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1. EINLEITUNG

,O, mickle is the powerful grace that lies

In herbs, plants, stones, and their true qualities ..."
,Within the infant rind of this small flower

Poison hath residence, and medicine power ..."

W. SHAKESPEARE Romeo and Julidt, iii

1.1.ALLGEMEINES

Pflanzen sind faszinierend. Rein wissenschaftlich gesehen bilden sie aufgrund ihrer
Funktion als Sauerstoffproduzenten die Grundlage allen Lebens auf unserem Planeten,
so wie wir es heute vorfinden. Als Produzenten, die Sonnenlicht chemisch fixieren und

mit dieser Energie anorganische Verbindungen in organische Molekile aufbauen, sind
sie die Wegbereiter allen hoheren Lebens.

Doch darliber hinaus steht seit Anbeginn der Menschheit die Zauberei, Heilkunst und
viele esoterische Kinste mit den Pflanzen im Zusammenhang. Schamanen nehmen
Pflanzen ein, um den Kdrper zu verlassen und um in andere Wirklichkeiten zu reisen
(Hallozinogene, Psychedelika, Entheogene, Psychotomimetika, Psychodysleptika,
Ekstatika). Heiler essen Pilze oder trinken Ayahuasca (= Yage, ,Trunk der wahren
Wirklichkeit®, berauschendes Getrank der Indianer Amazoniens, unter anderem aus
einer Liane des GenuBanisteriopsiy um die gewdhnlich nicht wahrnehmbaren
Ursachen von Krankeiten zu finden und um ihre Heilkrafte zu entfalten. Wahrsager und
Hellseher berauschen sich mit Stechapfel, Fliegenpilz oder Ololiuqui (frische oder
getrocknete Samen, Blatter und Wurzeln viarbina corymbosdL.) RAFIN., enthalt

einen Cocktail verschiedener Alkaloide, u.a. Lysergsaureamid), um Verborgenes und
Zukinftiges zu erschauen. Fakire schlucken enorme Mengen Opium, um
schmerzunempfindlich zu werden und um die Korperkréafte zu potenzieren. Alchemisten
brauen ,Unsterblichkeitselexiere* aus geheimen Wurzeln (u.a. Fliegenpilz, Ginseng,
Lotus), Zauberer ,verhexen® ihre Opfer mit Paternostererbsen oder Bilsenkrautsamen.
Priester verschiedener Konfessionen verbrennen Weihrauch, um mit den Géttern in
Kontakt zu treten. Hexen begeben sich mit Hilfe der Flugsalben auf Astralreisen und
Yogis vereinen sich mit Hilfe von Hanf mit dem Gott Shiva. Die Zauberpriester der
Andenlander kauen soviel Coca, bis sie die Omen und Zeichen ihrer Umwelt deuten und
verstehen konnen. All diese mystischen F&ahigkeiten der Pflanzen werden durch
pharmakologische Eigenschaften, also durch Pflanzenwirkstoffe, sogenannte
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Phytochemikalien, unterstitzt, geférdert oder direkt hervorgeruférs(®, 1988, S. 9

ff).In unserer moderen Welt spielt der beschriebene Mystizismus keine bedeutende
Rolle mehr. Nur in der Ethnobotanik oder Ethnopharmakologie beschaftigt man sich mit
der naturwissenschaftlichen Grundlage dieser Erscheinungen. Tatsachlich werden heute
gro3e Anstrengungen unternommen, das bestehende Wissen verschiedenster
Kulturvolker um heilwirksame Pflanzen zu sammeln und der westlichen Welt
zuganglich zu machen (@TLIEB, 1982). In einem von der Weltbank veroffentlichten
Artikel schreibten BMBERT et al (1997, S. 61), dal3 es sich bei dem Sammeln und
Festhalten dieses ethnobotanischen Wissens um die Rettung eines Weltkulturerbes
handle. Dariiber hinaus ist diese Forschung durch den gegenwartigen Zwang motiviert,
neue Substanzen naturlichen Ursprungs zu finden, die in verschiedensten Anwendungen
bereits ihre Wirksamkeit gezeigt haberr§SHL, 2000). Das ethnobotanische Wissen,
gewachsen aus langen Traditionen, ist fur die zuklnftige Wirkstofforschung von
unschatzbarem Wert.

Viele hohere Pflanzen akkumulieren extrahierbare organische Substanzen in
ausreichenden Mengen, die ©6konomisch interessant sind, um als chemisches
Ausgangsmaterial  fur  verschiedene wissenschaftliche oder technologische
Anwendungen dienen zu kdnnen. Naturstoffe werden entweder direkt oder indirekt in
einer grol3en Anzahl von Industriezweigen eingesetzt und natirliche Pflanzenprodukte,
die oben erwahnten Phytochemikalien, sind die verbreitetsten unter ihnen. Okonomisch
wichtige Pflanzen dienen der Industrie als Quellen fur Ole, Tannine, Saponine,
natirliches Gummi, Wachse, Pharmazeutika und viele weitere spezielle Produkte
(BALANDRIN et al, 1985). Insgesammt werden 119 aus Pflanzen gewonnene Substanzen
in der westlichen Medizin verwendet. Unter den weltweit 25 meistverkauften
pharmazeutischen Produkten sind 12 von Naturprodukten abgeleietRBet al.,

1995). Das bedeutet, dal’ die Hitrate unter Naturprodukten augenscheinlich sehr viel
grof3er ist als bei Libraries, generiert aus Zufallssynthesen, in denen 10 000 Substanzen
notig sind, um nur einen neuen Wirkstoff zu entwickela\(i¢H, 1991).

Naturliche Sekundarstoffe sind oft hoch komplexe Strukturen mit mehreren chiralen
Zentren, die eine spezifische biologische Aktivitat versprechen, aber wegen dieser
Komplexitat nur schwer oder gar nicht 6konomisch synthetisierbar sma{BRIN et

al., 1985). Deshalb ist die Wichtigkeit des Screenings von bislang wenig beachteten
Pflanzen auf potentiell medizinisch bedeutsame Substanzen weithin einsichtig. Dennoch
sind in der Vergangenheit Uberraschend wenig Pflanzen untersucht worden, mit
Ausnahme der Antitumorforschung, da hier relativ mehr unterstiitzende Fonds zur
Verfugung stehen (ASHAMMA & MITSCHER 1979). Es ist anzunehmen, daf3 nur 5 bis
15% der 250 000 bis 750 000 bekannten Arten der hoheren Pflanzen auf biologisch
aktive Substanzen untersucht worden sind. Dabei sind die Screeningmethoden oft so
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angelegt, dafl3 nur nach einer bestimmten biologischen Aktivitat oder einer bestimmten
Substanzgruppe gesucht wirdA(BRNDRIN et al, 1985). Das beste Beispiel hierfir ist

das intensive, aber sehr eng gefaldte Screeningprogramm AdesNAL CANCER
INsTITUTES (NIC) auf Antitumoraktivitat héherer Pflanzen. Dort wurden in tber 20
Jahren (1960 bis 1981) etwa 120 000 Extrakte von ungefdhr 3 500 Spezies
ausschlief3lich auf Cytotoxizitat oder Antitumoraktivitat getestet§SESS& DOUROS

1982). Bei gegenwartigen Schatzungen von etwa 250 000 verschiedenen Pflanzenarten
(plus 30 Mio. Insekten, 1,5 Mio. Pilzen sowie etwa ebenso vielen Algen und weiteren
Prokaryoten) eine sehr geringe ZahMi® et al, 1995).

Da viele Sekundarmetabolite genus- oder speziesspezifisch sind, stehen die Chancen gut
bis exzellent, dal viele Pflanzeninhaltsstoffe mit potentiell nitzlichen biologischen oder
technologischen Eigenschaften bislang unentdeckt und damit ungenutzt sind
(BALANDRIN et al, 1985).

1.2.DIE FRAGESTELLUNG

Die vorliegende Arbeit soll die Frage beantworten, ob die Fauna der Salzwiesen der
friesischen Nordsee, die sogenanmsteretea tripolii ein pharmazeutisches oder
biotechnologisches Potential hat.

Bei LIEBEZEIT et al (1999) wird bereits eine kleine Auswahl folkloristischen und
traditionellen Wissens um die Nutzung der Salzwiesenpflanzen vorgestellt und es
zeichnet sich somit ein erstes Indiz fur eine positive Beantwortung der oben
formulierten Frage ab. Dieses Indiz soll nun durch eine umfassende Untersuchung einer
groReren Anzahl von Pflanzen untermauert werden. Hierfiir wird zunachst in einem
chemischen Screening untersucht, ob pharmakologisch interessante Stoffgruppen des
pflanzlichen Sekundarmethabolismus nachweisbar sind. In einem anschlieBenden
biologischen Screening werden dann Bereiche der mdglichen biologischen Aktivitat
gepruft.

Botanische Grundlage fiir die Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit sind
die Ergebnisse vonuBDow (1987) undvoN GLAHN et al. (1989). Die Arten die dort

als typische und haufige Vertreter der hoheren PflanzeAstesetea tripoliiangefuhrt
worden sind, werden in der vorliegenden Arbeit untersucht. Insgesamt sind es demnach
28 Spezies aus 15 Familien. Eine Liste der Pflanzen ist in Anhang | gegeben. Ein
ausfuihrliches Vorstellen erfolgt im Kapitel 2. Auf eine weitere Einteilung der Pflanzen
nach der Herkunft innerhalb der Salzwiesen, d.h. der Zone (Queller-, Andel- und
Rotschwingelzone; vgl. BNNEMANN & GAD, 1997) soll im weiteren verzichtet werden.




2. LITERATURUBERSICHT

,In den Krautern ist die Kraft der Welt.
Derjenige, der ihre geheimen Fahigkeiten kennt,
der ist allméachtig.”

Indische Weisheit

Die folgende Literaturibersicht gibt den aktuellen Kenntnisstand zum Thema
Inhaltsstoffe und Nutzung der in der vorliegenden Arbeit behandelten Pflanzen wieder.
Das Kapitel ist alphabetisch nach den Familien gegliedert. Dieser Umstand wird zur
botanischen Beschreibung genutzt. Eine Ubersicht der Pflanzen einschlieRlich
Synonyme und der gangigen Trivialnamen ist auch im Anhang | zu finden.

2.1. APIACEAE (= UMBELLIFERAE), DOLDENGEWACHSE
Familie aus der Klasse der Rosopsida, Unterklasse Asteridae, Ordnung Araliales

Es handelt sich bei den Vertretern dieser Familie um fast immer krautige, hauptsachlich
in gemaRigten Breiten beheimatete Pflanzen. Sie sind mit etwa 100 Arten in unserer
Flora vertreten. Die Blatter sind wechselstandig und meist mehrfach gefiedert mit
auffallig vergroRerten Blattscheiden. Die Bliiten mit der Bliitenformel * K5 C5 A5) G(
stehen in der Regel in Doppeldolden mit Tragblattern, die als ,Hullen” bzw. ,Hullchen*
bezeichnet werden. Dem aus 2 Karpellen gebildeten Fruchtknoten sitzt ein
Griffelpolster als Nektarium auf. Der Fruchtbau ist bezeichnend und gestattet eine
weitere Unterteilung der Familie. In den 5 Rippen verlaufen die Leitbindel, in den
dazwischenliegenden 4 AufRenriefen und den beiden Seiten der Fugenflachen die 6
schizogenen Exkretgénge, deren Zahl, z.B. bei der Anisfrucht, stark erhdht sein kann. In
der Mitte der Fugenflache zwischen beiden Karpellen findet man in Fortsetzung der
Achse einen Sklerenchymfaserstrang. Er ist nach oben hin gespalten und tragt als
sogenannter Karpophor die beiden reifen Teilfriichte, bei denen Perikarp und
Samenschale verwachsen sind. Das méachtige Endosperm enthélt einen sehr kleinen
Embryo und ist reich an fettem Ol und Aleuronkérnern mit je einer kleinen
Calciumoxalatdruse im Inneren, Starke fehlt. Als Reservekohlenhydrat wird den
Zellwanden des Endosperms Mannan angelagedHRe & JENSEN, 1998, S. 271 ff.)
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Abbildung 1: Matricariaester, ein typisches Polyacetylen

der Asteraceae

Apium graveolen&., Echter Sellerie

Typisch fur die Gattung ist das

H H Vorkommen von Polyacetylenen
ch\ﬁ¢c\c//c\C//C\E'/C\C/o\cm im etherischen Ol der Pflanzen.
(|)| Besonders oft findet man

Matricariaester (Abbildung 1)

(HOLME & S@RENSEN 1954).

Von A. graveolend.. wird angenommen, dald Polyacetylene enthalten siodL(#NN,

1961), wie fir diese Familie nicht anders zu erwarten. Desweiteren waren in den

Blattern Flavonoide, aber keine

anderen phenolischen Inhaltsstof
(RowDEN, 1969).
Eine umfangreiche Dokumentatio
der Samendle ist beiARRER et al.
(1976, 1977, 1981, 1985) z
finden. Dort wird auch untef

nachweisbar
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Ferulasaure  (Abbildung  56)
Chrysoeriol (I Abbildung 2),p-
Cumarsaure (Il Abbildung 2)
Herniarin (Il Abbildung 2,
Aesculetin (IV Abbildung 2) und
Scopoletin (Abbildung 57)
berichtet. In den ethnobotanischg
Studien von DKE (1975) wird die
Pflanze als Antitumormitteﬂ
diskutiert. Als Phytoallexin bildet
die Pflanze Furanocumarine nach
Infektion mit Sclerotinia
sclerotiorum(FROHNE & PFANDER,
1981).

Oenanthe lachenaliC. C. QuEL., Wiesen-Wasserfenchel
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Abbildung 2: Beispiele fur voApium graveolens.

einer gebildete Substanzen

Zu O. lachenalii C. C. GueL. sind keine Vorarbeiten gefunden worden, die
pharmakologisch interessante Inhaltsstoffe Verwendung der
dokumentieren.

oder Pflanze
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2.2.ASTERACEAE(= COMPOSITAE), KORBBLUTLER, KOPFCHENBLUTLER
Familie aus der Klasse der Rosopsida, Unterklasse Asteridae, Ordnung Asterales.

Die Korbblutler bilden eine weltweit in verschiedensten Habitaten verbreitete, sehr

artenreiche Familie. Sie zeigen bemerkenswerte Okologische Plastizitat. Sowohl
Wasserpflanzen und Sukkulente, als auch kleine, hdchstens 1 cm hohe einjéahrige
Krauter und bis zu 20 m hohe tropische Schopfbdume kommen vor. Die morphologisch
relativ hoch entwickelte Familie ist ,erst* aus dem mittleren bis oberen Oligozan belegt

und damit ca. 30 Mio. Jahre alt (oder alter). Manche holzigen Vertreter werden als

ursprunglich angesehen, wéahrend sich auch krautige Sippen sekundéar wieder zu
holzigen umwandeln konnten.

Morphologisch ist ein Bindel von abgeleiteten Merkmalen fir die Familie
charakteristisch; unterstandiger, 2-blattriger, einfachriger Fruchtknoten mit nur einer
tenuinucellaten und unitegmischen Samenanlage; Nuf3friichte, deren Perikarp der
Samenschale eng anliegt (sog. Achénen), endospermlose (eiweil3— und 6lreiche) Samen,
reduzierter Kelch (meist Pappus) und Pseudanthien. Die Zusammenfassung der
Einzelbliten zu den auffalligen “Scheinbluten fuhrte zu einer verbesserten
Befruchtungsrate. Andererseits bietet das Compositenkdrbchen nach der Blute durch
hohe Fruchtdichte und einen zum Teil massig ausgebildeten Bliutenstandsboden erhohte
Attraktivitat fur die Larvenstadien verschiedener Insekten.

Chemisch sind die Asteraceae vor allem durch die Akkumulation von Polyacetylenen,
einem reichen Spektrum an Sesquiterpenlactonen und Diterpenen sowie durch die
Bildung von Fructanen anstelle von Starke charakterisiert. Demgegeniuber wurden u.a.
iridoide Verbindungen und echte Gerbstoffe in der Familie bisher nicht beobachtet
(FROHNE& JENSEN 1998, S. 277 ff.).

Artemisia maritima.., Strand-Beiful}

Die GattungArtemisiaist seit jeher als Heil-, ja sogar als Kultpflanze im Gebrauch.
Namensgebend ist vermutlich Arteme (Diana), die Goéttin der Jagd, des Wachstums der
Pflanzen und der Fruchtbarkeit. DigtemisiaArten sind in den unterschiedlichsten
Kulturen dem weiblichen Prinzip zugeordnet, was nicht zuletzt am férderlichen Einfluf3
auf die Monatsblutung liegt (8NDEGAARD, 1972).

Neben ihrer Bedeutung als Heilpflanzen sind verschiedetemisiaArten bis in die
Gegenwart Bestandteil mystischer Rituale der nordamerikanischen Ureinwohner
(ARNASON et al, 1981; HhRT, 1981; KELLEY et al, 1992), werden in Mittelamerika
(MARTINEZ ALFARO, 1984; TROTTER 1981) und Sidamerika (BAUNATE et al, 1983;
BAsSTIEN 1982) von Krauterkundigen eingesetzt und sind fester Bestandteil der
afrikanischen Volksmedizin (MfT, 1967). Auf der arabischen HalbinseL{XAHYA et
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al., 1983) und im vorderen Orient I et al, 1978) sind sie zum Teil noch heute
wertvoller Bestandteil der MedizirtemisiaArten gehdren zum Heilkrauterschatz der
Chinesen im Altertum (Mo, 1981) und heute (X0, 1983). Auf Java schatzt man ihre
antibiotische Aktivitat (OLLIER & VAN DER PuL, 1950) und sie waren den
Ureinwohnern der japanischen InselnitBuHASHI, 1976) und auf Hawaii (NGATA,
1971) als Heilpflanzen bekannt.

Bei LIEBEZEIT et al
o (1999) wird vom
OH historischen Gebrauch
von A. maritmalL. als
o Anti-helminticum
o berichtet, ebenso wie
o vom Einsatz der
getrockneten Pflanze
a-Santonin (C-11 CHa) y-Santonin .
B-Santonin (C-11 CHp) gegen Motten, Lause
und Flohe. Die
Wirkung auf
Endoparasiten ist auch in neuerer Zeit immer noch Gegenstand von Untersuchungen
(Ioris et al, 1982) ebenso wie die insektizide Wirkungi€8iF et al, 1987). Auch vom
Einsatz als Antitumormittel wird sowohl voA. maritima L. als auch von anderen
Spezies des Genégtemisiaberichtet (ARTWELL, 1968).

Abbildung 3: Die Santonine adstemisia maritimal.

Typische Inhaltsstoffe sind nacteGsSMAN & IRWIN (1970)a-Santonin3-Santonin -
Santonin (Abbildung 3) und Artemisin (Abbildung 6). Insbesondere zur Gewinnung des
Santonins wurd@\. maritimal. in Mitteldeutschland angebaut
CHz3 (BoRsuTzkl, 1955). Bereits 1832 von AKWLER und ALMS
H o entdeckt, stellte Santonin auch in den funfziger Jahren eines der
wichtigsten Askaridenmittel dar {BINEGGER& HAHN, 1953).
Santonin ist giftig. Die Vergiftungserscheinungen auf3ern sich
vor allem in einer Erkrankung der Sehnerven, wobei Violett-,
HaC CHs spater Gelbsehen auftritt. Bei der Gblichen Dosis von 0,04 - 0,1
g als Wurmmittel kann es zu Krampfen und Bewul3tlosigkeit
kommen, wobei in einem schweren Kollaps schlie3lich der Tod
eintreten kann (BTH et al, 1994, S. 918).

Abbildung 4: Das

Monoterpen Thujon

Ein weiterer typischer Inhaltsstoff fikrtemisiaArten ist das zuerst aughuja-Arten
(Lebensbaum) isolierte Thujon (auch Tanaceton, Absynthon, Thujol oder Salvon
genannt) (Abbildung 4). Dieses Monoterpen gilt als starkes NervengiftH(iet al,

1994, S. 941). So verwundert es nicht, daBemisiaArten auch als Pfeilgiftzusatz
Verwendung finden (BseT, 1976). Als potentielles Hallozinogen ist Thujon sicherlich
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mit for den Ruf der ArtemisiaArten als
Kultpflanzen verantwortlich (B8ERT-PUELO, 1978).
Besondere Bedeutung kommt unter demtemisia
Arten heuteA. annual. zu (L et al, 1982). Diese,
in der traditionellen chinesischen Medizin seit
altersher bekannte Pflanze enthdlt  ein
Sesquiterpenlacton (Abbildung 5), das in der
Malariatherapie grol3e Hoffnung weckt
(WOERDENBAG et al, 1990). Die Totalsynthese

Abbildung 5: Qinghaosu

wurde von X et al (1986) durchgefuihrt. Der im

Chinesischen Qinghaosu genannte Stoff wird im
Westen Artemisinin  genannt, fallt durch seing
Peroxidbriicke auf und ist nicht mit Artemisin
(Abbildung 6) zu verwechseln. |A. maritimal. ist | ©
Qinghaosu nicht nachweisbar((&EeR et al, 1986). O

OH

O

Auf der Suche nach peroxidhaltige
Pflanzeninhaltsstoffen wurde man BeimaritimalL. Abbildung 6: Artemisin

in Form des Sesquiterpenhydroperoxids Arteinculton (I Abbildung 7) und eines
cyclischen funfgliedrigen Sesquiterpen-Peroxyhalbketals (Il Abbildung 7) flndig
(RUCKER et al, 1987). Die fur Asteraceae typische Vielfalt an Sesquiterpenlactonen der
ArtemisiaArten (RODRIGUEZ et al, 1976) ist vermutlich auch der Grund fir den
haufigen Einsatz als entzindungshemmende und antirheumatisch wirkende
Heilpflanzen (@PPELLETTI et al,

1982) in verschiedenen Kulturen,
", was auch heute noch Gegenstand
) HOO ~ ' o phytochemischer @E & GEISSMAN,
o A / 1970) und  pharmakologischer
Untersuchungen ist (BLES et al,
J////,O—/\;J//m 1995; BorK et al, 1997). Neben den
I / y erwahnten Sesquiterpenlactonen
ot © / Artemisin und Santonin wurden aus
A. maritimaL. Methylgermacrenolid

Abbildung 7: Zwei peroxidhaltige Inhaltsstoffe aus (I Abbildung 8), Germacradienolid
Artemisia maritimal_. (I Abbildung 8), Vulgarin
(1" Abbil dung 8), und Gallicin (IV Abbildung 8) isoliert fPHAK & KHANNA, 1987).
Weiter ist das Sesquiterpenlacton Maritimin (V Abbildung 8) isoliert worden
(GonzALES et al, 1981).
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Abbildung 8: Typische Sesquiterpenlactone ¥aotemisia maritimel.

Im Tierversuch wurde gezeigt, daf® der methanolische ExtrakfitemisiaArten vor
Acetaminophen- (Paracetamol) und G{Dduzierten Leberschaden schutziL@®i &
JANBAZ, 1993) und unter Umstanden auch kurativ wirktA81 & JANBAZ, 1995).

Aster tripoliumL., Salz-Aster

Die einzige dokumentierte Nutzung vAntripoliumL. ist die als Gemuse @GBEZEIT et
al., 1999). Es ist aber bekannt, dal andAsterSpezies auch als Heilpflanzen
eingesetzt werden (BNDLER & HOOPER 1982), so z.B. verwenden die Iroqdis
simplex WiLLD. und A. novae-anglael. gegen Fieber sowie den Dekokt vén
nemoralisAIT. als Ohrentropfen (ANASON et al, 1981). Ebenfalls als ,,Ohrmedizin”
wird A. foliaceusLINDL. von den Cheyenne in Montana verwendetRH 1981).
Weiter werderA. novi-belgiiL., A. acuminatusviicHx. und A. umbellatusMiLL. von
den kanadischen Micmac- und Maleciteindianern als Heilpflanzen eingesetzgki
& CHANDLER, 1984).

Die von kanadischen Indianern als Heilkraut geschatie novi-belgii enthalt
Polyphenole (BANDLER & HOOPER 1979), genauso wi&. umbellatusMiLL. (HOOPER

& CHANDLER, 1981) und die argentinische AK. squamatus(SPRENG) HIERON.
(HNATYSZYN, 1976). Bei Untersuchungen zur Verbreitung der Blausaure unter den
Asteraceae wurden mehr als 28terArten auf Cyanogenese geprift, aber nurAei
ptarmicoides wurden cyanogene Glycoside gefundenkgRSCHER et al, 1980).
Alkaloide wurden bei keiner untersucht@sterArt gefunden (FAMON & HINDMARSH,
1978).
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Leontodon autumnalik., Herbst-Lowenzahn

Als bekanntes Heilkraut der Indianer in Nordamerilarde L. autumnalis L.
untersucht, wobei man quarternare Alkaloide nachgewiesen hatifO=R & HOOPER

1979). Als einzige Sesquiterpenlactone sind 8-Deoxylactucin und Jacquilenin bekannt
(PYREK, 1985).

2.3.BRASSICACEAE(= CRUCIFERAE), KREUZBLUTLER
Familie aus der Klasse der Rosopsida, Unterklasse Rosidae, Ordnung Capparales.

Die Kreuzblutler stehen mit 3000 Arten (von denen mehr als 100 in Mitteleuropa wild
vorkommen) im Mittelpunkt der Ordnung Capparales. Ihr Verbreitungsschwerpunkt
liegt auf ,offenen“ Boden, wo die z.T. autogamen, einjahrigen Arten (Therophyten) als
Ruderalpflanzen oder Ackerunkréuter optimale Bedingungen finden. Trotz der hohen
Zahl an Arten und Gattungen sind die Brassicaceae von erstaunlich einheitlichem Bau.
Die Blatter stehen wechselstandig und haben keine Nebenblatter. Die Bliten lassen sich
durch die Blutenformel K4 C4 A2: 0 + 4 @) kennzeichnen. Neben den 2 kurzen und

4 langen Staubblattern fallen die charakteristischen Frichte auf, die als Schoten bzw.
Schotchen oder einsamige Nuf3chen entwickelt sind. Eine Reihe von Arten sind als
Nutzpflanzen von Bedeutun@éphanus sativug. = Rettich, Armoracia rusticana
GAERT. = MeerrettichBrassica nigra(L.) KocH = schwarzer Senf unBlinapis albal.

= weiler Senf). In manchen Fallen stellen die bei den meisten Brassicaceae
nachgewiesenen Senfélglucoside erwinschte Inhaltsstoffe dar, die den scharfen
Geschmack bedingenBHNE& JENSEN 1998, S. 207 ff.).

Cochlearia anglical., Englisches Loffelkraut

Zunachst kommtC. anglica L. eine o©kologische Bedeutung zu, da das Englische
Loffelkraut zu den Pflanzen zahlt, die mit ihrem Wurzelwerk in der Salzwiese den
Boden stabilisieren. Sie verhindern damit eine zu grof3e Erosion des Bodens bei der
regelmafRigen Uberschwemmung durch die Flaizga et al, 1986).

Cochlearia sp. fand in Europa in der Zahnheilkunde Verwendungr{k, 1956).
Daruiber hinaus ist der hohe Gehalt an Vitamin C dllechleariaSpezies bekannt
(TURNER, 1981), was diesen Pflanzen im englischen den Namen scurvygrass eintrug.
Diese antiskorbutive Eigenschatft ist auch die einzige dokumentierte Verwendung von
C. anglicaL. im norddeutschen RaumI€BezEIT et al, 1999).

2.4.CARYOPHYLLACEAE, NELKENGEWACHSE

Familie aus der Klasse der Rosopsida, Unterklasse Caryophyllidae, Ordnung
Caryophyllales (vgl. 2.5. Chenopodiaceae).
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Die Nelkengewéchse sind Uber die ganze Erde verbreitete Pflanzen mit gegenstandigen
Blattern und haufig dichasialen Blutenstanden. Die drei Unterfamilien lassen sich leicht
voneinander unterscheiden. Die Bruchkrautartigen (Paronychoideae) sind durch das
Vorkommen von Nebenbléattern charakterisiert, die Mierenartigen (Alsinoideae) durch
freie Kelchblatter. Die Nelkenartigen (Silenoideae) schliel3lich erkennt man an den nur
hier (meist zu einer Réhre) verwachsenen Kelchblattern.

Fur die Caryophyllaceae sind Mono- und Di-C-Glycosylflavone und davon abgeleitete
O-Glycoside charakteristisch. Daneben kommen auch Flavonole und Flavone vor. In
den unterirdischen Organen der Silenoideae wird statt Starke ein als ,Lactosin”
bezeichnetes Saccharidgemisch, das tUberwiegend aus kurzkettigen Galactanen besteht,
gespeichert. In ihrer Saponinfihrung scheint es im Unterschied zu den anderen
Unterfamilien kaum eine Ausnahme zu geben.

Vertreter der Familie sind vor allem wegen ihrer Saponine als Arznei- und Giftpflanzen
von InteresseGypsophilaArten liefern das Saponium album (Saponin-Standard) des
Handels Saponaria officinaligenthélt etwa 5 % SaponiHernaria, das Bruchkraut, mit
unscheinbaren Bliten (Krone fehlt), ist eine als Diureticum gebréuchliche Droge, die
aul3er Saponinen Flavonoide und die Cumarine Umbelliferon und dessen Methylether
Herniarin (Il Abbildung 2) enthélt foHNE& JENSEN 1998, S. 138 ff.).

Sperqgularia medid.., Fliigelsarmiger Spéarkling

Zu S. mediaL. sind keine Vorarbeiten gefunden worden, die pharmakologisch
interessante Inhaltsstoffe oder Verwendung der Pflanze dokumentieren. Von der
Gattung Spergulariaist bekannt, da? sie im Okosystem Salzwiese von besonderer
Bedeutung sind (BzemMA et al, 1986), da sie mit ihrem Wurzelsystem dem Boden Halt
geben.

2.5.CHENOPODIACEAE GANSEFURGEWACHSE

Familie aus der Klasse der Rosopsida, Unterklasse Caryophyllidae, Ordnung
Caryophyllales (vgl. 2.4. Caryophyllaceae).

Unter den Chenopodiaceae finden sich viele Ruderalpflanzen mit auffalliger
Nitratakkumulation. Zum Abfangen des damit in Zusammenhang stehenden
Kationenuberschusses dient Oxalsaure, die in z.T. toxischen Mengen nachweisbar ist.
Andere Vertreter dieser Familie sind ausgesprochen salzliebende Pflanzen. Die meisten
dieser Halophyten besiedeln Spilsdume oder Wattrander des Meeres, wo vermodernde
Tang- und Kleintierreste eine lebhafte Nitrifikation erzeugen.
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2. Literaturtibersicht — Chenopagdieae

Als Gemiusepflanzen werden trotz des hohen Oxalséduregehalts der Spimacia
oleraceal.) und die verschiedenen Kulturformen der RunkelriBBetg vulgarisL.)
geschatzt (ROHNE& JENSEN 1998, S. 140 ff.).

Halimione portulacoide$lL.) ALLEN, Portulak Salzmelde

Zu H. portulacoidesL. sind keine Vorarbeiten gefunden worden, die pharmakologisch
interessante Inhaltsstoffe oder Verwendung der Pflanze dokumentieren.

Salicornia europaed., Gemeiner Queller

Die schwierig zu unterscheidenden Unterarten des Quellers werden oft vereinf&cht als
herbaceall.) L. oderS. europaed.. zusammengefal3t, was umstritten &by GLAHN

et al, 1989), hier aber der Einfachheit wegen beibehalten werden soll. Es handelt sich
hierbei um eine formenreiche Sammelat{8EIL & FITSCHEN, 1988, S. 342) die im
Folgenden als$. europaed.. angesprochen wird. Die Spezi8s europaed.. kommt
nahezu weltweit vor. Aus Pflanzenmaterial, das aus der ¢stlichen Region von Hokkaido,
Japan, stammt, wurden in einer Serie von Studien verschiedene Inhaltstoffe isoliert
(ARAKAWA et al 1982), unter anderem zwei Isoflavone (I und Il Abbildung 9) und ein
Flavanon (|l Abbil dung 9).

. H3CO

0 (@)
i < |
OH
(@]
(@]

Abbildung 9: Zwei Isoflavone (I und 1) und ein Flavanon (lll) v®alicornia europaeé.

) &

~J
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2. Literaturtibersicht — Chenopagdieae

Ein weiteres Flavonoid wurde aus Proben, die aus Frankreich stammen, is@sger (G

& VERBIST, 1985). Hierbei handelte es sich um ein glycosidisch an Zucker gebundenes

Quercetol (Abbildung 10).

OH

Abbildung 10: Quercetol aiBalicornia europaed.

In Japan wiederum wurde
die Struktur des roten
Farbstoffes aufgeklart, der
far die typische
Verfarbung der Pflanzen
im Herbst verantwortlich
ist und ihr auch den
Namen Roter Queller
eintrug (G411, 1976). Es
handelt sich bei dem
SalicorniaPigment  um
ein Betalain (auch

Betacyanin oder nitrogenes Anthocyanin) (Abbildung 11), wie es schon zuvBetaus
vulgaris L. (daher der Name) isoliert und f&alicorniaSpezies angenommen wurde

(MARBY et al, 1963). Von der gleichen Arbeitsgruppe wurden noch zwei Chromone

(Abbildung 12) aus. europaed. isoliert (QHi et al, 1978).

COOH CH,OH
o) o o) o)
OH OH >| ]
OH OH coo
OH x
HO N|
HOOC N COOH

Abbildung 11: DassalicorniaPigment

In Polen wurden vier Alkaloide isoliert &kowskl & DROST, 1965) unter anderem
Saliherbin ([GH12N-O]"CIl) und Salicornin ([GH22Ns04]"Cl"). Dagegen konnten bei
Untersuchungen vorSalicorniaSpezies aus Schweden keineu(liN& TORSELL,

1965) und bei Proben aus Agypten nur sehr geringe Mengen an Alkaloiden

nachgewiesen werdenASbBERG et al, 1967).
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2. Literaturtibersicht — Chenopagdieae

@) 0]
<o H3CO
o) H3CO
O 0]
6,7-Methylendioxychromon 6,7-Dimethoxychromon

Abbildung 12: Zwei Chromone a&alicornia europaed.

Keine Alkaloide waren bei kubanischen Spezies nachweisbats(Et al, 1972). Eine
Arbeitsgruppe aus Frankreich berichtete wiederum von dem erfolgreichen qualitativen
Nachweis eines Alkaloids (SpLuGAset al, 1970).

Von den Coast Salish Indianern auf Vancouver Island wird erzahlt, d&slgternia

Spezies essen und der salzige Geschmack sehr angenehnmssaiAC TURNER &

BELL, 1971). Diese Idee wurde vorLEaIN et al (1991) trotz des Saponingehalts der
Samen wieder aufgegriffen. CBalicorniaSpezies einen hohen Ol und Proteingehalt
haben (WETE et al, 1970), konnte es sich lohnen, diese Pflanzen gezielt anzubauen.
Dies ist besonders interessant, wenn es sich um aride Gegenden mit Meereskuste
handelt, da hier preiswert mit Salzwasser bewéassert werden keexn(ét al, 1998).

Dieses Konzept wird gegenwartig in den Seawater Farms Eritrea umgesetzt
(Informationsmaterial Eritrean Pavilion, Expo 2000-Hannover)

Aus New England ist die Behandlung n8t europaed.. bei Wassersucht bekannt
ebenso wie die auf den Sodagehalt der Pflanze zurlckzufihrende Verwendung bei der
Glas- und Seifenproduktion (Hsey, 1974). Von den beiden letzteren Anwendungen

der Pflanze wird ebenfalls aus dem norddeutschen Raum bericlemtzgiT et al,

1999). Auf ihr beruht auch der englische Name glasswort. BRnWELL (1968) wird

von S. europaea Lder Einsatz als Mittel gegen Krebs erwahnt.

Suaeda maritimdl.) Dum., Strand-Sode

Untersuchungen in Schweden zeigten, @fmaritima(L.) DumM. keine Alkaloide
enthalt (HUILTIN & TORSELL 1965). Dieses Ergebnis wird durch indische
Untersuchungen bestatigt, die Proben aus Chandipur untersuchten und weder Tannine,
Saponine, Flavonoide noch Alkaloide nachweisen konnteref®, 1975). Dagegen

sind furS. monoicaaus Saudi Arabien Alkaloide, Cumarine und Tannine nachgewiesen
worden (A-MESHAL et al, 1982). In der gleichen Studie wurde auch eine starke
antimikrobiologische Aktivitat gegen verschiedene Mikroorganismen festgestellt. Die
irakische SpezieS. vermiculatanthalt ebenfalls Alkaloide, zeigte aber Uberhaupt keine
antimikrobielle Aktivitat (A.-SHAMMA & MITSCHER 1979).S. pruinosaebenfalls aus
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2. Literaturtibersicht — Chenopadieae, Cyperaceae

Saudi Arabien wies. monoicaenthalt auch Alkaloide (FlssAet al, 1983a) genauso
wie S. fruticosaaus Agypten (&\NDBERG et al,, 1967).

Ebenso wieSalicorniaSpezies (vgl. S. 27) enthalten au®haedaSpezies ein Pigment
aus der Stoffgruppe der Betalaine, das Suaedin genannt wustiee(Pl & | MPERATO,
1971). Daneben enthalk. maritima (L.) DumM. verschiedene Lipide, Sterole und
Triterpene, nicht aber Urolsaure{GsHet al, 1985), die das haufigste Saponinaglycon
darstellt (vgl. 3.2.5.1).

Ebenso wie fuSalicornia europaed. (vgl. S. 28) wird auch fis. maritima(L.) Dum.
ein 6konomisch sinnvoller Anbau als Nahrungsquelle in trockenen Gegenden mit
Meerwasseranbindung diskutiertLBiN et al, 1998).

2.6.CYPERACEAE, SAUERGRASER REEDGRASER

Familie aus der Klasse der Liliopsida (= Monocotyledoneae), Unterklasse
Commelinidae, Ordnung Cyperales (vgl. 2.9. Juncaceae)

Die Cyperaceae dirften wahrscheinlich auf juncaceaenartige Wurzeln zurtickgehen, was
sich durch auf3ergewohnliche Synapomorphien im karyologischen Bereich (z.B. diffuse
Centromeren) dokumentiert. Der Stengel ist oft scharf-dreikantig und markhaltig. Die
Blatter sind dreizeilig angeordnet mit fast immer geschlossener Scheide. Es kommen
sowohl zwittrige als auch eingeschlechtige Bluten in reichblitigen Blitenstanden vor
(FROHNE& JENSEN 1998, S. 325 ff.).

Carex distand.., Entferntahrige Sumpf-Segge u@drex extens&oob., Strand-Segge

Eine der herausragenden Verwendungsmdoglichkeiten der meisten Seggen ist die als
Flechtwerk, z.B. sind die fasrigen Blatter einiger Arten zweifelsfrei von den Island
Salish Indianern zum Flechten von Kérben und zur Herstellung von Zwirn verwendet
worden (GIAPMAN TURNER & BELL, 1971). Daruberhinaus haben Seggen bei den
Cheyenne rituellen Charakter und werden in verschiedenen Zeremonien verwendet
(HART, 1981).

Bei den Spezie€. acutal., C. echinataMURR. (C. stellulataGoob.) undC. nigra (L)
ReicH. (C. goodenowiiGAY.) aus Schweden wurden keine Alkaloide nachgewiesen
(HULTIN & TORSELL, 1965). Gleiches gilt fU€. lacustrisWILLD. aus Minnesota (Set

al., 1973b). In der selben Studie wurde auch festgestelltCd&tustriswWiLLD . weder
Flavonoide noch Saponine enthélt, wohl aber Tannine. Die spanische S@ezies
pendulaHubsoN dagegen enthélt Alkaloide (MDOMAT et al, 1984).

Auf biologische Aktivitaten wurde nu€C. lacustris WILLD. untersucht. Von dieser
Spezies ist eine geringe antimikrobielle Aktivitat bekannit € al, 1973a). Eine
antineoplastische Aktivitat konnte nicht festgestellt werden¥(STaBA, 1973).
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2. Literaturtibersicht — Fabaceae (= Papilionaceae)

2.7.FABACEAE (= PAPILIONACEAE), SCHMETTERLINGSBLUTENGEWACHSE

Familie aus der Klasse der Rosopsida, Unterklasse Rosidae, Ordnung Fabales (=
Leguminosae)

Die Bliute der Fabaceae ist ausgesprochen zygomorph und zeigt einen oft zweilippigen
Kelch sowie eine aus ,Fahne“, zwei ,Fligeln* und einem aus zwei weiteren
Kronblattern verwachsenen ,Schiffchen” gebildete schmetterlingsartige Krone. Die
Knospendeckung der Krone ist absteigend, d.h. das innerste Kronblatt befindet sich — in
Normallage — unten. Das Androeceum besteht aus zehn Staubblattern, die bei
einheimischen Arten (oft auch nur alle auf3er einem) mit ihren Filamenten weit hinauf
zu einer den Fruchtknoten umschlieRenden Rohre verwachsen sind.

Alkaloide sind bei den Fabaceae haufig anzutreffen, ebenso sind Triterpensaponine weit
verbreitet. Unter den flavonoiden Verbindungen sind besonders die Isoflavone von
Interesse. Diese Verbindungen mit oestrogener Wirkung haben nur bei den Fabaceae
eine weite Verbreitung in einer Fille von strukturell ahnlichen Substanzen gefunden
(FROHNE& JENSEN 1998, S. 177 ff.).

Ononis spinosé., Dornige Hauhechel

Zu O. spinosal. sind keine Vorarbeiten gefunden worden, die pharmakologisch
interessante Inhaltsstoffe dokumentieren. Die einzige bekannte Arbeit zum Genus
Ononisist die von MbssA et al (1983b). Dort wurde). serrataaus Saudi Arabien
untersucht, mit dem Ergebnis, dal3 Alkaloide, Flavonoide und Tannine qualitativ
nachgewiesen wurden, aber keine Cumarine und Saponine. An biologischen Aktivitaten
wurde unter anderem die Fahigkeit zur signifikanten Verringerung des Blutdrucks
festgestellt.

Bei HARTWELL (1970a) wirdO. spinosal. als Kraut gegen cancerogene Geschwire
erwahnt.

Trifolium fragiferumL., Erdbeer-Klee undrifolium repend.., Wei3-Klee

Medizinisch wird Klee generell als krampflésendes Hustenmittel geschatzt sowie in
Form von Salben gegen Geschwire verwendesgHy, 1974). Die Algonquin Indianer
trinken den Tee voill. pratensd.. gegen Husten und die Iroquois verwendemepens

L. bei Asthma (ARNASON et al, 1981). Von anderen Indianerstammen ist nur der
Gebrauch als Nahrungsmittel bekannH{€vAN TURNER & BELL, 1973), der teilweise
sogar soweit geht, dal3 man von einer Art Anbau spriabkNER & K UHNLEIN, 1982).

Die Heilwirkung vonTrifolium-Arten ist auch bei den Qollahuaya in den bolivianischen
Anden bekannt (BsTIEN, 1982). Die auch in Italien heimischén pratenseund T.
repensL. werden dort in der traditionellen Medizin gegen rheumatische Beschwerden

16



2. Literaturtibersicht — Fabaceae (= Papilionaceae), Gentianaceae

eingesetzt (@PPELLETTI et al, 1982). In der traditionellen Medizin finden sich
Hinweise auf die Verwendung vofrifolium-Arten gegen Krebs, darunter audh
repensl. (HARTWELL, 1970a).

Von T. repend.. wird das Phytoalexin Medicarpin gebildet. In Calluskulturen l&R3t sich
die Bildung durch die Zugabe von verschiedenen Reizstoffen induzienesri{@,
1981).

In Tests auf hemmende Wirkung gegen verschiedene Mikroorganismen zeigten mehrere
Trifolium-Spezies (u.a. auchT.
repens L.) keine oder nur sehr
schwache Aktivitat (MSCHER et
al.,, 1972). Die vier SpeziesT.
campestreSCHREB.,, T. lappaceum OR2
L., T. purpureum Lois und T.
tomentosum L. aus dem Irak
enthalten keine Alkaloide und

R,0
zeigen ebenfalls keinerlei Wirkung OH
auf Mikroorganismen (A-SHAMMA Abbildung 13: Das Aglycon der Sojasaponine aus
& MITSCHER 1979). Trifolium resupinatunt.

Bei Untersuchungen von. repensL. aus Indien konnten keine Alkaloide, Flavonoide
und Saponine nachgewiesen werdem#gKoR et al, 1971). Aus dem persischen Klee

(T. resupinatunL.) dagegen wurden funf verschiedene Saponine isoliert. Zwei bereits
bekannte Soja-saponine und drei weitere, die alle das gleiche Aglycon (Abbildung 13)
haben (810NET et al, 1999).

Untersuchungen der Spezi€s pratensel., T. angustifoliumL. und T. rubensL. aus
Spanien ergaben ebenfalls nur negative AlkaloidnachweiseD®VAT et al, 1984).

2.8.GENTIANACEAE, ENZIANGEWACHSE
Familie aus der Klasse der Rosopsida, Unterklasse Asteridae, Ordnung Gentianales

Eine Familie mit vorwiegend krautigen Pflanzen, deren Blatter gegenstandig und
ungeteilt sind, Nebenblatter fehlen. Die Leitblindel zeigen bikollateralen Bau. Gedrehte
Knospenlage ist fur die sympetale Krone bezeichnend. Die meist einfachrigen
Fruchtknoten mit zahlreichen Sammenanlagen entwickeln sich zu Kapselfrichten. Bei
uns kommen etwa 30 einheimische Arten vor.

Wegen ihres bitteren Geschmacks werden manche Enziangewdchse noch heute als
Bitterdrogen oder zur Bereitung von Krauterschnapsen gern verwendet, insbesondere
Enzian-Arten wie Gentiana Iuteal. oder das Tausendguldenkra@entaurium
erythraeaRAFN.. Die Struktur der in diesen Drogen enthaltenen Bitterstoffe ist nicht in
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5. Literaturtibersicht — Gentianaceae

allen Fallen aufgeklart, die Mehrzahl von ihnen gehort jedoch biogenetisch zu den
Terpenoiden. Die einfacheren Vertreter wie das Gentiopikrosid oder das Swertiamarin
sind in glycosidischer Bindung vorliegende Seco-Iridoide mit geringen Bitterwerten.
Werden derartige Glycoside uber eine OH—Gruppe des Zuckers mit Tri- (oder Di-
)hydroxy-diphenylcarbonsauren verestert, so wird die Bitterwirkung um ein Vielfaches
potenziert. Derartige Acylglycoside vom Typ des Amarogentins sind, obwohl nur in
geringen Konzentrationen vorkommend, ausschlaggebend fur den intensiven
Bittergeschmack der Gentianaceae und Gentianaceae-Drogen und gehdren zu den
bittersten Substanzen, die wir kennen. Gerbstoffe scheinen ganz zu fetdemgrR

JENSEN 1998, S. 253 ff.).

Centaurium pulchelluliSW) DRUcCE., Astiges Tausendgiildenkraut

Zu C. pulchellum (SW) Druck sind keine Vorarbeiten gefunden worden, die
pharmakologisch interessante Inhaltsstoffe oder Verwendung der Pflanze
dokumentieren. Die irakischen ArteD. spicatum(L.) FRiSCH und C. tenuiflorum
(HOFFMGGET LINK) FRISCH. zeigen keine antimikrobielle Aktivitdt (ASHAMMA &
MITSCHER, 1979). Dagegen zei@l. ramosissimunDRUCE. aus Pakistan gegen einige
Mikroorganismen eine leichte Wirkungk@Aam & INAMUL -HAQ, 1980).

Von mehrerenCentaurium
Spezies ist bekannt, dal3 sie
traditionell gegen Krebs
eingesetzt werden (Hartwell,
1969a).

An Inhaltstoffen sind erst in
jungster Zeit die beiden
Triterpenlactone Centuriol (I
in  Abbildung 14 und
Centaurion (Il in Abbildung R
14) ausC. pullchelum(Sw)
DRUCE isoliert worden (Bl 1) R=p-OH,a-H
et al, 2000). 2R=0

‘t, 7 /////

Abbildung 14: Triterpenlactone vddentaurium pullchelum
(Sw) DRuUCE
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2. Literaturlibersicht — Juncaceae, Juncaginaceae

2.9.JUNCACEAE, BINSENGEWACHSE

Familie aus der Klasse der Liliopsida (= Monocotyledoneae), Unterklasse
Commelinidae, Ordnung Juncales (vgl. 2.6. Cyperaceae)

Die Blutenformel der Juncaceae ist *p3 + 3 A3 + 3 G(3). Das Perigon ist aber
unscheinbar und trockenh&utig. Die Bluten stehen oft in reichblitigen, kopfigen bis
rispigen Blutenstanden. Uber Verkieselung ist nichts Sicheres bekannt. Von
phenolischen Substanzen kommen vor allem Chlorogensaure, Luteolin und dessen 5-
Methylether vor (ROHNE& JENSEN 1998, S. 325 ff.).

Juncus gerardilLols., Salz-Binse unduncus maritimusAM., Strand-Binse

Zu J. gerardii Lois. undJ. maritimusLAM. sind keine Vorarbeiten gefunden worden,
die pharmakologisch interessante Inhaltsstoffe oder Verwendung der Pflanze
dokumentieren. Verschiedene Arten der Gattdugcuswurden auf Alkaloide negativ
getestet (KLTIN & TORSELL, 1965) und bei KIRTWELL (1969b) werden einige Arten
dieses Genus als Antitumormittel erwahnt.

2.10.JUNCAGINACEAE, DREIZACKGEWACHSE

Familie aus der Klasse der Liliopsida (= Monocotyledoneae), Unterklasse Alismatidae
(= Helobiae), Ordnung Najadales

Die  Dreizackgewédchse umfassen 18  Arten.

Einheimisch sind nufriglochin maritimumL. undT. — O-Glc
palustris L.. Wie bei allen Arten der Alismatidae |HO2C —
handelt es sich um krautartige Wasser- und HO2C \\
Sumpfpflanzen mit z.T. polymeren Bliten. Typisch fur N
die Najadales ist das oft ganz fehlende Perianth. Abbildung 15: Triglochinin

Die Pflanzen sind durch das Vorkommen von
Triglochinin (Abbildung 15) stark cyanogenRGHNE
& JENSEN 1998, S. 297 ff.).

Triglochin maritimuml., Strand-Dreizack

In Norddeutschland wurdg. maritimumL. vor der Blite als Salat gegesserEgEzZEIT
et al, 1999). Zu diesem Zeitpunkt ist der Gehalt an cyanogenen Glycosiden noch gering
(MAJAK et al, 1980). Dem Salat wurde eine blutreinigende Wirkung zugeschrieben.

Im Gegensatz zu anderen Salzwiesenpflanzen bildeharitimumL. normalerweise
keine vesicular-arbusculare Mycorrhiza aus, eine Symbiose mit einem Pilze der
Ordnung Endogonales am WurzelsysterodRvA et al, 1986), was auf ein besonderes
Abwehrsystem schlief3en Iaf3t.
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2. Literaturibersicht — Plantaginaceae, Plumbaginaceae

2.11.PLANTAGINACEAE,, WEGERICHGEWACHSE

Familie aus der Klasse der Rosopsida, Unterklasse Asteridae, Ordnung Scrophulariales
(vgl. 2.15. Scrophulariaceae)

Die Wegerichgewachse haben — sekundar — anemogame, unscheinbare, in dichten Ahren
stehende Bluten. Die Blatter sind oft parallelnervigdfNE & JENSEN 1998, S. 256

ff.). Der GenusPlantago stellt mit etwa 265 die grof3te Gruppe dieser Familie
(FEINBRUN-DOTHAN, 1978, S. 220 ff.).

Plantago maritimal.., Strand-Wegerich

Von P. maritima L. ist nur bekannt, dal3 Alkaloide nachweisbar sindLfiN &
TORSELL, 1965). Andere Spezies des GenBfantago sind aber weltweit als
Heilpflanzen bei ganz unterschiedlichen Indikationen geschatzt, z.B. bei den Indianern
in Nordamerika (&RNASON et al, 1981; GIAPMAN TURNER & BELL, 1973; FAMON et

al.,, 1981; HboPER & CHANNDLER, 1981, 1984; Hussey, 1974), in Sudamerika
(BANDONI et al, 1976, Wong, 1976), in EuropaAGPELLETTI et al, 1982), in Afrika
(WATT, 1967), in China (HRSCHHORN 1982; Xiao, 1981) und Tibet (GSEvA-
BADMAEVA et al, 1972), in Indien @N & TARAFDER, 1970; Rao, 1981, 1982), bei den
japanischen Urvdlkern (MsuHASHI, 1976) und auf Hawaii (NGATA, 1971).

So umfangreich wie der eben beschriebene Einsatz als Heilmittel bei unz&hligen
Indikationen sind auch die Berichte zur

Verwendung vonPlantageSpezies als CH,OH HOH,
Krepstherapeutika (Hartwell, 1970Db). OH

Das Spitzwegerichkraut P{antaginis © 0 OH
lanceolatae herbawird in Osteuropa

und Holland au®lantago lanceolatd.. OH OH N

gewonnen und wegen seines
Aucubingehalts  (Abbildung  16) Abbildung 16: Aucubin
gehandelt (SHNEIDER& HILLER, 1999).

2.12.PLUMBAGINACEAE, GRASNELKENGEWACHSE

Familie aus der Klasse der Rosopsida, Unterklasse Caryophyllidae, Ordnung
Plumbaginales.

Zu den 350 Arten der Plumbaginaceae, der einzigen Familie dieser Ordnung, gehdren
viele salzliebende Pflanzen. Ein wichtiges Familienmerkmal ist das acetogene 2-
Methyl-5-hydroxy-naphthochinon Plumbagin (Abbildung 17), dem eine schwache
antihamorrhagische Wirkung zugeschrieben wirlb{fNE& JENSEN 1998, S. 145 ff.).
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5. Literaturtibersicht — Plumbaginaceae, Poaceae (= Gramineae)

CH3

OH 0]

Abbildung 17: Plumbagin

Armeria maritima(MiLL.) WILLD ., Gemeine Grasnelke

Von A. maritima (MiLL.) WILLD. ist nur bekannt, da3 Alkaloide nachweisbar sind
(HULTIN & TORSELL, 1965).

Limonium vulgareMiLL ., Widerstol3, Stransnelke

Im Gegensatz zA. maritima(MiLL.) WILLD . enthaltL. vulgare MiLL. keine Alkaloide
(HULTIN & TORSELL, 1965). Die einzige berichtete Verwendung als Heilpflanze ist die
von CHANDLER et al. (1979), wonach die Micmac Indianer diese Pflanze zum Stillen
von Blutungen einsetzen. Eine solche Verwendung ist sicher auf das oben beschriebene
Plumbagin (Abbildung 17) zuriickzufuhren. Die Verwendung in der Krebstherapie in
Israel ist von &vA & ABRAHAM (1981) dokumentiert worden.

2.13.POACEAE (= GRAMINEAE), SURGRASER

Familie aus der Klasse der Liliopsida (= Monocotyledoneae), Unterklasse
Commelinidae, Ordnung Poales

Die Graser bilden mit 8000 Arten den Grundstock der Steppen-, Savannen- und
Grunlandvegetation und sind hier wichtige Futterpflanzen fir Wild- und Haustiere. Dem
Menschen dienen sie in weiten Teilen der Welt als kohlenhydrat- und eiweil3reiches
Nahrungsmittel (Reis, Mais, Weizen etc.).

Die Bluten sind in ein- bis mehrbliitigen Ahrchen vereinigt und sitzen in der Achsel oft
begrannter Deckspelzen. Sie sind im Zusammenhang mit der Anemogamie stark
reduziert: In der Regel drei Staubblatter mit langen Filamenten entlassen die
monoporaten Pollenkdrner. Meist zwei fedrige Narben des oberstandigen Fruchtknotens
fangen die windverbreiteten Pollenkérner auf. Die zwei kleinen Schwellkérper 6ffnen
die Bluten durch Abspreizen der Vor- von der Deckspelze. Schwellkdrper wie
Vorspelze werden als umgebildete Perianthblatter gedeutet. An den einsamigen
Frichten (Karyopsen) sind Samenschale und Perikarp verwachsen. Der Embryo liegt
dem starkereichen Endosperm seitlich an, dessen &ufRerste Schicht reich an
Aleuronkoérnern ist. Die Blatter sind zweizeilig angeordnet, ihr Blattgrund umfal3t den
durchweg runden Stengel als enganliegende Scheide.
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2. Literaturtibersicht — Poaceae (= Gramineae), Primulaceae

Unter den Polyphenolen sind haufig C-Glycosylflavone und Tricinglycoside
anzutreffen. Alkaloide kommen vereinzelt vor, einige Verbindungen sind aber
offensichtlich Stoffwechselprodukte endoparasitischer Pilze wie A&emonium
coenophaliumund Claviceps purpurea(Mutterkornpilz). Cyanogene Verbindungen
kommen allgemein vor, wenn auch oft nur in geringer Menge. Ebenso treten
Cumarinderivate in Spuren vermutlich in allen Gréasern auf. Deren Akkumulation ist
aber selten und bislang nur vémthoxanthum odoraturh., dem Ruchgras (ca. 1 %
Cumarin im Sprof3), undHierochloé odorata (L.) P.B., dem Wohlriechenden
Mariengras, bekannt @HNE& JENSEN 1998, S. 326 ff.).

Agrostis maritima_AM., StrauR3gras

Zu A. maritimaLAaM. sind keine Vorarbeiten gefunden worden, die pharmakologisch
interessante Inhaltsstoffe oder Verwendung der Pflanze dokumentieren. Der einzige
Bericht von der Verwendung einfgrostisSpezies ist von bssey (1974). Dort wird

vom Gebrauch des Grases als Web- und Flechtmaterial fir Kérbe berichtet.

Festuca villose5ScHWEIGG., Schwingel

Zu F. villosa ScCHWEIGG. sind keine Vorarbeiten gefunden worden, die pharmakologisch
interessante Inhaltsstoffe oder Verwendung der Pflanze dokumentiemunmEe et

al. (1983) berichtet vom Gebrauch verschieddfestucaSpezies als Dachmaterial in
Argentinien.

Puccinellia maritima(HuDs.) PARL., Strand-Salzschwaden

Zu P. maritima (Hups.) ParL. sind keine Vorarbeiten gefunden worden, die
pharmakologisch interessante Inhaltsstoffe oder Verwendung der Pflanze
dokumentieren.

Spartina maritima CUrT.) FERN., Niederes Schlickgras

Zu S. maritima (CurT.) FeRN. sind keine Vorarbeiten gefunden worden, die
pharmakologisch interessante Inhaltsstoffe oder Verwendung der Pflanze
dokumentieren. Nur bSSeY (1974) berichtet von der Verwendung v®npectinatals
Flechtmaterial fir Korbe.

2.14 PRIMULACEAE, PRIMELGEWACHSE
Familie aus der Klasse der Rosopsida, Unterklasse Asteridae, Ordnung Primulales

Mit 800 Arten bilden die Primelgewachse den Mittelpunkt der Ordnung. Es handelt sich
hierbei um vorwiegend krautige Pflanzen temperierter Klimazonen. Charakteristisch
sind die mehr oder weniger verwachsenen Kornblatter und der reduzierte aul3ere
Staubblattkreis (staminodial). Die Fruchtblatter sind einschlieBlich der Griffel
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2. Literaturtibersicht —Primulaceae, @unularaceae

verwachsen. Die tenuinucellaten Samenanlagen liegen mit zwei Integumenten an der
zentralen Plazentasaule. Aufgrund der Plazentation wurden die Primulales friher bei
den Centrospermen nahe den Plumbaginales eingeordnet (vgl. 2.11. Plumbaginaceae).

Ganz allgemein kommen in der Familie Triterpensaponine vor. Das Hauptaglycon ist oft
Primulagenin, ein Sapogenin der Oleanan-Reihe. Als Expectorantien verwendet man die
unterirdischen Organe oder Bliten v&nimula elatior (L.) HiLL. und P. verisL..

Giftige Saponine finden sich z.B. bei der Gattu@gclamen dem Alpenveilchen
(FROHNE& JENSEN 1998, S. 225 ff.).

Glaux maritimal., Strand-Milchkraut

Die einzige bislang untersuchte Stoffgruppe ¥®nmaritimaL. sind die Alkaloide
(Hultin, 1965). Sie sind nicht nachweisbar. Bekannt ist die Pflanze auch durch das
Kwaiutel-Sedativum (6APMAN TURNER & BELL, 1971). Danach hat die Pflanze eine
einschlafernde Wirkung, wenn man sie nach stundenlangem KochenHifemAN
TURNER& BELL, 1973). Der Wirkstoff, der dafir verantwortlich ist, ist unbekannt.

2.15.SCROPHULARIACEAE, RACHENBLUTLERGEWACHSE

Familie aus der Klasse der Rosopsida, Unterklasse Asteridae, Ordnung Scrophulariales
(vgl. 2.10. Plantaginaceae)

Die Rachenblitler stellen mit 3000 Arten die wichtigste Familie der Scrophulariales.

Augenscheinlich ist die ausgepragte Tendenz zur zygomorphen Blite. Hand in Hand
damit reduziert sich auch in der Regel die Zahl der Staubblatter. Die Frichte sind
durchweg vielsamige Kapseln. Die Butenformel ist K(5) [C(5) A5 2Z)5(

Fur viele Scrophulariaceae sind Iridoide bezeichnend. Insbesondere kommeg die C
Iridoidglycoside Aucubin und Catalpol sowie Derivate dieser Grundkérper vor.

Nur eine einzige Gattung wird durch eine Inhaltsstoffgruppe gepragt, die fir den
Menschen von besonderer Bedeutung ist: die Gaugigalis (Fingerhut) mit etwa 26
Arten. Sie gehoéren wegen des Gehalts an Cardenoliigitalis-Glycoside), die fir die
Behandlung der Herzinsuffizienz neben neueren Synthetika immer noch von Bedeutung
sind, zu den bekanntesten Arznei- und Giftpflanzen Uberha®@HW{E & JENSEN

1998, S. 225 ff.).

Odontites litoralisFr., Salz-Zahntrost

Nach (HULTIN & TORSELL, 1965) enthalO. litoralis FR. keine Alkaloide. Der Dekokt
der Pflanze in Wein soll bei Zahnschmerzen helfess@zeiT et al, 1999).
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3. METHODISCHERTEIL

»Though this be madness yet
There is method in’t"

W. SHAKESPEARE Hamletll, ii.

3.1.VORBEREITEN DEUNTERSUCHUNGSMATERIALS

3.1.1.SAMMELN UND VORBEREITEN DERPROBEN

Fur die durchgefihrten Untersuchungen wurden Proben von Pflanzen aus der Natur
entnommen. Der jeweilige Ort und das Datum der Probennahme ist, wenn nicht anders
angegeben, im Anhang Il aufgelistet. Die Bestimmung der Spezies erfolgte nach
SCHMEIL & FITSCHEN (1988). Wenn nicht anders vermerkt, wurden nur die
Uberirdischen Pflanzenorgane (Stengel, Blatter, Bliten und Frichte / Samen)
gesammelt. Alle Proben wurden am Vormittag genommen, um UbermaRige Hitze und
Sonneneinstrahlung auf die gesammelten Proben zu vermeiden. Fur das Sammeln
wurden Netztaschen verwendet, die etwa ein halbes Kilo Probenmaterial aufnehmen
konnten.

Das Probenmaterial wurde in der jeweiligen Netztasche in einem Laborabzug
aufgehangt und so im Schatten luftgetrocknet. Gegebenenfalls wurde der Inhalt der
Netze aufgelockert.

Die so erhaltenen Rohdrogen wurden zunachst mit einer Schere, dann mit einem Morser
zerkleinert. Um eine ungefahre Vorstellung von der erhaltenen Korngréf3e zu
bekommen, wurde das zerstol3ene Material durch ein handelstbliches Mehlsieb
gegeben, das eine Maschenweite von etwa 1 mm hat. Gréberes Material wurde entweder
weiter zerkleinert oder verworfen.

Das so erhaltene Drogenmaterial mit einer maximalen Korngré3e von etwa 1 mm wurde
in abgedeckten PE-Behaltern vorgehalten.

3.1.2.EXTRAKTION DER DROGEN

Von der getrockneten und zerkleinerten Droge wurden 10 g in eine Soxhlethhilse
eingewogen und mit Watte verschlossen. Die Extraktion fir die nachfolgend unter
«Chemisches Screening» und «Biologisches Screening» beschriebenen Versuche
(Ausnahme: Die Tests auf Cumarine, siehe dort) erfolgte dann mit ca. 250 mL Ethanol
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3. Methodischer Teil — Extraktion der Drogen

(96%) im Soxhleth fir etwa 48 h. Der so erhaltene Rohextrakt wurde am
Rotationsverdampfer auf ca. 10 mL eingeengt und in kleinen braunen Glasflaschen
verschlossen vorgehalten. Die Lagerung erfolgte bei — 18 °C.

Fur vertiefende Untersuchungen wurden die geeignet erscheinenden Spezies erneut
gesammelt und einer Extraktion unterzogen. Diesmal erfolgte die Extraktion
fraktionierend, zuerst mit Toluol und dann mit Ethanol (je ca. 250 mL), da mit diesen
beiden Losungsmitteln alle bioaktiven Komponenten isolierbar SireRR®ORTE

1998). Die so erhaltenen Rohextrakte wurden wie beschrieben eingeengt und gelagert.
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3. Methodischer Teil — Das chemische Screening: Allgemeines

3.2. CHEMISCHESSCREENING

3.2.1.ALLGEMEINES ZUM CHEMISCHENSCREENING

Das chemische Screening soll einen schnellen Hinweis auf das mogliche Vorkommen
ausgewabhlter phytochemischer Komponenten geben. Diese sind:

» Alkaloide

e Cumarine

* Flavonoide

e Saponine

» Tannine und weitere phenolische Komponenten
Die ausgesuchten Methoden zur Bestimmung dieser Komponenten zielen, wenn nicht
anders beschrieben, nur darauf ab, diese chemischen Gruppen anzuzeigen. Es sind
deshalb ungeeignete Methoden zum Nachweis von Einzelsubstanzen.

Die Ergebnisse des chemischen Screenings sollen als Grundlage fir weitere
Untersuchungen dienen. Nur als solche kdnnen sie herangezogen werden und sind dann
unverzichtbare Entscheidunghilfen bei der Auswahl der Proben.

Auch eine Beurteilung des pharmazeutischen oder biotechnologischen Potentials einer
Probe ist an Hand dieser Ergebnisse moglich. Sie konnen Grundlage fur weiterfihrende,
d.h. zeit- und kostenintensivere Untersuchungen sein. Im Zusammenhang mit einem
biologischen Screening erlauben sie desweiteren erste Aussagen Uber eventuelle
Wirksubstanzen, denen gezielt nachgegangen werden kann.

Die im folgenden aufgefiihrten Reagenzien sind in ihrer Zusammensetzung im Anhang
IV aufgefihrt.

3.2.2.ALKALOIDE

3.2.2.1.HINTERGRUND

Der Begriff Alkaloid geht auf das Jahre 1819 zurick, alssMeER ein Apotheker aus
Halle, diese Bezeichnung fiur alkalisch reagierende Substanzen wahlte, die er aus
Pflanzen isolierte.

Seit damals haben sich die Alkaloide als eine sehr heterogene Gruppe von Chemikalien
erwiesen. Es gibt keine allumfassende Definition fur die Alkaloide als chemische
Stoffgruppe.

26



3. Methodischer Teil — Alkaloide

Statt dessen wurden einige Klassi-

OCHjs fizierungssysteme aufgestellt, in

CN die man die meisten Alkaloide

F N N einordnen kann. Nach
\ = HEGENAUER (cf. CORDELL, 1981,

\N CHa ']l © S. 5) gruppiert das am weitesten

Chs akzeptierte Klassifizierungs-

system die Alkaloide in i. wahre
! ! Alkaloide  (z.B. Nikotin,

Abbildung 18: Zwei Pyridin-Alkaloide: das basische Abbildung 18), die toxisch und

physiologisch aktiv sind, ein
Stickstoffatom in einem heterocyclischen Ring haben, aus Aminosauren gebildet
werden und von geringer taxonomischer Verbreitung sind, ii. Protoalkaloide (z.B.
Mescalin,

Nicotin (1) und das nicht-basische Ricinin (Il)

Ho Ha
C—C—NH; H3CO <
Ho (|3H2
AN NH;
H3CO
N OCHs
| I

Abbildung 19: Die komplexeren Amine Serotonin (I) und Mescalin (II)

Abbildung 19), relativ einfache Amine, in denen der Aminosaure-Stickstoff nicht in
einen Heterocyclus eingebunden ist und deren Biosynthese auf Aminosauren
zurtckgeht, und iii. Pseudoalkaloide (z.B. Coniin, Abbildung 20), deren Biosynthese
nicht auf Aminosauren zurickzufihren isofbeLL, 1981, S. 5 ff.).

Eine weitere moderne Definition gibtERETIER (1983).

Danach sind Alkaloide cyclische, organische Stoffe mit einem
Stickstoffatom in negativer Oxidationsstufe mit limitierter
N Verbreitung unter den lebenden Organismen. Die
Schwierigkeit, eine passende Definition fir Alkaloide zu
finden, bestatigt sich in der AuRerung eines Kollegen von

Abbildung 20: Das
Piperidin-Alkaloid

Coniin

Pelletier bei der Diskussion zu diesem Thema, als dieser
meinte:An alkaloid is like my wife. | can recognise her when |
see her, but | can’t define h¢PELLETIER, 1983).

Gegenwartig sind die Strukturen einer Fulle verschiedener Alkaloide bekannt, von
denen einige aufgrund ihrer hohen physiologischen Aktivitat eine grof3e Bedeutung in
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3. Methodischer Teil — Alkaloide

der Pharmazie haben oder eher aus traditioneller Sicht als Drogen, wie z.B. Nicotin und
Kokain. Uber die ungefahre Anzahl gibt es verschiedene Angaben. Zu den reinen
Alkaloiden gehoren nachi®HTER (1988, S. 546) etwa 3 000 sekundare Pflanzenstoffe.
BREITMAIER (1997, S. 11) spricht von 6 000 stickstoffhaltigen Naturstoffen
Uberwiegend pflanzlicher, seltener tierischer Herkunft. BeiN&IDER& HILLER (1999,

S. 28) ist dagegen von 7 000 bekannten Strukturen die Rede. Eine Gruppierung der
Alkaloide nach ihrer biogenetischen Entstehung zum Zweck des taxonomischen
Vergleichs ist bei HGENAUER (1988) zu finden. Die molekularen Aspekte der
Biogenese werden beiAdHIMOTO & Y AMADA (1994) behandelt.

Typisch fur diese Stoffgruppe ist die haufig alkalische Reaktion und die Wirkung auf
warmblitige Organismen (z.B. beruhigend, anregend, gefal3verengend oder -erweiternd,
krampflésend, schmerzbetaubend und psychoaktiv, d.h. euphorisierend bis
halluzinogen). Dennoch reagieren keineswegs alle Alkaloide #vabisch kalaja =
brennen undgriechisch e1doc = aussehen) alkalisch. Das Hauptalkaloid Nicotin
(Abbildung 18) der TabakpflanzBlicotiana tabacumL. ist z.B. eine starke Base,
wéhrend Ricinin (Abbildung 18) al®icinus communik., das ebenfalls zu den Pyridin-
Alkaloiden z&hlt, als Lactam nicht-basisch reagieREBMAIER, 1997, S. 11).

Alkaloide gehdren neben den Aminen, Senfél- und cyanogenen Glucosiden, Betacyanen
und Betaxanthinen sowie den Pseudoalkaloiden zu den stickstoffhaltigen Naturstoffen
(RICHTER, 1988, S. 540). Typische Vertreter fir diese weiteren Gruppen
stickstoffhaltiger Naturstoffe sind z.B. Serotonin

und Mescalin (letzteres aus dem Peyotl-Kaktus

Lophophora williamsiiisoliert, bekannt durch | HO N(CHg3)2
die Rockgruppe HE DOORS als Vertreter der \
komplexeren Amine (Abbildung 19). Al§- N
Phenylethylamin- und  Tryptamin-Derivate \H

pflanzlicher oder tierischer Herkunft (z.B.
Bufotenin, das Hautsekret der Aga-Krdefo
marinus Abbildung 21) werden diese Stoffe
dennoch als Alkaloide eingestuft.

Abbildung 21: Bufotenin, das Hautsekret

der Aga-KroteBufo marinus

Bekannte Vertreter der
/S_G|C I R= H2C=ﬁ— Senfble (.:. _Isothiocyar?ate)
R—C—C sind das Sinigrin auBrassica

H2 \\N_SO3- nigra (L.) KocH (Schwarzer
I R=
© HO Senf) und das Sinalbin aus
Sinapis albal. (Weil3er Senf)

(Abbildung 22) wund das
Amygdalin als Vertreter der

Abbildung 22: Die Senféle Sinigrin (I) und Sinalbin (I1)
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3. Methodischer Teil — Alkaloide

cyanogenen  Glucoside
(Abbildung 23), das in
bitteren Mandeln
vorkommt und dessen CH,OH _(l-:'z L
enzymatische  Spaltung o} o |
unter  anderem  zur OH C=N

Blauséure fihrt. OH OH
OH OH

Abbildung 23: Amygdalin aus der bitteren Mandel

Die Namen der strukturell und biogenetisch eng verwandten rot oder violett gefarbten
Betacyane und der gelben Betaxanthine geht auf die Mgig ¢uriick, in der sie vor
etwa 100 Jahren entdeckt wurden.

Die Pseudoalkaloide schlie3lich sind keine Derivate von Aminosauren und somit ist der
Stickstoff an andersartige Kohlenstoffgerliste gebunden, oft an Isoprenoide.
Entsprechend spricht man von Terpen-Alkaloiden. Man unterscheidet Steroid-
Alkaloide, die in G;- (z.B. Conessin ausiolarrhena sp., Abbildung 24) und &
Verbindungen (z.B. Solanin a®lanaceaesp., Abbildung 25) unterteilt werden, von
Monoterpen- (z.B. Gentianin, Abbildung 26), Sesquiterpen- (z.B. Deoxynupharidin,
Abbildung 26), Diterpen- (z.B. Aconitin) und Triterpenalkaloide (z.B. Daphniphylin).

Auch das vorwiegend in den Frichten
H3C\ des SchierlingsGonium maculatunt..)
ChHs vorkommende Coniin (Abbildung 20)
ist ein Pseudoalkaloid: sein Grundgerist
wird von Piperidin gebildet. Die starke
Giftwirkung beruht auf einer Lahmung
der motorischen Nervenenden. Im
Altertum diente diese Droge als

Hinrichtungsmittel (Tod des Sokrates)
Abbildung 24:Das Steroid-Alkaloid Conessin (RICHTER, 1988, S. 545).

N

CHs

(H3C)oN

Der Stoffwechsel von Alkaloiden unterliegt einer Reihe von GesetzméalRigkeiten, welche

auch fur den Sekundarstoffwechsel hoherer Pflanzen allgemein verbindlich sind. Sie
betreffen im wesentlichen das Vorkommen, den Ort und den Zeitpunkt der Synthese und
Speicherung bzw. den Umsatz sowie die beteiligte Enzymgarnitur und ihre Kontrolle

(RICHTER, 1988, S. 546).
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3. Methodischer Teil — Alkaloide

Etwa 10 — 20 % aller

HsC Gefalpflanzen bilden
CHa Alkaloide (FARNSWORTH
1966). Es gibt

CHj ausgesprochene ,Alkaloid-

'Tham Familien“, sowohl unter den

Gla' monokotylen als auch den
Gle-0O dikotylen Pflanzen. Oft ist ein
Abbildung 25: Das Steroid-Alkaloid Solanin Hauptalkaloid mit zahlreichen

Nebenalkaloiden  vergesell-

schaftet, wobei fur beide in der Regel die Ausgangsverbindung sowie das Grundgerust
der Molekule identisch sind. Diesem gehauften Vorkommen bei einzelnen Familien
oder Gattungen liegt ein weiteres Einteilungsprinzip zugrunde (z.B. Papaver-Alkaloide,
Solanum-Alkaloide usw.).

Als Beispiel fur die Variabilitat der Bildung von Alkaloiden durch Pflanzen sei das
Morphin (Abbildung 27) erwdhnt, das nur von zwei Arten der Mohnpflanzen gebildet
wird. Die Ubrigen Vertreter der
CHj Mohnpflanzen kénnen dies
nicht, bewadltigen aber sehr
wohl Teilreaktionen der

X HaC N Morphin-Biosynthese. qual ist
die Bildung von Morphin auf
N a die hochspezialisierten Zellen
/ des Milchréhrensystems

begrenzt. Analog ist die
: I Synthese anderer Alkaloide bei
Abbildung 26: Die Terpenalkaloide Gentianin () und anderen Pflanzen auf die

Deoxynupharidin (1) wachsende Wurzel (Nicotin
beim Tabak, [-Hyoscyamin
der Tollkirsche) oder auf die Chloroplasten (Chinolizidin-Alkaloide der Lupine,
Alkaloide des Schierlings) beschrankt. Bei den Tee- und Kaffeepflanzen entstehen die
typischen Alkaloide meist nur in spezialisierten Parenchymzellen, den Idioblasten
(RICHTER, 1988, S. 547).

Die Fahigkeit zur Alkaloidproduktion bei héheren Pflanzen geht notwendigerweise mit
einer davon rdumlich getrennten und effektiven Speicherung oder Akkumulation einher.
Geringe Mengen eines Alkaloids wirden sonst in den meisten Féllen wegen des
basischen Charakters, selten wegen einer Antimetabolit-Wirkung, lebenswichtige
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3. Methodischer Teil — Alkaloide

Prozesse im Cytosol storen. Bevorzugte Speicherrdume sind Zellvakuolen, z.B. in
Milchréhren.

Die Funktion der Alkaloide in der
Pflanze ist unbekannt. In einigen Fallen
scheinen sie als chemische Abwehr
gegen TierfralR zu fungieren, wobei
sicherlich ihr bitterer Geschmack
(charakteristisch fur viele Alkaloide)
sowie ihre Warmblltertoxizitat eine
Rolle spielen.

Abbildung 27: Das Opium-Alkaloid Morphin

Der Begriff Alkaloid ist, wie gezeigt, nicht besonders prazise. Dementsprechend
willktirlich werden Naturstoffe Uberwiegend pflanzlicher, aber auch tierischer Herkunft
nach chemischen Kriterien als Alkaloide eingeordnet, wenn sie entweder Heterocyclen
(wie Pyrrolidin, Piperidin, Pyridin, Indol, Isochinolin, Chinolin) oder Arylethylamine
(B-Phenylethylamin, Tryptamin) oder beide Merkmale zusammen enthalten. Besonders
haufig kommen heterocyclische Alkaloide in den Pflanzen vor, die man weiter nach
ihren Stammheterocyclen (z.B. Indol- und Isochinolin-Alkaloide) unterscheidet. Zu den
nicht heterocyclischen Alkaloiden gehdren einige acyclische Amine, wie z.B3-die
Phenylethylamine und Tryptamine sowie Polyamin-Derivate und spezielle
Cyclopeptide. Durch ihr besonderes Kohlenstoffgeriist ausgewiesen sind die Terpen-
und Steroid-Alkaloide, die sich durch einen eingebauten Heterocyclus oder eine
Seitenkette mit Amino- oder Amido-Funktion zum Alkaloid qualifiziereREBMAIER,

1997, S. 12).

3.2.2.2 TESTDURCHFUHRUNG

Im allgemeinen beruhen Nachweisreaktionen fiir Alkaloide auf der Tatsache, daf sie im
sauren Milieu einen schwerl6slichen Niederschlag mit Schwermetallreagenzien wie z.B.
DRAGENDORFB Reagenz oder MERS REAGENZ ergeben (IBUGHTON& RAMAN, 1998,

S. 115 ff.). Da es mit dem ersten bekanntermalRen zu falsch-positiven Reaktionen
kommen kann (RRNSWORTH et al, 1962), wurde nur MvERs Reagenz verwendet.
Erganzt wird der Nachweis durch A®NERS Reagenz, das aus lod und Kaliumiodid
besteht und ebenfalls einen Niederschlag mit Alkaloiden bildet. Die Kombination aus
MAYERS Reagenz und W&NERS Reagenz wird auch in neueren Testbeschreibungen
verwendet (MMON & HINTMARSH 1978). Sie ist eine Variation derg&B-Methode, die

bei EULER & FARNSWORTH (1962) als einfache Methode gelobt wird, die schnell zu
reproduzierbaren und guten Ergebnissen fihrt.
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3. Methodischer Teil — Alkaloide

Ein Aliquot (1 mL) des Rohextrakts wurde auf dem kochenden Wasserbad mit 5 mL 2N
HCI fur ca. funf Minuten erhitzt. Der saure Extrakt wurde dann durch angefeuchtetes
Filterpapier filtriert und das Filtrat in zwei Portionen geteilt. Die eine Portion wurde mit
MAYERS Reagenz getestet, die andere mRANERS Reagenz. Beide Reagenzien fallen
Alkaloide aus. Das Vorhandensein von Substanzen dieser Klasse in der Probe wird
somit durch Tribung oder Niederschlag angezeigt. Nur wenn beide Tests positive
Alkaloidreaktionen anzeigten, wurde das Alkaloidscreening als positiv bewertet.
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3. Methodischer Teil — Cumarine

3.2.3.CUMARINE

3.2.3.1.HINTERGRUND

Der Name Cumarin stammt von der Tonkaboh@eumarouna odoratsAUBL., Syn.
Dipteryx odorata (AuBL.) WILLD., Fabaceae), deren in Cayenne (Sudamerika)
gebrauchlicher Name Coumarouna ist und aus der im Jahre 182BL \kine
wohlriechende Substanz isolierte. Durch die Untersuchungentrec&:ER (1867) und
FITTIG (1870) weil? man , dafd es sich um Beozoyron bzw. das Lacton ders-Form
dero-Oxyzimtsaure, der Cumarinsaure, handeRJEARIS& M ANELLA, 1943a).

Cumarin, als Multter-
OH substanz  dieser  Ver-
O\/\ bindungsklasse, bedingt
2 coon Zcoon | den  charakteristischen
| (trans) / Il (trans) Geruch einiger Pflanzen-
arten, wie z.B. von
0—Glc 0—Glc .
hoy COOH Galium odoratum (L.)
= Scop. (Waldmeister) und
S F : ( )
COOH ' Melilotus albus MED.
W (rans) / Vs (Steinklee). Ausgangsver-
OH o o bindung der Biosynthese
COOH : . .
_— des Cumarins ist die
G G trans-Zimtsaure (I
vi Abbildung 28), die in
trans-cCumarsaure (Il
Abbildung 28) uberfuhrt
und intermediar zur@-Glucosid (lll Abbildung 28, auch Melilotosid genannt) verestert

wird. Diese Verbindung geht lichtabhangig in das ,gebundene Cumarin®,odas
Cumarinsaures-glucosid Uber (RHTER, 1988, S. 413).

V (cis)

Abbildung 28:Biosynthese des Cumarins (VI)

Das in der intakten Pflanze zun&chst@lSumarinsauregs-glucosid (IV Abbildung 28)
gebunden vorliegende Cumarin entsteht aber erst durch Trocknung oder Zerstérung des
Gewebes. Die fur die Freisetzung durch Hydrolyse zustangli@gecosidase erreicht
offensichtlich ihr Substrat erst bei der Aufhebung der normalen Kompartimentierung.
Die dann entstehendeCumarinséure (V Abbildung 28) cyclisiert spontan zum Lacton
des Cumarins (VI Abbildung 28).

Cumarin findet in Melilotus-Extrakten als Bestandteil von Venenmitteln Verwendung.
Die Wirkung ist antiddematos, antiphlogistisch und zirkulationsfordernd. Nach der
Aromenverordnung von 1993 durfen alkoholhaltige Drogenzubereitungen (z.B.
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3. Methodischer Teil — Cumarine

Waldmeisterbowle) lediglich 10 mg Cumarin pro kg (entspricht etwa 5 — 6 g frisches
Waldmeisterkraut) und nichtalkoholische héchstens 2 mg pro kg enthalten, da es
Kopfschmerzen und Benommenheit ausléosen kann. Andererseits haben klinische
Studien einen positiven Effekt sowohl bei der Rezidivprophylaxe als auch bei der
Verlangerung der Uberlebenszeit bei Patienten mit inoperablen Tumoren ergeben
(SCHNEIDER & HILLER, 1999).

3.2.3.2. TESTDURCHFUHRUNG

Die Untersuchung auf Cumarine erfolgte nacks®ARIS & M ANELLA (1943a, 1943Db,

1944). Fur den Nachweis von Cumarinen wird diese Substanzklasse zun&chst durch
Vakuumsublimation aus der Rohdroge isoliert und damit von anderen phenolischen
Komponenten getrennt. Insbesondere Tannine konnten sonst den Nachweis von
Cumarinen stéren, zeichnen sich aber durch ein ganz anderes Sublimationsverhalten als
diese aus .

Fir die Vakuumsublimation wurde eine Vakuumsublimationsapparatur aus Glas
verwendet, wie sie bei &BSPARIS & MANELLA (1943b) beschrieben ist. Jeweils 3 g
Rohdroge der zu testenden Pflanzenart wurden der Sublimation unterworfen. Der Druck
wurde mittels einer Vakuumpumpe auf 100 mbar eingestellt. Dann wurde die
Glasapparatur im Heizblock langsam auf 120 °C erwarmt. Das dann unter Umstanden
entstandene wassrige Kondensat wurde, nach Unterbrechen des Vakuums, vom
Kuhlfinger abgewischt. AnschlieRend wurde erneut bei konstantem Druck von 100
mbar auf 120 °C aufgeheizt. Gegebenenfalls wurde der Kuhlfinger erneut von
wassrigem Kondensat befreit, was solange wiederholt wurde, bis kein Kondensat von
Feuchtigkeit mehr auftrat. Dann wurde langsam auf 165 °C bis 175 °C aufgeheizt und
das eventuell vorhandene Cumarin heraussublimiert. Das so gewonnene Sublimat wurde
zweckmaliig resublimiert, gegebenenfalls mehrmals und dann fir den Nachweis auf
Cumarine verwendet.

Der Nachweis von Cumarinen wurde mit Quecksilberacetat durchgefuhrt. Die Reaktion
mit dem gedffneten Lactonring beruht auf der Bildung von schwerlgslichem Bis-
hydroxymercuri-cumarinsaurem Salz vom Typ

HOHg X _~COONa des Natriumsalzes (Abbildung 29), das durch
Tribung der Losung oder Ausféllung eines
OH Niederschlages Cumarine anzeigt. Fur die

Nachweisreaktion wurde das Sublimat in ca. 2
mL wassriger KOH-L6sung (10 %ig) unter
Erwarmen geldst. Die Losung wurde dann mit
hydroxymercuri-cumarinsaures Natriumsalz Essigsdure (5 %ig) und essigsaurem Wasser

HgOH

Abbildung 29: Schwerlésliches Bis-
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3. Methodischer Teil — Cumarine

exakt neutralisiert. Diese genaue Neutralisation ist wichtig, weil das labile cumarinsaure
Salz in saurer Losung sofort den Lactonring rickbildet und als Cumarin ausfallt
(CasPARIS& MANELLA, 1943a). Die so neutralisierte und erkaltete Losung wurde dann
mit ein bis zwei Tropfen wassriger Quecksilberacetat-Losung (15 %ig) versetzt. Die
sofort einsetzende Triibung oder Féllung zeigt Cumarine an.

35



3. Methodischer Teil — Flavonoide

3.2.4.FLAVONOIDE

3.2.4.1. HINTERGRUND

Die Flavan-Derivate bilden die wichtigste und umfangreichste Gruppe pflanzlicher

Phenole.
OH | ° 0o
g H
2 0

o) Flavanone -
Chalkone avone

+
0]
X
'

© Flavan F OH

| Anthocyanidine
OH

Flava-3-ole e}

o
OH

O

Flavonole Flavan-3,4-diole

Abbildung 30: Untergruppen der Flavonoide (nur heterocyclischer Mittelring gezeigt), abgeleitet vom

Flavan

Zu ihr gehoren nicht nur Verbindungen mit gelber Farbung, wie der historische Name
(von flavus = gelb abgeleitet) vermuten lafl3t, sondern auch solche mit anderer oder
Uberhaupt keiner Farbung. Allen ist das Molekulgerust des Flavans (Abbildung 30)
gemeinsam. Unterschieden werden die einzelnen Gruppen der Flavonoide Uber das
Substitutionsmuster des heterocyclischen Mittelringes.

Der aromatische Ring A des Flavan-Grundgerustes wird tUber den Acetat-Malonat-Weg
erstellt (RCHTER, 1988, S. 407). Hierbei wird von Malonyl-CoA Uber Decarboxylierung
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3. Methodischer Teil — Flavonoide

die G-Einheit zur
Verlangerung einer Acyl-

/COOH CoA-Verbindung geliefert,
H,C . .
\ und zwar in drei
O/C“ S —CoA aufeinander-  folgenden
Schritten. Die entstehende
3 X Malonyl-CoA CoA—S . .
Flavanon- ode Polyketosaure cyclisiert

Chalk . . .
Syr?thgge Cinnamoyl-CoA zum aromatischen Ring mit

Seitenkette. Der SO
entstandene Ring A wird

dann mit Hilfe von
Zimtsaurederivaten um
Enzym einen heterocyclischen
Mittelring sowie einen
zweiten aromatischen Ring

B erweitert, was zunachst
zu einem hypothetischen

Enzym-Komplex als
Abbildung 31: Biosynthese von Flavan-Derivaten: Bildung des Zwischenprodukt fiihrt
(Abbildung 31).

Hypothetlsche Gs-Zwischenstufe

hypothetischen Enzym-Komplexes

In Bryophyten fuhrte die Kondensation von aktiviertem Cinnamat (Cinnamoyl-CoA)
mit Acetat zur Bildung von Flavonolen und Flavonen. Diese Verbindungen absorbieren
UV-Licht und scheinen als UV-Schutz zu fungieremaMLURE, 1975).

Die meisten Flavonoide sind starke Antioxidantien und Fanger freier Radikale, die sonst
in  Mechanismen der Zellschadigung und Tumorausbildung ihre schéadlichen
Eigenschaften einbringen konnterH&ZALI & WARING, 1999).

3.2.4.2 TESTDURCHFUHRUNG

Zu der alkoholischen Losung des Rohextraktes (1 mL EtOH-LAsung) wurde ein kleines
Stuck Magnesium gegeben, gefolgt von der tropfenweise Zugabe von konzentrierter
Salzsaure. Dieser alsi0DAS Reaktion bekannte Flavonoidnachweig{RSWORTH,

1966) zeigt Substanzen dieser Stoffklasse in ein bis zwei Minuten durch eine Farbe an,
die zwischen Orange und Rot oder Magenta liegt.
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3. Methodischer Teil — Saponine

3.2.5.SAPONINE

3.2.5.1.HINTERGRUND

Saponine sind eine weitverbreitete Gruppe sekundarer Pflanzenstoffe. Diese
Verbindungen sind stark oberflachenaktiv. Sie 16sen sich kolloidal und bilden einen
seifenartigen Schaum (le&apo= Seife). Inrem Aufbau nach sind sie Glycoside. Durch
saure oder enzymatische Hydrolyse spalten sie in Zucker und Sapogenine, den
Aglyconen. Das ,Genin“ kann entweder ein Triterpen oder ein Steroid sein. Man
unterscheidet entsprechend in Triterpen-Saponine und Steroid-Saponine. Die
Zuckerreste konnen an eine (meist an C-3) oder zwei Hydroxygruppen des Aglycons
sowie an eine Hydroxygruppe und eine Carboxygruppe (meist an C-17) glycosidisch
bzw. als Ester gebunden seindRTER, 1988, S. 386).

Triterpensaponine bilden die Mehrzahl der pflanzlichen Saponine (ca. 120
Verbindungen) und kommen
CHs Uberwiegend in Dicotylen vor. Die
Aglycone weisen in den meisten
Fallen ein pentacyclisches, seltener
tetracyclisches Molekulskelett auf.
Durch Anlagerung einer
Carboxygruppe an das Aglycon, an
den Zuckeranteil oder an beide
Komponenten entstehen saure

Saponine. Ein haufiges
Triterpensaponin-Aglycon (Abbildung 32).

Im Gegensatz zu den Triterpensaponinen sind die
Steroidsaponine eine Doméane der Monokotylen.
Die Struktur ihrer Aglycone leitet sich

ausschlief3lich vom Sterangerust (Abbildung 33)
ab und umfaldt 27 Kohlenstoffatome. Entweder
geht die am C-17 ansetzende Seitenkette voll in

den Ringstrukturen E und F auf (Spirostanol- Abbildung 33: Steran, das
Typ, z.B. Diosgenin, Abbildung 34) oder nur Grundgeriist der Steroidsaponine
teilweise, namlich

mit der Bildung von E (Furostanol-Typ). Im letzteren Fall tragt C-26 eine
Hydroxygruppe, die mib-Glucose unter Ausbildung einer Glycosidbindung reagiert
(RICHTER, 1988, S. 387).
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3. Methodischer Teil — Saponine

Steroid-Saponine, vorwiegend
vom Spirostanol-Typ, haben
wirtschaftliche Bedeutung
erlangt. Durch  einfache
Verfahren kénnen die
Seitenketten dieser
Verbindungen bzw. ihrer
Aglycone eliminiert werden.
Damit kann man die
Abbildung 34: Diosgenin, das Aglycon des Steroidsaponins Verbindungen fir die Partial-
Dioscin synthese von Steroiden
(mé&nnliche und weibliche

Sexualhormone, Corticoide) nutzen. Besondere Bedeutung hat vor allem das Diosgenin

(Abbildung 34) als Aglykon des Dioscin aus mexikanisciéscereaArten fur die
Gewinnung von Pregnolon oder die Partialsynthese von Ovulationshemmern gewonnen.

Die Funktion der Saponine
in der Pflanze ist unklar.
Bei Duranta repens L.
konnte nachgewiesen
werden, dal3 die aus dem
Blattern isolierten Saponine HO
Durantanin I, 1l und Il
(Abbildung  35) eine CHZO('S' o
allelopathische ~ Wirkung OH CH20H
zeigen (HRADATE et al, O nd

1999)' Im Versuch wurde R =g-L-Rha-(I 3")-3-D-Api-(1" 4)-a-L-Rha-(2 2)-gpL-Ara (Durantanin I)

der negatlve ElnﬂuB auf R =g-L-Rha-(2 3)3-D-Xyl-(1" 4)-[g-D-Api-(1" 3)]-a-L-Rha (Durantanin II)
R =g-L-Rha-(2 3)8-D-Xyl-(1" 4)-g-L-Rha-(2 2)-3L-Ara (Durantanin )

COOR

das Wachstum von
Wurzeln anderer
Pflanzenarten gezeigt.

Abbildung 35: Die allelopathisch wirkenden SaponineRusinta
repensL.

Die biologischen und pharmakologischen Aktivitaten von Saponinen reichen von
cytotoxisch und antitumoral Gber antiphlogistisch und antiallergen, immunmodulierend,
antihepatisch, antiviral, hypoclycemisch bis zu fungizid und molluskizatALLE -
DuBois & WAGNER, 1996).
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3. Methodischer Teil — Saponine

3.2.5.2. TESTDURCHFUHRUNG

Die Untersuchung der Rohextrakte auf Saponine beruht auf deren Eigenschaften als
oberflachenaktive Substanzen und der daraus resultierenden Fahigkeit zur
Schaumbildung.

Von dem jeweiligen Rohextrakt wurde 1 mL in einem Reagenzglas zu 10 mL Aqua
dest. gegeben. Dann wurde das Reagenzglas mit einem Stopfen verschlossen und etwa 1
min lang kraftig geschuttelt. Nach einer Zeit von 30 min in Ruhe erfolgte die
Auswertung. Der Schaum, soweit vorhanden, wurde in seiner HOhe ausgemessen.

Keine Schaumbildung oder Schaumbildung, die nicht nach 30 min noch bestandig ist,
deutet auf eine Abwesenheit von Saponinen hin.
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3. Methodischer Teil — Tannine und weitere phenolische Komponenten

3.2.6. TANNINE UND WEITERE PHENOLISCHEK OMPONENTEN

3.2.6.1.HINTERGRUND

Tannine sind anorganische und organische Substanzen, die man unter anderem zum
Gerben von Leder verwendet (entgihner= Gerber). Die pflanzlichen Tannine gehéren

zu den Polyphenolen und eignen sich wegen ihrer eiweil3fallenden Eigenschaften
hervorragend zum GerbenI@RTER, 1988, S. 415). Da sie sich hierin von allen anderen
Polyphenolen unterscheiden, nutzt man diese Eigenschaft analytisch im nachfolgend
beschriebenen Gelatine-Salz-BlocktestH($cERet al, 1988).

Allgemein lassen sich die hydrolysierbaren Gerbstoffe

als Ester, seltener auch als Glycoside von HO
Monosaccariden oder auch Zuckeralkoholen mit

Gallussaure oder von der Gallussaure abgeleiteten |H° COOH
polymeren Phenolcarbonsauren definieren. Man spricht

auch von Gallotanninen. Die Gallusséure (Abbildung HO

33) wird in der Pflanze ausgehend von Shikimisaure Abbildung 36: Gallusséaure

gebildet (N\UHN, 1990, S. 543).

Von diesen unterscheidet man die

OH

OH

OH

Abbildung 37: Ein Flavan-3-ol (Catechin, I) und ein

Flavan-3,4-diol (Robidandiol, II)

Typische Gerbstoffe von sieben ausgewahlten offizinellen Drogen sind in Tabelle 1

aufgelistet.

Catechingerbstoffe, die unter

OH Saure- oder Laugeneinflul?
zumeist eher zu grol3eren

"o © Molekilen polymerisieren als in
Spaltprodukte zerfallen

OH oH (SCHNEIDER & HILLER, 1999, S.

OH oH 258). Man spricht  von
kondensierten Gerbstoffen,
' HO o aufgebaut aus Catechin (I

Abbildung 37) mit Flavan-3,4-
diolen (I Abbildung 37)
(RICHTER, 1988, S. 427).
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3. Methodischer Teil — Tannine und weitere phenolische Komponenten

Tabelle 1: Gerbstoffe offizineller Drogen

Spezies Pflanzen-Gerbstoff | Gerbstoffe Literatur
teil -gehalt
Alchemilla Kraut 5-8% | Ellagitannine: GEIGER et al.
xanthochlora Agrimoniin 3,5 %, Pedunculagin 1,21994)
ROTHM. %, Laevigatin F 0,9 %
Hamamelis Blatter mind. 5 % Gallotannine: VENNAT et al.
virginianalL. B-Hamamelitannin (1988), MAYER
Kondensierte Gerbstoffe: et al (1965)
Dimere bis hexamere
Proanthocyanidine
Krameria Wurzel mind. 10 | Kondensierte Gerbstoffe: SCHOLZ &
lappaceae % Dimere bis tetradecamere RIMPLER
(Dowms.) Proanthocyanidine (1989)
BURD. & SimP.
Potentilla Wurzel mind. 15 | Kondensierte Gerbstoffe: KoLODZIEJ&
erecta(L.) % Dimere bis hexamere SCHLEPP
RAEUSCHEL Proanthocyanidine (1992),
Ellagitannine: VENNAT et al.
Agrimoniin 3,5 %, Pedunculagin 1| (1992), GIGER
%, Laevigatin F 0,12 %, Laevigatinet al (1994),
F 0,02 % LUND &
RIMPLER
(1985)
Quercus robur| Rinde mind. 10 | Kondensierte Gerbstoffe: SCALBERT et
L. % oligomere Proanthocyanidine al. (1988)
Ellagitannine:
Castelagin, Vescalagin
Vaccinium Frichte | mind. 1,5 Kondensierte Gerbstoffe: BRENNEISEN&
myrtillus L. % oligomere Proanthocyanidine STEINEGGER
(1981)

Neben der technischen Verwendung sind Gerbstoffe
adstringierende Wirkung von Bedeutung,

woflr ebenfalls die

insbesondere durch

ihre
eiweilfallenden

Eigenschaften verantwortlich sind diRTH et al, 1996, S. 537). Daneben wurden
verschiedene Tannine in medizinisch verwendeten Pflanzen als aktives Prinzip
nachgewiesen (KWDA et al, 1989 und ®uUDA et al, 1993). Tannine kbnnen unter
anderem die Replikation des Human Immunodeficiency Virus (HIV) unterbinden

(NAKASHIMA et al, 1992) und die Tumorbildung in verschiedenen Stadien hemmen

(KASHIWADA et al, 1992). In einem Ubersichtsartikel tber die antimikrobiellen

Eigenschaften der Tannine wird der Einsatz als Holzschutzmittel ebenso diskutiert wie

eine mogliche Verwendung in der KariesprophylaxeA(8erT, 1991). Weiter werden

den

Tanninen

teilweise

zugeschrieben ($ioLz, 1994).

blutdrucksenkende

und

Radikalfangereigenschaften
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3. Methodischer Teil — Tannine und weitere phenolische Komponenten

Eine einheitliche Bezeichnung der Tannine ist in der Literatur nicht gegeben. Im
deutschen Sprachraum ist es durchaus ublich, Tannine (hier = Gallotannine) von andern
Gerbstoffen (auch Catechingerbstoffen) getrennt zu betrachten. Im Gegensatz dazu soll
hier die im anglikanischen Sprachgebrauch ubliche Einteilung der Catechingerbstoffe
und hydrolysierbaren Tannine als zwei Untergruppen der Stoffgruppe der Tannine
beibehalten werden.

Tannine kdnnen falsch-positive Ergebnisse im Angiotensin Converting Enzyme (ACE)
Test produzieren (ONCAN et al, 1999) sowie unter Umstdnden den Saponinnachweis
(s. S. 39) stéren ESELMAN et al, 1969).

3.2.6.2. TESTDURCHFUHRUNG

Phenole im Allgemeinen wurden mit einer Eisenchlorid-L6sung nachgewiesen (A
MESHAL et al, 1982). Die Tannine im speziellen wurden mit dem Gelatine-Salz-
Blocktest ($ENCER et al, 1988) nachgewiesen, der in seinen Grundzigen auf die
Arbeiten von IBNG et al. (1973a, b) zuriickzufuhren ist.

Fur die Tests wurde die alkoholische Losung eines Aliquots des Rohextraktes (ca. 5
mL) verwendet. Zun&chst wurden durch die Zugabe von funf Tropfen 10 %iger NaCl-
Lésung die Stoffe ausgeféllt, die sonst im eigentlichen Test zu einem falsch-positiven
Ergebnis geflihrt hatten OksINA, 1982). Die dann resultierende Losung wurde durch
angefeuchtetes Filterpapier gefiltert, um ein klares und partikelfreies Filtrat zu erhalten.
Von dieser Losung werden jeweils 1 mL in vier Glasréhrchen gegeben.

Rohrchen 1 diente als Kontrolle und wurde nicht mit einem Reagenz versetzt. Wenn es
im Laufe des weiteren Tests hier zu einem Niederschlag gekommen ist, wurde der ganze
Versuch wiederholt. Réhrchen 2 enthielt als Reagenz fiinf Tropfen Gelatine-Losung
(1%), Rohrchen 3 funf Tropfen einer Losung aus Gelatine (1 %) und NaCl (10 %) und
das 4. Rohrchen vier Tropfen einer wassrigen Eisenchlorid-Losung(E8Chig).

Ein positives Testergebnis, das auf Phenole hinweist, wird durch eine intensive griine,
lila, blaue oder sogar schwarze Farbe mit der Eisenchlorid-Losung in Rohrchen 4
angezeigt (A-MESHAL et al, 1982). Kommt es dartber hinaus zur Bildung eines
Niederschlags oder einer Tribung mit den Reagenzien der R6hrchen 2 und 3, wird dies
als positiver Hinweis auf Tannine gewerteb¢ScERet al, 1988).

Die Farbe des Eisenchlorid-Tests kann Aufschluf? auf die Natur der Tannine geben. Eine
Farbe im blauschwarzen Bereich deutet auf Gallotannine hin, wahrend eine eher ins
grune gehende Farbe auf Catechingerbstoffe hinweistdEN et al, 1999).
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3. Methodischer Teil — Das biologische Screening: Allgemeines

3.3.BIOLOGISCHESSCREENING

3.3.1.ALLGEMEINES ZUM BIOLOGISCHENSCREENING

Das biologische Screening soll mit einfachen Tests eine Aussage Uber die mogliche
biologische Aktivitat der eingesetzten Rohextrakte zulassen. Die getesteten biologischen
Aktivitaten sind:

» Algizide Aktivitat

» Fungizide Aktivitat (einschlief3lich Hefen)

» Cytotoxische und antineoplastische Aktivitéat
* Antibakterielle Aktivitat

» Chitinaseinhibitorische Aktivitat

Ein positiver Befund bei einem dieser Tests ist kein zwingender Indikator fir einen
moglichen erfolgreichen Einsatz der getesteten Probe. Weiterfuhrende Untersuchungen
sind in diesem Falle nétig, um sowohl die genaue Wirkungsweise als auch mégliche
Nebenwirkungen aufzuklaren.

Ebenso ist ein negativer Befund kein eindeutiges Zeichen fur eine generelle Inaktivitat
der Probe gegenuber biologischen Systemen. Fur diesen Fall missen sowohl Datum und
Ort der Probennahme, die Aufarbeitungsschritte der Probe als auch das Testsystem, mit
dem auf biologische Aktivitat untersucht wurde, gegebenenfalls Uberdacht werden.
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3. Methodischer Teil — Algizide Aktivitat

3.3.2.ALGIZIDE AKTIVITAT

3.3.2.1.HINTERGRUND

Das Screening auf biologische Aktivitdt der Rohextrakte gegen Algen ist eine einfache
Methode, um die Wirkung auf eukaryotische Organismen festzustellen (vgl. auch
3.3.3.). Darliber hinaus besteht die Moglichkeit einer biotechnologischen Anwendung
von Substanzen, die gezielt gegen Algen einsetzbar sind.

Die fur diese Versuche verwendeten
Organismen waren:

a) SuRwasseralgen

- Chlorogonium elongatum
- Euglena gracilis
- Protosiphon botryoides

b) Salzwasseralgen

- Cryptomonas sp

- Dunaliella tertiolecta

Abbildung 38: Brutkultur in Flussigmedium (hier

mit dem PilzAcremonium

3.3.2.2 KULTIVIERUNG DER ORGANISMEN

Die fur die jeweilige Art verwendeten Nahrmedien sind in Anhidingufgefuhrt. Alle
Algen wurden zunachst in Flussigkultur (Abbildung 38) angezogen. Diese Brutkulturen
wurden im Labor und bei Raumtemperatur inkubiert, die Kulturen auf Festmedium
wurden bei 24 h Kunstlicht und Raumtemperatur inkubiert.

3.3.2.3.TESTDURCHFUHRUNG

Von der Brutkultur wurde jeweils 1,0 mL auf die Agarmedien gebracht worden. Dann
wurde aus der Mitte des Agars ein etwa 0,5 cm groBes Loch mit einem
oberflachensterilen Korkbohrer ausgestochen. In dieses Loch wurde je Platte 200 pL
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3. Methodischer Teil — Algizide Aktivitat

eines der zu testenden Extrakte einpipettiert. Als Blindwert wurden EtOH als
Negativprobe und eine Kaliumjodidiésung (10 %) als Positivprobe eingesetzt. Je
Extrakt und Blindwert wurden drei Paralellen angesetzt.

Die Auswertung dieses Agardiffusionstests erfolgt durch das Ausmessen der mehr oder
weniger grolien Hemmhofe, die sich um das zentrale Loch mit der Testsubstanz bilden
(Abbildung 39).

Abbildung 39: Kulturen fir den Agardiffusionstest (links negativ, rechts positiv)

46



3. Methodischer Teil — Fungizide Aktivitat

3.3.3.FUNGIZIDE AKTIVITAT

3.3.3.1.HINTERGRUND

Der Einfacheit wegen werden Pilze und Hefen hier zusammen betrachtet, auch wenn
dies aus taxonomischer Sicht falsch ist. Ebenso wie die algizide Aktivitat (vgl. 3.3.2.)
stellt auch die Wirkung gegen Pilze und Hefen eine biologische Aktivitdt gegen
Eukaryoten dar. Pilze, ebenso wie Hefen, sind als Krankheitserreger von grof3er
Bedeutung. Insbesondere fur den Personenkreis immunsubremierter Patienten stellen
opportunistische Parasiten eine groRe Gefahr dar. Die bekannten Medikamente gegen
Pilzinfektionen (z.B. Azole) bleiben aufgrund resistenter Stdmme immer hé&ufiger
wirkungslos. Somit ist die Suche nach neuen Wirkstoffen von gro3er Bedeutung (Fostel
& Lartey, 2000).

Die fur diese Versuche verwendeten Organismen waren:

Pilze Hefen

- Coniosporum perjorans - Candida albicans

- Exophiala sp. - Rhodoturula mucolagenosa

- Acremonium sp. - Saccharomyces carlsbergensis

- Cladosporium sp.
- Trichoderma sp.
- Penicillium sp.

- Phoma sp.

3.3.3.2.KULTIVIERUNG DER ORGANISMEN

Fir alle Organismen wurde Malzextrakt-Medium (Anhang Ill) verwendet. Die Pilze und
Hefen wurden zunachst in einer Flussigkultur im Labor bei Raumtemperatur angezogen
(Brutkultur). Kulturen auf Festmedien wurden unter gleichen Bedingungen kultiviert.

3.3.3.3. TESTDURCHFUHRUNG

Die Testvorbereitung und —durchfiihrung erfolgte wie schon unter 3.3.2.3. beschrieben,
jedoch mit Actidion (10 %) statt Kaliumjodid-L6sung fur die Positivprobe.
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3.3.4.CYTOTOXISCHE UND ANTINEOPLASTISCHEAKTIVITAT

3.3.4.1. HINTERGRUND

Die Suche nach Antikrebsmitteln aus Pflanzen geht auf das Jahr 1947 zurlck, als die
cytotoxischen Eigenschaften von Podophyllotoxin aBsdophyllum peltatum
(Berberidaceae) entdeckt wurdeng(Ky & HARTWELL, 1954). Die Entdeckung der
antileukamischen Eigenschaften von Vinblastin und VincristinGataranthus roseus
(Apocynaceae) folgten bald @8LE et al, 1958) und gaben den Impuls fur weitere
Untersuchungen von Pflanzenextrakten und deren Einzelkomponenten auf mogliche
Antikrebsaktivitaten.

Neben den zwei bereits genannten Arten haben daslus brevifolia(Taxaceae),
Ochrosia elliptica (Apocynaceae) un€Camptotheca acuminatéNyssaceae) klinisch
nutzliche Wirkstoffe geliefert. Die erste Art ist die Quelle fur das Diterpen Taxol, die
zweite liefert das Pyridocarbazolalkaloid Ellipticin und die dritte enthalt das
Pyrrolo[3,4$]-quinolinalkaloid Camptothecin (AMBURGER et al, 1991, p.167).
Weitere Wirksubstanzen aus Pflanzen oder anderen natirlichen Quellen gegen Krebs
sind bei REl et al (1967), SRAUCH & HILLER (1974), ORDELL & FARNSWORTH

(1976), YFFNESS& DOUR0S(1979) und KRAUS (1990) beschrieben.

Cytotoxizitat ist eine Eigenschaft, die mit Antitumoraktivitat einhergeht. Beinahe jedes
naturliche Antitumoragens zeigt einen positiven Befund bei Cytotoxititatstests.
Andererseits mul3 beachtet werden, dal} viele Isolate, auf die man durch einen Test ihrer
Cytotoxizitat aufmerksam wurde, ebenfalls toxisch auf Spezies der Mammalia wirken
und deshalb nicht als Therapeutika in der Krebstherapie in Frage kommen. Cytotoxizitat
kann in cytostatische und cytocidiale Aktivitat unterteilt werden. Um Cytotoxizitéat zu
entdecken, wurden verschiedene Testverfahren entwickelt, um sowohl Einzelsubstanzen
als auch Extrakte zu untersuchengS\ess 1987, p.85).

Eine der einfachsten zu beobachtenden biologischen Reaktionen ist die Sterblichkeit, da
es hier nur ein Kriterium gibt, n&dmlich tot oder lebendig. Ein Testorganismus fir solch
ein einfaches Verfahren ist der Salinenkrélsgemia salinaLEACH. (Sam, 1993). Er

wird seit 1956 fur solche Tests verwendetidNhEL et al, 1956). Seit damals wird
dieses Tier generell zur Untersuchung auf bioaktive Substanzen in Pflanzenextrakten
eingesetzt (MYeEr et al, 1982). Es wurde sogar fur Standardtestverfahren
vorgeschlagenvéN HAECKE & PERSOONE 1982).

Ein weiterer Organismus zum Testen auf Toxizitat ist der Wassddthpihnia magna
STRAUS. Zuerst erwdhnt bei LBCKER & FLUCK (1949) ist er noch immer in
Toxizitatstests im Gebrauch ASDBACKA et al, 2000).D. magnaSTRAUS hat sichals
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sensitives (AEMA, 1978) und im Labor einfach zu handhabendes Modell fir
toxikologische Studien erwieseng WAART, 1972). Ein Grund fur die Beliebtheit von

D. magnaSTRAUS als Testobjekt isseine leichte KultivierbarkeittEN BERGE 1978)

und die Tatsache, dal3 der Organismus in Kurzzeitmessungen gut reproduzierbare
Ergebnisse liefert ((NTON & ADEMA, 1978).

Da es bei diesen Tests mdglich ist, alle Mechanismen gleichzeitig zu beobachten, die
potentiell die zellulare Entwicklung betreffen, ist es sehr wahrscheinlich, dal’ ein bis
dahin uncharakterisierter Pflanzenextrakt mit antitumoraler Wirkung einen positiven
Befund zeigt (ORDELL et al, 1993).

Ein anderer Test, der sich als nutzlich erwiesen hat, beobachtet das Wachstum von
Galltumoren auf Kartoffelscheiben ERRIGNI et al, 1982). Diese Kronengallen sind

eine neoplastische Erkrankung von Pflanzen, die von bestimmten Stammen des Gram-
negativen Bakterium&grobacterium tumefaciensduziert werden (BAUN & STONIER,

1958). Zuerst berichtetenM8H & TOWNSEND (1907) und @NseN (1910, 1918) von
diesem Phanomen. Ausgel6st wird diese Entartung, die meist nur dicotyle Pflanzen
betrifft, durch die Infektion einer Wunde n#it tumefaciensder dann der Transfer eines
groBen Plasmids vom Bakterium in die Pflanze folgta{®ON et al, 1975). Die
genetische Information (T-DNA) des grofen Ti- (tumor-inducing) Plasmids
transformiert normale Pflanzenzellen in autonome Tumorzellen{GN et al, 1980).

Hat die Tumorinduktion erst einmal stattgefunden, ist die autonome Proliferation der
Tumorzellen absolut unabhéngig von den BakterieEEN et al, 1974).

GALsky et al (1980) konnte zeigen, dal3 das Verhindern der Induktion der
Kronengalltumore auf Kartoffelscheiben durch Einzelsubstanzen und Pflanzenextrakte
eine gute Ubereinstimmung mit dem 3PS-Antitumort@st/ivo, Mauseleukamie) hat.
Weiter stimmt auch die Verhinderung des Tumorwachstums mit der 3PS-Aktivitat
Uberein (@LsKY et al, 1981).

Die Kombination vonA. salinaLEACH und D. magnaSTRAUS als Testorganismen auf
Cytotoxizitdt und der Kartoffelscheibentest zur Untersuchung auf antineoplastische
Aktivitat ist sehr vielversprechend. Es handelt sich um einfach durchzufiihrende
Methoden zur Untersuchung von Pflanzenextrakten. Sie sind preiswert und erzielen
schnell gute Resultate in einem ersten Test auf neue Wirksubstanzen fir die
Krebstherapie, dem selbstverstandlich weitere folgen missen, wenn ein Pflanzenextrakt
durch seine Wirkung auffallt.

3.3.4.2.CYTOTOXIZITATSTEST MIT ARTEMIA SALINALEACH

Der Salinenkreb#. salinaLEACH gehort zu den Crustaceae. Weltweit kann man diesen
Organismus in allen Ansammlungen von Wasser zwischen brackisch bis hypersalin
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antreffen. Unter hypersalinen Bedingungen hat der Krebs in seiner nattrlichen Umwelt
wenig Konkurrenz und Feinde. Somit bilden sich dort schnell grof3e Populationen aus.
Um ein Uberleben der Art beim Austrocken der Wasserlocher zu gewahrleisten, sind die
Eier in der Lage, lange Trockenperioden zu utberdauern. Erst unter dem Einflu3 von
Salzwasser setzt die Embryogenese ein, die Larve schlipft zwischen 16 und 36 h und
eine neue Population wird aufgebaut.

Wegen dieser Eigenschaften wuriesalinaLEACH nach der ersten Publikation durch
MICHAEL et al. (1956) zu einem beliebten Testobjekt. Salinenkrebse wurden als
Testorganismen in Umweltuntersuchungen, Screenings auf natirliche Toxine und zur
Untersuchung biologisch aktiver Substanzen in Pflanzenextrakten eingeseizt (S
1993).

Die Eier sind lange lagerfahig und, da sie in der Aquaristik als Fischfutter verwendet
werden, in jeder Zoohandlung erhéltlich. Die Eier werden einfach in eine Salzl6sung
gegeben und binnen 16 bis 36 h schlipfen die Larven. Dabei ist die Beschaffenheit der
Salzlosung fur das Gedeihen der Tiere von untergeordneter Bedeutung.

Das erste Stadium nach dem Schlipfen ist durch die gelborange Farbung des
Dottersackes gepragt. Es dauert etwa drei Tage an. In dieser Zeit brauchen die Larven
keine Nahrung. Erst spater wird die Versorgung der Tiere wichtig. Nach drei bis vier
Wochen erreichen die adulten Tiere eine Grol3e von nicht ganz 1 cm.

3.3.4.2.1 ANZUCHT DERSALINENKREBSE

Die Eier (vgl. Anhang V) wurden in kunstlichem Seewasser bei Raumtemperatur im
Labor angezogen. Ventilation wurde durch Lufteinstrétmung mittels einer

Aquarienpumpe erreicht. Organismen fur
die Tests mit den Larven (Abbildung 40)
wurden etwa 12 h nach dem Schlupfen
entnommen. Die Tiere missen somit fir
die Dauer des Tests nicht geflttert
werden. Um adulte Tiere anzuziehen,
wurde zunachst mit Anzuchtfutter | (vgl.

Anhang V), dann mit Anzuchtfutter Il

(vgl. Anhang V) gefuttert. Bei den Tests
mit adulten Tieren wurde ebenfalls mit

Anzuchtfutter Il geflttert. Abbildung 40:Artemia salinaLEACH Larve
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3.3.4.2.2 W WIRKUNG AUF DIE EMBRYOGENESE UND DIEENTWICKLUNG DER EIER

Um die Wirkung der Rohextrakte auf die Embryogenese und die Entwicklung der Eier
von A. salinaLEACH zu untersuchen, wurden 200 pL der zu testenden Losung in ein
Rollrandgléaschen einpipettiert. Dann wurden 5 mL kunstliches Seewasser zugegeben
und 0,1 mg Eier eingewogen. Die neun Glaschen je Rohextrakt (drei Paralellen, drei
Negativ-, drei Positivblindproben) wurden durch den Luftstrom einer Aquarienpumpe
beluftet. Um die Auswertung zu erleichtern, wurden die Glaschen in dunkles Papier
eingewickelt. So konnten die geschlupften Larven aufgrund ihrer positiven Phototaxis
mit einer kleinen Taschenlampe an einen bestimmten Punkt am oberen Glasrand gelockt
werden, was das vollstandige Abpipettieren der Organismen erleichterte.

Die Auswertung begann nach 16 h. Es wurden alle lebenden Tiere, soweit erkennbar,
mit einer Pasteurpipette abgezogen und ausgezahlt. Dieser Vorgang wurde noch
siebenmal alle weitere 60 min wiederholt. Neben der Anzahl der geschlipften Tiere
wurde auch auf die Form und Mobilitat der Larven geachtet.

3.3.4.2.3 AKUTE WIRKUNG AUF DIE LARVEN

Der Test auf akute Toxizitat mit den Larven vAn salinaLEACH wurde in kleinen
Rollrandglaschen durchgefiihrt. Je Rohextrakt wurden drei parallele Ansatze
durchgefuhrt. Ebenfalls dreifach wurden die Positivblindprobe mit 200 pL
Quecksilberchloridlésung (1%ig) und die Negativblindprobe mit 200 pL Ethanol
angesetzt. Von dem jeweiligen Rohextrakt wurden 200 pL eingesetzt worden. Dann
wurden 4,5 mL kinstliches Seewasser und 500 puL Larvensuspension mit etwa 10 — 80
Organismen zupipettiert. Nach 6 h wurden die tot am Boden liegenden Larven
ausgezahlt und die Gesamtzahl festgestellt (nactolLN et al, 1996; modifiziert nach

Sam, 1993).

Es wurden aus organisatorischen Griinden sieben Rohextrakte gleichzeitig angesetzt und
untersucht. Fur jede Charge wurden Positiv- und Negativblindwerte ermittelt. Zur
Auswertung wurde der Inhalt der Rollrandglaschen vollstandig in eine kleine Petrischale
(@ = 6 cm) Uberflihrt. Mit einem Tageslichtprojektor wurde diese auf eine Wand
projiziert, was die Unterscheidung zwischen lebenden und toten Tieren sehr viel leichter
machte.

3.3.4.2.4 CHRONISCHEWIRKUNG AUF DIE LARVEN

Der Test auf chronische Toxizitat mit den Larven vonsalinaLEACH wurde ebenso
wie der auf akute Toxizitat (vgl. 3.3.4.2.3.) durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte aber
erst nach 24 h.
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3.3.4.2. 5 AKUTE WIRKUNG AUF DIE ADULTEN TIERE

Der Test auf akute Toxizitdt mit den etwa vier Wochen alten Salinenkrebsen wurde in
kleinen Rollrandglaschen durchgefiihrt. Je Rohextrakt wurden drei parallele Ansatze
durchgefuhrt. Ebenfalls dreifach wurden die Positivblindprobe mit 200 pL
Quecksilberchloridlésung (1%ig) und die Negativblindprobe mit 200 pL Ethanol
angesetzt. Von dem jeweiligen Rohextrakt wurden 200 pL eingesetzt. Dann wurden 5
mL kunstliches Seewasser zupipettiert. Diesem Seewasser wurde zuvor etwa eine
Spatelspitze Anzuchtfutter 1l pro 500 mL zugesetzt, um sicher zu gehen, dal3 die Tiere
nicht im Verlauf des Tests verhungerten. Dann wurden 10 Salinenkrebse zugesetzt.
Nach 6 h wurden die tot am Boden liegenden Tiere ausgezahlt.

Es wurden aus organisatorischen Griinden sieben Rohextrakte gleichzeitig angesetzt und
untersucht. Fur eine solche Charge wurden je einmal der Positiv- und der
Negativblindwert ermittelt.

3.3.4.2.6 CHRONISCHEWIRKUNG AUF DIE ADULTEN TIERE

Der Test auf chronische Toxizitdt mit den Salinenkrebsen wurde ebenso wie der auf
akute Toxizitat (vgl. 3.3.4.2.5.) durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte erst nach 24 h.

3.3.4.3.CYTOTOXIZITATSTEST MIT DAPHNIA MAGNASTRAUS

Der Wasserflolb. magnaSTrAUS gehohrt zu den Crustaceae. Im Frihling und Sommer
kann man Wasserflohe in allen erdenklichen Wasseransammlungen finden. Als
Fischfutter sind sie nur gelegentlich im Aquarienhandel erhaltlich.

Toxizitatsuntersuchungen mid. magna STRAUS sind recht haufig in der Literatur
beschrieben worden. Die Arbeit vomrGSBY & AHARONSON (1967) diente als Vorlage
fur den hier durchgefiihrten Test, der naefWAART et al (1972) verandert wurde.

Der Test auf eine toxische Wirkung mid. magna STRAUS wurde in Kkleinen
Rollrandglaschen durchgefiihrt. Je Rohextrakt wurden drei parallele Ansatze
durchgefuhrt. Ebenfalls dreifach wurden die Positivblindprobe mit 400 pL
Quecksilberchloridlésung (1%ig) und die Negativblindprobe mit 400 pL Ethanol
angesetzt. Von dem jeweiligen Rohextrakt sind 400 pL eingesetzt worden. Dann
wurden 10 mL kiunstliches Seewasser zupipettiert. Diesem Seewasser wurde zuvor etwa
eine Spatelspitze Anzuchtfutter 1l pro 500 mL zugesetzt, um sicher zu gehen, daf3 die
Tiere nicht im Verlauf des Tests verhungerten. Dann wurden 10 Wasserflohe zugesetzt.
Nach 48 h wurden die tot am Boden liegenden Tiere ausgezahilt.
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Es wurden aus organisatorischen Griinden sieben Rohextrakte gleichzeitig angesetzt und
untersucht. Fur eine solche Charge wurden je einmal der Positiv- und der
Negativblindwert ermittelt.

3.3.4.4TEST AUF ANTINEOPLASTISCHEAKTIVITAT (POTATOE-DISK-ASSAY)

3.3.4.4. 1HINTERGRUND

Kronengallen sind neoplastische Erkrankungen von Pflanzen, die durch das
gramnegative BakteriumAgrobacterium tumefaciengsusgelost werden (BUN &
STOINER, 1958; LUPPINCOTT & LIPPINCOTT, 1975). Die Bakterien enthalten
tumorinduzierende Plasmide ABNEN et al, 1974), die die genetische Informationen
tragen, die fur die Transformation von normalen Pflanzenzellen in autonome
Tumorzellen verantwortlich sind (W¢soN et al, 1975; GILTON et al, 1980). Einigen
Tumorgenesemechanismen, sowohl bei Pflanzen als auch bei Tieren, ist die
intrazellulare Einbau von Nucleinsduren gemeirRABN, 1972). Es konnte mit
Einzelsubstanzen und Pflanzenextrakten gezeigt werden, daf3 das Unterbinden der
Initierung von Krongalltumoren auf Kartoffelscheiben mit der Wirkung im 3PS-
Antitumortest {n vivo, Mauseleukamie) korreliert und dafd die Wirkung nicht darin
besteht, dalR eine antibakterielle Wirkung zugrunde liegtg&r et al, 1980). Ebenso
konnte eine Ubereinstimmung in der Wachstumshemmung von Krongalltumoren und
der Aktivitat im 3PS-Modell gezeigt werdenAGKy et al, 1981).

3.3.4.4.2 DURCHFUHRUNG

Der Kartoffelscheiben-Test beruht
auf der Beschreibung von
FERRIGNI et al, 1982. Fir den
Versuch wurden Kartoffelknollen
(Solanum tuberosum  von / ’) _)
moderater Grof3e benutzt. Die

Knollen wurden fir 20 min in /

einer  Natriumhypochloritlésung '
(Chlorox) eingelegt, um sie

oberflachensterii  zu  machen. \ -) J
Dann  wurden die Enden :
abgeschnitten und die Knollen 6“
erneut fur 10 min in Chlorox —— -

eingelegt. Den so behandelten S
Abbildung 41: Testplatte fir den Potatoe-Disk-Assay
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Kartoffeln wurden mit einem oberflachensterilisierten Bohrer ein Kern von etwa 1 cm
Durchmesser entnommen. Von diesem Zylinder wurden an jedem Ende 2 cm
abgeschnitten und verworfen. Der (brige Kern wurde in Scheiben von je 0,5 cm
geschnitten. Sechs dieser Scheiben wurden auf eine Petrischale mit PDA-Agar gebracht.
Drei solcher Petrischalen (Abbildung 41) wurden fur den Test je eines Rohextraktes
verwendet.

Agrobacterium tumefacierStamm B6 (DSM30205) wurde von der DSMZ — Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig bezogen. Die
Anzucht einer Brutkultur erfolgte im 500 mL-Kolben mit PDA-Medium bei
Raumtemperatur im Labor. Die Zellzahl betrug zur Zeit der Testdurchfilhrung® - 10
Zellen - mL™.

Von jedem einzelnen Rohextrakt wurde 1 mL steril filtriert. Von dieser L6sung wurden
unter sterilen Bedingungen 0,5 mL zu 1,5 mL sterilem Aqua dest. und 2 mL einer etwa
48 h alten Brutkultur vogrobacterium tumefaciergegeben. Von dieser Suspension
wurden steril 50 pL auf je drei der sechs Kartoffelscheiben pro Agarplatte gebracht. Die
anderen drei Kartoffelscheiben wurden mit einer Suspension angeimpft, die keinen
Rohextrakt enthielt, sondern weitere 0,5 mL steriles Wasser. Die so praparierten
Petrischalen wurden bei Raumtemperatur im Labor neun Tage inkubiert. Dann wurden
die Kartoffelscheiben, die zu Beginn des Experiments ohne Rohextrakt angeimpft
wurden, mit 50 pL Rohextrakt behandelt.

Nach weiteren neun Tagen wurden die Tumore unter dem Binokkular ausgezahlt.
Hierfir wurden die Kartoffelscheiben mitucoL scher Lésung angefarbt (Abbildung
42), da die Tumore sonst nur schwer erkennbar sind (Abbildung 43). Die Tumorzellen
enthalten keine Starke und farben sich entsprechend nicht an. Ein Kontrollversuch
wurde mit 1 mL Ethanol statt des Rohextraktes durchgefuhrt.

Abbildung 42: Kartoffelscheibe mit Tumoren, Apbildung 43: Kartoffelscheibe mit Tumoren, ohne

angefarbt mit UGoL scher Lésung Anfarbung
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Die durchschnittiche Anzahl an Tumoren wurde nacbLMJGHLIN et al (1991)
berechnet:

Average number of tumours per sample di
100%

Percentage of inhibition = 100 .
Average number of tumours per control disc
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3.3.5.ANTIBAKTERIELLE AKTIVITAT

3.3.5.1.HINTERGRUND

Wie schon bei den Tests der Wirkung der Extrakte auf eukaryotische Mikroorganismen
beschrieben (3.3.2. und 3.3.3.), gilt auch hier das Interesse der Suche nach neuen
Wirksubstanzen. In diesem Fall wurden verschiedene Bakterien als Testorganismen
eingesetzt. Diese waren:

Gram-positive

- Bacillus cerlus

- Bacillus megaterium
- Bacillus subtilis

Gram-negative
- Escherichia coli
- Enterobacter aerogenes

- Micrococcus luteus

3.3.5.2. KULTIVIERUNG DER ORGANISMEN

Fur alle Organismen wurde BRII-Medium verwendet. Die Bakterien wurden zunachst in
einer Flussigkultur im Labor bei Raumtemperatur angezogen (Brutkultur). Festmedien
wurden im Brutschrank bei 37 °C kultiviert.

3.3.5.3. TESTDURCHFUHRUNG

Die Testvorbereitung und —durchfiihrung erfolgte wie unter 3.3.2.3. beschrieben, jedoch
mit Chloramphenicol-Losung (10 %) statt Kaliumjodit-L6sung fur die Positivprobe.

56



3. Methodischer Teil — chitinaseinhibitorische Aktivitat

3.3.6.CHITINASEINHIBITORISCHE AKTIVITAT

3.3.6.1.HINTERGRUND

Poly-(N-Acetyl-1,48-D-Glucosamin) oder Chitin (Abbildung 44) ist ein in der Natur
weit verbreitetes Biopolymer. Entdeckt und zuerst bearbeitet wurde Chitin von
BRACONNOT (1811).

HOH2C
-0

HOH2C,

HO

0]

NHCOCH3 HO

HOH2C,
@]

NHCOCH3 HO

(OB

NHCOCH3

Abbildung 44: Poly-(N-Acetyl-1,4-D-Glucosamin) oder Chitin

Es ist die Grundsubstanz flr das Exoskelett von Insekten, Mollusken (neben
Calciumcarbonat), Protozoen und der Zellwande héherer Pilze. Die geschéatzte jahrliche
Produktion von 19t zeigt die Bedeutung dieser Substanz in der NatwzAHELLI,

1977).

Arthropoden (und damit Insekten) hauten ihre Cuticula (das Exoskelett) periodisch. Im
Verlauf der Hautung wird eine neue Epicuticula gebildet, durch die hindurch Enzyme
sezerniert werden, welche die alte Endocuticula verdauen. Dann wird eine neue
Procuticula synthetisiert, anschlieBend folgt der Schlipfvorgang, die neue Cuticula
streckt sich, wird dunkel und verhartet (SklerotisierungMR\E et al, 1989, S. 47).

Die Inhibierung des Enzyms Chitinase, das vornehmlich am Abbau der alten
Endocuticula beteiligt ist, fuhrt zum Tod des Insekts bei der Hautung und hat sich als
natzlicher Ansatzpunkt bei der Kontrolle von Insektenpopulationen erwiesssa (&t

al., 1987). Bei Pilzen kann der Zellwandabbau (wichtig in der Zellteilung) gestoppt
werden, was letztlich zum Tod fuhrt. Dieses Wirkprinzip findet man z.B. bei dem
Fungizid Polyoxin ($ONO& Suzuki, 1979).

3.3.6.2.KULTIVIERUNG DER ORGANISMEN

Fir den Test wurde das Bakteri®ytophagasp. (DSM3657, bezogen von der DSMZ
— Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig)
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eingesetzt. Die Anzucht der Brutkulturen wurde in Cy-Medium im Labor bei
Raumtemperatur durchgefuhrt.

3.3.6.3. TESTDURCHFUHRUNG

Die Testdurchfihrung beruht im wesentlichen auf den Ausfuhrungerzvmimh et al.
(1995). Wie dort beschrieben, wurden Petrischalen mit B2-Medium verwendet.
Zusétzlich wurde dem Medium 1,5 g™* Chitin beigemischt. Wie unter 3.3.2.3. wurde

ein Loch fur die Aufnahme der gelésten Testsubstanzen vorbereitet, dann der
Organismus von einer Brutkultur auf den Agar inokuliert und schlief3lich der jeweilige
Extrakt einpipettiert. Fir den Negativblindwert wurde das gleiche Losungsmittel wie flr
den Extrakt eingesetzt. Um den Positivblindwert zu bestimmen, wurde eine wassrige
Kupfersulfat-Losung (1,0 mmol) verwendet.

Nach funf Tagen Inkubation bei 37 °C wurden die Ergebnisse ausgewertet. Der durch
das kolloidale Chitin tribe Agar klart dort auf, wo das Bakterium mit seiner
Chitinaseaktivitat das Chitin verdaut. Ein eingesetzter Chitinasehemmer, wie z.B. die
CuSQ-Losung, verhindert den Abbau, der Agar bleibt triib. Es entsteht ein inverser
Hemmbhof.

Parallel zu dem beschriebenen Ansatz zum Test auf chitinaseinhibitorische Aktivitat
mul3te der Testorganismus auf seine Vertraglichkeit mit den Extrakten getestet werden.
Es sollte so sichergestellt werden, dal’ die inversen Hemmhofe auch wirklich auf die
Verringerung der Chitinaseaktivitdt zurickzufihren sind und nicht auf eine
antibakterielle Aktivitat der Extrakte gegen den Testorganismus. Hierfir wurde der
gleiche Ansatz wie in 3.3.5.3. gewahlt. Als Nahrlésung wurde Cy-Medium verwendet.
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3. Methodischer Teil — gezielte Wirkstoffsuche

3.3.7.GEZIELTE WIRKSTOFFSUCHE

3.3.7.1 ALLGEMEINES

Nachdem die vorstehend beschrieben Screenings abgeschlossen waren, wurden zwei
Pflanzen weitergehend untersucht. Hiermit soll gezeigt werden, dafl3 die eingehend
gestellte Aufgabe, Entscheidungskriterien fir weiterfihrende Untersuchungen
bereitzustellen, erfillt wurde. Dementsprechend wurde die Auswahl an Hand der
Ergebnisse der Screenings getroffen. Eine weitere Rolle spielte die Verfigbarkeit des
Pflanzenmaterials.

Fur die gezielte Wirkstoffsuche wurden zum eif@iglochin maritimumL. und zum
anderenSalicornia europaed.. ausgewahlt. Beide Spezies kommen in ausreichend
groRer Menge in den Salzwiesen vor, sind typische Vertreter dieser Flora und
unterliegen keiner weiteren Schutzbestimmung.

3.3.7.2. TRIGLOCHIN MARITIMUML.

3.3.7.2.1HINTERGRUND

T. maritimum L. (Abbildung 45)
wurde ausgewahlt, weil die in der
Literatur erwahnte fungizide
Aktivitat (2.10.) im biologischen
Screening bestatigt werden konnte
(4.2.2.1.) und fungizide Wirkstoffe
von grof3em Interesse sind (3.3.3.1.).
Das chemische Screening ergab
jedoch nur das Vorhandensein
phenolischer Komponenten, ohne
dal} diese ndher bestimmbar waren
(4.1.5.2.). Diese Kenntnisse waren
ausschlaggebend far die
Entscheidung zur Suche nach dem
oder den fungiziden Wirkstoffen der
Spezies.

Abbildung 45:Triglochin maritimumL., aus

KUNNEMANN & GAD, 1997
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3. Methodischer Teil — gezielte Wirkstoffsuche

3.3.7.2.2 DURCHFUHRUNG

Zunachst wurde fur die gezielte Wirkstoffsuche neues Pflanzenmaterial am 03. 05. 2000
bei Caciliengroden (Naturlehrpfad in der Salzwiese) gesammelt. Die Rohdroge wurde
wie unter 3.1. bereitet und fraktionierend extrahiert. Prifung auf Aktivitat erfolgte wie
unter 3.3.3. beschrieben. Nach jedem Aufarbeitungsschritt wurde die biologische
Aktivitat iberpraft und die inaktive Fraktion verworfen.

Die Toluolfraktion wurde mit Ethanol ausgeschuttelt (dreimal, je gleiche Volumina wie
Toluol). Die ethanolische Fraktionen wurden vereinigt, am Rotationsverdampfer
eingeengt, zweimal in Toluol umkristallisiert und erneut in Ethanol aufgenommen. Die
ethanolische Lésung wurde am GC-MS geprift. Die Spezifikationen der GC-MS-
Parameter waren:

GC : Carlo Erba Instruments HRGC 5160

MS : Finnigan Mat ITD 700 (lon Trap Detection)

Saule : SGE; ID-BP1 0,25 pm 25 m x 0,22 mm (Dimethylpolysiloxan)
Temperatur :70°C 3 min

10 °C[min* bis 170 °C
5 °C min'* bis 300 °C

300 °C 10 min
Injektor :200 °C
Interface : 280 °C
GC-MS : 280 °C
GasfluR : 0,7 mLCse¢" (Helium)

Detektionsmode : Fullscan (30 — 385)

Scantime 1 sec
Scanrate Tkeé

Um das so erhaltene Ergebnis zu verifizieren, wurde Pflanzenmaterial ein zweites Mal
rein chemisch, d.h. ohne Kontrolle der biologischen Aktivitat, untersucht. Hierfur
wurden 50 g Rohdroge mit 2 M HCI ca. 30 min unter Ruckflul3 gekocht. Nach der
sauren Hydrolyse wurde die erkaltete Losung gefiltert und mit Ether ausgeschuttelt
(dreimal, je gleiche Volumina wie wassrige HCI). Die etherischen Fraktionen wurden
vereinigt und zweidimensional auf einer Silicagelplatte chromatographiert. Als erstes
Losungsmittelgemisch (LGI) wurde HOAc : CH((1 : 9) eingesetzt, dann (LGlII)
EtOAc : Toluol (9 : 11). Zum Prufen auf Identitat wurden
dunnschichtchromaographisch die Zuckéf)-Glucose,bD(-)-Lyxose, Trehalosep(+)-
Galactose, Raffinos®(+)-LactosemeseErythrit undd(-)-Sorbit getestet.
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3. Methodischer Teil — gezielte Wirkstoffsuche

3.3.7.3.SALICORNIA EUROPAEA..

3.3.7.3.1HINTERGRUND

S. europaed.. (Abbildung 46) wurde
ausgewahlt, weil die Spezies eine
groBe Bandbreite an biologischen
Aktivitdten zeigte. Der ethanolische
Extrakt war cytotoxisch (4.2.3.1. und
4.2.3.3.), wirkte antineoplastisch
(4.2.3.5.) und zeigte gute Wirkung
gegen eukaryotische
Mikroorganismen  (4.2.1.1. und
4.2.2.1). Das chemische Screening
deutete auf das Vorhandensein von
Cumarinen (4.1.2.2) und
Flavonoiden (4.1.3.1) hin. Diese
Kenntnisse waren ausschlaggebend
fur die Suche nach dem oder den
Wirkstoffen der Spezies.

Abbildung 46:Salicornia europaed.., aus

KUNNEMANN & GAD, 1997

3.3.7.3.2 DURCHFUHRUNG

Zunéchst wurde fir die gezielte Wirkstoffsuche neues Pflanzenmaterial am 02. 08. 2000
bei Céaciliengroden (Naturlehrpfad in der Salzwiese) gesammelt. Die Rohdroge wurde
wie unter 3.1. bereitet und fraktionierend extrahiert. Prifung auf Aktivitat erfolgte wie
unter 3.3.2. und 3.3.3. beschrieben. Nach jedem Aufarbeitungsschritt wurde die
biologische Aktivitat Gberpruft und die inaktive Fraktion verworfen.

Die Ethanolfraktion wurde saulenchromatographisch aufgetrennt. Die Saule (30 cm
lang, Volumen = 20 mL) wurde mit Puderzucker als stationdre Phase beschickt. Als
Laufmittel wurden Diethylether und Aceton eingesetzt (in dieser Reihenfolge). Je
Laufmittel wurden funf Fraktionen aufgenommen.

Prifung der biologisch aktiven Fraktion erfolgte mittels UV-VIS-Spektroskopie und
Dunnschichtchromatographie an Silicagel mit Aceton als Laufmittel. Die Detektion
erfolgte unter UV-Licht. Die geeignete Fraktion wurde auf Silicagel mit vier
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3. Methodischer Teil — gezielte Wirkstoffsuche

verschiedenen Laufmitteln chromatographiert, die Reaktion auf UV-Licht geprift und
der jeweilige RWert festgestellt. Die verwendeten Laufmittel waren:

l. n-BuOH : HOAc:HO (4:1:5)
1. n-BuOH : NH,OH (1: 1)

M. n-BuOH :EtOH: HO (4:1:2,2)
V. H)O

Um das so erhaltene Ergebnis zu verifizieren, wurde erneut rein chemisch, ohne
Kontrolle der biologischen Aktivitat Pflanzenmaterial untersucht. Hierfur wurden 50 g
Rohdroge mit 2 M HCI ca 30 min unter Ruckflul3 gekocht. Nach der sauren Hydrolyse
wurde die erkaltete Losung gefiltert und mit Ether ausgeschittelt (dreimal, je gleiche
Menge wie wassrige HCI). Die etherischen Fraktionen wurden vereinigt und
saulenchromatographisch (wie oben) miBuOH : HOAc : HO (4 : 1 : 5) als
Laufmittel gereinigt. Die erhaltenen Fraktionen (in 10 mL Schritten) wurden UV-VIS-
spektroskopisch gepruft und auf Silicagelplatten mit Aceton als Laufmittel auf Reinheit
geprift (mit UV-Licht, wie oben).

Die so erhaltene reine Fraktion wurde in Toluol unter Erhitzen aufgenommen und
zweimal umkristallisiert (Prifen auf Reinheit wie oben). Nach dem dritten Lésen in
Toluol wurde das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer vollstandig abgezogen. Der
erhaltene Riickstand wurde durch Prof. Metzger spektroskopisch unter$t:HvIR,
3C.NMR, Massenspektrum) und das so erhaltene Ergebnis durch eine
Schmelpunktanalyse verifiziert.
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4. ERGEBNISSE UNDDISKUSSION

.Mein Herz tragt Bluten und Friichte inmitten der Nacht ...
Ich, Cinteotef, bin im Paradies geboren. Aus dem Blumenland komme ich....
Ein neuer, siegreicher Gott. ...
bunt wie ein Quetzal, eine neue liebliche Blume."
Aztekische Hymne
(NicHoLSON 1967, S. 115 ff.)

4.1.ERGEBNISSE UNDDISKUSSION DES CHEMISCHENSCREENINGS
4.1.1. ALKALOIDE

4.1.1.1 ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Alkaloidtests mit den beiden Testreagenzien naebrMind
WAGNER sind in Tabelle 2 dargestellt.

4.1.1.2.DISKUSSION

Alkaloide waren iPArmeria maritima(MiLL.) WILLD ., Artemisia maritimal., Odontites
litoralis FRrR., Ononis spinosd.. und Plantago maritimaL. nachzuweisen (5 von 28
Arten, etwa 18 %). Vier weitere Spezies produzierten nur einen positiven der
geforderten zwei Nachweise, was wahrscheinlich auf falsch-positive Reaktionen
zurtckzufiuhren ist. Da nachhRNSWORTH (1966) etwa 10 bis 20 % aller terrestrischen
Pflanzen Alkaloide fiihren, liegen die hier erzielten Ergebnisse in einem akzeptablen
Bereich.

Bei P. maritimaL. undA. maritima(MiLL.) WiLLD. decken sich die Befunde mit denen
aus der Literatur (HLTIN & TORSELL 1965). UberO. spinosalL. und A. maritimalL.

gibt es keine Literaturangaben zum Alkaloidgehalt. Die Literaturangabén tmoralis

FR. (HULTIN & TORSELL 1965) widersprechen den hier erhaltenen Ergebnissen.

! Cinteotel ist der Blumenprinz (auch Xochipilli), der aztekische Gott der psychoaktiven Planzen, der

Erotik, des Fruhlings, der Inspiration und Musik
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4. Ergebnisse und Diskussion — Alkaloide

Tabelle 2: Ergebnisse der Alkaloidtests

Art

MAYER'S R.

WAGNERS R.

enthalt Alkaloide

Agrostis maritimaLAM.

Apium graveolens.

Armeria maritimaMiLL.) WILLD.

Artemisia maritimaL.

+ |+

+ |+

+ |+

Aster tripoliumL.

Carex distang..

Carex extens&ooD

Centaurium pulchellunSW)

Cochlearia anglica..

Festuca villosSé5CHWEIGG.

Glaux maritimal.

Halimione portulacoide$l.) ALLEN.

Juncus gerardiLols.

Juncus maritimusAM.

Leontodon autumnalik.

Limonium vulgareMiLL.

Odontites litoralisFr.

Oenanthe lachenalC.C.QvEL.

Ononis spinoséa..

Plantago maritimal.

Puccinellia maritima(HuDS.) PARL.

Salicornia europaed.

Spartina maritimg CurT.) FERN.

Spergularia medid..

Suaeda maritiméL.) Dum.

Trifolium fragiferumL.

Trifolium repend..

Triglochin maritimumL.

Ebenfalls andere Ergebnisse als in der vorliegenden Untersuchung gibLesrftodon
autumnalisL., der von GANDLER & HOOPER (1979) positiv getestet wurde. Weitere
widerspruchliche Angaben gibt es Balicornia europaed.., die aus verschiedenen
Regionen kommen. Von positiven Alkaloidreaktionen berichter®wski & DROST
(1965) mit Probenmaterial aus dem polnischen OstseeraumAanDBERG et al. (1967)

mit Probenmaterial aus Agypten. Schwedische Proben ergaben dagegen negative
Resultate (MLTIN & TORSELL, 1965).

Von den negativen Ergebnissen werden durch die Literatur dguigda maritimdL.)
DumM. (HULTIN & TORSELL, 1965; 3XENA, 1975), Trifolium repensL. (KAPOOREet al.,
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4. Ergebnisse und Diskussion — Alkaloide

1971), Triglochin maritimalL., Limonium vulgareMiLL. und Glaux maritimalL. (die
letzten drei: HILTIN & TORSELL, 1965) bestatigt. Zu allen anderen Pflanzenarten gibt es
keine Angaben Uber den Alkaloidgehalt.

Die erwé&hnten widersprichlichen Ergebnisse kdnnen auf saisonale Effekte und auf den
Einflu’ unterschiedlicher Umweltbedingungen zurtickzufihren sein, da insbesondere
die Methabolite des Sekundéarstoffwechsels nicht grundsatzlich gebildet werden miissen.
Oft stellen sie eine Reaktion des Organismus dar, die durch Umweltreize ausgeldst
werden. Beim Ausbleiben der entsprechenden Einflisse von auf3en bleibt somit u.U.
auch die Bildung der Sekundarmethabolite aus.

Von Triglochin maritimumL. ist beispielsweise bekannt, dafl3 der Gehalt an cyanogenen
Glycosiden mit der Blute stark ansteigt (vgl. 2.10). Die Bildung von Phytoalexinen wird
grundsatzlich nur durch einen entsprechenden Elicitor induziexo4s 1977). Die

Natur dieses Elicitors kann dabei sehr vielfaltig sein. Es kann sich hierbei um Parasiten
handeln, die durch Fral3 die Pflanze schéadigen, Pilzbefall oder auch unterschiedliche
Strahlungsbedingungen @gHikawA, 1978). Die Grinde fur sich widersprechende
Ergebnisse bei Untersuchungen wie den hier durchgefuhrten sind damit sehr vielfalltig.
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4. Ergebnisse und Diskussion - Cumarine

4.1.2.CUMARINE

4.1.2.1.ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Untersuchung auf Cumarine sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Ergebnisse des Tests auf Cumarine

Art Sublimat (bei 100 Fallung mit enthalt
mbar, 165-175 °C) Quecksilberacetat Cumarine

Agrostis maritimaLAM. - - -

Apium graveolens. + + +

Armeria maritimaMiLL.) WILLD. - - -

Artemisia maritimaL. - - -

Aster tripoliumL. + + +

Carex distang.. - - .

Carex extens&oo0D - - _

Centaurium pulchellurSW) DRUCE - - -

Cochlearia anglica.. - - -

Festuca Vvillosé&SCHWEIGG. + + +

Glaux maritimal. - - i

Halimione portulacoidegl.) ALLEN. - - -

Juncus gerardiLols. - - -

Juncus maritimusAM. - - -

Leontodon autumnalik. - - i

Limonium vulgareMiLL. - - -

Odontites litoralisFr. - - i

Oenanthe lachenallC.C.QVvEL. + + +

Ononis spinoséa.. - -

Plantago maritimal. - -

Puccinellia maritima(HuDS.) PARL.

+ |+

Salicornia europaed.

Spartina maritimg CurT.) FERN. - -

Spergularia medid.. + + +

Suaeda maritiméL.) Dum. - - -

Trifolium fragiferumL. - - -

Trifolium repend.. - - -

Triglochin maritimumL. - - -
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4. Ergebnisse und Diskussion - Cumarine

4.1.2.2.DISKUSSION

Alle untersuchten Rohdrogen, die bei 100 mbar und 165-175 °C ein Sublimat
absonderten, wurden auch positiv auf Cumarine durch Fallung mit Quecksilberacetat
getestet.

Cumarine wurden in den Spezidpium graveolend.., Aster tripoliumL., Festuca
villosa SCHWEIGG.,, Oenanthe lachenalilC.C.QvEL., Puccinellia maritima (HuDS.)

PARL., Salicornia europaeda.. und Spergularia mediaL. (7 von 28 Arten, 25 %)
nachgewiesen.

In den phytochemischen und ethnobotanischen Berichten sind Aussagen zum
Vorkommen von Cumarinen in Pflanzen selten. Dies liegt vermutlich darin begrindet,

dald der Nachweis von Cumarinen und Hydroxyzimtsduren nicht einfach mittels eines
Farb- oder Fallungsreagenz aus dem Extrakt gefuihrt werden kann. Viele andere
phenolische Komponenten beeintrachtigen zudem die Aussagefahigkeit solcher
Nachweisreaktionen. Die zeit- und apparateintensivere Sublimation zum Abtrennen der
Cumarine wird vielfach gescheut. Daher verwundert es nicht, dal} es keine Angaben zu
den hier untersuchten Pflanzenarten in der Literatur gibt, die eine Aussage zu deren
Cumaringehalt machen.
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4. Ergebnisse und Diskussion - Flavonoide

4.1.3.FLAVONOIDE

4.1.3.1.ERGEBNISSE

Die Ergebnisse des Flavonoidtests nagNSDA ist in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Ergebnisse des Flavonoidtests
Art

Farbreaktion nach Shinoda

Agrostis maritimaLAM.

Apium graveolens.

Armeria maritimaMiLL.) WILLD .

Artemisia maritimal.

Aster tripoliumL.

Carex distand..

Carex extens&ooD.

Centaurium pulchelluntSW) DRUCE

Cochlearia anglica..

Festuca villosé&5SCHWEIGG.

Glaux maritimaL.

Halimione portulacoide$l.) ALLEN.

Juncus gerardiLols.

Juncus maritimusAM.

Leontodon autumnalik.

Limonium vulgareMiLL.

Odontites litoralisFr.

Oenanthe lachenallC.C.QVEL.

Ononis spinosé.

Plantago maritimal.

Puccinellia maritima(HuDS.) PARL.

Salicornia europaed.

Spartina maritimg CurT.) FERN.

Spergularia medid..

Suaeda maritiméL.) Dum.

Trifolium fragiferumL.

Trifolium repend..

Triglochin maritimumL.

68



4. Ergebnisse und Diskussion - Flavonoide

4.1.3.2.DISKUSSION

Flavonoide waren imApium graveolend.., Artemisia maritimaL., Carex distanslL.,
Carex extensasooD., Juncus gerardiiLols., Juncus maritimusLAM., Leontodon
autumnalisL., Oenanthe lachenaliC.C.QvEL., Ononis spinosa.., Salicornia europaea
L., Spergularia medid.., Trifolium fragiferumL. und Trifolium repensL. nachweisbar
(13 von 28 Arten, etwa 46 %).

Bei A. graveolend.. (CROWDEN et al, 1969),L. autumnalisL. (CHANDLER & HOOPER

1979), undS. europaed.. (ARAKAWA et al, 1982; &SLIN & VERBIST, 1985) decken

sich die Befunde mit denen aus der Literatur. Ebenfalls wird der negative Befund bei
Suaeda maritimdL.) DuM. in der Literatur bestatigt £KENA, 1975). Im Gegensatz zu

den hier erzielten Ergebnissen wurden bei UntersuchungenampoRet al (1971) an

T. repend.. keine Flavonoide nachgewiesen.

Zu allen anderen Spezies wurden keine Literaturangaben gefunden, die eine Aussage
Uber die Anwesenheit von Flavonoiden machen.

Die erwéhnten widersprichlichen Ergebnisse kdnnen auf saisonale Effekte und auf den
Einflu’ unterschiedlicher Umweltbedingungen zuriickzufiihren sein (das unter 4.1.1.2
Gesagte gilt entsprechend).

69



4. Ergebnisse und Diskussion - Saponine

4.1.4.SAPONINE

4.1.4.1 ERGEBNISSE

Die Ergebnisse des Schaumtests zum Nachweis von Saponinen sind in Tabelle 5
dargestellt. Unterschieden wurde keine Schaumbildung (-), Schaumbildung mit einer
Hohe von wenigen Millimetern (+), > 5 mm (++) und ca. 1 cm (+++).

Tabelle 5: Ergebnisse des Saponintests

Art Schaumbildung langer als 30 min.

Agrostis maritimaLAM. -

Apium graveolens. -

Armeria maritimaMiLL.) WILLD . -

Artemisia maritimal. -

Aster tripoliumL. -

Carex distang.. +
Carex extens&0o0D ++
Centaurium pulchelluntSW) DRUCE ++
Cochlearia anglica.. ++

Festuca villosé&5SCHWEIGG. -

Glaux maritimaL. -

Halimione portulacoide$l.) ALLEN. +++
Juncus gerardiLols. -
Juncus maritimusAMm. +

Leontodon autumnalik. -

Limonium vulgareMiLL. -

Odontites litoralisFr. -

Oenanthe lachenallC.C.QVEL. -

Ononis spinosa. -

Plantago maritimal. -

Puccinellia maritima(HuDS.) PARL. -

Salicornia europaed. -

Spartina maritimg CurT.) FERN. -

Spergularia medid.. +

Suaeda maritimgL.) Dum. -

Trifolium fragiferumL. -

Trifolium repend.. -

Triglochin maritimumL. -
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4. Ergebnisse und Diskussion - Saponine

4.1.4.2 DISKUSSION

Saponine waren ifCarex distansL., Carex extens&oobD., Centaurium pulchellum
(SW) Druck., Cochlearia anglical., Halimione portulacoidegL.) ALLEN., Juncus
maritimusLAM. undSpergularia medid. nachweisbar (7 von 28 Arten, etwa 25 %).

In der Literatur wird tber keine der hier positiv getesteten Spezies eine Aussage zum
Saponingehalt gemacht. Nur die SpeZemeda maritimgL.) DuM. (SAXENA, 1975)

und Trifolium repensL. (KAPoOORet al, 1971) werden in der Literatur erwéhnt. Beide
Untersuchungsberichte bestatigen die Ergebnisse der hier diskutierten Untersuchung.

Bei GLENN et al (1998) wird erwéahnt, daBalicornia bigeloviiSaponine in den Samen
enthalt. Dies konnte hier figalicornia europaed. nicht bestétigt werden.
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4. Ergebnisse und Diskussion — Tannine und weitere phenolische Komponenten

4.1.5.TANNINE UND WEITERE PHENOLISCHEKOMPONENTEN

4.1.5.1. ERGEBNISSE

Die Ergebnisse des Gelatine-Salz-Block-Tests sind zusammen mit dem Ergebnis der
Farbreaktion mit Eisenchlorid in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Ergebnisse der Nachweisreaktionen fir Tannine und andere
phenolische Komponenten

Art Gelatine (1%) Gelatine (1%9) Enthalt FeCl
+ NaCl (10%)| Tannine

Agrostis maritimaLAM. - + - -

Apium graveolens. - - - +1

Armeria maritimaMiLL.) WILLD. - - - -

Artemisia maritimal. + + + +1
Aster tripoliumL. + + + +2
Carex distang.. + + + +3
Carex extens&ooD + + + +

Centaurium pulchellurSW) - - - -

Cochlearia anglica.. - - - -

Festuca Vvillosé&SCHWEIGG. - - - +

Glaux maritimal. - - - -

Halimione portulacoidegl.) ALLEN. -

+

Juncus gerardiLols.

+00

[

+

+ + +
Juncus maritimukAm. + + +
Leontodon autumnalik. + + +

=+

Limonium vulgareMiLL. - - - -

Odontites litoralisFr. - - - -

Oenanthe lachenalC.C.QvEL. - - i

Ononis spinosé. + + +

Plantago maritimal. - - -

Puccinellia maritima(HuDS.) PARL. - + +

Salicornia europaed. - - -

Spartina maritimg{CURT.) FERN. - + -

+|+ |+
=

Spergularia medid.. - - -

Suaeda maritimgL.) Dum. - - -

Trifolium fragiferumL. - - -

Trifolium repend.. - - -

+|+ |+
W

Triglochin maritimumL. - - -
! griinschwarz® blauschwarz® Farbe unbestimmbar (schwarz oder anders)
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4. Ergebnisse und Diskussion — Tannine und weitere phenolische Komponenten

4.1.5.2.DISKUSSION

Phenolische Komponenten wurden Apium graveolend.., Artemisia maritimal.,

Aster tripoliumL., Carex distand.., Carex extens&oob., Festuca VilloSéSCHWEIGG.,

Juncus gerardiiLols., Juncus maritimusAM., Leontodon autumnalig., Oenanthe
lachenalii C.C.GQvEL., Ononis spinosa.., Plantago maritimal., Puccinellia maritima
(Hups.) PARL., Salicornia europaed.., Spartina maritima(CURT.) FERN., Spergularia
medial., Trifolium fragiferumL., Trifolium repensL. und Triglochin maritimumL.

nachgewiesen (19 von 28 Arten, etwa 68 %).

Davon enthalterA. maritimalL., A. tripolium L., C. distansL., C. extensasoop., J.
gerardii Lois., J. maritimud.Am., L. autumnalid.., O. spinosda.., P. maritima(HuDS.)
PARL. Tannine (9 von 28 Arten, etwa 32 %) uAdgraveolend.., A. maritimalL., C.
distansL., C. extens&oo0D., J. gerardiiLois., J. maritimusLAM., L. autumnalisL., O.
lachenaliiC.C.QvEL., O. spinosa.., S. europaed.., S. medid.., T. fragiferumL. und
T. repend.. Flavonoide (vgl. 4.1.3.2.).

Damit enthalterf. villosa SCHWEIGG, P. maritima(Hups.) PARL., undT. maritimumL.
in dieser Untersuchung unbestimmte Phenole (also weder Flavonoide noch Tannine).

Die Ergebnisse der Tanninuntersuchung werden nut.kitumnalisL. (CHANDLER &
HooPeER 1979) undSuaeda maritimaL.) DuM. (SAXENA, 1975) in der Literatur
bestatigt. Zu allen anderen Arten sind in der Literatur keine Angaben zum Tanningehalt
zu finden.

Eine Tribung oder gar ein Niederschlag nach der Zugabe vony BeafCl 3.2.6.2.)
wurde in keinem Fall beobachtet, was sicherlich auch konzentrationsabhéngig ist. Auf
eine Interpretation der Farbung nach Relilgabe (vgl. 3.2.6.2.) soll hier verzichtet
werden, da eine zweifelsfreie Zuordnung einer Farbe in den relevanten Fallen
mehrheitlich nicht mdglich war.
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4. Ergebnisse und Diskussion — algizide Aktivitat

4.2.ERGEBNISSE UNDDISKUSSION DES BIOLOGISCHENSCREENINGS

4.2.1.ALGIZIDE AKTIVITAT

4.2.1.1. ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Untersuchung auf algizide Aktivitat sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Ergebnisse der Untersuchung auf algizide Aktivitat

Art 1 2 3 4 5
Agrostis maritimaLAM. - - - - -
Apium graveolens. + - - + +
Armeria maritimaMiLL.) WILLD . - - - - -
Artemisia maritimal. +++ ++ + +++ +++
Aster tripoliumL. ++ + + ++ +

Carex distang.. - - - - -

Carex extens&ooD - - - - -

Centaurium pulchelluntSW) DRUCE - + ++ +
Cochlearia anglica.. ++ +

Festuca villosé&5SCHWEIGG. - - - - -

Glaux maritimaL. - - - - -

Halimione portulacoide$l.) ALLEN. + - - + +

Juncus gerardiLols. - - - - -

Juncus maritimusAM. - - - - -

Leontodon autumnalik. - - - - -

Limonium vulgareMiLL. ++ + ++ ++ +
Odontites litoralisFRr. ++ - + + ++
Oenanthe lachenallC.C.QvEL. - - - - -
Ononis spinosé. ++ + + ++ ++
Plantago maritimal. + - - + +
Puccinellia maritima(HuDS.) PARL. - - - - -
Salicornia europaed. +++ ++ +++ +++ +++
Spartina maritimg CurT.) FERN. - - - - -
Spergularia medid.. ++ + - + +
Suaeda maritim&L.) Dum. - - - - -
Trifolium fragiferumL. + - - + -
Trifolium repend.. + - - - +
Triglochin maritimumL. - + + - -

1 =Chlorogonium 2 =Cryptomonas3 =Dunaliella, 4 =Euglena 5 =Protosiphon
- keine Hemmung, + Hemmung erkennbar, ++ Hemmung >1 cm @, +++ Hemmung >2

cmd
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4. Ergebnisse und Diskussion — algizide Aktivitat

4.2.1.2 DISKUSSION

Es wurden in der Auswertung Hemmbhdéfe mit einem Durchmesser von >2 cm (+++) und
>1 cm (++) als biologisch aktiv gewertet. Die Hemmhofe der Kategoeidemnbar(+)

und keine Hemmung-) wurden als inaktiv gewertet, weil der Negativblindwert mit
Ethanol in einigen wenigen Fallen ebenfalls einen schwach erkennbaren Hemmhof
zeigte.

Einen wachstumshemmenden Einflul3 auf Algen zeigte der ethanolische Extrakt von
Artemisia maritimal., Aster tripolium L., Centaurium pulchellum(SW) DRrRucE,
Cochlearia anglica.., Limonium vulgareMiLL ., Odontites litoraligrR., Ononis spinosa

L., Salicornia europae&. undSpergularia medid. (9 von 28 Spezies, 32 %).

Besonders deutlich ist die Wirkung vén maritimaL. und S. europaed.., was unter
Umstanden ein Hinweis auf eine Anpassung an den Standort darstellt. Insbe§ondere
europaea L. als Bewohner der fast standig feuchten Spilsaume der Salzwiesen
verschafft sich vielleicht auf diese Wiese einen Vorteil, da Algenbewuchs auf der
Pflanze durch einen Sekundérmethaboliten verhindert wird. Im Wettstreit um
lebenswichtige Resourcen mag das eine entscheidende Hilfe sein.
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4. Ergebnisse und Diskussion — fungizide Aktivitat

4.2.2.FUNGIZIDE AKTIVITAT

4.2.2.1. ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Untersuchungen auf fungizide Aktivitat sind in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Ergebnisse der Untersuchung auf fungizide Aktivitat

Pilze Hefen
Art 112 3| 4| 5| 6| 7| 8| 9| 10

Agrostis maritimaLAM. - - - + - - - - - -

Apium graveolens. - - - - - - - - -

Armeria maritimaMiLL.) WILLD. - - - - - - - - - -

Artemisia maritimaL. +

+ +
Aster tripoliumL. B - R -

Carex distang.. - - - - - - - - i B

Carex extens&oo0D - - - + - - - - - _

Centaurium pulchellunSW) - - + - - - - + - -

Cochlearia anglica.. - - -+ ]+ - - A R

Festuca villosSé5CHWEIGG. - + - - - - - - - i

Glaux maritimal. - - - - - - - - i _

Halimione portulacoideg¢l.) ALLEN. | - - - - - - - - - -

Juncus gerardiLols. - |+ - - - n - - -

Juncus maritimusAM. - + - + - - - - - i

Leontodon autumnalik. - - - - - _

+
Limonium vulgareMiLL. + -+ - |+ |+ + - + | 4+
Odontites litoralisFr. - - + - + - +

Oenanthe lachenalC.C.QvEL. - - - - - - - - i B

Ononis spinosé. ++ | - |+ | - -+ o+ | - - -

Plantago maritimal. - + | ++ | - - - - - n -

Puccinellia maritima(Hups.) ParL. | - | - | - | - | - | - | - | - | - | -

Salicornia europaed. T -

Spartina maritimg CuRT.) FERN. -] - - - - -] - - - -

Spergularia medid.. - - + - + | + - - - -

Suaeda maritimgL.) Dum. -] - -+ - - - - - -

Trifolium fragiferumL. - - - - - - - - - -

Trifolium repend.. - - - - - - - - - -

Triglochin maritimumL. ++ | ++ + + ++ | ++ | | |
1 = Coniosporum 2 = Exophiala 3 = Acremonium 4 = Cladosporium 5
Trichoderma 6 = Penicillium 7 = Phoma 8 = Candidag 9 = Rhodoturula 10
Saccharomyces

- keine Hemmung (H), + H erkennbar, ++ H>1cm @, +++ H>2cm @
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4. Ergebnisse und Diskussion — fungizide Aktivitat

4.2.2.2 DISKUSSION
Fur die Auswertung der Hemmhdofe gilt das gleiche wie unter 4.2.1.2. beschrieben.

Als einzige Spezies zeigliglochin maritimumL. eine deutliche Aktivitat gegen eine
Mehrzahl der eingesetzten Testorganismen. Ebenfalls aktiv, wenn auch in sehr viel
bescheidenerem Ausmalf3, wardwtemisia maritima L., Juncus gerardii Lois.,
Limonium vulgareMILL., Ononis spinosd.., Plantago maritimaL. und Salicornia
europaed.. (7 Spezies von 28, etwa 25 %).

Die hier erzielten Ergebnisse flir maritimumL. decken sich mit den Angaben aus der
Literatur. Wie schon eingangs (2.10.) erwahnt, bildet diese Spezies, im Gegensatz zu
anderen Salzwiesenpflanzen, normalerweise keine Mycorrhiza aus, was auf ein
besonderes Abwehrsystem schlie3en laBzgRiA et al, 1986).
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4. Ergebnisse und Diskussion — cytotoxische und antineoplasische Aktivitat

4.2.3.CYTOTOXISCHE UND ANTINEOPLASTISCHEAKTIVITAT

4.2.3.1.ERGEBNISSE DERTESTS MITARTEMIA SALINA

Die graphische Darstellung der Ergebnisse der Untersuchung der akuten toxischen
Aktivitat sowie der chronischen toxischen Aktivitat auf die Larven faemia salina

sind in Abbildung 47 dargestellt. Die entsprechenden Ergebnisse fiur die
Untersuchungen mit den adulten Salinenkrebsen sind in Abbildung 48 wiedergegeben.
Die Ergebnisse der Auszahlung und die Berechnungen fir die Auswertung sind in
Anhang VI zu finden.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Wirkung auf die Eier und die Embryogenese sind
nicht dargestellt.

4.2.3.2.DISKUSSION DERERGEBNISSE DERTESTS MITARTEMIA SALINA

Die in der graphischen Darstellung augenscheinlich grof3te relative Toxizitat wurde in
allen vier Tests mit den Extrakten vAntemisia maritimal., Limonium vulgareMiLL .,

Ononis spinosd.. und Salicornia europaed.. erzielt. Deutlich weniger auffallig sind
Centaurium pulchellunfSw) DRUCE. undSpergularia medid.., wobei letztere Spezies
keine Wirkung bei den Tests mit adulten Salinenkrebsen zeigte. Wie zu erwarten, ist die
chronische Wirkung in allen genannten Féallen starker als die der akuten. Ein Rickgang
der Toxizitat bei den adulten Tieren gegentber den Larven ist nur teilweise erkennbar,
ware aber aufgrund geringerer cytostatischer Wirkungsmadglichkeit im ausgewachsenen
Organismus zu erwarten.

Bei allen anderen Spezies wird die Wirkung als vernachlassigbar gering angesehen, da
die Ergebnisse in der chronischen Aktivitat gegeniiber der akuten abfallen. Dies kann
daraufhin deuten, dal’ dieser Wertebereich statistisch nicht gut genug abgesichert ist,
z.T. erkennbar an negativen Werten. Sie sind aber mit Sicherheit so gering, dal3 sie im
Sinne der Fragestellung uninteressant sind. Denn selbst wenn sich hier eine Toxizitat
abzeichnet, beruht sie entweder auf einer schwach wirksamen Substanz oder aber auf
einer niedrigeren Konzentration. Beides sind Griinde, die gegen eine pharmazeutische
Verwendung sprechen, in deren Erarbeitung und Verwirklichung sowohl Geld als auch
Zeit investiert werden mif3ten.
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graveolens maritima distans pulchellum villosa portulacoidesnaritimus  vulgare lachenalii maritima europaea media fragiferum n
Agrostis  Armeria Aster Carex Cochlearia  Glaux Juncus Leontodon oggnptites  ONONIS Puccinellia Spartina  Suaeda Trifolium
maritima  maritima tripolium  extrensa  anglica  maritima gerardii autumnalis |itoralis  SPinosa maritima  maritima  maritima  repens
Abbildung 47: Akute und chronische Toxizitat der Pflanzenextrakt@d@eimia salinaLarven
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Abbildung 48: Akute und chronische Toxizitat der Pflanzenextrakte auf atitdmia salina
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4. Ergebnisse und Diskussion — cytotoxische und antineoplasische Aktivitat

4.2.3.3.ERGEBNISSE DESIESTS MITDAPHNIA MAGNA

Die Ergebnisse der Untersuchung der Cytotoxicitdt Baphnia magnasind in
Abbildung 49 dargestellt.
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graveolens maritima  distans pulchellum villosa portulacoidesmaritimus ~ vulgare lachenalii  maritima  europaea media  fragiferum maritima

Agrostis  Armeria Aster Carex Cochlearia  Glaux Juncus Leontodon Odontites ~ Ononis Puccinellia Spartina Suaeda  Trifolium
maritima  maritima  tripolium  extrensa anglica  maritima  gerardii autumnalis litoralis spinosa maritima maritima ~ maritima repens

Abbildung 49: Toxizitat der Pflanzenextrakte &#phnia magna

4.2.3.4 DISKUSSION DERERGEBNISSE DESTESTS MITDAPHNIA MAGNA

Die in der graphischen Darstellung augenscheinlich grofite relative Toxizitat wurde mit
den Extrakten vorrtemisia maritimal., Limonium vulgareMiLL., Ononis spinosd..

und Salicornia europeaelL. erzielt. Deutlich weniger auffallig sindCentaurium
pulchellum(Sw) DRucE. undSpergularia medid.. Dal3 die Werte in keinem Fall 50 %
Ubersteigen, kann, neben einer geringen Wirksamkeit, daran liegen, dal3 die
ausgewachsenen Wasserflohe nur in geringem Umfang neue Zellen bilden. Das
bedeutet, dal3 nur cytocidiale, aber keine cytostatische Aktivitat ihren Einflu auf die
gesamte Toxizitat ausubt.

Bei allen anderen Spezies wird die Wirkung als vernachlassigbar gering angesehen und
das unter 4.2.3.2. Gesagte gilt entsprechend.

4.2.3.5 ERGEBNISSE DEPOTATOE-DISK-ASSAY

Die Ergebnisse zur Untersuchung der antineoplastischen Aktivitéat gliedern sich in zwei
Teile: zum einen in jene der Untersuchung der Hemmung der Tumorbildung (die
Kartoffelscheiben, die eingangs mit Extrakt behandelt wurden) und zum anderen die aus
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4. Ergebnisse und Diskussion — cytotoxische und antineoplasische Aktivitat

der Untersuchung der Hemmung des Tumorwachstums (die Kartoffelscheiben, die nach
neun Tagen Inkubation mit Extrakt behandelt wurden).

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Hemmung der Tumorbildung sind in Abbildung
50 graphisch dargestellt.

Eine Hemmung des Wachstums der Tumore war nur bei den drei Vertretern der
FabaceaeOnonis spinosaL., Trifolium fragiferum L. und T. repensL. deutlich
erkennbar. BeArtemisia maritimal., Centaurium pulchelluniSwv) DRUCE., Salicornia
europaeal. undSpergularia medid.. ist sie zu erahnen, aber zweifelhaft. Alle anderen
Spezies zeigten keine Auffalligkeit.

100

antineoplastische Aktivitat [%]
90

80

70

60

50

40

30 —

20 —_ —| |— B ]

10 — — — — _—— — - — - — — — - —

-10

Apium  Artemisia  Carex Centaurium Festuca Halimione Juncus Limonium Oenanthe Plantago Salicornia Spergularia Trifolium Triglochin

graveolens maritima  distans pulchellum villosa portulacoidesmaritimus  vulgare lachenalii maritima europaea media fragiferum maritima
Agrostis  Armeria Aster Carex Cochlearia  Glaux Juncus LeontodonOdontites  Ononis Puccinellia Spartina ~ Suaeda Trifolium
maritima  maritima  tripolium extrensa anglica maritima  gerardii autumnalis litoralis spinosa maritima maritima  maritima repens

Abbildung 50: Antineoplastische Wirkung der Pflanzenextrakte

4.2.3.6.DISKUSSION DERERGEBNISSE DESPOTATOE-DISK-ASSAY

Mit den 28 getesteten Pflanzenarten wurden fur die Aktivitat bei der Hemmung der
Tumorbildung Werte zischen 0 und 84 % ermittelt.

Die grofite Aktivitat bei der Hemmung der Tumorbildung mit tber 70 % wurde unter
Einwirken der Extrakte vo@nonis spinosd.., Limonium vulgareMiLL. und Artemisia
maritima L. beobachtet. Einen moderaten Effekt von 50 bis 70 % Hemmung wurde bei
Salicornia europaed.. und Centaurium pulchelluniSw) DrRuck gefunden. Wie in der
Literatur (QrAN, 1999) werden Werte unter 50 % als vernachlassigbar betrachtet.
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Die Verwendung vo\. maritimaL. als Antitumormittel wurde bereits vVOnARTWELL
(1967) dokumentiert. Auch der Einsatz ander@rtemisiaArten ist bekannt
(HARTWELL, 1968), was auf einen genusspezifischen Wirkstoff oder
Wirkstoffkombination schlie3en laft.

Die Wirkung vonL. vulgare MiLL. als Medizinalpflanze im Einsatz gegen Krebs ist
ebenfalls schon bekannt. Bei einem Screening der israelischen Flora war das Potential
fur einen madglichen Einsatz in der Krebstheraphie bereits aufgefaliena (S
ABRAHAM, 1981).

Auch der Einsatz der Fabace@e spinosalL. gegen krebsartige Geschwiire ist bereits
dokumentiert (MRTWELL, 1970a). Von der Spezi€xs natrixL. aus Amman, Jordanien,
wurde Uber eine &hnliche Tumorhemmung berichtet, die mit dem gleichen
Versuchsansatz wie hier erzielt wurde RED, 1999). Dies lalkt auf einen
genusspezifischen Wirkstoff oder Wirkstoffkombination schlief3en.
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4. Ergebnisse und Diskussion — antibakterielle Aktivitat

4.2.4 ANTIBAKTERIELLE AKTIVITAT

4.2.4.1. ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Untersuchungen auf antibakterielle Aktivitat ist in Tabelle 9
dargestellt.

Tabelle 9: Ergebnisse der Untersuchung auf antibakterielle Aktivitat

Gram-positiv Gram-negativ
Art 1 2 3 4 5 6

Agrostis maritimaLAM. - - - - - -

Apium graveolens. - - - - - -

Armeria maritimaMiLL.) WILLD. - - - - - -

Artemisia maritimaL. - + - - i -

Aster tripoliumL. - - - - - -

Carex distang.. - - - - i -

Carex extens&oo0D - - - - - .

Centaurium pulchellurtGW) - - - - - -

Cochlearia anglica.. + + + + - -

Festuca villosSé5CHWEIGG. - - - - - -

Glaux maritimal. - - - - i -

Halimione portulacoidegl.) ALLEN. - - - - - -

Juncus gerardiLols. - - - - - -

Juncus maritimusAM. - - - - - -

Leontodon autumnalik. - - - - - -

Limonium vulgareMiLL. + ++ + - - +

Odontites litoralisFr. - - - - i -

Oenanthe lachenallC.C.QvEL. - - - - - -

Ononis spinosé. - - - - - -

Plantago maritimal. - - - - - -

Puccinellia maritima(HUDs.) PARL. - - - - - -

Salicornia europaed. - - - - - -

Spartina maritimg{CURT.) FERN. - - - - - -

Spergularia medid.. - - - - - -

Suaeda maritimgL.) Dum. - - - - - -

Trifolium fragiferumL. - - - - - -

Trifolium repend.. - - - - - -

Triglochin maritimumL. - - - - - -

1 =B. cerlus 2 =B. megaterium3 = B. subtilis 4 =M. luteus 5 =E. coli, 6 =E.
aerogenes

- keine Hemmung, + Hemmung erkennbar, ++ Hemmung >1 cm @, +++ Hemmung >2
cm d
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4.2.4.2 DISKUSSION
Fur die Auswertung der Hemmhdofe gilt das gleiche wie unter 4.2.1.2. beschrieben.

Eine antibakterielle Aktivitdt ist im grof3en und ganzen nicht nachzuweisen. Eine
minimale Hemmung des Bakterienwachstums ist zwarAlsimisia maritimalL. bei

einem Testorganismus erkennbar, sie ist aber viel zu gering, als dal3 ihr Bedeutung
beigemessen werden konnte (4.2.1.2). Gleiches giltChichlearia anglicalL., auch

wenn hier die Hemmung bei allen vier Gram-positiven Testorganismen erkennbar ist.

Allein Limonium vulgareMILL. zeigt zumindest gegen einen einzigen Testorganismus
eine deutliche Hemmung, mul3 aber dennoch mit Hinblick auf die Wirkung auf die
anderen Testorganismen als inaktiv bewertet werden.
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4. Ergebnisse und Diskussion — chitinaseinhibitorische Aktivitat

4.2.5.CHITINASEINHIBITORISCHE AKTIVITAT

4.2.5.1. ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Hemmung der Chitinase sowie die
Untersuchung der antibakteriellen Wirkung gegen das Testbakt€yiophagasp.
sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Ergebnisse der Untersuchung auf Chitinasehemmung

Art antibakterielle Chitinase-

Wirkung

hemmung

Agrostis maritimaLAM.

Apium graveolens.

Armeria maritimaMiLL.) WILLD.

Artemisia maritimaL.

Aster tripoliumL. -

Carex distang.. - -

Carex extens&oo0D - -

Centaurium pulchellurtSW) DRuUCE -

Cochlearia anglica.. + ?

Festuca villosSé5CHWEIGG. - -

Glaux maritimal. - -

Halimione portulacoidegl.) ALLEN. - -

Juncus gerardiLols. - -

Juncus maritimusAM. - -

Leontodon autumnalik. - -

Limonium vulgareMiLL. + ?

Odontites litoralisFr. - -

Oenanthe lachenallC.C.QvEL. - -

Ononis spinoséa.. - -

Plantago maritimal. - -

Puccinellia maritima(HuDS.) PARL. - -

Salicornia europaed. - ++

Spartina maritimg CurT.) FERN. - -

Spergularia medid.. - -

Suaeda maritiméL.) Dum. - -

Trifolium fragiferumL. - -

Trifolium repend.. - -

Triglochin maritimumL. - -
- keine Hemmung, + Hemmung erkennbar, ++ Hemmung >1 cm @, +++ Hemmung >2

cm @, ? =fraglich
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4.2.5.2.DISKUSSION

Von den 28 getesteten Spezies zeigte nur eine (4 %), n&8dictonia europaed..
eine Hemmung der Chitinaseaktivitat.

Bei Cochlearia anglicaL. und Limonium vulgareMILL. ist hierzu keine Aussage
maoglich, da beide Spezies das Wachstum des TestorganiSiyiephaga sp.
beeintrachtigten und somit kein Unterscheidung zwischen der Hemmung des
Wachstums voilCytophagasp. und der Hemmung der Chitinaseaktivitat méglich war.

Alle anderen getesteten Spezies zeigten weder auf das Wachstum des Testorganismus
noch auf die Chitinaseaktivitat Wirkung.

Da die hier getestete Probe vBneuropaed.. einen Chitinasehemmer enthalt, sollte
diese Art genauer untersucht werden. In der Literatur ist diese Aktivitat fir diese Art
bislang nicht beschrieben und, soweit bekannt, auch noch nie getestet worden. Uber den
Okologischen Grund und evolutionédren Vorteil eines Chitinasehemmers bei einer
Pflanze aus der unteren Salzwiese kann nur spekuliert werden. Vielleicht beugt
Salicorniaso einem Pilzbefall vor oder schiitzt sich gegen Fral3 durch Organismen, die
Chitin im Exoskelett enthalten (3.3.6.1).
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4.2.6.ERGEBNISSE DER GEZIELTENVIRKSTOFFSUCHE
4.2.6.1.TRIGLOCHIN MARITIMUML.

4.2.6.1.1 ERGEBNISSE

Die Prufung auf biologische Aktivitdt der drei Fraktionen mit den L&sungsmitteln
Toluol (I), Ethanol (II) und Wasserlll) zeigte, daf} die fungizide Wkung
ausschlief3lich auf die Fraktion | beschrankt war. Aus dieser Toluolfraktion (I) wurde
mit Ethanol (IV) ausgeschuttelt. Diese Fraktion IV zeigte ebenfalls die gewtinschte
biologische Aktivitat. Fraktion | zeigte danach keine Aktivitat mehr. Der Wirkstoff war
in Fraktion IV enthalten.
Beim Ume-kristallisieren
aus Toluol ergab sich ein
weilles  Pulver. Die
ethanolische Lésung
dieses Pulvers wurde am
GC-MS geprift und
ergab das : __
Massenspektl’um von I....._._H.. ..u_,_ - mraisiam .' __....._._.,_.__,.._7._. ,,.“._‘_,...___,._.‘ - .._.,_,...:
Abbildung  51. Es ! . :' o
entspricht dem Abbildung 51: Massenspektrum der unbekannten fungiziden Substanz

Spektrum von Phenol. ausTriglochin maritimumL.

Das Ergebnis der Untersuchung bis hierher ist, @aftnaritima L. als fungiziden
Wirkstoff Phenol bildet. Die zur Verifizierung dieses Ergebnisses anschlie3end
durchgeflhrte Isolierung und Untersuchung mittels Dinnschichtchromatographie ergab
Identitat der getesteten Substanz mit Phenol. Daneben wurde eine polarere Substanz
gefunden. Da in Pflanzen Phenole oft glycosidisch gebunden vorkommen, wurden
verschiedene Zucker zum Vergleich eingesetzt. ldentitdt konnte nicht festgestellt
werden. Als RWerte ergaben sich mit LGl 18 und mit LGIl 58. Diese Werte
entsprechen denen von HydrochinomgEHORNE, 1973, S. 37).

Ein Vergleich der Substanz mit authentischem Hydrochinon zeigte gleiches Verhalten
bei der Dinnschichtchromatographie und bei der UV-VIS-Spektroskopie.

AusT. maritimumL. wurden Phenol und Hydrochinon isoliert und nachgewiesen.
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4. Ergebnisse und Diskussion — gezielte Wirkstoffsuche

4.2.6.1.2DISKUSSION

Die Ergebnisse sprechen dafur, daf3naritimumL. als fungizide Wirkstoffe einfache
Phenole bildet, zum einen Phenol selbst (I Abbildung 52) und des weiteren
Hydrochinon (Il Abbildung 52).

Beide Substanzen sind fur ihre Verbreitung im

OH Pflanzenreich bekannt und auch die hier beschriebene
) fungizide Wirkung &Rt sich ihnen zuordnen
(RICHTER 1988, S. 415; HWRBORN 1973; DUKE
OH 1992). Phenol und seine Derivate gehtren zu den

altesten antimikrobiell (bakterizid, fungizid) vom

[
) Menschen eingesetzten Substanzeoi¢v, 1982, S.

HO 527 ff.). Allerdings konnte im biologischen
Abbildung 52: Phenol (1) und Screening nur eine fungizide (4.2.2.1.) aber keine
Hydrochinon (1) bakterizide Wirkung (4.2.4.1.) festgestellt werden.

Diese Befunde stellen zunéchst die Ergebnisse
insgesamt in Frage, lassen sich aber mit der Wirkungsweise von Phenolen erklaren. Der
antimikrobielle Effekt ist an die freie phenolische Gruppe gebunden. Deshalb ist die
Wirkung auch stark vom pH-Wert abhéngig. Die undissoziierte Verbindung (neutraler
und saurer Bereich) ist wirksam, das Phenolatanion aber nicint1vV1982, S. 527).

Das Malz-Medium fur die Pilze wurde auf pH 7 eingestellt, das BRII-Medium fur die
Bakterien aber auf pH 8,6. Damit a3t sich erklaren, warum der gleiche Extrakt von
maritimumL. zwar fungizid, aber nicht bakterizid wirkt. Ein Vergleich (durchgefihrt
wie in 3.3.3.3. und in 3.3.5.3. beschrieben) mit 0,01 molarer wassriger Phenolldsung
bestétigte genau diesen Effekt.

Fir die Pflanze bedeutet die Anwesenheit von Phenol oder Hydrochinon in der Wurzel
eine Moglichkeit zur Abwehr der zu Vesikeln oder baumchenartig (Arbuskeln)
anschwellenden Hyphen der Pilze, die die vesicular-arbusculare Mykorrhiza
verursachen. Der pH-Wert der Zellvakuolen von Wurzeln liegt typischerweise zwischen
pH 4,6 und 6,0 (KRKDJIAN & GUERN, 1989). Die Arbuskeln befinden sich also in
sauren Kompartimenten der Wurzel W(GENBERGER 2000), wo sich die fungizide
Wirkung der Phenolderivate voll entfalten kann.

Fraglich bleibt indes, warumi. maritimumL. die Mykorrhiza verursachenden Pilze
abwehrt. Die Pilzsymbionten gehdren der Ordnung Endogonales an, sind obligat
symbiotisch und finden in fast allen Familien der Angiospermen Partner. Der Pilz liefert
mineralische Nahrstoffe und zwar wesentlich effektiver als die durch ihn ersetzten
Wurzelhaare. Die Pflanze gibt vor allem Kohlenhydrate ab. Neben der verbesserten
Nahrstoffversorgung wird eine erhohte Resistenz gegen pathogene Pilze und gegen
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4. Ergebnisse und Diskussion — gezielte Wirkstoffsuche

Nematoden diskutiert (RASBURGER 1991, S. 378). Welchen Vortéll. maritium L.
daraus zieht, auf diese Symbiose zu verzichten, ist unbekannt.

4.2.6.2.SALICORNIA EUROPAEA..

4.2.6.2.1 ERGEBNISSE

Die Uberprifung auf biologische Aktivitat der drei Fraktionen mit den Losungsmitteln
Toluol (1), Ethanol (I) und Wasselll) ergab den gréf3ten Effekt bei Il. Fraktion Il war
inaktiv und Fraktion | zeigte nur sehr schwache Aktivitdt. Deshalb wurde nur mit
Fraktion Il weiter gearbeitet.

Nach der saulenchromatographischen Reinigung zeigte die erste Acetonfraktion die
starkste biologische Aktivitat. Das UV-VIS-Spektrum zeigte ein Maximum bei 330 nm
(nicht abgebildet). Nach Eindampfen des Ldsungsmittels wurde ein weil3es Pulver
erhalten.

Die Untersuchung dieses weil3en Pulvers mittels Dinnschichtchromatographie ergab die
in Tabelle 11 dargestellten-R/erte, die denen der Ferulasdure nahezu entsprechen. Die
Substanz reagiert im UV-Licht mit blauer Fluoreszens, was auch fur Ferulasaure
beschrieben ist (kRBORNE, 1973, S. 45).

Tabelle 11: Ergebnisse der DC-Untersuchung der Substanz auSalicornia
europaeal.

Solvents | | Solvents Il Solvents I]l Solvents IV
gefunden 85 12 84 34
Ferulasaure (BMRBORNE, 1973) 88 12 82 33,75

In der sich dann anschlie@enden Untersuchung zur Verifizierung des vorstehend
genannten Ergebnisses wurde ebenfalls eine unter UV-Licht blau fluoreszierende
Substanz isoliert, deren Absorptionsmaximum bei 330 nm lag. Es wurde ein weil3es,
Pulver erhalten, das sich nur sehr schlecht in Toluol l6ste. Nach dem Umkristallisieren
aus Toluol wurde wieder ein weil3es Pulver erhalten. Die spektroskopischen Messungen
ergaben, dal3 es sich bei der Substanz um Ferulasaure handelt.

Das Massenspektrum (Abbildung 53) zeigt die entsprechende Masse von 194. Auch die
Fragmente mit den Massen 51 443" aus Aromaten) und 77 §Bs aus
Phenylderivaten) bestatigen diese@ideet al, 1991). Der Peak mit der Masse 133,1
geht auf die Spaltung der Vinylbindung zurtick, so dafld der aromatische Kern mit der
Methoxy- und Hydroxylgruppe zurtickbleibt.
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I
..L-.i.ln-\hi.u;.ﬁ.l

Abbildung 53: Massenspektrum von Ferulasédure

Die Schmelzpunktbestimmung der Einzelsubstanz als auch eines Gemisches (1 : 1) mit
authentischer Ferulasaure (~ 170 °C) und die Kernresonanzspektren (Abbildung 54,
Abbildung 55) bestatigen ebenfalls Ferulaséure.
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Abbildung 54:'H-NMR von Ferulaséure
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Abbildung 55:*C-NMR von Ferulaséure

4.2.6.2.2 DISKUSSION

Aus den Ergebnissen geht hervor, daf europaeal. Ferulaséure (4-Hydroxy-3-
methoxyzimtsaure, Abbildung 56) bildet. Ferulasdure gehort zu den
Hydroxyzimtsauren, die in Pflanzen ubiquitar verbreitet sind, bei denen interessante
pharmakologische Wirkungen sowie chemisch-
H3CO X _~COOH Okologische und physiologische Aktivitaten
nachgewiesen wurden gf & GUMBINGER,
1993). Untersuchungen an 467 Dicotylen-
Spezies ergab, dalR etwa 33 % davon
Ferulasaure enthielten, bei 94 Monocotylen-
methoxyzimtsaure) Spezies sogar 67 % ABE-SMITH, 1956; 1962).

HO

Abbildung 56: Ferulaséaure (4-Hydroxy-3-

Das im Pflanzenreich ebenfalls weit verbreitete
Cumarin Scopoletin (Abbildung 57) wird von |H€© AN
Ferulasaure abgeleitet. Moglicherweise bil@et

europaea L. dieses Cumarin, was noch zu

HO O O

bestatigen ware, aber mit dem Ergebnis von

" . . .. Abbildung 57: Sopoletin
4.1.2.1. Ubereinstimmen wirde. raung polet
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Mit Sicherheit ist Ferulaséaure aufgrund der freien OH-Gruppe am aromatischen Ring fur
den positiven Phenoltest mit Fg@4.1.5.1.) verantwortlich.

Zu den beschriebenen biologischen Aktivitaten der Hydroxyzimtsauren gehoért die
Fahigkeit zur Infektionsabwehr in der Pflanze AfMIN-TANGUY, 1978). Dald die
Substanzen tatsachlich inhibitorische Effkte gegentber verschiedenen Pilzen und
Bakterien zeigen, ist bekannt AR, 1987). Insbesondere sekundarstoffarme Spezies
reagieren in entsprechenden Situationen mit dem Einbau von Hydroxyzimts&uren in ihre
Zellwande, was als Wandverstarkung gedeutet werden kanare@W, 1991).
Insbesondere der Einflul? pilzlicher Elicitoren kann eine vermehrte Synthese
verschiedener Hydroxyzimtsaurederivate auslosenrgdRN, 1988; Lyons et al,

1990).

Eine weitere wichtige Funktion von Hydroxyzimtsauren ist der Schutz gegen UV-
Strahlung (GLDWELL et al, 1983). Ihr Absorptionsmaximum liegt bei330 nm und

damit in einem Bereich, in dem die meisten Flavonoide geringere Absorptionen zeigen,
so dal3 hier komplementare Effekte zwischen diesen beiden Stoffgruppen denkbar sind.
In diesem Zusammenhang scheint es erwahnenswert, dall Methoxyzimtsduren als
Lichtschutzfilter in verschiedenen Lichschutzpraparaten pharmazeutisch verwendet
werden (\&IT & GUMBINGER, 1993).

coo \ COO
Phenylalanin-
_—
NHg" Ammonium-Lyase
Phenylalanin Zimtsaure
coo \ coo OH3C \ coo
N Tyrosin-
—_— —_—
NH;*  Ammonium-Lyase
HO A HO HO
Tyrosin p-Cumarséaure Ferulasaure

Abbildung 58: Bildung von Ferulasaure

Neben der biologischen Aktivitat der Ferulasaure und dem daraus resultierenden Schutz
vor pflanzenpathogenen Mikroorganismen scheint die Bildung dieser Hydroxyzimtsaure
durchS. europaed.. insbesondere eine Anpassung an den stark der Sonne ausgesetzten
Standort zu sein. Diese Vermutung ist zum einen durch die bereits erwéahnten
Lichtschutzeigenschaften gestitzt und wird durch den Bildungsweg (Abbildung 58)
untermauert. Das Schlisselenzym bei der Biosynthese von Hydroxyzimtséuren ist die
Phenylalanin-Ammoniak-Lyase bzw. die Tyrosin-Ammonium-Lyase (vor allem bei
Grasern verbreitet). Die Aktivitat dieses Enzyms bestimmt, in welchen Mengen die
aromatischen Aminoséauren Phenylalanin und Tyrosin zu Hydroxyzimtsauren umgesetzt
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4. Ergebnisse und Diskussion — gezielte Wirkstoffsuche

werden. Es laRt sich durch UV-Licht induzierem(BrRoCK, 1976). Desweiteren wird
die Aktivitat des Enzyms durch die-Isomere der Hydroxyzimtsauren inhibiert. Die
unter UV-Lichteinwirkung durch Photoisomerisierung entstehernfitsomere sind in
dieser Hinsicht inaktiv (BWERS& Y AMAMOTO, 1985).
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5. ZUSAMMENFASSENDEDISKUSSION

,Das wahre Geheimnis ist das Sichtbare,
nicht das Unsichtbare.”
OscARWILDE

Um die eingangs gestellte Frage nach dem pharmazeutischen und biotechnologischen
Potential der Pflanzenarten der Salzwiesen zu bearbeiten, wurde zunachst die bekannte
ethnobotanische und phytochemische Literatur herangezogen. Es wurden viele Beispiele
fur die sinnvolle Verwendung einzelner Arten und noch mehr fur nahe verwandte
Spezies gefunden. Ebenso sind phytochemische Eigenschaften bekannt und im
vorstehenden Literaturteil aufgelistet. Mehrheitlich sind aber die Wirkprinzipien der
ethnopharmakologischen Verwendung nicht erforscht. Hier tut sich ein grol3es
Betatigungsfeld auf.

Neben der Sammlung bekannten Wissens aus der Literatur wurden ein chemisches und
ein biologisches Screening durchgefiihrt. Eine Auswahl typischer Phytochemikalien
wurde getroffen und ein Screening durchgefihrt, das einen groben Hinweis auf das
Vorhandensein oder die Abwesenheit von Alkaloiden, Cumarinen, Flavonoiden,
Saponinen und Tanninen gibt. Hierbei ergaben sich keine nennenswerten
Uberraschungen. Das gefundene Muster an Pflanzeninhaltsstoffen entspricht den
Erwartungen, die man fir terrestrische Pflanzen hat. Somit ergibt sich, daf3 der
semiterrestrische Einfluld der Salzwiesenbedingungen auf die Stoffwechselphysiologie
der dort lebenden, meist fakultativen Halophyten keine Auswirkung hat.

Es wurden aber in einzelnen Fallen Unterschiede zwischen den hier erzielten
Ergebnissen und den Ergebnissen, die in der Literatur veroffentlicht sind, beobachtet.
Diese naturliche Varianz des Sekundarstoffwechsels kann auf saisonale Effekte und
unterschiedliche Umwelteinflisse zuruckgefuhrt werden, wie sie mehrfach beschrieben
wurden (Ross 1977; RDRAS et al, 2000; YosHIKAWA, 1978). Solange nicht die

physiologische Bedeutung der Sekundarmethaboliten aufgeklart ist, ist eine Prognose
Uber ihr Vorhandensein sehr schweH@RES 1994). In vielen Féllen fehlen aber bis

jetzt Vergleichsdaten, da aufgrund der Vielfalt des Pflanzenreichs einfach zu wenig
Untersuchungen dieser Art gemacht worden sind. Idealerweise werden die hier erzielten
Ergebnisse durch weiterfihrende Untersuchungen verifiziert, indem jede Spezies in
einer festen zeitlichen Frequenz von zwei bis vier Wochen am selben Ort, am besten
von der selben Pflanze, beprobt und untersucht werden. Dieser Aufwand war im
Rahmen der hier bearbeiteten Fragestellung nicht moglich, aber auch nicht nétig. In
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5. Zusammenfassende Disskusion

zukunftigen Arbeiten zu diesem Thema sollte nur eine, vielleicht maximal funf Pflanzen

untersucht werden. Dann ist auch die gezielte Isolierung und Identifizierung der

einzelnen Inhaltstoffe der Spezies zu leisten sowie deren saisonale

Konzentrationsschwankungen in der Pflanze nachweisbar. In der hier vorgelegten Arbeit
ist nur die Aussage uber die mogliche Anwesenheit der gepruften Inhaltsstoffe zum
Zeitpunkt der Probennahme mdglich.

Bei 18 der 28 untersuchten Spezies waren Phenole im allgemeinen nachweisbar. Da
Phenole im Pflanzenreich weit verbreitet sind, ist es nicht verwunderlich, bei 64 % der
untersuchten Arten diese Stoffgruppe vorzufinden. Im speziellen waren davon bei 13
Spezies FlavonoideApium graveolend.., Artemisia maritimaL., Carex distansL.,

Carex extensasooD., Juncus gerardiiLols., Juncus maritimusLAM., Leontodon
autumnalisL., Oenanthe lachenaliC.C.GQvEL., Ononis spinosa., Salicornia europaea

L., Spergularia medid.., Trifolium fragiferumL., Trifolium repend..; 46 %) und bei 9
Tannine Artemisia maritimalL., Aster tripoliumL., Carex distand.., Carex extensa
Goob., Juncus gerardiiLois., Juncus maritimud.AM., Leontodon autumnalig..,

Ononis spinosd.., Puccinellia maritima(Hups.) PARL. 32 %) nachweisbar. Bei 7
Spezies (25 %) wurden sowohl Tannine als auch Flavonoide gefunden, was u.a. daran
liegen kann, dal3 es sich bei den Tanninen um Catechingerbstoffe handelt.

Auf Alkaloide wurden 5 SpeziesAfmeria maritima (MiLL.) WILLD., Artemisia
maritima L., Odontites litoralisFr., Ononis spinosd.., Plantago maritimaL. 18 %)

positiv getestet, was im Rahmen des zu Erwartenden liegt. Bei je sieben Spezies (25 %)
wurden SaponineQarex distansL., Carex extensaoob., Centaurium pulchellum

(SW) Druck., Cochlearia anglical., Halimione portulacoidegL.) ALLEN., Juncus
maritimus LAM., Spergularia mediaL.) und Cumarine Apium graveolend.., Aster
tripolium L., Festuca villosaSCHWEIGG., Oenanthe lachenaliC.C.GQvEL., Puccinellia
maritima (HuDs.) PARL., Salicornia europaed.., Spergularia medid..) angezeigt.

Bei vier Spezies Suaeda maritima(L.) Dum., Limonium vulgareMILL., Agrostis
maritima LAM., Spartina maritima(CurT.) FERN.; 14 %) wurde keine der getesteten
Phytochemikalien gefunden.

Die gleichen Einschrankungen wie fur die Ergebnisse des chemischen Screenings sind
fur die Ergebnisse des biologischen Screenings zu machen. Hier wurde die Aktivitat der
ethanolischen Extrakte gegen Algen, Pilze und Hefen sowie Bakterien untersucht. Die
fur die Chemotherapie in der Krebsbehandlung wichtige Cytotoxizitat wurde ermittelt
ebenso wie die antineoplastischen Eigenschaften und die potentielle
Tumorwachstumshemmung.

Keine oder nur geringe biologische Aktivitat in den durchgefuhrten Tests zeigten 12 der
28 getesteten Spezies (43 %). Von den verbleibenden 16 Spezies zeigt€nfims (
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5. Zusammenfassende Disskusion

spinosal., Limonium vulgareMILL., Artemisia maritimaL., Salicornia europaed.,
Centaurium pulchellum(Sw) DRUCE 18 %) antineoplastische Aktivitat. Dieselben
Spezies waren auch cytotoxisch im Test mit Artemien und Daphnien oder nur mit
Daphnien. Ein deutlich erkennbares Potential, das Tumorwachstum zu hemmen, hatten
nur drei Speziegnonis spinosa.., Trifolium fragiferumL., T. repend..; 11 %).

Eine Aktivitat gegen eukaryotische Organismen zeigten insgesamt 12 Spezies. Diese
teilen sich auf in funf Aster tripolium L., Centaurium pulchellun{SW) DrRuUcCE,
Cochlearia anglicalL., Odontites litoralisFr., Spergularia medid..; 18 %), die nur

gegen Algen aktiv waren, drelyncus gerardiLois., Plantago maritimal., Triglochin
maritimumL.; 11 %), die nur auf Pilze/Hefen wirkten und vigértemisia maritimal.,
Limonium vulgareMiLL., Ononis spinosd., Salicornia europaed..; 14 %), die gegen

beide Mikroorganismenarten einen wachstumshemmenden Einfluf3 hatten.

Eine Wirkung auf prokaryotische Organismen ist fast nicht nachweisbar. Eine geringe
Aktivitat zeigen drei Spezieg\(temisia maritimal., Cochlearia anglical., Limonium
vulgare MiLL.; 11 %). Jedoch nutimonium vulgareMiILL. zeigt eine deutliche
Hemmung gegenuber einem Testorganismus. Die WirkungQomhlearia anglical.
beschrankt sich ausschliel3lich auf Gram-positive Testorganismen.

Die Wirkung auf Chitinase wurde nur bei einer Spez&ai¢onia europaed..; 4 %)
gefunden. Bei zwei Spezie€dchlearia anglical., Limonium vulgareViLL.) ist eine
Aussage zur chitinaseinhibitorischen Aktivitat nicht mdoglich, da gegen den
Testorganismus eine Uberlagernde bakterizide Wirkung auftritt. Dieses Verhalten
bestétigt die antibakterielle Wirkung dieser Spezies, wie sie vorstehend diskutiert
wurde.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse der chemischen und biologischen
Eigenschaften der untersuchten Spezies Alteretea tripolij daf3 es sich durchaus
lohnen kann, sich eingehender mit einzelnen Vertretern dieser Flora zu beschaftigen.
Bestéatigt wird dieser Eindruck durch die eingangs zitierten Literaturstellen, die zum Tell
sehr altes ethnobotanisches Wissen vermitteln, ohne dal3 bis heute davon Gebrauch
gemacht wird.

Hervorzuheben sind demnach die Spekiesonium vulgareMiLL., Ononis spinosa.

und Salicornia europaed.., die ein breites Wirkungsspektrum bei den biologischen
Untersuchungen bewiesen haben und insbesondere fur die Suche nach neuen
Krebstherapeutika von Interesse sein konnen. Dariliber hinaus sind alle drei Spezies
mehrfach in der Literatur erwdhnt und bei verschiedenen ethnischen Volksgruppen als
historisch  Uberlieferte  Medizinalpflanzen in Gebrauch oder in modernen
Untersuchungen aufféllig geworden. Eine eingehende Untersuchung dieser Pflanzen
scheint erfolgsversprechend. Weiter ist auch bislang der Wirkstoflewnx maritima
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5. Zusammenfassende Disskusion

L. unbekannt, der fir die einschlafernde Wirkung der auch als Kwaiutel-Sedativum
bekannten Pflanze verantwortlich ist.

Die einleitend gestellte Frage nach dem pharmazeutischen und biotechnologischen
Potential derAsteretea tripoliiist in der vorliegenden Arbeit vielschichtig untersucht
worden. Die Ergebnisse lassen den Schlul3 zu, da3 es mehrere sehr interessante
Kandidaten mit ausgezeichnetem Potential gibt. Fur weitere Untersuchungen erscheinen
die SpeziesGlaux maritima L., Limonium vulgareMiLL., Ononis spinosa.. und
Salicornia europaed. als die am erfolgversprechensden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

»2Aber die Natur versteht gar keinen Spal3,
sie ist immer wahr, immer ernst, immer strenge,
sie hat immer recht, und die Fehler
und Irrtimer sind immer des Menschen.”
JOHANN WOLFGANG GOETHE

Es wurden 28 Spezies, die typisch fur Amteretea tripoliisind, auf pharmazeutisches

oder biotechnologisches Potential untersucht. Um das Potential abzuschatzen, wurden
drei Wege beschritten: a) es wurde die phytochemische und ethnobotanische Literatur
auf Hinweise zu den entsprechendne Pflanzen durchsucht, es wurden alle 28 Spezies b)
einem Screening auf Alkaloide, Cumarine, Flavonoide, Saponine, Tannine und weitere
phenolische Komponenten unterworfen, sowie c¢) auf antimikrobielle (pro- und
eukaryotisch), cytotoxische und antineoplastische Aktivitat untersucht.

Zur Bestatigung der Relevanz der Untersuchung wurden schlie3lich zwei Spezies
ausgewahlt, die aufgrund der Ergebnisse als vielversprechend einzustufen sind. Hier
wurde gezielt nach den Wirkstoffen gesucht, die fir die Auffalligkeit in den
vorstehenden Untersuchungen verantwortlich waren.

Zusammenfassend laf3t sich fur alle untersuchten Spezies feststellen, dal3 bei den
allermeisten beschriebenen ethnobotanischen Verwendungen keine Wirkprinzipien
bekannt sind. Hier gibt es noch ein grof3es Betatigungsfeld fir pharmazeutische
Biologen und Chemiker. Besonders unversténdlich scheint dieser Befund bei nahezu
allen Spezies, die in den Arbeiten vomRIWELL (1968 — 1970, Liste unvollstandig)
erwahnt sind, angesichts der streckenweise nicht mal unzureichenden Méglichkeiten in
der Krebstherapie, bestatigen doch Erfolge in der phytomedizinischen Behandlung
dieser Krankheiten oder Therapien basierend auf Phytochemikalien seit 1947 (3.3.4.1.)
mehrfach deren Potential. Niemand kann wirklich abschatzen, welche ungenutzten
Resourcen hier brachliegen.

Die Untersuchung der chemischen Inhaltsstoffe der Spezies hat teilweise zu neuen

Erkenntnissen gefuhrt. Dort, wo es bereits Angaben zu den entsprechenden

Substanzgruppen gab, konnten diese mehrheitlich bestéatigt werden. Es ist aber auch zu
Ergebnissen gekommen, die anderen Angaben widersprechen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen der biologischen Aktivitdt der Spezies ist am
wenigsten durch Literaturangaben Uberprufbar. Es gibt nur wenige Untersuchungen, die
mit den gleichen Spezies wie hier &hnliche Tests durchgefuihrt haben. Am ehesten waren
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6. Zusammenfassung

die Ergebnisse der Cytotoxicitatstests und der antineoplastischen Eigenschaften
Uberprufbar, gibt es zu diesem Thema doch die umfangreichsten Untersuchungen oder
zumindest ethnobotanische Hinweise.

Die gewonnenen Erkenntnisse wurden dazu genutzt, um zwei Spezies mit interessanten
Eigenschaften (chemisch oder biologisch) genauer zu untersuchen. Es konnte die in der
Literatur erwdhnte fungizide Eigenschaft vdrriglochin maritimum L. in den
vorstehenden Tests bestatigt werden. Die Suche nach den Wirkstoffen, ergab, dafl3
maritimumL. Phenol und Hydrochinon bildet. Die biologische Aktivitat \@adicornia
europaed.. geht, zumindest teilweise, auf Ferulasdure zurlck.
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Abortativum
Androeceum
autogam
dichasial
Dichasium

Diuretikum

einjahrig

Expectorans
Fiederblatter

Filament
Fruchtknoten

Griffel
Gynoeceum
Halluzinogen

Karpell

monopodial

Narbe

Nebenblatter
Nektarien
Ovar

Pappus
Perianth
Perigon

Perikarp
Plazenta
Pseudanthium

8. GLOSSAR

Mittel zur Einleitung eines Abortus (Fehlgeburt)

Gesamtheit der Staubblatter

sich selbst befruchtend

gabelig verzweigt

zymaoser Blutenstand, der unter der Endblite (die hauig verkimmert
ist) eine gabelige Verzweigung bildet

Mittel zur Steigerung des Harndrangs bzw. der Nierentatigkeit

Pflanzen, die nur einmal bliihen und fruchtersommerannuell, —
winterannuell.

schleimlésendes Mittel, Hustenmittel

die Blatter besitzen keine einheitliche, sondern eine in einzelne
Abschnitte geteilte Spreite

Staubfaden des Staubblattes

(= Ovar) fertiler Abschnitt des Stempels, der die Samenanlagen
umschliel3t, meist bauchig verdickter Basalabschnitt des Stempels
verlangerter Abschnitt des Ovars

Gesamtheit der FruchtblatterKarpelle)

Mittel, das das Bewusstsein des Menschen fur Visionen empféanglich
macht

Fruchtblatt; bildet zusammen mit den daransitzenden Samenanlagen
das () Gynoeceum

(= racemds) Verzweigungsart, bei der Seitenaste einer Hauptachse
entspringen-6 sympodial)

Endabschnitte des Griffels oder deg Qvars, die der Aufnahme der
Pollenkorner dienen

(= Stipel) seitliche Auswiichse des Blattgrundes

zuckerhaltige Safte abscheidende Honigdrisen
— Fruchtknoten

Haarkelch der Asteraceae und Valerianaceae

Blutenhille (doppelt: aus Kelch- und Blutenblattern) vgl. Perigon
Blutenhtlle (einfach: nur ein Kreis entweder von Kelch- oder von
Blutenblattern) vgl. Perianth

Wand des Fruchtknotens zur Zeit der Fruchtreife

Samenleiste; Gewebe, an dem die Samen angeheftet sind

Scheinblite; Blutenstand, der wie eine Einzelblite wirkt
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8. Glossar

psychodelisch  das Bewul3tsein erweiternd, Visionen erzeugend

psychoaktiv die Psyche oder das Bewustsein aktivierend, gewohnlich unbewul3te
psychische Inhalte in das Bewul3tsein hebend

psychotrop die Psyche oder das Bewulitsein verandernd—{z jychodelisch,
— psychoaktiv, sedativ, betdubend, verwirrend ...)

racemos — monopodial

Sedativum Beruhigungsmittel

sommerannuell der Lebenszyklus wird in einem Jahr durchlaufen, vgl. winterannuell
Staminodien unfruchtbare Staubblatter

Stempel ein aus mehreren, verwachsenen Fruchtblattern bestehendes
Gynoeceum

Stipel — Nebenblatt

sympodial Verzweigungsart, bei der im Gegensatz zur razemdsen Verzweigung
keine durchgehende Hauptachse vorhanden ist.

Tragblatt Blatter der Infloreszenachse, in deren Achsen die Blatter stehen

winterannuell  die Pflanze keimt im Herbst, bliht, fruchtet und stirbt im
darauffolgenden Jahr, vgl. sommerannuell

zygomorph (= dorsiventral) Blute lat sich nur durch eine Schnittebene in zwei
annahernd spiegelbildliche Halften zerlegen

zymQs — sympodial
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9. ANHANG |: DIE CHARAKTERPFLANZEN DERSALZWIESEN

Nach B.iNDoOw (1987) undvoN GLAHN et al. (1989), verdndert nachc8MEIL &
FITSCHEN (1988) alphabetisch nach den Familien sortiert.

Apiaceae (Umbelliferae) (Doldengewdachse)

Apium graveoleng. (Echter Sellerie)

Oenanthe lachenallC.C.QvEL. (Wiesen-Wasserfenchel)
Asteraceae (Compositae) (Korbblutler, Kopfchenblutler)

Artemisia maritima L. (A. brevifolia WALL., A. herba-alba Assa, A.

kurramensiQAZALBASH) (Strand-Beiful)

Aster tripoliumL. (Salz-Aster)

Leontodon autumnalik. (Herbst-Léwenzahn)
Brassicaceae (Cruciferae) (Kreuzblutler)

Cochlearia anglica. (Englisches Loffelkraut)
Caryophyllaceae (Nelkengewachse)

Spergularia medid.. (Flugelsarmiger Sparkling)
Chenopodiaceae (Ganseful3gewéachse)

Halimione portulacoideg¢L.) ALLEN (Portulak-Salzmelde)

Salicornia europaed. (Gemeiner Queller)

Suaeda maritimgL.) Dum. (Strand-Sode)
Cyperaceae (Sauergraser, Riedgraser)

Carex distand.. (Entferntahrige Sumpf-Segge)

Carex extens&oop. (Strand-Segge)
Fabaceae (Papilionaceae) (Schmetterlingsblitengewachse)

Ononis spinosé&. (Dornige Hauhechel)

Trifolium fragiferumL. (Erdbeer-Klee)

Trifolium repend.. (Weil3-Klee)
Gentianaceae (Enziangewachse)

Centaurium pulchelluniSW) DRUCE. (Astiges Tausendgiildenkraut)
Juncaceae (Binsengewachse)

Juncus gerardiLols. (Salz-Binse)

Juncus maritimugAm. (Strand-Binse)
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9. Anhang I: Die Charakterpfglanzen der Salzwiesen

Juncaginaceae (Dreizackgewdachse)
Triglochin maritimumL. (Strand-Dreizack)
Plantaginaceae (Wegerichgewachse)
Plantago maritimaL. (Strand-Wegerich)
Plumbaginaceae (Grasnelkengewachse)
Armeria maritima(MiLL.) WILLD . (Statice amerid.) (Gemeine Grasnelke)
Limonium vulgareMiLL. (Statice limoniuni) (Widerstol3, Strandnelke)
Poaceae (Gramineae) (Sul3graser)
Agrostis maritimaLAM. (Straul3gras)
Festuca villoséScHWEIGG. (Schwingel, Unterart des Roten Schwingels)
Puccinellia maritima(HuDs.) PARL. (Strand-Salzschwaden)
Spartina maritima (CurT.) FERN. (S. stricta (AIT.) RoTH.) (Niederes
Schlickgras)
Primulaceae (Primelgewachse)
Glaux maritimalL. (Strand-Milchkraut)
Scrophulariaceae (Rachenblitlergewachse)

Odontites litoralisFr. (Salz-Zahntrost)
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10. ANHANG Il: PROBENORT UNDPROBENDATUM

Name der Species

Agrostis maritimaLAM.

Apium graveolens.

Armeria maritimaMiLL.) WILLD.
Artemisia maritimal.

Aster tripoliumL.

Carex distangd..

Carex extens&ooD.

Centaurium pulchellurSw) DRUCE.

Cochlearia anglica..

. Festuca villosesSCHWEIGG.
. Glaux maritimaL.

. Halimione portulacoide$L.) ALLEN.
. Juncus gerardiLols.

. Juncus maritimugAMm.

. Leontodon autumnalik.

. Limonium vulgareMiLL.

. Odontites litoralisFr.

. Oenanthe lachenallC.C.GQvEL.

. Ononis spinosa.

. Plantago maritimal..

. Puccinellia maritima(HuDS.) PARL.
. Salicornia europeae.

. Spartina maritimg CurT.) FERN.

. Spergularia media..

. Suaeda maritiméL.) Dum.

. Trifolium fragiferumL.

. Trifolium repend..

. Triglochin maritimalL.

Ort
Céciliengroden

und

Caciliengroden
Crildumersiel
Caciliengroden
Caciliengroden
Caciliengroden
Céciliengroden
Caciliengroden
Caciliengroden
Caciliengroden
Harlesiel
Caciliengroden
Céciliengroden
Caciliengroden
Caciliengroden
Crildumersiel
Céciliengroden
Caciliengroden
Caciliengroden
Caciliengroden
Céciliengroden
Caciliengroden
Céciliengroden
Caciliengroden
Céciliengroden
Caciliengroden
Caciliengroden

Caciliengroden

Datum der Probenname

21.07. 1999
26. 04. 1999
16. 07. 1999

14.
30.
30.
02.
26.
26.
02.

07.
06.
06.
07.
04.
04.
08.

1999
1999
1999
1999
1999
1999
1999

19. 07. 1999
23. 06. 1999
06. 08. 1999
09. 08. 1999
23. 06. 1999
16. 07. 1999

26.
26.
12.
26.
23.
13.
30.
02.
28.
05.
09.
26.

07.
04.
08.
04.
07.
10.
07.
07.
06.
07.
07.
04.

1999
1999
1999
1999
1999
1998
1999
1999
1999
1999
1999
1999
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11. ANHANG IlI: N AHRMEDIEN

Agarmedium:

jeweiliges Nahrmedium und 1,5 % Agar (1513)

Autoklavieren:

wenn nicht anders vermerkt 20 min bei 121 °C
pH-Wert immer vorher eingestellt

Algenmedien (nach Schlésser, 1994):

FurEuglena gracilis

Na-Acetat .......coooeeveeeeenen. 10,0 g-100'mL..20 mL
Beefextrakt.........ccccoeveuen.. 10,0 g-100'mL..20 mL
Bacto-Trypton ..........c.co...... 10,0 g-100TL...20 mL
Hefeextrakt.........cccccoeveu.... 10,0 g-100'mL..20 mL
Brdextrakt..........ooiiiiiiiiiie e 30 mL
AQUA AESE.. .o 910 mL

Fur Chlorogonium elongaturwie fur Euglenamit folgenden Zuséatzen pro Liter:

KNO3. et 1,0 g-100"ML...20 mL
(NHL)2HPO, ... 0,2 g-100fhL....10 mL
MgSQO; - 7 HO...ocveeveenee, 0,1 g-100ML....10 mL
(7151 © FE gesdttigte Lsg. ............ 20 mL

KNO3. et 1,0 g-100"ML...20 mL
KoHPOy oo 0,1 g-100™L...20 mL
MgSOy - 7 HO....coiiieeeeee 0,1 g-100ML....10 mL
Erdextrakt...........ooovviiiiiiiiiii e 30 mL
Mineralstofflosung flr Algen...........ccoovvvviviccceennn. 5mL
AQUA AESE.. .o 450 mL
FiltrierteS SEeWaSSEr........uucveiiiiiieeeeeeeeeeeeee 455 mL
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11. Anhang Ill: Nahrmedien

Far Dunaliella
KNO3...oveveeeeeeeeeeeeee e 1,0 g-100TL...20 mL
KoHPOy ..o 0,1 g-100™L...20 mL
Erdextrakt..........ooovviiiiiiiiii e 30 mL
Kinstliches Seewasser ...........cccccvviviiiiiiiiiiiiiiieeenn. 930 mL
Fur Protosiphon
KNO3...oveveeeeeeeeeeeeee e 1,0 g-100TL...20 mL
KoHPOy oo 0,1 g-100™L...20 mL
MgSQ; - 7 HO...ocveeevveeee, 0,1 g-100mML....20 mL
Erdextrakt..........oooeviiiiiiiiiie e 30 mL
Mineralstofflosung fur Algen........ccccceveeeiiiiiiie 5mL
=Y o110 R Itg
AQUA AEST.....uiiiiiiiiiiiiiieeeee e 905 mL
B2-Medium
PePtON....ccie e 50 g
Hefeextrakt........ov i 10 g
Y =10 W 1,0 -¢it........ 10,0 ml
AQUA St 740,0 ml
kinstliches Seewasser ad ..........ccoccevvvevveeeennnens 1000,0 ml
PH e, 7.7

BR Il (Bunt & Rovaria, 1955; modifiziert)

KoHPO - 3HO .., 0,40 g
(NH2)2HP Oy oo 0,50 g
MOSOy - 7 O 0,05 g
MACla - B HO ..o 0,10 g
FECE - B O e 0,01 g
(8- 1O 0,10 g
PePtON. ... 1,00 g
Hefeextrakt...........uuiiiiiiiiie 1,00 g
GIUCOSE....coeeeeeee e 5,00 g
I = 5L O O T 0,50 g
AGAT e 15,00 g
AQUA St 965,0 ml
Gesteinsextrakt-Stocklosung............ccceeeeeeeeeennnn. 250 ml
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11. Anhang Ill: Nahrmedien

Actidion-StockIOSUNG.......cccvvviiiiiiiiiiiiiie 10,0 ( mdch Autoklavieren, unter
50°C)

PH s 8,6(mit steriler 1IN NaOH oder
1N HCl)

Cy-Medium (nach DSMZ, Braunschweig)

(OF= 11 =1 | o S 3,00 g

CaCh * 2 HO i 1,36 g

Hefeextrakt.......coviiee e 1,00 g

PH e 7,2

Erdextrakt:

Erde ... 10,0 g (bei 100°C 1 h in trockener Hitze
sterilisieren)

Aqua dest. .....uveeeieiiiiiiinnennn, 40,0 ml (bei 100 °C 1/2 h digerieren, dann
filtrieren)

Aqua dest. ad........cccccennn.... 2000,0 ml

Eisen-EDTA (Fe-EDTA):

FESQ -7 HO i 0,7 ¢

EDTA (TitriplexX HI) ..o 0,93 ¢

AQUA AEST. ...t 80,0 ml (unter Erwarmen losen)
Aqua dest. ad......cccceeviiiiiiiiiiiin 100,0 ml

Kinstliches Seewasser fuArtemia salina(nach Sam, 1993):

NACH ... e 240 ¢
(OF: 101 N = O 15 ¢

[ SRR 0,1

O 0,7 ¢
NAESOY .ceeiiiii e eaaes 4,0

NN = L [ 0,2
MQCla = 6 HyO. oo 110 ¢
Aqua dest. ad......cccoeevviiiiiiiiiii 1000,0 ml
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11. Anhang Ill: Nahrmedien

Kinstliches Seewasser flr Algennéhrlésungen (nach Schldsser, 1994)

N = T 60,09
MOSOy - 7 HO i 10,0 g
K e 159
CaSA e 20g
AQUA ST . 100,0 mL

MalzexXtrakt ..........ccoeeeeiiiiiiieec e 100 g
PH o 7,0
AQUA AESE....uiiiiiie e 1000,0 ml

Mineralstofflésung fur Algen (nach Schldsser, 1994)

Losung |

ZnSQ, - 7 HO...vcveeve, 01 g-100ML....1,0 mL
MNSQO; - 4 HO .o, 0,1 g-100niL....2,0 mL

o =0 S 0,2 g-100ML...5,0mL
COo(NQs); - 6 HO.....oeee 0,02 g-100niL....5,0 mL
NagM0oO; - 2 HO......eee.. 0,02 g-100nmiL....50mL
CuSQ -5HO .cccveeveeee. 0,0005g - 100 thL...5,0 mL
AQUA ST i 881,0 mL

Losung Il

Loésungen | und Il getrennt autoklavieren und nach dem Abkihlen

zusammengeben.

PDA-Medium
PePtON. ..o 50 ¢
Fleischextrakt.......c..cooviieiiiiiiee e 30 ¢
PH e 7,0
AQUA AESE....eiiiiii e 1000,0 ml
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11. Anhang Ill: Nahrmedien

Spurenelementlésung:

a) MgSQ = 7 HO.evoiiieeeeee 169,0 mg
AQUA AESL. ..o 100,0 ml
b) N&eM0O4* 2 HpO v 130,0 mg
AQUA AESL. .o 100,0 ml
C) CONG)2* 6 HoOuvveiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 100,0 mg
AQUA AESL. .o 100,0 ml
d) CuSQ:5HO .o 50,0 mg
[ = 1 100,0 mg
ZNSO = 7T HoOueeieiii e 100,0 mg
AQUA AESL. .o 100,0 ml

je 10 mL von den Stammlésungen a), b), ¢) und d) mit Aqua dest. auf 100 mL
auffullen und als Gebrauchslésung vorhalten

Stammldsungen:

Actidion UUUPURR 500,0 mg /100 mL Aqua dest.

Chloramphenicol: ................... 1,0 g/ 100 mL abs. Ethanol

Gesteinsextrakt : NaCl ........ccoovvvviiviiiiiieiinn. 41,50 mg
AICI3- 6 HO....oeeeeeeeeiinn. 12,60 mg
KNO3. i, 5,05 mg
KoSOu.ooo 80,04 mg
MgSO,- 7HO ... 54,06 mg
TracemetallmiX........c.cceuneeeen.. 1,0 ml
Aqua dest......cccceeeveeeeeennn. 1000,0 ml

Tracemetallmix : HBO4....covvvvevveviiiiieiieeiee, 2,86 g
ZNSQh.eeiiiiie e, 0,22 g
Co(NGy)2- 6 HO....e 0,05 g
MNCl - 4 HO ... 181 g
CuSQ -5HO0..ccciiiiiiieenns 0,08 g
NaoMoO, - 2 HO ... 0,39 g
Aqua dest......cccceeeveeeeeennn. 1000,0 ml
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12. ANHANG IV: REAGENZIEN

FeCI3

Eisen-lll-chlorid, 20%ige walirige Losung. Im Tageslicht werdankle Flecken auf
gelbem Grund sichtbar. Geeignet als Nachweis phenolischer Gruppen und fur
Catechine. (Rotkt al, 1994, S. 959)

LucoL"sche Losung

In 100 mL Aqua dest. werden 10 g Kaliumjodid p.A.,, 5 g Jod p.A. und 5 g
Natriumacetat p.A. gelost.

MAYERS Reagenz

1,358 g HgGl werden in 60 mL Wasser gelost (Losung A). 5,0 g KI werden in 10 mL
Wasser gelost (Losung B). Die Losungen A und B werden gemischt und auf 100 mL
aufgefullt (HAMON & HINDMARSH, 1978).

WAGNERS Reagenz

In 75 mL HO werden 2,0 g Kl und 1,27 g delost und auf 100 mL aufgefillt AsioN
& HINDMARSH, 1978).
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13. ANHANG V: CHEMIKALIEN

Chemikalien

ACHTION ..ottt ettt ettt ettt et et e et e e e unbekannt
A < et a e e Riedel de Haén
Artemia salinaEier.........cccccevvvvvvenciinnennnn. Novotemia Salinenkrebs-Eier von JBL GmbH
ANZUCHTTULLET L..eeiiiiiiiiiiiiiiee e Liquizell von Dohse Aquarisitik
ANZUChTTULEEr Tl ..o Mikrozell von Dohse Aquarisitik

F Yo [0 = e (=] OO PPPPPPPPPPPPPP hausinterne Anlage
(8= 1O O Flucka
(=11 O Flucka
O [ Scharlau
RN ettt ettt ettt ettt ettt en e, ubekann
ChIoramphlEniCOl .........ooviiiii e unbekannt
CRIOTOX ¢ ettt et ettt e e et e et et e e e e e et e e e e e e e et e e en e unbekannt
(O70T (N[ ) P G TN = LU PUORR Riedel de Haén
LG T I T O IS TN = 1 Merck
13 ] 0 Riedel de Haén
EDTA (TIEAPIEX ) ettt r e e e e e e e as Merck

[ 0 L= SRS Riedel de Haén
ESSIGSAUNE ...ttt e e e e e e e e e e k... Merc
Y (0 o lauSchar
TS Merck
FESQ - 7 HhO e Merck
(71 = 1T = TSP Blella-Bac
[ DS RS0 71 T Merck
[ 121 = 10 Riedel de Haén
o O 1N Merck
([0 (O Y O 1 ) ST PPPPPPPRP Merck
HO G ettt a s rck.. Me
= T PP PPRRRRPPP in@gsruss
O U UPTORSPRPIN: AcCras...

[ 2 Merck
S Merck.

1 L 2 Flucka
(S o ck.. Mer

AV F= Vo | 4127 0L o PP P PP PPPPPPPPPP Merck
=T L WScharla
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13. Anhang V: Chemikalien

MOSO 7 FBO i Riedel de Haén
N = T PRSP Riedel de Haén
N2 L (O 0 Merck
=AY, (o 1 R X L Grissing
N2 1 Flucka
1= 511 Grissing
TOIUOL .. et e e e e e e e e e e e et e e e e e e arr e e e e eeraed laxBchar
TWEEN B0 ...ttt a e e e e Grissing
ZNSQ - 7 HBO e e Merck

Bei den als «unbekannt» bezeichneten Chemikalien handelte es sich um
Handabfillungen, die im Chemikalienlager des Hause vorréatig waren, deren
Hersteller aber nicht vermerkt war.
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14. ANHANG VI: AUSWERTUNG DERUNTERSUCHUNGEN MITARTEMIA SALINA
UND DAPHNIA MAGNA

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Untersuchungen der Wirkung der Rohextrakte auf
Artemia salinafur die einzelnen Pflanzen aufgefuhrt. Es gibt jeweils eine Tabelle fir die
Versuche zur akuten und chronischen Toxizitat mit den Larven und den adulten Tieren.
Die Spalten A, B und C der Tabellen kennzeichnen die drei parallel durchgefuhrten
Versuche.

Die Ergebnisse fur die Blindwerte der vier Chargen mit je sieben Pflanzen sind jeweils

vorangestellt. Die Spalten geben die Anzahl der toten (Tot) und der lebenden

Organismen (Leben), die prozentuale Todesrate (% Tot) sowie die erfolgte Auswertung
wieder. Dies sind der gemittelte Wert der prozentualen Todesrate (9 [%]), die Differenz

aus dem gemittelten Wert der prozentualen Todesrate und dem Negativblindwert der
entsprechenden Charge (@ [%] 9 Bnd schliel3lich der relativen Toxizitat (rel. Tox.

[%]) normiert auf den Positivblindwert der jeweiligen Charge.

Die Ergebnisse der Untersuchungen maphnia magnasind ebenso wie die mit
Artemia salinatabellarisch dargestellt.
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14. Anhang VI: Auswertung der UntersuchungenAmtemia salinaund Daphnia magna

Tabelle 12: Ergebnisse der Untersuchung der akuten Toxizitat aukrtemia salina

Larven.
A B C d[%]| rel

Tot Leben| % Tof Tot Lebep % Tot Tot Leben % ot @ [P6] - Blox. [%]
Blindwert positiv 11 22 33,3 7 15( 31,42 16 2% 3P 34(73 25,23 100
Blindwert negativ 3 35| 7,89 3 26| 10,34 4 3 14,3 9,499 |0 (
Agrostis maritima 6 52 | 10,3 5 49| 9,259 3 31| 8.8p 946 -0p2 -0
Apium graveolens 5 30 14,3 4 29 [ 12,12 7 47 13 13,12 3,625 144
Armeria maritima 3 24 11,1 2 21| 8,696 4 27 12p 109 1,405 5,57
Artemisia maritima 15 49 23,4 9 31 22,5 17 58 225 22,87 13|37 53
Aster tripolium 4 43 | 8,51 3 29 9,375 4 32 11, 9,666 0,167 0,46
Carex distans 1 10 9,09 4 42 | 8,696 3 21 12p 10J1 0,997 2,37
Carex extensa 2 18 10 6 53 | 10,17 4 36 10] 10,06 0,568 2,21
Blindwert positiv 15 32 31,9 20 25 44,44 37 45 491 40,49 30,56 1p0
Blindwert negativ 2 20| 9,09 5 56| 8,197 4 28 145 9,929 [0 (
Centaurium pulchellum 6 28 17,6 5 27 | 15,63 9 46 16,p 16,5 6,416 21|6
Cochlearia anglica 2 15 11,8 4 31| 11,48 4 30 11B 11,65 1,423 5,44
Festuca villosa 4 36 10 3 26 | 10,34 5 37| 11,9 10,5 0,821 2,68
Glaux maritima 3 21 | 125 5 49 9,259 4 35/ 10 10,67 0,743 2,43
Halimione portulacoides 3 19 13,6 4 31| 11,48 2 21 81 11,25 1,324 4,33
Juncus gerardii 5 31 13,9 6 43 | 12,24 4 41 8,8p 11,67 1,445 511
Juncus maritimus 9 61 12,9 5 38| 11,638 6 48 11p 11,87 1,936 6,33
Blindwert positiv 28 61 31,5 23 33 41,07 27 42 39,1 37,22 26,98 1p0
Blindwert negativ 3 24 11,1 2 18 10 5 47 9,42 10(24 D 0
Leontodon autumnalis 4 24 | 14,3 6 58| 9,37 3 37 74 10,89 0,145 0,54
Limonium vulgare 8 26 23,5 17 59 22,3y 19 58 24)7 23562 13|28 492
Odontites litoralis 6 31 | 16,2 8 45| 1509 3 28 9,6B 13,66 3,42 127
Oenanthe lachenalii 2 15 11,8 2 16 | 11,11 5 35 12p 11,9 1,55 5714
Ononis spinosa 17 61 21,8 13 42| 23,64 3 9 25 2348 1323 49]1
Plantago maritima 6 31 | 16,2 5 28| 15,15 6 51| 10,p 13,96 3,123 13|8
Puccinellia maritima 6 51 10,5 2 18 10 4 25 13, 11,44 1,108 4,44
Blindwert positiv 17 34| 33,3 18 26| 40,91 32 39 441 3977 29,96 1p0
Blindwert negativ 4 39 9,3 2 23 8 4 29 12|12 9,808 D 0
Salicornia europaea 16 48 25 5 15 25 16 45 26,2 25,41 156 52,11
Spartina maritima 3 36 7,69 7 51| 12,07 8 71 100 9,963 0,155 0,82
Spergularia media 3 15 16,7 6 35| 14,68 7 47 13} 14,5 4,947 165
Suaeda maritima 3 16 15,8 6 57| 9,524 3 38 7,3p 10,88 1,069 3,47
Trifolium fragiferum 8 57 12,3 3 15| 16,67 6 42 12p 13,82 4,017 13/4
Trifolium repens 4 28 12,5 2 16 | 11,11 3 27 10 112 1,396 4,66
Triglochin maritima 2 10 16,7 3 31| 8,824 2 20 9,0p 11,63 1,119 5,744
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14. Anhang VI: Auswertung der UntersuchungenAmtemia salinaund Daphnia magna

Tabelle 13 Ergebnisse der Untersuchung der chronischen Toxizitat aufrtemia

salina Larven.

A B C d[%]| rel

Tot Leben| % Tof Tot Lebep % Tot Tot Leben % ot @ [P6] - Blox. [%]
Blindwert positiv 26 0 100 34 0 104 33 0 10p 100 87|92 100
Blindwert negativ 5 36 12,4 4 28 12,6 3 23 145 12108 P (
Agrostis maritima 7 48 12,7 7 49 12,5 3 23 11,p 12,26 0,177 0,2
Apium graveolens 6 30 16,7 8 43 | 1569 4 28 12p 1495 2,473 3,27
Armeria maritima 5 28 15,2 3 19 | 13,64 5 28 15p 14,65 25869 2,92
Artemisia maritima 29 18 61,7 25 15 62,5 21 14 60 61/4 49|32 56{1
Aster tripolium 3 18 14,3 2 17| 1058 4 32 11,0 11,97 -0)1 -0,1L
Carex distans 2 16 11,1 3 21 12,5 5 42 10p 11,42 -0p6 -0,B
Carex extensa 6 47 11,3 3 25| 10,71 3 22 121 11,85 -0,f)3 -0,8
Blindwert positiv 46 0 100 39 0 10Q 37 0 10p 100 87|31 100
Blindwert negativ 3 19 13,4 2 16/ 11,11 6 39 133 12,69 0 @
Centaurium pulchellum 10 18 35,7 12 25| 324 21 51 292 3244 19,74 22,6
Cochlearia anglica 9 21 30 8 25| 2424 14 41 25p 26,67 13|87 159
Festuca villosa 5 49 | 9,26 5 19| 20,83 4 29 12,1 14,07 1,378 1,38
Glaux maritima 11 72 13,3 7 51| 12,0f 3 17 1§ 13,44 0,747 0,86
Halimione portulacoides 5 23 17,9 4 42 | 8,696 5 37 11p 12,82 0,126 0,14
Juncus gerardii 12 24 33,3 8 25| 2424 14 43 246 27,838 14|69 16/8
Juncus maritimus 6 15 28,6 7 22| 24,14 9 27 25 25/9 13p1 151
Blindwert positiv 58 0 100 47 0 104 67 0 10p 100 87|03 100
Blindwert negativ 12 69 14,8 8 56| 12/ 8 61 116 1297 [0 (
Leontodon autumnalis 2 15 11,8 3 23| 1154 5 31 13p 12j4 -0,p7 -0,f
Limonium vulgare 15 8 65,2 18 9 | 66,6 17 10 63 64,95 5198 597
Odontites litoralis 6 15 | 28,6 4 9| 30,77 7 171 29,p 295 16,53 19
Oenanthe lachenalii 7 29 19,4 3 11| 2148 7 28 200 20,29 7,321 8,41
Ononis spinosa 8 3 72,7 14 5 | 73,68 16 7 69,p 71,99 59)02 678
Plantago maritima 11 25 | 30,6 9 23| 28,18 8 21 27p 28,f6 15[79 181
Puccinellia maritima 3 12 20 7 35| 16,67 5 22 18,p 184 54pP5 6,283
Blindwert positiv 38 0 100 29 0 10Q 48 0 10p 100 88|12 100
Blindwert negativ 4 32 11,1 3 29| 9,315 5 28 142 11{88 0 @
Salicornia europaea 47 24 66,2 17 8 68 33 15 68,B 67,65 55/77 633
Spartina maritima 3 17 15 6 31| 16,22 4 29 12,1 1445 2567 2,91
Spergularia media 15 27 35,7 11 23| 32,3p 13 31 295 3254 20,66 234
Suaeda maritima 5 36 12,2 6 45 11,76 3 20 133 12,33 0,455 0,52
Trifolium fragiferum 4 10 28,6 6 17 | 26,09 9 29 23V 26,11 1423 16{2
Trifolium repens 4 12 25 3 11 | 21,43 6 18 25| 23,81 113 13p
Triglochin maritima 5 23 17,9 4 21 16 7 36 16, 16,71 4,883 5,48
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14. Anhang VI: Auswertung der UntersuchungenAmtemia salinaund Daphnia magna

Tabelle 14: Ergebnisse der Untersuchung der akuten Toxizitdt auf die adulten

Salinenkrebse

A B C d[%]| rel

Tot Leben| % Tof Tot Lebep % Tot Tot Leben % ot @ [P6] - Blox. [%]
Blindwert positiv 4 6 40 6 4 60 3 7 30| 43,33  4( 10(
Blindwert negativ 1 9 10 0 10 0 0 10| 0 3,33 0 0
Agrostis maritima 1 9 10 0 10 0 0 10 0 3,39 0 0
Apium graveolens 0 10 0 2 8 20 1 9 10 10| 6,67 17
Armeria maritima 1 9 10 0 10 0 1 9 10 6,64 3,38 8,3
Artemisia maritima 3 7 30 3 7 30 2 8 20| 26,6p 23,B 58
Aster tripolium 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 -3,38  -83
Carex distans 1 9 10 0 10 0 1 9 10| 6,66 3,38 8,3
Carex extensa 2 8 20 0 10 0 0 10 0 6,64 3,38 8,3
Blindwert positiv 6 4 60 5 5 50 5 5 500 53,33 5 10(
Blindwert negativ 0 10 0 0 10 0 1 9 14 3,383 a 0
Centaurium pulchellum 1 9 10 2 8 20 1 9 10] 13,38 10 20
Cochlearia anglica 0 10 0 1 9 10 1 9 10| 6,66p 3,3B 6,7
Festuca villosa 2 8 20 0 10 0 1 9 10 10 6,67 13
Glaux maritima 0 10 0 1 9 10 0 10 0 3,33B 0 0
Halimione portulacoides 1 9 10 1 9 10 0 10 0 6,66p 3,38 6,7
Juncus gerardii 0 10 0 2 8 20 1 9 10 10 6,67 13
Juncus maritimus 1 9 10 0 10 0 1 9 10| 6,66p 3,3B 6,7
Blindwert positiv 5 5 50 5 5 50 6 4 60] 53,33 5 10(
Blindwert negativ 1 9 10 0 10 0 0 10 0] 3383 {( 0
Leontodon autumnalis 0 10 0 1 9 10 0 10 0 3,338 0 0
Limonium vulgare 3 7 30 4 6 40 4 6 40| 36,6p 33,8 67
Odontites litoralis 2 8 20 0 10 0 1 9 10 10| 6,67 13
Oenanthe lachenalii 1 9 10 1 9 10 0 10 0| 6,66p 3,38 6,7
Ononis spinosa 4 6 40 3 7 30 2 8 20 30 26,7 53
Plantago maritima 1 9 10 1 10 | 9,09 1 9 10] 9,696 6,36 13
Puccinellia maritima 0 10 0 2 8 20 1 9 10 10 6,67 13
Blindwert positiv 5 5 50 6 4 60 5 5 501 53,33 5( 104
Blindwert negativ 0 10 0 1 9 10 0 10 0 3,383 q 0
Salicornia europaea 3 7 30 2 8 20 3 7 30| 26,6p 23,8 47
Spartina maritima 1 9 10 0 10 0 0 10 0 3,33B 0 0
Spergularia media 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 -3,3B -6,7
Suaeda maritima 0 10 0 1 9 10 0 10 0 3,33B 0 0
Trifolium fragiferum 0 10 0 0 10 0 1 9 10| 3,338 0 0
Trifolium repens 0 10 0 1 9 10 0 10 0 3,33B 0 0
Triglochin maritima 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 -3,3B -6,7
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14. Anhang VI: Auswertung der UntersuchungenAmtemia salinaund Daphnia magna

Tabelle 15: Ergebnisse der Untersuchung der chronischen Toxizitat auf die
adulten Salinenkrebse

A B C d[%]| rel

Tot Leben| % Tof Tot Lebep % Tot Tot Leben % ot @ [P6] - Blox. [%]
Blindwert positiv 10 0 100 10 0 100Q 10 0 10p 100 93,3 10
Blindwert negativ 1 9 10 0 10 0 1 9 10 6,666 ( 0
Agrostis maritima 1 9 10 0 10 0 0 10 0| 333 -333 -3,6
Apium graveolens 0 10 0 2 8 20 1 9 10 10( 3,33 3,6
Armeria maritima 1 9 10 0 10 0 1 9 10| 6,66p 0 0
Artemisia maritima 7 3 70 6 4 60 8 2 80 70 63,8 68
Aster tripolium 0 10 0 1 9 10 0 10 0| 333 -3,33 -3,6
Carex distans 1 9 10 0 10 0 1 9 10| 6,66p 0 0
Carex extensa 2 8 20 0 10 0 0 10 0 6,66p 0 0
Blindwert positiv 10 0 100 10 0 100 10 0 10p 100 84,7 10
Blindwert negativ 1 9 10 2 8 20 1 9 10 13,83 0 0
Centaurium pulchellum 3 7 30 4 6 40 3 7 30| 33,3B 20 23
Cochlearia anglica 1 9 10 1 9 10 1 9 10 10| -3,3B -3,8
Festuca villosa 1 9 10 1 9 10 2 8 20| 13,3B 0 0
Glaux maritima 2 8 20 1 9 10 1 9 10| 13,38 0 0
Halimione portulacoides 1 9 10 1 9 10 2 8 20| 13,3B 0 0
Juncus gerardii 1 9 10 1 9 10 1 9 10 10| -3,3B -3,8
Juncus maritimus 2 8 20 1 9 10 1 9 10| 13,38 0 0
Blindwert positiv 10 0 100 10 0 104 10 0 10p 100 9D 10
Blindwert negativ 0 10 0 1 9 10 2 8 2( 14 0 0
Leontodon autumnalis 1 9 10 2 8 20 2 8 20| 16,6 6,6)f 7,4
Limonium vulgare 8 2 80 6 4 60 7 3 70 70 60 67
Odontites litoralis 2 8 20 1 9 10 2 8 20| 16,6p 6,6F 7,4
Oenanthe lachenalii 1 9 10 2 8 20 1 9 10] 13,38 3,3B 3,7
Ononis spinosa 7 3 70 6 4 60 7 3 70| 66,6/ 56,F 63
Plantago maritima 1 9 10 2 8 20 1 9 10] 13,38 3,3B 3,7
Puccinellia maritima 1 9 10 0 10 0 2 8 20 10 0 0
Blindwert positiv 10 0 100 10 0 100 10 0 10p 100 93,3 10
Blindwert negativ 1 9 10 1 9 10 0 10 0 6,666 0 0
Salicornia europaea 7 3 70 5 5 50 6 4 60 60 53,8 57
Spartina maritima 1 9 10 1 9 10 1 9 10 10 3,38 3,6
Spergularia media 2 8 20 1 9 10 1 9 10| 13,38 6,6} 7,1
Suaeda maritima 0 10 0 1 9 10 1 9 10| 6,66[ 0 0
Trifolium fragiferum 2 8 20 0 10 0 1 9 10 10 3,38 3,6
Trifolium repens 1 9 10 1 9 10 1 9 10 10 3,38 3,6
Triglochin maritima 1 9 10 2 8 20 1 9 10| 13,38 6.,6f 7,1
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14. Anhang VI: Auswertung der UntersuchungenAmtemia salinaund Daphnia magna

Tabelle 16: Ergebnisse der Untersuchung der chronischen Toxizitat auf die
adulten Salinenkrebse

A B C d[%]| rel

Tot Leben| % Tof Tot Lebep % Tot Tot Leben % ot @ [P6] - Blox. [%]
Blindwert positiv 10 0 100 10 0 100Q 10 0 10p 100 94,7 10
Blindwert negativ 0 10 0 1 9 10 0 10| 0 3,3 0 0
Agrostis maritima 1 9 10 0 10 0 0 10 0 3,3 0 0
Apium graveolens 0 10 0 2 8 20 1 9 10 10( 6,67 6,9
Armeria maritima 1 9 10 0 10 0 1 9 10 6,7 3,38 34
Artemisia maritima 4 6 40 6 4 60 5 5 50 50 46,7 48
Aster tripolium 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 -3,3 -3
Carex distans 1 9 10 0 10 0 1 9 10 6,71 3,38 34
Carex extensa 2 8 20 0 10 0 0 10 0 6,7] 3,38 3,4
Blindwert positiv 10 0 100 10 0 100 10 0 10p 100 94,7 10
Blindwert negativ 1 9 10 0 10 0 0 10 0 3,3 0 0
Centaurium pulchellum 4 6 40 2 8 20 3 7 30 30 26,7 28
Cochlearia anglica 0 10 0 1 9 10 1 9 10 6,7 3,38 3,4
Festuca villosa 2 8 20 0 10 0 1 9 10 10 6,67 6,9
Glaux maritima 0 10 0 1 9 10 0 10 0 3,3 0 0
Halimione portulacoides 1 9 10 1 9 10 0 10 0 6,7 3,38 3,4
Juncus gerardii 0 10 0 2 8 20 1 9 10 10 6,67 6,9
Juncus maritimus 1 9 10 0 10 0 1 9 10 6,7 3,38 3,4
Blindwert positiv 10 0 100 10 0 100Q 10 0 10p 100 94,7 10
Blindwert negativ 0 10 0 0 10 0 1 9 10 3,3 0 0
Leontodon autumnalis 0 10 0 1 9 10 0 10 0 3,3 0 0
Limonium vulgare 4 6 40 3 7 30 5 5 50 40| 36,7 38
Odontites litoralis 2 8 20 0 10 0 1 9 10 10( 6,67 6,9
Oenanthe lachenalii 1 9 10 1 9 10 0 10 0 6,71 3,38 3.4
Ononis spinosa 5 5 50 4 6 40 5 5 50 47| 43,8 45
Plantago maritima 2 8 20 1 9 10 1 9 10 13 10 10
Puccinellia maritima 0 10 0 2 8 20 1 9 10 10 6,67 6,9
Blindwert positiv 10 0 100 10 0 100 10 0 10p 190 94,7 10
Blindwert negativ 0 10 0 1 9 10 0 10 0 3,8 0 0
Salicornia europaea 4 6 40 5 5 50 4 6 40 43 40 41
Spartina maritima 1 9 10 0 10 0 0 10 0 3,3 0 0
Spergularia media 3 7 30 3 7 30 2 8 20 27( 23,3 24
Suaeda maritima 0 10 0 1 9 10 0 10 0 3,3 0 0
Trifolium fragiferum 0 10 0 0 10 0 1 9 10 3,3 0 0
Trifolium repens 0 10 0 1 9 10 0 10 0 3,3 0 0
Triglochin maritima 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 -3,3 -3
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14. Anhang VI: Auswertung der UntersuchungenAmtemia salinaund Daphnia magna

15. ANHANG VII: A USWERTUNG DERUNTERSUCHUNG MIT DEMPOTATOE-
DISK-ASSAY.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Auswertung der Untersuchung der Hemmung der
Tumorbildung mit dem Potatoe-Disk-Assay tabellarisch aufgelistet. Die Tabelle gibt zu
jeder getesteten Art die Anzahl der Tumore am Ende der Untersuchung in den drei
Anséatzen (1, 2, 3), den Durchschnitt (9) dieser Werte und die porzentuale Hemmung
(%) gegeniiber dem Blindwert wieder.

Tabelle 17: Ergebnisse der Untersuchung der Tumorhemmung

Art Anzahl Tumore

1 2 3 %) %
Agrostis maritimaLAMm. 18 21 23 20,67 8
Apium graveolensk. 20 19 24 21 6
Armeria maritimaMiLL.) WILLD . 21 23 21 21,67 3
Artemisia maritimal. 5 7 7 6,333 72
Aster tripoliumL. 18 17 17 17,33 22
Carex distang.. 20 24 23 22,33 0
Carex extens@&ooD 21 19 23 21 6
Centaurium pulchellurtSW) DRuCE 10 10 13 11 51
Cochlearia anglica.. 16 20 19 18,33 18
Festuca villoséSCHWEIGG. 17 25 18 20 11
Glaux maritimal. 27 20 20 22,33 0
Halimione portulacoide$l..) ALLEN. 20 22 21 21 6
Juncus gerardiLols. 18 16 21 18,33 18
Juncus maritimukAm. 22 15 23 20 11
Leontodon autumnalik. 22 24 21 22,33 0
Limonium vulgareMiLL. 6 7 6 6,333 72
Odontites litoralisFr. 16 18 17 17 24
Oenanthe lachenallC.C.GvEL. 18 18 20 18,67 16
Ononis spinos&. 4 3 4 3,667 84
Plantago maritimal. 17 18 15 16,67 25
Puccinellia maritima(HuDs.) PARL. 15 14 12 13,67 39
Salicornia europaed. 9 8 11 9,333 58
Spartina maritimg CurT.) FERN. 22 20 21 21 6
Spergularia medid.. 12 10 14 12 46
Suaeda maritimglL.) Dum. 18 19 23 20 11
Trifolium fragiferumL. 18 19 17 18 19
Trifolium repend.. 20 17 19 18,67 16
Triglochin maritimumL. 25 17 23 21,67 3
Blindwert 22 24 21 22,33 0
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Tabelle 18: Alle Ergebnisse des chemischen Screenings in der Ubersicht

andere

Art Alkaloide | Cumarine|Flavonoide Saponine| Tannine | Phenole
Apiaceae

Apium graveolens. - + + - - 1]
Oenanthe lachenallC.C.QuEL. - + + - - %]
Asteraceae

Artemisia maritimaL. + - + - + %]
Aster tripoliumL. - + - - + ]
Leontodon autumnalik. - - + - + 1]
Brassicaceae

Cochlearia anglica.. - - - + - -
Caryophyllaceae

Spergularia medid.. - + + + - ]
Chenopodiaceae

Halimione portulacoide$L.) ALLEN - - - + - -
Salicornia europaed. - + + - - %]
Suaeda maritimgL.) Dum. - - - - - -
Cyperaceae

Carex distangd.. - - + + + 1]
Carex extens&ooD. - - + + + %]
Fabaceae

Ononis spinoséa. + - + - + ]
Trifolium fragiferumL. - - + - - 1]
Trifolium repend.. - - + - - %]
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Fortsetzung von Tabelle 18
Art

Alkaloide

Cumarine

Flavonoide Saponine

Tannine

andere
Phenole

Gentianaceae

Centaurium pulchellunfSW) DRUCE.

Juncaceae

Juncus gerardiLoils.

Juncus maritimusAm.

Q

Juncaginaceae

Triglochin maritimumL.

Plantaginaceae

Plantago maritimal.

Plumbaginaceae

Armeria maritima(MiLL.) WILLD.

Limonium vulgareMiLL .

Poaceae

Agrostis maritima_AM.

Festuca villose8ScHWEIGG.

Puccinellia maritima(HuDS.) PARL.

Spartina maritimg CURT.) FERN.

Primulaceae

Glaux maritimaL.

Scrophulariaceae

Odontites litoralisFr.
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Tabelle 19: Alle Ergebnisse des biologischen Screenings in der Ubersicht

Art

algizid

fungizid

bakterizid

cytotox.

antineopl.

Chitinase-

inhibitor

Apiaceae

Apium graveolens.

Oenanthe lachenallC.C.GQvEL.

Asteraceae

Artemisia maritimaL.

Aster tripoliumL.

Leontodon autumnalik.

Brassicaceae

Cochlearia anglica..

Caryophyllaceae

Spergularia medid..

Chenopodiaceae

Halimione portulacoide$L.) ALLEN

Salicornia europaed.

Suaeda maritimgL.) Dum.

Cyperaceae

Carex distand..

Carex extens&oob.

Fabaceae

Ononis spinoséa..

Trifolium fragiferumL.

Trifolium repend..
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Fortsetzung von Tabelle 19
Art

algizid

fungizid

bakterizid

cytotox.

antineopl

Chitinase-
inhibitor

Gentianaceae

Centaurium pulchellunfSW) DRUCE.

Juncaceae

Juncus gerardiLoils.

Juncus maritimusAm.

Juncaginaceae

Triglochin maritimumL.

Plantaginaceae

Plantago maritimal.

Plumbaginaceae

Armeria maritima(MiLL.) WILLD.

Limonium vulgareMiLL .

Poaceae

Agrostis maritima_AM.

Festuca villose8ScHWEIGG.

Puccinellia maritima(HuDS.) PARL.

Spartina maritimg CURT.) FERN.

Primulaceae

Glaux maritimaL.

Scrophulariaceae

Odontites litoralisFr.
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