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Einleitung

1 Einleitung

Melatonin ist ein Hormon, das bei der Wahrnehmung der Photoperiode eine wichtige
Rolle spielt (Ubersicht bei REITER 1981). Der tagliche Licht-Dunkel-Wechsel wird
Uber das Auge wahrgenommen und im Koérper durch die Produktion von Melatonin in
ein Hormonsignal umgesetzt. Gebildet wird dieses Hormon hauptséchlich im
Pinealorgan (Epiphysis cerebri), einer  dorsalen  Ausstulpung des
Zwischenhirndaches. Die Melatonin-Synthese beginnt mit der Aufnahme der
essentiellen Aminosaure Tryptophan aus dem Blut in die Pinealocyte, wo es dann in
mehreren Schritten zu Melatonin umgesetzt wird (Abb. 1). Reguliert wird dieser
Syntheseweg direkt durch den Licht-Dunkel-Wechsel. Die Photoperiode wird tber die
Retina wahrgenommen und diese Information wird dann Uber den
retinohypothalamischen Trakt zum Nucleus suprachiasmatikus (SCN) weitergeleitet.
Von dort gelangt sie Uber das Brustmark bis zum oberen Halsganglion (Ganglion
cervicale superior, GCS). Von dort gehen postganglionare sympathische
Nervenfasern aus, die schlie3lich im Pinealorgan enden. Wahrend der Dunkelheit
wird an diesen synaptischen Nervenenden an der Pinealocyte der Neurotransmitter
Noradrenalin freigesetzt. Durch die Interaktion dieses Neurotransmitters mit (3-
adrenergen Rezeptoren an der Pinealocytenmembran wird Uber die Produktion des
‘second messengers’ cCAMP die Synthese des Enzyms N-Acetyltransferase (NAT)
stimuliert. Dieses Enzym katalysiert die Acetylierung von Serotonin zu
Acetylserotonin und ist das Schlusselenzym der Melatonin-Synthese (KLEIN und
WELLER 1970). Acetylserotonin wird anschlie3end durch ein weiteres Enzym, die
Hydroxyindol-O-Methyltransferase, in Melatonin umgewandelt. Das Melatonin
gelangt in den Blutkreislauf und agiert hauptsachlich an zentralen, hochaffinen
Bindungsstellen im Hypothalamus und der Adenohypophyse (VANECEK et al. 1987,
Ubersicht bei BITTMANN 1993). Metabolisiert wird das lipophile Melatonin in der
Leber, indem es zun&chst hydroxyliert, anschlieRend gréf3tenteils sulfatiert und in
dieser wasserloslichen Form Uber die Niere ausgeschieden wird. Damit stellt die
Quantifizierung des 6-Hydroxymelatonin-Sulfats (aMT6s) im Urin ein zuverlassiges
Mal’ fur die Melatoninsynthese im Pinealorgan dar.

Durch Licht kommt es innerhalb weniger Minuten zu einer Einstellung der
Noradrenalin-Ausschittung und damit zu einer raschen Hemmung der Melatonin-
Synthese (KLEIN und WELLER 1972). Demzufolge unterliegt die Ausschittung des

Hormons Melatonin einem tagesperiodischen Rhythmus: Nach Eintritt der Dunkelheit
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steigt der Melatoninspiegel an und fallt tagstber wieder ab. Die Dauer der néchtlich

erhohten Melatonin-Ausschittung spiegelt damit die Lange der Nacht wider.
Melatonin ist also der neuroendocrine Ubermittler der Photoperiode.

Pinealocyte

Tryptophan

Noradrenalin
NPY

5-Hydroxytryptophan

Protein-
CAMP —> Synthese Serotonin
sympathische /e Adenylat- \> NAT l
Innervation o(® % Cyclase
2 N-Acetylserotonin
ATP

HIOMT

/

3-adrenerger
Rezeptor

Melatonin

intrazellulare
Wirkungen ?

Kapillare

Abb. 1: Schema der Melatoninsynthese im Pinealorgan. ATP: Adenosintriphosphat; cAMP:
cyklisches Adenosinmonophosphat; HIOMT: Hydroxyindol-O-Methyltransferase; NAT: N-

Acetyltransferase; NPY: Neuropeptid Y.
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Der Photoperiode kommt eine wichtige Bedeutung bei der Synchronisation der
inneren Uhr zu. Die innere Uhr steuert verschiedene Korperfunktionen, die
tagesperiodischen Schwankungen unterliegen, wie zum Beispiel den Schlaf-Wach-
Rhythmus, die Kérpertemperatur oder die Ausschittung bestimmter Hormone. Die
innere Uhr ist lokalisiert im Nucleus suprachiasmaticus (SCN), einem Kerngebiet des
Hypothalamus. Dort werden durch einen circadian oszillierenden Schrittmacher
endogene Rhythmen erzeugt. Die Periodenlange dieser Rhythmen weicht allerdings
von der durch den auf3eren Licht-Dunkel-Wechsel vorgegebenen 24h-Tagesperiodik
ab. Deshalb wird diese endogene Rhythmik auch als circadiane Rhythmik ( von circa
diem = ungefahr ein Tag) bezeichnet. Die endogene circadiane Rhythmik muf3 aber
mit dem aul3eren 24h-Tag synchronisiert werden, um zu gewahrleisten, dald
tagesperiodische Prozesse prazise ablaufen konnen. Diese Synchronisation erfolgt
durch den Zeitgeber Licht. Uber die Photoperiode wird also die innere Uhr mit der
24h-Tagesperiodik in Einklang gebracht. Au3erdem werden aber auch verschiedene
tagesperiodische Prozesse aufeinander abgestimmt, d. h. Uber die Photoperiode
werden tagesperiodische Vorgange zugleich intern synchronisiert.

Uber die Wahrnehmung der Photoperiode erhalt der Organismus aber nicht nur
Informationen Uber die Tageszeit, sondern auch Uber die Jahreszeit, da sich der
tagliche Licht-Dunkel-Wechsel im Jahresverlauf andert. Diese Informationen sind
besonders wichtig fir Organismen, die starken saisonalen Veranderungen
ausgesetzt sind. Eine frihzeitige Anpassung an die Jahreszeiten ist unbedingt
erforderlich und fiir das Uberleben in kalten und geméaRigten Breiten unerlaRlich. Vor
allem fur Kleinsauger sind solche Adaptationen von grofter Wichtigkeit, da sie
besonderen energetischen Belastungen ausgesetzt sind. Das physiologisch
ungunstige Oberflachen-Volumen-Verhaltnis kleiner Saugetiere hat einen relativ
hohen Warmeverlust Uber die Korperoberflache zur Folge. Aulerdem kénnen sich
Kleinsduger im Gegensatz zu grofReren Saugetieren und Vogeln den extremen
Bedingungen im Winter nicht durch Abwanderung entziehen. Der in der vorliegenden
Arbeit untersuchte Dsungarische Zwerg-hamster (Phodopus sungorus sungorus) ist
in seinem naturlichen Lebensraum, der sich vom Nordwesten Chinas bis Nordwest-
Sibirien erstreckt, besonders starken Temperaturschwankungen von im Sommer
40°C bis im Winter -50°C unterworfen. Diese Spezies ist somit in besonderem Male
auf rechtzeitige morphologische und physiologische Anpassungen angewiesen. So
vollzient der Dsungarische Zwergham-ster im Winter eine Umfarbung vom grau-



Einleitung

braunen Sommerfell in das weilRe Winterfell, was mit einer Verbesserung der
Isolation verbunden ist (HELDMAIER und STEINLECHNER 1981 b, HELDMAIER
1989, LOVEGROVE et al. 1991). AuRerdem stellt dieser Nager nicht nur die sehr
energieaufwendige Fortpflanzung ein, sondern es kommt sogar zu einer
vollstdndigen Regression der Gonaden. Darlber hinaus reduzieren die
Zwerghamster bereits im Herbst ihre Nahrungsaufnahme, was ein drastisch
verringertes Korpergewicht wahrend des Winters zur Folge hat (HELDMAIER 1989).
Im Zuge der Winteranpassungen kommt es auch zu einer Steigerung der
Thermogenesekapazitat, die im wesentlichen auf einer Verbesserung der zitterfreien
Warmebildung basiert (Ubersicht HELDMAIER et al. 1985). Weiterhin zeigen
Dsungarische Zwerghamster wéhrend des Winters daily torpor, der sich durch eine
Absenkung der Stoffwechselrate und der Kérpertemperatur wahrend einiger Stunden
in der Ruhephase der Hamster kennzeichnet (HELDMAIER und STEINLECHNER
1981 a). Alle diese beschriebenen Anpassungsvorgange erfordern eine prazise
zeitiche Regulation. Ein &dufRerst zuverldssiges Signal fur die Kontrolle
jahreszeitlicher Adaptationen ist die sich im Verlauf des Jahres kontinuierlich
andernde Photoperiode. Sie ist der priméare Faktor, der fur die Auslésung der
Winteranpassungen bei Phodopus verantwortlich ist (HOFFMANN et al. 1973,
HELDMAIER und STEINLECHNER 1981 a, VITALE et al. 1985, HELDMAIER und
LYNCH 1986, RUF 1991). Auch fir eine Reihe anderer Saugetiere ist die
photoperiodische Kontrolle der Winteranpassungen bekannt (Ubersichten bei
HOFFMANN 1979, HELDMAIER und LYNCH 1986, HELDMAIER et al. 1989).

Bei Phodopus, wie auch bei einigen anderen Arten, wurde nachgewiesen, dal3 die
Dauer der nachtlich erhdohten Melatoninsynthese der kritische Parameter ist, der die
Lange der Nacht reflektiert und die jahreszeitlichen Anpassungen auslost
(BITTMANN et al. 1983, CARTER und GOLDMANN 1983 a und 1983 b,
STEINLECHNER et al. 1987, BARTNESS und GOLDMANN 1988, WAYNE et al.
1988, MAYWOOD et al. 1990 und 1991). Welche Bedeutung andere Parameter, wie
zum Beispiel die Amplitude des néchtlichen Melatonin-Signals haben, ist bisher nicht
geklart. Mit der Anpassung an kurze Photoperiode ist namlich nicht nur eine
Verlangerung der Dauer des nachtlich erhéhten Melatoninspiegels verbunden,
sondern auch eine drastische Erhéhung der Melatonin-Amplitude (ILLNEROVA et al.
1984). Damit unterliegt also auch die Melatonin-Amplitude einer Regulation durch die
Photoperiode. Es gibt aber unabhangig vom Effekt der Photoperiode auch einen
EinfluB der Umgebungstemperatur auf die Amplitude des Melatonin-Signals. So
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reagierten Dsungarische Zwerghamester, die in langer Photoperiode gehalten und fir
24h einer Umgebungs-temperatur von 5°C ausgesetzt wurden, mit einem
dramatischen Anstieg (140%) ihrer Signalamplitude im Vergleich zu thermoneutralen
Bedingungen (STIEGLITZ et al. 1994). Weiterhin ist bekannt, dal3 sich die Melatonin-
Amplitude im Verlauf des Alterns verringert (REITER et al. 1980, HOFFMANN et al.
1985, GORE 1998). Es gibt folglich eine Reihe von Faktoren, die die Amplitude des
Melatonin-Signals beeinflussen kdénnen. Welche Rolle allerdings die Melatonin-

Amplitude spielt und wie sie reguliert wird, ist bisher véllig unklar.

Es gibt aber Hinweise darauf, dal3 die Amplitude des Melatoninsignals durch eine
Behandlung mit Johanniskraut beeinflul3t werden kénnte. In einer Publikation von
Demisch et al. (1990) wird nach 3-wéchiger Johanniskraut-Einnahme eine Erhéhung
des nachtlichen Plasma-Melatonin-Spiegels beim Menschen beschrieben.

Johanniskraut (Hypericum perforatum) ist eine seit mehr als 2500 Jahren bekannte
und sehr beliebte Heilpflanze. Sie findet Verwendung bei der Wundheilung bei
Verbrennungen, hat eine starke Hemmwirkung auf die Vermehrung einiger
Retroviren, vor allem aber wird Johanniskraut gegen Depressionen eingesetzt. Die
antidepressive Wirksamkeit dieser Arzneipflanze konnte inzwischen in zahlreichen
Placebo-kontrollierten  Doppelblindstudien  zweifelsfrei nachgewiesen werden
(ERNST 1995, VOLZ und HANSEL 1995, LINDE et al. 1996, VOLZ 1997). Dagegen
sind sowohl die fur die Wirkung verantwortlichen Inhaltsstoffe, als auch die
Wirkungsweise von Johanniskraut bis heute nicht geklart. Die Inhaltsstoffgruppen
von Johanniskraut umfassen Phenylpropanoide, Flavonol-Derivate, Biflavone,
Proanthocyanidine, Xanthone, Phloroglucinole, einige Aminosauren,
Naphtodianthrone, Gerbstoffe und atherische Ole (NAHRSTEDT et al. 1997). Alle
diese Naturstoffklassen sind in Johanniskraut mit einigen bis vielen Einzelsubstanzen
vertreten. Das chemische Wirkprinzip konnte aber bisher keiner bestimmten
Substanz zugeschrieben werden, vielmehr gilt es als erwiesen, daf die Wirksamkeit
durch die Interaktion mehrerer Inhaltsstoffe zustande kommt (HOLZL et al. 1994).
Eine weitere gesicherte Erkenntnis ist, dal3 der Wirkmechanismus von Johanniskraut
mit der Beeinflussung des Neurotransmitterstoffwechsels im Gehirn zusammenhangt
(MULLER et al. 1998). Vor allem Serotonin und Noradrenalin, aber auch Dopamin
scheinen hierbei eine wichtige Rolle zu spielen. Der genaue Wirkmechanismus ist
allerdings noch unkilar.
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Als Nebenwirkung von Johanniskraut ist seit langem der sogenannte Hypericismus
bekannt, eine durch Hypericum hervorgerufene Lichtempfindlichkeit. Bereits dieser
Befund deutet auf einen Zusammenhang zwischen Hypericum und der Bedeutung
des Lichts oder der Photoperiode hin. Weiterhin gelten die Beeinflussung der
Neurotransmitter Serotonin und Noradrenalin als mdgliche Wirkmechanismen der
Hypericum-Wirkung; beide Substanzen spielen auch eine Rolle fur die Melatonin-
Tagesperiodik. Darlber hinaus kénnen Depressionen als eine Erkrankung der
circadianen Rhythmik angesehen werden (WEHR und GOODWIN 1981, WEHR und
WIRZ-JUSTICE 1982). So treten beispielsweise die Symptome von Depressionen in
tagesperiodischen Schwankungen auf. AuBerdem sind Depressionen haufig mit
Abnormalitaten des Schlaf-Wach-Rhythmus verbunden (WALDMANN 1973, WEHR
et al. 1985). Eine Sonderform der Depression, die sogenannte ‘Winterdepression’
oder SAD (seasonal affective disorder), tritt - wie der Name schon sagt - saisonal
wahrend der Wintermonate auf und deutet so auf einen Zusammenhang mit der
Photoperiode und der inneren Uhr hin. Ein weiteres Argument fiir eine Beziehung
zwischen Depressionen und der circadianen Rhythmik stellt die erfolgreiche
Behandlung dieser Erkrankung durch Lichttherapie dar (Ubersicht bei TERMAN et all.
1989). Desweiteren ist bekannt, dafl synthetische Antidepressiva den
Melatoninrhythmus beeinflussen (VAN REETH et al. 1999).

Diese vielfaltigen Indizien lassen vermuten, daf} die antidepressive Wirkung von
Johanniskraut mit dem photoperiodischen Informationstransfer oder der
neurobiologischen Umsetzung in die Melatoninsynthese in Zusammenhang gebracht
werden kann (HOLZL et al. 1994). Gesicherte Erkenntnisse zur Johanniskraut-

Wirkung auf die Melatonin-Tagesperiodik liegen aber erstaunlicherweise nicht vor.

Wie schon erwéahnt ist die Photoperiode flr den Dsungarischen Zwerghamster der
primare Zeitgeber fur die Synchronisation der circadianen Rhythmik und der Ausléser
saisonaler Anpassungsvorgange. Dieser Kleinsauger gehort also zu den stark
photoperiodisch reagierenden Arten und ist auBerdem innerhalb der Nagetiere eines
der am besten untersuchten Tiermodelle in der Pineal-Forschung. Da der Melatonin-
Rhythmus zweifellos ein geeigneter Index fir die Funktion der inneren Uhr ist, liegt
es nahe, die Wirkung von Johanniskraut auf die Melatonin-Tagesperiodik des
Dsungarischen Zwerghamsters zu untersuchen, um der zentralen Fragestellung
nachzugehen, ob es einen Effekt dieser Arzneipflanze auf die innere Uhr gibt. Wird
durch die Futterung von Hypericum-Trockenextrakt der Melatonin-Rhythmus
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Dsungarischer Zwerghamster verandert? Wenn ja, auf welche Parameter der
Melatonin-Tagesperiodik wirkt sich Johanniskraut aus und wie werden diese
Parameter beeinfluB3t? Gibt es bezuglich der Wirkung geschlechtsspezifische
Unterschiede? Einen weiteren Schwerpunkt stellte die Untersuchung der Hypericum-
Wirkung im Zeitverlauf und deren Dosisabhangigkeit dar. Einen anderen
wesentlichen Aspekt der Studie betraf die Frage, ob es Wechselwirkungen zwischen
der Photoperiode und der Hypericum-Wirkung gibt, also ob sich zum Beispiel
Johanniskraut im Kurztag anders auswirkt als im Langtag. AuRerdem galt es zu
klaren, ob eine Verdnderung der Melatonin-Tagesperiodik durch Hypericum-
Futterung den Verlauf der Kurztag-Akklima-tisation Dsungarischer Zwerghamster
beeinfluf3t.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Dsungarischen Zwerghamster
(Phodopus sungorus sungorus) stammten aus der Zuchtkolonie der Arbeitsgruppe
Stoffwechselphysiologie der Philipps-Universitat Marburg. Die Hamster wurden in
Raumen gehalten, in denen eine konstante Umgebungstemperatur von 23 + 1.5°C
herrschte und die Photoperiode durch Kunstlicht vorgegeben wurde. Es bestehen
zwei verschiedene Zuchtstamme, von denen einer unter einer im Jahresverlauf
wechselnden Licht-Dunkel-Phase (der natirlichen Photoperiode entsprechend)
gehalten wird (Naturtagzucht), wahrend der andere unter einer konstanten
Photoperiode von 16 h Licht (Licht an um 4.00 Uhr MEZ) und 8 h Dunkel gehalten
wurde (Langtagzucht). Die Zuchtpaare wurden in mit Sdgespaneinstreu versehenen
Macrolonkafigen (40x25x15 cm) zusammengesetzt und mit Futter (Hamster-
Zuchtdiat, Altromin 7014) und Wasser ad libitum versorgt. Zusatzlich erhielten die
Zuchtpaare wochentlich einen halben Apfel und ca. 50 g Magerquark. Jungtiere
verblieben bis zum 21. Lebenstag bei den Eltern, wurden anschlieend ein bis zwei
Wochen in Geschwistergruppen ohne die Eltern gehalten, bevor sie dann in

Macrolonkafige (22x17x15 cm) vereinzelt wurden.

FUr die Versuche wurden ausschlie3lich adulte Hamster beiderlei Geschlechts in
einem Alter von 3-12 Monaten herangezogen. Bei der Gruppeneinteilung wurde auf
Homogenitat der Geschlechterverteilung und des Korpergewichts geachtet. Wahrend
der Versuche wurden die Zwerghamster in klimatisierten Raumen unter kinstlicher
Beleuchtung gehalten.

2.2 Herstellung des Futters

2.2.1 Dosierung des Johanniskraut-Extraktes

Bei der Berechnung der Johanniskraut-Dosis fur den Zwerghamster wurde von der
fur den Menschen empfohlenen Tagesdosis von 900 mg Extrakt ausgegangen.
Diese Dosierung wurde uber die Beziehung der Stoffwechselrate zum Kérpergewicht

! Aus welcher der beiden Zuchten die Versuchstiere jeweils stammten, geht aus der
Beschreibung der einzelnen Experimente hervor.
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auf den Hamster umgerechnet. Dazu wurde zunachst der Grundumsatz des
Menschen und der des Dsungarischen Zwerghamsters nach Brody (1964) ermittelt:

B=(axW%"®)x4.184

wobei B = Grundumsatz (J)
W = Koérpergewicht (kg),
a = Proportionalitatsfaktor (=70)

Wenn man von einem durchschnittlichen Koérpergewicht des Menschen von 70 kg
und des Hamsters von 0.035 kg ausgeht, erhalt man fur den Menschen einen
Grundumsatz von 7087.83 J pro Tag und fir den Hamster einen Wert von 23.70 J.
Die fur den Menschen empfohlene Tagesdosis von 900 mg HTE entspricht also
einem Grundumsatz von 7087.83 J, dann entspricht fur den Dsungarischen
Zwerghamster eine Dosierung von 3 mg HTE pro Tag dem Grundumsatz von 23.70
J. Da die durchschnittliche Futteraufnahme des Zwerghamsters irﬁ Langtag etwa 3.6
g betragt (Becker 1981), wurde der Johanniskraut-Trockenextrakt® mit dem Futter im
Verhaltnis 1:1200 gemischt (833 mg HTE/kg Futter). Dartber hinaus wurden weitere
Dosierungen von 1.5 mg, 6 mg und 10 mg eingesetzt. Auf die jeweils verwendete
Dosis wird bei der Beschreibung der einzelnen Versuche hingewiesen.

Insgesamt wurden fir die verschiedenen Experimente drei unterschiedliche Chargen
HTE verwendet, von denen sich allerdings einer als unwirksam erwies. Fur alle
Versuche zur Wirkung von HTE auf die aMT6s-Exkretion wurde Extrakt-Charge Nr.
96356 eingesetzt. Nur fur die Versuche zur Wirkung von HTE auf die Melatonin-
Synthese wurde zunachst Extrakt-Charge Nr. 99865 verwendet, die aber keinerlei
Wirkung zeigte. Daraufhin wurde fur diese Experimente Extrakt-Charge Nr.
98070818 verwendet.

2 Die verwendeten HTEe wurde von der Firma Bionorica Arzneimittel aus Neumarkt zur
Verfligung gestellt.
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Tab.1: Zusammensetzung der einzelnen Hypericum-Extrakt-Chargen.

Extrakt-Charge Nr. 96356 99865 98070818
Hyperforin (%b) 0.773 2.465 3.400
Hypericin (%) 0.045 0.151 0.194

Pseudohypericin (%) 0.155 0.209 0.263

% unwirksam
Der Gehalt der einzelnen Inhaltsstoffe wurde per HPLC von der Firma Bionorica bestimmt; die
Prozentangaben beziehen sich auf Massenprozent.

2.2.2 Futterzubereitung

Hamster-Zuchtdiat (Altromin 7014) wurde als Futtermehl von Altromin bezogen, in
trockenem Zustand mit dem Pflanzenextrakt vermengt und dann mit wenig Wasser
angerihrt. Die Mischung wurde in Aluminium-Eiswurfelbereiter geflllt und im
Trockenschrank fur 48 h bei 60°C getrocknet. Die so erhaltenen festen
Futterbrocken, die durchschnittlich 10-15 g wogen, wurden den Hamstern direkt in
den Kafig gelegt.

Das Kontrollfutter wurde auf die gleiche Weise, allerdings ohne die Zugabe von
Johanniskraut-Trockenextrakt hergestellt.

2.3 Bestimmung des 6-Sulphatoxymelatonins im Urin

2.3.1 Sammlung der Urinproben

Die Methode der fraktionierten Urinsammlung wurde von STIEGLITZ et al. (1995)
erstmals beschrieben. Die Hamster wurden in speziell angefertigten
Stoffwechselkafigen mit Plastikgitterboden gehalten und hatten freien Zugang zu
Futter, Wasser und einer an der AuRBenwand des Plexiglaskéafigs angebrachten
Schlafbox (Abb. 2). Urin, Kot und Futterreste fielen durch den Gitterboden in einen
Trichter, der sich zunachst verengt, dann aber wieder erweitert. Durch diese

Konstruktion wurde eine Trennung von Urin und festen Bestandteilen erreicht, da der

10




Material & Methoden

Urin an der AuBenwand des Trichters entlang lief und sich in einem Aufsatz
sammelte. Kot und Futterreste fielen dagegen von der engsten Stelle des Trichters
direkt in einen Auffangbehéalter. Der Urin wurde Uuber Silikonschlauche in 3h-
Intervallen von einer Peristaltikpumpe abgesaugt und an einen Fraktionssammler
weitergeleitet. Gleichzeitig wurden Schlauche und Aufséatze von einer Perfusorpumpe
mit Aqua bidest. durchspult, um Urinreste aus der Anlage zu waschen. Pumpe,
Fraktionssammler und Perfusor wurden von einer Zeitschaltuhr gesteuert, so dal3
eine automatische Urinsammlung von bis zu acht Individuen gleichzeitig méglich war.
Die Zwerghamster verblieben zur Erstellung eines aMT6s-Tagesprofils jeweils fur 27
h in der Urinsammelanlage; zu Beginn jeder Urinsammlung erhielten sie ein Stick
Salatgurke.

Das Volumen der einzelnen Urinproben wurde bestimmt, bevor sie bei 2500 g fir 5
min zentrifugiert wurden, um Verunreinigungen wie Kot, Haare oder Futterreste
abzutrennen. AnschlieBend wurde ein Aliqguot des Uberstandes bei —70°C
eingefroren.

11
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Abb. 2: Anlage zur automatischen Sammlung des Urins Dsungarischer Zwerghamster.
Sechs Stoffwechselkafige sind Uber Silikonschlauche mit einer Peristaltikpumpe verbunden,
die den angesammelten Urin in 3h-Intervallen zu einem Fraktionssammler leitet. Zusatzlich
durchspult eine Perfusorpumpe das System mit Aqua bidest. Aus: STIEGLITZ et al. 1995,
verandert.

2.3.2 Radioimmunologischer aMT6s-Nachweis

Der Radioimmunoassay (RIA) fur aMT6s wurde von ARENDT et al. (1985) fur
menschlichen Urin entwickelt und von ALDHOUS und ARENDT (1988) in
abgewandelter Form ausfuhrlich beschrieben. Die Methode wurde von STIEGLITZ et
al. (1995) mit geringfiigigen Anderungen auf Hamsterurin angewendet und in dieser
Form Ubernommen.

Die Urinproben wurden vor dem Assay entsprechend der zu erwartenden Menge an
endogenem aMT6s verdinnt. AuRerdem wurde eine bekannte Menge an radioaktiv
markiertem aMT6s und eine begrenzte Menge Antikorper zugegeben. Das endogene
und das radioaktive aMT6s konkurrieren um die Bindungsstellen des Antikérpers. Mit
einer Aktivkohle-Suspension wurden die nicht an Antikorper gebundenen Antigene
absorbiert und durch Zentrifugation sedimentiert. Der Uberstand (gebundene
Antigen-Antikérper-Komplexe) wurden verworfen und die Radioaktivitat des
Sediments im y-Strahlungszahler gezahlt. Die Menge an radioaktiv markierten freien
aMT6s-Molekilen im Sediment war direkt proportional der Menge an gebundenem
endogenem aMT6s.
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2.4 Gewebe-Aufarbeitung

Die Hamster wurden nachts zwischen 2.00 und 3.00 Uhr MEZ unter schwachem
Rotlicht (Philips Dunkelkammer-Lampe; E27PF712E) dekapitiert. Das austretende
Blut wurde gesammelt und auf Eis gestellt. Das Pinealorgan wurde entnommen und
sofort auf einen mit Trockeneis gekuhlten Spatel plaziert. AnschlielBend wurden die
Blutproben bei 4°C mit 2500 g fur 15 min zentrifugiert. Plasma und Pinealorgane
wurden bis zur weiteren Aufarbeitung bei —70°C gelagert.

2.5 Bestimmung der NAT-Aktivitat

Die NAT ist das Schliusselenzym der Melatoninsynthese, da es den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der N-Acetylierung von Serotonin zu N-
Acetylserotonin katalysiert. Die Aktivitat dieses Enzyms ist in vitro im Pinealorgan
melbar. Diese Methode wurde von DEGUCHI und AXELROD (1972) etabliert und
von STEINLECHNER (1984) leicht modifiziert. Dem Gewebe-Homogenat wird
Tryptamin als Substrat zugesetzt. Durch Zugabe von **C-Acetyl-Coenzym A entsteht
bei der enzymatischen Acetylierung **C-Acetyltryptamin als Produkt. Das Produkt
wird mit Chloroform extrahiert, evaporiert und in einem Szintillationszahler gezahlt.
Die Aktivitat der NAT wird in nmol gebildetem Acetyltryptamin pro Pinealorgan und
Stunde angegeben.

2.6 Bestimmung des Plasma-Melatoningehaltes

Der Melatonin-Gehalt im Blutplasma wurde von der Firma Stockgrand Ltd. mittels
eines Radio-Immuno-Assays bestimmt, der fir Melatonin im menschlichen
Blutplasma entwickelt wurde (nach FRASER et al. 1983). Das Mel3prinzip entspricht
dem zuvor fir aMT6s beschriebenen RIA.

2.7 Messung des Fellindex

Der Verlauf der Fellumfarbung des Dsungarischen Zwerghamsters vom grau-
braunen Sommerfell in das weil3e Winterfell wurde dokumentiert, indem die Fellfarbe
der Hamster regelmafdig bestimmt und den von FIGALA et al. (1973) definierten 6
Farbungsstufen (oder Fellindices) zugeordnet wurde (Abb. 3).

13



Material & Methoden
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Abb. 3: Fell-Farbungsstufen des Dsungarischen Zwerghamsters wahrend der Anpassung an
kurze Photoperiode mit den zugehdrigen Fellindices; in den oberen beiden Reihen in
Seitenansicht (Index 1-6); in der untersten Reihe in Aufsicht von oben (Fellindex 1, 4 und 6).
Aus: FIGALA et al. 1973.

2.8 Bestimmung des Reproduktionsstatus
2.8.1 Messung des Testisindex

Der Reproduktionsstatus mannlicher Zwerghamster kann durch das Vermessen des
Scrotums von auf3en bestimmt werden. Dazu erhielten die Hamster eine leichte
Inhalationsnarkose mit Halothan" (1-4%, Zeneca, Planckstadt). Die Gonadenregion
wurde mit 70 % Ethanol befeuchtet, bevor L&nge und Breite jedes Hoden mit Hilfe
einer Schieblehre vermessen wurde. Die MelRwerte beider Hoden wurden jeweils
gemittelt und daraus der Testisindex durch Multiplikation von Lange und Breite
errechnet. Dieser Index korreliert sowohl mit dem Hodengewicht, als auch mit der
Anzahl der enthaltenen Spermien und ist damit ein zuverlassiger Indikator fur die
Reproduktionsfahigkeit eines Individuums (HOFFMANN 1973).
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2.8.2 Bestimmung des Zyklusstadiums

Der Reproduktionsstatus der Weibchen wurde Uber das Zellbild der
Vaginalschleimhaut ermittelt. In regelmalligen Abstanden wurde den Hamstern ein
Vaginalabstrich enthommen. Dazu wurde mit einer Pipette 10 pl lauwarmes
Leitungswasser auf3erlich auf die Vagina gegeben und wieder aufgezogen. Die
Spitze der Pipette war mit einem Stiick Silikonschlauch tberzogen, um Verletzungen
zu vermeiden. Das aufgezogene Wasser, das nun Zellen der Vagina enthielt, wurde
auf einen Objekttrager getropft und luftgetrocknet. Danach erfolgte eine 10-minttige
Fixierung in 100% Ethanol/Methanol-Losung (Verhéltnis 1:1). Anschliel3end wurde
der Objekttrager mit Aqua bidest. abgespult und erneut getrocknet. Es folgte eine
Farbung fur 10 min in einer Giemsas-Puffer-Losung. Zuvor wurde die Giemsas-
Losung (Merck) mit Phosphatpuffer (0.02 M KH,PO,; 0.04 M Na,HPOg4; pH 7.4) im
Verhéltnis 1:10 verdunnt. Die verdinnte Loésung wurde anschlielend filtriert, um
ausfallende Farbkristalle abzusondern. Nach Entnahme aus dem F&arbebad wurde
der Objekttrager nochmals mit Aqua bidest. abgespult und luftgetrocknet. Nach
dieser Farbung konnte das Zellbild der Vaginalabstriche mit Hilfe eines
Lichtmikroskops bei 50- bis 400-facher VergroRerung dargestellt werden. Konnte
anhand des charakteristischen Zellbildes das jeweilige Zyklusstadium (Progstrus,
Ostrus, Metostrus oder Didstrus) eindeutig definiert werden, so wurde das
entsprechende Tier als zyklisch eingestuft und mit dem Index 3 bezeichnet. Wenn
zwar im Vaginalabstrich noch Zellen erkennbar waren, dieses Zellbild aber nicht
mehr einem definierten Zykllusstadium entsprach, wurde dieser Abstrich als Index 2
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Wochen Kontrollfutter ad libitum und wurden an einzelnen Versuchstagen einer
Urinsammlung unterzogen. Insgesamt wurden von jedem Tier 3 aMT6s-Tagesprofile
gesammelt. Anschlieend wurden sie mit Johanniskraut-Futter (Dosis: 3 mg HTE pro
Tag und Hamster) ad libitum gefittert. Am 3. Tag der HTE-Futterung wurde von den
Zwerghamstern erneut Urin gesammelt.

2.9.1.2 Zeitverlauf der Johanniskraut-Wirkung

Dieses Experiment diente der Untersuchung des zeitlichen Verlaufes der Hypericum-
Wirkung auf die aMT6s-Exkretion. Die Versuchsbedingungen entsprachen denen
des Langtag-Versuches, allerdings wurden die Dsungarischen Zwerghamster tber
einen Zeitraum von 4 Wochen mit Johanniskraut behandelt. Zu verschiedenen

Zeitpunkten der HTE-Fitterung wurden Urinsammlungen vorgenommen.

2.9.1.3 Dosisabhéangigkeit der Johanniskraut-Wirkung

Vier Gruppen von Zwerghamstern wurden unter Langtag-Versuchsbedingungen fir 7
Tage mit unterschiedlichen Hypericum-Dosierungen behandelt. Vorher wurden von
allen Gruppen 3 aMT6s-Profile unter Kontrollfitterung erstellt; am 7. Tag der HTE-
Futterung wurde nochmals Urin gesammelt. AufRer der bisher verwendeten
Tagesdosis von 3 mg HTE pro Hamster wurden 3 weitere Dosierungen von 1.5 mg, 6
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Weibchen) aus der Naturtagzucht im November aus dem Zuchtraum in einen
Tierhaltungsraum umgesetzt. Die Hamster wurden einem konstanten Licht-Dunkel-
Wechsel ausgesetzt, der der natirlichen Photoperiode zu diesem Zeitpunkt
entsprach (Licht von 7-17 Uhr). Ansonsten wurde wie in dem zuvor geschilderten
Langtag-Experiment verfahren.

2.9.3 Wirkung von Johanniskraut wahrend der Kurztaganpassung

Mit Hilfe dieses Experimentes sollte die Frage geklart werden, ob Johanniskraut den
Verlauf der morphologischen und physiologischen Winteranpassungen des
Dsungarischen Zwerghamsters beeinflul3t. Dazu wurden zwei Gruppen von jeweils
10 Hamstern der Langtagzucht entnommen und zunéchst weiterhin unter langer
Photoperiode bei einer Umgebungstemperatur von 23°C gehalten. Es wurden
innerhalb von 2 Wochen von jedem Tier 3 aMT6s-Tagesprofile gesammelt, bevor
eine der beiden Gruppen mit Johanniskraut gefittert wurde (Tagesdosis: 3mg
HTE/Hamster). Am 3. Tag der HTE-Behandlung wurde erneut Urin gesammelt, bevor
die Photoperiode auf Kurztag (10 h Licht;14 h Dunkel; Licht an um 7.00 Uhr MEZ)
umgestellt wurde. Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes wurden in
regelmaRigen Abstdnden Korpergewicht, Fellindex und Testisindex bzw.
Zyklusstadium der Zwerghamster bestimmt. 12 Wochen nach Umstellung der
Photoperiode wurde ein weiteres Mal ein aMT6s-Tagesprofil aufgenommen.

2.10 Auswertung und Statistik

Bei der Darstellung des Mittelwertes wurde als Streuungsmal der mittlere Fehler des
Mittelwertes (SEM) angegeben. Die relativen Darstellungen der aMT6s-Exkretion
wurden erstellt, indem fiur jedes Einzeltier das aMT6s-Maximum unter Fitterung von
Kontrollfutter als 100% definiert wurde und alle anderen Mel3werte des Hamsters auf
diesen Maximalwert bezogen wurden. Vor der Anwendung statistischer
Testverfahren wurden die Daten zun&dchst nach PEARSON und STEPHENS auf
Normalverteilung sowie nach BARTLETT auf Homogenitat der Varianzen gepruft.
Zum Vergleich zweier normalverteilter Stichproben wurde fiir unabhéngige Daten der
Student-t-Test und fir abhangige Daten der Student-t-Test fur Paardifferenzen
verwendet. FUr den Vergleich mehrerer Stichproben wurde je nach Voraussetzung
eine ein- oder zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit oder ohne
MeRwiederholungen durchgefiihrt. Der Zusammenhang zwischen zwei Parametern
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wurde bei normalverteilten Daten durch Berechnung des Produkt-Moment-
Korrelationskoeffizienten (r) nach PEARSON, bei nicht normalverteilten Daten durch
Berechnung des Rang-Korrelationskoeffizienten (R) nach SPEARMAN getestet. Das
Signifikanzniveau wurde bei allen Verfahren auf p<0.05 festgelegt. Signifikante
Unterschiede wurden in den Abbildungen durch ein Stern-Symbol (*)
gekennzeichnet. Die in dieser Arbeit angewandten statistischen Verfahren wurden
mit Hilfe des Programmes Sigma Stat 2.0 durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkung von Johanniskraut im Langtag

Die in diesem Kapitel zusammengefal3ten Versuche sollten die Frage klaren, ob die
Futterung von Hypericum-Trockenextrakt die Melatonin-Tagesperiodik Dsungarischer
Zwerghamster beeinflu3t und ob es diesbezlglich Unterschiede zwischen Mannchen
und Weibchen gibt. Eine mdgliche Wirkung sollte naher charakterisiert werden,
indem der zeitliche Verlauf und die Dosisabhangigkeit dieses Effekts untersucht
wurden.

3.1.1 Wirkung von Johanniskraut auf Futteraufnahme und Kérpergewicht

Die Futterung von HTE-haltigem FutterD0.00832 5.2(ctterDOe. Ei)5.4n Ze. Eitchar vts ts Tc.4(g)
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Tab. 2: Korpergewicht, Futteraufnahme und HTE-Dosis von maéannlichen (n=8) und
weiblichen (n=8) Zwerghamstern. Aufgefiihrt sind die Mitttelwerte + SEM der letzten 3 Tage
der Kontrollfitterung und der 3-tagigen HTE-Fitterung. Es ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede (Student-t-Test fur Paardifferenzen).

Korpergewicht Futteraufnahme HTE-Dosis

Geschlecht Mannchen Weibchen | Mannchen | Weibchen | Mannchen | Weibchen

Kontrolle 35.25+1.17 | 33.49+1.49 | 3.50+0.28 | 3.34+0.28 - -

HTE-Futterung | 35.49+1.22 | 33.53+1.51 | 3.47+0.17 | 3.61+0.21 | 2.89+0.14 | 3.01+0.18

3.1.2 Wirkung von Johanniskraut auf die aMT6s-Exkretion

Die aMT6s-Exkretion von Dsungarischen Zwerghamstern liel3 ohne die Wirkung von
Johanniskraut eine ausgepragte Tagesrhythmik mit erhéhten Nacht- und niedrigen
Tagwerten erkennen. Tagsuber wurden nur auf3erst geringe Mengen an aMT6s
ausgeschieden, wahrend nach Eintreten der Dunkelphase die aMTG6s-Exkretion
deutlich anstieg und nach Beginn der Lichtphase wieder rapide abfiel. Obwohl alle
Zwerghamster diese prononcierte Tagesperiodik in der aMT6s-Exkretion zeigten,
gab es erhebliche Unterschiede zwischen aMT6s-Tagesprofilen verschiedener
Individuen. Vor allem hinsichtlich der Amplitude waren betrachtliche Unterschiede
zwischen einzelnen Hamstern zu erkennen; aber auch die Lage des Maximums und
die Dauer der aMT6s-Exkretion unterschieden sich (Abb. 4).
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Abb. 5: Jeweils drei aMT6s-Tagesprofile von drei verschiedenen Zwerghamstern unter
Futterung von Kontrolldiat, jeweils in 2-tagigem Abstand erfal3t. Die schwarzen Balken auf
der x-Achse kennzeichnen die Dunkelphase.

Die 3-tagige Johanniskraut-Fltterung bewirkte eine Reduktion der néchtlichen
aMT6s-Exkretion. Die Reaktion der Hamster auf die Hypericum-Fitterung fiel aber
individuell unterschiedlich aus (Abb. 6). Wahrend zum Beispiel bei Tier#19 der
Anstieg der aMT6s-Exkretion durch Johanniskraut nur leicht verzégert und kaum
gesenkt wurde, reagierte Tier#13 mit einer so drastischen Reduktion, dalR die
nachtlichen aMT6s-Level fast nicht mehr von den Tagwerten zu unterscheiden
waren. Tier#5 zeigte unter Futterung von Kontrolldiat nur ein verhaltnismafgig
niedriges Maximum der aMT6s-Ausscheidung von 1.62 ng/3h; dieser Maximalwert
wurde durch dreitdgige Johanniskraut-Futterung jedoch noch deutlich um 45.7% auf
0.88 ng/3h gesenkt. Bei Tier#18 ist die aMT6s-Exkretion um 2.00 Uhr MEZ nach
Hypericum-Wirkung gegeniber der entsprechenden Kontrollprobe sogar erhéht. In
dem darauffolgenden 3h-Intervall fiel die aMT6s-Ausscheidung allerdings von zuvor
2.69 ng/3h auf 0.85 ng/3h nach Johanniskraut-Futterung ab.
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Abb. 6: Exemplarische Darstellung individueller aMT6s-Profile vor (schwarze Symbole) und
nach 3-tagiger Hypericum-Wirkung (graue Symbole) im Langtag von 6 Einzeltieren. Die
schwarzen Balken auf der x-Achse markieren die Dunkelphase.
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Auch wenn die Reaktionen auf die HTE-Futterung individuell variierten, bewirkte
Hypericum bei allen Zwerghamstern eine Erniedrigung der aMT6s-Exkretion, was bei
der Betrachtung der Mittelwerte der aMT6s-Ausscheidung im Tagesverlauf deutlich
wird (Abb. 7). Wahrend der Fttterung von Kontrolldiat zeigten alle Hamster - wie
bereits erwahnt - eine ausgepragte Tagesrhythmik der aMT6s-Exkretion mit erhéhten
Nachtwerten, wahrend tagsiiber nahezu kein aMT6s ausgeschieden wurde. In den
Urinfraktionen von 2.00 Uhr und 5.00 Uhr MEZ war der Uberwiegende Teil der
gesamten Tagesmenge an aMT6s enthalten, und zwar bei Mannchen und Weibchen.
Zwischen 2.00 Uhr und 5.00 Uhr MEZ erreichte auch die Mehrheit aller Hamster ihr

tagliches Maximum der aMT6s-Exkretion.

Nach 3 Tagen Futterung der Johanniskraut-Diat war sowohl bei mannlichen als auch
bei weiblichen Zwerghamstern eine deutliche Reduktion der nachtlichen aMT6s-
Ausscheidung zu verzeichnen. Es war zwar noch eine Tagesperiodik erkennbar,
jedoch mit drastisch gesenkten nachtlichen Maximalwerten. Insbesondere der
aMT6s-Gehalt der Urinproben um 2.00 und um 5.00 Uhr MEZ wurde durch
Johanniskraut erheblich reduziert. Die aMT6s-Exkretion der Mannchen sank um 2.00
Uhr um 25.2% und um 5.00 Uhr um 39.1%; wahrend der 2.00 Uhr-Wert der
Weibchen um 42.8% und der 5.00 Uhr-Wert um 47.2% erniedrigt wurde.
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Abb. 7: Tagesprofile der aMT6s-Exkretion von Mannchen (oben; n=8) und Weibchen (unten;
n=8) unter Kontroll-Fltterung (schwarze Symbole) und am 3. Tag HTE-Futterung (graue
Symbole) im Langtag. Dargestellt sind relative Mittelwerte + SEM. Die schwarzen Balken auf
der x-Achse markieren die Dunkelphase. Effekt der Zeit fur Mannchen p<0.001, fir
Weibchen p=0.005; Effekt der Behandlung fir Mannchen p=0.016, fir Weibchen p=0.015;
Interaktion zwischen den Faktoren Zeit und Behandlung fur Mannchen p=0.011, fir
Weibchen p=0.043 (Zweifaktorielle ANOVA fur MelRwiederholungen).
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Johanniskraut hatte in den hier gezeigten Ergebnissen keine Wirkung auf die Dauer
der nachtlich erhéhten aMT6s-Exkretion, wenn man die Dauer als die Zeitspanne
nachtlich erhéhter aMT6s-Exkretion definiert. Der Beginn des aMT6s-Anstiegs nach
Eintritt der Dunkelheit lag mit und ohne Wirkung von Hypericum im Mittel bei 23.00
Uhr MEZ, um 11.00 Uhr bzw. spatestens um 14.00 Uhr MEZ erreichten die Hamster
sowohl vor als auch nach Johanniskraut-Futterung das Ende der néchtlich erhdhten
aMT6s-Exkretion. Bei einzelnen Zwerghamstern hatte es aber den Anschein, als ob
die Phase der nachtlich erhéhten aMT6s-Exkretion unter Hypericum-Wirkung leicht
nach hinten, also in den Tag hinein, verschoben wirde. Sowohl der Anstieg als auch
das Absinken der aMT6s-Ausscheidung verzdgerte sich (Abb. 6, Tier#3, Tier#19,
Tier#20); und zwar insofern, als dal3 der erste wahrend der Dunkelphase erhdhte
aMT6s-Wert durch Hypericum immens erniedrigt wurde, wohingegen der
darauffolgende Wert wieder ndher an dem entsprechenden Kontrollwert lag. Die
aMT6s-Level um 11.00 und um 14.00 Uhr lagen bei Tier#3 nach 3-tagiger
Johanniskraut-Futterung sogar Uber denen des Kontroll-Rhythmus. Bei Tier#20
verschob sich Uberdies das Erreichen des Maximalwertes um ein 3h-Intervall. Eine
solche Phasenverschiebung beschrankte sich aber, wie schon erwéhnt, auf einzelne

Individuen.

Die aMT6s-Ausscheidung am Tage wurde durch Hypericum-Futterung nicht
beeinfluRt; auch unter Johanniskraut-Behandlung wurden wahrend der Lichtphase
keine nennenswerten Mengen an aMT6s ausgeschieden. Der generelle Tagesverlauf
der aMT6s-Exkretion wurde also durch die 3-tdgige Hypericum-Behandlung nicht
maf3geblich veréndert; die Menge des néchtlich exkretierten aMT6s wurde jedoch

wesentlich erniedrigt.

Das Maximum der aMT6s-Exkretion fiel bei den Mannchen nach 3-tagiger
Johanniskraut-Futterung von 3.08+0.59 ng/3h auf nur noch 1.48+0.37 ng/3h
(p=0.0047); bei den Weibchen wurde das Maximum ebenfalls signifikant von
3.31+0.54 ng/3h auf 1.85+0.47 ng/3h (p=0.0083) gesenkt (Abb. 8). Entsprechend
niedriger fiel auch die 24h-Produktion von aMT6s nach Hypericum-Fltterung aus; sie
erreichte bei méannlichen Hamstern unter Fitterung von Kontrolldiat im Mittel
6.44+1.33 ng/24h und wurde durch Hypericum auf 4.69+1.08 ng/24h erniedrigt. Bei
weiblichen Zwerghamstern bewirkte Johanniskraut einen Abfall der aMT6s-
Tagesmenge von 7.41+0.72 ng/24h auf 5.42+0.88 ng/24h. Die Reduktion der aMT6s-

Tagesproduktion war allerdings nur bei den Weibchen signifikant (p=0.033), bei ihren
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mannlichen Artgenossen dagegen bewirkte Hypericum keine signifikante Senkung
der aMT6s-Tagesproduktion (p=0.39).

I Kontrolle
[ 3. Tag HTE

aMT6s (ng/24h)
—
aMT6s-Maximum (ng/3h)

aMT6s (ng/24h)
aMT6s-Maximum (ng/3h)

Abb. 8: Anderung der aMT6s-Tagesproduktion (links) und des aMT6s-Maximums (rechts)
nach 3-tagiger Johanniskraut-Fitterung bei mannlichen (oben, n=8) und weiblichen (unten,
n=8) Dsungarischen Zwerghamstern im Langtag. Die schwarzen Balken geben die
Mittelwerte £ SEM unter Kontrollfiitterung wieder; die grauen Balken zeigen die Mittelwerte +
SEM unter Hypericum-Fitterung. Signifikante Unterschiede sind mit einem * gekennzeichnet
(p<0.05, Student-t-Test fur Paardifferenzen)
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Zwischen dem Maximum und der 24h-Produktion von aMT6s zeigte sich bei den hier
untersuchten Langtaghamstern folgender Zusammenhang: Je héher das Maximum
der aMT6s-Exkretion, desto hoher ist auch die gesamte Tagesproduktion von aMT6s
(Abb. 9). Diese Beziehung erklart sich dadurch, dal3 bei unter langer Photoperiode
gehaltenen Hamstern das nachtliche aMT6s-Maximum einen relativ groRen Anteil an
der 24h-Produktion von aMT6s hat. So war das aMT6s-Maximum der hier
untersuchten mannlichen Zwerghamster mit 61.1+14.9% an der 24h-Produktion
beteiligt; bei den Weibchen hatte das aMT6s-Maximum einen Anteil von 43.5+£3.6%

an der Tagesproduktion.
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Abb. 9: Korrelation zwischen dem Maximum und der 24h-Produktion von aMT6s von im
Langtag gehaltenen Dsungarischen Zwerghamstern unter Fltterung von Kontrollfutter
(schwarze Symbole; n=16) und nach 3-tdgiger HTE-Fitterung (graue Symbole; n=16);
R=0.726; p<0.0001).
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Die Differenz des aMT6s-Maximums unter Kontroll-Fltterung und des Maximums

unter Hypericum-Futterung ist abhangig vom jeweiligen Absolutwert unter
Kontrollbedingungen (Abb. 10 links; r=0.66; p=0.0054). Je hoher also das Kontroll-
Maximum, desto starker fallt auch die Reduktion durch Johanniskraut aus. Fir den
Zusammenhang zwischen der Anderung der Tagesproduktion durch Hypericum und
der absoluten 24h-Produktion unter Kontrollbedingungen gilt das gleiche: Die
absolute Anderung der Tagesproduktion zeigt eine Abhangigkeit von dem Niveau der

Kontroll-Tagesproduktion (Abb. 10 rechts; r=0.74; p=0.0012).
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Abb. 10: Anderung des aMT6s-Maximums nach 3 Tagen Hypericum-Fiitterung in
Abhangigkeit vom aMT6s-Maximum unter Fitterung von Kontrolldiat (links; n=16; r=0.660;
p=0.0054) und Anderung der aMT6s-Tagesproduktion nach dreitagiger Johanniskraut-
Behandlung in Abhangigkeit von der aMT6s-Tagesproduktion unter Futterung von
Kontrollfutter (rechts; n=16; r=0.735; p=0.0012).
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3.1.3 Zeitverlauf der Johanniskraut-Wirkung

Nachdem der Effekt einer 3-tdgigen HTE-Futterung auf das aMT6s-Tagesprofil, die
aMT6s-Maxima und der aMT6s-Tagesproduktion eingehend analysiert waren, sollte
nun der zeitliche Verlauf der Hypericum-Wirkung Uber mehrere Wochen verfolgt
werden.

Betrachtet man sich den Verlauf der Hypericum-Wirkung Uber einen langeren
Zeitraum, so kann man erkennen, dall das Maximum der né&chtlichen aMT6s-
Ausscheidung innerhalb der ersten Tage der Johanniskraut-Behandlung
kontinuierlich abnahm (Abb. 11). Ab dem 3. Tag der Hypericum-Futterung war das
Maximum der Mannchen und Weibchen signifikant niedriger als das
Kontrollmaximum. Nach 6 Tagen betrug das aMT6s-Maximum bei mé&nnlichen
Zwerghamstern nur noch 46.42+6.71% des Maximums unter Kontrollfitterung; das
Maximum der Weibchen sank in 5 Tagen auf nur 21.11+12.48% des Kontrollniveaus.
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Abb. 11: Relative Anderung des aMT6s-Maximums wahrend der ersten 6 Tage der
Johanniskraut-Futterung. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; in der oberen Abbildung von
mannlichen und in der unteren von weiblichen Zwerghamstern (zur Anzahl der Versuchstiere
siehe Tab. 3). * p<0.05; einfaktorielle ANOVA.
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Nach dieser anfanglich so deutlichen Reduktion der aMT6s-Exkretion stieg das
Maximum jedoch nach einer Woche Johanniskraut-Fitterung sowohl bei den
Mannchen als auch bei den Weibchen wieder an (Abb. 12). Mannliche Hamster
erreichten nach 18-tdgiger Behandlung Werte, die nahe an den Ausgangswerten
unter Kontrollbedingungen lagen; das aMT6s-Maximum weiblicher Hamster lag

bereits nach 15 Tagen sogar leicht iber dem Kontrollniveau.

Im Anschlu3 daran konnte aber bei méannlichen und weiblichen Zwerghamstern
erneut eine Abnahme im aMT6s-Maximum festgestellt werden. Der Maximalwert der
aMT6s-Exkretion betrug bei den Weibchen nach 21 Tagen Hypericum-Behandlung
im Mittel 63.14%, bei Mannchen nach 34 Tagen 30.67% des Kontrollmaximums.
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Die Hypericum-Wirkung auf die 24h-Produktion von aMT6s zeigt einen ahnlichen
Zeitverlauf (Abb. 13). Allerdings war bei mannlichen Hamstern am ersten Tag der
HTE-Fitterung zunéchst eine Zunahme der aMT6s-Tagesproduktion zu erkennen,
bevor sie an den folgenden Tagen unter das Kontrollniveau abfiel. Signifikant
reduziert wurde die aMT6s-Tagesproduktion aber nur bei den Weibchen nach 3, 4
und 5 Tagen der Johanniskraut-Futterung (p<0.05). Auch die 24h-Produktion von
aMT6s stieg nach der anfanglichen Reduktion wahrend der 2. Woche der
Hypericum-Filtterung zunachst wieder an, bevor sie im Anschlu? daran erneut
absank, wie dies bereits fir den Zeitverlauf des aMT6s-Maximums beschrieben
wurde. Die aMT6s-Tagesproduktion lag bei den Weibchen am 21. Tag der
Johanniskraut-Wirkung wieder signifikant unter dem Kontrollwert (p<0.05).
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Abb. 13: Relative Anderung der aMT6s-Tagesproduktion der Mannchen (obere Abbildung)
und der Weibchen (untere Abbildung) im Zeitverlauf der Hypericum-Fitterung. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SEM; zur Anzahl der Versuchstiere siehe Tab. 3. * p<0.05;
einfaktorielle ANOVA.
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Tab. 3: Anzahl der Me3punkte, aus denen sich die einzelnen Mittelwerte + SEM der Abb. 11,

12 und 13 zusammensetzen.

Mannchen
Versuchstag Abb. 11/12 Abb. 13
0 8 8
1 3 3
2 1 1
3 8 8
6 4 4
7 5 5
10 3 3
13 5 5
15 2 3
18 ) 5
26 1 3
34 1 3
Weibchen
Versuchstag Abb. 11/12 Abb. 13
0 8 8
2 3 3
4 2 2
5 2 2
6 1 0
7 4 4
11 3 3
13 5 5
15 3 3
21 3 3
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3.1.4 Dosisabhangigkeit der Johanniskraut-Wirkung

Die bisher vorgestellten Ergebnisse dokumentieren eine klare Wirkung von
Hypericum auf die aMT6s-Exkretion Dsungarischer Zwerghamster. Im folgenden
Experiment wurde der Frage nachgegangen, ob diese Wirkung abhangig ist von der
verabreichten Johanniskraut-Dosierung.

Bereits die 7-tdgige Futterung der niedrigsten HTE-Dosis von 1.5 mg/Tag
verursachte eine beachtliche Erniedrigung des aMT6s-Maximums (Abb. 14), die nur
knapp die Signifikanzschwelle verfehlte (p=0.056). Hypericum-Dosierungen von 3, 6
und 10 mg/Tag fuhrten zu einer signifikanten Erniedrigung des aMT6s-Maximums
gegeniuber den Kontroll-Maxima (p<0.05). Die Anderung der 24h-Produktion von
aMT6s nach Johanniskraut-Futterung ist fur alle verwendeten Dosierungen
signifikant (Abb.14).

Tab. 4: Gruppengrof3e und Signifikanzniveaus der Experimente zur Dosisabhangigkeit der
Hypericum-Wirkung.

1.5mg 3.0 mg 6.0 mg 10.0 mg

Gruppengrbélile n=7 n=16 n=11 n==6
Maximum p = 0.056 p <0.001 p=0.018 p <0.001
24h-Prod. p = 0.004 p <0.001 p = 0.006 p <0.001
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Abb. 14: Wirkung von Johanniskraut auf das aMT6s-Maximum (oben) und die 24h-
Produktion (unten) in Abhangigkeit von der HTE-Dosierung. Die schwarzen Balken zeigen
die jeweiligen Kontrollmittelwerte + SEM, die grauen Balken die entsprechenden Werte nach
einer Woche HTE-Fitterung der jeweiligen Dosierung; * p < 0.05, Student-t-Test fur
Paardifferenzen. Zur Anzahl der Versuchstiere siehe Tab. 4.
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Vor allem die Erniedrigung der Tagesproduktion von aMT6s durch Hypericum zeigt
eine deutliche Dosisabhéangigkeit (Abb.15, unten). Wéahrend die Tagesproduktion von
Hamstern, die 1.5 mg HTE pro Tag erhielten, nur um 37.5£7.9% reduziert wurde,
sank die 24h-Produktion von Zwerghamstern, die mit 10 mg HTE pro Tag geflttert
wurden, um 58.9+7.4%. Zwischen den Dosierungen von 3 mg und 6 mg ergab sich
allerdings keinerlei Unterschied in der HTE-Wirkung auf die aMT6s-Tagesproduktion;
sie wurde jeweils um 41.6% gesenkt. Bei der Betrachtung der Hypericum-Wirkung
auf das aMT6s-Maximum (Abb. 15, oben) fallt auf, dal3 auch hier die deutlichste
Absenkung, ndmlich 62.3+6.8%, durch die hdchste Johanniskraut-Dosis von 10.0 mg
hervorgerufen wurde, wohingegen die Ftterung von 3.0 mg und 1.5 mg das
Maximum in geringerem Ausmalfd reduzierte. Die Verabreichung von 3 mg HTE pro
Tag fuhrte zu einem um 50.4+8.2% niedrigeren aMT6s-Maximum; eine Dosis von 1.5
mg reduzierte das Maximum um 32.0+11.5%. Dagegen bewirkte die Fitterung mit
6.0 mg HTE eine Senkung um 37.6+£10.5%, die zwar damit etwas starker ausfiel als
die durch die 1.5 mg-Dosis, jedoch war diese Erniedrigung wiederum geringer als die
durch die 3 mg-Dosis.

Die absoluten Einzelwerte des aMT6s-Gehaltes im Urin Dsungarischer
Zwerghamster in Abhangigkeit von der verabreichten HTE-Dosis zeigten einen
statistisch hochsignifikanten Zusammenhang zwischen dem aMT6s-Gehalt im Urin
und der verabreichten Dosis an HTE (Abb. 16), und zwar sowohl fir die Anderung
des Maximums (R=-0.563; p<0.001), als auch fiir die Anderung der Tagesproduktion
(R=-0.588; p<0.001).
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Abb. 15: Relative Anderung des aMT6s-Maximums (oben) und der 24h-Produktion (unten)
nach einer Woche HTE-Futterung gegeniiber dem Kontrollrhythmus in Abhangigkeit von der
Hypericum-Dosis; dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Zur Anzahl der Versuchstiere siehe
Tab. 4.
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3.1.5 Unwirksamer Johanniskraut-Extrakt

AulRer dem in den bisher gezeigten Studien verwendeten Extrakt wurde eine weitere
Charge von Hypericum-Trockenextrakt eingesetzt (siehe Tab. 1), die sich jedoch als
unwirksam erwies. Der Extrakt zeigte bei einer Dosierung von 10 mg/Tag pro
Hamster weder nach 3, noch nach 5 Tagen HTE-Futterung einen Effekt auf die
aMT6s-Exkretion (Abb. 17), obwohl er sich in der Herstellungsweise nicht von dem
wirksamen Extrakt unterschied. Auch die Futterzubereitung und alle anderen

Versuchsbedingungen wurden nicht verandert.

Abb. 17: Tagesprofile der aMT6s-Exkretion unter Fitterung von Kontrolldiat (schwarze
Kreise), nach 3-tdgiger (graue Vierecke) und nach 6-tdgiger HTE-Fitterung (graue
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3.1.6 Einflu3 von Johanniskraut auf die Melatonin-Synthese

In den vorangegangenen Versuchen wurde der Einflud von Hypericum auf das
Hauptabbauprodukt des Melatonins untersucht. Nun stellt sich aber die Frage, ob
durch HTE-Fltterung nicht nur das Abbauprodukt von Melatonin, sondern auch
Melatonin selbst bzw. die Melatonin-Synthese beeinflu3t wird. Zur Klarung dieser
Frage wurde zum einen die Aktivitat des Schlisselenzyms der Melatonin-Synthese,
der N-Acetyltransferase, und zum anderen der Melatonin-Gehalt des Blutplasmas
von unbehandelten und mit Johanniskraut gefutterten Zwerghamstern verglichen.

3.1.6.1 Einflu3 von Johanniskraut auf die NAT-Aktivitat

Es ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede in der NAT-Aktivitat zwischen der
Kontrollgruppe und den mit Hypericum behandelten Hamstern (Abb. 18). Es hat zwar
den Anschein, als ob die NAT-Aktivitat der HTE-Gruppe leicht hoher liegt als die der
Kontrollen, dieser Effekt ist allerdings statistisch nicht signifikant (p=0.112).
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Abb. 18: Dargestellt ist der Vergleich der Mittelwerte der NAT-Aktivitdt zwischen der
Kontrollgruppe (schwarzer Balken; n=15) und der fur 7 Tage mit Johanniskraut gefutterten
Gruppe (grauer Balken; n=11). Die Symbole zeigen die jeweiligen Einzelwerte, aus denen
sich der entsprechende Mittelwert zusammensetzt. Es ergab sich kein signifikanter
Unterschied (p=0.112; Student-t-Test).
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Obwohl Hypericum also keinen Effekt auf die NAT-Aktivitdt zeigt, die aMT6s-
Exkretion jedoch stark erniedrigt, stellt sich die Frage nach einem mdglichen
Zusammenhang beider Parameter. Da beide Grdl3en aber nicht gleichzeitig erfal3t
werden koénnen, lassen sie sich nur indirekt in Beziehung setzen. Dazu wurden
aMT6s-Tagesprofile der Hamster am Tag vor der Tétung aufgenommen und die
Maxima dieser aMT6s-Tagesrhythmen in Abhangigkeit von der in der
darauffolgenden Nacht gemessenen NAT-Aktivitdt jedes Hamsters dargestellt. In
Anbetracht der sehr geringen Tag-zu-Tag-Variabilitat der individuellen aMT6s-
Exkretion erschien dies jedoch durchaus vertretbar.

In Abb. 19 ist dieser Zusammenhang fur alle im Rahmen dieser Studien untersuchten
Zwerghamster unter Fitterung von Kontrolldiat zu sehen, also ohne EinfluR von
Johanniskraut (schwarze Symbole). Die weil3en Symbole dagegen zeigen denselben
Zusammenhang fur Hamster, die mit einem Hypericum-Trockenextrakt geflttert
wurden, der sich als unwirksam erwies. Wie man deutlich erkennen kann, korrelieren
beide Parameter; hinsichtlich dieses Zusammenhangs gibt es aber keinen
pragnanten Unterschied zwischen den Kontrolltieren (Steigung der Regression:
0.9456) und den mit dem unwirksamen HTE gefltterten Zwerghamstern (Steigung
der Regression: 1.1190).
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Abb. 19: Zusammenhang zwischen dem Maximum der aMT6s-Exkretion und der NAT-
Aktivitat Dsungarischer Zwerghamster unter Kontrollbedingungen (schwarze Symbole; n=24;
r=0.428; p=0.037) und nach 7-tagiger Futterung mit einem unwirksamen HTE (Chargen-Nr.
99865; weille Symbole; n=18; r=0.717; p<0.001).
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Die Frage war nun, wie dieser Zusammenhang unter Fitterung eines wirksamen
Hypericum-Extraktes aussieht. Abb. 20 zeigt diese Beziehung fir die bereits in Abb.
19 gezeigten Kontrolltiere im Vergleich zu den mit wirksamem HTE gefitterten
Hamstern, deren NAT-Aktivitat in Abb. 18 dargestellt wurde.
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I
|
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Abb. 20: Abhangigkeit des aMT6s-Maximums von der in der folgenden Nacht bestimmten
NAT-Aktivitat der Kontrollgruppe (schwarze Symbole; n=24; r=0.428; p=0.037) und der HTE-
Gruppe nach 7-tdgiger Johanniskraut-Futterung (Chargen-Nr. 98070818; graue Symbole;
n=11; r=0.857; p<0.001).
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Diese beiden Gruppen unterscheiden sich beziglich der Beziehung zwischen dem
aMT6s-Maximum und der NAT-AKktivitdt. Die NAT-Aktivitat streute nach einer Woche
Johanniskraut-Futterung zwar in demselben MaflRe wie ohne die Wirkung des
Pflanzenextraktes, allerdings liegen die entsprechenden aMT6s-Maxima der HTE-
Gruppe niedriger als die der Kontrollgruppe. Die Regression, die die Abhangigkeit
dieser beiden Parameter beschreibt, kennzeichnet sich innerhalb der mit
Johanniskraut behandelten Hamster durch eine geringere Steigung (0.4593) als die
vergleichbare Regression der Kontrolltiere (0.9456). Daraus folgt, dal das aMT6s-
Maximum auch unter Johanniskraut-Futterung mit der NAT-Aktivitat korreliert, dal3
aber der NAT-Aktivitat bei Hamstern unter Hypericum-Einwirkung ein niedrigeres
Maximum der aMT6s-Exkretion entspricht als bei unbehandelten Zwerghamstern.
Anders gesagt, weisen die mit HTE behandelten Hamster bei vergleichbarem

aMT6s-Maximum eine hohere NAT-Aktivitat auf als Kontrolltiere.

3.1.6.2 EinfluR von Johanniskraut auf die Melatonin-Konzentration im Plasma

Hamster, die Uber einen Zeitraum von 7 Tagen mit Hypericum gefuttert wurden,
zeigten eine signifikant niedrigere Plasma-Melatonin-Konzentration als Tiere, die mit
Kontrollfutter geftuttert wurden (Abb. 21; p=0.0166). Die Kontrollgruppe erreichte im
Mittel einen Melatonin-Gehalt von 40.17+4.3 pg pro ml Blutplasma, dagegen betrug
die Melatonin-Konzentration der HTE-Gruppe nur durchschnittlich 28.00+1.2 pg/ml
Plasma. Durch die Wirkung von Johanniskraut wurde also nicht nur die nachtliche
aMT6s-Exkretion, sondern auch der Melatonin-Spiegel im Plasma Dsungarischer

Zwerghamster drastisch reduziert.
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Abb. 21: Melatonin-Gehalt im Plasma von Zwerghamstern unter Fitterung von Kontrollfutter
(schwarzer Balken; n=12) und der HTE-Gruppe nach 7-tagiger Hypericum-Fltterung (grauer
Balken; n=11). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; p=0.0166, Student-t-Test.

Entsprechend der Erwartung zeigt sich eine signifikante Korrelation zwischen der
aMT6s-24h-Produktion und der Plasma-Melatonin-Konzentration in  der
darauffolgenden Nacht (Abb. 22).
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Abb. 22: Zusammenhang zwischen der aMT6s-24h-Produktion und der Plasma-Melatonin-
Konzentration der Kontrollgruppe (schwarze Symbole) und der HTE-Gruppe (graue
Symbole). Es ergab sich eine signifikante Korrelation (n=19, r=0.614; p=0.0052).
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Wenn man sich dagegen den Zusammenhang zwischen der Plasma-Melatonin-
Konzentration und der NAT-Aktivitdt betrachtet (Abb. 23), korrelieren diese
Parameter nur unter Kontrollbedingungen (p=0.00174), nicht jedoch unter HTE-
Futterung (p=0.172).
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Abb. 23: Zusammenhang zwischen dem Plasma-Melatonin-Spiegel und der NAT-Aktivitat
Dsungarischer Zwerghamster unter Fitterung von Kontrolldiat (schwarze Symbole; n=10;
r=0.852; p=0.00174) und unter HTE-Fitterung (graue Symbole; n=10; R=0.455; p=0.172).
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3.2 Wirkung von Johanniskraut im Kurztag

Die Johanniskraut-Wirkung auf die Melatonin-Tagesperiodik konnte bei im Langtag
gehaltenen Hamstern eindeutig nachgewiesen werden. Das Ziel des hier
vorgestellten Experimentes war die Beantwortung der Frage, ob sich Hypericum
auch bei unter kurzer Photoperiode gehaltenen Hamstern auf das aMT6s-Tagesprofil
auswirkt.

3.2.1 Wirkung von Johanniskraut auf Futteraufnahme und Kérpergewicht

Auch bei kurztag-adaptierten Zwerghamstern wirkte sich Hypericum weder auf die
Futteraufnahme, noch auf das Koérpergewicht aus (Tab. 5). Das Korpergewicht der
Mannchen lag bei 26.45 g unter Kontrollfitterung und wahrend der dreitadgigen HTE-
Futterung bei 26.32 g. Bei den Weibchen war nach der Futterumstellung nur eine
leichte Kérpergewichtsabnahme (etwa 1 g) festzustellen, und zwar von 27.18 g unter
Kontrollbedingungen auf 26.22 g nach HTE-Fltterung. Die tagliche Futteraufnahme
der Mannchen lag durchschnittlich bei 2.4+0.21 g wahrend der Hypericum-Futterung;
sie nahmen damit 2.0+£0.17 mg HTE auf. Die Weibchen hatten einen Futterverbrauch
von 2.17+0.29 g pro Tag und nahmen somit im Mittel 1.81+0.24 mg HTE zu sich.

Tab. 5: Korpergewicht, Futteraufnahme und HTE-Dosis von mannlichen (n=6) und
weiblichen (n=6) Zwerghamstern im Kurztag. Dargestellt sind die Mitttelwerte + SEM der
letzten 3 Tage der Kontrollfitterung (schwarze Balken) und der 3-tdgigen HTE-Ftterung
(graue Balken). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Student-t-Test fir
Paardifferenzen).

Korpergewicht Futteraufnahme HTE-Dosis

Geschlecht Mannchen Weibchen | Mannchen | Weibchen | Mannchen | Weibchen

Kontrolle 26.45+1.13 | 27.18+2.31 | 2.52+0.19 | 2.51+0.26 - -

HTE-Futterung | 26.32+1.95 | 26.22+2.20 | 2.40+0.21 | 2.17+0.29 | 2.00+0.17 | 1.81+0.24
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3.2.2 Wirkung von Johanniskraut auf die aMT6s-Exkretion

Auch in der Gruppe kurztagadaptierter Zwerghamster gab es - wie bereits fur die
Langtaghamster beschrieben - individuell grof3e Unterschiede im Verlauf des aMT6s-
Tagesrhythmus unter Fltterung von Kontrollfutter, wahrend verschiedene
Tagesprofile eines Einzeltieres sehr konstant blieben.

Die Tagesprofile von Tier #8 und Tier #10 erreichen nur verhaltnismafig niedrige
Spitzenwerte im Vergleich zu anderen Kurztagtieren (Abb. 24). Der zweigipflige
Verlauf der Tagesprofile von Tier #3, Tier #6 und Tier #8 wurde bei im Kurztag
gehaltenen Hamstern mehrfach beobachtet.

Tier #3, Tier #5 und Tier #6 zeigen alle eine Erniedrigung der aMT6s-Exkretion um
23.00 Uhr durch Johanniskraut, wie sie auch in der Darstellung der Mittelwerte in
Abb. 25 zum Ausdruck kommt. Bei Tier #7 lal3t sich durch Hypericum-Wirkung eine
Verzdgerung des Anstiegs der aMT6s-Exkretion und damit auch eine Verschiebung
des Maximums um 3 h nach hinten beobachten, wie dies auch vereinzelt bei im
Langtag gehaltenen Zwerghamstern festzustellen war (vgl. Abb. 6).
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Abb. 24: Exemplarische Darstellung individueller aMT6s-Profile vor (schwarze Symbole) und
nach 3-tagiger Hypericum-Wirkung (graue Symbole) im Kurztag von 6 Einzeltieren. Die
schwarzen Balken auf der x-Achse markieren die Dunkelphase.
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Kurztagadaptierte Zwerghamster zeigten unter Kontrollflitterung, wie auch die zuvor
beschriebenen Langtagtiere, eine ausgepragte Tagesrhythmik in der aMT6s-
Ausscheidung (Abb. 25), allerdings mit wesentlich hoéheren néchtlichen
Maximalwerten. Wahrend die langtagadaptierten Hamster durchschnittliche Maxima
von 3.2 ng/3h (siehe Abb. 8) erreichten, kamen Kurztagtiere auf Maxima von 5.32
ng/3h (Abb. 26). Aber nicht nur die Maxima unterschieden sich zu den Langtagtieren,
sondern auch die Dauer der aMT6s-Exkretion wahrend der Nacht. Durch die
wesentlich langere Dunkelphase verlangerte sich auch die Zeitspanne der erhéhten
aMT6s-Ausscheidung. Nach Erreichen des Maximums 6 bis 9 h nach Beginn der
Dunkelperiode blieb die aMT6s-Ausscheidung wahrend der gesamten Nacht auf
hohem Niveau und sank erst nach Tagesanbruch wieder ab. Wahrend sich im
Langtag die Zeitspanne der nachtlich erhdhten aMT6s-Exkretion zwischen 23.00 Uhr
und 11.00 Uhr MEZ erstreckte, wiesen Kurztaghamster zwischen 20.00 Uhr und
14.00 Uhr MEZ erhtéhte aMT6s-Exkretion auf. Dementsprechend héher war auch die
gesamte Tagesmenge an ausgeschiedenem aMT6s bei den kurztagadaptierten
Hamstern im Vergleich zu Langtaghamstern. Zwerghamster, die in Kkurzer
Photoperiode gehalten wurden, produzierten im Mittel 19.91 ng aMT6s in 24h (Abb.
26), wohingegen im Langtag gehaltene Hamster nur 6.93 ng/24h ausschieden (Abb.
8).

Nach 3-tagiger Johanniskraut-Futterung liel3 sich bei den Kurztaghamstern keine
gravierende Veradnderung des aMT6s-Tagesprofils erkennen (Abb. 25). Bei
mannlichen und weiblichen Zwerghamstern schien Hypericum keinen Effekt zu
zeigen, der mit der im Langtag beobachteten Wirkung vergleichbar ware. Die
nachtlichen Maximalwerte wurden nicht signifikant erniedrigt. Allerdings wurde der
Anstieg der aMT6s-Exkretion nach Eintritt der Dunkelheit bei Zwerghamstern
beiderlei Geschlechts durch die Behandlung mit Johanniskraut verzdgert. Der
aMT6s-Wert um 23.00 Uhr MEZ erreichte bei den Mannchen nach Hypericum-
Futterung noch 64.7% des Kontrollwertes; der entsprechende Wert der Weibchen
wurde auf 52.94% des Kontrollwertes zu diesem Zeitpunkt verringert.
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Abb. 25: Tagesprofile der aMT6s-Exkretion von Mannchen (oben; n=6) und Weibchen
(unten; n=6) unter Kontroll-Fitterung (schwarze Symbole) und am 3. Tag HTE-Fitterung
(graue Symbole) im Kurztag. Dargestellt sind relative Mittelwerte + SEM. Die schwarzen
Balken auf der x-Achse kennzeichnen die Dunkelphase. Effekt der Zeit fir M&nnchen und
Weibchen p<0.001; Effekt der Behandlung n. s. (zweifaktorielle ANOVA fir
MeRwiederholungen).
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Johanniskraut zeigte in kurzer Photoperiode jedoch weder auf die Maxima, noch auf
die 24h-Produktion von aMT6s eine statistisch signifikante Wirkung (Abb. 26).
Allerdings zeichnete sich zumindest eine leichte Absenkung der aMT6s-

Tagesproduktion durch HTE-Futterung ab; und zwar bei mannlichen und weiblichen

Zwerghamstern.
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Abb. 26: Anderung der aMT6s-Tagesproduktion (links) und aMT6s-Maximums (rechts) nach
dreitdgiger Johanniskraut-Futterung bei ménnlichen (oben, n=6) und weiblichen (unten, n=6)
Dsungarischen Zwerghamstern im Kurztag. Die schwarzen Balken geben die Mittelwerte +
SEM unter Kontrollfitterung wieder; die grauen Balken zeigen die Mittelwerte £ SEM unter
Hypericum-Ftterung. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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3.3 Wirkung von Johanniskraut wahrend der Kurztaganpassung

Zwar konnte bei an Kurztag adaptierten Hamstern keine klare Johanniskraut-Wirkung
detektiert werden, dennoch ist fraglich, ob eine langerfristige Futterung des
Pflanzenextraktes die morphologischen und physiologischen Anpassungsvorgange
Dsungarischer Zwerghamster an kurze Photoperiode beeinflut. Die in diesem
Kapitel beschriebenen Experimente beinhalten die Untersuchung einer maoglichen
Hypericum-Wirkung auf die aMT6s-Exkretion, das Kérpergewicht, die Fellumfarbung
und den Gonadenstatus mannlicher und weiblicher Hamster wéahrend der
Kurztaganpassung.

3.3.1 Wirkung von Johanniskraut auf Futteraufnahme und Kérpergewicht

Wie bereits bei dem Langtagexperiment beschrieben, zeigte Hypericum wahrend der
3-tagigen Futterung im Langtag auch bei den hier untersuchten Zwerghamstern
keinerlei Effekt auf die tagliche Futteraufnahme oder das Korpergewicht (nicht
abgebildet). Mannliche Hamster nahmen bei einem mittleren Kdrpergewicht von
37.08+0.96 g im Mittel 3.92+0.27 g HTE-Futter und somit eine Hypericum-Dosis von
3.27 mg pro Tag auf; die durchschnittliche Futteraufnahme der Weibchen betrug bei
einem Korpergewicht von 31.56+1.47 g 3.46+0.38 g pro Tag, wodurch sie taglich
2.88 mg HTE zu sich nahmen.

Wahrend der Kurztagexposition nahm die tagliche Futteraufnahme entsprechend der
Erwartung ab (Abb. 27). Sie betrug wahrend der gesamten Zeit im Langtag
durchschnittlich 3.23+0.10 g und sank im Kurztag auf 2.46+0.07 g. In kurzer
Photoperiode nahmen die Zwerghamster also nur noch im Mittel 2.05 mg HTE pro
Tag auf. In der Futteraufnahme bestand wahrend des gesamten Versuchszeitraumes
kein maRgeblicher Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der HTE-Gruppe.
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Abb. 27: Zeitverlauf der Futteraufnahme der Kontrollgruppe (schwarze Symbole; n=10) und
der HTE-Gruppe (graue Symbole; n=10). Grau hinterlegt ist der Zeitraum der Johanniskraut-
Futterung der HTE-Gruppe; die Zeitspanne in kurzer Photoperiode ist schraffiert.

3.3.2 Wirkung von Johanniskraut auf die aMT6s-Exkretion

Die aMT6s-Exkretion der in diesem Versuchsdurchgang untersuchten Zwerghamster
wurde durch 3-tagige Hypericum-Futterung im Langtag ebenfalls erniedrigt (Abb. 28),
wie dies bereits in dem Experiment unter 3.1.2 beschrieben wurde. Allerdings fiel die
Reduktion der aMT6s-Ausscheidung durch Johanniskraut bei den Weibchen nicht so
beachtlich aus wie in dem zuvor erwahnten Langtagexperiment. Wahrend die
weiblichen Zwerghamster dort sogar starker reagierten als die mannlichen, war bei
den hier untersuchten Weibchen nur eine verhaltnismafig geringe Reduktion durch
Hypericum-Fitterung festzustellen. Innerhalb der Mannchen zeigte Johanniskraut
eine sichtlich starkere Wirkung auf die aMT6s-Exkretion, die durchaus mit den
Ergebnissen des Langtagexperimentes vergleichbar ist.
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68 Tage nach der Umstellung von Langtag auf kurze Photperiode zeigten alle
Hamster ein typisches Kurztagprofil der aMT6s-Exkretion mit hoher Amplitude und
verlangerter Signaldauer (Abb. 29), wie auch die unter 3.2 beschriebenen
Kurztagtiere. An dem hier gezeigten 88. Versuchstag ergab sich kein maf3geblicher
Unterschied im Tagesprofil der aMT6s-Exkretion zwischen Kontrollgruppe und den
seit dem Versuchstag 0 mit Hypericum gefitterten Zwerghamstern. Lediglich bei den
Mannchen der HTE-Gruppe war die aMT6s-Ausscheidung um 20.00 und um 2.00
Uhr MEZ gegeniiber dem entsprechenden Wert der Kontrollgruppe erniedrigt.
Innerhalb der Gruppe der weiblichen Zwerghamster waren hingegen keine
pragnanten Unterschiede im Tagesprofii der aMT6s-Exkretion zwischen
Kontrollgruppe und HTE-Gruppe erkennbar.
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Abb. 28: aMT6s-Tagesprofile der Mannchen (oben, n=5) und Weibchen (unten, n=5) vor der
Futterung mit Johanniskraut (schwarze Symbole) und am 3. Tag der Johanniskraut-
Behandlung (graue Symbole). Dargestellt sind relative Mittelwerte + SEM. Die schwarzen
Balken symbolisieren die Dunkelphase. Effekt der Zeit fir Mannchen und Weibchen p<0.001;
Effekt der Behandlung fur Méannchen p=0.003, fir Weibchen n. s. (zweifaktorielle ANOVA fur
MeRwiederholungen).
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Abb. 29: aMT6s-Tagesprofile von Mannchen (oben) und Weibchen (unten) am 88. Tag der
Hypericum-Ftterung und dem 68. Tag in kurzer Photoperiode. Die schwarzen Symbole
zeigen die jeweiligen Kontrollgruppen; die grauen Symbole zeigen die mit Johanniskraut
gefutterten Hamster (jeweils n=10). Dargestellt sind relative Mittelwerte + SEM. Die
schwarzen Balken markieren die Dunkelphase. Effekt der Zeit fir Mannchen und Weibchen
p<0.001; Effekt der Behandlung n. s. (zweifaktorielle ANOVA fir unabhangige Daten).
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3.3.3 Wirkung von Johanniskraut auf den Koérpergewichtsverlauf

Das Korpergewicht aller beobachteten Hamster nahm in den ersten Tagen des
Versuches zunachst noch allmahlich zu, erreichte wéhrend der Johanniskraut-
Behandlung unter Langtagbedingungen einen relativ konstanten Maximalwert von im
Mittel etwa 35 g und begann nach drei Wochen der Kurztagexposition abzunehmen
(Abb. 30). Diese Korpergewichtsreduktion hielt bis zum Ende des Versuches an,
abgesehen von dem kurzfristigen geringfligigen Anstieg zwischen dem 60. und 70.
Versuchstag.
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Abb. 30: Anderung des Korpergewichtes der Kontrollgruppe (schwarze Symbole; n=10) und
der HTE-Gruppe (graue Symbole; n=10) im Verlauf der Anpassung an kurze Photoperiode.
Der Tag, an dem die HTE-Gruppe mit Hypericum gefittert wurde, wurde als Tag 0 definiert.
Der Zeitraum der Hypericum-Fitterung der HTE-Gruppe ist grau hinterlegt; bis zum 20.
Versuchstag wurden die Tiere im Langtag gehalten; anschlieBend wurden beide Gruppen
unter kurzer Photoperiode gehalten. Der Zeitraum, in dem die Hamster im Kurztag gehalten
wurden, ist schraffiert.

62



Ergebnisse

Nach 10 Wochen im Kurztag hatten die Hamster ein mittleres Kérpergewicht von ca.
30 g erreicht. Hypericum wirkte sich in keiner Weise auf den Verlauf des
Kdrpergewichtes aus (Abb. 30). Es ergaben sich keinerlei Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe und den mit Johanniskraut gefitterten Zwerghamstern.

3.3.4 Wirkung von Johanniskraut auf den Verlauf der Fellumfarbung

Ebenso unbeeinflu3t blieb der Verlauf der Fellumfarbung (Abb. 31); es ergaben sich
keine wesentlichen Unterschiede zwischen Johanniskraut-behandelten Hamstern
und unbehandelten Kontrolltieren. Der Fellindex stieg unter Hypericum-Futterung
analog dem der Kontrollgruppe.
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Abb. 31: Anderung des Fellindex der Kontrollgruppe (schwarze Symbole; n=10) und der
HTE-Gruppe (graue Symbole; n=10) im Verlauf der Kurztaganpassung; ab Versuchstag 20
wurden die Dsungarischen Zwerghamster unter kurzer Photoperiode gehalten.
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3.3.5 Wirkung von Johanniskraut auf den Gonadenstatus

Desweiteren hatte Hypericum keine Auswirkungen auf den Gonadenstatus wahrend
der Kurztaganpassung (Abb. 32). Die Hodenregression der Mannchen verlief unter
Johanniskraut-Futterung zeitgleich mit der von unbehandelten Mannchen. Auch die
mit Hypericum gefltterten Weibchen wurden im gleichen Zeitintervall azyklisch wie
die Weibchen unter Kontrollfitterung.
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Abb. 32: Anderung des Testisindex (oben) und des Zyklusstadiums (unten) von
Kontrollgruppe (schwarze Symbole; jeweils n=10) und HTE-Gruppe (graue Symbole; jeweils
n=10) im Verlauf der Kurztaganpassung. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. Die grau
hinterlegte Flache markiert den Zeitraum der Hypericum-Fitterung der HTE-Gruppe; die
schraffierte Flache den Zeitraum in kurzer Photoperiode.
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4 Diskussion

Bevor auf die zentrale Fragestellung nach der Wirkung von Johanniskraut auf die
Melatonin-Tagesperiodik Dsungarischer Zwerghamster eingegangen werden kann,
soll zunachst die Eignung der Methode der HTE-Futterung diskutiert werden.

4.1 Verabreichung des Hypericum-Trockenextraktes tiber das Futter

Die Herstellung des HTE-Futters, speziell das Anrihren mit Wasser und die
anschlieBende Trocknung fur 48 h bei 60°C, kdnnte eine Veranderung oder sogar
Zerstorung einzelner Inhaltsstoffe des Trockenextraktes zur Folge gehabt haben. So
ist beispielsweise Hyperforin sehr instabil und oxidationsanfallig und ist bei dieser Art
der Zubereitung wahrscheinlich grof3tenteils zerstért worden. Flavonoide und
Hypericine dagegen sind auf3erst stabil und durften im Futter in jedem Falle noch
enthalten gewesen sein. Welche Wirkstoffe allerdings tatsachlich in welchen Mengen
nach der Zubereitung noch enthalten waren, ist nicht bekannt. Es war nach Auskunft
der Firma Bionorica leider nicht moglich, das HTE-Futter auf seine
Zusammensetzung hin zu analysieren. Wegen der verhaltnismafiig geringen
Wirkstoffkonzentrationen im Futter wéaren immens grof3e Futtermengen ndétig
gewesen, um einzelne Komponenten des HTE nachweisen zu kdnnen. Die deutliche
Wirkung dieses HTE-Futters auf die Melatonin-Tagesperiodik beweist allerdings, daf3
in jedem Falle noch ausreichende Mengen an entscheidenden Wirkstoffen enthalten
gewesen sein missen.

Die Verabreichung von HTE Uber das Futter birgt den Nachteil in sich, da’ keine
exakt definierte und fiur alle Hamster gleiche Menge an HTE appliziert werden kann.
Die Menge des aufgenommenen HTE richtet sich vielmehr nach der Futteraufnahme
jedes einzelnen Hamsters und variiert sowohl zwischen verschiedenen Individuen,
als auch von Tag zu Tag. AuBerdem ist die Zeit, zu der die Hamster das Futter
aufnehmen, nicht genau bestimmbar. Da die hier untersuchte Spezies nachtaktiv ist,
kann man aber davon ausgehen, dafl} sich der grote Teil ihrer taglichen
FreRaktivitat auf die Dunkelphase beschrankt. Die Dauer der Nacht betrug bei den
hier untersuchten Langtaghamstern 8 h und fur Phodopus wurde gezeigt, dal3 die
FreRaktivitat in langer Photoperiode gegen Ende der Nacht deutliche Maxima
erreicht (RUF et al. 1990; RUF 1991), so dal3 der Zeitraum der HTE-Aufnahme bei
im Langtag gehaltenen Hamstern noch vergleichsweise eng gefafdt ist. Dagegen
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erstreckt sich die Dauer erhodhter FrelRaktivitat bei Kurztaghamstern aber tber die
komplette Dunkelphase (RUF et al. 1990, RUF 1991), also einen Zeitraum von 16 h.
Wann welcher Hamster wieviel HTE zu sich genommen hat, &Rt sich mit dieser
Methode also nicht detailliert nachvollziehen.

Im Vergleich dazu wére dagegen bei einer Injektion eines Hypericum-Extraktes in
flissiger Form sowohl eine einheitlich festgelegte Dosis, als auch der exakte
Zeitpunkt der Verabreichung definiert. Allerdings wirde eine Injektion den Koérper in
kirzester Zeit mit einer relativ hohen HTE-Dosis Uberschwemmen, wohingegen
durch die Methode der HTE-Fitterung die Tagesdosis an HTE allmahlich
aufgenommen wird, also wahrend mehrerer Fre3phasen Uber eine langere
Zeitspanne. Dariber hinaus ware eine tagliche Injektion mit erheblichem Strel3 fur
die Zwerghamster verbunden, dessen Folgen fur die Versuchstiere und die
Melparameter nicht abzusehen waren.

Der entscheidende Vorteil der HTE-Verabreichung Uber das Futter liegt also darin,
dald diese Methode nicht invasiv und mit keinen extremen Belastungen oder Strel3
fur die Zwerghamster verbunden war. So hatte die Umstellung von Kontrollfutter auf
HTE-haltige Diat keinerlei Auswirkungen auf die Futteraufnahme und das
Korpergewicht der Hamster. Auch wenn durch die Verabreichung des HTE Uber das
Futter keine exakte Dosierung moglich war, konnte doch zumindest die individuelle
Tagesdosis durch die Messung der taglichen Futteraufnahme verhaltnismafig genau
ermittelt werden. Die im Rahmen dieser Experimente gemessene mittleren
Futteraufnahme von 3.615 g pro Tag bei im Langtag gehaltenen Zwerghamstern
stimmte mit dem flr die Dosisberechnung vorausgesetzten Erfahrungswert von 3.6 g
sehr genau uberein. Dadurch entsprach die tatsachlich aufgenommene HTE-Menge
der veranschlagten 3 mg-Dosierung mit durchschnittlich 3.0125 mg pro Tag im
Langtag fast exakt der errechneten ‘Sollmenge’. AuRerdem wurde durch die HTE-
Futterung eine auf das Kérpergewicht bezogene Johanniskraut-Dosierung erreicht,
da die tagliche Futteraufnahme hochsignifikant mit dem Koérpergewicht der
Dsungarischen Zwerghamster korrelierte (Abb. 33).
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Abb. 33: Korrelation der taglichen Futteraufnahme und des Korpergewichts von
Dsungarischen Zwerghamstern im Langtag (schwarze Symbole; n=32) und im Kurztag
(weil3e Symbole; n=24); R=0.636; p<0.001.

Ein weiterer Vorzug der HTE-Fitterung besteht in der vorwiegend auf die Nacht
beschrankten Futteraufnahme von Phodopus, was bedeutet, dafd sich dadurch auch
die HTE-Aufnahme auf die Dunkelperiode und damit den Zeitraum der Melatonin-
Produktion konzentriert. Es ist bekannt, dal3 der Grof3teil der Inhaltsstoffe von
Johanniskraut nach oraler Applikation sehr schnell resorbiert wird und innerhalb der
ersten 1 bis 3 Stunden im Blut und im Gehirn nachweisbar ist (Ubersicht bei HOLZL
et al. 1994). Das Johanniskraut gelangt demzufolge unmittelbar wahrend der

Melatonin-Sekretion in den Organismus.

Insgesamt erwies sich die Methode der HTE-Futterung also durchaus als geeignet,
um die Beeinflussung der Melatonin-Tagesperiodik durch Johanniskraut zu

untersuchen.
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4.2 Wirkung von Hypericum auf die Melatonin-Tagesperiodik

4.2.1 Wirkung von Hypericum auf die aMT6s-Exkretion

Die Quantifizierung der aMT6s-Exkretion ist eine geeignete Methode zur indirekten
Erfassung der Melatonin-Produktion im Pinealorgan Dsungarischer Zwerghamster
(STIEGLITZ et al. 1995). Es handelt sich hierbei um eine nicht-invasive Methode, die
es erlaubt, wiederholte Messungen an ein und demselben Individuum vorzunehmen,
so dall mehrere aMT6s-Tagesrhythmen jedes einzelnen Hamsters sowohl vor als
auch nach der Hypericum-Futterung aufgenommen werden konnten. Aufgrund der
erheblichen interindividuellen Variation des aMT6s-Tagesprofils lag darin ein
entscheidender Vorteil dieser Methode. Anders als punktuelle Messungen der
Plasma-Melatonin-Konzentration oder der NAT-Aktivitdt kann der aMT6s-Gehalt im
Urin in 3h-Intervallen im Tagesverlauf verfolgt werden, wohingegen oben genannte
Parameter von jedem Tier nur einmal und auch nur zu einem einzigen Zeitpunkt
bestimmt werden konnen.

Unter Fitterung von Kontrolldiat zeigten alle untersuchten Zwerghamster
charakteristische aMT6s-Tagesprofile, die der jeweiligen Photoperiode, in der die
Hamster gehalten wurden, entsprachen und sich mit friheren Messungen deckten
(STIEGLITZ et al. 1994). So zeigten im Langtag gehaltene Hamster der vorliegenden
Arbeit eine nachtlich erhéhte aMT6s-Ausscheidung mit einer Amplitude von im Mittel
3.20 ng/3h, die fast exakt der von STIEGLITZ ermittelten Amplitude von 3.23 ng/3h
entsprach. Im Vergleich dazu wiesen Zwerghamster in kurzer Photoperiode eine
deutlich héhere aMT6s-Ausscheidung mit einer mittleren Amplitude von 5.32 ng/3h
auf. Die in der oben zitierten Studie von STIEGLITZ untersuchten Dsungarischen
Zwerghamster zeigten im Kurztag eine etwas héhere mittlere Amplitude von 6.80
ng/3h. Wegen der starken individuellen Variation vor allem in der Amplitude der
aMT6s-Exkretion ist diese Differenz allerdings nicht verwunderlich.

Die Wirkung von Johanniskraut auf die aMT6s-Exkretion aufl3erte sich vor allem in
der drastischen Erniedrigung der Menge des nachtlich ausgeschiedenen aMT6s bei
im Langtag gehaltenen Zwerghamstern, wie sie in Kapitel 3.1.2 beschrieben wurde.
Die aMT6s-Exkretion wahrend des Tages erfuhr durch die HTE-Futterung keinerlei
Veranderungen. Dieser Befund war zu erwarten, da die Melatonin-Produktion durch
Licht direkt gehemmt wird und deshalb tagstuber weder mit noch ohne Hypericum-
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Wirkung nennenswerte Mengen an aMT6s ausgeschieden werden kénnen. Ein
Anstieg des Melatoningehalts am Tage kann nur durch Stimulation (-adrenerger
Rezeptoren durch synthetische [3-Rezeptor-Agonisten wie zum Beispiel Isoproterenol
erzielt werden (STEINLECHNER et al. 1984). Anhand der gezeigten Ergebnisse war
auch kein Effekt von Hypericum auf die Dauer (hier definiert als die Zeitspanne der
Erhdhung der ausgeschiedenen aMT6s-Menge Uber Tagesniveau) und den
Phasenverlauf der nachtlichen aMT6s-Ausscheidung festzustellen. Dies ist jedoch
ebensowenig verwunderlich, da die Dauer der nachtlichen Melatonin-Produktion aus
oben dargelegten Grunden strikt durch die Photoperiode vorgegeben ist. Die
Synthese von Melatonin ist also Uberhaupt nur wahrend der Dunkelheit mdglich;
deshalb héatte sich eine mogliche Wirkung von Johanniskraut auf die Dauer der
aMT6s-Exkretion ausschlie3lich in einer Verkirzung der aMT6s-Exkretionsphase
wahrend der Nacht ausdriicken kénnen. Eine solche Verkirzung der néachtlichen
aMT6s-Ausscheidung, entweder durch eine erst spéater einsetzende oder aber durch
eine friher endende aMTG6s-Exketion, konnte jedoch mit den hier angewandten
Methoden nicht festgestellt werden. Der Urin der Hamster wurde in Zeitintervallen
von 3 h gesammelt, was bedeutet, dald geringfligige Veranderungen der Dauer der
aMT6s-Ausscheidung damit jedoch nicht detektiert werden konnen. Eine
Beeinflussung der Exkretionsdauer ware nur dann zu erkennen, wenn sie sich in den
in 3h-Intervallen gesammelten Urinproben manifestieren wirde. Es ware von Vorteil,
die Zeitintervalle der Urinsammlung zu verkirzen, um eine préazisere zeitliche
Auflésung des aMT6s-Exkretionsprofils zu erhalten. Das dirfte allerdings insofern mit
Schwierigkeiten verbunden sein, als dall das Urinvolumen der Hamster dazu
vermutlich nicht ausreichen wirde. Bei den in dieser Arbeit im 3h-Takt gesammelten

Urinproben schwankte das Volumen von z. T. nur unter 100 pl bis Gber 3 ml.

Allerdings wurde bereits bei der Beschreibung der Ergebnisse daraufhin gewiesen,
dal3 bei einigen Individuen durch Hypericum eine leichte Verzdgerung des Anstiegs
der aMT6s-Ausscheidung hervorgerufen wurde. Diese Verzégerung bedeutete aber
keine Verkirzung der Dauer, da sich auch das morgendliche Absinken der aMT6s-
Ausscheidung verzogerte. Zum Teil verschob sich dadurch sogar der Zeitpunkt der
maximalen aMT6s-Exkretion um ein 3h-Intervall nach hinten. Es stellt sich dabei die
Frage, ob diese nicht bei allen Zwerghamstern beobachtete Phasenverschiebung der
aMT6s-Exkretion eine Folge der Hypericum-Behandlung war oder vielleicht andere
Ursachen hatte. Bei der in diesen Studien angewandten fraktionierten Urinsammlung
ergibt sich das Problem, daf3 ein Zwerghamster beispielsweise wahrend der letzten
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Minuten eines Sammelintervalls in der Dunkelperiode Urin abgibt, wahrend derselbe
Hamster in der folgenden Nacht nicht mehr gegen Ende des gleichen
Sammelintervalls, dafur aber im nachsten Meflintervall vermehrt Urin abgibt. Die
Urinabgabe der Hamster verteilt sich also zuféllig auf das 3h-Raster. Dadurch kénnte
also allein durch eine ‘verspéatete Urinabgabe’ eine Phasenverschiebung der aMT6s-
Ausscheidung zustande kommen. Allerdings hatten sich so auch
Phasenverschiebungen nach vorne ergeben muissen, was jedoch nicht der Fall war.
Aulerdem traten die beschriebenen Phasenverschiebungen ausschlief3lich nach der
HTE-Futterung auf, unter Kontrollbedingungen blieben die von einem Hamster
gemessenen aMT6s-Tagesprofile sehr konstant. Die beobachteten
Phasenverschiebungen der nachtlichen aMT6s-Exkretion dirften aufgrund der
angefuhrten Argumente also durchaus der HTE-Wirkung zuzuschreiben sein.

Die Futterung der Hypericum-Diat fluhrte bereits nach 3 Tagen zu einem markanten
Abfall des aMT6s-Maximums und damit auch der 24h-Produktion von aMT6s. Da das
Maximum der aMT6s-Exkretion bei im Langtag gehaltenen Hamstern einen relativ
groRen Anteil an der Tagesproduktion hat, Kkorrelierten beide Parameter
erwartungsgemal. Bezlglich der drastischen Reduktion der Amplitude der
nachtlichen  aMT6s-Exkretion durch HTE gab es keine auffalligen
geschlechtsspezifischen Unterschiede. Hypericum scheint sich demzufolge in
gleicher Weise auf mannliche wie auf weibliche Zwerghamster auszuwirken. Die
Erniedrigung des aMT6s-Maximums durch HTE war aber von der Hohe des Kontroll-
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erniedrigte Umgebungstemperatur fihrt bei Phodopus innerhalb der ersten Woche
zu einer drastischen Erh6éhung der aMT6s-Tagesproduktion, also einem
gegenteiligen Effekt von Hypericum. Aber auch diese Erh6hung der aMT6s-Exkretion
durch Kalte sinkt anschlieBend wieder ab und erreicht nach 17 Tagen
Ausgangsniveau. Beide Effekte verlaufen also zeitlich analog, allerdings
spiegelbildlich, was daftir sprechen wirde, dald fir beide Wirkungen die gleichen
Regulationsmechanismen verantwortlich sind. Das Signal einer verdnderten
Melatonin-Amplitude wird also, unabhangig von der Richtung dieser Anderung, auf
die gleiche Weise verarbeitet. Der Vergleich mit der Wirkung der Kalteexposition
beweist aulerdem, dal} die durch Johanniskraut hervorgerufene Reduktion der
aMT6s-Amplitude kein unspezifischer Effekt, sondern ein gezielt regulierter Prozel3
ist.

Im weiteren Verlauf der HTE-Wirkung zeichnet sich ab, dal3 sich die aMT6s-
Amplitude erneut erniedrigt. Eine Dokumentation der Johanniskraut-Wirkung tber
eine Zeitspanne von weit mehr als vier Wochen wére noétig, um Aufschlul3 Gber die

Langzeitwirkung von Hypericum auf die aMT6s-Exkretion zu erlangen.
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Abb. 34: Zeitverlauf der aMT6s-Tagesproduktion bei Kalteexposition (oben, n=6; nach Daten
von KLIER und STIEGLITZ, unveréffentlicht) im Vergleich zum zeitlichen Verlauf der
Hypericum-Wirkung auf das aMT6s-Maximum (unten, n=8). Dargestellt sind jeweils relative
Mittelwerte + SEM.
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Aufgrund der Methode der HTE-Futterung konnten den Dsungarischen
Zwerghamstern keine exakt definierten Mengen an HTE verabreicht werden, was
besonders die Untersuchung einer Dosis-Antwort-Beziehung komplizierte. Um so
erstaunlicher sind die klaren Resultate, die unter diesen erschwerten Bedingungen
gewonnen wurden. Zum einen lassen sie den Schluf3 zu, da3 Johanniskraut schon in
sehr geringen Mengen wirksam ist, da bereits die geringste Dosierung von 1.5 mg
pro Tag eine deutliche Absenkung der nachtlichen aMT6s-Exkretion bewirkte. Vor
allem aber ist die Wirkung von Hypericum auf die aMT6s-Exkretion abhéngig von der
verabreichten HTE-Dosis; sowohl die Wirkung auf das aMT6s-Maximum, als auch
die Wirkung auf die 24h-Produktion korrelieren hochsignifikant mit der HTE-Dosis. Je
mehr Johanniskraut ein Hamster erhalt, desto starker wird seine nachtliche aMT6s-
Exkretion erniedrigt.

4.2.2 Unwirksamer Johanniskraut-Extrakt

Einer der drei verwendeten Hypericum-Trockenextrakte erwies sich als unwirksam.
Diese Extrakt-Charge zeigte weder eine Wirkung auf die aMT6s-Exkretion, noch auf
die NAT-Aktivitat der Zwerghamster. Das Herstellungsverfahren dieses Extraktes, die
Futterzubereitung und alle anderen Versuchsbedingungen wurden jedoch nicht
verandert. Warum dieser Extrakt im Gegensatz zu den beiden anderen verwendeten
keine vergleichbaren Effekte auf die aMT6s-Exkretion zeigte, kann nicht geklart
werden. An Inhaltsstoffen wurde nur der Gehalt an Hypericinen und Hyperforin
bestimmt. Es ist aber nicht klar, ob diese Inhaltsstoffe auch fur die Wirkung
verantwortlich sind. Anfanglich wurde Hypericin fur die antidepressive Wirkung von
Johanniskraut-Extrakt verantwortlich gemacht (SUZUKI et al. 1984, STAFFELDT et
al. 1993). Inzwischen gilt diese Ansicht jedoch als tberholt; heute wird Hyperforin als
ein der Wirkung zugrunde liegender Inhaltsstoff angesehen (CHATTERJEE et al.
1998, LAAKMANN et al. 1998). Der Hyperforingehalt des HTE-Futters durfte aber
nur noch sehr gering gewesen sein, da Hyperforin sehr instabil ist und bei der
Prozedur der Futterzubereitung wahrscheinlich groR3tenteils zerstért worden ist.
AulRerdem kann Hyperforin sicher nicht der einzige wirksame Inhaltsstoff sein; die
Wirksamkeit von Johanniskraut beruht wahrscheinlich eher auf einer Interaktion
verschiedener Inhaltsstoffe.

Die Tatsache, dal3 der fur die meisten Experimente dieser Arbeit verwendete Extrakt
im Vergleich zu dem unwirksamen sogar wesentlich weniger Hyperforin und
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Hypericine enthielt, aber dennoch deutliche Effekte auf die aMT6s-Exkretion zeigte,
konnte bedeuten, dal3 es eine optimale Hyperforin- bzw. Hypericin-Dosis geben
konnte. Wenn dieser jeweilige Optimalwert tberschritten wird, nimmt die Wirksamkeit
ab. Desweiteren zeigt der Vergleich der Zusammensetzung der Extrakte, dafld weder
Hypericine, noch Hyperforin allein fur die Wirkung von HTE auf die Melatonin-
Tagesperiodik verantwortlich sein kénnen. Es muf} also auf jeden Fall andere

entscheidende Wirkstoffe geben, in deren Gehalt sich beide Extrakte unterschieden.

4.2.3 Wirkung von Hypericum auf die Melatonin-Synthese

Wie oben erwéhnt, stellt die Ausscheidung des Melatonin-Metaboliten aMT6s ein
zuverlassiges Mald fur die Melatonin-Synthese im Pinealorgan Dsungarischer
Zwerghamster dar. Diese Aussage ist allerdings nur fur unbehandelte Hamster
bewiesen. Wie sich der Zusammenhang zwischen Melatonin-Produktion und aMT6s-
Exkretion unter dem EinfluR von Hypericum verhalt, ist nicht bekannt. Der Befund,
dald HTE-Futterung die aMT6s-Exkretion erniedrigt, gibt also nicht unbedingt eine
direkte Information Uber die Melatonin-Synthese im Pinealorgan. Um die
Beeinflussung der Melatonin-Synthese durch Johanniskraut beurteilen zu kénnen,
wurde zusatzlich die Aktivitat der N-Acetyltransferase gemessen. Dieses Enzym tragt
die  Schlisselrolle im  Syntheseweg des Melatonins, da es den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktionskaskade katalysiert und liefert
somit direkte Informationen uber die Produktion von Melatonin. Wie in dieser Arbeit
erstmals gezeigt werden konnte, korrelierte das aMT6s-Maximum unter
Kontrollbedingungen signifikant mit der NAT-Aktivitat; und das, obwohl beide
Parameter nicht gleichzeitig, sondern an zwei aufeinanderfolgenden Tagen erfafl3t
werden mul3ten. AuBerdem stellt die NAT-Aktivitatsbestimmung nur eine punktuelle
Messung dar, die von jedem Zwerghamster nur ein einziges Mal und nur zu einem
Zeitpunkt ermittelt werden kann. Da aber auch die Aktivitat der NAT einem
circadianen Rhythmus unterliegt (STEINLECHNER et al. 1987), ist nicht sicher, ob
die jeweils gemessene NAT-Aktivitdt immer dem nachtlichen Maximum entsprach.
Aus der Arbeit von STEINLECHNER et al. geht hervor, dall Dsungarische
Zwerghamster unter entsprechenden Langtagbedingungen etwa 5 h nach Beginn der
Dunkelphase die maximale NAT-Aktivitat erreichen. Aufgrund dieses Befundes
wurde der Zeitraum festgelegt, in dem die Pinealorgane der Hamster prapariert
wurden. Da die Dunkelphase um 21.00 MEZ einsetzte, wurden die Zwerghamster
zwischen 2.00 Uhr und 3.00 Uhr MEZ getétet. Aus eigenen Vorversuchen bestétigte
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sich, dal3 friher praparierte Hamster eine eher niedrigere NAT-AKktivitat im

Pinealorgan aufwiesen (Abb.35).
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Abb. 35: NAT-Aktivitdt im Pinealorgan Dsungarischer Zwerghamster in Abhangigkeit vom
Praparationszeitraum und im Vergleich zu Literaturdaten von STEINLECHNER et al. 1987.
Der linke Balken gibt den Mittelwert + SEM der zwischen 1.00 Uhr und 2.00 Uhr MEZ Zeit
getdteten Hamster an (n=17); der mittlere Balken den der zwischen 2.00 Uhr und 3.00 Uhr
MEZ praparierten Hamster (n=15) und der rechte Balken den der Daten nach
STEINLECHNER et a. 1987 (n=5).

Die durchschnittliche NAT-Aktivitat der in dieser Arbeit untersuchten Hamster betrug
3.3 + 0.32 nmol*h™*Pineal™ und lag damit zwar unter dem von STEINLECHNER et
al. ermittelten Maximum von ca. 5.5 + 0.88 nmol*h™*Pineal™ bei einem Licht-Dunkel-
Wechsel von 16:8. Aber in Anbetracht der auch hier auftretenden recht grol3en
individuellen Schwankungsbreite, die auch in Abb. 35 offenkundig wird, liegt die hier
bestimmte mittlere NAT-Aktivitat doch nahe an dem in der erwahnten Studie
gemessenen Maximum. Aul3erdem war die Gruppengrof3e der von STEINLECHNER
et al. ermittelten Daten im Vergleich zu den in dieser Arbeit untersuchten Hamstern
sehr gering (n=5). Zusétzlich unterstreicht die bereits angesprochene Korrelation
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zwischen dem n&chtlichen aMT6s-Maximum und der NAT-Aktivitat der
darauffolgenden Nacht, dall die Messung der Enzymaktivitat der NAT unter
Futterung von Kontrolldiat als zuverlassiger Parameter fir die Melatoninsynthese

gelten kann.

Aus der 7-tagigen HTE-Fltterung resultierten jedoch keine signifikanten
Veranderungen der NAT-Aktivitat. Aufgrund des fir unbehandelte Hamster
bewiesenen Zusammenhangs der aMT6s-Ausscheidung und der Melatonin-
Produktion im Pineal hatte man aber erwarten kénnen, dal’ die NAT-Aktivitat durch
Hypericum ebenfalls erniedrigt wirde. Es gab zwar tatsachlich auch unter HTE-
Futterung einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem aMT6s-Maximum und
der NAT-Aktivitat, die Beziehung beider Parameter unterschied sich jedoch von der
unter Kontrollbedingungen durch eine geringere Steigung der Regressionsgerade.
Das bedeutet, dalR Zwerghamster bei gleichem aMT6s-Maximum unter HTE-
Futterung eine hohere NAT-Aktivitat aufweisen als Kontrolltiere. Anders ausgedrtickt
entspricht die gleiche NAT-Aktivitdit bei HTE-gefltterten Zwerghamstern einem
niedrigeren aMT6s-Maximum als bei unbehandelten Hamstern. Johanniskraut
beeinfluRte also nur die aMT6s-Ausscheidung, nicht aber die NAT-Aktivitat. Setzt
man nun voraus, daf3 die NAT-Aktivitdt ein verlalicher Indikator der Melatonin-
Produktion im Pinealorgan ist, wirde dieser Befund bedeuten, dal3 Hypericum die
aMT6s-Exkretion, nicht aber die Melatonin-Synthese beeinflul3t.

Entscheidend fur die Frage, an welcher Stelle Johanniskraut in den Melatonin-
Stoffwechsel eingreift, war vor allem die Bestimmung des Melatonin-Gehaltes im
Blutplasma der Dsungarischen Zwerghamster. Wie die unter 3.1.5.2 beschriebenen
Ergebnisse belegen, hatte die HTE-Futterung eine pragnante Erniedrigung des
nachtlichen Plasma-Melatoninspiegels zur Folge. Den Erwartungen entsprechend
zeigte sich eine signifikante Korrelation von aMT6s-Tagesproduktion und Plasma-
Melatonin-Konzentration, und zwar sowohl unter HTE-Einwirkung als auch unter
Futterung von Kontrollfutter. Beide Parameter wurden durch Hypericum deutlich
erniedrigt; der Zusammenhang zwischen der aMT6s-24h-Produktion und der
Plasma-Melatonin-Konzentration blieb jedoch unverandert und folgte den gleichen
Gesetzmaligkeiten wie unter Kontrollbedingungen. Eine solche Beziehung zwischen
dem Melatoningehalt im Plasma und der aMT6s-Tagesproduktion konnte bereits von
STIEGLITZ et al. 1994 gezeigt werden und fand in den hier ermittelten Daten
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Bestatigung. Einen entsprechenden Zusammenhang fanden tbrigens auch NOWAK
et al. (1987) beim Menschen.

Der Melatoningehalt im Blutplasma korrelierte auch mit der NAT-Aktivitat im
Pinealorgan; allerdings nur unter Fltterung von Kontrolldiat. Da Zwerghamster unter
HTE-Fltterung insgesamt nur sehr geringe Plasma-Melatonin-Konzentrationen
aufwiesen, ergab sich kein Zusammenhang mit der NAT-Aktiviat mehr. Die
Korrelation beider Parameter unter Kontrollfitterung bezeugt aber nochmals die
zuvor diskutierte SchlUsselrolle der NAT fir die Melatoninsynthese. Bei
unbeeinfluRten Zwerghamstern ist die Messung der NAT-Aktivitat unter den
gegebenen Umstanden also in jedem Falle ein verla3liches Mal} fir die Melatonin-
Produktion und wirde daher eher gegen eine Beeinflussung der Melatoninsynthese
durch Johanniskraut sprechen. Ob das Resultat eines durch Hypericum erniedrigten
Plasma-Melatonin-Gehaltes  trotzdem aus einer durch HTE inhibierten
Syntheseleistung zustande kommt, oder ob die Reduktion der Plasma-Melatonin-
Konzentration andere Ursachen hat, muf? nach wie vor offen bleiben. Dieses
Ergebnis lalt aber in jedem Falle den Schlu? zu, dall dem Organismus nach
Hypericum-Behandlung deutlich weniger im Blut zirkulierendes Melatonin zur
Verfigung stand als ohne die Einwirkung von HTE. Die mdglichen Folgen eines
erheblich reduzierten Melatoninspiegels und einer ebenfalls erniedrigten aMT6s-
Amplitude sollen im Zusammenhang mit der Rolle der Melatonin-Amplitude diskutiert

werden.

Durch die vorliegende Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dal3 Johanniskraut
eine beachtliche Wirkung auf die Melatonin-Tagesperiodik Dsungarischer Zwerg-
hamster hat, die sowohl durch einen deutlich erniedrigten nachtlichen Plasma-
Melatoninspiegel, als auch durch eine drastisch reduzierte Amplitude der aMT6s-
Exkretion im Urin deutlich wird.

Uber den Effekt dieses Pflanzenextraktes auf die Melatonin-Tagesperiodik gibt es
bisher nur eine einzige Veroffentlichung, in der behauptet wird, dal3 eine 3-wdchige
Einnahme von Hypericum-Tropfen beim Menschen eine Erh6hung des néchtlichen
Plasma-Melatonin-Spiegels bewirkt (DEMISCH et al. 1990). Die in der zitierten Arbeit
suggerierte Erhéhung fiel aber insgesamt &uf3erst gering aus und war ohnehin nur
um 0.30 Uhr und um 0.45 Uhr statistisch signifikant. Ein weiteres Manko dieser

Studie ist die Tatsache, dal3 ausschliel3lich Gruppen-Mittelwerte ohne jegliche
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Angaben Uber die Streuung der einzelnen MelRwerte abgebildet werden. Dieser
Befund erscheint also sehr zweifelhaft und bedirfte dringend einer Uberpriifung.
Wenn man aber von der eher unwesentlichen Erhdhung des Plasma-Melatonin-
Spiegels einmal absehen wirde, hiel3e das, dal3 sich nach einer 3-wdchigen
Hypericum-Behandlung der Melatonin-Tagesgang im menschlichen Plasma nicht
malfigeblich verandert hatte.

Die hier dokumentierten Untersuchungen zum Effekt von Johanniskraut-Extrakt auf
die Melatonin-Tagesperiodik des Dsungarischen Zwerghamsters beweisen
zuverlassig eine Erniedrigung der aMT6s-Amplitude und des Plasma-Melatonin-
Spiegels nach einer Woche Hypericum-Futterung. Im weiteren Verlauf des
Behandlungszeitraumes stieg die aMT6s-Amplitude wieder an und erreichte nach 2
bis 3 Wochen wieder Kontroliniveau. In dieser Hinsicht wiirden sich also beide
Studien entsprechen, indem nach einer 3-wochigen Hypericum-Behandlung weder
bei Menschen, noch bei Dsungarischen Zwerghamstern Auswirkungen auf die
Melatonin-Tages-periodik festzustellen waren.

4.3 Wirkung von Hypericum im Kurztag

Bei Zwerghamstern, die unter kurzer Photoperiode gehalten wurden, liel3 sich keine
Wirkung von Hypericum detektieren, die der im Langtag vergleichbar gewesen ware.
Bis auf die geringfugige Verzégerung des aMT6s-Anstiegs scheinen Kurztaghamster
keine Reaktion auf die HTE-Futterung zu zeigen. Das kdnnte zum einen dadurch zu
erklaren sein, dal3 die Futteraufnahme dieser Hamster niedriger war als die der
Langtagtiere, so daR sie auch weniger Hypericum zu sich nahmen. Unter
Berucksichtigung der reduzierten Futteraufnahme von unter kurzer Photoperiode
gehaltenen Hamstern héatte man in diesem Experiment ein starker konzentriertes
HTE-Futter verwenden kdnnen. Da aber bei im Langtag gehaltenen Dsungarischen
Zwerghamstern bereits eine Tagesdosis von 1.5 mg pro Tier das Maximum der
aMT6s-Exkretion effektiv erniedrigte, hétte man trotz der verminderten
Futteraufnahme unter kurzer Photoperiode eine Wirkung erwartet. Immerhin nahmen
die Kurztaghamster mit durchschnittlich 1.91 mg sogar noch etwas mehr HTE pro
Tag auf. Aul3erdem lag auch das Koérpergewicht der Kurztaghamster unter dem der
langtagadaptierten Zwerghamster. Wenn man sich die tagliche HTE-Aufnahme pro g
Kdrpergewicht statt pro Hamster betrachtet (Abb. 36), lal3t sich kein gravierender
Unterschied zwischen Langtag- und Kurztaghamstern erkennen. Zwerghamster, die
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unter kurzer Photoperiode gehalten wurden, nahmen mit 0.076 mg HTE pro ¢
Korpergewicht nur geringfigig weniger auf als ihre im Langtag gehaltenen
Artgenossen, die 0.084 mg/ g KG zu sich nahmen.
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Abb. 36: Tagliche HTE-Aufnahme pro g Kérpergewicht von im Langtag (schwarzer Balken;
n=32) und im Kurztag (weil3er Balken; n=24) gehaltenen Dsungarischen Zwerghamstern.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

Andererseits liegt sowohl die Signalamplitude als auch die gesamte Tagesmenge der
aMT6s-Exkretion bei im Kurztag gehaltenen Zwerghamstern deutlich hdher als im
Langtag. So betrug das aMT6s-Maximum langtagadaptierter Hamster 3.2 ng/3h,
wahrend Kurztagtiere Maxima von im Mittel 5.32 ng/3h erreichten. Die aMT6s-
Tagesproduktion betrug im Langtag 6.93 ng/24h, im Kurztag lag sie dagegen mit
19.91 ng/24h fast 3 Mal so hoch. Die im Kurztag verdnderte Reaktion auf die
Johanniskraut-Futterung konnte also mit dem deutlich héheren aMT6s-Level in
Verbindung gebracht werden.
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Auch wahrend der Kurztagadaptation zeigte Hypericum keine statistisch signifikante
Wirkung auf den Verlauf der Fellumfarbung, der Futteraufnahme und des
Kdrpergewichts, sowie der Gonadenregression des Dsungarischen Zwerghamsters,
obwohl Johanniskraut bei denselben Hamstern zuvor im Langtag eine deutliche
Reduktion der aMT6s-Amplitude bewirkte. Allerdings ist der entscheidende Faktor,
der die Auslésung der Winteranpassungen beim Dsungarischen Zwerghamster
bestimmt, nicht die Amplitude, sondern die Dauer der nachtlichen Melatonin-
Produktion (BITTMANN et al. 1983, CARTER und GOLDMANN 1983 a und 1983 b,
STEINLECHNER et al. 1987, BARTNESS und GOLDMANN 1988, WAYNE et al.
1988, MAYWOOD et al. 1990 und 1991). Trotzdem hatte man aber einen
modulierenden Einflu@ der Johanniskraut-Futterung erwarten koénnen. Nach
Umstellung auf Kurztag konnten aber keine deutlichen Effekte des Pflanzenextraktes
mehr detektiert werden. Die im Langtag so klare HTE-Wirkung verlor sich also nach
Anderung der Photoperiode.

Allerdings zeigt sich vor allem im Zeitraum zwischen Versuchstag 50 und 70 doch
zumindest die Tendenz zu einer Hypericum-Wirkung. Obwohl das Kdrpergewicht der
HTE-Gruppe vorher fast immer Uber dem der Kontrollgruppe lag, sinkt es im
besagten Zeitraum unter die Werte der Kontrollgruppe. Auch der Fellindex scheint
bei der HTE-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe etwas schneller anzusteigen
(zwischen Versuchstag 50 und 60). Ebenso liegen die Werte des Testisindex und
des Zyklusstadiums der HTE-Gruppe ab dem 60. Versuchstag unter denen der
Kontrollgruppe. Diese Befunde kdnnten darauf hinweisen, dal3 sich eine Hypericum-
Behandlung mit einer hoheren Dosis eventuell beschleunigend auf die
Anpassungsvorgadnge an kurze Photoperiode auswirken konnte. Zur Bestatigung
dieser Hypothese mifRten allerdings weiterfihrende Untersuchungen angestellt
werden.

In jedem Falle aber wirkte sich die Hypericum-Futterung im Kurztag anders aus als
bei langtagadaptierten Hamstern. Offensichtlich wird also die Wirkung der
Johanniskraut-Futterung durch die Photoperiode moduliert. Da jedoch die Kurztag-
Akklimatisation bei Phodopus mit drastischen physiologischen Umstellungen des
Organismus verbunden ist, ist der Befund einer veranderten Sensitivitat gegentber
der Hypericum-Behandlung im Kurztag nicht verwunderlich. Auch andere Faktoren,
wie z. B. die Leptin-Sensitivitdt werden bei Phodopus durch die Anpassung an kurze
Photoperiode verandert (KLINGENSPOR et al. 2000). Leptin wird von Adipocyten
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sezerniert und reflektiert den Korperfettgehalt. Damit spielt Leptin eine wichtige Rolle
fur die Korpergewichtsregulation. Wahrend das Kdrpergewicht im Kurztag reduziert
wird, nimmt die Leptin-Sensitivitat zu. Auch die Sensitivitat der Hypothalamus-
Hypophysen-Achse fur die negative Ruckkopplungswirkung von Testosteron wird
beim Hamster durch Anpassung an kurze Photoperiode erhéht (ELLIS und TUREK
1979). So ist im Kurztag schon ein relativ geringer Testosteron-Spiegel ausreichend,
um die Gonadotropin-Produktion zu hemmen, wahrend im Langtag die Sensitivitat so
stark erniedrigt ist, daR auch bei erhohtem Testosteron-Spiegel Gonadotropine
produziert werden.

Die aMT6s-Exkretion ist im Kurztag deutlich héher als im Langtag (sowohl die Dauer,
als auch die Amplitude), wahrend die Sensitivitat gegentber Hypericum offenbar
erniedrigt ist. Der erhdhte aMT6s-Level im Kurztag kdnnte demnach eine geringere
Empfindlichkeit gegentber der Hypericum-Wirkung bedeuten; es waren also hdhere
HTE-Dosierungen nétig, um einen den Langtagbedingungen entsprechenden Effekt
zu erzielen. Die neuroendokrinen Mechanismen, die im Zentralnervensystem zu

einer Modulation der Hormonsensitivitaten fihren, sind nicht bekannt.

4.4 Maogliche Wirkmechanismen von Hypericum

Dal? Johanniskraut einen Effekt auf den Melatonin-Stoffwechsel hat, steht inzwischen
aulBer Frage. Fraglich ist aber, an welcher Stelle des Melatonin-Metabolismus
Hypericum eingreift. Wird die Synthese oder die Metabolisierung von Melatonin
beeinflu3t?

Als Index fir die Melatonin-Synthese wurde die Enzymaktivitat der NAT im
Pinealorgan gemessen; desweiteren wurde Melatonin selbst im Plasma bestimmt
und zusatzlich die Tagesrhythmik der aMT6s-Exkretion im Urin. Wéahrend die NAT-
Aktivitat unverandert blieb (Abb.37; durch ein Minuszeichen symbolisiert), wurden
sowohl der Plasma-Melatonin-Spiegel, als auch die aMT6s-Exkretion durch
Johanniskraut-Futterung erniedrigt (Abb. 37; durch einen nach unten zeigenden Pfeil
gekennzeichnet). Welche Ursache konnte diesen Befunden zugrunde liegen? Wie

lassen sich die gewonnenen Resultate interpretieren?

Die Reduktion des Melatonin-Spiegels im Blutplasma Dsungarischer Zwerghamster
nach Hypericum-Fltterung kénnte durch eine Hemmung der Melatoninsynthese zu
erklaren sein. Die Aktivitdt des Schliisselenzyms dieses Syntheseweges wurde aber
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durch Hypericum nicht beeinflu3t, was dieser These zunachst widersprechen wirde.
Die NAT spielt zweifelsfrei eine zentrale Rolle im Syntheseweg von Melatonin. So
konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dal3 die Messung der NAT-Aktivitat
einen zuverlassigen Parameter fiur die Melatonin-Tagesperiodik darstellt. Sie
korreliert unter Kontrollbedingungen sowohl mit dem aMT6s-Maximum, als auch mit
der Plasma-Melatonin-Konzentration. Allerdings gelten diese Ergebnisse
ausschlieBlich fur unbehandelte Zwerghamster; wie sich das fur HTE-gefltterte
Hamster verhalt, ist nicht geklart. Man sollte dartiber hinaus nicht aul3er Acht lassen,
dalR die NAT-Aktivitat in vitro gemessen wurde; das Resultat kann deshalb nicht
ohne weiteres auf den Organismus Ubertragen werden. Andererseits kdnnte aber
zum Beispiel auch die Aktivitat der HIOMT oder eines anderen Enzyms der
Melatoninsynthese durch HTE gehemmt werden. Ein weiterer Erklarungsansatz
bestiinde in der Annahme, dal3 die Aufnahme von Tryptophan aus dem Blut in die
Pinealocyte durch Johanniskraut inhibiert werden koénnte. Allerdings liegt das
Pinealorgan Dsungarischer Zwerghamster auf3erhalb der Blut-Hirn-Schranke, so daf3
Tryptophan diese nicht passieren muf3. Trotzdem konnte durch HTE die
Tryptophanaufnahme behindert oder aber auf andere Art und Weise die
Tryptophanverfugbarkeit beeintrachtigt werden. So kdnnte zum Beispiel Tryptophan
an anderer Stelle verstarkt aufgenommen werden. Alle genannten Mdglichkeiten
wirden jedenfalls einen erniedrigten Plasma-Melatonin-Spiegel und eine erniedrigte
aMT6s-Ausscheidung verursachen, ohne die NAT-Aktiviat zu verandern.

Wenn aber die durch Hypericum unveranderte NAT-Aktivitdt als Indiz einer
unbeeinfluBten Melatoninsynthese interpretiert wirde, muiRten alternative
Wirkmechanismen, die der Synthese nachgeschaltet sind, fur die gesenkte Plasma-
Melatonin-Konzentration nach HTE-Futterung verantwortlich sein. So kénnte man
zum Beispiel in Betracht ziehen, dal3 Melatonin unter Johanniskrautwirkung nicht
mehr zum Grof3teil zu aMT6s metabolisiert wirde, sondern stattdessen zu 6-
Hydroxy-melatonin-Glucuronid. Dieses Endprodukt der Melatonin-
Verstoffwechselung entsteht normalerweise nur zu einem geringen Prozentsatz. Bei
der Hausmaus werden beispielsweise 70-80% des Melatonins zu aMT6s abgebaut,
wohingegen nur etwa 5% des hydroxylierten Melatonins an Glucuronséure konjugiert
ausgeschieden werden (KOPIN et al. 1961). Das Verhaltnis von Sulfat zu Glucuronid
ist aber artspezifisch und fir den Dsungarischen Zwerghamster nicht genau bekannt.
STIEGLITZ et al. (1994) ermittelten fur diese Spezies aMT6s-Mengen zwischen 58%
und 77%. Durch HTE-Futterung konnte das Verhéltnis beider Endprodukte aber
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zugunsten des Glucuronids verschoben werden, was eine erniedrigte aMT6s-
Exkretion bei unbeeinflulBter NAT-Aktivitdt zur Folge héatte. Die durch Hypericum
signifikant erniedrigte Plasma-Melatonin-Konzentration Dsungarischer Zwerghamster
lieRe sich jedoch nur damit erklaren, dafd nicht nur vermehrt 6-Hydroxymelatonin-
Glucuronid entsteht, sondern der Melatonin-Abbau insgesamt drastisch verstarkt
werden mufdte. Durch einen potenzierten Abbau des Pinealhormons zu Glucuronid
kdme sowohl ein niedrigerer Melatonin-Spiegel im Plasma zustande, als auch eine
reduzierte aMT6s-Ausscheidung, wahrend die NAT-Aktivitat im Pinealorgan
unveréndert bliebe. Diese Interpretationsmaoglichkeit liefert also ebenfalls eine
geeignete Erklarung fir die im Rahmen dieser Studie gewonnenen Resultate. Ob
Hypericum letztendlich die Melatoninsynthese hemmt oder aber den Melatonin-
Metabolismus forciert, konnte aber anhand der hier angestellten Untersuchungen
nicht eindeutig geklart werden und muf3 daher offen bleiben.
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Abb. 37: Schema zu den Wirkungen und den mdglicherweise zugrunde liegenden
Wirkmechanismen von Hypericum auf die Melatonin-Tagesperiodik des Dsungarischen
Zwerghamsters (NAT: N-Acetyltransferase).
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4.5 Rolle der Melatonin-Amplitude

Welche Bedeutung konnte die durch HTE-Fltterung erzielte Erniedrigung der
Plasma-Melatonin-Konzentration und der aMTG6s-Exkretion fir den Organismus
haben? Welche Funktion kommt der Amplitude des Melatoninsignals zu, und durch
welche Faktoren wird sie reguliert?

Dald sich die Melatonin-Amplitude Dsungarischer Zwerghamster im Kurztag erhoht,
ist bekannt. Aber nicht nur die Photoperiode beeinflu3t die Signal-Amplitude; es gibt
noch andere Faktoren, die diesen Parameter regulieren. So fuhrt Kalteexposition im
Langtag zu einer Erh6hung der Melatonin-Amplitude; zum einen durch erhdhte NAT-
Aktivitat (STIEGLITZ et al. 1994), zum anderen auch durch erhohte aMT6s-Exkretion
(STIEGLITZ et al. 1994; eigene Daten, unverétffentlicht). Die Umgebungstemperatur
ist also in der Lage, die Melatonin-Amplitude unabhangig von der Photoperiode zu
beeinflussen. Hypericum zeigt einen gegenteiligen Effekt auf die Melatonin-
Amplitude; sie wird im Langtag drastisch erniedrigt. Es ware nun interessant zu
klaren, ob sich beide Wirkungen gegenseitig aufheben. Beide Effekte unterscheiden
sich allerdings hinsichtlich der NAT-Aktivitat. Kalte induziert eine erhdohte NAT-
Aktivitat, wahrend durch Hypericum-Fltterung dagegen die NAT-AKktivitat
unverandert bleibt. Daraus I3t sich schlie3en, daf} beide Wirkungen verschiedenen
Regulationsmechanismen unterliegen.

Durch HTE-Futterung wurde die im Blut zirkulierende Melatonin-Menge mal3geblich
reduziert. Da Melatonin als Hormon der inneren Uhr eine wichtige Rolle fur die
circadiane Rhythmik spielt, lag die Frage nahe, ob die durch Johanniskraut
verminderte Melatonin-Amplitude Folgen fur den Verlauf der Kdrpertemperatur und
die lokomotorische Aktivitat Dsungarischer Zwerghamster haben konnte. Beide
Parameter werden von der inneren Uhr gesteuert und weisen ein ausgepragtes
tagesperiodisches Muster auf. Zur Klarung dieser Frage wurden in einer Studie von
PATZELT und KLIER (bisher unverotffentlicht) sowohl die Kérpertemperatur durch
intraperitoneal implantierte Temperaturtransmitter, als auch die lokomotorische
Aktivitat mittels Infrarot-Bewegungsmelder vor und wéahrend einer HTE-Futterung im
Langtag kontinuierlich aufgezeichnet. Der Verlauf der Kérpertemperatur blieb durch
Hypericum unbeeinflul3t; es zeigte sich aber wahrend der Hypericum-Fitterung eine
erniedrigte lokomotorische Aktivitat gegentber der Kontrollfatterung, die durch einen
verzogerten Aktivitatsbeginn nach Eintreten der Dunkelphase zustande kam,
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wahrend Dauer und Ende der Aktivitatsphase unverandert blieben. Diese Wirkung
von HTE erinnert an den ebenfalls leicht verzégerten Anstieg in der aMT6s-Exkretion
durch Johanniskraut, die in der vorliegenden Arbeit dokumentiert wurde und sich im
gerade beschriebenen Experiment erneut bestatigte. HTE-FUtterung wirkt sich also in
vergleichbarer Weise auf die Melatonin-Tagesperiodik und die lokomotorische
Aktivitat Dsungarischer Zwerghamster aus, was auf einen direkten Zusammenhang
beider Parameter schlieRen lalt. Demnach kdnnte also die Melatonin-Amplitude eine
Rolle fur die Regulation der lokomotorischen Aktivitdt spielen. Wenn eine durch
Johanniskraut erniedrigte Melatonin-Amplitude eine reduzierte lokomotorische
Aktivitat zur Folge hat, mufdte eine erhéhte Melatonin-Amplitude eine gesteigerte
lokomotorische Aktivitdt hervorrufen. Wie schon erwahnt, bedingt Kalte eine
Erhéhung der Melatonin-Amplitude. Der Hypothese entsprechend zeigt sich unter
Kalteexposition tatsachlich eine Steigerung der lokomotorischen Aktivitat (RUF et al.
1990).

Zum anderen konnte die Melatonin-Amplitude aber auch eine Rolle fir die
Synchronisation der circadianen Rhythmik spielen. Der Schrittmacher der inneren
Uhr hat eine Periodenlange, die von der 4uReren 24h-Tagesperiodik abweicht. Uber
die Wahrnehmung der Photoperiode und der Produktion des Pinealhormons
Melatonin wird dieser endogene circadiane Rhythmus mit dem 24-Tag
synchronisiert. Die Amplitude des Melatoninsignals kénnte ein Maf3 fur die Intensitat
des Entrainments der endogenen Rhythmen sein: je hoher der Melatoninspiegel ,
desto starrer der Rhythmus, je geringer aber die Melatonin-Amplitude, desto flexibler
ware die endogene Rhythmik. Ein solcher Interpretationsansatz lieRe sich
bekraftigen, indem die Wirkung einer HTE-Ftterung bei Phasenverschiebungen der
Photoperiode untersucht wirde. Der Hypothese zufolge muf3te eine HTE-Fltterung
Dsungarischer Zwerghamster die Anpassung an einen Phasensprung des Licht-
Dunkel-Wechsels begunstigen.

Durch ein entsprechendes Experiment von PATZELT und KLIER (bisher
unveroffentlicht) lie3 sich oben angestellte Vermutung tatsachlich beweisen (Abb.
38). Die lokomotorische Aktivitat einer Kontrollgruppe und einer mit HTE gefitterten
Gruppe (6 mg/Tag) wurde durch Infrarot-Bewegungsmelder kontinuierlich
aufgezeichnet. Zunachst wurden alle untersuchten Zwerghamster einer um 3 h nach
hinten verschobenen Photoperiode ausgesetzt, der sowohl mit HTE-gefltterte als

auch unbehandelte Hamster in ihrem lokomotorischen Aktivitatsmuster folgen
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konnten. Durch einem erneuten Phasenshift um 5 h nach hinten wurde jedoch bei 7
von 8 Zwerghamstern, die mit Kontrolldiat geftttert wurden, die circadiane Rhythmik

zerstort, wahrend alle mit HTE gefitterten Hamster ihr Aktivitdtsmuster auch diesem
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5-h-Phasensprung anpassen konnten.

Abb. 38: Doppelplot-Darstellung der lokomotorischen Aktivitat im Verlauf der verschiedenen
Phasenverschiebungen, exemplarisch von einem Kontrollhamster (links) und einem mit HTE
geflutterten Hamsters (rechts); der Zeitraum der HTE-Ftterung ist durch den schwarzen Pfeil
markiert. In der ersten Zeile sind die MeRwerte von Stunde 0-48 aufgetragen; in der zweiten
Zeile Stunde 24-72 usw.; die senkrechten schwarzen Linien markieren die Dunkelphase. Die
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schwarzen Balken geben die Gesamtaktivitat pro Tag wieder. Nach Daten von PATZELT
und KLIER, unveroffentlicht.
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Eine erniedrigte Melatonin-Amplitude erleichtert also die Resynchronisation nach
einem Phasensprung. Ahnliche Effekte werden in der Literatur durch Melatonin-
Behandlung beschrieben; so zum Beispiel von HAU und GWINNER (1994) bei
Hausspatzen und von MARUMOTO et al. (1996) bei Ratten. Beide Spezies konnten
durch implantierte Melatonin-Pumpen Phasenspringen der Photoperiode leichter
folgen als unbehandelte Kontrolltiere. Auf den ersten Blick scheinen diese
Ergebnisse im Widerspruch zu den Ergebnissen des Phasensprung-Experimentes
bei Dsungarischen Zwerghamstern zu stehen, da die Hausspatzen und Ratten durch
eine kontinuierliche Zufuhr von Melatonin resynchronisiert wurden, die Hamster
dagegen durch eine Erniedrigung der Melatonin-Amplitude. Allerdings bewirken
beide Effekte eine Abschwachung des Melatoninsignals, zum einen durch eine
drastische Erhéhung und damit Uberlagerung des Melatoninrhythmus, zum anderen
durch eine starke Erniedrigung der Melatonin-Amplitude und damit Unterdriickung
des Melatoninrhythmus (Abb. 39). Durch beide Wirkungen wird also die Oszillation
des endogenen Rhythmus gesenkt und damit die Sensitivitat des circadianen
Systems gegenuber Zeitgeber-Stimuli erhéht.

A

Melatonin-Implantat

aMT6s

Hypericum-Futterung

Zeit

Abb. 39: Schema zur Wirkung der Johanniskraut-Fitterung im Vergleich zu einer Melatonin-
Implantation. Die diinne schwarze Linie kennzeichnet den Verlauf der aMT6s-Exkretion unter
Kontrollbedingungen, die dickere graue Linie den Verlauf nach Hypericum-Fitterung und die
dickere schwarze Linie nach Implantation einer Melatonin-Pumpe.
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4.6 Effekt von Hypericum auf die Melatonin-Tagesperiodik als
antidepressives Wirkprinzip?

Wie in der Einleitung bereits dargelegt, gibt es eine Reihe Uberzeugender
Argumente, die Depressionen mit einer Stérung der inneren Uhr in Verbindung
bringen. Wie kénnte in diesem Zusammenhang die Wirkung von Johanniskraut auf
die Melatonin-Tagesperiodik interpretiert werden? Beruht auf diesem Effekt auf das
zentrale Hormon der inneren Uhr vielleicht sogar die antidepressive Wirkung der
Heilpflanze?

Bei depressiven Patienten scheint die Synchronisation der endogenen Rhythmen mit
dem &aulReren 24h-Tag gestort zu sein. Wenn man der antidepressiven Wirksamkeit
von Hypericum die Erniedrigung der Melatonin-Amplitude zugrunde legt, kdnnte das
bedeuten, dalR eine gesenkte Melatonin-Amplitude eine Resynchronisation
erleichtern wirde. Die zuvor gezeigten Resultate des Phasensprung-Experimentes
bei Dsungarischen Zwerghamstern bestatigen die Annahme, daf die Erniedrigung
der Melatonin-Amplitude durch Johanniskraut eine Anpassung an eine veranderte
Photoperiode erleichtert. Auf die gleiche Weise kénnte auch die Resynchronisation
des endogenen Rhythmus depressiver Patienten mit der 24h-Tagesperiodik
ermdglicht werden. Das wiederum wuirde bedeuten, dal die Erniedrigung der
Melatonin-Amplitude Grundlage des antidepressiven Wirkmechanismus von
Hypericum sein konnte.

4.7 Perspektiven

Wie zuvor ausfuhrlich dargelegt, ist die Rolle der Melatonin-Amplitude bislang nicht
geklart. Auch uber die Regulation der Signal-Amplitude ist wenig bekannt. Die hier
dokumentierte klare Erniedrigung der Melatonin-Amplitude durch Johanniskraut
macht es moglich, weiterfiihrende Experimente zu kreieren, die zur Aufklarung der
Funktion der Melatonin-Amplitude und deren Regulation beitragen.

Die Effekte von Hypericum auf die Melatonin-Tagesperiodik, die in dieser Arbeit
charakterisiert wurden, konnten zur Qualitatatssicherung von Johanniskraut-
Praparaten herangezogen werden. Wenn man davon ausgeht, daf3 die Erniedrigung
des Plasma-Melatonin-Spiegels und der aMT6s-Exkretion durch Hypericum-
Behandlung Indices fur die Effektivitat der Pflanzenzubereitungen sind, konnte im
Tierexperiment schnell und zuverlassig die Qualitat einzelner Chargen getestet
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werden. Ein im Rahmen dieser Arbeit verwendeter HTE erwies sich als unwirksam,
obwohl er sich beziglich des Herstellungsverfahrens nicht von den wirksamen
Extrakten unterschied und auferdem auf bestimmte Inhaltsstoffe standardisiert
wurde. Diese Tatsache bedeutet, dal? die bisher angewandten Methoden zur
Qualitatssicherung unzureichend sind. Dariber hinaus werden Johanniskraut-
Praparate von zahlreichen Herstellern angeboten, die sich hinsichtlich des
Herstellungsverfahrens und der Herkunft des Pflanzenmaterials unterscheiden, was
eine absolut zuverlassige Qualitatsprufung unerlallich macht. Da aber weder die fur
die  Wirkung von Johanniskraut verantwortlichen Inhaltsstoffe, noch die
Wirkmechanismen bekannt sind, wurde eine sichere Standardisierung der
Pflanzenextrakte bisher enorm erschwert. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte
Wirkung von Hypericum auf Melatonin konnte nun als Kriterium fir die Wirksamkeit
der Hypericum-Praparate herangezogen werden und somit eine einfache und
verlaBliche Qualitatssicherung ermdglichen.

Wenn man die Wirkung von Johanniskraut auf die Melatonin-Tagesperiodik mit der
antidepressiven Wirkung dieser Heilpflanze in Verbindung bringt, bestatigt sich darin
der in der Einleitung dargelegte Zusammenhang zwischen dem Krankheitsbild von
Depressionen und einer Storung der circadianen Rhythmik und gibt damit Anlal? zu
medizinischen und chronobiologischen Forschungsprojekten in dieser Hinsicht.
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5 Zusammenfassung

Melatonin ist der neuroendokrine Ubermittler der Photoperiode, die eine wichtige
Rolle bei der Synchronisation circadianer Rhythmen spielt. Circadiane Rhythmen
werden Uber die Wahrnehmung der Photoperiode zum einen intern aufeinander
abgestimmt und zum anderen mit dem 24h-Tag synchronisiert. Der tagliche Licht-
Dunkel-Wechsel spielt au3erdem eine zentrale Rolle bei der Winteranpassung von
Kleinsaugern wie dem Dsungarischen Zwerghamster (Phodopus sungorus). Dabei ist
die Dauer der nachtlichen Melatonin-Sekretion das Signal, das die Lange der Nacht
codiert und damit auch der entscheidende Faktor, der fur die Auslosung der
Winteranpassungen verantwortlich ist. Welche Bedeutung der Amplitude des
Melatonin-Signals zukommt und wie sie reguliert wird, ist bisher nicht geklart.

Ein Hinweis darauf, dall Johanniskraut (Hypericum perforatum) die Melatonin-
Amplitude beim Menschen beeinflussen kdnnte, gab Anlal3 dazu, diesen Hinweis am
Dsungarischen Zwerghamster zu Uberprifen und dadurch sowohl die Funktion der
Melatonin-Amplitude als auch die Wirkungsweise von Johanniskraut zu untersuchen.
Dazu wurde den Hamstern Hypericum-Trockenextrakt (HTE) in unterschiedlichen
Dosierungen uber das Futter verabreicht und die Exkretion des
Hauptabbauproduktes von Melatonin (aMT6s) im Urin bestimmt. Desweiteren wurde
die Aktivitat des Schlisselenzyms der Melatonin-Synthese, der N-Acetyltransferase
(NAT), im Pinealorgan gemessen. Aul3erdem wurde der Melatoninspiegel im
Blutplasma bestimmt. Dabei sollten auch die Fragen geklart werden, ob es
geschlechtsspezifische Unterschiede einer mdglichen Hypericum-Wirkung auf die
Melatonin-Tagesperiodik gibt und ob es Wechselwirkungen zwischen der
Photoperiode und der Hypericum-Wirkung gibt.

Die Verabreichung von HTE Uber das Futter hatte zwar den Nachteil, dal3 keine
exakt definierte und fur alle Hamster gleiche Menge an HTE appliziert werden
konnte. Im Gegensatz zu Injektionen stellte die Methode der HTE-Futterung
allerdings eine nicht-invasive Alternative dar, die mit keinerlei Stre3 fur die
Zwerghamster verbunden war. Aul3erdem stellte sich heraus, daf} die tatsachlich
Uber das Futter aufgenommene HTE-Dosis fast exakt der errechneten Sollmenge
entsprach. Vor allem die klaren Resultate belegen, dall die HTE-Futterung eine

geeignete Methode war.
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Die 3-tdgige Futterung einer Tagesdosis von 3 mg HTE fuhrte bei im Langtag
gehaltenen Dsungarischen Zwerghamstern zu einer Reduktion der Melatonin-
Amplitude um etwa 50%. Dabei wurde sowohl das aMT6s-Maximum, als auch die
gesamte aMT6s-Tagesproduktion drastisch erniedrigt. Aul3erdem konnte bei
einzelnen Hamstern eine leichte Phasenverschiebung des aMT6s-Rhythmus in den
Morgen beobachtet werden. Auf die Dauer der nachtlichen aMT6s-Ausscheidung
und die aMT6s-Exkretion am Tage konnten keine Auswirkungen von Johanniskraut
festgestellt werden. Auch gab es keine geschlechtsspezifischen Unterschiede
bezuglich der Hypericum-Wirkung; die Futterung von HTE wirkte sich in gleichem

Mafl3e auf mannliche wie auf weibliche Zwerghamster aus.

Der Zeitverlauf der Johanniskraut-Wirkung zeichnete sich durch eine kontinuierliche
Erniedrigung des aMT6s-Maximums wéhrend der ersten Woche der HTE-Futterung
aus. Nach 6 Tagen Hypericum-Futterung wurde das aMT6s-Maximum um mehr als
60% gesenkt. Nach Erreichen dieses Minimums stieg die aMT6s-Amplitude wieder
an, bis sie nach etwa 2-3 Wochen erneut das Kontrollniveau erreichte. Die Wirkung
von Hypericum auf die 24h-Produktion von aMT6s zeigte einen analogen Zeitverlauf.
Es hat den Anschein, als ob nach der anfanglichen Reduktion der aMT6s-Amplitude

adaptive Prozesse greifen, die diese Wirkung reversibel machen.

AulRer der 3 mg-Dosierung wurden weitere HTE-Mengen von 1.5 mg, 6 mg und 10
mg eingesetzt, um zu prifen, ob die Wirkung von Johanniskraut auf die Melatonin-
Tagesperiodik dosisabhangig ist. Die Resultate ergaben sowohl fir das aMT6s-
Maximum, als auch fir die aMT6s-Tagesproduktion einen statistisch
hochsignifikanten Zusammenhang zwischen HTE-Dosis und -Wirkung. Das Ausmalf}
der Erniedrigung der aMT6s-Exkretion hangt also von der verabreichten
Johanniskraut-Menge ab. Diese dosisabhangige Wirkung kénnte zukinftig als
wichtiges Kriterium fur die Wirksamkeit von Hypericum-Praparaten gelten.

Die 7-tdgige Futterung einer Tagesdosis von 10 mg HTE hatte keine Auswirkungen
auf die NAT-Aktivitat im Vergleich zu unbehandelten Hamstern. Die erniedrigte
aMT6s-Amplitude resultiert also nicht aus einer durch Hypericum gehemmten NAT-
Aktivitat; der Angriffsort von Johanniskraut mufd daher an einer anderen Stelle der
Reaktionskaskade der Melatonin-Synthese oder -Metabolisierung liegen. Ein
Vergleich des Plasma-Melatonin-Spiegels beider Gruppen ergab jedoch eine
signifikante Erniedrigung durch HTE-Fltterung gegeniber den mit Kontrolldiat
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gefutterten Hamstern. Obwohl also das Schrittmacherenzym der Melatonin-Synthese
durch Johanniskraut unbeeinfluldt bleibt, steht dem Organismus nach HTE-
Einwirkung deutlich weniger im Blut zirkulierendes Melatonin zur Verfigung.
Johanniskraut verringert demzufolge nicht nur das Hauptabbauprodukt des
Melatonins im Urin, sondern auch Melatonin selbst im Blutplasma.

Bei im Kurztag gehaltenen Zwerghamstern zeigte eine 3-tagige HTE-Futterung von 3
mg pro Tag keine Effekte, die mit der im Langtag dokumentierten Wirkung
vergleichbar waren. Lediglich eine leichte Verzdgerung des nachtlichen aMT6s-
Anstiegs konnte festgestellt werden. Auch eine langerfristige HTE-Futterung wahrend
der Kurztaganpassung beeinfluite in keiner Weise den Verlauf der
Kdrpergewichtsreduktion, der Fellumfarbung und der Gonadeninvolution. Diese
Befunde sprechen dafir, dal3 es in der Tat zu Wechselwirkungen zwischen
Hypericum und der Photoperiode kommt, wodurch sich der Extrakt dieser Heilpflanze
also unter verschiedenen Licht-Dunkel-Wechseln unterschiedlich auswirkt. Die in
kurzer Photoperiode deutlich erhéhte Melatonin-Amplitude scheint gegenuber der im

Langtag gezeigten drastischen Erniedrigung durch Johanniskraut resistent zu sein.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, da3 Johanniskraut die Melatonin-
Tagesperiodik Dsungarischer Zwerghamster beeinflu3t. Die Charakterisierung dieser
Wirkung ist ein Beitrag zur Aufklarung der bisher unbekannten Wirkmechanismen
von Johanniskraut. Es gibt eine Reihe Uberzeugender Argumente dafur, dal3 die
Wirkung von Johanniskraut etwas mit dem photoperiodischen Informationstransfer zu
tun haben muR. Die drastische Erniedrigung der Melatonin-Amplitude durch
Hypericum kénnte Grundlage der antidepressiven Wirkung des Pflanzenextraktes
sein. Daruber hinaus macht das in der vorliegenden Arbeit etablierte Testverfahren
es mdoglich, die Wirksamkeit von Johanniskraut-Extrakten einfach und zuverlassig im
Tiermodell zu bestimmen. AuRerdem koénnen anhand der dosisabhangigen
Hypericum-Wirkung auf die aMT6s-Exkretion - wie bereits erwahnt - verschiedene

Extrakte und Chargen verglichen und standardisiert werden.
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