei den
jeweiligen Herkiinften bzw. Selektionen in beiden Anbaujahren anndhernd gleich.

- Einige Pflanzentypen produzierten kaum bzw. kein Rutin. Ahnliches war auch bei
Hyperforin zu beobachten.

- Die ,,AusreiBler* aus den Sorten zeigten auch in Inhaltsstoffspektrum und -menge klare
Unterschiede zu den jeweiligen Sorten.

- Der Anteil an nicht definierbaren Substanzen stieg im 2. Standjahr an und war besonders
bei den ,,Ausreillern® aus den Sorten sehr hoch.

- SN fiel im 2. Standjahr durch eine besonders deutliche Zunahme an Quercetin-Derivaten

und Hypericinen bei gleichzeitiger Reduktion von Biapigenin auf.
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2.2.3 Vergleich der Sorten, Eliteselektionen und Eigenselektionen in verschiedenen
biochemischen Testsystemen
2.2.3.1 Peroxidase - katalysierte Dimerisierung von L-Tyrosin

Die POD-katalysierte Dimerisierung von L-Tyrosin stellt eine vereinfachte Modellreaktion der
Dimerisierung von Enkephalinen durch Myeloperoxidase dar (HEINECKE ET AL., 1993; DENKE,

1997). Der genaue Testansatz ist unter Material und Methoden 2.5.1 beschrieben.

2.2.3.1.1 Ergebnisse der Extrakte des Anbaujahres 2000

Sorten und Eliteselektionen

Die Extrakte wurden zundchst auf 20 mg Drogeneinwaage/ml Extraktendvolumen eingestellt
und anschlieBend mit einer Konzentration von 1,6% 1.A. in das Testsystem eingesetzt. In Tab.
19 sind die Ergebnisse der einzelnen Extrakte je Sorte (2, 3, ...) und Block (I — IV) aufgefiihrt.
Aus diesen Ergebnissen wurde wiederum der Durchschnittswert iiber die 4 Blocke der

Sorte/Eliteselektion berechnet.
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Tab. 19: Hemmung der Tyrosin-Dimerisierung durch die Extrakte der Sorten/Eliteselektionen

des Anbaujahres 2000

Sorte/ Extrakt Hemmung der Mittelwert
Herkunft Dimerisierung [%] | der Blocke
"Topaz’ 1 21 62,6 +5,0 64,6 £2,0
211 65,448
2111 63,4142
21V 67,1 £33
"Topaz” 2 31 61,021 63,5+34
311 63,2+5,0
3111 61,5+2,0
31V 68,455
"Topaz’ 3 41 62,3+43 62,3+6,8
411 59,2+ 5,1
4111 71,7+ 6,2
41V 56,1 £4,1
"Taubertal’1 |51 82,6 +59 80,3+2,0
51 79,8+ 5,9
5111 81,1 £6,6
51V 77,8 £4,0
"Taubertal” 2 |61 77,4 +3,6 77,0 £ 6,2
6 11 68,5+ 5,8
6 111 83,3+3,9
61V 78,8 £3,9
Goldstern1 |71 70,4 +4.5 72,4 +2,6
710 75,3+4,9
7 11 74,0 £ 6,2
71V 70,0 £2,2
Goldstern2 |81 72,8 +3,6 71,5+2.4
811 73,4+32
8111 68,0 + 1,8
81V 71,7 +£4,0
NLC 91 76,3 +4,8 74,9+ 5,5
911 76,3 4,0
9 111 67,0+ 44
91V 79,9 £3,0
SN 101 58,4 +5,1 65,0 5,6
1011 62,724
10 111 68,1 +42
101V 70,9 £ 0,6
‘Taubertal” 3 (121 834+23 82,5+ 1,8
1211 82,6 + 3.8
12 111 80,0 +2.7
121V 84,0 +4,5

Abkiirzungen der Herkiinfte, Parzellen-Nr. u. Extraktbezeichnung: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.3.1
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Die besten Ergebnisse erzielten die Extrakte von "Taubertal”. NLC erreichte, gefolgt von
Goldstern, mit seinen Extrakten eine fast ebenso gute Hemmwirkung im Testsystem. SN
konnte die Dimerisierung nur geringfiigig besser hemmen als die "Topaz’-Herkiinfte.

Die Unterschiede zwischen den Blocken I — IV einer Johanniskrautherkunft lagen bei bis zu
15% (4 Il und 4 1V; 6 1T und 6 I1I).

Die Sorten zeigten kaum Unterschiede hinsichtlich ihrer Herkiinfte, wie in Abb. 61 anhand

der Mittelwerte der Blocke veranschaulicht wird.

100 . _ . . 100
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Abb. 61: Hemmung der Tyrosin-Dimerisierung durch die Extrakte der Sorten/Eliteselektionen

des Anbaujahres 2000 (Mittel iiber die Blocke)

Eigenselektionen

Da hier eine geringere Drogenmenge vorgelegen hatte als bei den Sorten, konnten die
Extrakte nur auf 8 mg Droge/ml eingestellt und mit einer Konzentration von 2,5% i.A. in das
Testsystem eingesetzt werden. Um einen Vergleich mit "Taubertal” zu ermdglichen, wurde
der Extrakt 5 I ("Taubertal” 1) mit der gleichen Konzentration i.A. getestet. In Tab. 20 sind
die Ergebnisse der Extrakte der Selektionen, sowie deren Mittelwert iiber die Blocke

aufgelistet. Tab. 21 gibt die Testwerte der selektierten Einzelpflanzen wider.



Tab. 20: Hemmung der Tyrosin-Dimerisierung durch die Extrakte der Eigenselektionen des

ERGEBNISSE

Anbaujahres 2000
mun r Mittelwert
Selektion Extrakt Diieerrr;si::lrugng t}%] dert tlgliicke
1/1 1/111 53,8 +0,4 55,9 +3,7
1/1/11 51,8+ 1,4
1/1/111 58,0 £ 0,5
1/11V 59,9 +2,2
1/2 1/2/1 39,7+ 0,9 52,8 + 28,9
1/2/11 32,622
121V 85,9 +2.1
11/1 11/1/11 48,4 + 2.7 478+ 13
11/1/111 48,6 + 2.6
11/1/1V 46,3 +2,7
11/2 11/2/1 61,8 +2,8 58,7+ 8.8
11/2/11 59,9 +2,6
11/2/111 66,8 £2,5
1121V 46,2+ 62
11/3 11/3/1 55,0+3,5 50,3 £4,1
11/3/11 51,6 + 3.8
11/3/111 49,3+22
11/3/1V 45,2+ 09
11/4 11/4/1 54,3 +46 523+5,0
11/4/11 55,4 +3,4
11/4/111 54,5+42
11/4/1V 448+ 1.3
14/1 14/1/1 6,8+ 0,6 31,6 £ 17,6
14/1/11 33,3+7,0
14/1/111 38,7+ 0,7
14/11V 47,7+ 1,1
14/2 14/2/1 41,122 398+2,6
14/2/11 42,77+ 24
14/2/111 37,1+1,1
14/2/1V 38,2+0,5
15/1 15/1/1 553 +3.4 51,3 +3,4
15/1/11 52,8+ 1,8
15/1/111 49,0 +22
15/1/1V 479+ 1,7
15/2 15/2/1 599+24 543+53
15/2/11 57,3+2,3
15/2/111 51,6 £ 0,6
15/2/1V 483+ 1,6
‘Taubertal’1 51 62,8 £4,6

Abkiirzungen der Herkiinfte, Parzellen-Nr. u. Extraktbezeichnung: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.3.1
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Tab. 21: Hemmung der Tyrosin-Dimerisierung durch die Extrakte der Einzelpflanzen des

Anbaujahres 2000

Einzelpflanzen

34,6+ 1,3

52,0 +2.8

474+ 19

453+12

472+ 19

443 +23

45,9 + 1,8

=== =" 1FS

41,0 £ 1,6
TT 1 62,8 +46

Abkiirzungen der Herkiinfte, Parzellen-Nr. u. Extraktbezeichnung: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.3.1

Im Vergleich zu den anderen Selektionen schnitten die Selektionen 1/1, 11/2, 15/1, 15/2 und
die Einzelpflanze B mit tiber 50% Hemmung am besten ab. In den Selektionen 1/2 und 14/1
fiel jeweils ein Extrakt durch ein auBlergewohnliches Ergebnis auf. 1/2/IIl erzielte eine
iiberdurchschnittlich gute, 11/4/1 eine auBergewohnlich schlechte Hemmung der
Dimerisierung. Diese Extrakte gingen nicht mit in die Berechnung der Mittelwerte der
jeweiligen Selektion ein. Die Schwankung zwischen den Blocken lag wie bei den Sorten bei
bis zu 15%.

Keine der Selektionen erreichte die Hemmleistung des ‘"Taubertal -Extraktes 5 1.

In den Abb. 62 und 63 sind die Mittelwerte der Selektionen bzw. Einzelpflanzen nochmals im
Vergleich zu TT 1 dargestellt.
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Abb. 62: Hemmung der Tyrosin-Dimerisierung durch die Extrakte der Eigenselektionen im

Anbaujahr 2000 (Mittel tiber die Blocke)
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Abb. 63: Hemmung der Tyrosin-Dimerisierung durch die Extrakte der selektierten Einzel-

pflanzen im Anbaujahr 2000
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2.2.3.1.2 Ergebnisse der Extrakte des Anbaujahres 2001

Alle Extrakte des Jahres 2001 wurden auf 20 mg Droge/ml eingestellt. Sie wurden mit einer
Konzentration von 1% 1.A. in das Testsystem eingesetzt, um eine aussagekriftige
Unterscheidung zu gewéhrleisten.

Sorten und Eliteselektionen

In Tab. 22 sind die Ergebnisse der Einzelextrakte und der daraus errechnete Mittelwert {iber

alle Blocke je Sorte/Eliteselektion aufgefiihrt.

Tab. 22: Hemmung der Tyrosin-Dimerisierung durch die Extrakte der Sorten und Elite-

selektionen im Anbaujahr 2001

Sorte/ Extrakt Hemmung der Mittelwert
Herkunft Dimerisierung [%] | der Blocke
"Topaz’ 1 21 26,3+ 1,7 30,5+3,0
211 30,826
2 111 33,2+5,0
21V 31,8+ 44
"Topaz” 2 31 43,8+3.,0 41,5+ 6,6
31 40,9 +4,1
31 48,5+43
31V 32,9+31
"Topaz” 3 41 39,6 + 4,5 43,6 £ 12,1
411 30,3+3.8
4 111 44,9 +49
41V 59,3+2,7
"Taubertal”1 |51 67,2+42 59,8 + 6,7
511 55,0 £6,3
5111 63,6 + 5,5
51V 53,3+4,7
"Taubertal” 2 |61 59,7+5,7 51,4+ 6,4
611 45,6 + 3,1
6 111 53,3+ 6,4
61V 47,1 +£36
Goldstern 1 Ausfall durch Colletotrichum gloeosporioides
Goldstern 2 Ausfall durch Colletotrichum gloeosporioides
NLC 91 56,9 +4,5 53,0+ 7.8
911 459+49
9 111 47,1 +22
91V 62,1 +41
SN 101 39,8 +2,1 52,7+ 8,6
10 11 56,1 +3,9
10 11 56,3+2,5
101V 58,5+ 0,6
"Taubertal” 3 [121 350+28 48,8 + 10,5
1211 46,3 + 3,6
12 I 55,6 £ 3,7
121V 58,2 +4.2

Abkiirzungen der Herkiinfte, Parzellen-Nr. u. Extraktbezeichnung: s. Material und Methoden 2.2.1. u. 2.3.1
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"Taubertal” 1 erreichte mit Abstand die beste Hemmwirkung im Testsystem, gefolgt von
NLC, SN und 'Taubertal” 2. Wie im Vorjahr hemmten die Herkiinfte von "Topaz™ die
Dimerisierung am schlechtesten.

Die Unterschiede zwischen den Blocken einer Herkunft betrugen teilweise tiber 20% (4 II und
41V;121und 12 IV).

"Taubertal” und 'Topaz” unterschieden sich deutlich hinsichtlich ihrer Herkiinfte im
Testsystem. Besonders auffallend war dabei 'Topaz” 1 mit nur 30% Hemmung der
Dimerisierung. Zur Veranschaulichung sind in Abb. 64 die Mittelwerte der Blocke der

einzelnen Herkiinfte aufgetragen.
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Abb. 64: Hemmung der Tyrosin-Dimerisierung durch die Extrakte der Sorten/Eliteselektionen
des Anbaujahres 2001 (Mittel iiber die Blocke)
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Abweichende Phianotypen aus den Sorten/Eliteselektionen

Tab. 23 gibt die Ergebnisse der Extrakte der sortenuntypischen Phénotypen in dieser

Untersuchung wieder.

Tab. 23: Hemmung der Dimerisierung von Tyrosin durch die Extrakte der abweichenden

Phinotypen aus den Sorten/Eliteselektionen

Sorte/ Hemmung der
Herkunft Typ/Extrakt Dimerisierugng [%o]
2 2A1 41,2+43
(To 1) 2A2 52,3+3,8

2A3 38,9 +9.0

3
(To 2) 3A1 28,0 £ 4,1
4 4A1 46,8 + 3,8
(To 3) 4A2 40,2 + 4.4
4A3 60,4 +24
4A4 30,6 +42
4A5 489+ 3,5
9 9A1 79,6 + 6,9
(NLO) 9A2 66,1+ 5,1

Abkiirzungen der Herkiinfte, Parzellen-Nr. u. Extraktbezeichnung: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.3.1

Die Typen aus den jeweiligen Herkiinften zeigten deutliche Unterschiede in ihrem Einflul auf
das Testsystem.

In Abb. 65 werden diese Ergebnisse den Mittelwerten der Ursprungsherkiinfte gegen-

ibergestellt.
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Abb. 65: Vergleich der Sorten/Eliteselektionen mit den phénotypisch abweichenden Pflanzen-

typen dieser Herkiinfte im Tyrosin-Dimer-System
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Die Ausreiler der Herkunft 2 (To 1) erbrachten zum Teil weitaus bessere Ergebnisse im
Testsystem als To 1 selbst. 3A1 aus Herkunft 3 (To 2) konnte die Hemmwirkung seiner
Herkunftssorte nicht erreichen. Auffallend war, dafl die Werte von 2A1 und der Herkunft 3
nahezu identisch waren. Die Ausreiler der Herkunft 4 (To 3) zeigten ebenfalls eine grofle
Variabilitit in threr Hemmwirkung. 9A1 und 9A2 lagen mit ihren Ergebnissen nicht nur iiber
ihrer Herkunft, sondern erzielten mit die besten Ergebnisse im Testsystem unter allen getesteten

Extrakten.

Eigenselektionen

Die verschiedenen Phénotypen erzielten im Tyrosin-Dimer-System folgende Ergebnisse:

Tab. 24: Hemmung der Dimerisierung von Tyrosin durch die Extrakte der Eigenselektionen

Selektion / Hemmung der
Extrakt Dimerisierung [%]
11 67,8+43
1/2 36,4 £4,7
1111 44,4 £4,1
11/2 46,2 £ 4.4
11/3 35,6 £3,2
11/4 55,5+5,2
14/1 392+£25
14/2 69,0 +3,7
15/1 63,1 +3.9
15/2 63,5 + 3,6
Einzelpflanzen
A 28,8 £3,6
B Ausfall durch
C. gloeosporioides
C 59,6 £4,3
D Ausfall durch
C. gloeosporioides
E 54,8 +49
F 62,6 +5,2
G 63,2 +3,9
H 40,5 +5,1
TT1(50D 67,2142

Abkiirzungen der Herkiinfte, Parzellen-Nr. u. Extraktbezeichnung: s. Material und Methoden 2.2.1 u. 2.3.1

Der Extrakt der Selektion 14/2 hemmte die Dimerisierung von Tyrosin am wirkungsvollsten.
Die Selektionen 1/1, 15/1, 15/2 konnten ihr gutes Ergebnis des Vorjahres wiederholen. Die
Einzelpflanzen F, C und G wiesen ebenfalls eine Hemmwirkung von iiber 60% auf. Die
iibrigen Selektionen erreichten dagegen meist nur knapp ihr Niveau des letzten Jahres, so daf3

die Unterschiede zwischen den Selektionen deutlicher hervortraten.
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Die Abb. 66 und 67 stellen die Ergebnisse der Eigenselektionen im Vergleich zu "Taubertal "1
graphisch dar.
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Abb. 66: Hemmung der Dimerisierung von Tyrosin durch die Extrakte der Eigenselektionen

im Jahr 2001
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Abb. 67: Hemmung der Dimerisierung von Tyrosin durch die Extrakte der Einzelpflanzen-

Selektionen im Jahr 2001
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Zusammenfassung der Ergebnisse der Extrakte der Jahre 2000/2001 im Tyrosin-Dimer-

System:

Sorten und Eliteselektionen

Die Extrakte von 'Taubertal” erzielten im Jahr 2000 die besten Ergebnisse im Testsystem.
Im Jahr 2001 galt dies nur noch fiir eine Herkunft (TT 1) dieser Sorte. "Topaz” schnitt in
beiden Jahren am schlechtesten ab. Im 2. Standjahr konnte NLC sein gutes Ergebnis des
Vorjahres im Testsystem wiederholen, SN wiederum verbesserte sich deutlich.

Die verschiedenen Herkiinfte von "Topaz” und "Taubertal” waren untereinander im 1.
Standjahr anhand ihrer Hemmwirkung nicht zu differenzieren. Im 2. Standjahr traten
deutliche Unterschiede auf, v.a. zwischen den "Topaz’-Herkiinften.

Innerhalb der einzelnen Sorten/Eliteselektionen waren zwischen den Extrakten der Blocke
[ — IV erhebliche Schwankungen hinsichtlich der Hemmung der Dimerisierung zu
beobachten. Im 2. Standjahr betrug der Unterschied zwischen den Blécken vereinzelt iiber
20%.

Die Extrakte der Pflanzen mit sortenabweichendem Phénotyp in den "Topaz’-Herkiinften
und NLC wichen in ihrer Wirkung auf das Testsystem teils stark vom Mittel ihrer

Herkinfte ab.

Eigenselektionen

Im 1. Standjahr konnte keine Selektion die Testwerte von "Taubertal” erreichen.

Im 2. Standjahr erzielten einige Selektionen eine deutliche Steigerung ihres Leistungs-
niveaus und erreichten damit teilweise bessere Hemmwerte als "Taubertal”. Dies galt
besonders fiir die Selektionen 1/1, 15/1, 15/2, die in beiden Jahren ein gutes Ergebnis im

Testsystem aufwiesen.
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2.2.3.2 Cu(Il)-induzierte LDL-Oxidation

Die Cu(Il)-induzierte LDL-Oxidation ist ein Modellsystem fiir die Lipidperoxidation an
Membranen, die wiederum am depressiven Geschehen im Gehirn beteiligt ist (BILICI ET AL.,

2001).
2.2.3.2.1 Dienkonjugation

Die LDL-Oxidation kann durch die Bildung konjugierter Diene photometrisch verfolgt
werden (ESTERBAUER ET AL., 1989). Die Reaktionsabldufe und der genaue Reaktionsansatz

wurde bereits in Material und Methoden 2.5.4.2.1 beschrieben.
Alle verwendeten Extrakte wurden auf 8 mg Droge/ml eingestellt und mit einer Konzentration
von 0,1% 1.A. in das Testsystem eingesetzt. Falls nicht anders angegeben, wurden

stellvertretend fur die Herkiinfte nur deren Extrakte aus Block I verwendet.

Sorten und Eliteselektionen

Da die Herkiinfte von 'Taubertal” und "Goldstern” untereinander sehr einheitliche Ergebnisse
im Tyrosin-Dimer-System erzielt hatten, wurde bei beiden Sorten jeweils nur die erste

Herkunft (TT 1 bzw. GS 1) getestet.
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Abb. 68: Einflul der Extrakte der Sorten/Eliteselektionen auf die Cu(Il)-induzierte Dien-
konjugation im LDL
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"Topaz” 3 (4) konnte die Dienkonjugation im Vergleich zu den anderen Herkiinften am
schlechtesten hemmen. Die Differenz zu den anderen betrug knapp 1 puM Quercetin-

Aquivalente.

Eigenselektionen

Aufgrund der groBen Anzahl an Selektionen und der begrenzten MeBkapazitit wurden nur eine
Auswahl davon im Testsystem untersucht (unter besonderer Beriicksichtigung ihrer Ergebnisse

im Tyrosin-Dimer-Testsystem).
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Abb. 69: EinfluB3 der Extrakte der Eigenselektionen auf die Cu(Il)-induzierte Dienkonjugation

14/1 und A wiesen den geringsten Effekt im Testsystem auf. Die Differenz zu 1/1, der besten

Selektion in diesem Testsystem, lag wiederum bei 1 pM Quercetin-Aquivalente.

Bei der Wiederholung der hier dargestellten Experimente verkleinerte sich diese Differenz teils
soweit, daf} keine Unterschiede zwischen den Extrakten mefbar waren. Durch eine Erhéhung
der Extraktkonzentration auf 0,25% 1.A. konnte keine qualitative Verbesserung der

Unterscheidbarkeit der Extrakte erzielt werden.
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2.2.3.2.2 Tryptophanfluoreszenz

LDL besitzt am ApoB-100 Tryptophanreste, die wihrend der Oxidation des LDL ebenfalls
oxidiert werden (REYFTMANN ET AL., 1990). Die Fluoreszenz von Tryptophan im UV wird zur
Beobachtung des Oxidationsverlaufs genutzt, da ein Verlust der Fluoreszenz gemessen
werden kann.

Die Abnahme der Fluoreszenz verlduft in der ersten Phase nahezu linear und langsam. In
einer zweiten Phase kommt es zu einer Beschleunigung dieses Prozesses durch Produkte der
Lipidperoxidation. Die Dauer der ersten Phase dient, wie die Lag-Phase bei der
Dienkonjugation, zur Beurteilung einer Substanz hinsichtlich ihrer protektiven Wirkung

gegeniiber der LDL-Oxidation.

Testansatz:
PBS ad 1 ml
entsalztes LDL 50 pg Protein i.A.
Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen

Cu(Il) 3,36 UM i.A.

Die Messung erfolgte am Fluoreszenzphotometer im Abstand von 15 min (AEx = 282 nm;
AEm =331 nm).

Wie bereits bei der Cu(Il)-induzierten Dienkonjugation wurden die Extrakte auch bei der
Tryptophanfluoreszenz auf 8 mg Droge/ml eingestellt und mit einer Konzentration von 0,1%

1.A. gestestet.

Sorten und Eliteselektionen

Eine begrenzte Mellkapazitit machte eine Beschriankung auf wenige Extrakte notwendig.

Bei den Sorten wurden daher nur "Topaz’ 1, "Topaz” 3, "Taubertal” 1 und SN getestet. Sie
hatten bei den bis dahin durchgefiihrten Untersuchungen gute Ergebnisse erzielt. "Taubertal”
1 und SN zeigten zudem auch im Feldversuch gute Eigenschaften. Stellvertretend fiir jede

Herkunft wurde nur deren Extrakt aus Block I eingesetzt.
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Abb. 70: EinfluB der Extrakte verschiedener Sorten/Eliteselektionen auf die Tryptophan-

fluoreszenz

Die 'Taubertal’-Herkunft konnte den Ubergang in die rasche Fluoreszenzabnahme am

langsten verzogern, dicht gefolgt von SN und "Topaz” 1. "Topaz” 3 wies die geringste

Wirkung hinsichtlich der Phasenverschiebung auf.
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Abb. 71: Einflul von Extrakten verschiedener Eigenselektionen auf die Tryptophanfluoreszenz

AuBer dem Extrakt der Einzelpflanze A zeigten alle getesteten Extrakte eine bessere Wirkung

auf die Fluoreszenzabnahme als "Taubertal” 1.
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Zusammenfassung der Ergebnisse in den Systemen der Cu(Il)-induzierten LDL-Oxidation:

- Bei der Dienkonjugation zeigten sich nur so geringe Unterschiede zwischen den
Extrakten, da3 keine aussagekriftige Bewertung moglich war.

- Bei der Tryptophanfluoreszenz bewirkten fast alle ausgewéhlten Extrakte der Selektionen
eine ldngere Verzdgerung in der Abnahme der Fluoreszenzintensitét als der "Taubertal -

Extrakt, der unter den getesteten Sorten das beste Ergebnis erzielt hatte.

2.2.3.3 LDL-Oxidation durch Tyrosyl-Radikale

Tyrosyl-Radikale, katalysiert durch Myeloperoxidase MPO, konnen LDL oxidieren
(SAVENKOVA ET AL., 1994). Diese Reaktion diente als Grundlage zur Entwicklung der LDL-
Oxidation durch POD-katalysierte Tyrosyl-Radikale. Der genaue Entwicklungsverlauf und
der verwendete Ansatz zur Testung von Johanniskrautextrakten wurde bereits in Material und
Methoden 2.5.4.3 und Ergebnisse 1.2.2.5 dargelegt.

In den nun folgenden Untersuchungen wurden dieselben Extrakte verwendet wie bei der

Cu(Il)-induzierten Dienkonjugation. Ihre Konzentration betrug 0,25% i.A.
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Sorten und Eliteselektionen
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Abb. 72: Vergleich der Sorten/Eliteselektionen im System der LDL-Oxidation durch Tyrosyl-
Radikale

Die Herkunft von "Taubertal” 1 erzielte die groBte Absenkung des Plateaus, "Topaz” 3 die
geringste. ‘Taubertal” 1 besitzt demzufolge die grofte antioxidative Wirkung in diesem
System. Die Abstufungen der iibrigen Extrakte waren teils so gering, daBl sie nicht

differenziert werden konnten.
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Eigenselektionen
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Abb. 73 (A): Vergleich der Eigenselektionen mit "Taubertal” im System der LDL-Oxidation
durch Tyrosyl-Radikale
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Abb. 73 (B): Vergleich der Eigenselektionen mit "Taubertal” im System der LDL-Oxidation
durch Tyrosyl-Radikale

Die Extrakte der Selektionen 1/2, 14/1 und 14/2, sowie die Einzelpflanzen A und C konnten
das Plateau nicht in dem MaBe wie die Extrakte von 'Taubertal” 1 und Selektion 11/4
absenken und sind daher weniger wirksam als "Taubertal” 1 und 11/4. Die Selektionen 15/1,

15/2, 11/2 und 1/1 sowie Einzelpflanze B dagegen zeigten im Vergleich zu "Taubertal” 1 eine
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groBBere Absenkung des Plateaus und besitzen diesen gegeniiber eine grofere antioxidative

Wirkung in diesem System.
Bei der Wiederholung dieser Experimente war die Reihenfolge von Extrakten, die
untereinander keinen sehr groBen Abstand zwischen den Plateaus aufwiesen, nicht

reproduzierbar.

Zusammenfassung der Ergebnisse im System der LDL-Oxidation durch Tyrosyl-Radikale:

- Taubertal” 1 erreichte im Vergleich der Sorten und Eliteselektionen das beste Ergebnis.

- Die Extrakte der Selektionen konnten teilweise eine groflere Absenkung des Plateaus
erzielen als "Taubertal” 1.

- Eine sichere Unterscheidung der Extrakte anhand ihrer Plateauabfolge war jedoch nur

dann moglich, wenn die Differenz der Plateauniveaus ausreichend grof3 war.
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IV DISKUSSION

Zur Produktion hochwertiger Phytopharmaka ist die Qualitit der Rohdroge von
entscheidender Bedeutung. Die Homogenitit des Drogenmaterials in pharmakologischer und
agronomischer Hinsicht ist dabei unabdingbar.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob diese Kriterien von den im Handel
vertriebenen Sorten erfiillt werden. Ein weiteres Ziel war es, Pflanzentypen mit agronomisch
und pharmakologisch wertvollen Merkmalen zu selektieren, um daraus eine neue Sorte zu
entwickeln. Als Bewertungsmalistab diente neben den Anbaueigenschaften vor allem die

Wirkung der Extrakte in biochemischen Modellreaktionen.

Zur Untersuchung der Versuchsfragen standen zwei Johanniskrautfelder zur Verfiigung:

Feld 1999

Ein 2jdhriger Bestand der beiden eigenen Saatgutselektionen BREIT und SN (s. Material und
Methoden 1.3) wurde zur Durchfiihrung eines Vorversuchs genutzt. Dabei sollte generell
geklart werden, ob die Unterscheidung mehrerer Pflanzentypen nicht nur anhand ihres

Phénotyps, sondern auch durch ihre biochemische Wirkung moglich ist.

Blockanlage 2000/2001

Um die Priifung auf Homogenitidt von Handelssaatgut und die Selektion neuer Pflanzentypen
durchzufiihren, wurde 2000 ein neues Feld in Form einer Blockanlage mit 15 verschiedenen
Saatgutherkiinften angelegt (s. Anhang I). Diese Form wurde gewdhlt, um standortbedingte

Unterschiede auszugleichen.

Die Anbauversuche erstreckten sich liber 3 Jahre. Im ersten Jahr wurde die grundsitzliche
Durchfiihrbarkeit von Selektionen anhand biochemischer und agronomischer Merkmale
geklért. Hierzu diente ein 2jdhriger Pflanzenbestand einer Hypericum-Aussaat mit insgesamt
4 verschiedenen Phénotypen.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde ein Versuchsfeld angelegt, das sowohl der Selektion
neuer Phédnotypen diente als auch der Untersuchung von Hypericum-Sorten hinsichtlich ihrer

Homogenitdt und Leistungsfahigkeit.
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1 ANBAUVERSUCHE

Zum besseren Verstindnis der Ausfithrung tliber Selektionskriterien und Ertrag werden die

wichtigsten Beobachtungen im Feldanbau nochmals dargelegt:

- Die Pflanzen nahezu jeden Phédnotyps verdoppelten im 2. Standjahr sowohl ihre Grof3e als
auch ihre Stengelanzahl.

- Je niedriger die Hohe der Pflanzen ist, desto kleiner ist der Bliihhorizont. Ein geringerer
Stengelanteil im Erntegut und eine hoherwertige Droge sind die Folge.

- Hohe Pflanzen mit geringer Stengelanzahl bilden meist sehr stabile Stengel bzw. Stengel
mit einem grofBen Durchmesser. Je niedriger die Pflanzen und je hoher die Stengelanzahl,
desto diinnere Triebe werden gebildet. Das Verhiltnis FS/TS sinkt.

- Die Pflanzen behalten im 2. Jahr die morphologischen Merkmale, mit Ausnahme von
Pflanzenhohe und Stengelanzahl, des 1. Standjahres bei.

- Eine friihe Bliite macht eine Nachbliite wahrscheinlicher. Diese ist allerdings nicht sicher.

- Eine hohe Stengelanzahl und gute Krautentwicklung wihrend des 1. Standjahres muf
keinen fiir die Ernte ausreichenden Bliitenansatz und gleichmifige Bliite zur Folge haben.

Im 2. Standjahr treten keine Probleme in dieser Hinsicht auf.

Fir die Selektion hinsichtlich der metrischen bzw. makroskopisch erfaBbaren
Pflanzenmerkmale ist es daher notwendig, daBl selektionswiirdige Pflanzen bereits im 1.
Standjahr folgende Parameter aufweisen miissen:

» hohe Stengelanzahl (> 20)

niedrige Wuchshohe (< 50 cm)

sicherer Bliitenansatz

Standfestigkeit

Y V VY V

gute morphologische Bliitenmerkmale beziiglich Hypericin (d.h. Boniturnote 3 bei
,Hypericinbehélter auf den Petalen®, s. Material und Methoden 2.2.2)
Eine friihe Bliite mul3 nicht erwiinscht sein, da durch Phinotypen mit unterschiedlichen

Blithterminen eine Staffelung der Ernte mdglich ist.
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Bei den hier festgelegten Selektionskriterien ist zu berticksichtigen, da3 die im Verlauf dieser
Arbeit praktizierte Kulturfithrung in drei Punkten nicht der des Praxisanbaus entspricht:

- keine Herbst-, sondern Friithjahrspflanzung

- keine Diingung

- keine maschinelle Ernte, sondern Ernte von Hand

Die in der Praxis iibliche Pflanzung im September/Oktober ermoglicht den Pflanzen bereits
noch im Herbst die Bildung von Trieben fiir die ndchste Vegetationsperiode. Dies fiihrt im
Folgejahr zu einer stiarkeren Bestockung bzw. Stengelanzahl als dies bei einer
Frithjahrspflanzung der Fall ist. Ein sicherer Bliitenansatz ist ebenfalls gewdihrleistet.
AuBerdem wird der Bliitezeitpunkt beeinfluflit. Die Pflanzen kommen im 1. Ertragsjahr bereits
im Juni/Juli zur Bliite und nicht erst im August wie bei einer Pflanzung im Friihjahr. Eine 2.
Bliite wird dadurch moglich. Durch eine Herbstpflanzung steigt somit der Ertrag und die
Qualitit der Droge.

Die Diingung hat einen entscheidenden Einflul auf die Entwicklung, die Morphologie und
den Metabolismus von Pflanzen. BRISKIN ET AL. (2000) konnten nachweisen, daf} eine geringe
Stickstoffversorgung von Johanniskraut eine erh6hte Produktion von Hypericinen zur Folge
hat. Bereits BRAUNEWELL (1991) konnte bei ihren Untersuchungen an verschiedenen
Hypericum-Herkliinften feststellen, dal N-Diingung sowohl Triebzahl als auch Pflanzenhdhe
und Verzweigungsanzahl (und damit die Bliitenanzahl) steigert. Der gesteigerte Ertrag bei
Diingergabe ist somit auf die Zunahme der Biomasse zuriickzufiihren, insbesondere auf eine
groBBere Stengelanzahl. Hinsichtlich der durch Diingung gesteigerten Pflanzenhohe ist das
Selektionskriterium ,,niedrige Wuchshohe* daher besonders zu beachten. Von manchen
Phénotypen kann bereits ohne Diingung eine Hohe von bis zu 120 cm erreicht werden.

Um das Potential der Pflanzen besser beurteilen zu koénnen, wurde keine Diingung
vorgenommen. Die Ertrdge sind daher nicht direkt mit denjenigen im Praxisanbau zu
vergleichen. Dort erfolgt eine Diingergabe von bis zu 120 kg N/ha und es werden Ertrdge von
bis zu 260 dt/ha Frischware bzw. 70 dt/ha Droge erzielt (BOMME, 1997). Die in der
vorliegenden Arbeit erzielten Ertrdge liegen mit max. 25 dt/ha Droge weit darunter.

Im 2. Standjahr konnten viele Phinotypen keine Ertragssteigerung erzielen oder hatten sogar
grofere ErtragseinbuBlen im Vergleich zum Vorjahr zu verzeichnen. Dies ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf den Verzicht von Diingereinsatz zuriickzufiihren. Die Ausbildung einer

2. Bliite konnte dadurch ebenfalls unterbunden sein. Zudem standen héufig nur Einzelpflanzen
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zur Emte zur Verfiigung. Dies schrinkt die Aussagekraft der gewonnenen Ertragsdaten

ebenfalls ein.

Die Ernte aller Pflanzen der Anbauversuche erfolgte per Hand (unter Zuhilfenahme einer
Gartenschere). Bei dieser Methode liegt der Schnitt hoher bzw. ist der geerntete
Pflanzenanteil geringer als bei der maschinellen Ernte in der Praxis. Dies vermindert den
Ertrag. Gleichzeitig ist die gewonnene Droge von hoherer Qualitdt, da der Stengelanteil im
Verhiltnis zum Bliitenanteil sinkt.

Bei Phinotypen mit einem kleinen Blithhorizont trifft dies in besonderem Maf} zu. Um diesen
qualitativen Vorteil solcher Pflanzen auch im Praxisanbau zu nutzen, muf} die Schnitthohe bei
der maschinellen Ernte dem Bliihhorizont angepal3t werden. Damit fiir die Anbauer, die meist
nach Ertrag entlohnt werden, kein finanzieller Nachteil entsteht, sollte die hohere Qualitit der
gelieferten Droge vom Abnehmer entsprechend honoriert werden. Sonst besteht fiir den
Anbauer kein Anreiz die Erntemethode abzudndern. Der Vorteil des selektierten Pflanzentyps

geht dann verloren.

Die Ergebnisse des Versuchsanbaus sind v.a. hinsichtlich des Ertrages nur bedingt auf die
Praxis tibertragbar. Der Anbau von Selektionen unter Praxisbedingungen ist daher
unerldBlich, um eine endgiiltige Entscheidung beziiglich ihrer Anbauwiirdigkeit treffen zu

konnen.

2 ANALYTIK

2.1 Inhaltsstoffe

Eine qualitativ hochwertige Droge ist durch einen hohen Gehalt an Inhaltsstoffen
gekennzeichnet. Dabei mufl das gesamte Spektrum der relevanten Stoffklassen von
Johanniskraut (Flavonoide, Biflavone, Naphthodianthrone, Phloroglucin-Derivate) in

ausreichenden Mengen vorhanden sein.

Die Untersuchungen der verschiedenen Pflanzentypen ergab teils sehr gro3e Unterschiede in
der Inhaltsstoffzusammensetzung. Nicht nur die Anteile der bekannten Substanzen am
Gesamtgehalt waren verschieden, sondern es traten auch neue bzw. nicht nidher
identifizierbare Stoffe in groBeren Mengen auf. Jedem Phanotyp kann somit sein individuelles
Inhaltsstoffsprofil zugeordnet werden. Besonders auffillig waren Typen, die zwar eindeutig

H. perforatum waren, jedoch kein Rutin bildeten. MARTONFI ET AL. (2001) berichteten bereits
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von einem Hypericum-Chemotyp ohne Rutin aus Italien. Rutin wird nicht nur als
Wirkkomponente diskutiert (NOLDNER UND SCHOTZ, 2002), sondern muf3 laut DAC in der
Droge nachweisbar sein, um die Herkunft der Droge aus H. perforatum sicherzustellen.
Hyperforin war bei manchen Pflanzentypen ebenfalls in nur geringen Mengen vorhanden.
Dies ist, im Gegensatz zu Rutin, vermutlich nicht auf eine geringe oder fehlende Synthese des
Substanz zuriickzufithren. TEKELOVA ET AL. (2000) wiesen nach, dal Hyperforin v.a. in den
unreifen Kapseln gebildet wird. Der Hyperforingehalt der Droge steigt daher mit dem
Fortschreiten der Bliite. Alle Pflanzen des hier durchgefiihrten Versuchs wurden zum Stadium
der Vollbliite geerntet, das nach subjektivem Ermessen bestimmt wurde. Dies war nach der
Inhaltsstoffanalyse in manchen Féllen zu frith, d.h. es waren noch zu wenig Kapseln
vorhanden, um eine ausreichende Menge an Hyperforin in der Droge zu gewihrleisten. Um
die Hyperforinkonzentration zu steigern, muf} ein spdterer Erntezeitpunkt gewidhlt werden.
Dies kann aber wiederum die Flavonoid- und Hypericingehalte vermindern, die im
fortgeschrittenen Bliihstadium abnehmen (MARTONFI UND REPCAK, 1994; TEKELOVA ET AL.,
2000). Beim sog. Hyperforinschnitt ist dies zu Gunsten einer maximalen Hyperforinausbeute
beabsichtigt. Dieser Schnitt findet meist beim bereits abgebliihten Kraut statt, das nur noch
Kapseln aufweist. Fiir diesen Schnitt sollte die 2. Bliite von Johanniskraut bevorzugt werden.
Im Zusammenhang mit der Hyperforin-Problematik muf3 {iber die Vollbliite als bester
Erntezeitpunkt erneut nachgedacht werden. Dieses Stadium ist flir einen grof3en
Pflanzenbestand nur schwer zu bestimmen und kann bei manchen Phidnotypen zu einem
Defizit an manchen Inhaltsstoffen, wie z.B. Hyperforin, fiihren.

Das Spektrum der Inhaltsstoffe und ihr Verhiltnis zueinander blieb bei dem jeweiligen
Phénotyp im 1. und 2. Standjahr nahezu gleich. Eine Ausnahme bildeten die Selektionen SN
und die Einzelpflanze A. Sie zeigten im 2. Jahr eine extreme Zunahme an Hypericinen. Beide
Pflanzentypen hatten im 1. Jahr nur einen spérlichen Bliitenansatz aufzuweisen. Im 2.
Standjahr war dies nicht der Fall, so dal der Verdiinnungseffekt durch den Stengelanteil
aufgehoben wurde.

Anhand des relativ spezifischen Substanzspektrums konnten ,,Ausreifler“-Typen in den Sorten
zusitzlich zu ihren optischen Merkmalen identifiziert werden. Die Art und Menge an
Inhaltsstoffen und Stoffklassen ist nicht nur genetisch festgelegt, sondern wird auch durch
Umweltfaktoren mitbestimmt. So haben das Klima allgemein und die Witterung wéhrend der
Vegetationsperiode bis zur Ernte Einfluf3 auf die Entwicklung der Pflanze und somit auch auf
den Sekundérstoffwechsel. So stellten z.B. POUTARAUD ET AL. (2001) nach Belichtung von

Bliitenknospen eine Zunahme an Hypericinen fest.
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Genauere Untersuchungen in Bezug auf die Zusammenhdnge zwischen z.B. Sonnen-
scheindauer und Inhaltsstoffgehalt waren im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich. Allerdings
konnte ein Ausbleichen der Petalen bei langanhaltender intensiver Strahlung beobachtet
werden. Eine Auswaschung von Substanzen ist ebenfalls moglich. Dies kann bei den
Hypericinen makroskopisch verfolgt werden. Nach lidngeren Niederschldgen waren die
Hypericinbehilter auf den Petalen nicht mehr klar vom umgebenden Gewebe abgegrenzt und
zeigten Spuren der Auswaschung bzw. Lésionen. Der Inhalt der Behilter verteilte sich in
verwaschenen Flecken auf den Bliitenblattern.

Da die Menge an Inhaltsstoffen im Extrakt nur relativ bestimmt wurde, konnen keine genauen
Aussagen iiber ihre Konzentration im Extrakt oder der Droge gemacht werden. Ein Vergleich
der Phénotypen ist jedoch moglich. Die Werte der Analyse sind nur begrenzt mit denjenigen
aus Drogenmaterial, das aus Praxisanbau stammt, vergleichbar. Wie bereits erldutert, steigt
durch die Handernte die Qualitit der Droge und somit der Gehalt an Inhaltsstoffen. DENKE
(1997) wiederum hat nachgewiesen, dal Diingung zwar den Ertrag steigert, die Inhaltsstoffe
jedoch leicht zuriickgehen. Dies bedeutet, dal die Droge jedes Phénotyps in diesem
Anbauversuch hohere Gehalte an Inhaltsstoffen hat, als dies unter Praxisbedingungen der Fall
wire. Die Analysenwerte sind daher nur innerhalb des Versuches vergleichbar und
aussagekriftig. Sie geben Hinweise auf vielversprechende Pflanzentypen, die sich allerdings

erst in der Praxis bewihren miissen.
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2.2 Biochemische Testsysteme

2.2.1 POD-katalysierte Dimerisierung von L-Tyrosin

Aktivierte Neutrophile sind in der Lage mit Hilfe von Myeloperoxidase (MPO) und H,O,
Tyrosyl-Radikale zu bilden und zu Dimeren zu verkniipfen (HEINECKE ET AL., 1993).
Dityrosin wurde in erhohtem MalBl in Gehirnen von Alzheimer betroffenen Patienten
vorgefunden (HENSLEY ET AL., 1998). Die Dimerisierung von Tyrosin trigt ebenfalls zur
Entstehung der sog. ,,Lewy bodies®, die im Gehirn von Parkinson-Patienten zu finden sind,
bei (SOUZA ET AL., 2000).

TURKALL ET AL. (1982) wiesen nach, daB3 Methionin-Enkephaline von polymorphkernigen

phagozytierenden neutrophilen Granulozyten mit Hilfe von MPO in Anwesenheit von H,O,

oxidiert und dadurch deren opioide Eigenschaften beeintrachtigt werden.

POD ist ebenfalls in der Lage, mit H,O, Methionin-Enkephaline iiber deren Tyrosin-Enden zu

dimerisieren (ROSEI ET AL., 1991). DENKE (1997) entwickelte daraus die POD-katalysierte

Dimerisierung von L-Tyrosin.

Der Extrakt bzw. seine Inhaltsstoffe konnen die Dimerisierung von Tyrosin auf

unterschiedliche Weise hemmen/beeinflussen:

e Anstatt Tyrosin konnen ebenfalls Extraktinhaltsstoffe von der POD umgesetzt werden,
wenn sie ein besseres Substrat fliir das Enzym darstellen als Tyrosin (kompetitive
Hemmung).

e Die entstehenden Radikale dieser Substanzen konnen miteinander dimerisieren oder sich
mit Tyrosin-Radikalen verbinden. Dies senkt die Bildung von Tyrosin-Dimeren.

e Die Substanzen des Extraktes konnen die Tyrosin-Radikale zu Tyrosin reduzieren. Dabei
werden die Extraktinhaltsstoffe selbst zu Radikalen, die die eben erlduterten Ver-
bindungen mit anderen Radikalen eingehen konnen.

e SchlieBlich ist eine Hemmung der POD durch den Extrakt mdglich, so dal das Enzym
seine Aktivitdt verliert (allosterische Hemmung).

Der genaue Wirkmechanismus des Extraktes ist aufgrund der Komplexitit des

Reaktionsablaufs und der Zusammensetzung des Extraktes selbst nicht erfaf3bar.

Johanniskrautextrakte, die von unterschiedlich kultivierten Pflanzen stammten, konnten
anhand dieses Testsystems erfolgreich differenziert werden (DENKE, 1999). Extrakte eines

schmalblattrigen und eines breitbléttrigen Wuchstyps unterschieden sich ebenfalls in ihrer
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Wirkung auf die Tyrosin-Dimerisierung (MANN, 1998). Durch diese Untersuchungen war die
Eignung des Systems zur Charakterisierung von Hypericum-Extrakten ausreichend unter
Beweis gestellt. Die ziigige Analytik der Testansdtze durch Verwendung einer HPLC mit
Autosampler ermdglicht auBerdem einen hohen Probendurchsatz.

Die Testung sowohl der Eliteselektionen/Sorten von Hypericum als auch der
Eigenselektionen ergab deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Pflanzentypen.
Eine vergleichbare Schirfe der Auflosung konnte von den iibrigen Testsystemen nicht erzielt
werden. Dies ist auf die Tatsache zuriickzufiihren, dafl das Dimer-Testsystem nicht nur auf
Quercetin und seine Glykoside reagiert. Eine Untersuchung des Einflusses der
Hauptinhaltsstoffe auf die Tyrosin-Dimerisierung zeigte deutliche Unterschiede zwischen den
Substanzen. Quercetin und seine Glykoside hemmen konzentrationsabhéngig die
Dimerisierung. Dies bestétigt die Ergebnisse von DENKE (1997). Dort wurden Quercetin-
Glykoside als Reinsubstanzen und verschiedene Fraktionen eines Johanniskrautextraktes im
Tyrosin-Dimer-System eingesetzt. Auch die Quercetin-Glykosid-Fraktion des Extraktes
zeigte bei diesen Untersuchungen eine gute Hemmwirkung. Fraktionen mit {iberwiegend
Biapigenin konnten die Reaktion wesentlich schlechter hemmen.

Die Biflavone und Hypericine wurden von DENKE (1997) nicht als Einzelsubstanzen in das
Testsystem eingesetzt. Die entsprechenden Extraktfraktionen waren durch eine geringe
Aktivitdt im System gekennzeichnet.

In der vorliegenden Arbeit stimuliert das Biflavon Amentoflavon als Einzelsubstanz die
Dimerbildung sehr stark. Biapigenin, das in wesentlich groleren Mengen in den Extrakten zu
finden ist als Amentoflavon (JURGENLIEMK UND NAHRSTEDT, 2002), konnte nicht getestet
werden, da es zum damaligen Zeitpunkt nicht verfligbar war. Allerdings deuten die
Untersuchungen von DENKE (1997) und die Daten der Inhaltsstoffanalyse im Zusammenhang
mit den Ergebnissen des Dimer-Systems darauf hin, daB3 es ebenfalls die Dimerisierung
stimuliert. Bei den Naphtodianthronen hatte Hypericin keinen EinfluB} auf die Dimerbildung.
Pseudohypericin, das sich nur in einer OH-Gruppe von Hypericin unterscheidet, zeichnete
sich durch eine nur sehr leichte Stimulation der Grundreaktion aus. Es ist anzumerken, daf} in
frischen Extrakten Pseudohypericin im Vergleich zu Hypericin in knapp doppelter Menge
vorliegt (JURGENLIEMK UND NAHRSTEDT, 2002). Auf die Testung von Hyperforin wurde aus
Kostengriinden verzichtet. Im Datenmaterial liegen zudem keine Hinweise vor, die auf einen

EinfluB3 von Hyperforin auf das Testsystem schlieen lassen.
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Die Wirkung eines Johanniskrautextraktes im Dimer-System ist demnach durch seine
Zusammensetzung bzw. die Verhéltnisse seiner Einzelkomponenten zueinander bestimmt. Im
Gegensatz zu den iibrigen Testsystemen kann daher das Dimer-System zu einer wesentlich
genaueren Differenzierung der Extrakte herangezogen werden.

Im Hinblick auf Pseudohypericin und die Biflavone ist zu beriicksichtigen, daBl sie auf die
Hemmung der Dimerisierung zwar einen negativen Einflu3 haben, daraus aber nicht auf ihre

Unwirksamkeit in anderen antidepressiven Mechanismen geschlossen werden kann.

2.2.2 Indolessigsiure (IAA) -Oxidation

Die TAA-Oxidation durch Meerrettichperoxidase ohne Zugabe von H,O, (Oxidase-Aktivitét)
wird, vereinfacht formuliert, durch Monophenole stimuliert und durch o-Diphenole gehemmt
(GORTNER UND KENT, 1958). Pflanzliche Extrakte stellen ein komplexes Gemisch aus diesen
Substanzgruppen dar. Werden Extrakte mit ansteigender Konzentration in dieses System
eingesetzt, ist zunéchst eine leichte Reaktionsstimulierung zu beobachten. Diese schlidgt dann
abrupt in eine vollstindige Hemmung innerhalb eines sehr engen Konzentrationsbereiches
um. Je niedriger die Konzentration des Extraktes, bei der die Hemmung eintritt, desto
positiver ist der Extrakt zu bewerten und desto hoher ist seine Konzentration an o-Diphenolen
(VOLPERT, 1993). Ein Zusammenhang zwischen dem Testsystem und den physiologischen
Vorgéngen bei einer Depression ist nicht gegeben.

VOLPERT (1993) nutzte dieses System zur Charakterisierung und Differenzierung von
Propolisextrakten. Johanniskrautextrakte enthalten hauptsidchlich Quercetin-Glykoside
(Quercetin weist im Ring B eine o-Dihydroxygruppierung auf) und konnten bereits im [AA-
System unterschieden werden (MANN, 1998). Da die Detektion photometrisch erfolgt, schien
das System geeignet fiir die schnelle Selektion von Johanniskrautphénotypen.

Zunidchst wurden Extrakte der Phinotypen des Versuchsfeldes des Jahres 1999 in das
Testsystem eingesetzt. Im ersten Versuchsansatz zeigten sich deutliche Unterschiede
zwischen den Extrakten der einzelnen Pflanzentypen. Auffillig dabei waren die groflen
Standardabweichungen bei den MeBpunkten. Bei einer Wiederholung des Experiments war
kein Unterschied mehr zwischen den Phénotypen erkennbar (s. Ergebnisse 1.2.2.2). Im
Tyrosin-System waren sie hingegen deutlich voneinander differenzierbar. Nur der Extrakt BN
18, der das schlechteste Ergebnis im Tyrosin-System erreicht hatte, wies auch bei der IAA-

Oxidation eine schlechtere Leistung im Vergleich zu den iibrigen Extrakten auf.
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Die mangelnde Reproduzierbarkeit kann mdglicherweise auf suboptimale Reaktions-
bedingungen als auch auf MeBfehler bei der Durchfiihrung zuriickgefiihrt werden. Bereits
eine Abweichung in der Inkubationszeit kann zu einer Verschiebung des Ergebnisses fithren
(VOLPERT, 1993). Unterschiede im Sauerstoffgehalt der Einzelansidtze bzw. in den
Reagenzien kdnnen die Reaktion ebenfalls beeinflussen und zu hohen Standardabweichungen
fiihren.

Die unterschiedliche Zusammensetzung der Extrakte der hier getesteten Phénotypen spiegelt
sich nicht in den Testergebnissen wider. Eine Unterscheidung der verschiedenen
Pflanzentypen ist kaum moglich. Dies ist durch die fehlende Sensitivitit des Testsystems
bedingt. Die Phinotypen sind in Bezug auf die in der IAA-Reaktion wirksamen Komponenten
bereits zu dhnlich, um unterschieden werden zu konnen.

Die photometrische Messung bietet den Vorteil, daB Ergebnisse schnell abgelesen werden
konnen. Der Testansatz selbst ist jedoch sehr aufwendig. Die korrekte Durchfiihrung des
Tests erfordert pro Extrakt die Messung einer Verdiinnungsreihe. Die Testung groBerer
Probenmengen wird dadurch aufwendig und ineffizient. Zudem ist die grole Menge bzw. die
Entsorgung des Schwefelsdureabfalls problematisch. In Bezug auf die pharmakologische
Selektion von Johanniskraut ist dieses Testsystem daher weniger geeignet.

Zur Aufwandminimierung wird folgende Vorgehensweise als Alternative vorgeschlagen:
zunidchst wird der Test mit der Verdiinnungsreihe eines Extraktes durchgefiihrt, der die
gewiinschten Inhaltsstoffmengen aufweist. Dies dient zur Bestimmung der Konzentration des
Extraktes i.A., bei der IAA noch abgebaut wird, bevor dieser Abbau bei der nichst-héheren
Extraktkonzentration gestoppt wird. Alle Extrakte werden nun nur mit dieser Konzentration
in das Testsystem eingesetzt und iiberpriift, ob sie den Abbau der IAA hemmen oder nicht.
Dies erhoht den Probendurchsatz, vermindert den Arbeitsaufwand sowie die Problematik der
Schwefelsdureabfalls.

Obwohl sie keine physiologische Relevanz hinsichtlich des Depressionsgeschehens hat, ist
die TAA-Oxidation durchaus im medizinischen Bereich von Interesse. FOLKES UND
WARDMAN (2001) stellten fest, dal durch die Oxidation von IAA durch POD zytotoxische
Verbindungen entstehen. Diese Untersuchungen werden in der Krebstherapie genutzt.
WARDMAN (2002) schldgt die gezielte Beforderung von POD mit Hilfe von Antikérpern zu
bosartigen Tumoren vor. In Kombination mit der Verabreichung von IAA stellt dies eine

mogliche neue Methode zur Krebsbekdmpfung dar.
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2.2.3 Dopamin-B-Hydroxylase (D-3-H)

Die Verschiebung der Neurotransmitter-Homoostase spielt eine groe Rolle bei der
Entstehung von depressiven Erkrankungen. LAMBERT ET AL. (2000) konnten ein Defizit an
Dopamin bei Patienten mit depressiver Erkrankung nachweisen. HIETALA ET AL. (1999)
stellten eine niedrige Dopamin-Funktion/Synthese im Zusammenhang mit Depressionen bei
Schizophrenie-Patienten fest. Die Verabreichung von Johanniskrautextrakt sowie Hypericin
und Hyperforin als Einzelsubstanzen fiihrte in klinischen Studien zu einer Erhohung der
Dopaminkonzentration im Gehirn (FRANKLIN UND COWEN, 2001). CALAPAI ET AL. (1999)
beobachteten bei Ratten nach deren Behandlung mit Johanniskrautextrakten ebenfalls eine
Zunahme von Dopamin in bestimmten Regionen des Gehirns. Ein flavonoidreicher Extrakt
zeigte bei diesen Untersuchungen einen besonders ausgeprigten Einfluf auf die
Konzentration der Neurotransmitter.
Das Enzym Dopamin-B-Hydroxylase (D-B-H) katalysiert die Reaktion von Dopamin zu
Noradrenalin. KLEBER ET AL. (1999) und DENKE ET AL. (2000) konnten nachweisen, daf3
Johanniskrautextrakte das Enzym hemmen und somit den Abbau von Dopamin verhindern.
Die D-B-H-Reaktion kann durch den Extrakt folgendermafen beeinflut werden:
e Bereits die Einzelkomponenten des Testansatzes werden vom Extrakt gebunden, so daf3
sie nicht mehr in die Reaktion eingehen kdnnen.
e Der Extrakt selbst kann zum Substrat fiir das Enzym werden oder das Enzym hemmen.
Die genaue Wirkungsweise des Extraktes ist jedoch unklar.
Ein Vergleich der Reinsubstanzen zeigte, dal die Hypericine den Flavonoiden von
Johanniskraut in ihrer Hemmwirkung auf das Enzym um das 10fache tiberlegen sind (DENKE
ET AL., 2000). Durch die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurde
bestdtigt, dal der Hypericin-Gehalt der Extrakte positiv mit ihrer Hemmungwirkung auf die
D-B-H korreliert.
Die Flavonoide sind jedoch nicht zu vernachldssigen, da sie mit bis zu 4% wesentlich hoher
in Extrakten vorhanden sind als die Hypericine (bis zu 0,3%) (WICHTL, 1997). Ein Hypericin-
armer Extrakt mit hohem Flavonoidgehalt ist folglich ebenfalls in der Lage, ein gutes
Ergebnis im Test zu erzielen. Dies relativiert die Bedeutung der Hypericine als
Hauptwirkstoffklasse in diesem Testsystem, da bei den getesteten Phidnotypen mit hohen
Hypericin-Werten auch die Flavonoide in erhohtem Mall vorhanden waren. Ein additiver
Effekt der beiden Substanzklassen auf die Hemmung des Enzyms konnte jedoch nicht

eindeutig festgestellt werden.
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Weitere Untersuchungen waren aus Kostengriinden und aus Mangel an Enzym leider nicht
moglich. Eine Inhaltsstoffanalyse bzw. eine Bestimmung der Hypericingehalte ist jedoch im
Allgemeinen ausreichend, um eine Aussage beziiglich der D-B-H-Hemmung treffen zu
konnen.

Eine niedrige Aktivitdt der D-B-H ist allerdings nicht generell mit antidepressiven Effekten
verkniipft. Bei Depressionen mit psychotischen Merkmalen wurde eine niedrigere Aktivitit
der D-B-H gemessen als bei depressiven Erkrankungen ohne Psychose (CUBELLS ET AL.,
2002). Patienten mit wahnhaften Depressionen wiesen ebenfalls eine deutlich niedrigere
Enzymaktivitit auf als die Gruppe ohne Wahnvorstellungen oder gesunde Probanden
(MEYERS ET AL., 1999). HAMNER UND GOLD (1998) hingegen fanden eine erhohte
Enzymaktivitit bei Personen mit posttraumatischem Stresyndrom psychotischer Natur
gegeniiber Erkrankten ohne psychotische Merkmale und Gesunden.

Im Zusammenhang mit diesen Unterschieden im Erscheinungsbild der Depression wird auch
eine genetische Pridisposition diskutiert. WOOD ET AL. (2002) stellten fest, dal depressive
Patienten, die paranoide Wahnvorstellungen hatten, einem anderen Alleltyp des D-B-H-Gens
angehorten als Patienten ohne Paranoia. CUBELLS ET AL. (2002) konnten keine signifikante
Beziehung zwischen Genotyp und den psychotischen Symptomen ihrer Probanden ableiten.
All diese Untersuchungen zeichnen ein sehr komplexes Bild der D-B-H—Aktivitdt und deren
Bedeutung im Geschehen der Depression. Daher ist dieses Enzym, und insbesondere dessen

Hemmung, bei den verschiedenen Formen der Depression jeweils gesondert zu bewerten.

2.2.4 Cu(Il)-induzierte LDL-Oxidation

Die Lipidperoxidation gilt nicht nur als eine der Ursachen der Artherosklerose, sondern wird
auch im Zusammenhang mit neurodegenerativen Prozessen diskutiert. PRATICO ET AL. (2001)
konnten bei transgenen Méusen eine positive Korrelation zwischen der Lipidperoxidation und
der Bildung von Amyloid-Plaques, die bei Alzheimer auftreten, feststellen. In Verbindung mit
dem Amyloid-B-Peptid werden Ubergangsmetalle und Lipidperoxidation ebenfalls fiir
erhohten oxidativen Stre3 bei Alzheimer verantwortlich gemacht (ARLT ET AL., 2002). BILICI
ET AL. (2001) wiederum fanden bei depressiven Patienten eine hohere Lipidperoxidation als

bei der gesunden Kontrollgruppe.
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Dienkonjugation

Die Cu(Il)-induzierte Oxidation von LDL ist ein Modell fiir die Lipidperoxidation. Die
Bewertung der antioxidativen Kapazitdt von Reinstoffen oder Extrakten geschieht in diesem
System normalerweise iiber die Messung der Dienkonjugation und die Dauer bis zu deren
exponentiellem Anstieg (Lag-Phase) (ESTERBAUER ET AL., 1992).

Die Untersuchungen von MANACH ET AL. (1998), BROWN ET AL. (1998), HEIUNEN ET AL.
(2002) und anderen Gruppen bewiesen, dall Flavonoide, besonders Quercetin, die LDL-
Partikel vor Oxidation schiitzen kdnnen.

Dieser Schutz wird durch verschiedene Mechanismen erreicht:

e Cu(Il) - Komplexierung (BROWN ET AL., 1998; YAMAMOTO ET AL., 1999)

e Radikal-Scavenger (YAMAMOTO ET AL., 1999; PIETTA, 2000; NUVELDT ET AL. 2001)

e Schutz des LDL-eigenen a-Tocopherols (HIRANO ET AL., 2001)

e Schutz des Apolipoproteins B 100 (FILIPE ET AL., 2002)

Um einen besseren Vergleich der Extrakte zu ermdglichen und deren Aktivitit auch in
Molaritdat ausdriicken zu konnen, wurden die Lag-Phasen der Extrakte anhand einer
Quercetin-Kalibrationsgerade in Quercetin-Aquivalente umgerechnet. Bei den Unter-
suchungen der Extrakte des Jahres 2000 konnten Unterschiede von bis zu 1 uM Quercetin-
Aquivalent zwischen den Extrakten festgestellt werden. Die Rangfolge der Extrakte bei der
Wiederholung der Experimente war jedoch nicht exakt reproduzierbar.

Bei einer genaueren Betrachtung der LDL-Cu(Il)-Ergebnisse und der Flavonoidwerte der
entsprechenden Extrakte kann eine relativ gute Ubereinstimmung der Rangfolge festgestellt
werden, d.h. die Rangfolge im LDL-Cu(II)-System entspricht im Wesentlichen dem Gehalt an
Flavonoiden (s. Abb. 74).
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Abb. 74: Korrelation zwischen Quercetin u. dessen Derivaten und den Ergebnissen der

Cu(IT)-induzierten LDL-Oxidation

Die Gleichung der Regressionsgerade lautet wie folgt:
Quercetin-Aquivalente [uM] =
6,13295 *10°8 [area Epssnm / %] * Quercetin u. Derivate [area Esgpm] + 0,401 [uM]
r=0,69429

Ein dhnlich hoher Korrelationskoeffizient konnte fiir keine der anderen Substanzklassen
gefunden werden. Dies stiitzt die Vermutung, dafl v.a. Quercetin und seine Derivate fiir die
antioxidativen  Eigenschaften der Johanniskrautextrakte im  LDL-Cu(II)-System
verantwortlich sind. Allerdings sind die offensichtlichen Unterschiede im Flavonoidgehalt
weniger deutlich bei der Verzogerung der LDL-Oxidation wiederzufinden.

Die Unterschiede der Lag-Phasen desselben Extraktes bei der Wiederholung der
Versuchsdurchfiihrung erschwert eine aussagekriftige Bewertung. Die ungeniigende Schérfe
der Differenzierung und der Reproduzierbarkeit steht auerdem in keinem Verhéltnis zu den
aufwendigen Vorarbeiten fiir das Testsystem (LDL-Isolierung). Eine serielle Untersuchung
groBBer Probenmengen ist ebenfalls aufgrund der geringen MeBkapazitit und des hohen
Arbeitsaufwandes nicht effizient.

Durch das LDL-Cu(Il)-System kann eine antioxidative Wirkung von Johanniskrautextrakten
nachgewiesen werden. Ein Zusammenhang zwischen Flavonoidgehalt und den antioxidativen
Eigenschaften im System ist ebenfalls tendentiell erkennbar. Eine sichere Differenzierung

gelingt jedoch nur bei groBBeren Unterschieden im Flavonoidgehalt.
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Trvptophanfluoreszenz

Bei der Tryptophanfluoreszenz-Messung der Cu(ll)-induzierten LDL-Oxidation wurden
dhnliche Beobachtungen gemacht. Die positive Korrelation zwischen dem Flavonoidgehalt
der Extrakte und der Verzogerung der LDL-Oxidation war hier etwas deutlicher zu sehen als
bei der Messung der Dienkonjugation. Jedoch erlaubt die, im Vergleich zur Messung der
Dienkonjugation, noch aufwendigere Messung und der noch héhere Verbrauch an isoliertem

LDL keine grof3e Probenanzahl.

2.2.5 LDL-Oxidation durch Tyrosyl-Radikale

Durch MPO katalysierte Oxidationsprodukte wie Tyrosyl-Radikale, Nitro-, Chloro- und
Dityrosin kénnen in Zusammenhang mit Lipidperoxidation gebracht werden (PODREZ ET AL.,
2000). Wie bereits geschildert, wird Dityrosin in erhohtem Mall bei neurodegenerativen
Krankheiten gebildet. SAVENKOVA ET AL. (1994) wiesen nach, dal LDL durch MPO-
katalysierte Radikale oxidiert werden kann. Auf der Grundlage dieser Untersuchungen wurde
angestrebt, ein neues physiologisch relevantes Testsystem zu entwickeln. Zu diesem Zweck
wurde der Ansatz von SAVENKOVA ET AL. (1994) modifiziert.

SAVENKOVA ET AL. (1994) verwendeten MPO zur Generierung von Tyrosyl-Radikalen, wobei
Glucose/Glucoseoxidase als H,O,-Generatorsystem diente. Dieser Ansatz wurde in der
vorliegenden Arbeit in soweit verdndert, dal MPO durch POD und Glucose/Glucoseoxidase
durch eine Boluszugabe H,0, ersetzt wurde. Bereits WIELAND ET AL. (1993) wiesen eine
LDL-Oxidation durch Meerrettichperoxidase in Anwesenheit von H,O, nach. Die LDL-
Oxidation durch Tyrosyl-Radikale unterscheidet sich in ihrem Verlauf deutlich von der
Cu(Il)-induzierten LDL-Oxidation. Im Gegensatz zu der Oxidation durch Cu(II) tritt bei der
Oxidation durch Tyrosyl-Radikale keine Lag-Phase auf, sondern es ist ein sofortiges
Einsetzen der Propagationsphase zu beobachten.

Bei konstanten Bedingungen fiir LDL, H,O, und POD ist der Anstieg der Propagationsphase
abhingig von der Tyrosinkonzentration. Ohne Tyrosin kommt es ebenfalls zur LDL-
Oxidation, die allerdings wesentlich schwicher verlduft als mit Tyrosin.

Bei einer kontinuierlichen Steigerung von Tyrosin ist ab einer Konzentration von 10 uM 1.A.
zu beobachten, dal die Propagationsphase nach ca. 200 min stagniert und in eine
»Plateauphase® iibergeht. Die Hohe dieses Extinktionsniveaus nimmt bis 50 uM 1.A. zu. Eine

weitere Erhohung der Tyrosinkonzentration fiihrt zu einer Absenkung des Plateaus. Dies
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deutet auf eine Hemmung der Tyrosyl-Radikal-Generierung durch Tyrosin selbst hin
(Substrathemmung).

Zur Durchfiihrung weiterer Experimente wurde eine Tyrosinkonzentration von 25 uM i.A.
gewihlt, da hier eine maximale Dienbildung erreicht wurde ohne einen plotzlichen Ubergang
der Propagations- in die Plateauphase. Die Zugabe von Quercetin in diesen Ansatz fiihrt zu
einer konzentrationsabhingigen Erniedrigung des Extinktionsniveaus, wobei sich der
Ubergang in das Plateau sehr abrupt vollzieht.

Dies ist auch bei der Zugabe von Johanniskrautextrakten der Fall. Die Extrakte lassen sich
anhand der Hohe des Plateaus unterscheiden. Die Absenkung des Plateaus ist dabei abhéngig
von der Konzentration der Inhaltsstoffe.

Wird in dem durch Quercetin ausgelosten Plateau H,O, hinzugegeben, steigt die Dienbildung
sofort wieder an. Eine zweite Propagationsphase ist die Folge. Diese bricht bei zu niedrigem
H,0,-Zusatz wieder vor der maximal mdglichen Dienbildung ab. Bei einer hoheren H,0O,-
Gabe wird das maximale Niveau der Grundreaktion erreicht. Diese Beobachtung gibt
Hinweise auf den mdglichen Mechanismus der Hemmung durch Quercetin. Es reagiert mit
Compound I (= Him(Fe*"*=0)-Kationradikal, Reaktionsprodukt aus H,O, und dem Ham
Fe*" der POD), so daB dieses nicht mehr fiir die Katalyse zur Verfiigung steht. Es kommt zu
einem Abbruch der Tyrosyl-Radikal-Produktion. Dadurch wird gleichzeitig die Oxidation von
LDL unterbunden. Die Quercetin-Molekiile, die nicht durch Compound I oxidiert wurden,
konnten weitere Oxidationsprozesse des LDL-Partikels verhindern und es ,,stabilisieren®.
Dies wire eine Erklarung, dal kein weiterer Anstieg der Dienbildung in der Plateauphase zu
verzeichnen ist.

Bei der Tryptophanfluoreszenz ist ebenfalls ein im Vergleich zum LDL-Cu(II)-System
ungewohnlicher Verlauf der Reaktion zu sehen. Anstatt eines zweiphasigen Verlaufs des
Fluoreszenzverlustes nimmt die Fluoreszenz zunéchst stetig ab und verlangsamt sich gegen
Ende der Mefzeit. Bei der Zugabe von Extrakt bleibt die Fluoreszenz nach der anfanglichen
Abnahme ungefdhr zu dem Zeitpunkt, bei dem in der Dienkonjugation das Plateau einsetzt,
konstant auf einem Niveau.

Bei SAVENKOVA ET AL. (1994) zeigten die Messungen der Dienkonjugation keine eindeutige
Plateauphase, der Mef3zeitraum war nicht lang genug. SANTANAM UND PARATHASARATHY
(1995) verwendeten zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Antioxidantien neben
einem System aus POD/H,0, auch Lipoxigenase/H,O; zur Lipidperoxidation. Das bei diesen
Untersuchungen beobachtete Plateau erkldrte er mit dem Radikalkettenabbruch durch die

Antioxidantien. Bei CARBONNEAU ET AL. (2002) ist ebenfalls ein Plateau zu finden, jedoch im
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Cu(II)-System. Eine mogliche Erklarung wird hier allerdings nicht gegeben. ZIOUZENKOVA ET
AL. (1998) konnten abhdngig von der Cu(ll)-Konzentration verschiedene, stark
unterschiedliche Verldufe der Dienbildung feststellen. Dabei lieBen &uflerst niedrige Cu(Il)-
Konzentrationen einen vergleichbaren Verlauf der Lipidperoxidation erkennen, allerdings
iiber einen wesentlich langeren Mefzeitraum als im hier untersuchten LDL-Tyrosin-System.
Dies zeigt, daf es sich nicht nur beim LDL-Tyrosin, sondern auch beim LDL-Cu(II)-System
um hochst komplexe Mechanismen handelt, zu deren Aufklirung noch mehr
Forschungsarbeit geleistet werden muf.

Wie beim LDL-Cu(II)-System gilt auch fiir das LDL-Tyrosin-System, dafl nur Extrakte mit
stirkeren Unterschieden im Inhaltsstoffgehalt sich eindeutig differenzieren lassen. Fiir die
serielle Untersuchung ist auch das LDL-Tyrosin-System zu aufwendig und daher nicht

geeignet.

3 BEWERTUNG DER JOHANNISKRAUTHERKUNFTE UND
SELEKTIONEN

Eine Johanniskrautsorte muf3 sowohl gute agronomische als auch pharmakologische
Merkmale aufweisen. Durch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurden
beide Parameter beriicksichtigt. Aufgrund dieser Ergebnisse wird im Folgenden eine
Bewertung der Anbauwliirdigkeit sowohl der Sorten/Eliteselektionen als auch der

Eigenselektionen vorgenommen.

3.1 Sorten und Eliteselektionen

Da hier die meisten Daten vorliegen, ist die Bewertung einzelner Kriterien differenzierter

dargestellt.

Das Bewertungsschema ist hierbei wie folgt:
DAk o d sehr gut
koA befriedigend
¥ mangelhaft

* nicht akzeptabel (AusschluBkriterium)
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3.1.1 ‘Taubertal’

"Taubertal” konnte bei den biochemischen Untersuchungen und den Anbauversuchen in fast
allen untersuchten Punkten iiberzeugen. Besonders hervorzuheben sind dabei die erhebliche
Toleranz gegeniiber der Johanniskrautwelke und ein einheitlicher Feldbestand. Einzig der
sehr niedrige Gehalt an Hyperforin zur Zeit der Vollbliite beeintrachtigt die positive
Gesamtbewertung. Dies kann aber, wie bereits geschildert, durch einen spéteren

Erntezeitpunkt teilweise ausgeglichen werden.

Bioaktivitat ||Inhaltsstoffe Wuchs Sy

wenig Hyperforin Ertrag 1. Jahr A
Ertrag 2. Jahr Yol

RO i gA
2. Bliite PAgkotke
v v Pilz-Toleranz  YOX

Pharmakologische Agronomische
Merkmale Merkmale
- 1 [ ] ——

Spitzen-Sorte, die MaRstabe setzt

Abb. 75: Gesamtbewertung von "Taubertal’

3.1.2 ‘Topaz’

"Topaz” gehort neben "Taubertal” zu der am hiufigsten angebauten Johanniskrautsorte.

Die Beurteilung von 'Topaz” als Sorte ist problematisch, da das Sortenkriterium der
Einheitlichkeit des Bestandes von keiner der drei 'Topaz’-Herkiinfte erfiillt wurde. Es ist
jedoch anzunehmen, daf3 der Haupttyp von To 2 der urspriinglichen Sorte "Topaz” entspricht.
Die Herkiinfte To 1 und To 2 bestehen je aus 2 Pflanzentypen. Der in To 2 iiberwiegende
Haupttyp kommt in To 1 mit etwa 20% vor. Er weist im Vergleich zum zweiten Typ, der
einen Grofteil von To 1 bildet, nicht nur die héheren Bonitur- und Gehaltswerte an Hypericin
auf, sondern ist auch etwas kleiner im Wuchs.

Johanniskraut vermehrt sich zu 97% apomiktisch. Nur 3% der Nachkommen sind echte
Rekombinanten. Wird keine Erhaltungsziichtung durchgefiihrt, konnen diese neuen Pflanzen-
typen jedoch innerhalb weniger Generationen den Bestand bzw. die Sorte massiv verfélschen.
Die Vermutung liegt nahe, dal3 dies bei den Herkiinften To 1 und To 2 geschehen ist, wobei

dieser ProzeB3 in To 1 bereits weiter fortgeschritten war.
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Die dritte "Topaz’-Herkunft stellt ein heterogenes Gemisch an Pflanzentypen dar, in der
keiner der beiden Pflanzentypen der anderen "Topaz’-Herkiinfte vorhanden ist.

Die hier vorgenommene Bewertung von "Topaz” bezieht sich nicht auf diesen mutmaBlichen
Urtyp, sondern beriicksichtigt alle drei Herkiinfte dieser Sorte und ist daher als eine gemittelte
Bonitur anzusehen. Dies ist moglich, da trotz der Heterogenitét der Herkiinfte sowohl in sich
als auch untereinander &hnliche agronomische und pharmakologische Merkmale erzielt
wurden.

Die schlechte Bewertung des Wuchses ist v.a. auf die fehlende Homogenitit des
Pflanzenbestandes aber auch auf den relativ hohen Wuchs zuriickzufiihren. Die Bioaktivitit
aller drei Herkiinfte von "Topaz” liegt im guten Mittelfeld der getesteten Extrakte insgesamt.
Ein einheitlicher Bestand des vermutlichen "Topaz’-Urtyps wiirde bei einer Bewertung von
sowohl pharmakologischen als auch agronomischen Merkmalen ein besseres Ergebnis
erzielen als die hier vorliegenden heterogenen Pflanzenbestéinde.

"Topaz’ spiegelt somit in vollem Umfang die Problematik der Qualititssicherung bzw.
Sortenreinheit von Handelssaatgut wider und verdeutlicht die wichtige Rolle der Erhaltungs-

ziichtung bei fakultativ apomiktischen Pflanzen.

Bioaktivitat |/Inhaltsstoffe | \yuchs ke

Ertrag 1. Jahr PAQAgAd
Ertrag 2. Jahr PAgA g ¢

YO W
2. Bliite PAghoks
v v Pilz-Toleranz i\ﬁﬁ(

Pharmakologische Agronomische
Merkmale Merkmale
1 [ ] ——

Gute, altbewdhrte Sorte, deren Reinheit
dringend wiederhergestellt werden muR

Abb. 76: Gesamtbeurteilung von "Topaz’

3.1.3 SN

Diese Eliteselektion weist hervorragende Wuchseigenschaften auf: niedriger und kompakter
Wuchs, hohe Stengelanzahl, dichter Bliihhorizont, einheitlicher Feldbestand. Ein hoher
Hypericin- und Flavonoidgehalt v.a. im 2. Standjahr scheinen diesen Pflanzentyp als ideale
neue Sorte zu favorisieren. Jedoch sind zwei nicht unerhebliche Méngel vorhanden: eine

schlechte Bliihwilligkeit im 1. Standjahr und das Fehlen von Rutin im Inhaltsstoffspektrum.
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Die geringe Bliite im 1. Standjahr wirkt sich nicht nur negativ auf den Ertrag sondern auch
auf die Extraktqualitit und folglich auf die Bioaktivitit aus. Eine Herbstpflanzung konnte
diesem Problem eventuell abhelfen. Eine solch einfache Losung ist hinsichtlich des fehlenden
Rutins nicht moglich. Rutin muf} in der Johanniskrautdroge nachweisbar sein, sonst ist diese
nicht arzneibuchkonform. Diese gesetzliche Vorgabe ist der Grund fiir die schlechte
Bewertung von SN im Inhaltsstoff-Bereich (s. Abb. 77). Die in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten biochemischen Untersuchungen geben jedoch keinen Hinweis auf eine
essentielle Bedeutung von Rutin bei der Wirksamkeit der Extrakte in den Testsystemen.
Denkbar wire die Verwendung der SN-Droge zum Verschneiden mit herkdmmlicher,
rutinhaltiger Droge. Die Droge von SN allein kann nicht zur Herstellung von Arzneimitteln

genutzt werden.

Bioaktivitat ||Inhaltsstoffe Wuchs Seede
1. Jahr i% kein Rutin *
2 Jahr Ertrag 1. Jahr
** * Ertrag 2. Jahr Y4XOX
2. Bliite w
v v Pilz-Toleranz ¢
Pharmakologische Agronomische
Merkmale Merkmale
L Yot
Nicht als Sorte geeignet, da nicht arzneibuchkonform

Abb. 77: Gesamtbeurteilung von SN

3.1.4 Goldstern

Diese Eliteselektion eines Ziichters zeichnet sich durch sehr gute Wuchseigenschaften aus
und dhnelt darin stark der SN-Selektion. Im Gegensatz zu SN sind bei Goldstern bereits im 1.
Standjahr der Ertrag und die Bioaktivitit der Extrakte bemerkenswert hoch. Letzteres kann
auf die besonders hohen Gehalte an Quercetin und dessen Derivaten zuriickgefiihrt werden.

Hypericin ist dagegen kaum vorhanden und die von der Industrie gewiinschten Werte werden
bei weitem nicht erfiillt. Besonders problematisch ist die extreme Anfélligkeit gegeniiber dem
Erreger der Johanniskrautwelke, Colletotrichum gloeosporioides. Goldstern zeigte bereits im
1. Standjahr erste Symptome dieser Krankheit, die Ernte war dadurch jedoch nicht gefahrdet.
Im Folgejahr kam es bei den Pflanzen zu keinem Austrieb mehr, jedoch konnte deutlich die

Ausbreitung der Johanniskrautwelke von den Goldstern-Parzellen aus auf die anderen
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Parzellen beobachtet werden. Das Defizit an Hypericin und v.a. die hochgradige
Empfindlichkeit gegen die Johanniskrautwelke machen Goldstern zu einem Risiko fiir den

Anbauer bzw. indiskutabel.

Bioaktivitat ||Inhaltsstoffe|| \yuchs P

nur 1. Jahr kaum Hypericin Ertrag 1. Jahr  YXOXYY
Ertrag 2. Jahr *

PAQAQAS PAY
RS NS | rarem %

Pharmakologische Agronomische
Merkmale Merkmale
- — 1 [ ] —

Extreme Pilzanfélligkeit und zu geringe Hypericin-Werte
machen diesen Pflanzentyp als Sorte indiskutabel

Abb. 78: Gesamtbeurteilung von Goldstern

3.1.5 NLC

Die Extrakte der Eliteselektion NLC konnten sowohl durch gute Inhaltsstoffgehalte als auch
durch sehr gute Ergebnisse in den biochemischen Testsystemen iliberzeugen. Die Beurteilung
der agronomischen Merkmale fiel dagegen weit weniger positiv aus. NLC zdhlte zu den
hochsten Pflanzentypen aller angebauten Johanniskrautherkiinfte. Doch im Gegensatz zu
anderen hohen Typen war NLC durch eine extreme Lagerneigung gekennzeichnet, d.h.
starkere Windboen lieBen die Pflanzen des gesamten Bestandes umkippen. Die Ernte wird
dadurch erheblich erschwert oder sogar unmoglich, da der Blithhorizont nicht mehr genau
erfa3t werden kann. Der Stengelanteil in der Droge steigt dadurch stark an. SchlieBlich war
der Feldbestand ebenfalls nicht homogen. Es fielen mehrere Pflanzentypen innerhalb der
NLC-Herkunft auf, die gute Inhaltsstoffprofile aufwiesen, aber einen schwachen/krinkelnden
Wuchs hatten. Deren weitere Selektion war daher nicht erfolgversprechend.

Trotz guter pharmakologischer Voraussetzungen ist die Praxistauglichkeit dieser Elite-

selektion fraglich und fiir den Anbau nicht empfehlenswert.
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Bioaktivitat ||Inhaltsstoffe Wuchs *

Ertrag 1. Jahr DA QA
Ertrag 2. Jahr PAQAS

YOO YO
2. Bliite w
v v Pilz-Toleranz %

Pharmakologische Agronomische
Merkmale Merkmale
- — 1 [ ] ——

Zu hoher Wuchs, uneinheitlicher Bestand
und daher nicht fiir den Anbau zu empfehlen

Abb. 79: Gesamtbeurteilung von NLC

3.2 Eigenselektionen

Die Bewertung der Eigenselektionen geschieht nach denselben Prinzipien wie bei den
Sorten/Eliteselektionen. Allerdings kann es sich hier nicht um eine genau ausdifferenzierte
Beurteilung handeln, da die untersuchten Stiickzahlen dazu nicht ausreichten (Einzelpflanzen)
und teils aus ausfallsbedingten Griinden keine erschopfenden Daten vorliegen.

Die folgende Tabelle stellt die Eigenselektionen und deren Beurteilung in den Kategorien

agronomische und pharmakologische Merkmale dar.
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Tab. 25: Bewertung der agronomischen und pharmakologischen Merkmale der Eigen-

selektionen
Agronomische Pharmakologische
Nr. Merkmale Merkmale Inhaltsstoffe Bewertung gesamt
guter Wuchs u. .
1/1 Ertrag, sehr gut kaum Hyperforin weitere Ili)lllltllesll:ichungen
pilzanfillig
sehr schlechter . .
1/2 Wuchs u. Ertrag schlecht befriedigend ungeeignet
sehr wenig Rutin .
11 /1 |guter Wuchs u. Ertrag gut wenig Hypericin ungeeignet
sehr guter Ertrag, aber
11/2] zu hoher Wuchs u. gut befriedigend ungeeignet
Stengelanteil
geringer Ertrag . .
11/3 stark pilzanfillig schlecht keine Angaben ungeeignet
geringer Ertrag ) . .
11/4 stark pilzanfillig gut - sehr gut kaum Rutin ungeeignet
14 / 1 |guter Wuchs u. Ertrag schlecht befriedigend ungeeignet
sehr guter Ertrag, aber .
14/2]| hoher Wuchs u. gut befriedigend weitere ﬁllllts:;l:hungen
Stengelanteil
. weitere Untersuchungen
15 /1 |guter Wuchs u. Ertrag sehr gut befriedigend lohnend
guter Ertrag, aber .
15/2 hoher Wuchs u. sehr gut befriedigend weitere Ili)lllltllesll:ichungen
Stengelanteil
sehr guter Wuchs,
A aber schlechte schlecht sehr viel Hypericin ungeeignet
Blithwilligkeit
zu wenig Stengel, . .. .
B sehr stark pilzanfillig gut sehr viel Hypericin ungeeignet
kaum Rutin .
C zu hoher Wuchs gut sehr viel Hypericin ungeeignet
zu wenig Stengel, . .
D sehr stark pilzanfallig gut keine Angaben ungeeignet
. weitere Untersuchungen
E guter Wuchs gut keine Angaben lohnend
F zu hoher Wuchs gut keine Angaben ungeeignet
. .. weitere Untersuchungen
G guter Wuchs gut sehr viel Hypericin lohnend
H guter Wuchs schlecht sehr viel Hypericin ungeeignet
zu hoher Wuchs . . .
J stark pilzanfillig keine Angaben befriedigend ungeeignet

Nr. der Herkiinfte: s. Material und Methoden 2.2.1

Tab. 25 zeigt, daBl nur wenige Selektionen flir weitere Versuche lohnend sind.

Die meisten miissen als ungeeignet fiir weitere Untersuchungen bewertet werden. Wie bereits

bei den Sorten deutlich wurde, reicht auch bei den Selektionen eine gute Bewertung in nur

einer der beiden Kategorien Pharmakologie oder Agronomie nicht aus, um eine positive

Gesamtbeurteilung zu erzielen.
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Die hier vorgenommene Bewertung der Selektionen stellt nur einen weiteren Schritt auf dem
Weg zu einer neuen Johanniskrautsorte dar. Sie kann kein endgiiltiges Kriterium fiir einen

Pflanzentyp hinsichtlich seiner Eignung als Sorte sein.

4 FAZIT UND AUSBLICK

Die Selektion von Johanniskraut anhand physiologisch relevanter, biochemischer
Modellreaktionen ist grundsitzlich moglich. Die Wahl des Testsystems ist dabei allerdings
von entscheidender Bedeutung. So konnte nur das Tyrosin-Dimer-System als Selektionsmittel
iiberzeugen. IAA-Oxidation, D-B-H-Reaktion und die LDL-Systeme erreichten keine
vergleichbare Sensitivitdit in der Auflosung und waren durch teils sehr aufwendige
Arbeitsschritte nicht fiir die Messung und Bewertung groer Probenmengen geeignet. Eine
einfache Inhaltsstoffanalyse kann diese Systeme groftenteils ersetzen, da sie auf bestimmte
Stoffgruppen im Extrakt reagieren (D-B-H — Hypericine, LDL-Cu(II) — Quercetin und dessen
Derivate).

Die Eignung einer Johanniskrautselektion fiir Anbau und Industrie ist jedoch nicht allein von
ihrem Ergebnis im biochemischen Testsystem abhidngig. Die agronomischen Eigenschaften
sind von genauso grofler Bedeutung und sind bei der Beurteilung einer Selektion als
mindestens gleichwertig gegeniiber den pharmakologischen Merkmalen zu betrachten.

Nur wenige Eigenselektionen, die unter diesen Aspekten untersucht wurden, zeigen eine
vielversprechende Kombination aus beiden Bereichen. Dies gilt ebenfalls fiir die im Handel
erhiltlichen Sorten/Eliteselektionen. Hier ist meist die fehlende Homogenitét einer Sorte ein
grof3es Problem.

Auf der Suche nach weiteren Johanniskrauttypen mit guten Merkmalskombinationen sollte in
Zukunft das Potential von Wildsammlungen genutzt werden. Diese kann nun mehr unter
Bertiicksichtigung der morphologischen Merkmale durchgefiihrt werden, die auf gute
agronomische und pharmakologische Eigenschaften schlieBen lassen (z.B. Hypericinbehélter
auf den Petalen). Im Hinblick auf deren pharmakologische Wirksamkeit miissen weitere
physiologisch relevante Testsysteme entwickelt und auf ihre Tauglichkeit zur Selektion

gepriift werden.
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vV  ZUSAMMENFASSUNG

Durch eine Kombination von Feldversuch und biochemischen Analysen wurden im Handel
erhdltliche Sorten und Eliteselektionen von Johanniskraut (Hypericum perforatum L.)
hinsichtlich ihrer agronomischen und pharmakologischen Merkmale bewertet und neue
Johanniskrauttypen aus heterogenem Saatgut selektiert. Zu diesem Zweck wurde ein 3jéhriger
Anbauversuch durchgefiihrt, in dem die agronomisch wichtigen Merkmale der Pflanzen erfaf3t
wurden. Die pharmakologische Beurteilung wurde anhand der Bestimmung der Inhaltsstoffe
und der Wirksamkeit ethanolischer Extrakte der jeweiligen Phénotypen in biochemischen
Modellreaktionen durchgefiihrt. Fiir die Testung der Extrakte wurden v.a. physiologisch
relevante Testsysteme ausgewdhlt, die im Zusammenhang mit der Depression, dem
Hauptanwendungsgebiet von Hypericum, diskutiert werden. Die Tauglichkeit der gewihlten
Systeme zur Differenzierung und Selektion von Johanniskrauttypen wurde dabei ebenfalls
tiberpriift.

Die verschiedenen Johanniskrauttypen konnten nicht nur durch ihre morphologischen
Merkmale differenziert werden, sondern wiesen auch Unterschiede in ihrem
Inhaltsstoffspektrum und in ihrer Aktivitét in den Testsystemen auf.

Das Testsystem der POD-katalysierten Dimerisierung von L-Tyrosin leitet sich von der
Dimerisierung von Methionin-Enkephalinen an ihren Tyrosin-Enden durch aktivierte
Leukozyten ab. Diese Stérung des Opiatsystems kann mit der Depression verkniipft sein. Die
Dimerisierung von Tyrosin wurde von den Extrakten der Hypericum-Typen unterschiedlich
stark gehemmt, so dal} eine Differenzierung der Pflanzentypen anhand dieses Systems sehr
gut moglich war. Es wurde daher als Standardsystem fiir die Testung aller Extrakte
verwendet.

Die Oxidation von Indolessigsdure durch Peroxidase ist physiologisch nicht relevant. Jedoch
kann dadurch das Verhéltnis von Mono- zu o-Diphenolen in Extrakten bestimmt und zur
Unterscheidung von Extrakten genutzt werden. In der vorliegenden Arbeit konnte dies jedoch
nicht erfolgreich zur Differenzierung eingesetzt werden, da die Sensitivitdt des Systems fiir
die sehr dhnlichen Hypericum-Extrakte nicht ausreichte.

Das Enzym Dopamin-B-Hydroxylase (D-B-H) ist fiir einen Abbauweg des Neurotransmitters
Dopamin verantwortlich. Die Extrakte der Johanniskrauttypen konnten diese Enzymreaktion
erfolgreich hemmen, wobei ein direkter Zusammenhang zwischen Hypericingehalt und

Hemmung erkennbar war.
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Die Peroxidation von Lipiden ist ebenfalls am depressiven Geschehen im Gehirn beteiligt.
Bei der Cu(Il)-induzierten LDL-Oxidation, einem Modell fiir die Lipidperoxidation, wurden
die Ergebnisse der Extrakte in Quercetin-Aquivalente umgerechnet und verglichen. Es
konnten Unterschiede gemessen werden, jedoch erlaubt das System keine grofe
Probenanzahl.

Als weiteres Modell fiir die Lipidperoxidation wurde im Rahmen dieser Arbeit die LDL-
Oxidation durch POD-katalysierte Tyrosyl-Radikale entwickelt. Diese ist, im Vergleich zum
LDL-Cu(II)-System, durch einen deutlich unterschiedlichen Verlauf der Dienkonjugation
gekennzeichnet. Typisch fiir diese Reaktion ist eine konstante Plateauphase nach der
maximalen Bildung von konjugierten Dienen. Eine Differenzierung der Extrakte durch die
Verschiebung dieses Plateaus war moglich, eine serielle Untersuchung von Extrakten ist wie
im LDL-Cu(II)-System durch den hohen Arbeitsaufwand nicht moglich.

Die Ergebnisse aller agronomischen und pharmakologischen Untersuchungen zeigten
deutliche Unterschiede zwischen den handelsiiblichen Sorten und Eliteselektionen auf, v.a.
hinsichtlich ihrer Homogenitdt. SchlieBlich konnten einige vielversprechende neue
Johanniskrauttypen selektiert werden, die zur Entwicklung neuer Sorten genutzt werden

konnen.
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