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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Allgemeines

In nahezu alen Léandern der Welt wird Hopfen angebaut. , Hopfen und Malz, Gott
erhalt’s!“ Dieses Sprichwort weist schon auf die zentrale Rolle von Humuluslupulus L. fir
die Brauerel von Bier hin. Hopfen ist fur den typisch herben Geschmack, das Aroma und
die Stabilitat verantwortlich. Uber 99 % der Jahresproduktion von weltweit etwa 100 000
Tonnen (Hopsteiner, 2001) gehen in die Produktion von Bier. In Deutschland befindet sich
mit der Hallertau bei Minchen das grofte zusammenhangende Anbaugebiet der Welt (ca
15 000 ha). Der Nutzung von Humulus lupulusals Arzneimittel kommt nur eine untergeord-
nete Bedeutung zu. Die Hopfenzapfen oder Extrakte aus den Hopfenzapfen werden einge-
setzt bei Unruhe, Angstzustanden oder Schlafstérungen, meist in Kombination mit anderen
Sedativa. Die Inhaltsstoffe von Humulus lupulus sind relativ gut beschrieben. Welche der
etwa 100 Bitterstoffe, 300 Aromakomponenten und 100 Polyphenole fir die sedierende

Wirkung verantwortlich sind ist, alerdings wenig bekannt oder widersprichlich.

1.2 Geschichte

Die urspriingliche Heimat des Hopfensist unklar, dafossile Funde fehlen. Wildformen des
Hopfens kommen heute noch in Flulniederungen und Auen vor (Hager, 2002). Durch den
Anbau als Kulturpflanze wurde Hopfen auf der ganzen Welt verbreitet. Er wurde wahr-
scheinlich schon lange in Europa genutzt, die erste bekannte Erwahnung in der Literatur
stammt von Plinius d. A (23-79 n.Chr.) in seiner Naturalis Historia Die Romer kannten
den Hopfen, jedoch wurden Hopfensprossen als Delikatesse und nicht zur Bierherstellung
verwendet. Bier- oder bierdhnliche Getrénke gibt es wahrscheinlich schon sehr lange,
jedoch wurden diese nicht mit Hopfen, sondern mit Myrte, Honig, Zimt, Eichenlaub, Efeu,

Wegewartenwurzel, Schafgarbe oder anderen Krautern gewlrzt. Einige Autoren gehen
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davon aus, daid bereits in Babylon 7000 Jahre v. Chr. eine Art Bier gebraut wurde (Moir,
2000) und bei Ausgrabungen der alten &gyptischen Konigsstadt Amarna fand man Uberre-
ste einer Brauerel (Czygan, 1992). Auch die Wikinger (8. bis 11. Jahrhundert) kannten
bereits ein bierdhnliches Getrank, Met, welches aus Wasser, Honig und Hefe gebraut wurde.
Erste geschichtliche Hinweise auf den Anbau von Hopfen stammen aus dem 8. Jahrhundert
n. Chr.. Wahrscheinlich waren es Mdnche, die den Hopfen in Mitteleuropa kultivierten und
als Bierzusatz entdeckten. Pipin, der Vater Karls des Grof3en, schenkte 768 der Abtei von
St. Denis bel Parishumlonariae (Hopfengarten). Von den Freisinger Bischéfen Anno (854-
875) und Arnold (875-883) wurden Hopfengarten urkundlich in der Region der Hallertau
und anderen Orten in Oberbayern erwahnt (Bertsch, 1947). Uber die Verwendung von Hop-
fen bei der Bierherstellung berichtete zuerst Hildegard von Bingen (1098-1175) in ihrer
Physica. Sie beschreibt darin nicht nur die konservierende Wirkung des Hopfens, sondern
weist auch darauf hin, dal? der Hopfen die Melancholie des Menschen vergroliere (Mller,
1982). Auch Albertus Magnus erwahnt in seiner de vegatibilius die Tatsache, dal3 Hopfen
den Kopf beschwert. Der aus dem arabischen Raum stammende 1bn-Al-Baytar (um 1200)
welist ebenfalls auf eine ddmpfende Eigenschaft des Hopfens hin. Vielleicht sind dies frihe
Hinweise auf eine sedative Wirkung.

Durch das Bekanntwerden der konservierenden und geschmacksverfeinernden Eigenschaf-
ten des Hopfens wurden andere Zusétze nach und nach verdrangt, bis 1516 das bayerische
Reinheitsgebot erlassen wurde. Es schreibt fir die Herstellung des Bieres die dleinige Ver-
wendung von Wasser, Malz und Hopfen vor. Durch den steigenden Bierkonsum in den fol-
genden Jahrhunderten wurde Hopfen zu einem begehrten Handel sgut und bescherte Stadten
wie z.B. Nurnberg Reichtum. Um die Herkunft und Reinheit des Hopfens festzulegen, wur-
den zuerst in der Stadt Spalt (1538) und spéter in allen hopfenanbauenden Gebieten Hop-
fensiegel eingefiihrt. Hopfen wurde auch nach England exportiert, dort aber zunéchst von
Heinrich VIII. verboten. Wahrscheinlich weil ater, braun geféarbter Hopfen verwendet
wurde, der mit Schwefeldioxid gebleicht worden war. Durch britische und hollandische
Siedler wurde der Hopfen im frihen 17. Jahrhundert in die USA gebracht, wo im Y akima
Valley das grofte Hopfenanbaugebiet entstand. Im 18. und 19. Jahrhundert erreichte der
Hopfen schliefdlich Australien und Neuseeland (Moir, 2000).
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Seinen botanischen Namen Humulus lupuluserhielt der Hopfen 1737 durch Carl von Linné.
Zur Herkunft dieser Bezeichnung gibt es unterschiedliche Theorien. Das im spdthochdeut-
schen nachweisbare hopfo, das sich im englischen als hop wiederfindet, soll aus dem aus
germanisch-mittell ateinischen hupa entstanden sein. Es weist vielleicht, wie das norwe-
gisch-mundartliche hupp fir Quaste, auf die zapfenartigen Fruchtstande hin (Kluge, 1989).
Der Begriff Humulus kommt dagegen aus dem L ateinischen, esist die Verkleinerungsform
von vulgér Latein humlo fir Hopfen (Duden, 2000). Man findet ihn auch in der franzosi-
schen Bezeichnung houblon fir Hopfen wieder. Der Zusatz lupulusist die Verkleinerungs-
form von Lupus (lat. Wolf) und deutet auf die tiberwuchernden Eigenschaften des Hopfens
hin. Der Begriff wurde schon von Plinius d. A. im Zusammenhang mit Hopfen gebraucht, er

nannte ihn Lupus salictarius

1.3 Botanische und systematische Beschreibung von

Humulus lupulus L.

Humulus lupulus L. ist eine ausdauernde, meistens rechtswindende Pflanze, deren einjah-
rige Triebe 6 m, in Kulturen 12 m Lange erreichen. Die Stengel sind griin und nicht verhol-
zend. Die lang gestielten Bléatter sind gegenstéandig, 10 bis 15 cm breit, oberseits rauhhaarig
und aus einem herzformigen Grund heraus meist drei- bis siebenlappig. Der Blattrand ist
gesdgt. Von Juli bis August erscheinen die grinlich-weif3en mannlichen Bliten mit ca. 5
mm Durchmesser. Sie sind in lockeren Rispen angeordnet. Die welblichen Bliten stehen in
dichten, stark verzweigten Infloreszenzen. Der Fruchtknoten hat zwei Narben und ist am
Grunde von einem hautigen, eng anliegenden Perigon umschlossen. Das Hullblatt ist 5- bis
8nervig, sein oberes Ende abgerundet. Zur Zeit der Reife wachsen die Hullblétter zu den
eiformigen Fruchtstanden, den "Hopfendolden" heran. An ihnen stehen 1 bis 2 cm lange
Deckblétter, die sich dachziegelartig decken und in ihrer Gesamtheit den 2 bis 5 cm langen
und 1 bis 2 cm breiten Fruchtstand bilden. Die Innenseiten der Deckbl&tter sind Ubersat mit
kleinen, gléanzenden, hellgelben Drisenschuppen. Am inneren Grund der Schuppen sitzen
die an Harz, Hopfenbittersauren und &therischem Ol reichen Glandulae lupuli (Hopfendri-
sen) (nach Hager, 2002 und Czygan, 1992).
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Systematisch gehtrt Humulus lupulus in die Familie der Cannabaceen, die mit den Urtica-
ceen zu den Urticales gehdren. Der Hopfen steht also zwischen der Brennessel (Urtica
spec) und dem zur Haschisch oder Marihuana Gewinnung dienendem Hanf (Cannabis
sativa).

Humulus lupulusL. besitzt zahlreiche Synonyme:

Humuluslupulus L. var. cordifolius (M1Q.) MAXIM IN FRANCH. ET SAV.; Humuluscor-
difolius MIQ.; Humulus lupulus L. var. lupuloides E. SMALL; Humulus americanus
NUTT.; Humulus lupulus L. var. lupulus; Cannabis lupulus(L.) SCOPOLI; Humulus lupu-
lusvar. brachystachyus ZAPALOWICZ; H. volubilisSALISB.; H. vulgarisGILIB.; Lupu-
lus communis GAERTN.; L. humulus MILL.; L. scandens LAM.; Humulus lupulus L. var.
neomexicanus NELSON ET COCKERELL ; Humulus neomexicanus (NELSON ET COK-
KERELL) RYDBERG

Unterschieden werden aufgrund geographischer Verbreitung 5 Varietéten: Humulus lupulus
L. var. cordifolius (M1Q.) MAXIM. in FRANCH. et SAV. in Ostasien, vor allem in Japan,
var. lupuloides E. SMALL im 0Ostlichen Nordamerika, var. Lupulus in Europa, var. neome-
xicanus NELSON et COCKERELL im Westen Nordamerikas und var. pubescens E.
SMALL im amerikanischen Mittelwesten (Hager, 2002).

Das optimale Klima zum Anbau des Hopfens liegt zwischen Weinbau- und Weizenklima.
Feuchte Sommer mit nicht zu hohen Temperaturen und normaler Sonnenscheindauer brin-
gen sehr gute Ertrage und hohe Bitterwerte in den Hopfendolden. Fur den Hopfenanbau eig-
nen sich Boden, die bis 2 m wurzeldurchl&ssig sind und keine Staundssen aufweisen, z.B.
sandige Lehme oder lehmige Sande. Kultiviert werden nur die weiblichen Pflanzen, denn
nur die Hopfendriisen von unbefruchteten Zapfen enthalten das erwiinschte Aroma. Die
Hopfenanbauer sind gesetzlich dazu verpflichtet, mannliche Pflanzen in der Nahe von Hop-
fenfeldern zu entfernen. Mannliche Pflanzen sind nur zur Zichtung neuer Sorten von
Bedeutung. Die neu geziichtete Sorte wird dann ausschliefdlich vegetativ durch Fechser
(=Rhizom-, Sprof3-, Wurzelstiicke) weiblicher Pflanzen vermehrt.
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1.4 Charakterisierung der Inhaltsstoffe und Sorten

Die Angaben zu den Inhaltsstoffen beziehen sich alle auf die arzneilich und brautechnisch
verwendeten Hopfenzapfen. Auf die verschiedenen Sorten, die sich qualitativ und quantita-
tiv im Gehalt an Bitterstoffen und &therischem Ol unterscheiden, wird am Ende des K apitels

eingegangen.

1.4.1 Hopfenbitterstoffe

Die Hopfenbitterstoffe, bestehend

aus den Hopfenbittersuren und | Grobeinteilung der Bitterstoffe |
ihren  Autoxidationsprodukten

machen 10 bis 25 % des Trocken-

| Getrockneter Roh-hopren |

. 1 B
gewichtes von Hopfen aus. Nach 10-25% des
e . . L. | Gesamtharze Trockangawichtas,
Wollmer wird eine grobe Eintei- lasiich in kaltem
MleCH+Ether
lung aufgrund der unterschiedli- / \
chen Loslichkeiten in Caaaiil | Hartharze
1 "'\}\'_—h-'_':—_'-' —_—
verschiedenen  Losungsmitteln weichharze by
hexanidslich Enthaitzn die

vorgenommen (s. Schema). Die

FAuberidat onsprod unkis
"Gesamtharze" stellen eine har- CRERETINGE
zige Masse dar, die nach ener

Extraktion mit kaltem Methanol

anfen- | unspezifische
und Ether gewonnen wird. Auf- bittersauren u’h Veichharze
grund der unterschiedlichen L0Os- Humulane = o-Sauran Aot datiansprocukte

- dar Bitaraautan
Lupulone = B-Sauren

lichkeit dieser "Gesamtharze" in

Hexan, unterteilt man in
"Gesamtweichharze" (hexanl6slich) und "Hartharze" (hexanunldslich). Die Gesamtweich-
harze bestehen aus den "Hopfenbittersduren" und den "unspezifischen Weichharzen". Die

unspezifischen Weichharze stellen Autoxidationsprodukte der Hopfenbittersauren dar.
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I At R . Das Hartharz besteht aus den Autoxi-
. CHrCHiCHsl; 3570 | (ationsprodukten der Gesamtweich-
R Co -CH (CHy ) 20-55 .
e harze. Bei der Lagerung des Hopfens
Ad -CH{CH3)-CH=-CHy  10-15

o DO CHOAL, 110 | nimmt der Hartharzanteil kontinuier-

Post  -CHy-CHy i-5 | lich zu, wahrend sich der Weichharz-

antell in gleichem Mal3e verringert.
Abbildung 1. Die einzelren Humulone und ihr prozeniualer

Anteil an der Gesamtirakiion der a-Sagren Die Bittersauren sind Monoacylphlo-
Demvat A % || roglucide mit Dimethylallyl-Seitenket-
n CHz-CHICHg)z  30-35

Lo -CHICHy, s || O Nach der Anzahl der

Ad ‘CHICH3)-CHs-CHy  10-15 DlmethyIaIIyI-Seltenketten unterschei-

Pra  -CHpCHCHCHE 1-3 || det man Humulone (= "alpha-Sauren™)
Post “CHa-CHy ?

mit zwel und Lupulone (= "beta-Sau-

ﬂhb'ﬂdu ng 2; Die ainz.mngn Lup,ﬂnne und ihr szanlualur I’en") mlt dre| Dl methylal |y| '%ltenket'
Anteil an der Gesamtiraktion der B-Sauran . e
ten. Die apha-Sauren bzw. beta

Sauren stellen jeweils Homologe dar, die sich in ihren Seitenketten am C-2-Atom unter-
scheiden (Hager, 2002).

Fur den Brauer sind die Bittersauren, vor alem die apha-Sauren, die wesentlichsten
Inhaltsstoffe, da sie Haupttrager der "Bittere" sind. Ohne sie schmeckt ein Bier fad (Forster,
1993).

Hopfenbittersduren sind sehr leicht autoxidabel und gehen bei der Lagerung in das &uf3erst
komplexe Gemisch polarer Verbindungen tber, das unter dem Namen "Hartharze" zusam-
mengefaldt wird. Aus den apha-Sauren entstehen dabel Cyclopentatrionderivate mit zahl-
reichen Glykol-, Keto- oder Epoxidgruppen. Beta-Sauren bilden dagegen vorwiegend
Dihydrofuranderivate. Da der Gehalt an alpha- bzw. beta-Sauren bereits innerhalb einer
Lagerdauer von 6 Monaten um ca. 30 % absinkt, werden Mindestgehalte fir Hopfenzapfen
fur pharmazeutische Zwecke gefordert, um Uberlagerte Drogen auszuschlief3en (Hager,
2002).
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1.4.2 Atherisches Ol

Hopfendl setzt sich zu ca. 70 % aus Terpenkohlenwasserstoffen und zu etwa 30 % aus sau-
erstoffhaltigen V erbindungen zusammen. Der Gehalt betragt je nach Sorte zwischen 0,5 und
3 % des Trockengewichtes. Hauptbestandteile sind Myrcen (27 bis 62 %), Humulen (3,5 bis
35 %), [3-Caryophyllen (2,7 bis 17 %) und 2-Undecanon (2 bis 17 %) (Hager, 2002).

Eine grobe Einteilung zeigt das folgende Schema (Forster, 1993). Etwa 300 Bestandteile

sind identifiziert.

HOPFENOL GESAMT
= alle Aromakomponenten
( ea. 300 Suick )
I |
REINE KOHLEN- SAUERSTOFFHALTIGE
WASSERSTOFFE KOMPONENTEN
= Kohlenwasserstofffraktion = Sauerstofffraktion
| |
[ | I | I |
MONOTERPENE  SESQUITERPENE TERPENALKOHOLE DERIVATE VON SONSTIGE ESTER, OXIDIERTE
(zB.Myrcen) (B, Humulen, ( z.B. Gexaniol. BITTERSTOFFEN  KETONE, ALDEHYDE  SESQUITERPENE
B-Caryophylien, Linalool ) (als Aldehyde, ( 2.B, Caryophyllenoxid,
Famesen ) Ketone, Ester ) Humulenepoxid )
Abb. 4 Schema der Hopfenaromastoffe

Zur Analytik wird ein Wasserdampfdestillat zun&chst sdulenchromatografisch in eine Koh-
lenwasserstoff- und eine Sauerstofffraktion zerlegt. Die beiden Fraktionen werden dann
getrennt in den Gaschromatographen injiziert. Beispiel-Chromatogramme sind in den fol-
genden beiden Abbildungen dargestel|t:

(aus Forster, 1993)
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R A

Abb. 5 Gus-Chromatogramm einer Kohlenwusserstofffraktion
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Abb. & Gas-Chromatogramm einer Saverstofffraktion
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15 Humulenepoxid 11
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17 B-Eudismal
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1.4.3 Polyphenole

Substanzgruppe Gehalte (mg/100 g)
Hydroxybenzoesauren 1-10
Hydroxyzimtsauren 100 - 450
Proanthocyanidine 100 - 600
Flavanole 30-200
Flavonole 1-10
Quercetinflavonoide 50 - 250
Kampferolflavonoide 50 - 300
Prenylflavonoide 100 - 1000

Gehalte an Polyphenolgruppen in Hopfen (nach Forster A. 1998)

Eine Ubersicht Uber die ver-
schiedenen Gehalte an Poly-

phenolgruppen im Hopfen
gibt die nebenstehende
Tabelle.

Im Einzelnen sind Ferula-
saure, Gallussiure, Kaffee-
saure, Chlorogensaure,

Neochlorogensaure, para
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Cumarsaure, para-Hydroxybenzoesaure, Protocatechusdure und Vanillinsdure enthalten
sowie Astragalin, Isoquercitrin, Rutin, Catechin, Epicatechin, Procyanidin, Prodel phinidin,
Propaeonidin und Propelargonidin. Dartiber hinaus finden sich nicht ndher definierte Trifla-

vane, héher polymerisierte Polyphenole und Phlobaphene (Hager, 2002).

Eine Sonderstellung nimmt das unpolare Xanthohumol TPI—

ein. Sein Gehalt nimmt wahrend einer Lagerung von 6
Monaten um ca. 50 % ab, so dal3 ein Mindestgehalt von

i i Hi A OH OH
0,2 % in Hopfenzapfen fur pharmazeutische Zwecke P S

gefordert wird, um Uberlagerte Droge auszuschlief3en.

'jf.-l'f] Q Aanahemol

Bei der Einteilung der Inhaltsstoffe nach Wollmer wird

es aber den Hartharzen, also den gealterten Substanzen zugeordnet, was streng genommen
nicht korrekt ist.

Im Gegensatz zu den anderen Polyphenolen, die in Ethanol- bzw. Gberkritischem CO, nur
wenig (< 5 %) bzw. nicht 16slich sind, wird Xanthohumol mit Ethanol zu 90 % und mit CO,
zu 5 % extrahiert (Forster, 1998).

Das Flavanon 8-Prenylnaringenin kommt in Mengen von etwa 25 bis 60 ppm im Hopfen
vor. In Ublichen CO,-Extrakten wurden Konzentrationen von 1 bis 8 ppm festgestellt
(Rong, 2000).

1.4.4 Weitere | nhaltsstoffe

Frischer Hopfen enthélt in Spuren 2-Methyl-3-buten-2-ol, dessen Gehalt nach einer zwei-
jahrigen Lagerzeit auf Maximalwerte von 0,1 bis 0,15 % ansteigt, um danach wieder all-
mahlich abzusinken. Lipophile Hopfenextrakte enthalten 2-Methyl-3-buten-2-ol, wahrend
mit polaren L ésungsmitteln bereitete Hopfenextrakte und die daraus hergestellten Fertigarz-
neimittel frei von 2-Methyl-3-buten-2-ol sind (Wohlifahrt et al., 1982).

Hopfen enthdt ferner Stickstoffverbindungen, darunter Adenin, Betain, Cholin, Histamin,

Hypoxanthin, Riboflavin sowie eine ganze Reihe von Aminosauren.




Einleitung

1.4.5 Hopfensorten

Esgibt eine Vielzahl von Hopfensorten, die sich qualitativ und quantitativ im Gehalt an Bit-
terstoffen und dtherischem Ol unterscheiden. Noch in den 50er Jahren wurde meist nur eine
Sorte pro Anbaugebi et verwendet. Inzwischen wurden aber z.B. vom Hans-Pfilf-Institut fir
Hopfenforschung neue Sorten geziichtet, die eine bessere Resistenz gegen Krankheiten
besitzen und eine stabile Ertragslage gewahrleisten. Eine grobe Einteilung ist in Bitter- und
Aromasorten moglich. Dabel bestimmt der Anteil an alpha-Sauren den Bitterstoffgehalt. Er
liegt bei Aromasorten zwischen 3 und 6 %, bei deutschen Bittersorten zwischen 6 und 9 %.
Typische in der Hallertau angebaute Aromasorten sind z.B. Perle und Hersbrucker Spét,
typische Bittersorten stellen Magnum und Brewer’s Gold dar (Forster, 1993).

Die Tabelle gibt einen Uberblick einiger Hopfensorten, die angegebenen Analysewerte sind
Durchschnittswerte, sie kénnen nach Jahr, Witterung, Anbaugebiet, Pflanzer und Alterung

des Hopfens variieren (aus CMA Bonn, 2002):
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1.5 Pharmakologische Untersuchungen

Die ersten pharmakol ogischen Untersuchungen wurden in den 30er Jahren dieses
Jahrhunderts durchgefihrt. Folgende Wirkungen werden dem Hopfen zugeschrieben:
Sedierend, antibakteriell, antimykotisch, estrogen und spasmolytisch. Die Ergebnisse der
Uberpriifung der unterschiedlichen Wirkqualitaten sind teilweise widerspriichlich. Das
koénnte z. T. daran liegen, dal3 viele Untersuchungen mit verschiedenen Hopfenextrakten
durchgefiihrt wurden, deren Zusammensetzung nicht angegeben ist. Unterschiede wurden

auch in der Applikationsart, der Dosierung u.a. gemacht.

1.5.1 In vitro Untersuchungen

In vitro Untersuchungen ergaben folgende Effekte:

- Estrogene Wirkung eines Hopfenextraktes durch Bindung an Estrogen-Rezeptoren (alpha
/ beta), der Induktion der estrogenabhéngigen alkalischen Phosphatase und einer Up-
Regulation des Progesteron-Rezeptoren (Burdette et al., 2001;Liu et al., 2001)

- Antimikrobielle Effekte von Hopfen-Extrakten und Hopfendl gegen Bacillus subtilis und
Saphylococcus aureus und Listeria monocytogenes, sowie gegen den Pilz Trichophyton
mentagrophytes var. interdigitale; keine Aktivitat gegentiber Escherischia coli

(Langezaal, Chandra, and Scheffer, 1992;Larson et al., 1996)

- Schwache Interaktion mit neuronalen Benzodiazepin Rezeptoren eines Hopfen-Extraktes

(Blattler and Schoch, 1994)

12
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- Polyphenole aus der Hopfenbracteol e (Hopfenzapfen ohne Lupulindriise) inhibieren die
Zellanheftung von Streptococcus mutansund Streptococcus sobrinus, sowie die Synthese

von wasserunl dslichen Glucanen der Bakterien (Tagashira, 1997)

- Antioxidative Eigenschaften von Hopfenbittersduren durch Radikalfanger-Aktivitét im
DPPH-assay (Tagashira, 1995)

- Antimikrobielle Effekte einer Kombination von Hopfenbittersduren mit Na-

hexametaphosphat gegen Escherischia coli (Fukao, Sawada, and Ohta, 2000)

- Bindung an Estrogen-Rezeptoren (alpha/ beta) in Ishikawa Zellen und mit menschlichen
Estrogen-Rezeptoren transfizierter Hefe des Flavonoids 8-Prenylnaringenin (Milligan et

a., 2002)

- Estrogene Effekte von 8-prenylnaringenin und 6-(1,1-dimethylallyl)naringenin an
MVLN Zellen (eine von MCF-7 Zellen abgeleitete Zelllinie) in Konzentrationen von 10 (-
6) M bzw. 5x 10 (-6) M (Zierau et a., 2002)

- verschiedene Effekte von Xanthohumol:
antioxidative (Abfang von peroxyl- und hydroxyl-Radikalen), anti-inflammatorische
(Hemmung der Cyclooxygenase-1 und -2), anti-estrogene (Ishikawa Zellen), anti
proliferative (Inhibierung der humanen DNA Polymerase alpha) und anti-cancerogene
Wirkung (Gerhaeuser et a., 2001;Heiss et a., 2001)
Inhibierung der Diacylglycerolacyltransferase in der Rattenleber (Tabata et al., 1997) und
der mikrosomalen Enzyme CY P1A1 und CYP1B1 (EROD assay)(Henderson et d.,
2000);
Inhibierung der Knochen-Resorption im ,, pit formation assay” (Tobe et a., 1997b)

- verschiedene Effekte von Humulon: Inhibierung der Knochen-Resorption ,, pit formation

assay” (Tobeet a., 1997b)

13
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Inhibition des Wachstums von monoblastischen Leukamie U937 Zellen (Honmaet al.,
1998)
Apoptose in leukémischen HL-60 Zellen (Tobe et a., 1997a)
Verminderung der Cyclooxygenase-2 Transkription (Y amamoto et al., 2000)

1.5.2 In vivo Untersuchungen im Tiermodell

In vivo Untersuchungen ergaben folgende Effekte:

- Die orale Gabe verschiedener Hopfenextrakte oder Lupulon bewirkte bei Ratten und
Maéausen keine Sedierung. Die Muskelkoordination (Rotarod) wurde ebenfalls nicht
beeinfluf3t. Dosierungen zwischen 100 und 1000 mg/kg KG waren toxisch (Hansel and
Wagener, 1967).

- Diei.p. Gabe eines Ether-Hopfenextraktes an M&usen fuhrte zu einer Motilit&tsminderung
von 60 % im Lichtschrankenk&fig. Die applizierte Menge entsprach einer Dosis von 200

mg Hopfen/ 20 g Maus (Bravo et a., 1974).

- Ein nicht ndher definierter Hopfenextrakt flihrte bel Mausen nach i.p. Gabe zu einer
dosisabhangigen Senkung der Spontanmotilitét (>250 mg/kg KG), einer Muskelrelaxation
(>250 mg/kg KG) und in einer Dosis von 500 mg/kg KG zu einer Verlangerung der
Pentobarbital-induzierten Schlafzeit. Ferner wurden eine Senkung der KOrpertemperatur,
antikonvulsive und antinozizeptive Effekte bel einer Dosis von 500 mg/kg KG

beschrieben (Lee et al., 1993).

- Fur reines 3-Methybutenol wurde bel Ratten nach i.p. Gabe einer Dosis von 200 mg eine
Motilitatsminderung um 50 % beobachtet (Wohlfart, Hansel, and Schmidt, 1983).

14
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- Verschiedene Hopfenextrakte, hergestellt mit Ether, Methanol, Ethanol, Methylenchlorid,
Isopropanol oder Hexan, sowie verschiedene Fraktionen (Hopfendl und apha- bzw. beta-
Sauren) wurden auf estrogene Aktivitét am Modell des Uterusgewichtes bei der juvenilen
Maus getestet. In Dosierungen zwischen 0,003 und 3 mg/Tier (entsprechend 0,15 bis 150
mg/kg KG) zeigte keine der Zubereitungen eine estrogene Aktivitét (Feneselau and
Talaay, 1973).

- 8-Prenylnaringenin wirkte estrogen, es verursachte in wesentlich héherer Dosierung als

17-b-Estradiol eine Zunahme der Gefal3permeabilitét im Uterus kastrierter Mause und
eine Zellvermehrung im Vagina epithel kastrierter Mause (Milligan et a., 2002).

- Juvenile Ratten wurden mit Pregnant Mare Serum Gonadotropin(PM S-G) vorbehandelt
bzw. mit PMS-G und Fraktionen aus einem acetonischen Humulus-Extrakt. Die
Fraktionen wurden aus einem wassrigen Auszug des Extraktes gewonnen. Die Fraktionen
hemmten in einer Dosierung von 20 bzw. 50 mg/Tier nach s.c. Injektion die PMS-G
induzierte Gewichtszunahme der Ovarien der juvenilen Ratten. Auf die Ovargewichtevon
nicht mit PMS-G behandelten Ratten hatten die Fraktionen keine Effekte. Das
Uterusgewicht wurde weder bei den vorbehandelten, noch bei den nicht vorbehandelten

Tieren beeinfluf (Kumai and Okamoto, 1984).

- In einer Dosierung von 5 mg/Tier der gleichen Fraktionen wurde bel Serumgonadotropin
vorbehandelten Ratten eine Senkung der Serum LH Spiegel, der Estradiol Spiegel, der
Progesteronspiegel, der Thymidinkinasen Aktivitét im Uterus und eine verminderte

Ovulationsrate beobachtet (Kumai and Okamoto, 1992).

- Am isolierten Kaninchen- und Meerschweinchen-Darm sollen alkoholische
Hopfenextrakte stark spasmolytische Wirkungen (wirksame Dosierung am isolierten

Kaninchendarm 0,001 mL/mL Organbad) zeigen (Caujolle et al., 1969).
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1.5.3 Toxikologische Daten

- Behandlung von Beagle Hunden Uber 13 Wochen mit préisomerisierten alpha-Sauren
ergaben eine geringe Toxizitét. Die Tiere erhielten oral eine Dosis von 50 bzw. 100 mg/kg
KG pro Tag, weicher Stuhl und gelegentlich Erbrechen wurden als einzige klinische
Befunde beobachtet, aber weder eine Beeintrachtigung der K orpergewichtszunahme noch

des Futter- oder Wasserverbrauchs traten auf (Chappel, Smith, and Chagnon, 1998).

- Untersuchungen mit Lupulon deuten auf eine speziesspezifische Toxizitat hin: Nach
subakuter Behandlung Uber 12 bis 14 Tagen wurden bei Kaninchen 300 mg/kg und bei
Affen 200 mg/kg/d, oral appliziert, ohne klinische Befunde vertragen. Als wesentlich
empfindlicher erwiesen sich Meerschweinchen, bel denen eine DL50 von 130 mg/kg
ermittelt wurde. Bei Ratten bzw. Méausen wurde nach oraler Gabe eine DL50 von 1800
bzw.1500 mg/kg KG gefunden (Chin and Anderson, 1950).

Andere Autoren fanden fur Lupulon nach oraler Gabe niedrigere DL50 Werte von 100 mg/
kg KG bei der Ratte und 525 mg/kg KG bei der Maus(Hansel and Wagener, 1967).

- Die DL50 eines ethanolischen Extraktes nach oraler Gabe wurde ndherungsweise mit
3500 mg/kg KG bei der Maus und 2700 mg/kg KG bel der Ratte angegeben (Hansel and
Wagener, 1967).

1.5.4 Humanpharmakol ogische Untersuchungen

- Nach 5 Kapseln mit 250 mg eines lipophilen Hopfenextraktes, der 50 mg al pha-Sauren, 40
mg beta-Sauren und 8 mg Hopfendl enthielt, wurde von einzelnen Testpersonen lediglich

Uber "leichte Benommenheit" am néchsten Morgen geklagt (Stocker, 1967).
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- 10 Menschen erhielten oral 5 g Lupulon/Tag Uber einen Zeitraum bis zu 12 Wochen. Ein
Mann brach die Behandlung wegen epigastrischer Beschwerden ab, eine Frau wegen
Ubelkeit und Erbrechen. Als Nebenwirkung wurden bei den tbrigen Probanden nur in der

Initial phase Ubelkeit, Erbrechen oder Durchfall beschrieben (Chin and Anderson, 1950).

- Dieisolierten Bitterstoffe des Bieres wurden in einer Einzeldosis von 60 mg an 15
Testpersonen verabreicht. Es konnten keinerlei unerwiinschte Wirkungen festgestel It
werden (Stocker, 1967).

In der Literatur sind einige Studien mit Kombinationen aus Hopfen und anderen Pflanzen
wie Valeriana und Passiflora beschrieben. Auf diese Untersuchungen wird hier nicht

eingegangen, da die Bedeutung der Hopfen-K omponente in einer Kombination unklar ist.

1.5.5Klinik

In der Klinik wurden einzelne Félle von allergischen Reaktionen auf Hopfen beschrieben:

- Bei einem 28-jahrigen Brauereiangestel lten wurde eine Uberempfindlichkeit auf beta-
Myrcene aus Hopfen beobachtet, die sich in Form von Asthma, Rhinitis und Juckreiz

aullerte (Newmark, 1978).

- Eswurde Uber den Fall einer durch Hopfenstaub ausgel 6sten K ontaktallergie berichtet.
Der Patient entwickelte eine Konjunktivitis, Rhinitis, Bronchitis und eine Dermatitisim

Gesichtsbereich (Raith and Jager, 1984).

- Bel einem 29-jahrigem Patienten wurde eine Kontakt-Urtikaria an beiden Handen nach

Arbeiten mit getrocknetem Hopfen beschrieben. (Estrada, 2002).
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Bei den beschriebenen Fallen handelt es sich wahrscheinlich um eine IgE-vermittelte
allergische Reaktion. Ein Hauptallergen kénnte ein 10-kDa Peptid sein, das aus Extrakten
von Humulus japonicusisoliert wurde (Park et al., 1999). Andere Autoren gehen davon aus,
dal3 Myrcen aus frischem Hopfendl fir die Kontakt-Allergien verantwortlich ist. Durch die
harten Haare der Hopfenpflanze kann aber auch eine mechanische Dermatose

hervorgerufen werden (Estrada, 2002).
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Monographie der Kommission E

Lupuli strobulus, Hopfenzapfen

Damm der Bekanntmachung 1.11.1984
Veroffentlicht im Bundesanzeiger 5.12.1984
Korrektur: Verdffendiche

im Bundesanzeiger: 15.5.1990

Bestandieile:

Hopfenzapfen, bestehend aus den getrockneten
Fruchistinden wvon Humwos lupulus LINNE
sowic deren Zubereitungen in wirksamer Dosie.
I'I.Irflg.

Die Droge enthilt mindestens 0,35 Prozent
(V/G) dtherisches OL

Weitere Bestandieile sind alpha- und beta-Binter-
siuren, 2-Methyl-3-buten-ol.

Anwendungsgebiete:
BefindenssiOrungen wie Unruhe und Angsteu-
stinde. Schlafstorungen.

Gegenanzeigen:
Keine bekannt.

Nebenwirkungen:
Keine hekannt.

Wechselwirkungen:
Keine bekannt,

Dosierung:
soweit nicht anders verordnet:
Einzelgabe der Droge 05 g

Art der Anwendung:

Geschnittene Drogen, Drogenpulver oder Trok-
kencxtraktpulver fiir Aufgiisse oder Abkochun-
gen oder andere Zubereltungen.

Flissige und feste Darreichungsformen  zur
innerlichen Anwendung,

Hinweis:
Kombinationen mit anderen sedativ wirkenden
Drogen kénnen sinnvoll sein,

Wirkungen:
Beruhigend, schlafford ernd.

1.6 Monographie der Kommission E

Die Aufbereitungsmonographie ,, Lupuli
strobulus® der Kommission E wurde am
5.12.1984 im Bundesanzeiger
verdffentlicht und am 13.3.1990

berichtigt.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Hopfen und Hopfenzubereitungen werden bei Befindlichkeitsstorungen wie Unruhe,
Angstzustdnden und Schlafstérungen eingesetzt. Die auf dem Markt erhaltlichen Préparate
sind bis auf 1 Préparat insgesamt Kombinationspréparate mit anderen Sedativa, in den
meisten Fallen mit Extrakten aus Valeriana, gelegentlich auch mit Passiflora (Rote Liste,
2002). Als Hopfen-Komponente werden Hopfen-Extrakte verwendet. In Arzneimitteln
werden meistens sogenannte ,, Heil3wasser-Extrakte” eingesetzt, die ein Abfallprodukt der
Brauereiindustrie darstellen und keine Hopfen-Bittersduren enthalten.

Klinische Untersuchungen zu den beanspruchten Indikationsgebieten liegen zu solchen
Kombinationen vor, wahrend die Wirkung von Hopfen oder Hopfen-Extrakten nur in
geringem Umfang untersucht wurde. Darliber hinaus sind die Ergebnisse der bisherigen
tierexperimentellen  Untersuchungen  widersprichlich, die Frage nach den
wertbestimmenden Inhaltsstoffen ungeklart. Daraus ergibt sich, dal? der Wirkmechanismus
nicht bekannt ist.

In der vorliegenden Arbeit sollen deshalb verschiedene Zubereitungen ausHumulus lupulus
im Tierexperiment vergleichend auf sedierende Effekte geprift werden. Anhand
verschiedener ethanolischer und CO,-Extrakte sollen der Einflul® der Hopfensorte und des
Extraktionsmittels auf die biologische Wirkung untersucht werden. Da wertbestimmende
Inhaltsstoffe nicht bekannt sind, ist es erforderlich, auf sedierende Effekte im Tiermodell zu
prifen.

Durch die Verwendung von Rezeptor-Antagonisten in diesen Tiermodellen soll versucht
werden, Hinweise auf den Wirkmechanismus von Humulus lupulus zu erhaten. Die
Testung von Fraktionen soll Hinweise auf die wertbestimmenden Inhaltsstoffe oder -
gruppen ergeben.

Da uber toxische und estrogene Effekte von Hopfenextrakten im Tierexperiment berichtet
wurde, soll die Vertraglichkeit wirksamer Extrakte in subakuten Versuchen ermittelt

werden, darlberhinaus soll auf estrogene Effekte untersucht werden.
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2 MATERIAL

2.1 Extraktmaterial

38 verschiedene Hopfenextrakte standen fur die pharmakol ogischen Untersuchungen zur

Verflgung:

Erntejahr Sorte Name Art
1994 Nugget Nugget 94 CO,
1994 Brewer’s Gold Brewer’s Gold 94 CO,
1997 SpalterSelect Spalter Select’97 Apr'98 CO,
1997 Hersbrucker Spat  [HHE 97 Juni"98 CO,
1997 Perle HPE 97 Juni"98 CO,
1997 Perle HPE 97 Juni"98 6larm CO,
1997 Perle HPE 97 Juni"98 dlreich CO,
1998 17 % Northern Brewer 97031 CO, CO;
1998 58 % Magnum 97 021 Bitterstoffphase EtOH
1998 |>> e BrewersGold 1o 551 Gerbstoffextrakt EtOH
1998 Nugget Nugget 98 Nov'98 CO,
1998 Magnum HHM 98 Okt 98 CO,
1998 Northern Brewer Northern Brewer 98 Nov 98 CO,
1998 Northern Brewer Northern Brewer 98 Dez 98 CO,
1998 Hersbrucker Spat |HHE 98 Dez 98 CO,
1998 Perle HPE 98 Marz 99 CO,
1998 Perle HPE 98 Marz"99/2 CO,
1998 Perle HPE 98 Marz 99 dlarm CO,
1998 Perle HPE 98 Marz 99 6lreich CO,
1998 Magnum HHM 98 Marz 99 CO,
1998 Nugget Nugget 98 Dez 98 CO,
1999 Magnum HHM 99 normal CO,
1999 Magnum HHM"99 dlarm CO,
1999 Magnum HHM"99 6lreich CO,
1999 Perle HPE 99 normal CO,
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1999 Perle HPE 99 6larm CO,
1999 Perle HPE 99 élreich CO,
1999 Hersbrucker Spat |HHE 99 normal CoO,
1999 Hersbrucker Spat |HHE 99 dlarm CO,
1999 Hersbrucker Spat |HHE 99 dlreich CO,
1999 Perle ol1 CO,
1999 Perle Ol2 CO,
1999 Mix Lupulonextrakt CO,
1999 Mix Lupulonextrakt ent6lt [LUP] CO,
1999 Mix Humulonextrakt [HUM] COo,
2000 Mix Hopfendl rein [Olrein] CO,
2000 Mix Weichharz-spezifisch [Weich] CO;
2000 Mix Beta-spezifisch [Beta] CO,

Anbaugebiet war die Hallertau/M tinchen. Direkt nach der Ernte wurde das Rohmaterial auf
Darren bel 65 °C Heil3uft ca. funf bis sechs Stunden getrocknet bis der Feuchtigkeitsgehalt
von etwa 80 bis 85 % auf 12 % abgenommen hatte. Danach wurde das Material bis zur
Extraktion kihl bel Temperaturen von 0 bis5 °C gelagert. Alle Extrakte wurden von der
Firma NATECO, GmbH & Co. KG, Wolnzach hergestellt. Als Extraktionsmittel diente
Ethanol 90 % oder Uberkritisches CO,.

Der mit 90 %-igem Ethanol hergestellte Extrakt wurde eingeengt und dann erneut mit Was-
ser extrahiert. Der in Wasser 16dliche, hydrophile Teil ist der ,, Extr.Humuli lupuli 97 021
Gerbstoffextrakt®, den lipophilen, nicht in Wasser 16slichen Anteil enthalt der Extrakt

» Extr.Humuli lupuli 97 021 Bitterstoffphase”. Der Gerbstoffextrakt, ein sog. ,, Heil3wasser-
extrakt”, enthdlt alle polaren Substanzen, so z.B. die Polyphenole. Eine Ausnahme stellt das
unpolare Xanthohumol dar, dal3 in Wasser nicht |6dich ist und im unldslichen Rest, der Bit-
terstoffphase, verbleibt. Die Bitterstoffphase enthalt die gesamten Bittersduren und deren

Oxidationsprodukte.

Die CO,-Extrakte wurden nach folgendem Schema hergestellt (Abb. 1). Das Verfahren ist

nach DIN EN SO 9001/14001 zertifiziert. Reines Kohlendioxid wird durch eine Pumpe
hochverdichtet. Danach wird es erhitzt und geht dadurch in den Uberkritischen Zustand
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Abb. 1: Fraktionierte Abscheidung bei der Gberkritischen CO,-Extraktion
(nach Angaben des Herstellers www.nateco2.com/html/flowshee.htm)
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Uber. Der Extraktionskessel (extraction vessel) wird mit Hopfen-Rohmaterial geflillt. Das

Kohlendioxid 16st nun die Inhaltsstoffe aus dem Rohmaterial heraus. Uberkritisches CO,

besitzt lipophile Eigenschaften, so dal? hydrophile Bestandteile nicht oder nur in Spuren aus

dem Rohmaterial herausgel st werden. Wie Abb. 2 zeigt, besitzt Hopfenél und -harz unter-

schiedliche Loslichkeiten in fliissigem CO,. Das Ol 16st sich schon bei einem Druck von

: §
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Abb. 2: Lodichkeit von Hopfenél und -harz al's Funktion vom Druck
des CO,: Meyue | Mooy, ISt das Massenverhdtnis des gewonnenen Ol
und Harz, bezogen auf die Lésemittelmenge  (nach Forster et al:
Versuche zur Hopfung von Bieren mit Bitterstoff - und Aromafraktion, die bel
der CO,-Hopfenextraktion anfallen, Brauwissenschaft 9/1989, S.356)

etwa 100 bar, der fur das Harz
optimale Druck liegt bei 200 bis
250 bar. Durch diese Eigenschaft
ist eine Fraktionierung moéglich.
Zunéchst wird der Druck durch
das Ventil PCV 1 (pressure con-
trol valve) auf etwa 100 bis 120
bar gesenkt und die Temperatur
Im Verdampfer (evaporator 1st
fraction) reguliert. Dadurch fallt
das Harz aus und wird von dem
noch geldsten Ol getrennt (Sepa-

rator 1st fraction). In einem nach-
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geschaltetem Ventil und Verdampfer (PCV 2/evaporator 2) wird der Druck auf 60 bis 70
bar abgesenkt, bei dem das Ol ausfallt und al's zweite Fraktion gewonnen wird. Wiein Abb.
2 zu erkennen ist, Uberschneiden sich die beiden L oslichkeitskurven, deshalb ist eine totale
Trennung in ausschlielich Ol bzw. Harz nicht moglich. Am Ende wird das gasformige
CO, gereinigt, in einem Kondensator verflussigt und kann erneut fur die Extraktion ver-
wendet werden. Die Fraktionen kénnen durch die Auslal3ventile (DCV 1/2 ) entnommen

werden.

Diedre Extrakte aus der Mischung 17 % Northern Brewer / 58 % Magnum / 25 % Bre-

wer’s Gold sind von der Firma Finzelberg mit folgendem Befund untersucht worden

(siehe Tab. 2):
Ethanolextrakt 97021 |Gerbstoffextrakt 97021 | C O,-Extrakt 97031
An a|yse (Bitterstoffphase) (Gerbstoffphase)
Droge Strobuli Humuli lupuli | Strobuli Humuli lupuli | Strobuli Humuli lupuli
Auszugsmittel Ethanol 90% (m/m) Ethanol 90% (m/m) Uberkritisches CO»
DEVnativ 3,8:1 9,1:1 4,5:1
Intensiv grinfarbener, |Rotbrauner, Gelbbrauner, leicht
Aussehen homogener homogener grisseliger
Spissumextrakt Spissumextrakt Spissumextrakt
Trockenruckstand (% m/m)
(2h 100-105°C) % & ol
Cu-Gehalt (ppm) mittels
AAS 354 40 40
Xanthohumol (%) (HPLC) 2,26 0,06 0,05
Flavonoidgehalt (%) 0,7%) 0,76 0,65
Gehalt (%) Humulon/ . .
Lupulon gemaR DAC ca. 67 nicht nachweisbar 78,5
Tab. 2 *) Wert unzuverlassig aufgrund der giftgriinen Farbung der Mef3l6sung
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Die ubrigen Extrakte wurden von der Firma NATECO, analysiert:

Tab. 3 Analysen Humulon Lupulon Hopfenol Weichhrilrz
Gew.-[%)] Gew.-[%] [ml/100g] [%] "geschatzt"
Spalter Select’'97 Apr'98 41,8 29,4 -/- -/-
HHE 97 Juni’98 30,9 38,6 -/ -/
HPE 97 Juni"98 48,9 23,3 -l -
HPE 97 Juni'98 dlarm 49,6 23,3 -l -/
HPE"97 Juni"98 dlreich 30,1 18,8 -I- -I-
Nugget 98 Nov'98 55,1 21,4 -I- -I-
HHM 98 Okt 98 52,1 23,4 -/- -/-
Northern Brewer 98 Nov'98 46,2 27,3 -I- -I-
Northern Brewer 98 Dez 98 45,5 26,9 -I- -I-
HHE 98 Dez 98 22,8 40 -/ -/
HPE 98 Marz 99 42,1 25,1 -/- -I-
HPE 98 Marz 99/2 43,2 24,5 -l -
HPE 98 Marz 99 élarm 44,5 25 -/- -/-
HPE’ 98 Marz 99 dlreich 33,1 28,1 -I- -I-
HHM 98 Marz 99 50,7 22 -/- -I-
Nugget 98 Dez 98 52,6 21,2 -/- -/-
HHM 99 normal 46,3 27,2 7,0 -/-
HHM™99 dlarm 48,5 28,1 4,3 -I-
HHM 99 dlreich 29,9 21,1 38,0 /-
HPE 99 normal 36,0 30,2 10,0 -/-
HPE 99 6larm 39,2 31,8 5,5 -/
HPE 99 élreich 22,1 21,3 48,0 -/-
HHE 99 normal 15,7 49,7 5,0 -/
HHE 99 6larm 15,2 54,8 3,0 -I-
HHE 99 6lreich 10,8 41,2 23,0 -/
(o]i} 17,0 12,0 62,0 -I-
o2 9,0 6,2 83,0 -/
Lupulonextrakt 0,0 59,7 45 -/-
Lupulonextrakt entolt [LUP] 0,0 66,5 0,9 -I-
Humulonextrakt [HUM] 84,4 1,6 0,3 /-
Hopfendl rein [Olrein] 0,1 0,6 99,0 0
Weichharz-spezifisch [Weich] 0,4 9,3 8,7 80
Beta-spezifisch [Beta] 0,3 63,0 0,6 35
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In Tabelle 4 sind die Anteile der einzelnen Humulone und L upulone am Gesamtextrakt dar-
gestellt:

Humulone [Gew.-%)] Lupulone [Gew.-%]
Tab. 4 Analysen
Co-Humulon |n-+ Ad-Humulon Co-Lupulon n- + Ad-Lupulon

HHM"99 normal 12,4 33,9 12,1 15,1
HHM 99 6larm 12,9 35,6 12,5 15,6
HHM"99 6lreich 8,9 21,0 9,9 11,2
HPE"99 normal 11,7 24,3 16,2 14,0
HPE 99 6larm 12,6 26,6 16,9 14,9
HPE 99 6lreich 7,9 14,2 12,0 9,3
HHE" 99 normal 3,2 12,5 18,1 31,6
HHE 99 6larm 3,1 12,1 20,2 34,6
HHE"99 olreich 2,3 8,5 16,3 24,9
Ol1 5,8 11,2 6,5 5,5
0Ol2 3,4 5,6 3,5 2,7
Lupulonextrakt 0,0 0,0 45,0 14,7
Lupulonextrakt entolt [LUP] 0,0 0,0 50,0 16,5
Humulonextrakt [HUM] 26,2 58,2 11 0,5
Hopfendl rein [Olrein] 0,0 0,1 0,3 0,3
Weichharz-spezifisch [Weich] 0,2 0,2 3,7 5,6
Beta-spezifisch [Beta] 0,0 0,3 35,8 27,2

2.2 Versuchstiere

Die pharmakol ogischen Untersuchungen wurden mit Ratten und Mausen unterschiedlicher

Zuchtlinien und Zuchter durchgefihrt:

- weibliche NMRI Méause, Charles River, Sulzfeld
- mannliche BL/6 Méause, Firma Harlan Winkelmann, Borchen
- mannliche Sprague Dawley ,, SD* Ratten, Firma Harlan Winkelmann, Borchen

- weibliche Sprague Dawley ,, SD* Ratten, Janvier, Frankreich
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Nach Ankunft wurden die Tiere in klimatisierten Raumen mit einer Durchschnittstempera-
tur von 24+1°C bel einem 12 Stunden Hell/Dunkel-Rhythmus gehalten. Die weiblichen
Méause wurden in Ser oder 6er Gruppen aufgeteilt und in Makrolonk&figen der Grof3e I11
untergebracht. Ratten und mannliche Mause wurden einzeln gehalten in einem Ka&fig der
GrofRe 111 bzw. I. Die Tiere hatten freien Zugang zu Futter und Wasser (Haltungsdiét Altro-
min 1324, Firma Altromin, Lage-Lippe oder estrogenfreie Haltungsdi&t, Firma Ssniff,
Soest). Die Durchfihrung der Versuche wurde genehmigt durch den Regierungsprasidenten
von Mnster (A10/2002).

2.3 Elektronik

Im Rahmen der Arbeit wurde ein Gerét zur Messung der Bewegungsaktivitat entwickelt.

Die Entwicklung und alle anfallenden L 6tarbeiten wurden selbst durchgeftihrt.

- Infrarot-Lichtschranken, Bausatz Nr. 191710-88, Conrad Electronic Hirschau

- Sammellinsen mit IR-Filter, Nr. 146439-88, Conrad Electronic Hirschau

- LED-Fassung mit Optik, Nr.185310-88, Conrad Electronic Hirschau

- Pulldown-Widerstande 100kW, Nr.404160-88, Conrad Electronic Hirschau

- PC mit 486er Prozessor

- MS-DOS und Quickbasic, Microsoft

- Digitale 1/O-Karte PIO24 |1, Conrad Electronic, BMC-Messsysteme

- Netzgerat FPS 2/4 A, Nr. 510459-88, Conrad Electronic Hirschau

- Aufputz Kabelleisten zur Konstruktion der Halterung fir die Sende-/Empfangs-
dioden,
Werkstatt Institut fir Pharmakologie

- Feinl6tkolben ,, Multitip* 25W/230V, ERSA

- Elektronik-L étdraht Typ L-Sn 60 PBCu2 (DIN EN 29454-1)
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2.4 Allgemeine Laborgeréte

Waagen:

Pipetten:

Ultraturrax:
Ultraschall:

Magnetrihrer:

pH-Meter:

Zentrifuge:

gZahler:

Thermometer:

Uhren:

Videokamera:

Videorekorder:

Monitor:

Mettler AE 160 (Mettler-Waagen GmbH, Gief3en)

Mettler PM 4600 (Mettler-Waagen GmbH, Gief3en)

Kern 440-47 (Kern & Sohn GmbH, Balingen)

Eppendorf-Reference 10-100ul, 100-1000pl, 500pl-2500p1, 500p1-5000pl
Eppendorf-Multipette (Eppendorf AG, Hamburg)

UltraTurrax TP 18/10 (Jahne & Kunkel GmbH & Co. KG, Staufen)
Sonicator celldisruptor Modell W 375 (Heat Systems Ultrasonics, Inc.
Plainville, NY, USA)

Ikamag RCT basic, Ika Color SQUID

(Janke & Kunkel GmbH & Co. KG, Staufen)

Microprozessor pH-Meter pH 530 (Wissenschaftliche-Technische
Werkstétten GmbH, Weilheim)

Labofuge GL, Heraeus, Osterode

Centrifuge 5415 C (Eppendorf AG, Hamburg)

Cobrall auto-gamma counter, Canbarra Packard, Dreieich

DIGImed H22S (TSE GmbH, Bad Homburg)

Tisch-Stoppuhr 312/4810 (Junghans Uhren GmbH, Schramberg)
Panasonic S-VHS NV-S 99E (Matsushita Electric Industrial Co, Ltd.,
Japan)

JVC Timelaps BR-S 920

Panasonic S-VHS NV-HS900

Panasonic TX-14 S1 TC (Matsushita Electric Industrial Co., Ltd., Japan)
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2.5 Verbrauchsmaterialien

Schlundsonden: Spulkantle Gr.1, Olive C (MEDCO, Coesfeld)

Spritzen: Omnifix-F 1ml SOLO (B. Braun, Melsungen)
5ml, Luer (AMEFA, Limburg)
Kanulen: Neolus Hub Color 27Gx%a, 20-4, Nr.20, 0,4x20mm (Terumo Europe N.V.,

Leuven, Belgien)
Reagiergefde: Sarstedt, NUmbrecht
Blutentnahme: S-Monovette® 9ml KE, (Sarstedt, Niimbrecht)
Pipettenspitzen: Sarstedt, NUmbrecht
Roéhrchen: 30ml Réhrchen, Sarstedt, NUmbrecht
Urinbecher: Urinbecher SV 125 m.Deckel steril, Bottger, Bodenmais

2.6 Reagenzien fur pharmakologische Testmodelle

Albumin, bovine SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Steinheim
Chlorpromazin HCI SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Steinheim
Coffein SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Steinheim
Diethylether >99% Roth, Karlsruhe

Diazepam (Valium®) Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen
17a-Ethinylestradiol-3-methylether SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Steinheim
(Mestranol)

Haloperidol SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Steinheim
Ketamin HCI 10% SANOFI-CEVA, Dusseldorf

Natriumchlorid p.a. Merck, Darmstadt

Sulpirid (Dogméti I®) Synthelabo, Berlin

Tween 80 p.a. Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
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PEG 400 p.a.
NAT 8539 (Lecithin)

Reines Pflanzendl

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
Nattermann Phospholipid GmbH, Kdln
Goldhand V ertriebsgesel I schaft mbH, Diisseldorf
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3 METHODEN

3.1 Pharmakologische Untersuchungen

3.1.1 Allgemeines

Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn mindestens 5 Tage an die Haltungsbedingungen
adaptiert. Um externe Einflisse auf das Versuchsergebnis zu minimieren, wurden die Ver-
suchsbedingungen so konstant wie mdglich gehalten. Darlberhinaus unterliegen viele Ver-
haltensparameter wie die Aktivitdt der Tiere oder ihr Explorationsverhalten zirkadianen
Schwankungen, deshalb wurden vergleichende Untersuchungen zwischen den Extrakten
zur gleichen Tageszeit durchgefihrt.

Die Versuche mit dem Motilitatsmef3system wurden im normalen Haltungsraum der Tiere
durchgefihrt, alle anderen Versuche fanden in einem weitgehend schallisolierten Raum mit
kinstlicher Beleuchtung statt. Falls eine andere Beleuchtung, wie z.B. Rotlicht gewahlt
wurde, ist es beim Versuch direkt vermerkt. Die Tiere wurden in ihrem normalen Ké&fig
transportiert und konnten sich vor Beginn der Experimente mindestens 1 Stunde akklimati-
sieren.

Zu jedem Experiment wurde ein Versuchsprotokoll mit der Tiernummer, dem Gewicht, der
Versuchsgruppe und den Mef3parametern aufgestellt. VVor Beginn wurden die Tiernummern
randomisiert den Versuchsgruppen zugeteilt. Mause aus Gruppentierhaltung erhielten zur
|dentifikation Farb-Markierungen am Schwanz.

Bel Verhaltensmodellen wurde der Versuch per Videokamera in Abwesenheit des Experi-
mentators aufgezeichnet und erst spater ausgewertet. Dadurch wurden Stéreinfllsse auf das
Verhalten durch den Beobachter ausgeschlossen und es lassen sich pro Versuch wesentlich
mehr M ef3parameter auswerten.

Alle Apparaturen wurden nach jedem Tier mit einem feuchten Lappen griindlich gereinigt

um eine Beeinflussung durch Geruchsspuren zu verhindern.
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3.1.2 Applikationstechniken

orale Applikation (p.o.)

Die Maus bzw. Ratte wurde auf ein K&figgitter oder eine Tischplatte gesetzt. Dann wurde
zwischen Daumen und Zeigefinger eine Hautfalte am Nacken gebildet und das Tier umge-
dreht. Bel Mausen wurde zusétzlich der Schwanz mit dem kleinen Finger fixiert. Dann
wurde die Schlundsonde vorsichtig in den Osophagus eingefiinrt, die entsprechende Menge
appliziert und die Sonde anschlief3end schnell wieder herausgezogen. Bei Méausen wurde
die Sonde ca. 1 cm tief eingefiihrt, bei Ratten ca. 2 cm. Die Mausesonden waren gerade, die

Rattensonden im untersten Teil um ca. 45° abgewinkelt.

Intraperitoneale Injektion (i.p.)

Die Maus wurde wie bei der oralen Applikation in die Hand genommen und so gehalten,
daid der Kopf leicht nach unten zeigte, damit bel der folgenden Injektion keine Organe
getroffen wurden. Dann wurde die Kanlle im 45° Winkel durch die Bauchdecke geschoben

und die erforderliche Menge in den Bauchraum appliziert.

3.1.3 Herstellung der Priflésungen

Um Extrakte oral applizieren zu kénnen, mufdten sie méglichst in einer wéaldrigen Ldsung
vorliegen. Da es sich bel den hier verwendeten Extrakten fast ausschlief3dlich um feste oder
halbfeste, lipophile CO, Extrakte handelte, wurde versucht, Ol in Wasser Emulsionen her-
zustellen. Dazu wurden im Laufe der Arbeit verschiedene Emulgatoren und Herstellungsar-
ten getestet und das Verfahren optimiert. Die verwendete Herstellungsart ist beim Versuch
vermerkt. Die Priflésungen wurden in einem Volumen von 10 mi/kg Kdrpergewicht (KG)

verabreicht. Alle Lésungen wurden erst unmittelbar vor der Applikation hergestellt.
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Losung in Milch unter Erwarmen

Der Extrakt wurde eingewogen, auf der Warmeplatte bel ca. 45°C geschmolzen und mit
angewarmter Milch auf das Endvolumen aufgefiillt. Dabei bildete sich eine gelb-grin
geférbte Emulsion, die auch nach dem Abkthlen stabil blieb. Nachtell ist, dal3 man den

Extrakt erwarmen mufl3.

Losung in Milch mit Ultraschall

Der Extrakt wurde eingewogen und 10 ml Milch dazu pipettiert. Danach wurde das
Gemisch ca. 30 s mit dem Sonicator behandelt. Diese Methode funktioniert nur bei fllissi-

gen, dlreichen Extrakten.

Suspension in Wasser mit Ultraschall

Der Extrakt wurde eingewogen und 10 ml Wasser dazu pipettiert. Danach wurde das
Gemisch ca. 30 smit dem Sonicator behandelt. Diese M ethode wurde nur bei dem ethanoli-
schen Extrakt 97021 angewendet. Vorteil ist, dald kein Emulgator benétigt wird. Nachteil

ist, daf3 sich keine echte Ldsung, sondern nur eine Suspension ergibt.

L 6sung mit PEG 400 und Ultraschall
Der Extrakt wurde eingewogen, dazu wurden 1,5 ml PEG 400 pipettiert und mit Leitungs-

wasser auf 10 ml aufgefullt. Das Gemisch wurde mit dem Sonicator ca. 30 s behandelt,

wobei sich eine homogene Emulsion ergab.

Losung in Leitungswasser

Der Extrakt wurde eingewogen, mit 10 ml Wasser versetzt und so lange geschiittelt, bissich
der Extrakt gelost hatte. Die Methode funktioniert nur bel dem Extrakt Humuli lupuli 97
021 Gerbstoffextrakt.

L6sung mit Tween 80 und Ultraschall

Der Extrakt wurde eingewogen, dazu wurden 250 pl Tween 80 pipettiert und mit Leitungs-
wasser auf 10 ml aufgefillt. Das entspricht einer Tween 80 End-Konzentration von 2,5 %.
Das Gemisch wurde mit dem Sonicator ca. 30 s behandelt, so dal3 sich eine homogene

Emulsion ergab. Normal erweise wurden wie oben angegeben 2,5 % Tween verwendet, bei
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manchen Versuchen wurde die Tween 80 Menge auf 2,0 % oder 0,5 % reduziert. Wieviel

Emulgator verwendet wurde, ist bei dem jeweiligen Versuch vermerkt.

L6sung mit Lecithin und Ultraschall

Der Extrakt wurde eingewogen, dazu wurden 150pl Lecithin pipettiert und mit Leitungs-
wasser auf 10 ml aufgefillt. Das entspricht einer Lecithin Konzentration von 1,5%. Das
Gemisch wurde mit dem Sonicator ca. 30 s behandelt, bis sich eine homogene Emulsion
ergab. In einigen Versuchen mufdte der Lecithinantell auf 2% erhdht werden, um eine stabile

Emulsion zu erhaten. Die Methode eignet sich nur fir flissige, 6lreiche Extrakte.

Ldsung mit BSA und Ultraschall

Die Extrakt Dosis und 100 mg bovines Serumabumin (BSA) wurden eingewogen, 10 ml
Leitungswasser dazugegeben, um eine 1% BSA End-Konzentration zu erreichen. Das
Gemisch wurde mit dem Sonicator ca. 30 s behandelt, bis sich eine homogene Emulsion

ergab.

L dsung mit Lecithin, BSA und Ultraschall

Der Extrakt und 100 mg bovines Serumalbumin (BSA) wurden eingewogen, 300ul Leci-
thin dazu pipettiert und mit Leitungswasser auf 10 ml aufgeftillt. Das entspricht einer End-
Konzentration von 1% BSA und 3% Lecithin. Das Gemisch wurde mit dem Sonicator ca.

30 s behandelt, bis sich eine homogene Emulsion ergab.

L dsung mit Tween 80 und UltraTurrax

Der Extrakt wurde eingewogen und mit 250 ul Tween 80 versetzt. Das Gemisch wurde mit
dem Ultraturrax ca. 15 slang zu einer homogenen Masse vermengt und nach und nach Lei-
tungswasser zu einem ein Endvolumen von 10 ml eingearbeitet. Das entspricht einer Tween
80 End-Konzentration von 2,5 %. Je nach Extrakt konnte die Emulgatormenge auf 0,5 %
End-Konzentration gesenkt werden. Falls nicht anders angegeben, betrug die Endverdiin-

nung 2,5 %.
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Losung mit Ol, Lecithin und UltraTurrax
Der Extrakt wurde eingewogen und mit 1000 pl Ol und 100 pl Lecithin versetzt. Das

Gemisch wurde mit dem Ultraturrax ca. 15 slang zu einer homogenen Masse vermengt und
nach und nach Leitungswasser bis auf ein Endvolumen von 10 ml eingearbeitet. Das ent-
spricht einer End-Konzentration von 10% Ol bzw. 1% Lecithin. Dabei ergibt sich je nach

Extrakt eine milchig-gelbe oder griinliche Emulsion.

Folgende Substanzen wurden zur intraperitonealen Injektion in physiologischer (0,9%)
Kochsalzl6sung gel st bzw. bei Ampullen aus Fertigarzneimitteln verdinnt. Die Dosierung

bezieht sich auf mg/kg Korpergewicht/10 ml.
Chlorpromazin HCl, Coffein p.a., Diazepam (Vaium®) Amp., Haloperidol, Ketamin HCI
10% Stechamp., Sulpirid (Dogmatil®) Amp.

Falls nicht anders vermerkt, wurden sonstige Testsubstanzen bei der p.o. Applikation auf
die gleiche Art und Weise wie die Extrakte gel Ost.

Bei jedem Versuch wurde eine Kontrol lgruppe mitgefthrt. Sie erhielt das reine L dsungsmit-
tel.
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3.1.4 Pharmakologische Testmodelle

3.1.4.1 Open Field

In vielen Abwandlungen des Open
Field Tests wird die Spontanmotilitat
von Méausen und Ratten gemessen,
um zentral stimulierende oder sedie-
rende Eigenschaften von Substanzen
zu bewerten. Allerdings hangt die
Grundaktivitét von einer Vielzahl von
Umgebungsfaktoren ab, z.B. der
Tageszeit, der Anzahl der Tiere pro

Ké&fig, der Vertrautheit mit dem Test sowie dem Gerauschpegel, der Lichtintensitat und der
Umgebungs-Temperatur. Die Testapparatur fir Ratten bestand aus einer kreisrunden Fléche
mit einem Durchmesser von 100 cm, umgeben von einer 50 cm hohen Wand. Die graue
Bodenflache war durch Linienin 19 Areale aufgeteilt.

Im Versuch wurde den Ratten die Testsubstanz oral appliziert. Nach 1 h (eine davon abwei-
chende Zeit ist beim Versuch vermerkt) wurde das Tier in die Mitte des Open Fields gesetzt
und mit einer Videokamera 5 min lang gefilmt.

AlsMai3fur die Spontanmotilitét wurde danach die Anzahl der Linien gezahlt, die mit allen
4 Pfoten Ubertreten wurden. Dartberhinaus wurde die Haufigkeit des"rearings' (Aufrichten

auf die Hinterpfoten) und in einigen Versuchen die Anzahl der Boli (Defékation) erfalt.
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3.1.4.2 Open Field nach M.-L. Weischer

Fir Mause wurde das abgewandelte
Open Field nach M.-L. Weischer ver- _
wendet. Es ahnelt dem oben beschrie- Fedl
benen Open Field, jedoch besitzt es
einen achteckigen Grundrifd mit einem
Durchmesser von 28 cm und einem
zusétzlichen Pfeiler in der Mitte von 8

x 8 cm. Der Boden ist durch Linienin 8

gleichgrol3e Segmente aufgeteilt. Die
AuRenwand ist 17 cm hoch und besitzt 16 L 6cher mit 2 cm Durchmesser. Der innere Pfeiler
besitzt 4 Locher. Den Mausen wurde die Testsubstanz oral appliziert und 1 h spéter wurden
siein das Open Field gesetzt. Der Versuch wurde mit der Videokamera 5 min lang aufge-
zeichnet.

Danach wurde die Anzahl der Linien gezahlt, die mit alen 4 Pfoten Ubertreten wurden, die
Anzahl der “rearings’ und die Anzahl der Durchblicke durch die inneren und &auf3eren
L6cher. Die Anzahl der LinientUbertritte wird dabei als Mal3 fir die Spontanmotilitét und die
Anzahl der Durchblicke als Mal3 fir das Neugierde- oder Erkundungsverhalten gewertet.

3.1.4.3 Motilitétsmel3system

Die im Open Field gemessene Aktivitéat bezieht sich nur auf eine kurze Zeitdauer von 5
Minuten und ist, da der Effekt in einer neuen Umgebung gemessen wird, von anxio-genen
oder anxiolytischen Effekten Uberlagert. Wenn darliber hinaus der Beginn und die Dauer
einer zentralen Aktivitat unbekannt sind, kann es zu falsch negativen Ergebnissen kommen,
wenn man zum falschen Zeitpunkt mif3. Um diese Fehler zu vermeiden, wurde ein Compu-
ter gestiitztes System entwickelt, das die Aktivitét von Ratten und Mausen kontinuierlich
und automatisch in ihren normalen Haltungsk&figen messen kann. Die Aktivitésmessung

beruht auf Lichtschranken, die im Infrarotbereich arbeiten. Die typische Wellenlange der
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Sendediode betrégt 950 nm und ist damit fir die Tiere unsichtbar. Unterbricht nun die Maus
oder Ratte den zwischen Sender und Empfanger gespannten Strahl wird am Empféanger ein
Kontakt geschlossen. Um die Lichtschranke storungssicher gegentiber kiinstlicher Beleuch-
tung, Menschen oder anderen Koérpern, die warmebedingt Infrarotstrahlung abgeben, zu
machen, strahlt die Sendediode nicht im Dauerbetrieb sondern pulsmoduliert. Der Empfan-
ger ist so eingestellt, dald er nur auf diese Pulsfrequenz reagiert. Da die normalen Haltungs-
k&fige aus Makrolon fur IR-Strahlung durchléssig sind, wurden nach folgendem Schema je

3 Lichtschranken pro K&fig der Grofe 111 angeordnet.
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Um die Schaltzusténde der Lichtschranken per Computer erfassen zu kénnen, wurden die
Ausgange der Empfanger mit den Eingangen einer Schnittstellenkarte nach dem folgenden

Schaltbild verbunden. Esist exemplarisch fir eine Lichtschranke dargestellt:
AnschluB einer Lichtschranke an die digitale 1/0-Karte

+5V
? Kleinspannungsbuchse

1 l Relais der
= Lichtschranke

Pulldown
3,9k

Portbausteine 8255

Eingang

25polige Sub-D Buchse

Da prinzipiell nur 2 Schaltzustande moglich sind, ndmlich “Ein” wenn der Strahl nicht
unterbrochen ist, oder “Aus’ wenn der Strahl unterbrochen ist, reicht eine digitale 1/0
(input/output) Karte zur Messung aus. Die verwendete PIO-I1 Karte besitzt 24 Kanédle zur
Erfassung von TTL-Signalen, d.h. liegt am Eingang eine Spannung von 5V an, gibt sie bei
der Abfrage eine digitale 1 zurick, liegt die Spannung darunter, eine digitale 0. Die bent-
tigte Spannung von 5 V wird einer Kleinspannungsbuchse entnommen, die in die Karte
integriert ist. Der Plus-Pol der Kleinspannungsbuchse ist mit den Eingangen der Empfan-
ger-Relais verbunden. Die Ausgange der Relais sind auf jeweils einen Eingang der PIO-11
Karte geschaltet (25polige Sub-D Buchse). Da die Kartenelektronik aus empfindlichen
CMOS-Bausteinen aufgebaut ist, sind die Eingange sehr hochohmig. Das hat zur Folge, dal3
selbst bei gedffnetem Relais (digital 0) die Eingange zwischen O und 1 wechseln kénnen, da
sich im Kupferkabel zwischen Relais und Karte noch Restladung befindet. Deshalb sind an
die Eingange zusétzlich 3,9 KW Pulldown-Widersténde angeschlossen, die Uberschiissige
Ladung nach Masse abfthren.

Um die Zustande an allen Eingangen gleichzeitig erfassen und speichern zu kénnen, wurde
ein Programm in Quickbasic entwickelt. Die Karte besitzt drei mit A, B und C bezeichnete
8Bit-Ports, die als Ein- oder Ausgange programmiert werden konnen. Hier werden sie als
Eingange genutzt und die Werte nacheinander ausgelesen. Aus der 8Bit Information werden

die einzelnen Bits durch eine logische “AND” Operation extrahiert. Eine 1 Bit Information
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entspricht dem Zustand einer Lichtschranke. Der Wert wird in den Speicher geschrieben.
Danach werden erneut die Werte der 3 Ports ausgelesen und mit den Werten im Speicher
verglichen. Betrégt der Wert im Speicher O und der aktuelle Wert 1, wird der Zahler der ent-
sprechenden Lichtschranke um 1 erhéht. Ein Ubergang von 0 nach 1 entspricht dem Vor-
gang “Maus betritt die Lichtschranke”. Ubergange von 0 nach 0 “Maus befindet sich
aulBerhab der Lichtschranke”, 1 nach 1 “Maus befindet sich in der Lichtschranke” und 1
nach 0 “Maus verl&dt die Lichtschranke” werden deshalb nicht gezéhlt. Danach wird der
Wert im Speicher mit dem aktuellen Wert Gberschrieben. In 5 min Intervallen werden die
Zahlerstande fur die jeweiligen K&fige addiert, am Bildschirm angezeigt und in eine Datel

gespeichert. Alle Zahler werden auf Null zurlickgesetzt und der nachste 5 min Zyklus

beginnt.

CLS “Bildschirm |6schen”

TIMER ON: PRINT TIME$ “Startzeit anzeigen”

OPEN "c:\dos\export.dat" FOR OUTPUT AS#1 “Exportdatei festlegen”

OUT &H217, 155 “Initialisierung: Alle Ports Eingang”
20 d% = INP(&H210) “Einlesen Port A”

IF(d% AND 1) >0 THEN k1% =1 “Zustand Lichtschranke 1”

IF (k1% =1ANDt1%=0) THENal=al+1 “Vergleich mit Speicherwert”

t1% = k1% “Speicherwert aktualisieren

k1% =0 “Rucksetzen des aktuellen Wertes’
IF (d% AND 2) >0 THEN k2% =1 “Lichtschranke 2...”

IF (k2% =1ANDt2%=0) THENa2=a2 + 1
t2% = k2%

k2% =0

IF (d% AND 4) >0 THEN k3% =1

IF (k3% =1ANDt3%=0) THENa3=a3+1
t3% = k3%

k3% =0

IF (d% AND 8) >0 THEN k4% =1

IF (k4% =1AND1t4%=0) THENad=a4 + 1
t4% = k4%

k4% =0

IF (d% AND 16) > 0 THEN k5% =1

IF (k5% =1ANDt5%=0) THENa5=a+1
5% = k5%

k5% =0

IF (d% AND 32) >0 THEN k6% =1

IF (k6% =1AND 6% =0) THENa6=a6+ 1
6% = k6%

k6% =0
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IF (d% AND 64) >0 THEN k7% =1

IF (k7% =1ANDt7%=0) THENa7=a7 +1

t7% = k7%
k7% =0
IF (d% AND 128) >0 THEN k8% =1

IF (k8% =1ANDt8% =0) THEN a8=a8+ 1

t8% = k8%
k8% =0

d% = INP(&H211)
IF (d% AND 1) > 0 THEN k9% = 1

IF (k9% =1ANDt9% =0) THENbl=bl+1

t9% = k9%
k9% =0
IF (d% AND 2) >0 THEN k10% =1

IF (k10% = 1 AND t10% = 0) THEN b2 =b2 + 1

t10% = k10%
k10% =0
IF (d% AND 4) >0 THEN k11% =1

IF (k11% =1 AND t11%=0) THEN b3=b3 + 1

t11% = k11%
k11% =0
IF (d% AND 8) >0 THEN k12% =1

IF (k12% = 1 AND t12% =0) THEN b4 =b4 + 1

t12% = k12%
k12% =0
IF (d% AND 16) >0 THEN k13% =1

IF (k13% =1AND t13% =0) THEN b5=b5+ 1

t13% = k13%
k13% =0
IF (d% AND 32) >0 THEN k14% =1

IF (k14% = 1 AND t14% = 0) THEN b6 = b6 + 1

t14% = k14%
k14% =0
IF (d% AND 64) >0 THEN k15% =1

IF (k15% = 1 AND t15% = 0) THEN b7 =b7 + 1

t15% = k15%
k15% =0
IF (d% AND 128) > 0 THEN k16% =1

IF (k16% = 1 AND t16% = 0) THEN b8 = b8 + 1

t16% = k16%
k16% =0

d% = INP(&H212)
IF (d% AND 1) > 0 THEN k17% = 1

IF (k17% =1AND t17%=0) THENcl=cl+1

“Einlesen Port B”

“Einlesen Port C”
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t17% = k17%

kl7% =0

IF (d% AND 2) >0 THEN k18% =1

IF (k18% =1AND t18% =0) THEN c2=c2+1
t18% = k18%

k18% =0

IF (d% AND 4) >0 THEN k19% =1

IF(k19% =1AND t19% =0) THEN c3=c3+1
t19% = k19%

k19% =0

IF (d% AND 8) >0 THEN k20% =1

IF (k20% =1AND t20% =0) THENc4=c4 + 1
t20% = k20%

k20% =0

IF (d% AND 16) >0 THEN k21% =1

IF (k21% =1AND t21% =0) THEN c5=c5+1
t21% = k21%

k21% =0

IF (d% AND 32) >0 THEN k22% =1

IF (k22% =1 AND t22% =0) THEN c6=c6+ 1
t22% = k22%

k22% =0

IF (d% AND 64) >0 THEN k23% =1

IF (k23% =1AND t23% =0) THEN c7=c7+1
t23% = k23%

k23% =0

IF (d% AND 128) > 0 THEN k24% =1

IF (k24% =1AND t24% =0) THEN c8=c8+ 1
t24% = k24%

k24% =0

n=n+1

FORw=1TO 350 “Warteschleife”
NEXT w

IF n=386570 GOTO 1000 “5 min Intervall”
IFINKEY$ = CHR$(27) THEN GOTO 2000 ELSE GOTO 20 “Abbruch”

1000z1=Db2 + b3 + b4 “Addition K&figweise”
z2=al+aB+bl
z3=ad+ab+ab
Z4=al+a2+a3
Z5=Db5+ b6 + b7
z6=b8+cl+c2
Z/i=cb6+c7+c8
z8=c5+c4+c3

PRINT TIMES; z1; z2; z3; z4; z5; z6; z7; z8 “Druck auf Bildschirm”
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PRINT #1, TIMES; z1; z2; z3; z4; z5; z6; z7; z8 “Druck in Datel”
al=0:a2=0:a3=0:a4=0: a6=0:a6=0:a7=0:a8=0:b1=0:b2=0: b3=0: b4 =0:
b5=0:b6=0:b7=0:b8=0:¢c1=0:c2=0:c3=0:¢c4=0:c5=0:c6=0:c7=0:c8=0:
n=0 “Ruicksetzen der Zahler”

GOTO 20

2000 END
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Diazepam wurde oral in

120 . .
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100 t B Diazepam
_ ‘ « [ I ] 0,5 und 5 mg/kg KG gege-
g ] I .
g % _ ben, um zu priifen, wie eine
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5 60 ik Gabe einer wassrigen SEdIefend erkende Sub'
; Diazep_am Losung in
o] Konsentadonen. stanz die Aktivitdt der
Dargestellt ist die
20 1] memabder sunce | MUse in den Lichtschran-
nach der Applikation in
o H Prozent der Kontrolle. kenkaﬁgen bee| nﬂuBt und
Weibliche NMRI-Mé&use
0,5 1 2 3 4 5 1/Kafig, n=4-7 . T
Dosis Img/kg KO um Vergleichswerte fur die
100 T eigenen  Untersuchungen
90 1— ——4 mg Diazepam . .
50 — -Kontrolle mit  Hopfenzubereitungen
70 \' Y T zu erhalten. In der oberen
60 T T B . . .
£ e | \,l - i Abb. sind die relativen
E | - -
0 - A A et Abnahmen der Motilitét
i estimmung der
30 N T [ - \ L 7/ L 4  Motilitat nach oraler A A
20 - : ‘;7_‘\{\ T ){ S:bzzsxmsjﬁgngen nach den unterschiedlichen
10 = C I’ [\ - 1 - dargestellt ist die . .
) - DY Ryl 1 Anzanier impsers Diazepam-Dosierungen
T T T T T min gegen die Zeit;
g 8§ & g §  §zen ARV dargestellt, in der unteren

Abbildung ist exemplarisch
der Verlauf der Moatilitét nach einer Dosis von 4 mg/kg KG in 5 Minuten Intervallen darge-
stellt.

Ein Tier reagierte nach der Gabe von 1 mg/kg KG mit einer Motilitéatssteigerung und wurde
deshalb aus der Mittelwertsberechnung ausgeschl ossen.

3.1.4.4 Testung auf eine Narkoseverlangerung

Der Test wird verwendet, um Hinweise auf die ZNS-Aktivitdt von Substanzen zu erhalten.
Hypnotika, Sedativa und Tranquillantien, aber auch Antidepressiva verléngern die Narko-
tika induzierte Schlafzeit (Vogel, 2002). Bestimmt wird die Schlafzeit als Differenz zwi-
schen dem Erldschen und dem Wiedererlangen des Aufstellreflexes. Fir den Test wurden

weibliche NMRI-Mause mit einem Gewicht zwischen 22 und 35 g verwendet. Falls Tiere
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zweimal verwendet wurden, lag zwischen den Versuchen eine Zeitspanne von mindestens
14 Tagen. Die Priflésungen wurden eine halbe oder eine Stunde vor der Narkose oral appli-
ziert. Sobald die Tiere narkotisiert waren, wurden sie vorsichtig auf den Ricken gedreht.
Die Zeitdauer bis zum Wiederaufwachen (Bertihren des Bodens mit allen 4 Pfoten) wurde
als Schlafzeit gewertet. Um die Verlangerung der Schlafzeit durch metabolische Interaktio-

nen auszuschlief3en, wurden zwei verschiedene Narkotika verwendet:

1) Ketamin
Ketamin-HCI zeichnet sich durch einen schnellen Wirkungseintritt und eine kurze Halb-

wertzeit von t;,, =10-15 min beim Mensch aus (Martindale, 1999). Es wird Uber die Leber

metabolisiert und nach i.p. Applikation bei der Maus erhélt man eine gute Reproduzierbar-
keit der Schlafzeit. Die Dosis betrug 150 mg/kg KG geldst in 10 ml NaCl. Zur Herstellung
der Injektionsl6sung wurden 1,30 ml Ketamin 10% mit 8,70 ml NaCl 0,9% verdinnt.

2) Diethylether

Ether 16st sich hauptséchlich physikalisch im Blut und wird danach pulmonal eliminiert.
Fur den Versuch wurdenin ein 5| Gefald mit Deckel und einem Durchmesser von 20 cm 3,5
ml Ether pipettiert und 1 min lang verdampfen lassen. Dann wurden 6 M&use in das Gefal}
gesetzt und darauf geachtet, dal3 alle in einer Ebene liegen. Nach 2 min wurde das Gefai
geleert, die Mause auf einzelne K&fige verteilt und auf den Ricken gedreht. Die Zeit bis
zum Wiederaufwachen (Bertihren des Bodens mit allen 4 Pfoten) wurde als Schlafzeit
gewertet. Die Methode besitzt eine geringe Reproduzierbarkeit und gestattet deshalb nur
gualitative Aussagen.
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3.1.4.5 Testung auf anxiolytische Aktivitét (Elevated Plus-Maze)

Der Test wurde zur Erfassung von
anxiolytischen und anxiogenen Sub-
stanzen vorgestellt (Pellow et a., 1985).
Das Elevated Plus-Maze besteht aus
zwei offenen und zwei durch Wande
geschitzten Armen, die durch ihre B
Anordnung ein “Plus’ ergeben. Eswur- |

den weibliche Wistar-Ratten und weib-

liche NMRI-Mé&ause verwendet. Die

" "!'; Lp

Versuchstiere waren alle “naive to the test”, da man die Ergebnisse nur bel dtischer
Erfahrung mit dem Modell untereinander vergleichen kann. Das Rattenmodell besal3 eine
Hohe von 50 cm, eine Armlange von 40 cm und eine Breite von 10 cm. Die Hohe des Mé&u-
semodells betrug 40 cm, die Armlange 30 cm und die Breite 5 cm. Die offenen Arme besa-
[3en zusétzlich einen 1 cm hohen Rand. Die Lauffl&che der Arme beider Modelle wurde mit
schwarzem Textilband geklebt.

30 Minuten bzw. 60 Minuten vor dem Test wurde den Tieren die Priflosung oral appliziert.
Als Positivkontrolle diente Diazepam in einer Konzentration von 1 oder 2 mg/kg KG. Dann
wurden die Tierein die Mitte des Modells mit Blick auf einen geschiitzten Arm gesetzt und
5 Minuten mit der Videokamera gefilmt. Danach wurde die Anzahl der Eintritte in die offe-
nen Arme mit alen vier Pfoten und die auf den offenen Armen verbrachte Zeit ermittelt.
Anxiolytische Substanzen vermindern die Angst und erhdhen deshalb die Zeit auf den offe-
nen Armen. Anxiogene Substanzen haben den umgekehrten Effekt.
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3.1.4.6 Testung auf Muskelrelaxation und Muskelkoordination

Der Rotarod Test dient der Untersu-
chung von Substanzen mit Einfluld auf
die Muskelkoordination [Vogel HG,
1997]. Es werden jedoch auch muskel-
relaxierende Effekte mit erfaldt. Die
Testapparatur besteht aus einem holzer-
nen Stab von 3 cm Durchmesser, der
sich mit 3,5 U/min dreht. Der Stab
befindet sich 20 cm Uber dem Boden
und ist durch 5 Scheiben in 4 Bereiche aufgeteilt, so dal an 4 Tieren gleichzeitig getestet

werden kann. Verwendet wurden weibliche NMRI Méause mit einem Gewicht zwischen 20
und 30 g. Geprift wurde, ob sich die behandelten Tiere 1 min lang auf dem rotierenden Stab
halten konnten oder nicht. Nur Tiere, die sich in einem Vortest 1 min lang halten konnten,
wurden verwendet. Die Prifsubstanzen wurden den Tieren oral appliziert. Als Positivkon-
trolle wurde Diazepam in einer Dosierung von 1 mg/kg KG mitgeftihrt. Nach 1, 3 oder 6 h
wurden die Tiere auf das Rota Rod gesetzt und der prozentuale Anteil der Tiere, die vom
Rota Rod fielen, ermittelt.

3.1.4.7 Korper- und Organgewichtsbestimmung

Der Einflu® wiederholter, 1x taglicher Applikation einer Priflosung auf die Korper- und
Organgewichtsentwicklung wurde an weiblichen NMRI Mausen, an mannlichen SD- und
an ovarektomierten Ratten untersucht (OECD Guideline 407). Die Versuchs dnge betrug 14
oder 21 Tage. Nimmt das Korpergewicht der Versuchstiereim Vergleich zu einem Kontroll-
kollektiv weniger stark zu oder sogar ab, deutet dies im allgemeinen auf einen toxischen
Effekt der Testsubstanz hin. Sind die Organgewichte im Vergleich zur Kontrolle verandert,
kann das ebenfalls auf toxische Effekte hindeuten. Die L&sungen wurden morgens oral

appliziert, mit einer Ausnahme. Das abwei chende Vorgehen ist beim Versuch vermerkt. Die

a7
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Kontrollgruppe erhielt die gleichen Ldsungsvermittler wie die Verumgruppe ohne die Prif-
substanz, um eventuelle Einfllsse des L 6sungsvermittlers zu minimieren. Die Tiere wurden
taglich auf Verhaltensanomalien untersucht, gewogen und das Gewicht protokolliert.
Gestorbene Tiere wurden in das V ersuchsprotokol | eingetragen. Bei der Versuchsauflésung
wurden Hypophyse, Leber, Niere, Milz, Nebennieren, Thymus, Schilddrise und je nach
Geschlecht und soweit vorhanden Uterus, Ovarien, Hoden, Samenblase und Prostata frei-

prapariert, von Bindegewebe befreit und gewogen.

3.1.4.8 Prufung auf estrogene Wirkung

Um zu Uberprifen, ob ein Testextrakt eine estrogene Wirkung besitzt, wurde weiblichen,
kastrierten Ratten der Extrakt 14 oder 21 Tage lang, 1x taglich morgens oral appliziert. Als
Positivkontrolle wurde eine Gruppe mit 5 pg/kg KG Mestranol behandelt. Die Ratten wur-
den entweder selbst ovarektomiert oder vom Zichter kastriert bestellt. Im ersten Fall besa-
[3en die Tiere zum Zeitpunkt der Kastration ein Gewicht zwischen 160 und 170 g. 10 Tage
spater wurde mit der Behandlung begonnen. Nach einer erfolgreichen Ovarektomie nehmen
die Tiere schnell zu, deshalb wurden ale Tiere, die zu diesem Zeitpunkt nicht mindestens
230 g wogen, nicht in die Behandlung einbezogen. Das Uterusgewicht kastrierter Tiere
nimmt unter der Zufuhr estrogener Substanzen zu, wahrend die Korpergewichtszunahme

sinkt. Nach Tétung der Tiere wurde der Uterus freiprapariert und gewogen.

3.1.4.9 Beeinflussung der K 6rpertemperatur

Viele Substanzen mit Wirkung auf das ZNS verandern die Korpertemperatur durch Verstel-
len des Sollwertes im Hypothalamus. Wenn eine Substanz die K 6rpertemperatur verandert,
ergeben sich aus Beginn und Dauer des Effektes Hinweise auf Eintritt und Dauer der Wir-
kung. Mel3groRe war die rektale Korpertemperatur bei weiblichen NMRI Méusen. Sie
wurde basal, 1 und 2 h nach oraler Applikation der Prifsubstanzen gemessen. Eswurde ein

digitales Thermometer mit Rektal sonde verwendet, die 2,5 cm weit eingefihrt wurde.
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3.2 Statistische Auswertung

Fir ale Versuche wurden aus den gewonnenen Mef3daten verschiedene Kenngrofien ermit-
telt. Diein den Abbildungen eingetragenen Werte stellen alle den arithmetischen Mittelwert
dar, die Fehlerbalken den Standardfehler.

1) Arithmetischer Mittelwert: Wurde berechnet, indem die Summe aller Werte durch die
Anzahl der Werte dividiert wurde. Dabel ist n die Anzahl der Mel3werte.

2) Standardfehler (SE bzw SEM): Wurde berechnet, indem die Standardabweichung
durch die Wurzel der Anzahl der Werte geteilt wurde

Um festzustellen, ob sich die Mittelwerte

Histogramm

zweier Gruppen, z.B. Kontroll- und Verum- w0 -
gruppe dtatistisch signifikant  voneinander
unterscheiden, wurde ein ungepaarter, 2-seiti-
ger T-Test durchgefiihrt. Der Test setzt voraus,

dal? die Stichproben aus einer normalverteilten

Grundgesamtheit gezogen werden. Deshalb

. T 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
wurde fur das Motilitétsmef3system aus mehre- Impulse

nen Versuchen ein Histogramm aufgestellt.

Auf der Abzisse ist die Anzahl der Impulse innerhalb 1 h nach Versuchsbeginn von Kon-
trollmausen dargestellt, auf der Ordinate die Haufigkeit im entsprechenden Intervall. Es
wurden die Werte von n=159 Mausen ausgewertet. Man sieht, dal3 die Motilitét der Mause
anndhernd normalverteilt ist. Die aufgestellte Nullhypothese H, war, dal3 sich die Mittel-

werte nicht unterscheiden. Getestet wurde auf dem 5%- Niveau. Sobald der vom Test
zurlickgegebene p-Wert kleiner als 0,05 war, wurde die Nullhypothese verworfen und ange-
nommen, dal3 die Mittelwerte der Gruppen verschieden sind.

Zur Kennzeichnung auf dem 5%-, 1%-, 0,1%-Niveau signifikanter Befunde wurde die drei-
stufige Sternsymbolik benutzt. Wurden 3 oder mehr Gruppen miteinander verglichen,

wurde eine ANOVA one-way Analyse mit anschlief3endem post-hoc Test nach Student-
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Newman-Keuls oder Bonferroni durchgeftihrt. Durch die
ANOVA Analyse erhélt man eine Aussage, ob tberhaupt
Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen, der post-
hoc Test gibt Auskunft dartiber, zwischen welchen Grup-
pen die Unterschiede bestehen. Bei der Darstellung

wurde die gleiche Sternsymbolik wie beim T-Test verwendet. Bei der statistischen Auswer-
tung der Organgewichte nach wiederholter Applikation der Priflésungen (Kapitel 4.1.3)
wurde zusétzlich der post-hoc Test nach Fisher-PLSD durchgefihrt, wenn Gewichtsunter-
schiede im Student-Newman-Keuls Test nicht signifikant waren. Der Fisher-PLSD Test
zeigt auch geringere Unterschiede als signifikant an. Die Wahrscheinlichkeit einen Fehler

der 1. Art zu begehen, d.h. einen Unterschied festzustellen, obwohl in Wirklichkeit keiner

vorhanden ist, ist jedoch grofier.

P> 0,05
P<0,05
P<0,01
P < 0,001

(ohne Symbol)
*

Yok

Yok k
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4  ERGEBNISSE

4.1 Pharmakologische Untersuchungen

4.1.1 Testung auf Narkoseverlangerung

4.1.1.1 Ketaminnarkose

Hopfen-Extrakte Nugget”94 und Brewer”s Gold" 94:

Die Extrakte waren ene
freundliche Leihgabe von
Herrn Dr. Pauli und lagerten
seit der Lieferung in der origi-
nal verschlossenen Dose bei
-20°C. Sie waren zum Zeit-
punkt des Versuches ca. 5
Jahre alt. Nach dem Verfahren

“L6sung in Milch unter Erwér-

Schlafzeit [min]

60

50

w B
o o
—_—

——

N
o
i

O Kontrolle

M 250mg
Nugget 94

0 250mg
Brewer’s
Gold 94

=
o
i

Abb.1: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch
Nugget 94 und Brewer’s Gold 94, emulgiert mit Milch (150 mg/kg
Ketamin i.p. 2h nach Sondierung), niichterne Tiere

n=7-8

men” wurden sie emulgiert und in einer Dosis von 250 mg/kg KG oral appliziert. 2 h spater
wurden die Tiere mit 150 mg/kg KG Ketamin-HCl i.p. narkotisiert. Wie Abb. 1 zeigt, ist der

Unterschied zwischen den mit Hopfenextrakt behandelten Tieren und der Kontrolle zwar

nicht signifikant, durchschnittlich wird die Schlafzeit jedoch durch den Extrakt um 14

Minuten verlangert. In einem weiteren Versuch (Abb. 2) sollte geklért werden, ob bei niich-

ternen Tieren das Test-Ergeb-
nis fir den Extrakt Nugget'94
einheitlicher ausféllt. Auler-
dem wurde die Ketamindosis
auf 200mg/kg KG erhoht, da
Im vorhergehenden Versuch
bei allen Gruppen einige Tiere
nicht eingeschlafen waren.
Alle Ubrigen Versuchsbedin-

Schlafzeit [min]

~
o

D
o

3
S
[

N
o

w
o

N
o

OKontrolle

W 250mg
Nugget 94

=
o

0
Abb.2: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch
Nugget 94, emulgiert mit Milch (200 mg/kg Ketamin i.p. 2h nach
Sondierung), nichterne Tiere

n=12-15
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gungen entsprachen denen des

~
o

o 200mg/kg Ketamin 170mg/kg Ketamin ersten Versuchs. D|e Behand-
K - bk | Bonle g mit dem Extrakt Nug-
St o as || get'94 verlangert in diesem
o7 I montolle 1 versuch die Schlafzeit signifi-

“1 oo || kant (T-Test, p<0,02) um

lz T durchschnittlich 10 Minuten,

Nogant 54 amulger mit Miteh (2001170 malke Ketamin i 1 nach Um zu prifen, ob der Effekt

Sondierung), niichterne Tiere

bereits nach einer Stunde deut-
lich ist, wurde mit derselben Versuchsanordnung eine Stunde nach Sondierung getestet. Der
linke Teil von Abb. 3 zeigt, dal3 bei einer Ketamindosis von 200 mg/kg KG kein Unter-
schied zwischen den Kontroll- und mit Nugget”94 behandelten Tieren erkennbar ist. Durch
die hohe Ketamindosis von 200 mg/kg KG schlafen zwar fast alle Méuse ein, jedoch schla-
fen sie auch mit ca. 45 Minuten alle sehr lange. Senkt man dagegen die Ketamindosis auf
170 mg/kg KG , schlafen die Kontrollen 12 Minuten kirzer, die mit Nugget” 94 behandelten
Tiere jedoch ebenso lang wie im vorhergehenden Versuch (Abb.3 rechter Teil). Nugget' 94
bewirkte eine signifikante Verlangerung der Schlafzeit um 12 Minuten

Nugget'94 zeigte im Gegensatz zu Brewer’'s Gold 94 eine deutliche Verlangerung der
Schlafzeit nach ein und zwei Stunden Bei hohen Ketamindosen (200 mg/kg KG) wird der
Effekt durch das Narkosemittel Gberdeckt.

Hopfen-Extrakte 97 031 CO,, 97 021 Bitterstoffphase und 97 021 Ger bstoffphase

" Die drei Extrakte wurden gete-
o stet, weil sie aus dem gleichen
[ DKonwolle | Roh-Hopfen-Gemisch ~ von
40
3 T
£ 1 l Bmcerbstoff | 17% NorthernBrewer, 58%
fé 30 T — - 250mg/kg
g meitersioff | Magnum und 25% Brewer’s
20 T ] u 250mg/kg
Oco2 Gold hergestellt wurden und
10 1 ] 250mg/kg
n=9-10 sich nur im Extraktionsverfah-
0
Abb.4: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch : : i
verschiedene Hopfenextrakte emulgiert mit Milch (170 mg/kg Ketamin ren UnterSCha den Dle Gerb
i.p. 1h nach Sondierung)

stoffphase ist ein sogenannter
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“Heil3wasser-Extrakt”, der von den meisten Pharmaherstellern eingesetzt wird, fur die
Brauereiwirtschaft jedoch ein Abfallprodukt ist. Nach der Extraktion der Droge mit 90%-
igem Ethanol wurde der so gewonnene Extrakt erneut mit Wasser versetzt: Der hydrophile
Anteil ist die Gerbstoffphase, der lipophile Anteil enthélt die Bitterstoffe. Der CO,-Extrakt
wurde mit tberkritischem CO, hergestellt und hat den hochsten Bitterstoffgehalt. Alle drei
Extrakte wurden nach der Methode ”L6sung in Milch” emulgiert und in einer Dosierung
von 250 mg/kg KG getestet.
Nach 1 h wurden 170 mg/kg
KG Ketamin-HCl I.p. ] [ r ] OKontrolle

60

a1
o

N
o
I
—]
——

gespritzt. Abb. 4 zeigt, daf3 % B Gerbstoff
&30 17 1 I 250mg/kg
keiner der Extrakte die Narko- |3 M Bitterstoff
20 777 ] — 250mg/kg
sedauer signifikant beeinfluf3t. gco2
10 T | I 250mg/kg
Es starben je eine Maus in der 1o

o

i i _ i Abb.5: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch
mlt BlttefStOffphasen Und In verschiedene Hopfenextrakte emulgiert mit 15% PEG 400 (150 mg/kg
der mit CO,-Extrakt behandel-

Ketamin i.p. 1h nach Sondierung)
ten Gruppe. Eine weitere Maus aus der mit Bitterstoffphasen-Extrakt behandelten Gruppe

wies einen schlechten Zustand auf. Um zu Uberprifen, ob das L 6sungsverfahren die Schiaf-
zeit beeinflufdt, wurde der Versuch mit der Methode “L6sung mit PEG 400 und Ultraschall”
unter den gleichen Bedingungen wiederholt. Abb. 5 zeigt, dal3 die Schlafzeiten durch den
Wechsel der Ldsungsmethode nicht wesentlich verandert wurden. Zwar schliefen die Kon-
trollen im 2. Versuch 5 Minuten langer, jedoch ist der Unterschied nicht signifikant. Das
Verhdltnis der Schlafzeiten der Extrakte untereinander entspricht sich. Keine Maus starb.
Um auszuschlief3en, dal3 das

60
Wirkoptimum Ubersehen |
wurde, wurde der CO,-Extrakt |, O Kontrolle
o .| T
2 h nach Applikation einer i I : I |gsomg coz
Dosierung von 50 und 200 mg/ |4 ,, 1| | .
kg KG untersucht. Er wurde | 10— || |7eoomecoz
n=13/8/12

nach der Methode “Ldsung in | o

. ” . - Abb.6: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch 97 031
M | | Ch ernUI g| ert Und wel b“' CO2, emulgiert mit Milch (150 mg/kg Ketamin i.p. 2h nach

Sondierung), niichterne Tiere

chen NMRI Méausen oral gege-

ben. Die Mé&use waren nuchtern, um gleichméaldige Resorptionsbedingungen zu garantieren.
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Die Ketamindosis wurde auf
150 mg/kg KG reduziert, da

Okontrolle || gich in vorherigen Versuchen

IN
S
HH

3 %0 [ (Abb. 3) gezeigt hatte, dal? mit
2 B 250mg . .
% 29 Bitterstoff niedrigeren  Ketamin-Dosen
tot
10 Unterschiede in der Schlafzeit
n=11-12 i
0 besser erkennbar sind. Abb. 6
Abb.7: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch 97 021 . . .
Bitterstoffphase, emulgiert mit Ol/Lecithin/UT (150 mg/kg Ketamin i.p. VAS gt, daB ene DOSS von 200

1h nach Sondierung)

mg/kg KG auch nach 2 h und
mit ntchternen M&usen nicht zu einer Verlangerung der Narkosedauer fihrt. Eine Dosis
von 50 mg/kg KG verkirzt die Schlafzeit sogar tendenziell. Um zu Uberprifen, ob wirk-
samkeitsbestimmende Inhaltsstoffe durch die Warmeeinwirkung bei der Methode “L 6sung
in Milch” oder durch den Sonicator veréndert werden, wurde der Extrakt Bitterstoffphase
zusitzlich mit der Emulgiermethode “L 6sung mit Lecithin, Ol und UltraTurrax” untersucht.
Er wurde wieim Versuch von Abb.4 in einer Dosis von 250 mg/kg KG oral appliziert. Ein-
ziger Unterschied war, dal3 die Ketamindosis 150 anstatt 170 mg/kg KG betrug. Abb. 7
zeigt, dal3 die Schlafzeit trotz hdherer n-Zahl nicht signifikant um 7 Minuten verlangert
wurde. Auch in diesem Versuch starb ein Tier in der mit Bitterstoffphase behandelten
Gruppe. Damit scheint deutlich, daf3 weder dem CO,-Extrakt 97031 noch dem Bitterstoff-
phasen-Extrakt 97021 eine sedierende Wirkung zukommt.

Hopfen-Extrakte HPE 98 MarZz 99, HPE 99 dlreich, HHE 99 dlreich

Der Extrakt HPE'98 Mé&rz'99

60 wurde nach der Methode
w .. . . ..
50 3 “Ldsung in Milch unter Erwér-
1 O Kontrolle ” . ..
_ 0 - men” emulgiert und nichter-
£ i -
g 30 nen, weiblichen NMRI
ks E200mg
§ Perle’98 . .
20 M99 Mausen oral appliziert. Nach 1
10 . h folgte die i.p. Injektion von
n=10-11
0 170 mg/kg KG Ketamin HCI.
Abb.8: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch . .
Perle’99 M99, emulgiert mit Milch (170 mg/kg Ketamin i.p. 1h nach Wie Abb 8 Vel’deuﬂICht, ver-
Sondierung), nuchterne Tiere

54



Ergebnisse

léngerte der Extrakt die Narko-
o 60 OKontrolle
sedauer signifikant um 11
. . 50 ] |m100mg P99
Minuten. Allerdings wachten slreich
= 40 ] o
zwei Méause in der mit Extrakt |£ B Kontrolle
& 30 1 o
behandelten  Gruppe nicht |3 I W 173mg P'99
20 T - Olreich
mehr auf und starben. WL || |m361mg
) ] HHE 99
Abb. 9 zeigt 2 Versuche mit o SlreichS tot
. Abb.9: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch n=7-9
EXtrakten aus dern Emtej ahr Perle 99, emulgiert mit Tween/UT oder Ol/Lec/UT (150 mg/kg Ketamin
i.p. 1h nach Sondierung)

1999, HPE'99 d&lreich und
HHE 99 dlreich. Die beiden linken und die drel rechten Saulen gehdren zu jeweils einem
Versuch. Aus den Extrakten wurde mit der Methode “L 6ésung mit Tween und UltraTurrax”
eine Emulsion hergestellt, die weiblichen NMRI M&usen oral appliziert wurde. Nach 1 h
wurden 150 mg/kg KG i.p. gespritzt. Wie die beiden linken Séulen zeigen, verlangert eine
Dosis von 100 mg/kg KG HPE 99 die Schlafzeit signifikant um 16 Minuten, 173 mg/kg
KG HPE"99 dlreich verléangern die Schlafzeit sogar um 27 Minuten. Die Méause schliefen
doppelt so lange wie die der Kontrollgruppe. Eine Dosis von 361 mg/kg KG des Extraktes
HHE 99 dlreich verlangerte zwar die Schlafzeit, jedoch verstarben finf von sieben Tieren
in dieser Gruppe. Eine statistische Auswertung der Schlafzeit war nicht moglich. Der
Extrakt erwies sich als ausgesprochen toxisch.

Sowohl der Extrakt Perle’99 Méarz 99 als auch die 6langereicherte Version Perle 99 dlreich
verlangern signifikant die Schlafzeit, egal ob mit Milch, Tween oder Ol/Lecithin emulgiert.
Ob der dlreiche Extrakt wirksamer ist, kann durch die unterschiedlichen Emulgiermethoden
und Ketamindosen nicht abschliefRend beurteilt werden. Der Extrakt Hersbrucker”99 dlreich

schied durch seine toxischen Eigenschaften fir weitere Untersuchungen aus.

Hopfen-Extrakte Ol 2, Lupulonextrakt entolt [ Lup] und Humulonextrakt [ Hum)|

Ol 2 ist ein Speziaextrakt mit einem sehr hohen Gehalt an Hopfendl (83 mi/100 g) gegen-
Uber 5 - 10 ml/100 g in normalen Hopfenextrakten. Abb. 10 zeigt die Ergebnisse der

Testung verschiedener Konzentrationen von Ol 2. Dargestellt sind jeweils eine Kontroll-
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und eine mit Extrakt behan-

:Z —I—*** $ ~|ﬁi delte Gruppe. Wurden Versu-
T 40 — | Okontrole || che mehrfach durchgefihrt,
i S —t— : B sind die gemittelten Schlafzei-
7T | 7] gore ten dargestellt, die n-Zahl ist in

ool T bl e bl Tl il den Saulen vermerkt. Der

0

50 mg 100 mg 200 mg 344 mg Extrakt wurde mit der

Abb.10: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch Ol 2, ] A H
emulgiert mit Tween/UT (150 mg/kg Ketamin i.p. 1h nach Sondierung) MethOde Losung mlt Tween

und UltraTurrax” emulgiert
und oral appliziert. Die Injektion von 150 mg/kg KG Ketamin-HCI erfolgte 1 h spéter.
Bereits eine Dosis von 50 mg/kg KG Ol 2 verlangerte die Schiafzeit signifikant um 3 Minu-
ten. Im Vergleich zu anderen Versuchen liegt jedoch eine wesentlich hthere Anzahl an Ver-
suchstieren von n=49/50 vor, so daf3 sich bereits die geringe Zunahme as signifikant
erwies. Die Verdopplung der Ol 2 Dosis auf 100 mg/kg KG bewirkt eine Verlangerung der
Narkosedauer um 21 Minuten bei vergleichbarem Kontrollniveau (26 vs. 28 Minuten). Eine
weitere Steigerung der Ol 2 Dosis auf 200 oder 344 mg/kg KG bewirkt keine weitere Ver-
langerung der Narkosezeit. Der Effekt war mit 100 mg/kg KG maximal. Der Unterschied
zur Kontrolle ist bei alen drei Dosierungen von 100/200/344 mg/kg KG etwa gleich grof3
(21 vs. 19 vs 22 Minuten.). Welchen Einfluf3 der Emulgator und die Methode der Herstel-
lung der Prifzubereitung auf die Verlangerung der Schlafzeit hat, zeigt Abb. 11. Es wurde
jeweils eine Dosis von 100 mg/kg KG Ol 2 oral appliziert, 60 Minuten spater wurden 150
mg/kg KG Ketamin-HCL i.p. gespritzt. Man erkennt, dal3 die Emulgiermethode einen gro-
Ren EinfluB auf die Narkoseverlangerung von Ol 2 hat. Verwendet man den Sonicator, war

die Schlafzeit kirzer as bel den mit dem UltraTurrax hergestellten Emulsionen, egal ob

. _ 4 man as Emulgator Lecithin,
5 . + Milch oder Tween 80 nahm
- § [ .
a0 r I | (linker Versuch und rechter
£ [ )
§ 30 - : 5 =0 Versuch). So verlangerte z.B.
= _ T T
ﬁ 5 = = = - - -
20 § m | § 5| 8 | die Emulsion mit Tween 80
9 = = > 5
3 @ + + . .
0 ¢ % 8 g é B AR und Sonicator hergestellt die
S| 218 elels ¢el1E|S _
0 n=9/12/10 n=9/8/8 n=11/9/10 Narkosedauer um 7 Minuten,
Abb.11: Einflul} der Emulgiermethode auf die Schlafzeit, jeweils 100 i
mg/kg KG Ol 2 mit unterschiedlichen Emulgiermethoden, (150 mg/kg mit Tween 80 und UltraTurrax
Ketamin i.p. 1h nach Sondierung)
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jedoch signifikant um 14 Minuten. Eine Ursache dafir kdnnte sein, dafl3 bel der Herstellung
mit dem Sonicator durch die Ultraschallschwingungen bereits ein Teil des Oles verdampft.
Das wurde aber nicht Uberprift. Zubereitungen mit Tween verlangerten die Schlafzeit stér-
ker als solche mit Lecithin, gleichgultig ob man den Sonicator oder den UltraTurrax
benutzte. Leider war es nicht mdglich, mit Milch und UltraTurrax eine stabile Emulsion
herzustellen, so dal3 nicht geklart werden konnte, ob fir die geringere Wirkstérke der Milch
+ Sonicator Pruflésung die Eigenschaften der Milch oder die Emulgiermethode mit dem
Sonicator verantwortlich war. Einen Vergleich zwischen den Emulgiermethoden “ Tween
und UltraTurrax” und “Ol, Lecithin und UltraTurrax” zeigt Abb.11-b. Eine Dosis von 200
mg/kg KG Ol 2 verlangerte bei

60
beiden Methoden signifikant OKontrolle
50
. . . *
die Schlafzeit (p<0.05), bei der > N B200mg 01 2
. . 5 nT
Methode mit Tween 80 jedoch |£ i ween
230 W200mg Ol 2
4 Minuten langer (nicht signifi- |3 . in Ol+Lec
ce A e . : n=11
kant) als mit Ol und Lecithin. .
10 T der O12in
In der O 2 in Tween 80 Tween Gruppe
0
Gruppe Starb e| n Tler D|e Abb.11-b: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch Ol
’ 2, emulgiert mit Tween/UT oder Ol/Lec/UT (150 mg/kg Ketamin i.p. 1h
nach Sondierung)

Wirkstarke von Ol 2 ist offen-
sichtlich auch vom verwendeten Emulgator abhangig.

Dasich eine sedierende Wirkung im Motilitétssystem bereits nach kurzer Zeit messen 18,
wurde Uberprift, ob man eine Narkoseverlangerung auch bereits nach 30 Minuten nachwei-
sen kann. In Abb. 12 sind vier Versuche zusammengefaldt, in denen Ol 2 auf Narkoseverlan-
gerung getestet wurde. In drei Versuchen wurde durch die Gabe von Ol 2 (100mg/kg KG)

in ener Lecithin/Sonicator

. . T 60 i
Emulsion keine signifikante I 1
Nk — |
Narkoseverlangerung beobach-
g 9 = 40 T —_]_ 1| OKontrolle
tet, unabhangig davon, ob die %30 | § ] [ B
. . .. s =
Ketamindosis erhéht wurde |5 5, 1 % - 2 .
2 0ol 2
oder die Méause nichtern | o+ |8 4 —
=
Waren, A”erdlngs SCh||efen dle 0 n=11|n=12 : n=6 | n=6 : n=8 |n=12 : n=12 | n=12
100 mg 100 mg 100 mg 200 mg
Tiere in der Kontro| |gruppe deS Abb.12: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch Ol 2,
emulgiert mit Lecithin/Sonicator (150 mg/kg Ketamin i.p. 30min nach
ergen Und Zwelten VerSUCheS Sondierung), niichterne Tiere
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unerwartet lange. Die Erhéhung der Ol 2 Dosis auf 200 mg/kg KG dagegen bewirkte eine
signifikante Verlangerung der Schlafzeit um 21 Minuten.

Ol 2 verlangerte ab einer Dosis von 50 mg/kg KG signifikant die Schlafzeit, die Wirkung
war jedoch stark vom verwendeten Emulgator und Herstellungsverfahren abhangig. Die

besten Ergebnisse wurden mit der Methode “Tween und UltraTurrax” erreicht.

Der Humulonextrakt [Hum]

[o2]
o

* wurde extrem humulonbetont
__|okontrotie hergestellt (84,4 % alpha-Sau-

u
o

N
S

ren), er ist sehr arm an beta-

g 30 — |l 100mg Hum
(I I - Séuren (1,6 % vs. 25-50 % in
L B1200mg Hum| | Normalextrakten) und Hop-
. n=10-11 fendl (0,3 ml/200 g vs. 5 - 10
gﬁ%@fgffn‘?):”&75:;?&;‘,Eﬁtfﬁi?:!:‘?f:;Li:f;;iz‘:;a;f?;;‘.”;‘;“n“;;ﬂ“ mi/100 g in Normalextrakten).
ondierung

Der Extrakt wurde zunéchst in
einer Dosierung von 100 und 200 mg/kg KG getestet. Die Emulsionen wurden nach der
Methode “L 6sung mit Lecithin, Ol und UltraTurrax” hergestellt. Eine Herstellung mit dem
Sonicator und einem beliebigen anderen Emulgator war bel Hum nicht méglich, da die
Emulsionen sofort brachen. Der Abstand zwischen der oralen Applikation des Extraktes
und der Narkose mit 150 mg/kg KG betrug 1 h. Abb. 13 zeigt, dal3 eine Dosis von 100 mg/
kg KG Hum die Narkosedauer signifikant um 16 Minuten verlangerte, 200 mg/kg KG Hum
verlangerte sie um 20 Minuten. Um zu priifen, ob eine Verkiirzung des Abstandes zwischen
Applikation des Extraktes und Narkosebeginn die Wirkung verstéarkt, wurde bel einer Dosis
von 50 mg/kg KG Hum die Narkotisierung nach 30 Minuten durchgefihrt (Abb. 14). Im
gleichen Versuch wurde auch
der Extrakt Lup getestet. 50
Okontrolle || mg/kg KG Hum verlangerten
die Schlafzeit um 16 Minuten.
Der dtatistische Unterschied
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50 1 tot
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S}

O 50mg Lup

Schlafzeit [min]
w
o
—

N
o
i

H50mg Hum

zur Kontrolle ist je nach ver-

=
o
i

n=10

wendetem post-hoc Test signi-

o

Abb.14: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch Lup

und Hum, emulgiert mit Ol/Lecithin/UltraTurrax (150 mg/kg Ketamin fikant (Dunnet’ S) oder nicht

i.p. 30min nach Sondierung)
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signifikant (Student-Newman-

Keuls). Ein Tier, in der mit

Hum behandelten Gruppe, ver-
. 5 40 OKontrolle
starb in der Narkose. Da Versu- % o 1
che mit Ol 2 gezeigt hatten, |3 BHum
20 100mg/kg
dald die Wirkstarke auch vom

=
o

n=11-13

verwendeten Emulgator abhan-

0
Abb.15: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch Hum,

glg |St1 Wurde anSCh“eBend emulgiert mit Tween/UltraTurrax (150 mg/kg Ketamin i.p. 1h nach

Sondierung)

eine Emulsion mit Tween und
UltraTurrax hergestellt und in einer Dosis von 100 mg/kg KG appliziert (Abb. 15). Die
tbrigen Versuchsbedingungen entsprachen denen des ersten Versuches mit 100 mg/kg KG
(Abb. 13). Die Schlafzeit wurde durch die Behandlung mit Hum um 9 Minuten signifikant
verlangert. Die absolute Schlafzeit von 39 Minuten entsprach der absoluten Schlafzeit des

ersten Versuches, wahrend die Kontrolle bei diesem Versuch kirzer schlief.

Der Lupulonextrakt entdlt (Lup) ist ein Spezialextrakt, der reich an beta-Sauren ist (66,5 %)

und keine alpha-Sauren (0 %) o

enthdlt. Zunachst wurden 100 |

und 200 mg/kg KG oral appli- |_ 4 | "

ziert und die Tiere 1 h spéter % 30 - ' 1 mrenee

mit 150 mg/kg KG Ketamin- St g — | Btue

HCI narkotisiert. Der Extrakt | 07 | neo11

wurde mit der Methode “Leci- | ° 100 mg 200 mg

thin, O und UltraTurrax” ﬁﬁig,?;ffn?"QSEZQT&:E.ﬁfii??!l’i(”lds%zﬁgfkliihtfn:??f.ﬁ.“ e
Sondierung

emulgiert. Abb. 16 zeigt die
Ergebnisse von zwei Versuchen mit den Dosierungen 100 bzw. 200 mg/kg KG. 100 mg/kg
KG bewirken eine Verlangerung der Schlafzeit von 11 Minuten und 200 mg/kg KG verlan-
gerten die Schlafzeit signifikant um 12 Minuten. Um zu Uberprifen, ob sich eine Narkose-
verlangerung auch mit noch niedrigeren Dosen erreichen 183t, wurden Versuche mit 25 und
50 mg/kg KG durchgefiihrt. Da aus den Daten der Motilitétsmessung bekannt war, dal3 die
Wirkung des Extraktes sehr friih einsetzt, wurden die Tiere bereits nach 30 Minuten narko-
tisiert. Alle anderen Versuchsparameter blieben gleich. 25 mg/kg KG hatten keinen Einfluf3
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0 auf die Schlafzeit (Abb. 17),
. 50 mg/kg KG dagegen verlan-
w0 ¥ gerten die Schlafzeit signifi-
£ I O Kontrolle )
% 30 T - — kant um 13 Minuten, welches
2 : I
? 20 T — | Btup ungefdhr dem Wert von 200
10777 — mg/kg KG nach 1 h entspricht
° = 2o mg B — 50 mg = (Abb. 16). In weiteren Versu-
emulier mit Ol cithin/UNaTurrax (150 gk Ketami . somin. chen wurde der Einflud des
nach Sondierung)

Emulgators auf die Wirkstarke
untersucht. Fur die in Abb. 18 dargestellten Versuche wurde der Emulgator Tween 80 ver-
wendet. Die Herstellung der Emulsion erfolgte wie bei Ol und Lecithin mit dem UltraTur-

rax. Die Ketamin-Narkose erfolgte 1 h nach oraler Applikation. Eine Dosis von 50 bzw.

200mg/kg KG verlangerte die

60
o kK Schlafzeit signifikant um 11
T
w0 r I bzw. 17min. Ein Tier starb in
E Ak 1 L
% 20 o B : || Gkontole || der mit 200 mg/kg KG behan-
% 20 {1 - - — delten Gruppe. In diesen
OLup
10 1 — ] — Dosierungen wurden mehrere
o Versuche durchgefihrt und
mg 100 mg 200 mg

Abb.18: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch Lup,
emulgiert mit Tween/UltraTurrax (150 mg/kg Ketamin i.p. 1h nach
Sondierung)

ausgewertet, daher erkléaren

sich die hohen n-Zahlen. In der
Dosierung von 100 mg/kg KG wurde nur ein Versuch durchgeftihrt. Lup verléngerte die
Schlafzeit tendenziell, jedoch nicht signifikant.

Ab einer Dosis von 50 mg/kg KG verléngerte der Extrakt Lup signifikant die Schlafzelt,
unabhéngig davon ob als Emulgator Ol/Lecithin oder Tween 80 verwendet wurde. Zwar
scheint auch bei diesem Extrakt die mit Tween 80 hergestellte Emulsion stérker wirksam zu

sein, jedoch ist der Effekt nur schwach ausgepragt und nicht signifikant

Um herauszufinden, welche Inhaltsstoffe in Humulus lupulus fur die narkoseverlangernde
Wirkung verantwortlich sind, wurden drei Extrakte mit unterschiedlichen Gehalten an Hop-
fendl, alpha- und beta-Sauren untersucht.
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Dazu wurden verschiedene ™~
. 9.3 13
Hypothesen aufgestellt und im oo 271
% -
Versuch Uberpruft. Zunéchst 436
60% : 209 |
- 75,5
wurde angenommen, Hop o T——
. _— . 0 Ool
fenol stelle den einzig wirksa- Hbeta
. 20% Oalpha
men Inhaltsstoff dar. Drei ’ H 221
.. o 9 10,8
unterschiedliche Extrakte, Ol % ) o srecr a0 oo
ol2 P"99 élreich HHE 99 &lreich
- ' . Abb.19: Vergleich der Hopfen-Extrakte Ol 2, Perle’99 6lreich und
2; Perle 99 OI rel Ch Und HerS- Hersbrucker Spat’99 élreich. Dargestellt sind die Gehalte an O, a-
und a-Sauren in Gew.%.

brucker'99 dlreich  wurden
vergleichend getestet, wobel die Dosierung so gewahlt wurde, dal3 mit jedem Extrakt die-
selbe Menge an Hopfendl appliziert wurde. Perle”99 dlreich und Ol 2 wurden beide aus der
Aroma-Sorte Perle extrahiert, HHE 99 6lreich aus der Bitter-Sorte Hersbrucker Spét. Die
Gehalte der einzelnen Extrakte zeigt Abb. 19. Ol 2 besitzt mit 75,5 % (=83 ml/100 g) den
hochsten Gehalt an Hopfendl , Hersbrucker”99 6lreich den niedrigsten (20,9 % = 23 ml/100
0). Sie enthalten beide etwa 10 % alpha-Sauren, HPE 99 dlreich dagegen doppelt soviel
(22,1 %). HHE 99 besitzt mit 41,2 % fast sieben mal soviel beta-Sauren wie Ol 2 und dop-
pelt so viele wie HPE 99 dlreich (21,3 %). Die aus dem Olgehalt errechneten Applikations-
mengen dosiert auf 83 pl(=75,5 mg)/kg KG sind 100 mg/kg KG Ol 2, 173 mg/kg KG
HPE 99 dlreich und 361 mg/kg KG HHE 99 dlreich. Die Extrakt-Emulsionen wurden mit

Tween und UltraTurrax herge- o *
5 tot
stellt und eine Stunde vor der
50 l. — |OKontrolle
Narkose appliziert. Der Effekt
. . . |E 40 l || |@ 61 2 100mg
der drei Zubereitungen auf die |¢ |
. . . . 5 T B P99 dlreich
Schlafzeit war nicht identisch |5 L 7ama
20 1T - 9
[Abb. 20]. In der mit Hers B HHE99
10 T — Olreich
brucker'99 6lreich behandel- | o
Abb.20: Dosierungen berechnet auf 83 pl Hopfendl: Beeinflussung der
ten Gruppe Starben 5 von 8 Schlafzeit durch Ol 2, Perle’99 dlreich und HHE 99 &lreich, emulgiert
mit Tween/UT (150 mg/kg Ketamin i.p. 1h nach Sondierung)

Tieren, und eines schlief nicht
ein, so dald nur 2 Tiere in die Wertung eingingen. Perle” 99 verlangert in der Dosierung von
173 mg/kg KG signifikant die Schlafzeit. 100 mg/kg KG Ol 2 verlangern die Schiafzeit
etwas weniger und nicht signifikant, jedoch ist der Unterschied zur Perle’99 Gruppe auch

nicht signifikant. Allen drei Gruppen wurde gleich viel Hopfendl appliziert. Vergleicht man
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- jedoch die gleichzeitig verab-
361 mg/kg KG
30 s reichte Menge an anderen
300 7
. Inhaltsstoffgruppen, so erge-
M 75,4
£ 200 123 mglg KG 5 ben sich erhebliche Unter-
£ unbekannt

225

Ol

Hbeta schiede [Abb.21]. Der

—aloha Hersbrucker'99 Olreich

100 mg/kg KG 75.4

50 75,5
—c— 38,2
0 T T . .
(o]/] P’99 dlreich HHE"99 6lreich Gruppe Wurden Im Vergle":h
Abb.21: Erforderliche Dosierungen der Extrakte berechnet auf s
gleichviel Hopfendl (75,4mg/kg KG) und die dadurch applizierten Zur OI 2 GrUppe 24ma| mehr

Mengen an alpha-/beta-Sauren und unbekannten Komponenten

beta-Sauren (148,7 vs. 6,2),
10mal mehr unbekannte Komponenten (97,8 vs. 9,3) und 4mal mehr apha-Sauren (39 vs.
9) appliziert. Auffallend war die hohe Toxizitéat von HHE 99, die bedingte, dal35von 8 Tie-
ren verstarben. Dafir kann der alpha-Sauren Anteil in diesem Extrakt wahrscheinlich nicht
verantwortlich sein, da die mit Perle’99 dlreich behandelte Gruppe eine vergleichbare
Menge (39,0 vs. 38,2) erhielt und kein Tier starb. Auch die beta-Sauren dirften nicht die
Ursache dieser Toxizitét sein, da in vergleichbaren Versuchen mit 200mg/kg KG des
Extraktes Lup [Abb. 18] 133 mg/kg KG beta-Sauren appliziert wurden und nach dieser
Behandlung nur 1 von 26 Tieren starb. Eine mogliche Erklarung durfte in den unbekannten
Substanzen liegen, die in der mit Hersbrucker”99 dlreich behandelten Gruppe 4mal hoher
alsin der Perle’99 und 10mal hoher alsin der Ol 2 Gruppe war.

200 Bei vergleichbaren Versuchs
344 mg/kg KG
350 i i -
5 - bedingungen wurden die Hop
300 . ,
fen-Extrakte Ol 2 und Perle’99
250
% o olreich so dosiert, da diesel-
é 2597 Olunbekannt
Osl .
150 100 ma/k KG Wi ben Mengen an beta-Sauren
100 3 Oalpha .. -
N 236 appliziert wurden. HHE 99
. 31,0 . 221 Olreich wurde wegen seiner
012 P 99 bdlreich e . .
Abb.22: Dosierungen der Extrakte berechnet auf die gleiche applizierte TOXIZItat ni Cht mltunteerht'

Menge an beta-S&uren (21,3 mg/kg KG)

Die Ubrigen Versuchsbedin-
gungen waren gleich. Abb. 22 zeigt die tatsachlich applizierten Mengen der beiden Extrakte
ihrer bekannten Inhaltsstoffe in mg/kg KG, Abb. 23 die Schlafzeiten. Beide Extrakte ver-
langerten in der jeweiligen Dosierung signifikant die Schlafzeit. Die mit 344 mg/kg KG Ol
2 behandelten Tiere schliefen nur wenig langer as die mit 100 mg/kg KG Perle’99 dlarm
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behandelten Tiere (45min vs. [
. . Ik
39min), obwohl sie 6mal mehr |
*
Hopfendl erhielten (259,7 vs. |
E OKontrolle

43,6). 7 30 )

I 1 ol 2
Weder der Gehalt an Hopfendl, |3 | —1 344mglkg

WP’99 dlreich
noch der an apha- oder beta- o1 100mgrkg
Sauren |&f%t sich direkt mit der | n=7/8
' . Abb.23: Dosierungen berechnet auf 21,3 mg beta-Sauren:
nal’koseveﬂangemden Wi I’kung Beeinflussung der Schlafzeit durch Ol 2 und Perle’99, emulgiert mit
Tween 80/UT (150 mg/kg Ketamin i.p. 1h nach Sondierung)

korrelieren. Der Effekt konnte

auch bereits maximal sein.

Hopfen-Extrakte Hopfendl rein [Olrein], Weichhar z-spezifisch [ Weich] und Beta-spezifisch
[Beta]

Diese Extrakte stellen die o
Hopfen-Extrakte mit der hoch- . OKontrolle
5 Ttot TTot
sten Reinheit dar. Olrein ent- * *
_ 40 F 0 200mg i
halt 99 mi/100 g Hopfendl und | ! Hopfendl
g 30 —
. ks Il 200mg
fast keine apha- oder beta- |t I Weichharz-
) 20 T || spezifisch
Sauren  noch  Weichharz B 200mg
10 T —| Beta-
(jeweils unter 0,6 %). Der spezifisch
0 n=10-12
: [y Abb.19: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch
We| ChharZ-SpeZIfISChe EXtrakt Hopfendl rein, Weichharz-spezifisch und Beta-spezifisch, emulgiert mit
Ol/Lecithin/UltraTurrax (150 mg/kg Ketamin i.p. 1h nach Sondierung)

enthdlt ca 80 % Weichharz,
ein Polymerisationsprodukt der alpha- und beta-Sauren und zu jeweils ca. 10 % beta-Sauren
und Hopfendl. Der Beta-spezifische Extrakt entspricht in seiner Zusammensetzung mit viel
beta-Sauren (63 %) und wenig apha-Sauren und Hopfendl weitgehend dem Extrakt Lup,
sein Weichharzanteil wurde auf 35 % geschétzt (Angaben des Extraktherstellers). Abb. 19
zeigt die Ergebnisse der Testung von 200 mg/kg KG des jeweiligen Extraktes emulgiert mit
Lecithin, Ol und UltraTurrax. Die Narkose erfolgte 1 h nach oraler Applikation mit 150 mg/
kg KG Ketamin-HCl i.p.. Dasreine Hopfendl und der Beta-spezifische Extrakt verlangerten
die Schlafzeit signifikant um 14 Minuten. In der mit reinem Hopfendl behandelten Gruppe
verstarb ein Tier in der Narkose, in der mit Beta-spezifischen Extrakt behandelten Gruppe
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starben ein Tier vor Narkosebe-

60
ginn und drel Tiere in der Nar-

(42
o

O Kontrolle kose. Der Weichharz-

ey
o

spezifische Extrakt war schw&

O200mg Beta|

Schlafzeit [min]
w
o
—

2o 1] cher wirksam, er verlangerte
W 100 L . . .
. MO die Schlafzeit nur tendenziell
10 —
e um 7 Minuten. Weil auch nach
0
Abb.20: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch die . .
Extrakte Lup und Beta-spezifisch, emulgiert mit Ol/Lecithin/UltraTurrax RUCkSpraChe mlt dern

(150 mg/kg Ketamin i.p. 1h nach Sondierung)

Extrakthersteller nicht geklart
werden konnte, warum der Beta-spezifische Extrakt toxisch wirkte (4 von 11 Tieren star-
ben), wurde der VVersuch mit der gleichen Dosierung unter moglichst gleichen Bedingungen
wiederholt (Abb. 20) und mit Lup verglichen. 200 mg/kg KG Beta verléngerten die Schlaf-
zeit um 11 Minuten n.s., 100 mg/kg KG Lup um 9 Minuten. Obwohl die Extrakte sich vom
Inhaltsstoffmuster sehr dhneln, bewirkt eine doppelt so hohe Dosis nur eine marginale
Wirkverstarkung. In diesem Versuch starben keine Tiere. Warum im ersten Versuch derartig
viele Tiere starben, konnte nicht geklart werden.

Von den drei Extrakten, zeigen Olrein und Beta eine deutliche, signifikante narkoseverlan-
gernde Wirkung, der aus den Polymerisationsprodukten der apha- und beta-Séuren beste-
hende Weichharzextrakt nur eine schwéchere. Offensichtlich ist die Wirkung weder dem
Hopfendl noch den beta-Séuren alleine zuzuordnen, da der entdlte Extrakt Beta und der
beta-Sauren arme Extrakt Olrein eine gleichstarke Wirkung besitzt. Ebenfalls kénnen die
alpha-Sauren nicht die alleinige Wirkstoffgruppe darstellen, da Olrein und Beta fast keine
alpha-Sauren enthalten. Ob die Wirkung des Weichharzextraktes durch die in ihm enthalte-
nen 9,3% beta-Sauren und 8,7% Hopfendl, durch den 80%-igen Weichharzanteil oder durch

andere Inhaltsstoffe verursacht wurde, konnte nicht geklart werden.

Mischungen aus den Extrakten Hum, Lup, Ol 2 und Olrein

Es sollte geprift werden, ob Extrakt-Kombinationen im Verhdltnis 1:1 eine synergistische,
unveranderte oder antagonistische Wirkung besitzen. Deshalb wurden mit Extrakten Hum,
Lup und Ol 2 Mischungen aus jeweils zwei Extrakten im Verhdltnis 1:1 hergestellt und in

jedem Versuch mit einem der beiden Extrakte verglichen. 50 mg/kg KG fir die reinen
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Extrakte und 50 + 50 mg/kg

60
KG Extrakt fur die Kombina-
50
tionen wurde verwendet, um
. . . 40 O Kontrolle
Unterschiede zwischen reinem | £
% 30
Extrakt und Mischung erken- |3 W 50mg Lup
20
nen zu konnen. Die Dosierun- B50mg Lup +
. . 107 50mg Hum
gen wurde bewuldt niedrig —

0
gaNahlt da 50 mg/kg KG G ne Abb.21: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch

Mischungen aus Lup und Hum, emulgiert mit Tween (150 mg/kg
Grenzdosis darstellt, bei der

Ketamin i.p. 1h nach Sondierung)

[=2]
o

man gerade noch einen Effekt

. . 50
erwarten kann. Wirkverstar- O Kontrolle
. 40
kungen oder -verminderungen | - T
. g 30 T+l — A
sollten so besser erfalRbar sein. | : r f L F30mg Of2
. . . 20 T N T —
Die Emulsionen wurden mit B 50mg 612 +
i+ B L7
Tween und UltraTurrax herge- | T
n=9-11

stellt. Eine Dosis von 50 mg/ ° Abb.22: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch
Mischungen aus Ol 2 und Hum, emulgiert mit Tween (150 mg/kg
kg KG LUp Verlangerte erwar- Ketamin i.p. 1h nach Sondierung)

tungsgemaR die Schlafzeit um 13 bzw. um 10 Minuten (Abb.21/23). 50 mg/kg KG Ol 2

verlangerten die Schlafzeit n.s. um 7 Minuten. 50 mg/kg KG Hum beeinflufdten die Schiaf-

zeit nicht (Abb.24), jedoch schlief bei diesem Versuch die Kontrollgruppe deutlich langer
als bei den anderen drei Versuchen. Abb.21 zeigt, dal3 eine Kombination aus Hum und Lup
im Verhdltnis 1.1 die Schlafzeit signifikant um 22 Minuten verlangerte, das sind 9 Minuten
mehr als bei Lup alleine. Eine Kombination von Lup und Ol 2 im Verhdltnis 1:1 dagegen
verlangerte die Schlafzeit nur

tendenziell (Abb.23) und | e

weniger as die Einzd- | so

Extrakte Lup (Abb.21/23) 40 OKontrolle
oder Ol 2 (Abb.22). Eine | s

retion aus L T B
Kombination aus Ol 2 und | 4+ * - H HH
Hum (Abb.22/24) verlangerte | 11— - A oma o
die Schlafzeit gegenltber den n=9-10

Abb.23: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch

El nzeI-Extrakten um 3 M | nu- Mischungen aus Lup und Hum, emulgiert mit Tween (150 mg/kg

Ketamin i.p. 1h nach Sondierung)
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ten bei O 2 (Abb.22) und 8

60
o Minuten bei Hum (Abb.24).
1 Ein Tier starb in der mit dieser
4o 1 T | |dKontrolle
530 - I ““““““““““““ | Kombination behandelten
: B50omg Hum | Gryppe  (Abb.22). Da Hum
271 1 |
@somg Hum || @uch in Versuchen nach mehr-
T .. | +50mgOI2 _ o _
- maliger Applikation toxische
0 n=8-12

Abb.24: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch
Mischungen aus Hum und Ol 2, emulgiert mit Tween (150 mg/kg
Ketamin i.p. 1h nach Sondierung)

Effekte zeigte, wurde eine wei-

tere Untersuchung von Kombi-
nationen mit Hum ausgeschlossen. Die Kombination von Lup und Ol 2 im Verhaltnis 1:1

zeigte keinen Vorteil gegeniiber Lup oder Ol 2 alleine.

Aus den Extrakten Lup und Olrein, wurden Kombinationen in unterschiedlichen Mengen-
verhéltnissen hergestellt, 1:3, 1:1, 3:1 und 1:10,5. Die Extrakte wurden so ausgewahlt, dal3
siekeine (Lup) bzw. nur in Spuren (Olrein) al pha-Sauren enthalten. Die Testung einer Kom-
bination von Lup:Olrein wie 1:10,5 stellt das beta-Sauren zu Hopfendl Verhaltnis in Ol 2
dar. Da Ol 2 ein wirksamer, aber nach mehrmaliger Applikation bei Mausen nur maRig ver-

traglicher Extrakt war, wurde versucht, eine besser vertréagliche Mischung dhnlich wie Ol 2,

o aber frei von apha-Sauren her-
. zustellen. Die Emulsionen
* H ¥
0 : DKontroll wurden mit der Methode “Ol/
- T (Ol/Lec) Cy .
£ Wasser/Lecithin mit UltraTur-
g30
E I O083mg Lup + .
’ I 250mg rax” hergestellt. Abb.25 zeigt,
20 Olrein
W250mg Lup || daf3 beide Kombinationen aus
10 + 250mg
Olrei - . .
e Lup und Olrein, sowohl im
n=8-10
Abb.25: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch s . .
Mischungen aus Lup und Olrein, emulgiert mit Ol/Lecithin/UT (150 Verhdtnis1:3alsauchimVer-
mg/kg Ketamin i.p. 1h nach Sondierung)

haltnis 1:1 die Schlafzeit um
13 Minuten signifikant verlangerten (p<0,05 Student-Newman-Keuls). Offensichtlich ist es
fast unerheblich, ob man 250 mg/kg Olrein mit genauso viel (250 mg/kg) oder nur einem
Drittel (83 mg/kg KG) Lup kombiniert, es wurde durch beide Gemische eine vergleichbare
Wirkung errreicht. Abb.26 zeigt die Ergebnisse mit Lup-Olrein Kombinationen mit den
Verhaltnissen 3:1 und 1:10,5. 250 mg/kg KG Lup + 83 mg/kg KG Olrein verlangerten die
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Schlafzeit um 11 Minuten,
16,6 mg/kg KG Lup + 174 mg/
kg KG Olrein etwas weniger
um 7 Minuten. 16,6 mg Lup
kombiniert mit 174 mg Olrein
enthalten ungefdhr die Menge
an beta-Sauren und Hopfendl,
wie 200 mg Ol 2. Ol 2 enthélt
zusétzlich 18 mg (9%) apha-
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016,6mg
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Abb.26: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch

Mischungen aus Lup und Olrein, emulgiert mit Ol/Lecithi/UT (150

mg/kg Ketamin i.p. 1h nach Sondierung)

n=10-12

Sauren und 18,6 mg (9,3 %) unbekannten Rest. Die Kombination (16,6 + 174) enthalt
zusétzlich 0,17 mg (0,09%) a pha-Sauren und 24,9 mg (13%) unbekannten Rest. Eine Dosis
von 200 mg/kg KG Ol 2 emulgiert mit Ol/Lecithin/UltraTurrax verlangerte die Schlafzeit

dhnlich lange (6 Minuten s.
Abb.11-b), so dai} die alpha
Sauren alleine nicht die nicht
wirkbestimmende Gruppe sein
konnen. Fuhrte man die Nar-
kose mit der Dosierung 16,6
mg/kg KG Lup + 174 mg/kg
Olrein bereits nach 30 Minuten

nach  Applikation  durch
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Abb.27: Beeinflussung der Ketamin-induzierten Schlafzeit durch
Mischungen aus Lup und Olrein, emulgiert mit Ol/Lecithi/UT (150
mg/kg Ketamin i.p. 30min nach Sondierung)

(Abb.27), wurde die Schlafzeit signifikant um 11 Minuten verlangert (p<0,05 Student-New-

man-Keuls). Offensichtlich setzte die Wirkung schnell ein und lief3 nach 1 h bereits wieder

nach.

Untersuchung auf Interferenzen zwischen Hopfenextrakten und Dopamin-Rezep-

torantagonisten

Um Hinweise auf den Wirkmodus zu erhalten, wurde versucht, die durch den Extrakt Ol 2

induzierte Schlafzeitverlangerung zu antagonisieren. Dazu wurden die Tiere entweder mit

dem relativ spezifischen D,,;3 Rezeptorantagonist Sulpirid oder dem D;,, Rezeptorantago-
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nist Haloperidol 30 Minuten vor Extraktgabe vorbehandelt. Versuchstiere waren weibliche
NMRI-Méause, bel jedem Versuch wurden 4 Behandlungsgruppen verglichen. Die Gruppen
2 und 4 erhielten den jeweiligen Antagonisten i.p. appliziert, die Gruppen 1 und 3 erhielten
0,9 %ige Kochsalzlosung. Die Dosierungen wurden mit 100 mg/kg KG Sulpirid und 0,1
mg/kg KG Haloperidol so gewahlt, dal’ der Antagonist alleine die Schlafzeit nicht signifi-
kant beeinfluRte. Nach 30 Minuten erhielten die Gruppen 3 und 4 Ol 2 in einer Dosis von
100 mg/kg KG oral appliziert, die Gruppen 1 und 2 erhielten Wasser. Der Extrakt war mit

der Methode "Tween 80 und UltraTurrax™" emulgiert worden. 60 Minuten spéter wurden die

- Tiere mit 150 mg/kg KG Ket-
e
45 i amin narkotisiert.
40 I
35 n Abb.28 zeigt, dal? die Schlaf-
£ %0 i zeit der mit Sulpirid behan-
2 25 u
ST LT T — delten Tier nur wenig Uber
Abb.28:
sdl B | Beeinflussung der Kontrollniveau | ghrend
10 H | - Ketamin-induzierten m’ w ren
Schlafzeit durch Ol 2 .. . i .
5T ] [ eavundsupridip. | O] 2 sie deutlich verlangerte.
0 T T T Ol 2 (150 mg/kg . L
Kontrolle 100mg/kg  100mg/kg ol2+ ketamin i.p.6ominnach | T @Stete man mit dem schwé-
Sulpirid Ol 2 Sulpirid Sondierung)

cheren Fisher-PLSD Test, war
der Unterschied signifikant. Die Behandlung mit der Kombination aus Sulpirid und Ol 2
verdoppelte signifikant die Schlafzeit (41 vs. 21, p<0,01 Student-Newman-Keuls). Sulpirid

konnte offensichtlich die Wirkung von Ol 2 nicht antagonisieren, die Effekte addierten sich

sogar.
50 g
45 * *T' In einem zweiten Versuch
) . T :
s i wurde mit dem Dy, Rezeptor-
£ 30 i — : ;
< [t i antagonisten Haloperidol vor-
& 20 T T ™ Abb.20: behandelt  (Abb.29).  Die
15 44 S — Beeinf!us.sung.der i i .
10 - - | Keamininduzienen | Schlafzeit der mit Haloperidol
| | | | | (oral) und Haloperidol .
ip.3omnnachGabe | vOrbehandelten Tiere lag auf
. . . von OI_2 _(150 mg/kg
Kontrolle  0imglkg 100mgikg  O12+ SR | Kontrollniveau (29 vs. 28), die
Haloperidol Ol2 Haloperidol n=10-13 Tiere/Gruppe

mit der Kombination aus Ol 2
und Haloperidol behandelten Tiere lagen auf dem gleichen Niveau wie die mit Ol 2 alleine
behandelten Tiere (41 vs. 39). Auch Haloperidol konnte die Wirkung von Ol 2 nicht antago-
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nisieren. Es machte keinen Unterschied, ob die Tiere mit Haloperidol vorbehandelt waren

oder nicht.

Untersuchung auf Interferenzen zwischen Hopfenextrakten und Benzodiazepin-

Rezeptorantagonisten

Durch aufeinanderfolgende

60

Applikation des Extraktes Ol 2 laicial

50

——

und Flumazenil wurde getestet,

40

n]

ob sich die narkoseverlan-

1
"

30 T 1

Schlafzeit [mil

gernde Wirkung des Hopfenex-

Abb.30:
Beeinflussung der
Ketamin-induzierten
| | Schlafzeit durch Ol 2
(oral) und Flumazenil
i.p. 15 min nach Gabe

20 T ]
traktes durch einen Benzo-
10 T 1

diazepinrezeptor-Antagonisten

von Ol 2 (150 mg/kg

anheben laBt DaZU Wurde 4 Kontrolle 2 mg/kg 100 mg/kg Ol2+ Ketamini.p. 35min

. " . nach Sondierung)
Flumazenil Ol2 Flumazenil =810 Tiere/Gruppe

Gruppen mit je 10 Tieren
gebildet. Eine Gruppe erhielt nur den Antagonisten, eine andere nur den Extrakt und eine
dritte die Kombination aus Extrakt und Antagonist. Dabel wurde zuerst der Extrakt (100
mg/kg KG) in einer 2,5 %-igen Tween 80 Emulsion oral appliziert, der Antagonist (2 mg/
kg KG) mit einem zeitlichen Abstand von 15 Minuten i.p. danach. Die Kontrolle erhielten

jeweils 2,5 %-ige Tween 80 L 6sung oder/und 0,9 %-ige K ochsal zl 6sung. Flumazenil wurde

aus Ampullen des Praparates Anexaté® mit einem Gehalt von 0,1 mg/ml entnommen. Um
eine Dosisvon 2 mg/kg KG erreichen zu kénnen, wurden deshalb abweichend zu den ande-
ren Versuchen 20 ml/kg KG appliziert. Wie Abb. 30 zeigt, liefd sich die narkoseverlangernde
Wirkung von Ol 2 durch Gabe von Flumazenil nicht antagonisieren. Beide Gruppen, die
den Extrakt erhalten hatten, schliefen signifikant 1anger als die Kontrolle (p<0,0001 Bonfer-
roni). Es machte keinen Unterschied, ob zusétzlich der Antagonist gegeben wurde oder
nicht. Die Gabe des Antagonisten alleine dagegen beeinflufdte die Narkosedauer nicht. Eine
Wirkung des Extraktes tiber den Benzodiazepin-Rezeptor ist deshalb nicht erkennnbar.
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4.1.1.2 Ethernarkose

Um auszuschlief3en, dal3d es sich bel einer Verlangerung der Ketamin-induzierten Schlafzeit

nicht um eine zentral sedierende sondern um eine rein metabolische I nteraktion handelt, die

150

100

Schiafzeit s]
—

50

30min nach Sondierung)

OKontrolle
O200mg 612

HW200mg Lup

n=8

0
Abb.31: Beeinflussung Schlafzeit durch Lup und Olrein, emulgiert mit
Ol/Lecithi/UT (Narkose durch Aufenthalt in einer Etherathmosphare,

einen verzogerten Ketaminab-
bau bewirkt, wurde bel einigen
Extrakten zusdtzlich ene
Ethernarkose  durchgefihrt.
Abb. 31 zeigt die Beeinflus-
sung der Schlafzeit nach oraler
Gabe von 200 mg/kg KG Ol 2
oder Lup. Die Emulsionen
wurden mit der Methode “Ol,

Lecithin und UltraTurrax” her-

gestellt. Auf der Ordinateist die Schlafzeit in Sekunden aufgetragen. In der mit Ol 2 behan-

delten Gruppe wurde die Schlafzeit durchschnittlich um 12 s verléngert (89 vs. 77), in der

mit Lup behandelten Gruppe um 28 s (105 vs. 77). Durch die hohen Streuungen sind keine

200

150

eit [s]

5 100

Schlaf:
—

50

0
Abb.32: Beeinflussung Schlafzeit durch Olrein, emulgiert mit

30min nach Sondierung)

O Kontrolle

[0500mg
Olrein

n=9/8

Ol/Lecithi/UT (Narkose durch Aufenthalt in einer Etherathmosphére,

statistisch signifikanten Aus-
sagen moglich, jedoch schlie-
fen die mit Lup behandelten
Tiere deutlich langer as die
Kontrolltiere. Abb. 32 zeigt,
daf3 eine Dosis von 500 mg/kg
KG Olrein die Schlafzeit nach
einer Ethernarkose ebenfalls
verléngert. Die Méause in der

Verum-Gruppe schliefen

signifikant 56 slanger alsdiein der Kontrollgruppe (136 vs. 80). Die Emulgiermethode und

der Abstand zwischen Applikation und Narkosebeginn entsprachen exakt denen des vorhe-

rigen Versuches (Abb.31).

In einem weiteren Versuch (Abb.33) wurde eine Mischung aus den Extrakten Lup und

Olreinim Verhdtnis 1 : 1 untersucht. Die Dosierung wurde so gewahlt, dai3 jeweils 125 mg/
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kg KG Lup und Olrein appli-
ziert wurden. Die Ubrigen Ver-
suchsbedingungen entsprachen
denen der vorherigen Versu-
che (Abb.31/32). Die Mause in
der mit der Mischung behan-
delten Gruppe schliefen 23 s
langer as die in der Kontroll-

gruppe. Zwar sind durch die

150

100

zeit [s]

Schlaf.

—

50

OKontrolle

[0125mg Lup
+125mg
Olrein

0
Abb.33: Beeinflussung Schlafzeit durch eine Mischung aus Lup und
Olrein, emulgiert mit Ol/Lecithi/UT (Narkose durch Aufenthalt in einer

Etherathmosphare, 30min nach Sondierung)

n=12

schlechte Reproduzierbarkeit der Methode keine quantitativen Aussagen maoglich, jedoch

verlangern die getesten Extrakte oder Mischungen aus Extrakten die Schlafzeit in diesem

Modell, so dal? eine metabolische Interaktion mit dem Narkosemittel als Ursache der Ver-

langerung der Schlafzeit ausgeschl ossen werden kann.
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4.1.2 Testung auf Beeinflussung der Motilitét

4.1.2.1 Motilitats-Mef3system

Hopfen-Extrakte Nugget”94 und Nugget 98/Nov’ 98

Als  Sceening-Testverfahren

500

. auf zentral sedierende Aktivitéat
400 N
K . -l wurden Motilitéts-Messungen
£ 300 \\ = . _ —— Kontrolle
H \ \__}’ N i ¢ an Mausen durchgefiihrt. Um
0 I T ] B —400mg Uber langere Zeit die Beeain-
AN LU g

100 i Y - \{_;/t/ flussung der Motilitét durch
L e e S L e Hopfenextrakte messen zu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Stunden nach Applikation

Abb.2-1: Beeinflussung der Motilitdt durch Nugget 94, weibliche NMRI konnen Und dam't H|nwe|%
Mause 5/Kafig, emulgiert mit Milch

auf Wirkeintritt und Dauer zu
erhalten, wurde die Aktivité der Tiere mit dem Motilitéts-Mef3system Uberprft. Abb.2-1
zeigt die Motilitat von weiblichen NMRI Mausen nach oraler Gabe von 400 mg/kg KG
Nu 94. Der Extrakt wurde nach der Methode “L6sung in Milch unter Erwarmen” emulgiert.
Auf der Ordinate ist die Anzahl der Unterbrechungen der Lichtschranken pro Stunde ange-
geben, auf der Abzisse die Zeit in Stunden nach der Sondierung. Da am Anfang der Arbeit
nur 2 Lichtschrankenk&fige zur Verfligung standen, wurden zur Erhohung der n-Zahl
jeweils 5 Mause auf einmal in jeden K&fig gesetzt. Der Versuch wurde 2 mal durchgefiihrt
und die Werte gemittelt. Als spéter 8 Ké&fige zur Verfiigung standen, wurde die Strategie mit
mehreren Mausen/Ké&fig nicht weitergefihrt, da 5 Mause in einem K&fig eine geringere
Impulsanzahl verursachen als die gemittelten Werte von 5 Mausen in 5 K&figen. Ursache
ist, dal3 die Passierung von 2 Mausen gleichzeitig nur as 1 Impuls erfal3t werden kann.
Diese Tatsache muf3 beim Vergleich mit spdteren Versuchen beachtet werden. Aus den in
Abb. 2-1 dargestellten Ergebnissen wird deutlich, dal3 der Nu 94 einen Motilitats-senken-
den Effekt hat, der zwei Stunden nach Sondierung einsetzte und bis zu 12 Stunden anhielt.
Der Anstieg der Moatilitét in der Kontrollgruppe 4 Stunden nach Sondierung, das ist nach
dem Ausgehen des Lichtesim Tierhauses, unterblieb in der mit Nu 94 behandelten Gruppe.
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Danach wurde die Dosis hal-
biert und der Versuch unter den
gleichen Bedingungen wieder-
holt. Abb.2-2 zeigt, dal3 die
Reduktion der Motilitat deut-
lich weniger ausgeprégt war.
Ein Effekt ist nur zwischen
drei und funf Stunden nach

Applikation sichtbar. Um zu

Impulse/h

500

400

300

200

100

0

Abb.2-2: Beeinflussung der Motilitat durch Nugget 94, weibliche NMRI

TN,
VNNV AVE
NSV A
AT

—— Kontrolle

—200mg
Nu'94

L B —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Stunden nach Applikation

Mause 5/Kafig, emulgiert mit Milch

n=1(5)

untersuchen, ob die Magenfillung einen Einfluld auf die Wirkstéarke des Extraktes hat,

wurde die Dosis von 200 mg/kg KG an niichternen Mausen getestet (Abb.2-3). Zwei Méuse

starben in der Verum-Gruppe. Die Motilité wurde ebenfalls gesenkt, jedoch kann nicht ein-

deutig unterschieden werden, ob das eine Folge des Extraktes war, oder ob es daran lag, dafi3

nur noch die Impulse von drei Mausen gezéhlt wurden. Bei einem Vorversuch mit 250 mg/

kg KG des gleichen Extraktes waren ebenfalls zwei von funf ntichternen Mausen gestorben.

Wird der Extrakt auf nichter-
nen Magen appliziert, wirkt er
bei

NMRI Méausen. Um zu unter-

offensichtlich  toxisch

suchen, ob auch andere CO,-

Extrakte der Sorte Nugget die
Spontanmotilitdt zu beeinflus-
sen vermogen, wurde im sel-
ben Modell der Extrakt
Nugget'98 Nov'98 geprift
(Abb.2-4). Das Rohmaterial
des Extraktes stammte aus der
1998, die
Extraktion wurde im Novem-
ber 1998 durchgefihrt. Bel
sonst gleichen Versuchsbedin-

Hopfen-Ernte

gungen wie bei Nugget’ 94

500
400
K\s_ —— Kontrolle
< 300 ~3
2 \ LN
2 N
£ 200 2
A
A - || —200ms
\‘, \ Pl / u
100 \ z NI
/
\\ L~ n=1(5)
0 T T T T T T T T T 2 tot
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Stunden nach Applikation
Abb.2-3: Beeinflussung der Motilitat durch Nugget 94, weibliche NMRI
Mause 5/Kafig, nichtern, emulgiert mit Milch
500
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N ]- — - Kontrolle
I 1 P
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£ \-[ AN N g ,\ \
200 T —400mg
| / L7y \ Nu'98
) L \ % u
100 N ,]:—‘r Nov'98
! \{/\{ L T\/\f’
) n=2 (10)
0 T T T T T T T T
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Stunden nach Applikation
Abb.2-4: Beeinflussung der Motilitat durch Nugget 98Nov 98, weibliche
NMRI Mause 5/Kéafig, emulgiert mit Milch
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(Abb.2-1), senkte auch dieser Extrakt die Motilitét, wenn anscheinend auch nicht in dem
Ausmal’ wie Nugget 94. Die Wirkung setzte erst viel spéter, nach ca. vier Stunden ein und
der Effekt war nicht so langanhaltend. Da zu den beiden Extrakten keine ndheren Spezifika-
tionen vorlagen und unklar ist, welche Inhaltsstoffe fUr die sedierende Aktivitét verantwort-

lich sind, kann Uber eine Erklarung nur spekuliert werden.

Hopfen-Extrakte der Ernten 1997 und 1998

Ob eine Abbhangigkeit zwischen der sedierenden Aktivitdt und der Hopfen-Sorte oder dem
Erntgjahr besteht, wurde an Extrakten aus den Jahren 1997 und 1998 untersucht. Aus den
Bittersorten Hallertauer Magnum, Northern Brewer und Nugget sowie aus den Aromasor-
ten Perle, Spalter Select und Hersbrucker Spét wurden verschiedene Extrakte hergestellt,
diesichin Erntgjahr, Extraktionszeitpunkt und z.T. in der Extraktionsart unterscheiden. Um
eine Ubersicht tber die motilitdtshemmende Wirkung zu erhalten, wurden zunachst ale
Extrakte getestet. Das Ergebnis zeigt Tab. 2-5. Zu diesem Zeitpunkt standen 4 Mefkéfige
zur Verfigung, so dal’3 immer eine Kontrollgruppe mit 3 verschiedenen Verum-Gruppen
verglichen wurde. In Tab. 2-5 gehtren immer vier Zeilen zu einem Versuch. In der ersten
Spalte steht der Name des Extraktes, in der zweiten die Anzahl der Zahlimpulse innerhalb
der ersten Stunde nach der Applikation, in der zweiten Spalte die Anzahl innerhalb der
zweiten Stunde usw.. In der letzten Spalte ist die Summe der Impulse Uber die gesamte Ver-
suchszeit von 13 Stunden aufgefiihrt. Die Anzahl der Mause pro Kafig wurde auf drei Tiere
reduziert, um fehlende Zahlimpulse zu vermeiden, wenn zwei Mause gleichzeitig eine
Lichtschranke passieren. Es wurden 400 mg/kg KG je Extrakt oral appliziert, die Emulgier-
methode war bei allen Versuchen “Milch unter Erwérmen”. Bel Betrachtung von Tab. 2-5
wird deutlich, dal3 Aktivitéten in den Kontrollgruppen sehr unterschiedlich waren. Das
erschwerte die Beurteilung der dazugehorigen Behandlungsgruppen. Trotzdem wurde ver-
sucht, eine grobe Einteilung in wirksam und wenig wirksam vorzunehmen. Perle’98
Mérz 99, Perle”97 Juni”98 dlreich, Hersbrucker Spat” 98 Dez 98 und Magnum 98 Mérz 99
wurden als wirksam eingestuft, da sie die Motilitdt gegentiber der jeweiligen Kontrolle tber

mehrere Stunden deutlich senkten. Der Effekt setzte mit Ausnahme von Magnum’ 98
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Stunden nach Applikation 1 2 3/4 56 7,8 9|10 11|12 13 Summe:
Kontrolle (Milch) 1137 889|725 654|589 487 542 476|183 17 |123 694|731 7247
Hersbrucker Spat'97 Juni98 400 mg/kg ' 308 245 214287 274 87 221 43 78 37 110 33 120 2057
Perle’97 Juni98 dlreich 400 mg/kg 537 216 114 94 20 55 124 37 91 59 41 68 143 1599
Spalter Select’97 April98 400 mg/kg 407 1298 213 220/338/227|259|174|138 132 138 130 343 3017
Kontrolle (Milch) 321 289 407 292 206 184 256 257 76 130|245|279 /381 3323
Magnum 98 M&rz99 400 mg/kg 231 148 225 136 38 75 118 11 59 44 96 54 50 1285
Northern Brewer 98 Dez98 400 mg/kg 418 316 215 90 159/137| 57|86 | 75 69 44 197 184 2047
Perle’97 Juni98 400 mg/kg 483 1381 293 119/235/204| 93|38 |71 29 170 79 171 2366
Kontrolle (Milch) 326 366 354 323 319 258 95 267 294 326 /338|420 404 4090
Perle’98 M&rz99 400 mg/kg 299 170 74 72 91 35 83 117 14 55 14 47 86 1157
Perle’98 Marz99 dlarm 400 mg/kg 421 393 302209 182|227 132 274 74 41 56 170 233 2714
Perle”98 Mé&rz99 odlreich 400 mg/kg 238 290 244 246/212|191 172 75 58 145 34 142 53 2100
Kontrolle (Milch) 165 | 42 1321 376 410 215 327 438 25 22 19 149 13 2522
Hersbrucker Spat’98 Dez98 100 mg/kg ' 436 281 142 249 245 213 157 344 169 87 33| 61 233 2650
Perle’98 M&rz99 400 mg/kg 257 45 144 74 91 74 52 14 45 14 10 6 42 868
Northern Brewer 98 Nov98 400 mg/kg 353 1197 146 208 124 199 126 180 226 70 (179|236 |277 2521
Kontrolle (Milch) 310 295402 302 271 124 108 418 57 221 91| 44|50 2693
97021 Bitterstoffphase 400 mg/kg 251 1192 208 181 179 272 143 91 130 161 206 92| 92 2198
Magnum”98 Okt98 400 mg/kg 312 1169 124 268 205 137 198 121 125 187 80 72| 67 2065
Hersbrucker Spat’98 Dez98 400 mg/kg 512 169 131 84 60 108 51 33 16 61 37 29 31 1322
Tab.2-5: Testung auf Beeinflussung der Motilitat verschiedener Hopfenextrakte der Ernten 1997/98,
weibl. NMRI Mause 3/Kéfig, emulgiert mit Milch

Mérz" 99 mit einer Verzégerung von ein bis zwei Stunden ein. Als wenig wirksam wurden
Magnum 98 Okt 98, Hersbrucker Spat” 97 Juni’98, Perle’97 Juni"98, Northern Brewer 98
Dez’ 98, Spalter Select’97 April 98, Northern Brewer” 98 Nov'98, Perle’98 Méarz 99 6larm
und o6lreich eingestuft. Die Moatilitét in den behandelten Gruppen wurde gesenkt, aber deut-

lich weniger stark ausgepragt alsin den als “wirksam” eingestuften Extrakten.

Der sedierende Effekt scheint nach einer groben Voruntersuchung (Tab.2-5) nicht von der

Sorte oder Sortenart abhangig zu sein, da as wirksam eingestufte Extrakte sowohl aus der
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Aromasorte Perle (Perle’98 Mé&rz'99 und Perle’97 Juni“98 dlreich) asauch aus den Bitter-
sorten Magnum und Hersbrucker (Magnum 98 Méarz 99 und Hersbrucker Spét 98 Dez" 98)
gewonnen wurden. Extrakte aus der gleichen Sorte eines Jahrganges zu verschiedenen Zeit-
punkten extrahiert, scheinen nicht die gleiche Wirkung zu haben (Magnum 98 Mé&rz" 99 und
Magnum’98 Okt 98). Daher ist es nicht erkennbar, ob es Unterschiede in der Wirkung
abhangig vom Jahrgang gibt. Welche Rolle die bekannten Inhaltsstoffgruppen der
Humulone und Lupulone bel der Wirkung spielen, wird nicht klar, da laut Hersteller der
Extrakt Perle’97 Juni"98 oOlreich arm an Humulonen und Lupulonen ist, der Extrakt
Magnum”98 hingegen reich.

Der as wirksam eingestufte

500
200 L 1 Extrakt Perle99 Méarz'99
\ SR AN F
}\‘-_ O N B AN ~~ Kontrolle || Wwurde genauer untersucht, um
§ 300 N 7 L~ \ . . .
: \'{/;\/\/ _ /\ die Wirkung auf Dosisabhan-
= 200 1 — - o771 | —400mg Do ..
i \{\ pere'os || gigkeit der Effekte zu prifen.
| M99
0 ” Abb.2-6 zeigt die Beeinflus-
S A D sung der Motilitét nach oraler
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Abb.2-6: Beeinflussung der Motilitat durch Perle’98 Marz 99, weibliche Gabe von 400 mg/kg KG

NMRI Mause 3/Kafig, emulgiert mit Milch

(n=12). Die Ubrigen Versuchs-
bedingungen entsprachen mit 3/NMRI Mausen pro K&fig und einer Emulsion mit Milch
den Versuchsbedingungen in Abb.2-5. Die Matilitdt in der mit Perle behandelten Gruppe
wurde tendenziell gesenkt, die Wirkung setzte erst nach ca. zwei Stunden ein. Wegen der
starken Streuung in der Kontrollgruppe unterschieden sich die Gruppen zu keinem Zeit-
punkt signifikant. Nach ca. 9 Stunden waren beide Gruppen wieder auf anlichem Aktivi-

tatsniveau. Danach wurde die Dosis halbiert und unter den gleichen Bedingungen

600 gemessen.Wie Abb.2-7 zeigt,
500 1Lk bewirkten 200 mg/kg KG
*
400 R — - Kontrolle || Perle’99 Marz 99 eine Reduk-
< \
< 300 {I: R tion der Motilitét. Der Effekt
- [ ) . < — 200 mg
200 | 1 \{\\{ perie'9s || war ebenfalls sehr langanhal-
M99 1 tot
100 e tend. Durch die homogenere
0 A Aktivitdt der Kontrolltiere war
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Abb.2-7: Beeinflussung der Motilitat c::lrch Perle 98 Marz' 99, weibliche der Unterschied nach 1 und
NMRI Méause 3/Kéafig, emulgiert mit Milch
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Abb.2-8: Beeinflussung der Motilitat durch Perle’98 Marz 99, weibliche

NMRI Mause 3/Kafig, emulgiert mit Milch
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Abb.2-9: Beeinflussung der
Motilitat durch Perle”98
Marz'99 2% Stunden nach
der Applikation, ménnliche
SD-Ratten 1/Kafig, emulgiert
mit Milch, MeRdauer 30 min
n=4

nach 6 Sunden signifikant
(p<0,05). Ein Tier starb in der
mit Perle behandelten Gruppe
45 Minuten nach der Applika
tion. Eine Dosis von 100 mg/
kg KG bewirkte keine Senkung
der Moatilitét (Abb.2-8). Unter
sonst gleichen Versuchsbedin-
gungen unterschieden sich die
Aktivitdten von Kontroll- und
Hopfenextrakt-Gruppe nicht.

Um zu Uberprifen, ob Perle” 98
M&z 99 auch die Motilitat
anderer Tier-Spezies beein-
flul%, wurde der Extrakt an
mannlichen SD-Ratten gete-

stet. Es wurde ene Dosis von

200 mg/kg KG emulgiert in Milch appliziert. In dem Versuch sollte zusétzlich Uberprift
werden, ob das , klassische” Open Field und das Motilitdts-Mel3system qualitativ gleiche

Aussagen liefern. Deshalb wurde die Aktivitét der Tiere zuerst im Open Field und danachin
den Lichtschrankenkafigen ermittelt. Die Ergebnisse des Open Field sind in Abb. 5-3 darge-
stellt. In beiden Modellen bewirkte die Gabe des Extraktes eine signifikante Senkung der

Motilitét gegentiber den Kontrolltieren auf 64 % im Open Field bzw. auf 47 % in den Licht-

schrankenkafigen.
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Abb.2-10: Beeinflussung der Motilitat durch Perle’98 Méarz 99,
mannliche BL/6 Mause 1/Ké&fig, emulgiert mit Milch

ADbb.2-10 zeigt die Motilitét
von mannlichen BL/6- Ma&u-
sen nach Gabe von Perle’98
M~"99. BL/6-Méause besitzen im
Gegensatz zu NMRI
hohere Grundaktivitét, deshalb

wurde hier nur eine Maus pro

eine

Ké&fig verwendet. Unter sonst
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gleichen  Versuchsbedingun-
gen wurden 200 mglkg KG

600

500

appliziert. Ein Tier starb nach | 40 1— L - - - Kontrolle
\ -
. . . 5 N R
45 Minuten, ein  weiteres |2 50 {11 e
bewegte sich im Zeitraum zwi E VA N 1| perd
- 200 u N g Perle’98
T - I I- ’ M’99
schen 3 und 5 Stunden nach | 100 : [t \I;/}jr“*t/_l
n=4

der Applikation nicht. Die O

T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

g . Stunden nach Applikation
M oti | Itat der behandel ten T| ere Abb.2-11: Beeinflussung der Motilitat durch Perle’98 Méarz 99,

mannliche BL/6 Méause 1/Ké&fig, emulgiert mit Milch

wurde sofort gesenkt, der
Effekt hielt etwa 6 Stunden an. Offensichtlich reagieren mannliche BL/6-Mause empfindli-
cher auf den Extrakt als NMRI-Ma&use, eine Dosis von 200 mg/kg KG wirkt bereits toxisch.
Deshalb wurde die Dosis reduziert und der Versuch wiederholt (Abb.2-11). Nach Gabe von
140 mg/kg KG starb kein Tier, jedoch wurde die Motilitét gegentiber der Kontrollgruppe
nur wenig gesenkt. Die Aktivitét der Kontrolltiere war allerdings geringer alsin Abb.2-10,
so dal? ein direkter Vergleich schwierigist.

Der Extrakt Perle’ 99 Marz 99 senkt in einer Dosis von 200 mg/kg KG die Matilitét. Der
Effekt ist sowohl bei weiblichen NMRI M&usen, bei ménnlichen SD-Ratten als auch bei
BL/6 Mausen sichtbar. Jedoch erreicht die Wirkung erst nach 4 bis 6 Stunden ihr Maximum
und ist sehr langanhaltend. Der Extrakt verursacht in einer Dosierung von 200 mg/kg KG

sowohl bel NMRI als auch BL/6 Mausen toxische Erscheinungen.

Hopfen-Extrakte 97 031 CO,, 97 021 Bitterstoffphase und 97 021 Gerbstoffphase

Daeinige Extrakte im Verlauf der Arbeit immer wieder getestet wurden, aber sowohl Emul-
giermethode a's auch das Lichtschrankensystem immer weiter entwickelt wurden, unter-
scheiden sich die Versuche hinsichtlich Tieranzahl pro Ké&fig, Lésungsmittel und Software-
Einstellung. Tab.2-12 zeigt das Ergebnis eines vergleichenden Versuches zwischen allen
drei Extrakten mit 3 Mausen pro Kafig und der Emulgiermethode “Ldsung in Milch”. In
den Spalten ist die Anzahl der Impulse pro Stunde angegeben, in der letzten Spalte die
Summe der Impulse Uber den ganzen Versuch. Durch alle Extrakte wurde die Motilitét

gegenuber der Kontrollgruppe in der ersten Stunde nach der Applikation gesenkt, in der
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Stunden nach Applikation | 1 2| 3 4 |5 6 7 8|1 91110|11] 12| 13 | |Summe:

Kontrolle (Milch) 3401201| 224|312 |293| 56 |364|373]|189]|154| 67 | 79 | 241 2893

97021 Bitterstoffphase 400 mg/kg | 240|218 | 217|298 | 481|207 | 479| 94 [311]|100| 51 | 45 | 172 2913

97031 CO2Extrakt 400 mg/kg 2371350 293|148|243| 22413141 63 | 12 | 72 | 86 | 24 | 52 2118

97021 Gerbstoffphase 400 mgkg | 254|290 | 452 220 | 293|295 | 186 262 [ 201|104 | 50 | 74 | 210 2891

Tab.2-12: Testung auf Beeinflussung der Motilitat, weibl. NMRI Mause 3/Kafig, emulgiert mit Milch
zweiten Stunde stieg sie in der CO,-Extrakt- und der Gerbstoffphasen-Gruppe aber wieder

an, wadhrend sie in Bitterstoffphasen-Gruppe drel Stunden lang gesenkt blieb. Etwa neun
Stunden nach Applikation des CO,- Extraktes fiel die Aktivitét in dieser Gruppe stark ab
und blieb bis zum Ende des Versuches auf niedrigem Niveau, deshalb war auch die Gesamt-
aktivitdt Uber den Zeitraum des Versuches (Summe) gegentiber der Kontrolle erniedrigt. Da
das Ergebnis durch die geringe n-Zahl nur Hinwelse geben kann, wurden die Extrakte wie-
derholt getestet. Ab diesem Versuch wurde eine verbesserte Ansteuerungs-Routine fur die

digitale I/0O-Karte verwendet, mit der eine empfindlichere Auswertung der Impulse méglich

o0y war. Die gemessene Aktivitét
800 % ist daher nicht direkt mit vorhe-
700 = ) ]
oo N T - kontrolle || rigen Versuchen vergleichbar.
% 500 \\ A
: o \l 1 L- I T Abb.2-13 zeigt das Ergebnis
- J Sho —400 mg ..
300 *—F T 97031 for den COZ-Extrakt 97031.
_ -1 Cco2
200 = o . .
100 \_\‘_‘;l,/ . Die Skala fur Impulse/h multe
0 T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Wegen der &)ftware- UmSteI-
Abb.2-13: Beeinflussung duenre;\/lnztilitp;i; zzjnrch 97031 CO2, weibliche |ung Und der hohen Anfangsak-
NMRI-Mé&use 3/Kéfig, emulgiert mit Milch

tivitdt auf 900 Impulse/h
erweitert werden. Die Aktivitét in der mit Extrakt behandelten Gruppe war in der ersten
Stunde nicht signifikant unter Kontrollniveau. Sie blieb von der 3. bis zur 7. Stunde nach
Applikation unter Kontrollniveau, in der 5. Stunde der Unterschied zum Kontroll-Kollektiv
signifikant. Die Wirkung war mit ca. 7 Stunden langanhaltend, aber nicht so ausgepragt wie
Im Vor-Versuch angedeutet. Insgesamt besitzt der Extrakt nur einen malig hemmenden
Effekt auf die Motilitat von weiblichen NMRI-Mausen.
Abb.2-14a zeigt das Ergebnis der gleichen Dosierung des Extraktes 97021 Bitterstoffphase.

Der Versuch wurde zweimal mit je n=12 Tieren pro Gruppe durchgefihrt. Zwar liegt die
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Aktivitdt der Verumgruppe vor
1600
- - T
allem zu Beginn deutlich unter | 3300 1+
1300 v
dem Niveau der Kontroll- [ 175 T - = Kontrolle
1000
. < |
gruppe, jedoch verstarben 25 % |z 9% K
) R N y - A | 400 mg
(6/24) der mit Extrakt behan- 800 — = % 2 o021
BN T N F - Bitterstoff-
. . . 400
deiten Tiere. Die Lichtschran- | 30 — P —— & | phase
g . . 100 ~ = n=8/5 (24)
kenkdfige, in denen Tiere 0+—r—T—r——r—————————— 6von24totinder
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Verumgruppe
Starben’ Wurden nICht gaNertet' Abb.2-14a: Beeinflussung d‘vuenrell\wlln:tilifgt‘ :Lnrch 97021 Bitterstoffphase,
weibliche NMRI-Mause 3/Kafig, emulgiert mit Milch

eine statistische Aussage zur
sedierenden Aktivitét schien aber nicht sinnvoll, da nicht klar war, ob die Gbrigen Mé&use
sediert waren oder aufgrund einer bereits toxischen Wirkung inaktiver waren.

Um die Wirkung bei anderen Mausstammen zu untersuchen, wurden ménnliche BL/6-
Maéause verwendet. Der Extrakt wurde mit der Methode “L6sung in Milch” emulgiert und
eine Dosis von 400 mg/kg KG appliziert. Die Gruppenstarke betrug n=4 Tiere. 3 Tierein
der mit 97021 Bitterstoffphase behandelten Tiere verstarben nach 30-90 Minuten. Das 4.
Tier war stark beeintrachtigt, es bewegte sich in den folgenden 10 Stunden kaum. Offen-
sichtlich reagieren méannliche BL/6- Mause auf den Extrakt viel empfindlicher alsweibliche
NMRI-Mé&use, eine Dosis von 400 mg/kg KG wirkt fast zu 100 % letal.

Um die Wirkung an anderen Tierspezies zu untersuchen, wurde 97021 Bitterstoffphase
unter sonst gleichen Versuchsbedingungen mannlichen SD-Ratten appliziert (Abb.2-14b).
Initial bewirkte der Extrakt tendenziell eine Stimulation gegentiber der Kontrollgruppe, 11
Stunden nach der Applikation war die Verum-Gruppe fur eine Stunde ruhiger. Der Effekt ist
signifikant, kann jedoch durch die hohe Streuung innerhalb der Gruppen und die geringe n-
Zahl auch Zufall sein. Warum die mit Extrakt behandelten Ratten zu Beginn aktiver waren,

blieb unklar, kdnnte aber mit

600

dem extrem bitteren | 5 LL il
Geschmack des Extraktes zu | 400 ‘\ ;’ \\\ AT \ \' %/ i _\\ - — Kontrolle
tun haben. Insgesamt bewirkte %300 \\ I," Y L /:/: _&\’ / \ o
eine Dosis von 400 mg/kg KG a0 \1/ — : \‘*/ \\ oro2L
keine erkennbare Sedierung bei | 100 — bhase

= H 0 T T T T T T T T T T T T T T
mannIIChen SD Rdter] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Stunden nach Applikation

Abb.2-14b: Beeinflussung der Motilitat durch 97021 Bitterstoffphase,
ménnliche SD-Ratten 1/Ké&fig, emulgiert mit Milch
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der Verumgruppe

Die immer wieder beobachtete

1600 T
1900 1= Toxizitdt von 97021 Bitter-
1300 A
1100 -—kKontrolle || stoffphase, in Milch verab-

. 1000 TTX

$ 900 N :

< a0 \rt/ T Jo 1 reicht, war sehr unerwartet.

E 700 = r IS S — 400 mg
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‘3188 - N I phase d b . . d
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100 TG T =) .
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L 6sungsmittel

Stunden nach Applikation
Abb.2-15: Beeinflussung der Motilitat durch 97021 Bitterstoffphase,
weibliche NMRI-Méause 3/Kéfig, suspendiert in Wasser/Ultraschall

Dosierungen ebenfals sedie-

rende oder toxische Effekte

1800

1600 I auftraten. Daher wurde der

1400 OKontrolle .

1200 Extrakt 97021 Bitterstoffphase
210"0 mit der Methode “Suspension
E 800 T 400 mg A . .

600 T 97021 in Wasser mit Ultraschall” in

200 +— Bitterstoff-

200 4— phase eine applikationsfahige Form

0 n=4(12)

gebracht. Abb.2-15 zeigt das
Ergebnis nach Gabe von 400
mg/kg KG. Die Matilitét in der

nach 30min  suymmederimpuise  Nach 60min

Abb.2-16: Bestimmung der Moatilitat an weiblichen NMRI M&usen
(3/Kéafig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes in Wasser mit
Ultraschall suspendiert

Verumgruppe wurde in den ersten beiden Stunden signifikant gesenkt und liegt danach ten-
denziell unter Kontrollniveau, nach 10 und 14 Stunden noch einmal signifikant. Ein Tier
starb in der Verumgruppe. Das Ergebnis des Versuches dhnelte dem Ergebnis des Versuch
mit der Emulsion in Milch (Abb.2-14a), jedoch wirkte der Extrakt als Suspension in Wasser
gegeben deutlich weniger toxisch. Betrachtet man nur die erste Stunde nach der Applikation
(Abb.2-16), so erkennt man, dal3 die Wirkung sehr schnell einsetzte, da bereits nach 30
Minuten die Aktivitét in der Kontroll- und Verumgruppe signifikant verschieden war. Die

Differenz betrug 305 Impulse nach 30 Minuten und stieg auf 517 Impulse nach 1 Stunde.

Danach wurde versucht, ob sich das Ergebnis auch mit nur einer Maus pro K&fig reprodu-
zieren liel3. Wie Abb.2-17 zeigt, erh@lt man ungefahr die Halfte der Impulse in der Kontroll-
gruppe im Vergleich zum Versuch Abb.2-16 mit 3 Méausen pro K&fig. In den ersten 30
Minuten nach Applikation des Extraktes war die Motilitét in der Verumgruppe signifikant
erniedrigt, nach 60 Minuten war der Effekt bereits vorbei, denn die Differenz zwischen der

Motilité der Verum- und Kontrollgruppe nach 30 Minuten (185 Impulse) vergrof3erte sich
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nur margina im Vergleich zur

1800
Differenz nach 1 Stunde (194 | 1600
1400 OKontrolle
Impulse). Da das Ergebnis der | 1200
. S 1000
Aussage desvorherigen Versu- |z W400 mg
£ 800 97021
ches mit drei Mausen pro | °%° Bitterstoff-
200 +— phase
Ké&fig entspricht, ist es auch 200 -—+E n=4
T . . 0
maglich, mit nur einer Maus hach 30Min  summe gerimpuiseach 60

vepe Abb.2-17: Bestimmung der Moatilitat an weiblichen NMRI Mausen
pro Kaflg ZU messen. (1/Kafig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes in Wasser mit

Ultraschall suspendiert

. . 600 OKontrolle
Der Extrakt wurde in geringe- co0
ren Dosierungen auch mit den | , . E100mg
< Bitterstoff-
Methoden “Lésung mit Tween |2 500 +—f : phase
g [ T OKontrolle
80 und UltraTurrax” und | 200+ ~ [ 1L
“r s Lo L 1] W 200
Lésung mit Ol, Lecithin und | 1° Bitteraoff-
phase
” 0 T
UltraTurrax” getestet. Abb.2- S — .
18 Ste“t d|e Ergebmsse von Abb.2-18: Bestimmung der Moatilitat an weiblichen NMRI M&usen

(1/Kafig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit Tween
80 und UltraTurrax

zwei Versuchen da, in denen
eine Dosis von 100 oder 200 mg/kg KG getestet wurde. Dargestellt ist die Aktivitét der
Kontrollgruppe und der Verumgruppe jeweils nach 30 und 60 Minuten. Innerhalb von 30
Minuten nach der Applikation senkte weder eine Dosis von 100 noch von 200 mg/kg KG
signifikant die Motilitat. Nach einer Stunde senkte die Dosis von 200 mg/kg KG die Moatili-
tét tendenziell, nach Gabe von 100 mg/kg KG blieb sie unverandert. Senkt man die Dosis
von 97021 Bitterstoffphase auf 200 mg/kg KG ist die sedierende Wirkung nur noch
schwach ausgepragt, bei 100

mg/kg KG ist sie nicht mehr | go
mefbar. 700 T
600 I OKontrolle
N 500 L
. , . . |3 r
Die Ergebnisse der Dosiserho- | “®° . m250mg
300 T Bitterstoff-
hung auf 250 mg/kg KG emul- | 00 + phase
giert mit der Methode “Lésung | *° T e
0 Ve?ur:grue;)rpe
mit Ol, Lecithin und UltraTur- nach 30min  summe er mpuize  nach 60min
Abb.2-19: Bestimmung der Motilitdt an weiblichen NMRI M&usen nach
rax” stellt Abb.2-19 dar. In der oraler Gabe des Hopfenextraktes in einer Emulsion aus
Wasser/Ol/Lecithin im Verhaltnis 89:10:1
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Stunden nach Applikation
Abb.2-20: Bestimmung der Motilitat an weiblichen NMRI Mausen nach
oraler Gabe des Hopfenextraktes in einer Emulsion aus
Wasser/Ol/Lecithin im Verhaltnis 89:10:1
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Abb.2-21: Bestimmung der Motilitat an weiblichen NMRI Mausen nach
oraler Gabe des Hopfenextraktes in einer Emulsion aus
Wasser/Ol/Lecithin im Verhéltnis 89:10:1
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Abb.2-22: Bestimmung der Motilitat an weiblichen NMRI M&usen nach
oraler Gabe des Hopfenextraktes in einer Emulsion aus
Wasser/Ol/Lecithin im Verhéltnis 89:10:1
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Stunden nach Applikation
Abb.2-23: Bestimmung der Motilitat an weiblichen NMRI Mausen nach
oraler Gabe des Hopfenextraktes in einer Emulsion aus
Wasser/Ol/Lecithin im Verhaltnis 89:10:1

Abbildung sind vier Versuche
zusammengefaldt, daher die
hohe n-Zahl. Sowohl im Zeit-
raum 30 as auch 60 Minuten
nach der Applikation war die
Motilitét in der Verumgruppe
signifikant gesenkt. Ein Tier
starb in der mit Extrakt behan-
delten Gruppe. Die Frage, ob
der Effekt nach einer Stunde zu
Ende war, beantwortet Abb.2-
20. Dort ist der Versuch aus
ADbb.2-19 mit einer erweiterten
und feineren Zeit-Skala darge-
stellt. Offensichtlich setzte der
Effekt sehr schnell nach 5 bis
10 Minuten ein und hielt eine
Stunde lang an, bzw. dann fiel
die Aktivitit der Kontroll-
gruppe auf das Niveau der Ver-
umgruppe. Der sedierende
Effekt war im Intervall nach 10,
30, 35 und 45 Minuten signifi-
kant (p<0,05). Nach 2 Stunden
wurde der Versuch abgebro-
chen. Unter den gleichen Ver-
suchsbedingungen wurde eine
Dosis von 100 mg/kg KG gete-
stet (Abb.2-21). Auch hier sind
drei  Versuche zusammenge-
falkt. Ahnlich wie nach Gabe

der gleichen Dosis emulgiert
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mit Tween 80 (Abb.2-18) wurde die Motilitét nicht beeinflufdt. Bei einer Dosis von 100 mg/
kg KG traten weder sedierende noch toxische Effekte auf.

Abb.2-22 zeigt das Ergebnis der Testung von 250 mg/kg KG 97021 Gerbstoffphase. Unter
den gleichen Versuchsbedingungen wie im Versuch von Abb.2-19, bewirkte der Extrakt
keine Veranderung der Moatilitét. Auch nach léngerer Latenzzeit deutete sich kein Effekt an
(Abb.2-23). Kein Tier starb oder wies Intoxikationssymptome auf. Offensichtlich sind die
Inhaltsstoffe, die bei der gleichen Dosis Bitterstoffphase einen sedierenden Effekt bewirk-
ten (Abb.2-19) lipophil und nicht in der hydrophilen Gerbstoffphase enthal ten.

Hopfen-Extrakte der Ernte 1999

Mit den drei Sorten Hersbrucker, Magnum und Perle wurde weitergearbeitet. Aus der Ernte
1999 wurden jewells drel Extrakte hergestellt, ein Normalextrakt, eine 6larme- und eine

Olreiche Fraktion.

1) Ergebnisse mit unterschiedlichen Extrakten der Sorte Magnum

Die Extrakte wurden zuerst an SD-Ratten in einer Dosis von 200 mg/kg KG getestet. Die
Emulsionen wurden mit der Methode “L6sung in Milch” hergestellt. Abb.2-24/25 zeigen
die Motilitét gemessen als Summe der Impulse nach 1 Stunde und den anschlief3enden 3
Stunden (in der Abbildung als 2-4 Stunden bezeichnet). Innerhalb der ersten Stunde nach
der Applikation (Abb.2-24) senkte nur der Normalextrakt die Motilitdt um 28 % (573 vs.

411), die Gabe der beidenande- |
. . Nach 1 Stunde

ren Extrakte bewirkte keine | 700

. . 600 I O Kontrolle
Veranderung gegeniber der a0+ I r
jeweiligen Kontrollgruppe. |z 400 1
J 9 gruppe. ¢ 200 1 B 200 mg
Allerdings waren die Kontrol- | || HHAM'99
len dieser beiden Versuche | 100 1 n=4

. . . . 0 T T
deutlich weniger aktiv als die normal slarm sireich
Kontrolle des Normal extraktes. Abb.2-24: Bestimmung der Motilitat an mannlichen SD-Ratten nach
oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit Milch
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Abb.2-25: Bestimmung der Motilitdt an mannlichen SD-Ratten nach
oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit Milch

In den anschlief}enden 3 Stun-
den war die Motilitét in den
mit Olarm- und Olreichem
Extrakt behandelten Gruppen
tendenziell gesenkt (18 bzw. 7
%), in der Normalextrakt-
gruppe wie nach 1 Stunde um
29 %. In der Normalextrakt-
gruppe starb ein Tier 16 Stun-

den nach der Applikation, so dal3 ein toxischer Effekt nicht ausgeschlossen werden kann.

Die Mef3werte dieses Tieres wurden miteingerechnet, da sie bis kurz vor dem Tod keine auf-

fallenden Unterschiede zu anderen Tieren aufwiesen.

1200
1000
OKontrolle
800
8
£ 600 W20 mg
200 HHM 99
normal
200 1 n=a
0

nach 1 h nach 2-4 h

Abb.2-26: Bestimmung der Motilitdat an mannlichen SD-Ratten nach
oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit Milch

gleich zu den Kontrolltieren erhoht war.

Anschlief?end wurde der Nor-
malextrakt in einer 10-fach
niedrigeren Dosis von 20 mg/
kg KG untersucht (Abb.2-26).
Diese Dosis scheint da eher
motilitétssteigernd zu wirken,
sowohl innerhalb der ersten
Stunde als auch zwischen 2 und
4 Stunden die Motilitét im Ver-

Die Ergebnisse mit diesem Extrakt an NMRI-Mé&usen sind in Abb.2-27 dargestellt. Der
Extrakt wurde mit der Methode “Ldsung mit Lecithin, BSA und Ultraschall” emulgiert, die

2500
2000
O Kontrolle
o» 1500
3
g
= 1000 T 200 mg
HHM 99
500 T
n=4
0

nach 1 h nach 2-4h
Abb.2-27: Bestimmung der Motilitdt an weiblichen NMRI Mausen
(3/Kéafig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit H20,
Lecithin, BSA

Dosis betrug 200 mg/kg KG.
Innerhalb der ersten Stunde
war die Motilitét gegentiber der
Kontrollgruppe gesenkt, im
Intervall zwischen 2 und 4
Stunden waren beide Gruppen
auf gleichem Aktivitatsniveau.

Die Wirkung war nicht so lang-
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anhaltend wie bei den SD-Rat- [~
ten. Abb.2-28 zeigt die Testung | ;00 I

l O Kontrolle
des Extraktes an mannlichen | g - g
Bl/6-Méausen in der Dosie- |2 600 1 B 200mg

HHM"99
rung von 200 mg/kg KG unter | 400 77 i normal
sonst gleichen Versuchsbedin- | 2® T ' .: -
. . 0 T T
gungen. Dargestellt ist die ih 2h ah
. Abb.2-28: Bestimmung der Motilitat an mannlichen BL/6-M&usen

Summe der | mpU|Se |nnerha| b (1/K&fig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit H20,

Lecithin, BSA

der ersten, zweiten und dritten
Stunde nach der Applikation. In der ersten Stunde wurde die Motilitét in der mit Extrakt
behandelten Gruppe gegenlber der Kontrollgruppe signifikant gesenkt (p<0,05). In der
zweiten Stunde war der Effekt noch vorhanden, jedoch nicht mehr signifikant, in der dritten
Stunde glich sich die Aktivitét beider Gruppen an. Die Einzeldaten zeigen (keine Abb.),
dal3 hier bereits zwel Tiere aus der Kontrollgruppe schliefen, deshalb ist die Dauer des
sedierenden Effektes nicht klar. Insgesamt scheinen die BL/6 M&use wesentlich empfindli-

cher auf den Extrakt zu reagieren, die Motilitat wurde fir 1-2 Stunden gesenkt.

2) Ergebnisse mit unterschiedlichen Extrakten der Sorte Perle

Die Extrakte wurden zunéchst unter gleichen Versuchsbedingungen wie die der Sorte
Magnum an mannlichen SD-Ratten getestet (Abb.2-29/30). Auffallend im Gegensatz zur
Sorte Magnum war der grof3e Unterschied zwischen der 1. Stunde und den anschlief3enden
3 Stunden. Waren Dbei

Magnum die Aktivitdten im | goo

Nach 1 Stunde

Vergleich zur Kontrolle in bei-

o 600 O Kontrolle
den Zeitraumen entweder | .

gleich oder gesenkt, bewirkte é“‘oo

300 Il 200 mg

. . HPE 99
eine Dosis von 200 mg/kg KG | 4 14
der Sorte Perle innerhalb der | 77 n=4

0 T T
ersten Stunde nach der Sondie- normal olarm dlreich
i 1 i Abb.2-29: Bestimmung der Motilitdt an mannlichen SD-Ratten nach

rung bel kel nem EXtrakt ene oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit Milch
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1200
2-4 Stunden ]’

1000
|

I 1 O Kontrolle

800 T T

Impulse
o
o
S

Il 200 mg

400 T HPE"99

200 T

normal dlarm Olreich

Abb.2-30: Bestimmung der Motilitdt an mannlichen SD-Ratten nach
oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit Milch

Senkung der Motilitdt, die
Gabe des Extraktes HPE 99
Olarm sogar eine signifikante
Erhdhung (p<0.01). Im Zeit-
raum zwischen 2 und 4 Stun-
den war die Aktivitat in den mit
HPE'99 norma und &lreich
behandelten Gruppen dagegen

leicht gesenkt, bei HPE 99

Olarm nicht. Sicher kann die Wirkung bel n=4 Tieren/Gruppe nicht abschlieffend beurteilt

werden, jedoch scheint eine anféngliche Stimulierung bei einem Sedativum nicht sinnvall,
deshalb wurde nur der Extrakt HPE 99 6lreich weitergetestet.

1600

1400

O Kontrolle

1200 T

1000 T

800 T

Impulse

Il 200mg
HPE"99
Olreich

600 T

400 T

200 T nea

0
1h 2h

Abb.2-31: Bestimmung der Motilitat an weiblichen NMRI Mausen

(3/Kafig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit H20,

Lecithin, BSA

600
500
OKontrolle
400 T
8
£330 7] el B 200mg
| HPE 99
200 dlreich
i B i
n=4
0
1h 2h

Abb.2-32: Bestimmung der Motilitat an weiblichen NMRI M&usen
(1/Kafig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit H20,
Lecithin, BSA

Versuche mit  welblichen
NMRI-Mé&usen wurden entwe-
der mit 3 Tieren pro Ké&fig
(Abb.2-31) oder mit 1 Tier pro
Ké&fig (Abb.2-32) durchgefihrt.
In beiden Versuchen bewirkte
eine Dosis von 200 mg/kg KG
emulgiert mit der Methode
“Losung mit Lecithin, BSA
und Ultraschall” eine signifi-
kante Senkung der Motiliét in
der ersten Stunde nach der
Applikation des  Extraktes
(p<0,05 bei Abb.2-31, p=0,01
bei Abb.2-32). In der zweiten
Stunde war der Effekt nicht
mehr signifikant (Abb.2-32)

oder nicht mehr nachweisbar (Abb.2-31). Offensichtlich bewirkte diese Dosis emulgiert

mit Wasser, Lecithin und BSA bei NMRI M&usen eine deutliche, schnell einsetzende Sedie-

rung.
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Unter gleichen Versuchsbedin- [
gungen war der Effekt bei BL/ | s00 ~ Kontrolle
6-Mausen starker ausgeprégt. | "' 1
S 400 = ~F=
) 2 ~d —200mg
In Abb.2-33 ist das gesamte |z |# . ) : ‘Tf‘ _ HPE 99
Versuchsergebnis iiber 14 Stun- | 200 N4 3 e
_ ol TRt
den dargestellt, in Abb.2-34 nur i T N T
0 T T T T T T T T T T T T T
die erste Stunde. Bereits nach L 23 45 6 7 8 9101112 13 14
. . . . Abb.2-33: Bestimmung der Motilitat an mannlichen BL/6 M&usen
15 Minuten waren die Tiere in (1/Kafig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit H20,
Lecithin, BSA
der mit HPE 99 olreich behan- »
delten Gruppe signifikant ruhi- | 70 - - Kontrolle
] ) 60 TN
ger als die Kontrolltiere (53 |. ., | N[> T
£ | "\ ~ —T ~ - - -
s C DR S I M =Y 1| —200 mg
vs.18 p<0,05). Der Unter- ;:2 "\ L o =1 © ! I HPE99
i - > x - Olreich
schied war 6 Stunden lang | 2o ¥ * M e
n=8
. . 10 T T
signifikant (p<0,05), danachlag | " | - - oA
. . 8 8 89 & & 8 8 ¢ ¥ 88 B 8
die Aktivitat in der Extrakt- § 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 &
. . Abb.2-34: Bestimmung dg‘rnulcl"(;taicl?tgtm;zmrnnénnIichen BL/6 Mausen
gruppe bIS VerSUChsende nICht (1/Kafig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit H20,
Lecithin, BSA

signifikant unter dem Kontroll-
niveau. Offensichtlich reagierten die BL/6-Mause sehr empfindlich auf den Extrakt. Ein
Tier sald Uber mehrere Stunden in einer K&figecke, ohne sich zu bewegen.

Um zu untersuchen, ob die Anreicherung an Hopfentl im dlreichen Extrakt zu einer Wirk-
verstéarkung gefihrt hat, wurden gleiche Mengen an normal- und 6lreichem Extrakt gegen-
einander getestet. Abb. 2-35 zeigt die Beeinflussung der Motilitét nach Gabe von 250 mg/
kg KG des jeweiligen Extraktes emulgiert mit der Methode “Lésung mit Ol, Lecithin und
UltraTurrax”. Dargestellt ist

die Summe der Impulse inner- | 600

Nach 1 Stunde ]
halb der ersten Stunde nach der | soo |
. . . * OKontrolle
Applikation. Inder mit Norma- | 400 T
é 300 T
lextrakt behandelten Gruppe | B 250mg
. L 200 T Extrakt
wurde die Aktivitat auf 70 %
. 100 T .
des Kontrollniveaus gesenkt n=8
0
(339 VS. 486), in der mit Olrei- HPE’99 normal HPE’99 élreich
Abb.2-35: Bestimmung der Motilitat an weiblichen NMRI M&ausen
chem Extrakt behandelten (1/Kafig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes in einer Emulsion aus

Wasser/Ol/Lecithin im Verhéltnis 89:10:1
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Nach 1-2 Stunden

HPE 99 normal

| HPE99 dlreich

Abb.2-36: Bestimmung der Motilitat an weiblichen NMRI Mausen
(1/K&fig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes in einer Emulsion aus
Wasser/Ol/Lecithin im Verhéltnis 89:10:1

OKontrolle

W 250mg
Extrakt

n=8

Gruppe signifikant auf 65 %
(345 vs. 528; p<0,05). In der
zweiten Stunde nach der
Applikation (Abb.2-36) lagen
Kontroll- und Normalextrakt-
gruppe auf einem Aktivitéts
Niveau (211 vs. 191), in der
HPE 99 olreich Gruppe war
se tendenziell gesenkt (155

vs. 266). Offensichtlich bewirkt bei gleicher Dosierung von 250 mg/kg KG der olreiche

Extrakt eine stérker ausgepragte und langer anhaltende Senkung der Motilitét als der Nor-
mal extrakt.

3) Ergebnisse mit unterschiedlichen Extrakten der Sorte Hersbrucker

Nach 1 Stunde

|

200
|

B

NG

normal

Olarm

Olreich

O Kontrolle

Il 200 mg
HHE 99

n=4

je 1 tot in der
normal-/6lreich
Extrakt Gruppe

Abb.2-37: Bestimmung der Motilitdt an mannlichen SD-Ratten nach
oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit Milch

Unter den gleichen Versuchs-
bedingungen wie bei den Sorte
Magnum und Perle wurden die
Extrakte der Sorte Hersbrucker
an mannlichen SD-Ratten gete-
stet. In der ersten Stunde nach
der Applikation bewirkte eine
Dosis von 200 mg/kg KG des

normal-, und des ©6larmen

Extraktes tendenziell eine leichte Steigerung der Aktivitét, des olreichen Extraktes eine
leichte Senkung (Abb.2-37). Nach 2-4 Stunden war dagegen die Aktivitét in der Normal-
und Olarmextrakt-Gruppe leicht gesenkt, in der 6lreich-Gruppe auf Kontrollniveau (Abb.2-
38). In der mit Normalextrakt behandelten Gruppe starb ein Tier 30 Minuten nach der

Applikation, in der mit 6lreichem Extrakt behandelten Gruppe ein Tier nach ca. 15 Stunden,
was erstaunlich ist, da beide Extrakte nur eine maldige sedative Aktivitét besal3en. Wegen
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der aufgetretenen toxischen
1200
Effekte wurden die Extrakte | | Nach 2-4 Stunden
der Sorte Hersbrucker nicht | . 1 Dikontrolle
weliter getestet. 2 600
£ 200 mg
400 T HHE 99
200 T
n=4
je 1 tot in der
0 T T normal-/glreich
normal olarm dlreich Extrakt Gruppe
Abb.2-38: Bestimmung der Motilitdt an ménnlichen SD-Ratten nach
oraler Gabe des Hopfenextraktes emulgiert mit Milch

Hopfen-Extrakt Ol 2

Die stérkere Sedierung durch den Extrakt HPE 99 dlreich im Vergleich zum Normal extrakt
(Abb.2-36) lief3 vermuten, dafl? unter den Herstellungsbedingungen des Olreichen Extraktes
auch der oder die sedierend wirkenden Inhaltsstoffe angereichert werden. Um das zu Uber-
prifen, wurden vom Extrakthersteller zwei Olextrakte der Sorte Perle mit hohem Hopfen-
olgehalt zur Verfiigung gestellt. Von den beiden Extrakten wurde der zweite Extrakt [Ol 2]
getestet, der durch den hoheren Gehalt an Hopfend! besser zur Uberprifung der Vermutung
geeignet war. Abb.2-39 zeigt das Ergebnis der Testung 7 verschiedener Dosierungen von Ol
2. Zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Versuche wurde die Aktivitét der Kontroll-
gruppe jewells gleich 100 % gesetzt und die Aktivitét in der Extrakt-Gruppe in Prozent der
Kontrolle angegeben. Gemessen wurde innerhalb der ersten Stunde nach der Applikation,
nachdem der Extrakt mit der Methode “Ldsung mit Tween 80 und UltraTurrax” emulgiert
worden war. Keine der Dosierungen zwischen 50 und 500 mg/kg KG bewirkte eine signifi-
kante Senkung der Motilitét.

140
Nach Gabe von 800 mg/kg KG 120
] ] .- 'Ffomrolle
wurde die Aktivitat signifi- | 100 }\ A /I\[ —=2
kant gesenkt (p<0,05), jedoch | ¢ so {—————== \T JP—
E otiat an weiblichen KMRI

starb ein Tier, so dald eine toxi-

n=14 | Mausen nach oraler Gabe
verschiedener Dosierungen
40 von Ol 2 in einer Emulsion

&:he Wl I'kung nl Cht auszu- aus Tween 80 und Wasser.

20 Gemessen wurde innerhalb

. - H der ersten Stunde nach
SChl |eBen |§- I n eni gen Applikation. Dargestellt ist

0 T T T T T T T T T T die Aktivitat der Verumgruppe

Dosierungen wurde der 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 800 N Prozentim Vergleich zur
Dosis in mglkg KG Kontrollgruppe [=100%].
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140
120 - = *Kontrolle
I —O0l2
100 I T
o s *
£ g0 T Abb.2-40: Bestimmung der
< l Motilitat an weiblichen NMRI
K] 60 Mausen nach oraler Gabe
S =8 n=8 verschiedener Dosierungen
von Ol 2 in einer Emulsion
40 aus Wasser/Ol/Lecithin.
Gemessen wurde innerhalb
20 der ersten Stunde nach
Applikation. Dargestellt ist
die Aktivitat der
0 T T T T T T T T Verumgruppe in Prozent im
100 150 200 250 300 350 400 450 500 V_elfg'e;/“h zur Kontroligruppe
Dosisinmg/kg KG [=100%].
27 % gesenkt (p<0,05).

Extrakt auch emulgiert mit der
Methode “Losung mit Ol,
Lecithin  und UltraTurrax”
(Abb.2-40) untersucht. Dosie-
rungen von 100 und 250 mg/kg
KG bewirkten keine signifi-
kante Senkung der Motilitét.
Nur nach Gabe von 500 mg/kg

KG wurde sie signifikant um

Eine weitere Erhdhung des Hopfenolgehaltes in Ol 2 gegeniiber HPE 99 6lreich bewirkte
keine Steigerung des sedativen Effektes. 250mg/kg KG HPE 99 6lreich senkten signifikant
die Matilitét innnerhalb der ersten Stunde nach Sondierung (Abb.2-35), die gleiche Dosis
Ol 2 nicht.

Hopfen-Extrakt Hopfendl rein [Olrein]

140

120

100

80

[%] der Kontrolle

60

40

20

- = -Kontrolle
— Olrein

I
200 | | | 500
Dosis in mg/kg KG

100

Abb.2-41: Bestimmung der
Motilitat an weiblichen NMRI
Méusen nach oraler Gabe
verschiedener Dosierungen
von Hopfendl rein [Olrein] in
einer Emulsion aus
Wasser/Ol/Lecithin.
Gemessen wurde innerhalb
der ersten Stunde nach
Applikation. Dargestellt ist
die Aktivitat der
Verumgruppe in Prozent im
Vergleich zur Kontrollgruppe
[=100%].

Der Extrakthersteller konnte
spater einen hochreinen Olex-
trakt zur Verfigung stellen, der
99 ml/100 g Hopfendl, 0,1 %
alpha und 0,6 % beta-Sauren
enthielt. Er wurde mit Wasser/
Ol/Lecithin und UltraTurrax
emulgiert und unter den glei-

chen Bedingungen wie Ol 2

(Abb.2-40) in drel verschiedenen Dosierungen getestet. Dargestellt ist die Aktivitét der mit

Extrakt behandelten Gruppe in Prozent der Kontrollgruppen-Aktivitét. In keiner der Dosie-
rungen von 100, 200 und 500 mg/kg KG senkte Olrein die Aktivitét der behandelten Tiere.
Tendenziell war die Aktivitét nach Gabe von 200 und 500 mg/kg KG eher erhoht, jedoch

liegen die Unterschiede im Bereich der Streuung. Der Extrakt Olrein bewirkte in den drei
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untersuchten Dosierungen keine Beeinflussung der Motilitét, wahrend der Extrakt Ol 2 in

der Dosierung von 500 mg/kg KG sedierend wirkte. Die weitere Anreicherung an Hopfentl
auf 99 gegeniiber 83 ml/100 mg Extrakt bei Ol 2 hatte einen Verlust der sedativen Wirkung

zur Folge. Offensichtlich waren andere Inhaltsstoffe in Ol 2 fiir die Wirkung verantwortlich

oder mitverantwortlich.

Hopfen-Extrakte Lupulonextrakt und Lupulonextrakt entdlt [ Lup]

VVom Extrakthersteller erhielten
wir zwel Lupulonextrakte mit
hohem beta- Sdurengehalt,
einen mit unverandertem Olge-
halt (60 % Lupulon, 4,5 % Ol)
und einen entdlten (66,5 %
Lupulon, 0,9 % Ol: angefiihrt
als Lup-Extrakt). Von den bei-
den Lupulonextrakten wurde
nur der ent6lte ausgewahlt und
getestet, da er einen hoéheren
Gehalt an beta-Sauren aufweist
und durch den niedrigeren
Olgehalt besser mit dem
Humulonextrakt vergleichbar
ist. Abb.2-42/43 zeigen die
Ergebnisse der Gabe von 100

Impulse

600

500

400 T

300 T

200 T

100 1

0

Abb.2-42: Bestimmung der Motilitat an weiblichen NMRI Mausen

O Kontrolle

MW Lup

1 tot bei
800 mg/kg

(1/K&fig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes in einer Emulsion mit

Tween 80 und Wasser

Abb.2-43: Bestimmung der Motilitat an weiblichen NMRI M&usen

O Kontrolle

HLup

(1/Kafig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes in einer Emulsion mit

Tween 80 und Wasser

bzw. 800 mg/kg KG an weiblichen NMRI-M&usen. Dargestellt ist die Anzahl der Impulse

in der ersten bzw. zweiten Stunde nach der Applikation. Die Emulsionen wurden mit Tween
80 und UltraTurrax hergestellt. Abb.2-42 zeigt, dal3 nach Gabe von 100 mg/kg KG die
Motilitét in der Extraktgruppe innerhalb der ersten Stunde um 32 % gegenlber der Kon-

trollgruppe gesenkt wurde (361 vs. 461). 800 mg/kg KG wirkten deutlich stérker, die Moti-
litdt wurde um 57 % gesenkt (200 vs. 469), jedoch starb eine Maus 30 Minuten nach
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Sondierung. Die Werte dieser Maus wurden nicht mitgerechnet. In der zweiten Stunde
(Abb.2-43) befand sich nach Gabe von 100 mg/kg KG diese Gruppe auf etwa gleichem
Niveau wie die Kontrolle, nach Gabe von 800 mg/kg KG hielt der Effekt langer an, war
jedoch nicht mehr signifikant.

ADbb.2-44 zeigt die Hemmung

80 Abb.2-44: Bestimmung der

Motilitat an weiblichen NMRI

60 * mausen nach oraler Gabe | thin, Zur besseren Vergleich-

ok verschiedener Dosierungen
T__| von Lup in einer Emulsion

140
X der Moatilitdt verschiedener
120 VI\ r - - -Kontrolle ]
. 1 I — Lup Dosierungen des Extraktes
T X L n=7-9 .
\?\ emulgiert mit Wasser/Ol/Leci-

[%] der Kontrolle

40 | | aus wasser/Ol/Lecithin. barkeit sind die Aktivitdten der
- Gemessen wurde innerhalb
d -
& e, | mit Extrakt behandelten Grup-
0 die Aktivitat der Verumgruppe
T T T T T T T T T in Prozent im Vergleich zur
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 Kontroligruppe [=100%]. pen as Prozent der Kontrollen
aufgetragen. Gemessen wurde
100 ¥ .
% in der ersten Stunde nach der
o1 =~ Kentrolle | | A pplikation. Eine Dosis von 50
c N T . .
S LS - mg/kg KG hatte keinen EinfluR
D0 N 5 P S — gooms
s eTR TIITTRE AT ¢ Lup auf die Motilitét, 100 mg/kg
L\ T NEENOE . -
20 ) , .. ..
0 i %Yj\l/ﬁ{q/-r AmNy /]f} . KG erhohten die Motilitat
oWl —— ———— 1 . g .
o =Kk === - - signifikant um 20 %. Dosierun-
00:05 00:35 01:05 01:35
Abb.2-45: Bestimmung desrwl:/Tz‘tinlaiCt;pg‘r:m\‘/‘:/:eiblichen NMRI Mausen nach gen zwischen 250 und 500 mg/
oraler Gabe des Hopfenextraktes in einer Emulsion aus
Wasser/Ol/Lecithin im Verhéltnis 89:10:1 kg KG Senkten d|e Mot”ltat

signifikant um bis zu 60 % (p<0,05 bzw. p<0,01). Abb.2-45 zeigt die Beeinflussung der
Motilitét nach Gabe von 500 mg/kg KG. Die Summe der Impulse pro 5 Minuten ist auf der
Ordinate gegen die Zeit auf der Abzisse aufgetragen. Direkt nach der Gabe des Extraktes
fiel die Motilitét der behandelten Tiere stark ab. Im Zeitraum zwischen 10 Minuten biszu 1
Stunde war der Unterschied hoch signifikant (p<0,01).

Unter den gleichen Versuchsbedingungen wurde der Extrakt mannlichen BL/6 Méusen in
einer Dosis von 200 mg/kg KG gegeben. Die Tiere reagierten sehr sensibel, ale behandel-
ten Mause starben innerhalb der ersten Stunde nach der Applikation, wahrend dieselbe

Dosis von den NMRI Mausen gut vertragen wurde.
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Hopfen-Extrakt Beta-spezfisch [ Beta]

Der Beta-spezifische Extrakt enthdt ahnlich wie der Extrakt Lup viel beta-Sauren (63 %),
wenig apha-Sauren (0,3 %) und wenig Hopfendl (0,6 %). Unterschiede liegen laut
Extrakthersteller nur im Co-lupulon / n- + Adlupulon Verhéltnis. Der Extrakt Beta enthalt
fast gleichviel Colupulon/ n- + Adhumulon (35,8 / 27,2 %), der Extrakt Lup deutlich mehr
Colupulon (50 / 16,5 %). Der “geschétzte Weichharzanteil” liegt laut Extrakthersteller bei
ca 35 %.

ADbb.2-46 zeigt die Beeinflus-

140
sung der Motilitét an welbli-

120

chen NMRI-Mé&usen nach Gabe | 4,

- = *Kontrolle
—Beta

1 ——
——

n=8

x
Abb.2-46: Bestimmung der
Motilitat an weiblichen NMRI
60 - J_ Méusen nach oraler Gabe
verschiedener Dosierungen

. = - . 40 von Ol 2 in einer Emulsion
mit Wasser/Ol/Lecithin/Ultra- aus Wasser/Ol/Lecithin.
Gemessen wurde innerhalb
der ersten Stunde nach
Applikation. Dargestellt ist
0 T T die Aktivitat der Verumgruppe

halb der ersten Stunde naCh der 100 200 250 in Prozent im Vergleich zur

= 0,
Dosis in mglkg KG Kontrollgruppe [=100%)].

verschiedener Konzentrationen 80

[%] der Kontrolle

des Extraktes Beta, emulgiert

. 20
Turrax. Gemessen wurde inner-

Applikation, zur besseren Ver-
gleichbarkeit der Versuche ist der Wert der mit Extrakt behandelten Gruppe in Prozent der
jeweiligen Kontrollgruppe dargestellt. Nach Gabe von 100 mg/kg KG wurde die Motilitét
nicht beeinflufd, die doppelte Dosis (200 mg/kg KG) senkte tendenziell die Motilitét und
250 mg/kg KG fuhrten zu einer signifikanten Senkung der Motilitét um 35 % (p<0,05). Der
Extrakt schien etwas stérker wirksam als Lup zu sein, bei dem eine Dosis von 100 mg/kg
KG zu einer Stimulation fuhrte und 250 mg/kg KG die Motilitét nur um 28 % gegeniiber 35

% bel Beta senkten.

Hopfen-Extrakt Weichhar z-spezifisch

Laut Analyse des Extraktherstellers besitzt der Weichharz-spezifische Extrakt einen hohen
Gehalt an Weichharzen (geschétzt ca. 80 %) und einen niedrigen Gehalt apha-Sauren (0,4
%), beta-Sauren (9,3 %) und Hopfendl (8,7 ml/100 g). Der Extrakt wurde unter den glei-
chen Versuchsbedingungen wie der Extrakt Beta untersucht. Abb.2-47 zeigt die Beeinflus-
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1000
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Abb.2-47: Bestimmung der Motilitdt an weiblichen NMRI M&usen
(1/Kafig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes in einer Emulsion aus
Wasser/Ol/Lecithin

gleiche Aktivitétsniveau.

Hopfen-Extrakt Humulonextrakt [ Hum|

800

1. Stunde
700
600 O Kontrolle
500
H
2 400 T
£ W Hum
300 T
200 T
100 T n=a
0
100 Dosis [mg/kg KG] 250

Abb.2-48: Bestimmung der Motilitat an weiblichen NMRI M&usen
(1/K&fig) nach oraler Gabe des Hopfenextraktes in einer Emulsion mit
Wasser/Wasser/Lecithin im Verhéltnis 89:10:1

sung der Motilitdt nach Gabe
von 200 mg/lkg KG. In der
ersten Stunde nach der Appli-
kation war kein Effekt erkenn-
bar, alerdings streuten die
Werte sowohl in der Kontroll-
als auch in der Extraktgruppe
sehr  stark.
Stunde hatten beide Gruppe das

In der zweiten

Der Extrakt wurde Humulon-
betont hergestellt, d.h. er besitzt
einen hohen alphaSauren-
Gehadt (84,4 %), wenig beta
Sauren (1,6 %) und Hopfendl
(0,3 ml/100 g). Der Extrakt
Hum wurde unter gleichen
Bedingungen wie der Extrakt

Weich in zwei Dosierungen

getestet. Abb.2-48 zeigt, dal3 eine Dosis von 100 mg/kg KG innerhalb der ersten Stunde
nach der Applikation die Matilitét nicht beeinfludte, 250 mg/kg KG dagegen sedierend

wirkten. Aufgrund der geringen n-Zahl ist das Ergebnis nicht signifikant. Der Effekt war

nach einer Stunde nicht beendet, sondern hielt etwa 9 Stunden an. Der Extrakt erwies sich

nach mehrtégiger Applikation in einer Dosierung von 200 mg/kg KG al's toxisch und wurde

deshalb nicht weiter getestet.
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Mischungen aus den Extrakten Lup und Olrein

Um zu untersuchen, ob die beiden Inhaltsstoffgruppen Lupulone und Hopfendl in ihrer Wir-
kung beeinflussen, wurden Mischungen der beiden Extrakte in verschiedenen Verhaltnissen
und Dosierungen getestet. Mischungen mit dem Humulon-betonten Extrakt wurden nicht
durchgefiihrt, da er sich nach mehrtagiger Applikation als toxisch erwiesen hatte. In Abb.2-
49 ist die Beeinflussung der Motilitét verschiedener Mischungen aus den Extrakten Lup
und Olrein dargestellt. Getestet wurde an NMRI-M&usen mit einer Emulsion aus Wasser/

Ol/Lecithin. Auf der Abzisseist die Zusammensetzung der im jeweiligen Versuch applizier-

ten Menge angegeben. Im 150
ersten Versuch wurde 41,5 mg/ | 160 I P E—"
140 — Mischung Lup/Olrein
kg Lup und 125 mgkg KG | 1\\
By . . H [ ] I I I
Olrein gegeben. Das entspricht | & *° 7§ L I Abb.2-49: Bestimmung der
3 80 . ~ :12 :23 =0 M?tllltat an weiblichen NMRI
einem Verhdtnis von 1:3. Die | £ , " wwr _ o/ Verschieten Doserungen
. von Ol 2 in einer Emulsion
. .. . p w /Ol/Lecithin.
Gabe der M I$hung erhOhte dle * él:esmesasZTwe\:vurdeeiSneEalb
M t | tat d T . hal b 20 der ersten Stunde nach
oull (S8 lere I1nner 0 r r r r r r r Ap;_)li'k?tion. Dargestellt ist_die
. e Lup 41,5 415 83 250 100 125 250 16,6 Qrg;/g:ttic:;arv\ﬁggguzzee "
der ersten Stunde signifikant 125 250 250 83 100 125 250 174  Kontrollgruppe [=1009%].
Dosis in mg/kg KG

auf 140 % der Kontrollgruppe
(p<0,05). Verdoppelte man den Olrein-Anteil (41,5/250), wurde die Motilitét nicht mehr
gesteigert, sondern etwas abgesenkt. Eine Verdoppelung des Lup Antels in dieser
Mischung (83/250), fuhrte zu einer signifikanten Senkung der Motilitét in der behandelten
Gruppe auf 80 % der Kontrolle (p<0,05). Drehte man das Verhaltnis Lup/Olrein um (250/
83), wurden die Tiere nicht mehr sediert. Mischungen im Verhéltnis 1:1 senkten nur in
hoheren Dosierungen von jeweils 250 mg/kg KG signifikant die Motilitét (p<0,01). Die
Mischung von 16,6 mg/kg KG Lup und 174 mg/kg KG Olreich entspricht dem Mengenver-
haltnis an Hopfendl und beta-Sauren, das bel einer Dosis von 200 mg/kg KG des Extraktes
OI2 appliziert wird. Sie hatte keinen EinfluR auf die Motilitét.
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4.1.3 Versuche nach wiederholter Applikation der PriflGsungen

4.1.3.1 14-tagige Applikation des Extraktes HHM 99 normal

Bel der Prifung auf sedative Aktivitét starb eine Ratte 16 Stunden nach der Applikation von
200 mg/kg KG HHM 99 normal. Um zu klaren ob der Extrakt toxisch ist oder nicht, wurde
ein Versuch mit 14-t&giger Behandlung durchgefiihrt. Die Zielsetzung war, die Effekte des
Extraktes auf Korper- und Organgewichte bei subakuter Applikation festzustellen. Es gab
drei Behandlungsgruppen (20/65/200 mg/kg KG) und eine Kontrollgruppe. Die Gruppen-
grofe betrug n=10. Die Dosis wurde einmal taglich oral mit einer Schlundsonde appliziert,
der Extrakt wurde mit der Methode “Milch unter Erwarmen” emulgiert. Der Versuch wurde
am 6.12.99 begonnen. Abb.3-1 zeigt, dal’ bereits nach 2 Tagen die Tiere der 200 mg/kg

Gruppe signifikant (p=0,004 / Bonferroni) weniger als die Tiere der Kontrollgruppe wogen.

260
240 — = == Kontrolle
* ~l—20mg/kg HHM 99 normal
220 65mg/kg HHM 99 normal
—ll—200mg/kg HHM’99 normal
200

Beginn |

v

Koérpergewicht [g]
=
[o¢]
o

Abb.3-1
Korpergewichtsentwicklung
mannlicher SD-Ratten nach

100 L m e m e S e S L SN R m e e e e 14-tagiger Behandlung mit
NN NNNNNNNNNNNNNNNN NN dem Hopfenextrakt
Adddddddddddd dddd dd A ,

AN IFTB O NBDDS AN S 5 G~ 6 o o Magnum'99 normal
A A A A A A A A AN (M 99 normal)
Zeit [Tage]

n=10

Am 10./15./16.12 starb in der 200 mg/kg Gruppe je ein Tier. Um diese Gruppe nicht noch
mehr zu verkleinern, wurde die Behandlung an den folgenden drel Tagen ausgesetzt, danach
die Dosierung auf die Halfte reduziert. Nach 11 Tagen (17.12) wogen auch die Tiere der
65mg/kg Gruppe signifikant (p=0,005 / Bonferroni) weniger als die Kontrollgruppe. Bel
Versuchsaufldsung zeigte sich in der 200 mg/kg Gruppe eine Gewichtsreduktion fast aller
untersuchten Organe (Tab.3-2). Leber-, Nieren- und Samenblasengewicht waren sehr stark
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HHM 99 HHM 99 HHM 99

Kontrolle 20 mg/kg 65 mg/kg 200 mg/kg

Mittelwert | SEM [Mittelwert |SEM | Mittelwert | SEM |Mittelwert [SEM

Korper-

5,4 51 49 6,3
Gewicht [0] 243,9 242.,8 224,7 205,6
Leber [g] 11,5( o3 11,6| o3 10,0| o6 9,2| o4
Nieren [g] 1,86| 0,04 1,86| 0,09 1,71| o,04 1,54| 0,04
Milz [0] 0,68| 0,04 0,69| 0,03 0,58] 0,03 0,54| 0,02

Hypophyse ([[mg]| 9,040| o3ef 8,440 o35 7,990 o027 7,614| o0.49

Schilddrise |[mg] 10,6| 0,39 11,0| o047 10,7| o053 9,0| 0,59

Nebenniere |[mg] 38,5| 286 40,5 137 39,9 170 42,9 252

Thymus [mg]| 414,7| s448] 484,4| 3673 414,8| 2643 344,9]| 4264

Hoden [g] 3,2| 0,09 3,2| 0,08 2,9 o21 3,1| o,05

Samenblase [[mg]| 466,8| 1901 417,6| 22,15 340,8| 4319 328,3| 30,08

Prostata [mg] 273,8] 22,29 224,5| 2480 220,2| 20,14 200,1| 21.4¢

Tab.3-2: Organgewichte von mannl. SD-Ratten nach 14-tagiger, 1xtagl., oraler Applikation
verschiedener CO,-Hopfenextrakte gelést in Milch

graue (gelb) hinterlegte Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrollgruppe.

Test: Student-Newman-Keuls, 5 % Niveau

reduziert (p<0,05), Milz-, Schilddriisen-, Prostata- und Hypophysengewicht stark reduziert

(p<0,05). In der 65 mg/kg Gruppe waren die Gewichte von Leber, Nieren, Samenblase und
Hypophyse verringert. Die 20 mg/kg Gruppe wies keine signifikanten Verénderungen auf,
jedoch waren tendenziell die Samenblasen-, Prostata- und Hypophysengewichte ebenfalls
verringert.

Die Ergebnisse zeigen, dal3 der Extrakt vor allem in htheren Konzentrationen deutlich toxi-

sche Effekte verursachte. Die Gewichtsreduktion an Prostata und Samenblase konnte, da
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der Versuch mit mannlichen Tieren durchgefthrt wurde auf eine eventuell vorhandene

estrogene Aktivitat hinweisen.

4.1.3.2 4-tagige Applikation des Extraktes HHM 99 normal

Um herauszufinden ob der

37
toxische Effekt speziesspezi- | s i/f\ N
fisch ist, wurde danach an| N ~-z00mg 9

33 F

4 _ -~ ] \*\L\ ]

weiblichen NMRI-Mausen

32 - —

Korpergewicht [g]

getestet. Unter sonst gleichen

31

Versuchsbedingungen wurden | 2° Abb.3.3:

29 Kérpergewichtsentwicklung
200 mg/kg KG des Extraktes4 | elicher NRL-Halzo
- . mit dem Hopfenextrakt )
Tage |ang appl 1Z1 ert und d|e 27 T T T T Magnum’99 normal (HHM’99

1/16:00 2/9:00 2/16:00 3/9:00 3/16:00 4 /9:00 normal)
n=12

Behandlungstage / Uhrzeit

Tiere zweimal taglich, um 9:00
und um 16:00 gewogen. Abb.3-3 zeigt, dal3 auch bei NMRI-Mausen eine Gewichtsreduk-
tion in der mit Extrakt behandelten Gruppe eintrat. Trotz niedrigerem Korpergewicht bel
den Kontrollen zu Behandlungsbeginn (33g bel der Kontrolle, 35,59 bel der Hopfen-
gruppe), haben nach 4 Tagen beide Kollektive das selbe Gewicht erreicht. Ein Tier starb an
Tag 4 in der Extrakt-Gruppe. Der beobachtete toxische Effekt ist also nicht rattenspezifisch.

4.1.3.3 12-tagige Applikation des Extraktes HHM"99 normal

Um zu untersuchen, ob die Art des L 6sungsmittels einen Einfluf auf die toxischen Effekte
des Extraktes hat, wurde zum L&sen des Extraktes nicht Milch verwendet, sondern eine
Emulsion mit der Methode “L6sung mit Lecithin, BSA und Ultraschall” hergestellt. Eine
Dosis von 200 mg/kg KG wurde mannlichen, ca. 10 Wochen alten SD-Ratten Uber 10 Tage
einmal taglich morgens oral verabreicht. Die letzte Applikation erfolgte 24 Stunden vor
Versuchsauflsung. Die Korpergewichte wurden téglich ermittelt und sind in Abb.3-4 dar-
gestellt. Die Gewichte der Kontrolltiere nahmen wahrend des Versuches leicht zu, die der
mit Extrakt behandelten Tiere ab. An Tag 4, 10, 11 und 12 des Versuches starb jeweils ein
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Tier in der Extrakt-
400
390 Kontrolle Gruppe. Das erste
— 200mg HHM 99 .
380 normal Tler an T& 4 War
370
- 7 . r ) _ jeweils1 Tier starb in ZU Begl nn mit 381
= 360 e e— — Lt — _r ~ der HHM"99 Gruppe
g _+ - TJd- 7 r [
§ 350 T+ ;\.— — —7 g das schwerste
g 340 L T t— Tier des Versu-
330
ADD.3-4: _ ches. Es starb etwa
320 Kérpergewichtsentwicklung
- mannlicher SD-Ratten nach
310 -'- 12-tagiger Behandlung mit 7 Stunden naCh der
300 T T T T T T T T T T dem Hopfenextrakt )
Magnum’99 normal (HHM"99 letzten Appl ika-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 pomal
zeit [Tage] n=6 tion ohne vorheri-

gen Gewichtsverlust. Auch die Tiere an Tag 10 und 12 starben ohne vorherigen

Gewichtsverlust, das Tier an Tag 11 hatte dagegen 35 g von Tag 9 auf Tag 10 abgenommen,
das erklért den grof3en Standardfehler an Tag 10 in der Extrakt-Gruppe.

Kontrolle HHM"99

200 mg/kg
Mit:azl\évert SEM Mit:]e-:l\évert SEM
Gewicht [a] 358 39 347| 18,0
Leber [d] 11,3| 05 11,41 10
Nieren [a] 20| 01 2,01 00
Milz [mg] 705( 31,3 661 1,0
Hypophyse |[[mg] 9,9 04 10,6 0.3
Schilddrise |[mg] 9,2 07 8,6| 06
Nebenniere |[[mg] 41,3 23 39,5 43
Thymus [mg] 234 44,6 227]120,5
Hoden [d] 3,3 01 29| 01
Samenblase |[mg] 521 74,5 706| 64,5
Prostata [mg] 617( 59,4 602]224,5

nach 12-tagiger, 1xtagl., oraler Applikation

Tab.3-5: Organgewichte von ménnl. SD-Ratten

HHM 99 normal emulgiert mit Wasser/Lecithin/BSA

In Tab.3-5 sind die Organgewichte der bei-
den Gruppen zusammengestellt. Da in der
Extraktgruppe 4 von 6 Tieren gestorben
waren, konnten nur von zwei Tieren Mit-
telwerte berechnet werden, der Standard-
fehler ist deshab bel  enigen
Organgewichten sehr grol3 oder klein. Die
beiden Tiere hatten bis auf ein erhohtes
Samenblasengewicht (706 vs. 521) keine
auffédligen  Organgewichtsveranderungen
gegenuber den Kontrolltieren. Da der Ver-
such mit fast adulten Tieren durchgefihrt
wurde, wére einer Reduzierung der Organ-
gewichte nicht zu erwarten.

Das Ergebnis zeigt, dal3 HHM 99 normal
auch in anderen Losungsmitteln toxische
Effekte zeigt, eine wiederholter Gabe von
200 mg/kg KG wirkte bei 66 % der Tiere
letal.
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4.1.3.4 12-tdgige Applikation der Extrakte HHM 99 dlreich, HPE 99 normal
und HPE 99 dlreich

Um zu untersuchen, ob die toxischen Effekte von HHM 99 normal sorten- oder extraktspe-
zifisch sind, wurden aus dem gleichen Erntegjahr 1999 der Normalextrakt der Sorte Perle,
der aus dem gleichen Extraktmaterial hergestellte 6lreiche Extrakt und der 6lreiche Extrakt
der Sorte Magnum getestet. Versuchstiere waren juvenile, mannliche SD-Ratten mit einem
Korpergewicht zwischen 138 und 156 g. Die Gruppestérke betrug n=6 Tiere pro Gruppe.
Wie im vorherigen Versuch wurden die Extrakte als Emulsion aus Wasser/L ecithin/BSA
oral verabreicht. 200 mg/kg KG des jeweiligen Extraktes wurden Uber 17 Tage einmal tég-
lich nachmittags appliziert. Die letzte Applikation erfolgte 18 Stunden vor Versuchsaufl6-
sung.

Abb.3-6 zeigt die Korpergewichtsentwicklung der einzelnen V ersuchsgruppen wahrend des

260

T Te1
240 r T L [=— =kKontrolle
J/ T —®— HPE’99 dlreich 200 mg/kg
Pl

220 ? HPE 99 normal 200 mg/kg
I —— HHM 99 dlreich 200 mg/kg

200

am 12 und 27.6 starb je 1 Tier
in der HHM"99 6lreich Gruppe

180

Korpergewicht [g]

160

140 A

120 Abb.3-6:
Kdrpergewichtsentwicklung

100 e e o e S B B o e e s s L mannlicher SD-Ratten nach
© © © © © © © © © © © © © © © © © ©l7-tadgiger Behandlung mit
O-d AN MIEON OO O AdNMS L © I~ ;

dddd o dadddoaddNNNQ A  overschiedenen
Hopfenextrakten
Datum [Tage] n=6

Behandlungszeitraumes. Es wird deutlich, dal3 nach 17 Tagen die Extrakte der Sorte Perle
zu einer leichten, nicht signifikanten Senkung des Kdpergewichtes fuhrten. Die Tiere der
Gruppe HHM ™99 dlreich wogen signifikant weniger als die Kontrolltiere an den Tagen 17.6
und 27.6 (p<0,05 Student-Newman-Keuls). Der Unterschied zu den anderen Gruppen war

nicht signifikant. In der Gruppe starben am 12. und 27.6 jewells 1 Tier.
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Kontrolle HPE 99 H.PE.IQQ I—!'HM.'99
normal Olreich Olreich
Mittelwert | SEM |Mittelwert |SEM [ Mittelwert | SEM |Mittelwert |SEM

Korper-Gewicht [g] 253 60 233| 78 237| 60 232 71
Leber (0] 10,8| o4 10,4| 05 10,7] o6 10,3| 05
Nieren [0] 1,69| 0,05 1,55| 0,05 1,60| 0,06 1,61| 0,09
Milz [mg] 647| 309 578| 80 545 354 555| 159
Hypophyse |[mg] 8,1| 057 7,8 0,38 7,8 0,28 8,5| 0,69
Schilddruse |[mg] 10,4 os80 9,8| 093 11,3| o774 11,7| o.28
Nebenniere |[mg] 37,0 137 36,9| 216 35,6] 0,60 33,5| 1.7
Thymus [mg] 407| 418 412| 40.2 342| 299 373| 390
Hoden [0] 3,0] o0.09 3,0| o012 3,1| 0.6 3,1| o011
Samenblase |[mg] 419 244 390 174 378 241 368| 305
Prostata [mg] 354| 476 255| 31,2 256| 247 238| 4754
Tab.3-7: Organgewichte von mannl. SD-Ratten nach 17-tagiger, 1xtagl., oraler Applikation
verschiedener CO;-Hopfenextrakte (alle 200mg/kg KG) emulgiert in Wasser/Lecithin/BSA

In Tab.3-7 sind die Organgewichte der einzelnen Behandlungsgruppen zusammengestellt.
Die Korpergewichte aler drei Extrakt-Gruppen waren nicht signifikant erniedrigt. In der
HHM"99 dlreich Gruppe war der Unterschied am Vortag signifikant (Abb.3-6), durch die
verkleinerte Gruppengrof3e auf n=4 Tiere bel Versuchsauflésung nicht mehr. Tendenziell
erniedrigt waren in allen drei Gruppen auch Milz-, Samenblasen- und Prostatagewicht, sta-
tistisch signifikant waren die Unterschiede auf dem 5 % Niveau durch die geringe Gruppen-
grole nicht. Die beiden Gruppen, die mit Extrakten der Sorte Perle behandelt worden
waren, wiesen Unterschiede untereinander nur im Milz- und Thymusgewicht auf, das
Gewicht war jewellsin der HPE 99 6Ireich Gruppe etwas niedriger.

Die Extrakte der Sorte Perle hatten weniger Auswirkungen auf Korper- und Organgewichte
as der dlreiche Extrakt der Sorte Magnum. In diesen Gruppen starb kein Tier. Der 6lreiche
Extrakt der Sorte Magnum scheint weniger toxisch zu sein as der Nomalextrakt der glei-
chen Sorte (Abb.3-4), jedoch deutlich toxischer als die Extrakte der Sorte Perle.
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4.1.3.5 17-tagige Applikation der Extrakte HPE 99 6larm und 97 021 Bitter-
stoffphase

Der Einflu® auf das Kdrper- und Organgewicht wurde an mannlichen, juvenilen SD-Ratten
mit einem Anfangs-Gewicht zwischen 135 und 148 g untersucht. Die Applikation erfolgte
oral einmal téglich in einer Dosierung von 200 mg/kg KG. Die Emulsionen wurden mit der
Methode “L6sung mit BSA und Ultraschall” hergestellt. Die Gruppenstérke betrug n=8
Tiere/Gruppe. Die letzte Applikation der Priflosungen erfolgte 24 Stunden vor Versuchs-
auflésung.

Abb.3-8 zeigt die Entwicklung der Koérpergewichte Uber 17 Tage. In der Gruppe HPE 99
Olarm starb je ein Tier an Tag 5, 6 und 17. Um die Gruppenstérke nicht weiter zu dezimie-
ren, erhielten die Tiere dieser Gruppe an den Tagen 6 - 10 keinen Extrakt, sondern Kontroll-
|6sung. Ab Tag 11 wurde bis Versuchsende Extrakt appliziert. Danach unterschieden sich
die Kopergewichte der HPE 99 6larm Gruppe an Tag 12, 13, 16 und 17 signifikant (p<0,05

Student-Newman-K euls) von denen der Kontrollgruppe. In der mit 97 021 Bitter-stoffphase

260
— — Kontrolle
240 * F1
. ]‘/ ——HPE 99 6larm 200
220 _F g mg/kg
k I 1 97021 Bitterstoff-phase
— 200 T * 200 mg/kg
= — 1 1
S | * jeweils 1 Tier starb in der
§ 180 r ol N * t Gruppe HPE 99 6larm
2 r o
kel 160 _4:4_,._/_ 1 Tler_starb in der Gruppe 97
* .s/g/'-( A | 021 Bitterstoff-phase
140 X
Abb.3-8
120 HPE 99 dlarm nicht sondiert K'c')rpergewichtsentwicklung
mannlicher SD-Ratten nach
100 —,————— 17-tag|ger Behandlung mit
verschiedenen
Zeit [Tage] n=8

behandelten Gruppe starb ein Tier an Tag 5, die Korpergewichte der Tiere lagen etwas unter

der Kontrollgruppe, der Unterschied war nicht signifikant.
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Tab.3-9 zeigt die die Organgewichte der einzelnen Gruppen. Hypophysen-, Nebennieren-
und Samenblasegewicht waren in der mit HPE 99 dlarm behandelten Gruppe signifikant
erniedrigt (p<0,05 Student-Newman-Keuls). Verwendet man den schwéacheren Fisher-
PLSD Test, so war auf dem 5 %-Niveau auch das Lebergewicht erniedrigt. Die Behandlung
mit 200 mg/kg KG 97 021 Bitterstoff-phase verursachte ein signifikant niedrigeres Hypo-
physengewicht (p<0,05 Student-Newman-Keuls). Testet man mit Fisher-PLSD, so waren
auch Korper-, Leber-, Nieren- und Nebennierengewicht signifikant erniedrigt (p<0,05).

97 021

Kontrolle HPE 99 dlarm| Bitterstoff-

200 mg/kg phase

200 mg/kg
Mittelwert | SEM [Mittelwert | SEM |Mittelwert | SEM
KG [a] 2844 5,5 258,2| 12,9 258,4]| 10,1
Leber [g] 11,38 0,37 9,50| 0,73 9,79| 0,55
Nieren [a] 1,92 0,05 1,76( 0,10 1,70| 0,06
Milz [a] 0,647| 0,03 0,588| 0,03 0,572| 0,04
Hypophyse |[mg] 10,4 0,55 8,2| 0,45 8,8] 0,31

Schilddrise [[mg] 11,6( 0,31 11,5( 0,37 12,2| 0,85

Nebenniere |[mg] 42,8 1,54 36,2| 2,31 37,7| 1,48

Thymus [mg]| 338,5(33,18] 369,0|29,55] 309,9(29,81

Hoden [a] 3,3| 011 3,2| 0,09 3,3| 0,16

Samenblase [[mg]| 510,9]|22,15 409,8(29,17] 485,9]30,67

Prostata [mg]| 456,8|34,06 458,8|34,40 494,3|41,42

Tab.3-9: Organgewichte mannl. SD-Ratten nach 17-tagiger, 1xtagl.,
oraler Applikation verschiedener CO,-Hopfenextrakte gelost in Wasser /

1% BSA. Grau (gelb) hinterlegte Felder unterscheiden sich signifikant von
der Kontrollgruppe. Test: Student-Newman-Keuls 5 % Niveau
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Die Ergebnisse machen deutlich, dald HPE 99 6larm toxische Effekte ausiibt. 3 von 8 Tieren
starben, die Ubrigen wiesen Gewichtsveranderungen vieler untersuchter Organe auf. Das
steht im Gegensatz zu den vorherigen Ergebnissen mit dem normal- und dem &lreichen
Extrakt der gleichen Sorte (Abb.3-7). Der Extrakt 97 021 war weniger toxisch, nur 1 Tier
starb, jedoch verursachte auch er verringerte Korper-, Leber-, Nieren- und Hypophysenge-

wichte.

4.1.3.6 17-tagige Applikation der Extrakte Ol 1 und Ol 2

Die beiden Extrakte, die aus der Sorte Perle stammen, wurden 17 Tage lang an juvenilen,
mannlichen SD-Ratten getestet. Sie wurden in einer Dosierung von 200 mg/kg KG einmal
taglich per os appliziert. Die applikationsféahigen Emulsionen wurden mit der Methode
“L6ésung mit Lecithin und Ultraschall” hergestellt. Abb.3-10 zeigt den Kdrpergewichtsver-

lauf Uber einen Zeitraum von 21 Tagen. Mit dem Versuch begonnen wurde an Tag 5, davor
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wurden die Tiere nur gewogen. Wahrend bei dem Extrakt Ol 1 ab Tag 12 die Tiere etwas
weniger schnell zunahmen als die Kontrollen, an den Tagen 15 und 16 wogen sie signifikant
weniger as die Kontrollen (p<0,05 Student-Newman-Keuls), war nichts dergleichen nach
Behandlung mit dem Extrakt Ol 2 zu beobachten.
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Kontrolle Ol1 Ol 2
(200 mg/kg) | (200 mg/kg)
Mittelwert |[SEM |Mittelwert | SEM |Mittelwert |SEM
Gewicht [a] 270,1( 57| 2556 2,7 263,8| 30
Leber [a] 10,86| 0,40 11,59( o,16| 11,77| 0,31
Niere [g] 1,80| 0,04 1,76| 0,04 1,83] 0,04
Milz [a] 0,684 0,03 0,620( 0,02| 0,672| 0,02
Hypophyse |[mg] 8,5| 0,58 8,5| 0,22 8,5 0,36
Schilddrise |[mg] 12,5| 0,77 11,0 0,44 12,3]| 0,54
Nebenniere |[mg] 32,5( 1,58 36,7 1,17 36,7| 0,87
Thymus [mg] 492,9(17,17 421,4|40,71 393,8|36,72
Hoden [a] 3,2| 0,05 3,3| 0,04 3,4 0,04
Samenblase |[mg] 449 416,77| 409,4|16,43| 500,5(22,83
Prostata [mg] 281,8|10,12| 260,8|12,25 321,9|24,31
Tab.3-11: Organgewichte mannl. SD-Ratten nach 17-tagiger, 1xtagl.,
oraler Applikation verschiedener CO,-Hopfenextrakte geldst in
Wasser/1,5% Lecithin

Tab.3-11 zeigt die Organgewichte bei den Versuchstieren. Die mit Ol 1 behandelten Tiere
wiesen signifikant niedrigere Korper- und Nebennierengewichte (p<0,05 Student-Newman-
Keuls) und signifikant hthere Hodengewichte auf (p<0,05). In der Ol 2 Gruppe waren nur
die Hodengewichte vergrofdert (p<0,05). Testet man mit dem schwéacheren Fisher-PLSD auf
dem 5 % Niveau, waren in der mit Ol 1 behandelten Gruppe auch Milz, Samenblase und
Schilddriise signifikant verkleinert. Die Gewichte der Milz, Samenblase und Prostata waren

gegeniiber der Ol 2 Gruppe signifikant kleiner. Auffallig in beiden Gruppen war das nicht
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signifikant erhéhte Lebergewicht, obwohl das Korpergewicht der Tiere niedriger war alsin
der Kontrollgruppe.

Verglichen mit den bisher getesteten Hopfenextrakten waren die beiden Olextrakte deutlich
besser vertraglich. Keines der Tiere verstarb. Von den im Versuch getesteten Extrakten ist
der hoher angereicherte Extrakt Ol 2 (83 vs 62 ml/100 g Hopfendl) der vertraglichere. Ob
der etwa halb so hohe Gehalt an Humulon/Lupulon in Ol 2 gegeniiber Ol 1 (Humulon 9 vs.
17 % / Lupulon 6,2 vs 12 %) oder ein sonst identifizierter Inhaltsstoff dafir verantwortlich

war, blieb offen.

4.1.3.7 20-tégige Applikation der Extrakte Ol 2, Hum, Lup und
HHM"99 normal

Um die Wirkung der drei Extrakte miteinander vergleichen zu konnen und gleichzeitig Hin-
weise auf mogliche toxische Effekte zu erhalten, wurde ein 3 Wochen Versuch an welbli-
chen NMRI-Mausen durchgefiihrt. Der Extrakt HHM 99 normal hatte sich bereits in
anderen Versuchen (siehe 3.1.3.1 ff.) als toxisch erwiesen und wurde deshalb als Negativ-
kontrolle mitgefuhrt. Alle Extrakte wurden in einer Dosis von 200 mg/kg KG einmal téglich
per os appliziert. Die Gruppenstarke betrug 10 Tiere/Gruppe. Die Extrakte wurden mit der
Methode “Tween 80 und UltraTurrax” emulgiert.

Abb.3-12 zeigt die Korpergewichtsentwicklung der Mause, aufgeteilt nach der Behand-
lungsgruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte Uber die Zeit in Tagen, der Standardfehler ist
zur besseren Ubersichtlichkeit nicht eingetragen. Statistisch signifikante Unterschiede an
den einzelnen Tagen auf dem 5 %- und 1 %-Niveau sind in Abb.3-13 angegeben. Die Tiere
kamen an Tag 1 an, zu Versuchsbeginn an Tag 6 befanden sich alle Gruppen auf dem selben
Niveau. Bereits an Tag 10, d.h. nach 4-tégiger Behandlung, wogen die mit Hum behandel-
ten Tiere signifikant weniger als die Kontrolltiere (p<0,01) und die der anderen Gruppen
(p<0,05). Fur die Lup-Gruppe war eine Tendenz nach oben zu erkennen, die Tiere wuchsen
vergleichsweise am schnellsten. Bel den Ubrigen Tieren war kein Unterschied deutlich,
allerdings starb in der HHM 99 normal Gruppe an Tag 2 und 3 jeein Tier. Biszu Versuchs-
ende starben in dieser Gruppe 60 % der Tiere, die Uberlebenden besal?en ein stumpfes,
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30
28 — =—Kaontrolle
Ol2 3Tote
—&—Hum 3Tote
=]
E . ——— Lup 1 Tote
S Beginn
s 20
% = =—Magn 6 Tote
s 18
X
16 Abb.3-12:
14 Korpergewichts-
entwicklung weiblicher
12 NMRI-M&ause 20-tagiger
Behandlung mit
10 T T T T T T T T T T T verschiedenen
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 Hopfenextrakten
Zeit [Tage] n=8
Tag 8 9 |10 |11 |12 [ 13|14 ] 15]) 16 |17 | 18 [ 19| 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25
Kontrolle vs. Ol 2 p<0,05|
Kontrolle vs. Hum p<0,05|p<0,05| p<0,01 p<0,01]p<0,01|p<0,01}p<0,05| p<0,01|p<0,05| p<0,01 p<0,05]p<0,05|
Kontrolle vs. Lup p<0,05) p<0,05|
Kontrolle vs. HHM
Ol 2vs. Hum p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05|p<0,05| p<0,05|p<0,05|
Ol 2vs. Lup p<0,05) p<0,05] p<0,05]p<0,01}p<0,01|p<0,01|p<0,05|p<0,05
Ol 2vs. HHM
Hum vs. Lup p<0,05|p<0,01|p<0,01{ p<0,01[p<0,01|p<0,01|p<0,01|p<0,01|p<0,01{p<0,01|p<0,01|p<0,01]p<0,01| p<0,01] p<0,01{p<0,01|p<0,01
Hum. Vs HHM p<0,05 p<0,05 p<0,05|p<0,05|p<0,05|p<0,05| p<0,05|p<0,01]p<0,01,
Lup vs. HHM p<0,05 p<0,05
Tab.3-13: Signifikante Unterschiede im Kérpergewicht an den Versuchstagen, Student-Newman-Keuls Test, 1%- und 5%-Niveau

ungepflegtes Fell. Zusétzlich ergaben sich bei der Sektion Organgewichtsveranderungen bei
der HHM"99 normal Gruppe (Abb.3-14). Das Schilddriisengewicht dieser Versuchstiere
war signifikant erhoht (p<0,05 Student-Newman-Keuls), Thymus-, Uterus- und Ovarienge-
wichte tendenziell, allerdings nicht signifikant erniedrigt.

In der Hum-Gruppe wogen die Tiere durchgangig ab dem 4. Behandlungstag (Tag 9) bis
Versuchsende signifikant weniger als die Kontrolle (Tab.3-13). In dieser Gruppe starben 3
Tiere, eins an Tag 17 und zwei an Tag 21. Die Schilddrisengewichte waren wie bel
HHM 99 normal signifikant erhtht, Thymus-, Ovarien-, und Uterusgewichte tendenziell
erniedrigt (Tab.3-14).

In der Lup-Gruppe starb nur eine Maus und zwar am 10. Behandlungstag (Tag 15). Die

Tiere dieser Gruppe hatten keine reduzierte K 6rpergewichtszunahme, sie wogen an Tag 13
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Ol 2 Hum Lup HHM 99 n

Kontrolle | 200mgrkg) | (200maikg) | (200mgikg) | (200mgikg)

Mittelwert [SEM |Mittelwert [SEM |Mittelwert |SEM | Mittelwert | SEM |Mittelwert | SEM

Gewicht [0] 26,7 04 26,01 07 231 13 28,2 04 24,61 30
Leber [g] 1,403| 0,04 1,388| 004 1,335| 0,06| 1,668| 0,04| 1,443| 0,14
Nieren [g] 0,294| 0,03| 0,284| 0,01 0,268] 0,01 0,314| 0,01] 0,279| 0,02
Milz [0] 0,110| 0,01 0,115| 0,01/ 0,085] 0,02 0,105( 0,00 0,123| 0,01
Hypophyse |[mg] 2,3| 0,32 2,1] 0,18 2,2| 0,29 2,6/ 0,38 1,8| 0,24
Schilddriise |[mg] 3,1| 0,30 4,0| 0,63 5,1| 0,44 3,5| 0,27 4,9 0,54

Nebenniere |[mg] 12,0| 0,79 11,8| o082 10,2| 047 12,5 0,93 12,6| 1,65

Thymus [mg] 79,4 757 74,1 9,17 62,0 7,88 80,5| 3,90 57,7| 8,70

Uterus [mg] 79,9( 9,15 71,1]14,68 43,2111,48 72,5(12,59 49,41 9,39

Ovarien [mg] 10,9| 0,95 12,6] 1,68 8,5] 2,15 10,1 1,31 9,2| 1,32

Tab.3-14: organgewichte weiblicher NMRI-Mause nach 20-tagiger, 1xtagl., oraler Applikation
verschiedener CO-Hopfenextrakte geldst in Wasser/2,5% Tween 80

und 19 signifikant mehr als die Kontrolltiere (p<0,05). Die Mause dieser Versuchsgruppe
hatten ein glénzendes Fell und wirkten wohlgendhrter als die der Kontrollgruppe. Bel der
Sektion wurden allerdings signifikant erhohte L ebergewichte festgestellt (p<0,05).

Die Korpergewichte der mit Ol 2 behandelten Tiere lagen in den ersten 12 Behandlungsta-
gen leicht, aber nicht signifikant unter Kontrollniveau. Am folgenden Tag (Tag 18) wogen
siesignifikant weniger (Tab.3-13, p<0,05). Am gleichen Tag und Tag 19 sind 3 Tiere, diean
den vorherigen Tagen stark abgenommen hatten, gestorben. Der Rest der Gruppe hat
danach bis Versuchsende fast wieder das Kontrollniveau erreicht. Die Organgewichte der
Ol 2 Gruppe lagen alleim Kontrollbereich und wiesen keine Besonderheiten auf.

Die Ergebnisse zeigen erneut, dald der Normalextrakt der Sorte Magnum (HHM 99 normal)
toxische Eigenschaften besitzt, der alpha-Sauren reiche Extrakt Hum mul3 ebenfalls als
toxisch eingestuft werden. Der beta-Sauren reiche Extrakt Lup wurde gut vertragen, aler-

dings konnten die erhéhten Lebergewichte ein Indiz fir eine Lebertoxizitét sein. Der 6lreich
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Extrakt Ol 2 verursachte keine Veranderungen an Korper- oder Organgewichten, jedoch

starben 3 von 10 Tieren.

4.1.3.8 15-tagige Applikation der Extrakte Ol 2 und HHM"99 normal

Da in der Literatur von estrogener Aktivitét verschiedener Hopfenzubereitungen und des
Inhaltsstoffes 8-Prenylnaringenin berichtet wurde (Liu et a.; Milligan et al.; Zierau et a.),
sollte auf eine estrogene Aktivitét an weiblichen, ovarektomierten Wistar-Ratten gepruft
werden. Die Extrakte wurden einmal taglich oral in einer Emulsion aus Wasser und 2,5 %
Tween 80 zugefuhrt. Appliziert wurde Ol 2 in einer Dosierung von 200 mg/kg KG, der in
anderen Versuchen toxisch gewesene Extrakt HHM 99 (siehe Abb.3-1) in einer niedrigeren
Dosierung von 100 mg/kg KG und eine Vergleichsgruppe mit Mestranol. Ziel parameter war
das Korper- und Uterusgewicht der Tiere. Die Kontrolltiere erhielten Leitungswasser, die

Positivkontrolle erhielt das Referenzestrogen Mestranol in einer Dosierung von 5 pg/kg KG

310
}I — — Kontrolle
290 r;’ Ef -t Mestranol (5 pg/10 ml)
t T ..
[Behandlungsbeginn |- rl??rt . { Ol 2 (200mg/kg)
270 l’f 1 HHM"99 n. (100mg/kg)
¥
3 250 I’-? 5 L Mestranol-Gruppe
E v X * signifikant zur Kontrolle
% 230 ,,J: - p<0,05 Bonferroni
=] /7
2 7 *
¢ 210 —
R % Abb.3-15: Kérpergewichts-
190 s AT entwicklung weiblicher,
_____7-;// ovarektomierter Wistar-
170 i Ratten nach 20-tagiger
[ovarektomiert Behandlung mit
150 T T T verschiedenen
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 Hopfenextrakten
Zeit [Tage] n=12

einma téglich oral. Abb.3-15 zeigt die Entwicklung der Korpergewichte der einzelnen
Gruppen Uber die Zeit in Tagen. Nach Entfernung der Ovarien wurden die Tiere auf eine
estrogenfreie Haltungsdidt umgestellt, um die externe Estrogenzufuhr zu minimieren. Alle
Tiere nahmen in den folgenden Tagen stark an Gewicht zu (Tage 5-14), ein Hinweis auf

eine erfolgreiche Operation. An Tag 15 wurde mit der Behandlung begonnen. Alle Tiere
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nahmen an den néchsten zwei Tagen weniger stark zu, wahrscheinlich eine Folge der unge-
wohnten Sondierung, die zunéchst Strefd verursacht. Ab Tag 16 nahmen die Tiere dller
Behandlungsgruppen wieder mehr zu, mit Ausnahme der Gruppe, die mit Mestranol behan-
delt war. Ab Tag 18 unterschieden sich die Kérpergewichte dieser Gruppe von denen der
Kontrollgruppe (p<0,05 Bonferroni), der Unterschied hielt bis Versuchsende an.

Tab.3-16 zeigt, dal3 nur in der Mestranolgruppe das Uterusgewicht als Indikator auf estro-
gene Aktivitat signifikant erhdht war (94 vs. 78 p<0,05 Student-Newman-Keuls), die Ute-
rus-Gewichte der beiden Hopfenextraktgruppen lagen auf Kontrollniveau. Bel diesen

Gruppen waren die Lebergewichte signifikant erhéht (p<0,05), obwohl das Kdpergewicht

Mestranol Ol 2 HHM" 99 n.

wontrolle | (5 10 mi) | (200mgikg) | (100mgikg)

Mittelwert | SEM | Mittelwert |SEM | Mittelwert |SEM | Mittelwert |SEM

Gewicht [g] 311,9| 43| 288,1| 47| 304,8| 61| 304,7| 45

Leber [g] 11,27| 0,24 10,66| 0,26/ 12,48]| 0,38 13,03| 0,40
Nieren [g] 2,02] 0,03 1,88 0,05 1,96 0,03 1,92 0,02
Milz [g] 0,929| 0,05 0,884 0,02 0,904| 0,04 0,965| 0,04

Hypophyse |[mg] 12,4| 0,32 11,6| 0,46 12,6| 0,40 12,2| 0,65

Schilddrise |[mg] 11,3| 0,75 11,01 0,71 12,5| 0,47 12,2 0,69

Nebenniere |[mg] 77,0 4,12 76,5] 3,69 72,3 2,73 87,6] 3,11

Thymus [g] 1,2] 0,07 1,1| 0,06 1,2] 0,07 1,1| 0,08

Uterus [mg] 77,8| 4,77 94,2| 7,71 76,9| 4,73 76,5] 5,29

Tab.3-16: Organgewichte weiblicher Wistar-Ratten nach 15-tagiger, 1xtagl., oraler
Applikation verschiedener CO-Hopfenextrakte gelost in Wasser/2,5% Tween 80. Unterlegte
Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (p<0,05 Student-Newman-Keuls)

tendenziell niedriger war, ein méglicher Hinweis auf eine Lebertoxizitdt. Die mit HHM 99
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normal behandelten Tiere wiesen auf3erdem ein signifikant erhdhtes Nebennierengewicht

auf (87,6 vs. 77.0 p<0,05), die tbrigen Organgewichte lagen im Kontrollbereich.

4.1.3.9 37-tdgige Applikation des Extraktes Lup und einer Mischung aus Lup

und Olrein

Der Extrakt Lup und eine Mischung aus Lup und Olrein wurden tiber 5 Wochen verab-
reicht, um auf Beeinflussung von Organgewichten und estrogener Aktivitét an weiblichen,
ovarektomierten Ratten zu prifen. Uber den gesamten Versuchszeitraum erhielten die Tiere
estrogenfreie Haltungsdiét. Die Extrakte wurden einmal téglich oral in einer Emulsion aus
Wasser, Ol und Lecithin zugefuhrt. Der Extrakt Lup wurde in einer Dosierung von 200 mg/
kg KG appliziert, die Mischung aus Lup und Olrein in einer Dosierung von 83 mg/kg Lup
plus 250 mg/kg KG Olrein, das entspricht einem Verhaltnis von 1 : 3. Die Positivkontrolle
erhielt das Referenzestrogen Mestranol in einer Dosierung von 20 pug/kg KG einmal taglich
oral, die Kontrollgruppe Leitungswasser. Die Anzahl in den Hopfenextraktgruppen betrug
n=10 Tiere/ Gruppe, in der Kontroll- und Mestranolgruppe n=23 Tiere/ Gruppe. Daessich
um einen umfangreichen Versuch handelte, in dem weitere Extrakte anderer Pflanzen gete-
stet wurden, konnten nicht alle Tiere gleichzeitig seziert werden. Um bei alen Tieren inner-
halb einer Gruppe eine gleichlange Behandlungszeit zu gewéhrleisten, wurde versetzt mit
der Behandlung begonnen. Bel der Kontroll- und Mestranolgruppe wurden an Tag 1 und 2
nur 10 Tiere behandelt, an den Tagen 3 bis5 12 Tiere,an Tag6 und 7 18 Tiere, an Tag 8 20
Tiereund ab Tag 9 alle Tiere. Ab Tag 24 wurde der Versuch in umgekehrter Reihenfolge
aufgel6st, so dald sich eine durchschnittliche Behandlungsdauer von 25 Tagen ergab. Die
Hopfenextrakte wurden Uber den gesamten Versuchszeitraum von 37 Tagen appliziert.
Abb.3-18 zeigt die Entwicklung der Korpergewichte der einzelnen Gruppen Uber die Zeit in
Tagen. Die Ratten erreichten ovarektomiert das Labor, deshalb liegen zu vorherigen Zeit-
punkten keine Daten vor. Tab.3-19 gibt die signifikanten Unterschiede an den einzelnen
Tagen auf dem 1 %- und 5 %-Niveau an (Student-Newman-Keuls). An Tag 1 wogen die
Tiere der Mestranolgruppe 19 g weniger als die Kontrolltiere, der Unterschied war signifi-
kant (p<0,05). Die Differenz blieb im Laufe des Versuches bestehen und vergrof3erte sich
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auf 26 g an den Tagen 23/23/24 (p<0,01). An Tag 17 wurden einige Tiere der Kontroll-
gruppe nicht gewogen, daher erklart sich der etwas hohere Mittelwert an diesem Tag. Die
Tiere, die mit dem Extrakt Lup oder der Mischung aus Lup und Olrein behandelt wurden,
wogen ab Tag 4 bzw. 5 fast durchgehend bis Tag 23 signifikant weniger alsdie Kontrolltiere
(p<0,05). Danach war der Unterschied statistisch nicht mehr signifikant, da durch die Ver-
suchsaufl6sung weniger Kontrolltiere vorhanden waren und an Tag 28 im Vergleich zum
restlichen Kontrollkollektiv relativ schwere Tiere getétet wurden, so dal3 die Kérperge-
wichtskurve nach unten knickte. Untereinander unterschieden sich die Gruppen Lup und
Lup+Olrein nicht, jedoch starben an Tag 10 und 25 je ein Tier, an Tag 13 zwei Tierein der
mit Lup behandelten Gruppe.

Die Organgewichte (Tab.3-20) wurden bel 14 Tieren aus der Kontroll-, 16 Tieren aus der
Mestranol-, 9 Tieren aus der Lup+Olrein- und 6 Tieren aus der Lup-Gruppe untersucht. Die

L ebergewichte der beiden Hopfengruppen waren um tber 35 % gegenlber der Kontrolle

300
. T T TT |— — Kontrolle
T r R
280 fl_ -T}L?—tT:T— Tt 20pg Mestranol o
?I— T ilP il 83mg Lup + 250mg Olrein
I F 200mg Lup
260
= an Tag 10 und 25 starb je 1
g 240 Tier, an Tag 13 2 Tiere in der
H Lup-Gruppe
2 |
fé 220 '_71/—‘ %
F gt
200 71 Abb.3-18: Kérpergewichts-
r entwicklung weiblicher,
180 ovarektomierter Wistar-
Ratten nach 37-tagiger
Behandlung mit
160 T T T T T T T T T T T T T T T T T verschiedenen
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 Hopfenextrakten
Zeit [Tage] n=23/10
Tag| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Kontrolle vs. Mestranol }0,05| 0,01 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 0,05]0,05] 0,05} 0,05] 0,05} 0,05} 0,05 |0,05 }0,05]0,01}0,05]|0,01]0,01}0,01]0,01]0,01|0,01
Kontrolle vs. Lup+Olrein 0,05]0,05] 0,05 0,05]0,05 0,05] 0,05} 0,05} 0,05 0,05]0,05| 0,05 0,05]0,05] 0,05 | 0,05
Kontrollevs. Lup 0,0510,05 0,05]0,05]|0,05| 0,05} 0,05] 0,05} 0,05 0,05]0,05| 0,05 0,05]0,05] 0,05 | 0,05

Mestranol vs. Lup+Olrein

Mestranol vs. Lup

Lup+Qlrein vs. Lup

Tab.3-19 Signifikante Unterschiede im Korpergewicht an den Versuchstagen, Student-Newman-Keuls Test, 1%- und 5%-Niveau
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signifikant erhdht (11,7/11,85 vs. 8,5 p<0,01). In der Lup-Gruppe war das Thymusgewicht
(p<0,01), in der Lup+Olrein-Gruppe das Uterusgewicht signifikant erniedrigt (p<0,05). Die
Ubrigen Organgewichte lagen im Bereich der Kontrollgruppe. Die Behandlung mit 20 pg/kg

KG Mestranol fuhrte zu einer signifikanten, wenn auch geringfligigen Erhdhung des Ute-

Mestranol | Lup + Olrein Lup

Kontrolle 20 pg/kg  |83+250 mg/kg| 200 mg/kg

Mittelwert |SEM [Mittelwert |[SEM [Mittelwert | SEM |Mittelwert |SEM

11,7 11,86
Leber [g] 8,5| 0,26 8,1| 0,64 ) 0,51 i 0,47
Nieren (0] 1,97] 0,43 1,50| 0,04 1,63]| 0,06 1,44] 0,05
Milz (0] 0,698| 0,02 0,655| 0,02[ 0,697 0,05 0,693] 0,03

Hypophyse [[mg] 12,0| 0,53 11,0 0,47 10,3| 0,65 10,5 0,91

Schilddrise |[[mg] 12,3| 0,67 11,3] 0,80 13,5| 0,63 12,01 0,77

Nebenniere |[mg] 90,3| 4,43 98,6| 4,64 79,1 3,61 88,4| 3,62

Thymus [q] 0,9/ 0,04 0,7| 0,03 0,8| 0,04 OFfO?’O? 0,05
Uterus Img]| 62,7| 1.77| 78:72| 320 51451 310|  61,7| 1,58
p<0,01 p<0,05

Tab.3-20: Organgewichte weiblicher Wistar-Ratten nach 37-tagiger, 1xtagl., oraler
Applikation verschiedener CO,-Hopfenextrakte emulgiert in Wasser/Ol/Lecithin. Unterlegte
Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (Student-Newman-Keuls Test)

rusgewichtes (78,7 vs 62,7 p<0,01).

Eine estrogene Wirkung ist fuir den Extrakt Lup oder die Mischung aus Lup und Olrein auf-
grund des estrogenabhangigen Parameters Uterusgewicht nicht zu erkennen. Eine Dosis
von 200 mg/kg KG Lup wirkte jedoch auf die weiblichen Ratten toxisch, da4 von 10 Tieren

starben.
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4.1.4 Testung auf anxiolytische Aktivitat

Hopfen-Extrakt HPE 98 Marz 99

Der Extrakt HPE'98 Mé&rz'99 wurde in verschiedenen Konzentrationen und nach unter-
schiedlicher Latenzzeit auf anxiolytische Aktivitdt im Elevated Plus-Maze (im folgenden
“EPM” genannt) getestet. Der Extrakt wurde mit der Methode “Ldsung in Milch” emulgiert
und weiblichen NMRI-Mé&usen in einer Dosis von 100 mg/kg KG oral appliziert. Abb.4-1
zeigt das Ergebnis nach einer Latenzzeit von 60 Minuten. Die Ordinate besitzt eine doppelte
Skala, fur den linken Tell der Abbildung stellt sie die auf den offenen Armen verbrachte

Zeit in Prozent der Gesamtzeit dar, fur den rechten Teil die Anzahl der Eintritte in die offe-

160
U Kontrolle
140
120 M 100mg
HPE 98M99
100 O 1mg Diazepam

Anzahl bzw. Zeit [s]
(o)) (0]
o o
]

40 T
Yook Abb.4-1: Elevated Plus-
20 1+ mF=—1— Maze 60 min nach
’_X_d Applikation des
0 ; Hopfenextraktes,

weibliche NMRI Mause,

Zeit auf den offenen Armen  Anzahl der Eintritte in die | ;1437 Tiere/Gruppe

offenen Arme

nen Arme. Als Positivkontrolle wurde Diazepam in einer Dosis von 1 mg/kg KG gegeben.
Die Gabe des Hopfenextraktes beeinflul3te keinen der beiden Testparameter, Diazepam
erhohte signifikant die Anzahl der Eintritte in die offenen Arme (p<0,001 Bonferroni).

Der Extrakt HPE"98 Méarz 99 zeigte in einer Dosierung von 100 mg/kg KG keine anxiolyti-
sche Aktivitét, die Sensitivitéat des Tests war durch die Diazepam-V erglei chsgruppe gewahr-
leistet.

Unter den gleichen Versuchsbedingungen wurde eine Dosis von 200 mg/kg KG getestet
(Abb.4-2), nur war die n-Zahl geringer. In der mit HPE 98 behandelten Gruppe starb ein
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160

140
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]

*
SN

Zeit auf den offenen Armen

Anzahl der Eintritte in die
offenen Arme

O Kontrolle

B 200mg
HPE"98 M99

O 1mg Diazepam

1 Tier starb in der
HPE 98 Gruppe

Abb.4-2: Elevated Plus-
Maze 60 min nach
Applikation des
Hopfenextraktes,
weibliche NMRI Mause,
n=7/6/5

Tiere/Gruppe

Tier innerhalb der ersten Stunde nach der Applikation, daher konnten nur noch 6 Tiere gete-
stet werden, ein Tier sal3 teilweise regungslos auf dem Maze. Die Ubrigen Tiere dieser

Gruppe zeigten beim Parameter “Zeit auf den offenen Armen” eine grof3e Streuung zwi-

schen 40 und 145 Sekunden.

In einer Dosierung von 200 mg/kg KG emulgiert mit Milch zeigte HPE 98 Marz" 99 toxi-
sche Effekte, eine Aussage Uber die anxiolytische Aktivitdt konnte deshalb nicht getroffen

werden.
160
OKontrolle
140
120 B 100mg
[ I HPE 98M99
2100 } L @ 1mg Diazepam
80
?’% 60 T
40 1
Abb.4-3: Elevated Plus-
20 -+ Yok Maze 30 min nach
’_X_H—H Applikation des
0 | Hopfenextraktes,
. o weibliche NMRI Mause,
Zeit auf den offenen Armen  Anzahl der Eintritte in die  n=10/11/10
offenen Arme Tiere/Gruppe
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Um eine mdgliche, kurz andauernde Wirkung nicht zu Gbersehen, wurde eine Gabe von 100
mg/kg KG mit der halben Latenzzeit von nur 30 Minuten untersucht. Abb.4-3 zeigt, dali
unter gleichen Versuchsbedingungen die Tiere aller Gruppen nach einer Latenzzeit von 30
Minuten im Vergleich zu 60 Minuten mehr Zeit auf den offenen Armen verbrachten, wéah-
rend die Anzahl der Eintritte insgesamt nicht erhoht wurde. Wahrscheinlich waren die Tiere
durch die kiirzere Zeitspanne zwischen Applikation des Extraktes und Testbeginn aufgereg-
ter. Die mit HPE 98 Mé&rz' 99 behandelte Gruppe lag bei beiden Versuchsparametern auf
Kontrollniveau, die Positivkontrolle deutlich dartber, die Anzahl der Eintritte in die offenen
Arme war signifikant erhoht (16 vs. 10 p<0,01 Student-Newman-Keuls).

Das Ergebnis zeigt, dald HPE 98 Marz 99 (100 mg/kg KG) auch nach einer Latenzzeit von
30 Minuten keinen anxiolytische Effekt bewirkte.

Hopfen-Extrakt HPE 99 6lreich

Bei vorherigen Versuchen befanden sich die Tiere im Vergleich zur gesamten Versuchs-
dauer von 5 Minuten relativ kurz auf den offenen Armen, 25 % der Gesamtzeit bei Versuch
Abb.4-1 und 14 % bei Versuch Abb.4-2. Um die Verweildauer auf den offenen Armen zu

erhdhen, wurde bei diesem Versuch die normale Raumbeleuchtung durch Rotlicht ersetzt,
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n=9 Tiere/Gruppe

Zeit auf den offenen Armen  Anzahl der Eintritte in die
offenen Arme
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da Mé&use nachtaktive Tiere sind und unter diesen Bedingungen eine erhohte Aktivitét auf-
weisen. Unter sonst gleichen Versuchsbedingungen wie bei HPE 98 Mé&rz' 99 wurde der
Extrakt in Milch emulgiert und an Mé&usen getestet. Abb.4-4 zeigt, dal3 nach der Gabe von
100 mg/kg KG kein anxiolytischer Effekt erkennbar ist, bei beiden Versuchsparametern
befanden sich Kontroll- und Extraktgruppe auf einem Niveau. Die auf den offenen Armen
verbrachte Zeit der Kontrolle war unter der Rotlichtbeleuchtung mit 30 % nur wenig hoher

als bei den vorherigen Versuchen nach einer Latenzzeit von 60 Minuten.

Hopfen-Extrakt Ol 2

Der Extrakt wurde in einer Dosierung von 50 und 100 mg/kg KG im EPM getestet. Zur
Applikation wurde aus dem Extrakt eine Emulsion mit der Methode “ Tween 80 und Ultra-
Turrax” hergestellt und den Mausen ora appliziert. Der Beobachtungsraum wurde mit

gedampften Licht aus Ernergiesparlampen ausgeleuchtet. Abb.4-5 zeigt das Ergebnis nach
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offenen Arme

einer Gabe von 50 mg/kg KG nach einer Latenzzeit von 30 Minuten. Die auf den offenen
Armen verbrachte Zeit war in der Ol 2-Gruppe nicht signifikant um 11 Minuten erhoht, die
Anzahl der Eintritte unverandert. Bel der Positivkontrolle, die 1 mg/kg KG Diazepam

erhielt, war die Zeit auf den offenen Armen um 24 Sekunden verlangert. Der Unterschied
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war nur bei Verwendung des schwéacheren Fisher-PLSD Tests signifikant (p<0,05). Die
Anzahl der Eintritte war signifikant erhéht (p<0,05 Student-Newman-Keuls).

Die gleiche Dosis wurde nach
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Der Extrakt Ol 2 zeigte in den Dosierungen 50 und 100 mg/kg KG keine anxiolytische
Aktivitét im EPM.

Mischung aus den Hopfenextrakten Lup und Olrein

Eine Mischung aus aus den Extrakten Lup und Olrein wurde im Verhaltnis 1:3 untersucht.
Die Dosierung betrug 83 mg/kg Lup + 250 mg/kg KG Olrein, appliziert in einer Emulsion
aus Wasser/Ol/Lecithin, hergestellt mit dem UltraTurrax. Die Beleuchtung des Beobach-
tungsraumes erfolgte mit Sparlampen. Die Diazepam-Dosis der Positivkontrolle wurde auf
2 mg/kg KG erhoht, dain vorherigen Versuchen 1 mg/kg KG keine signifikante Verlénge-
rung der auf den offenen Armen verbrachten Zeit bewirkte. Abb.4-8 zeigt, dal3 nach einer

Latenzzeit von 30 Minuten die Gabe der Extraktmischung eine nicht signifikante Verlange-
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Anzahl bzw. Zeit [s]
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rung der auf den offenen Armen verbrachten Zeit um 25 Sekunden bewirkte, die Diazepam
Gabe eine signifikante Verléangerung um 66 Sekunden (p<0,01 Bonferroni). Die mit der
Extraktmischung behandelten Tiere betraten durchschnittlich 9 mal die offenen Arme, die
Kontrollen 8 mal und die mit Diazepam behandelten Tiere 17 mal (17 vs. 8 p<0,001 Bonfer-

roni).
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Abb.4-9: Elevated Plus-
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wiederholter Applikation
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weibliche Wistar-Ratten,
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Die Extraktmischung wurde
auch an weiblichen, ovarekto-
mierten Wistar-Ratten nach
mehrtagiger Applikation auf
anxiolytische Aktivitét unter-
sucht. Dabei handelte es sich
um die Tiere aus dem unter
3.1.3.9 besprochenen Versuch.
Eine Gruppe erhielt die

Extraktmischung, die andere den Extrakt Lup in einer Dosierung von 200 mg/kg KG. Das

EPM wurde an Tag 17 des Versuches nach der Applikation des Extraktes mit einer Latenz-

zeit von 30 Minuten durchgefiihrt. Der Beobachtungsraum war mit Sparlampen beleuchtet.

Abb.4-9 zeigt, dal’ keiner der Mef3parameter erhoht war. Die auf den offenen Armen ver-
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brachte Zeit war in den mit Hopfenextrakten behandelten Gruppen sogar erniedrigt, wenn

auch nicht signifikant.

Die Gabe der Extraktmischung verursachte keine anxiolytische Wirkung, die untersuchten

Testparameter unterschieden sich nicht signifikant von den Kontrollwerten.

4.1.5 Testung auf Beeinflussung der Spontanmotilitét

Hopfen-Extrakt Nugget”94

Der Extrakt Nugget”94 wurde in einer Dosierung von 250 mg/kg KG im Open Field unter-
sucht. Der Extrakt wurde weiblichen NMRI-Mé&usen in einer Emulsion aus Milch oral
appliziert, jewells eine Extrakt- und eine Kontrollgruppe wurde nach 30, 60 und 120 Minu-
ten getestet. Die Gruppenstarke betrug 9 bis 10 Tiere pro Gruppe. In Abb.5-1 ist die Anzahl
der LinienUbertritte nach 5 Minuten Beobachtungszeit gegen die Latenzzeit aufgetragen. 30
Minuten nach der Applikation war die Anzahl der LinienUbertritte in der mit Extrakt behan-
delten Gruppe nicht signifikant um 30 % erniedrigt, nach 60 Minuten tendenziell gesenkt
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und nach 120 Minuten befanden sich Kontroll- und Extraktgruppe auf einem Niveau. In den
drei mit Extrakt behandelten Gruppen starb je ein Tier innerhalb von 3 Stunden nach der
Applikation. Tab.5-2 gibt die zusétzlichen Parameter Rearing und Anzahl der Blicke durch
die dulferen und inneren L 6cher an. Im oberen Teil sind die Mittelwerte angegeben, im unte-
ren Teil die dazugehorigen Standardfehler. Nach 30 Minuten war die Anzahl der Blicke
durch die auReren Locher signifikant gesenkt (p<0,05 T-Test), alle anderen Werte unter-
schieden sich nicht signifikant von der Kontrolle.

30 min 60 min 120 min
Kontrolle |Nugget 94| Kontrolle [Nugget' 94| Kontrolle |Nugget 94
Linien 91 63 103 80 71 72
Rearing 12 7 11 10 9 8
Locher aul3en 22 12 21 16 15 20
Ldcher innen 3 2 4 2 2 2
11,7 10,4 13,6 12,1 8,6 17,6
Standardfehler 24 18 1,5 1.2 1,5 14
2,9 3,0 2,8 2 2,5 2,8
0,4 0,6 0,7 0,7 0,6 0,7
Tab.5-2 Open Field nach Gabe von 250 mg/kg KG Nugget 94,
weibliche NMRI, n=9-10 Tiere/Gruppe

Der Extrakt Nugget” 94 senkte in der getesteten Dosis tendenziell oder signifikant 30 Minu-
ten nach der Applikation die untersuchten Mef3parameter, der Effekt war nach 2 Stunden
nicht mehr nachweisbar.

Hopfen-Extrakt HPE 98 Méarz 99

Der Extrakt HPE 98 wurde in einer Dosierung von 200 mg/kg KG an mannlichen SD-Rat-
ten getestet. Der Extrakt wurde mit Milch emulgiert und oral appliziert. Die Latenzzeit bis
zum Einsetzen in das Open Field betrug zwei Stunden. Der Beobachtungsraum wurde durch
einen gedimmten Deckenfluter ausgeleuchtet. Abb.5-3 zeigt, dal’3 die Spontanmotilitat
durch Gabe des Extraktes signifikant um 36 % gesenkt wurde (65 vs 102 p<0,01 T-Test).
Der Extrakt HPE 98 Mérz" 99 bewirkte eine deutliche Sedierung.
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Hopfen-Extrakt Ol 2

Der Extrakt wurde in einer Dosierung von 200 mg/kg KG an weiblichen NMRI-Mé&usen

getestet. Mit der Methode “ L 6sung in Tween 80 mit UltraTurrax” wurde eine Emulsion her-

gestellt und den Tieren oral appliziert. Nach einer Latenzzeit von 30, 60 oder 120 Minuten

wurden die Mause in das Open Field gesetzt, Tab.5-4 zeigt die Ergebnisse. Der Versuch

30 min 60 min 120 min
Kontrolle |Nugget’ 94] Kontrolle |Nugget 94] Kontrolle |Nugget 94

Linien 97 64 115 75 69 63
Locher aul3en 15 14 28 20 17 16
Locher innen 2 2 4 2 2 2

10,4 7,2 12,6 4,5 4.8 7,9
Stanfardfehler 2 2 3,6 2,7 0,6 1,0

0,5 0,5 0,6 0,4 2,5 2,9
Tab.5-4 Open Field nach Gabe von 200 mg/kg KG Ol 2,
weibliche NMRI, n=16/10/10 Tiere/Gruppe

nach 30 Minuten wurde mit je 16 Tieren pro Gruppe durchgefiihrt, die anderen mit je 10

Tieren pro Gruppe. Bei einer Latenzzeit von 30 Minuten war nur die Anzahl der Linien-
Uberschreitungen bei den mit Ol 2 behandelten Tieren erniedrigt (64 vs 97 p<0,05 T-Test),
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bei einer Latenzzeit von 60 Minuten waren alle gemessenen Parameter signifikant ernied-
rigt (p<0,01 T-Test). Die Extraktgruppe, die erst nach zwei Stunden ins Open Field gesetzt
wurde, bewegte sich auf Kontrollniveau.

Die Gabe einer Dosis von 200 mg/kg KG Ol 2 bewirkte bei weiblichen NMRI Mé&use eine
deutliche Senkung der Spontanmotilitét, die nach einer Stunde ihr Maximum erreichte und

nach zwei Stunden nicht mehr nachwei sbar war.

Hopfen-Extrakte Lup und Olrein

Der Extrakt Lup und eine Mischung aus Olrein und Lup wurde an weiblichen, ovarekto-
mierten Wistar-Ratten getestet. Dabel handelte es sich um die Tiere aus dem unter 4.1.3.9
besprochenen Versuch. Eine Gruppe erhielt die Extraktmischung aus 83 mg/kg Lup + 250
mg/kg KG Olrein, die andere den Extrakt Lup in einer Dosierung von 200 mg/kg KG. Das
Open Field wurde an Tag 18 des Versuches nach der Applikation des Extraktes mit einer
Latenzzeit von 30 Minuten durchgefiihrt. Abb.5-5 zeigt, dal3 die Spontanmotilitét der Tiere
durch die Gabe der Extrakte nicht beeinfluft wurde. Kontroll- und mit Extrakt behandelte
Tiere befanden sich bei sowohl bei der Anzahl der Linientberschreitungen als auch bei der

Anzahl der Rearings auf einem Niveau.
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4.1.6 Testung auf Beeinflussung der Korpertemperatur

Hopfen-Extrakte 97 031 CO,, 97 021 Bitter stoffphase und 97 021 Gerbstoffphase

Die drel Extrakte aus dem gleichen Rohhopfenmaterial wurden weiblichen NMRI-Mé&usen
in einer Dosierung von 500 mg/kg KG oral verabreicht. Die Gruppenstéarke betrug jewells
n=8 Tiere pro Gruppe. Die rektale Korpertemperatur wurde vor der Behandlung (basal)
sowie eine und zwel Stunden nach der Applikation der Testlésungen bestimmt. Die
Extrakte wurden zuvor mit der Methode ,,L6sung in PEG 400 und Ultraschall“ emulgiert.
Wie Abb.5-1 zeigt, senkte die Gabe des Extraktes und 97 031 CO, die KOrpertemperatur

37,5 (1 Kontroll
ontrolle
37,0 1 I T T
TTH L : [97 021 Gerbstoff
- I
36,5 17 ] - * l 97 021Bitterstoff
- w
36,0 11 — [ = I - | 097 031 CO2
°§ 2 Tote in der
835,571 | | Gruppe 97 021
‘é. Bitterstoff
* 35,0 71 — — | Abb.5-1: Beeinflussung
der Kdrpertemperatur
34,5 T — — — nach akuter Gabe der
Hopfen-Extrakte (500
1 || || | | mg/kg KG) in einer
34,0 Emulsion aus
Wasser/PEG400
33,5 - weibliche NMRI-Méause
0 h (basal) 1h 2h n=8 Tiere/Gruppe

nach einer und zwei Stunden (p<0,05 Student-Newman-Keuls), der Effekt war nach einer
Stunde ausgepréagter as nach zwei Stunden. In der mit 97 021 Bitterstoffphase behandelten
Gruppe starben zwel Tiere, die Ubrigen wiesen im Gegensatz zur basalen Messung nach der
Applikation eine grof3e Inhomogenitét innerhalb der Gruppe auf, daher erkléart sich der
grol3e Fehlerbalken. Die Gabe des Extraktes 97 021 Gerbstoffphase fuhrte zu keiner Beein-
flussung der K 6rpertemperatur.
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Hopfen-Extrakte Ol 2 und Lup

Die Extrakte wurden mit der Methode ,, L 6sung mit Tween 80 und UltraTurrax* emulgiert
und in einer Dosierung von 200 mg/kg KG getestet. Die Gruppenstéarke betrug n=12 Mause
pro Gruppe. Abb.5-2 zeigt, dal3 die Gabe von Lup eine Stunde nach der Applikation eine
signifikante Senkung der Korpertemperatur um 1,3 °C bewirkte (p<0,05), der Effekt war
nach zwei Stunden geringer und nicht mehr signifikant. Die Gabe des Extraktes Ol 2 senkte

die Korpertemperatur, jedoch war der Effekt weniger stark ausgepragt und zu keiner Zeit
signifikant.
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4.1.7 Testung auf Muskelrelaxation und Muskelkoordination

Zur Bestimmung der Muskelrelaxation und Beeinflussung der Muskelkoordination wurde
den Tieren der Extrakt oral appliziert und nach einer Latenzzeit von 1 und 6 Stunden auf
dem Rota-Rod getestet. Die Extrakte wurden in Milch emulgiert, die Kontrolle erhielt reine
Milch. Die Positivkontrolle erhielt 1 mg/kg KG Diazepam oral. In Abb. 6-1 ist die Anzahl
der Méuse, die sich 1 Minute auf dem Rota-Rod halten konnten, in Prozent aler Mause der

jeweiligen Gruppe dargestel|t.
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Abb. 6-1:Testung auf
c = Muskelrelaxation und
20 77 g g — Koordination am Rota-Rod.
[ Q Angegeben ist die Anzahl der
E B Méause (in %), die sich 1 min
o o lang auf dem Rota-Rod halten
0 ' konnten nach einer Latenzzeit
nach 1 h nach 6 h von 1 oder 6 Stunden

Weder nach einer Latenzzeit von 1 noch nach 6 Stunden beeinflufte die Gabe der Hopfen-
extrakte die Muskelkoordination oder fuhrte zu einer Muskelrelaxation. Die unterschiedli-
chen Prozentangaben bel Kontrolle und HHM 99 6lreich Gruppe kommen durch die
unterschiedliche Gruppengréf3e zustande (Kontrolle n=14, HHM"99 &lreich n=10), pro

Gruppe fiel nur jeweils eine Maus herunter.

Der Extrakt Perle’ 98 Méarz 99 wurde in einer Dosis von 400 mg/kg KG im Rota-Rod Test
gepruft. Der Extrakt wurde in Milch emulgiert und oral appliziert. Ein Tier starb in der mit
Extrakt behandelten Gruppe, die Ubrigen konnten sich nach Latenzzeiten von 2 und 5 Stun-
den 1 Minute lang auf dem Rota-Rod halten und wiesen keine sonstigen V erhaltensauffal -

ligkeiten auf.
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5 DISKUSSION

Zubereitungen aus Humulus lupulus werden angewendet bel Unruhe, Angstzusténden und
Schlafstorungen (Monographie der Kommission E, 1990), in den meisten Fallen kombiniert
mit Extrakten aus Valeriana, gelegentlich auch mit Passiflora. Untersuchungen zu den
beanspruchten Indikati onsgebieten liegen zu den Kombinationen vor, wéhrend die Wirkung
des Humulusextraktes nur in geringem Umfang untersucht wurde. Deshalb war es die
Aufgabe der vorliegenden Arbeit, verschiedene Zubereitungen aus Humulus lupulus im
Tierexperiment auf sedierende Effekte zu prifen.

Sedierende wie auch stimulierende zentral e Effekte lassen sich an Hand von Verénderungen
der Spontanmotilitét erfassen. Zum Erfassen der Motilitdt wurde ein System mit
Lichtschrankenk&figen gebaut, das die Aktivitéat kontinuierlich registriert und damit erlaubt,
den Wirkeintritt und die Wirkdauer einer Substanz zu erkennen.

In dem Modell wurden verschiedene Konzentrationen von Diazepam und Coffein as
Standard-Sedativa bzw. Stimulantien gepriift. So liefd sich nach oraler Gabe fir Coffein eine
schnelle und langanhaltende Stimulation nachweisen, fir Diazepam wurde eine Sedierung
ab einer Gabe von 2 mg/kg KG deutlich, bei Dosissteigerung war der Effekt ausgepragter
und hielt langer an. Die Ergebnisse der Testung eines Hopfenextraktes in diesem Modell
wurden mit denen in einem ,klassischen“ Open Field verglichen, bei dem die Zahl der
LinienUbertritte Uber einen Zeitraum von funf Minuten registriert werden. Das Ergebnis
zeigte eine gute Ubereinstimmung. Deshalb schien das Modell geeignet, verschiedene
Hopfenzubereitungen vergleichend auf sedierende Effekte zu untersuchen.

Da Zubereitungen aus Humulus lupulus auch bei Schlafstérungen eingesetzt werden, sollte
zusétzlich auf die Verlangerung einer Narkotika-induzierten Schlafzeit gepruft werden.
Eine solche Testung zeigt neben Hypnotika auch Sedativa und Tranquillantien an.

Als weitere Wirkqualitét wurde auf eine anxiolytische Wirkung im Elevated Plus Maze
gepruft.

Die Untersuchung verschiedener Hopfenzubereitungen auf sedierende Wirkung in

pharmakologischen Modellen fihrte zu unterschiedlichen Ergebnissen. In den eigenen
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Untersuchungen wurde fir unterschiedliche Extrakte nach oraler Zufuhr eine
dosisabhangige Reduktion der Spontanmotilitdt und eine Verlangerung der Ketamin
induzierten Schlafzeit gefunden. Entsprechend beobachteten Lee et a. nach
intraperitonealer Injektion eines Hopfenextraktes an Mausen eine Verlangerung der
Pentobarbital-Narkose-Dauer und eine Reduktion der Spontanmotilitét. Die Koordination
der Tiere, am Rotarod geprift, war beeintrachtigt. Als Indiz fUr eine sehr ausgeprégte
sedierende Wirkung ist der Befund zu sehen, dass das Auftreten von Pentylentetrazol-
induzierten Krampfen hinausgeschoben und die Uberlebenszeit verlangert wurde (Lee et
al., 1993).

Im Gegensatz zu diesen Untersuchungen fanden Hénsel und Wagener keine sedierende
Wirkung an Méausen und Ratten. Getestet wurde auf eine Verlangerung der Barbiturat-
induzierten Schlafzeit, eine Beeintréchtigung der motorischen Aktivitdt und auf
Beeintrachtigung der Koordination am Rotarod (Hansel and Wagener, 1967). Getestet
wurde 30-60 Minuten nach Sondierung, Dosierungen zwischen 50 und 200 mg/kg ergaben
keinen Effekt, Dosierungen von 500 mg/kg bewirkten eine leichte, nicht signifikante
Sedierung.

Als Ursache fir die abweichenden Ergebnisse von Hansel und Wagener kommen in Frage:
1. Das verwendete Ausgangsmaterial: Aus den Angaben der Autoren geht nicht hervor,
welche Hopfensorten verwendet wurden, ob nur eine Sorte oder ein Sortengemisch vorlag.
In den eigenen Untersuchungen wurde vor allem sortenreines Ausgangsmaterial, daneben
ein Gemisch aus verschiedenen Sorten untersucht und bei gleichem Extraktionsverfahren
erhebliche Unterschiede in der Wirkung gefunden.

2. Die Behandlung des Ausgangsmaterials bis zur Extraktion: Hansel und Wagener geben
an, fur einen Extrakt frische, etwa drei Wochen zuvor geerntete Droge verwendet zu haben,
fUr einen anderen 10 Monate gelagertes Material. Nahere Angaben zur Behandlung des
Pflanzenmaterials nach der Ernte und den Lagerungsbedingungen fehlen. In den eigenen
Untersuchungen wurde Rohhopfen verwendet, der direkt nach der Ernte auf einer Darre bei
HeilJuft von 65 °C etwa funf bis sechs Stunden getrocknet, bis der Feuchtigkeitsgehalt von
80 bis 85 % auf 12 % abgesunken war. Danach wurde der Hopfen kiihl bei 0 bis5 °C bis zur
Extraktion bei der Firma NATECO, gelagert. Die Einhaltung solcher Bedingungen
erscheint wichtig, da ein hoherer Wassergehalt oder hohere Lagertemperaturen des
Rohhopfens dessen Lagerstabilitét, d.h. sein Gehalt an apha- und beta-Sauren erheblich
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verringern (Forster and Beck, 1984), bei solch unguinstigen L agerbedingungen oxidieren die
Hopfenbittersauren zu den sogenannten ,, Hartharzen®.

3. Die Art des Extraktionsmittels: Hénsel und Wagener verwendeten entweder
sauerstofffreien Ethanol oder Methylisobutylketon. Die Konzentration des verwendeten
Ethanols wird nicht genannt. In den eigenen Untersuchungen wurde das Rohmaterial
entweder mit 90 %igem Ethanol oder Uberkritischem CO, extrahiert. Der Ethanol-Extrakt
wurde eingeengt und danach mit Wasser extrahiert. Der in Wasser |6dliche Tell
(Gerbstoffphase) und der unldsliche Rest (Bitterstoffphase) wurden getrennt getestet. Mit
Uberkritischem CO, wurden aus dem Drogenmaterial sowohl Gesamtextrakte als auch
einzelne Fraktionen hergestellt.

4. Die Zubereitung der Applikationsdsungen: Hansel und Wagener nahmen die
eingeengten Extrakte in reinem Olivendl auf und applizierten sie den Tieren. In den eigenen
Untersuchungen wurden die Extrakte mit verschiedenen Emulgatoren zum Teil zusétzlich
mit Olen oder Milch emulgiert. Die Verwendung von Ol as Loésemittel kann
Resorptionsstorungen bei Labornagern verursachen und die Bioverfugbarkeit reduzieren

(Winterhoff, personliche Mitteilungen).

Alswichtige methodische Vorarbeit erwies sich das Herstellen von stabilen Emulsionen, die
fur die orale Zufuhr geeignet waren. Gepriift wurden Emulsionen mit Mischungen aus PEG
400, Tween 80, Lecithin, BSA, Wasser und Pflanzendl oder Milch. Als besonders geeignet
erwies sich eine Mischung aus Ol, Lecithin und Wasser. Diese Mischung ergab eine gute
Emulsion mit allen gepriften Extrakten, eine Zunahme von erhohte Toxizitét, wie sie beim
Verwenden von Tween 80 bei einzelnen Extrakten auftrat, wurde bei dieser Mischung
weniger beobachtet. Eine verstdrkte Absorption vieler Arzneistoffe durch Zusatz von
Tween 80 wurde bereits von Gibaldi und Feldmann berichtet (Gibaldi and Feldmann, 1970).
Neuere Untersuchungen zeigen, dald der Effekt vermutlich Uber eine Inhibierung der
Rickresorption tber das P-Glykoprotein im Darm (Nerurkar, Burton, and Borchardt, 1996)
und/oder eine Hemmung des Cytochrom P450 (CYP3A) zustande kommt (Mountfield et
al., 2000). Damit wirden bei Verwenden dieses Emulgators fur einzelne Substanzgruppen
vergleichsweise hohere Spiegel erreicht als bel der geplanten Gabe eines Extraktes ohne

einen solchen Zusatz. Um die Wirkung verschiedener Extrakte unter , realistischen”, d.h.
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therapierelevanten Bedingungen vergleichen zu kdnnen, wurde deshalb von der weiteren
Verwendung von Tween 80 zur Herstellung von Priif zubereitungen abgesehen.

Zusitzlich beeinfluite die Emulgiermethode die Wirkstarke. Anhand des Extraktes Ol 2
wurde gezeigt, da3 Emulsionen, die mit dem UltraTurrax hergestellt wurden, die
Narkosedauer stérker verlangerten, als solche mit dem Sonicator hergestellten. Da der
Effekt sowohl bei Tween 80 als auch Lecithin mef3bar war, wird vermutet, dald der
Unterschied durch ein Verdampfen des Extraktes bel der Herstellung mit dem Sonicator
hervorgerufen wird. Eine andere Erklarung konnte der Abbau von thermolabilen
Wirksubstanzen im Extrakt sein, da beim Sonicator |okal hohe Temperaturen entstehen. Ein
solcher Abbau durch Einsatz eines Sonicators wurde fur Benzylalkohol von Urakami et al.
beschrieben (Urakami et al., 2000). Fur die weiteren Untersuchungen wurde deshalb auf die
Herstellung von Emulsionen mit Hilfe des Sonicators verzichtet.

In den eigenen Untersuchungen erwiesen sich CO,-Extrakte unterschiedlicher Sorten als
sedierend. Nach oraler Gabe an Mause reduzierten sie die Spontanmotilitat sehr deutlich
und Uber einen Zeitraum bis zu 13 Stunden. Dabel erwiesen sich Dosierungen von 400 mg/
kg KG der Sorten Hallertauer Perle, Magnum und Hersbrucker als wirksam, andere Sorten
wie z.B. Spalter Select oder Northern Brewer waren wenig aktiv bisinaktiv.

Die in diesem Modell beobachtete sedierende Wirkung wurde auch in anderen Modellen
Uberpriift. Bei dem Extrakt der Sorte Perle wurde eine gute Ubereinstimmung zwischen der
motilitétshemmenden Wirkung und der Verlangerung der Narkosedauer bei NMRI-Mé&usen
gefunden. Der Effekt scheint nicht stamm- oder speziesspezifisch zu sein, da sowohl BL/6-
Méause as auch SD-Ratten auf die Gabe des Extraktes mit einer ausgeprégten und
langandauernden Motilitdtshemmung reagierten.

Der Befund, dai3 Olextrakte die Schlafzeit signifikant verlangerten, ohne die Motilitét zu
verdndern, mul® keinen zentralen Effekt anzeigen, sondern konnte auch durch eine
Hemmung des Ketaminabbaus, also durch eine pharmakokinetische Interaktion zustande
kommen. Solche Effekte wurden fir Hexobarbital beschrieben (Fujimori, 1965). Die
Spezifitét der beobachteten Narkoseverléangerung wurde Uberprift im Modell der Ether
induzierten Schlafzeit bei Mausen, da dieses Narkotikum nicht metabolisiert, sondern
pulmonal eliminiert wird. Da der Extrakt Olrein wie auch der Lupulon-Extrakt die
Etherschlafzeit verléangerten, darfte die Verlangerung der Schlafzeit einen zentral

sedierenden Effekt anzeigen.
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Die sedierende Wirkung sollte einzelnen Inhaltsstoffen oder Inhaltsstoffgruppen zugeordnet
werden. Eine Anreicherung an Hopfendl bewirkte eine leichte Zunahme der sedierenden
Wirkung bei der Sorte Perle. In der Folge wurden zwei Olextrakte unterschiedlichen
Reinheitsgrades, zwel Lupulon angereicherte sowie ein Humulon angereicherter Extrakt
vergleichend untersucht. Die beiden Olextrakte lief}en bis zu einer Dosierung von 400 mg/
kg KG die Motilitdt weitgehend unverandert, wadhrend sie zu ener signifikanten
Verléangerung der Ketamin-induzierten Schlafzeit fuhrten. Ein leichter, aber signifikanter
Effekt wurde bereits bei 50 mg OI2 /kg KG beobachtet, der Effekt war bereits bei 100 mg /
kg KG maximal.

Der hoher gereinigte Extrakt verlangerte ebenfalls die Ketamin-induzierte Schlaf zeit.

Zwel Lupulon-Extrakte gaben unterschiedliche Ergebnisse in niedrigen Dosierungen, der
eine war wirkungslos, der andere wirkte in einer Dosis von 100 mg/kg sogar stimulierend.
In héheren Konzentrationen wurde dosi sabhangig die Spontanmotilitét der Mause reduziert.
Derselbe Extrakt bewirkte eine signifikante Verlangerung der Narkosedauer. Der Effekt
scheint vergleichsweise kurz zu dauern: eine Stunde nach Sondierung waren 200 mg/kg KG
notig fur eine signifikante Verléangerung der Schlafzeit, wahrend nach 30 Minuten 50 mg/kg

ausreichten.

Der Humulon-Extrakt senkte in einer Dosis von 250 mg/kg KG die Maotilitét der
Versuchstiere, die Narkose war signifikant verlangert ab einer Dosierung von 50 mg/kg KG
30 Minuten nach Sondierung.

Diese Ergebnisse legen nahe, dal3 sedierende Effekte von Humulus-Zubereitungen auf
verschiedene Inhaltsstoffgruppen zuriickzufiihren sind. Die getesteten Extrakte enthalten
zwar als Hauptbestandteil eine Inhaltsstoffgruppe, daneben aber auch andere Bestandteile.
Deshalb sollte untersucht werden, ob sich eine Inhaltsstoffgruppe alein fur die Wirkung
verantwortlich machen la%t. Um dies zu Uberprifen, wurden zunéchst drel verschieden
zusammengesetzte Extrakte so dosiert, dal3 jeweils gleich viel Hopfendl appliziert wurde, in
einem weiteren Versuch wurde auf den Gehalt an Lupulon ,,standardisiert”. Die Ergebnisse
zeigen deutlich, dal3 eine narkoseverléangernde Wirkung nicht nur von Hopfendl, sondern
auch von den Hopfenbittersauren ausgeht: die narkoseverlangernde Wirkung von Perle’ 99
olreich war wesentlich starker, als es ihrem Olgehalt entspricht. Eine weiter gereinigte

, Olfraktion*, der Extrakt Olrein, der nur noch 0,7 Gew.% Bittersauren enthélt, verlangerte
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in d&hnlichem Umfang die Narkosedauer und bestétigt damit die sedierende Wirkung des
Olanteils.

In Untersuchungen zur sedativen Wirkung von Hopfen wurde postuliert, dal3 2-Methyl-3-
buten-2-ol fUr die sedierende Wirkung von Humulus lupulus verantwortlich ist (Hansel,
1982). Dieser Stoff bewirkt ab einer Dosis von 300 mg/kg KG, i.p. verabreicht, eine
signifikante Senkung der Motilitat (Wohlfart, Hansel, and Schmidt, 1983). Allerdingsist die
Verbindung nur in sehr geringer Menge in Hopfenzubereitungen zu finden, bei frischem
Hopfen nur in Spuren, nach zweljdhriger Lagerung des Hopfens bei Raumtemperatur (d.h.
nach nicht sachgeméf3er Lagerung) wurden maximal Konzentrationen von 0,15 %
nachgewiesen. Damit kann diese Verbindung nicht fir die in den eigenen Versuchen
beobachteten sedierenden Effekte verantwortlich sein. Selbst wenn nicht sachgemald
gelagerter Hopfen zur Herstellung von Hopfenpréparaten verwendet wiirde, wére bei einem
Gehalt in der Droge von 0,15 % und einer Wirkdosis von 300 mg/kg 2-M ethyl-3-buten-2-ol
eine Menge an Hopfen von 200 g erforderlich. Bel einem DEV von 4:1 und bei Annahme
einer vollstandigen Extraktion waren das immer noch 50 g eines Hopfenextraktes.
Allerdings spekulierten Wonhlfart et a. auch, dal3 Methylbutenol sowohl wahrend der
Lagerung von Hopfen als auch im menschlichen Korper aus den Hopfenbittersiuren
gebildet werden konnte (Wohlfart et a., 1983).

Der Hypothese von Methylbutenol alsder einzigen Wirksubstanz in Hopfen widersprechen
auch die eigenen Ergebnisse. Bei orader Zufuhr verschiedener Extrakte und Fraktionen
wurden sedierende Effekte nach Dosierungen von 200-250 mg/kg beobachtet, also in einem
Dosisbereich, in dem der geringe Anteil an Methylbutenol, der in der Probe vorhanden sein
konnte, sicher ineffektiv ist.

Dartiber hinaus wurden sedierende Effekte auch von Hopfenfraktionen ausgelibt, die
Hopfenbittersduren nur in Spuren enthielten. Fir diese Zubereitungen kann eine Entstehung
von Methylbutnenol aus Bittersauren in vivo as verantwortlich flr sedierende Effekte
ausgeschlossen werden.

Die Testung auf additive Effekte verschiedener, niedrig dosierter Inhaltsstoffgruppen im
Modell der Ketaminnarkose ergab eine verstarkte Wirkung der Kombination aus Humulon
und Lupulon, wahrend die Kombination aus Ol 2 und Humulon keine verstarkte Wirkung

zeigte, Ol 2 und Lupulon in Kombination eher antagonistisch wirkten. Im gleichen Modell
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hatten verschiedene Mischungen aus dem Lupulon-Extrakt und reinem Hopfendl ebenfalls
keine additiven Wirkungen.

Am Modell der Ketaminnarkose wurde auch untersucht, tUber welchen Mechanismus die
Effekte von Humulus-Extrakten vermittelt sein konnten. Untersucht wurden zunéchst das
dopaminerge-System, da Dopaminerge-Agonisten dafiir bekannt sind, dal3 sie eine Senkung
der Korpertemperatur bewirken (Zarrindast and Tabatabai, 1992) und dosisabhangig zu
einer Senkung der Motilitét fuhren (Bradbury et al., 1984). Beide Effekte wurden auch bei
den meisten der untersuchten Hopfenextrakte gefunden, deshalb wurde versucht, die
Verlangerung der Ketaminnarkosedauer durch Gabe eines Dopamin-Rezeptorantagonisten
aufzuheben. Weder Injektionen des relativ spezifischen D,/D;-Antagonisten Haloperidol
noch des Dy/D3-Antagonist Sulpirid fuhrten in Kombination mit dem Hopfenextrakt zu
Veranderung der Narkosedauer gegenuiber dem Extrakt alleine. Somit scheint der Effekt der
Hopfenextrakte nicht dopaminerg vermittelt zu sein. Gegen einen dopaminergen
Wirkmechanismus spricht auch das Fehlen von Stereotypien nach Gabe von
Hopfenextrakten, die fir Dopamin-Agonisten typisch sind.

In demselben Testmodell wurde auf eine Interaktion mit Benzodiazepinrezeptoren gepruft,
die von Blattler und Schoch fir einen nicht ndher spezifizierten Hopfenextrakt beschrieben
wurde. So sollen Wirkstoffe aus Humulus lupulus in vitro die Bindung des spezifischen
Antagonisten Flumazenil an den Diazepam-Rezeptor hemmen. In vivo dagegen konnte
keine Bindungsaktivitdt nachgewiesen werden (Blattler and Schoch, 1994). In den eigenen
Untersuchungen konnte die Narkose-verlangernde Wirkung des untersuchten
Hopfenextraktes durch Flumazenil nicht antagonisiert werden. Der Effekt war mit und ohne
Flumazenil gleichstark ausgepragt. Eine Vermittlung der Humulus-Zubereitungen tiber den
Benzodiazepinrezeptor scheint deshalb unwahrscheinlich. Gegen eine Uber Benzodiazepin
Rezeptoren vermittelte Wirkung spricht auch die fehlende anxiolytische Wirkung von
Hopfenextrakten, die fur Benzodiazepine typisch ist. Bei vergleichenden Untersuchungen
mit Diazepam konnte bei keinem der untersuchten Hopfenextrakte eine anxiolytische
Aktivitdt nachgewiesen werden.

Die estrogene Aktivitdt von Humulus lupulusist in der Vergangenheit mehrfach untersucht
worden. Aufmerksam auf eine mogliche estrogene Wirkung wurde man durch Erzéhlungen
Uber Hopfenpflickerinnen, die nach Beginn der Ernte Uber Menstruationsbeschwerden

klagten (Verzele, 1986). Einige Autoren fanden keine estrogene Aktivitét der untersuchten
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Zubereitungen (Fenesdlau and Taaay, 1973), andere Untersuchungen belegen die
estrogene Wirkung von Hopfeninhaltsstoffen (Liu et al., 2001;Milligan et al., 2002;Zierau
et al., 2002). Zur Zeit befinden sich Hopfen-basierte Nahrungserganzungsmittel mit der
Anwendung , Vergrofderung der weiblichen Brust® auf dem Markt, deren Wirksamkeit
jedoch wissenschaftlich nicht belegt ist. Um die Sicherheit eines mdglichen, neues
Schlafmittels zu gewdhrleisten, wurde deshalb in den eigenen Untersuchungen auf
estrogene Aktivitat eines sortenreinen CO,-Extraktes, einer Ol-Fraktion, einer Lupulon-
Fraktion sowie einer Mischung Ol- und Lupulon-Fraktion tberpriift. Als Modell diente die
Uterusgewichtsentwicklung ovarektomierter Ratten. Nach 15- bzw. 37-tégiger oraler
Applikation konnte bei keiner der untersuchten Zubereitungen eine estrogene Wirkung an
Hand einer Zunahme des Uterusgewichtes festgestellt werden. Damit entsprechen die
Ergebnisse den Untersuchungen von Fenselau und Talalay, die auf eine Zunahme des
Uterusgewichtes juveniler Mause priften.

Dagegen berichteten Milligan et a. Uber ausgepragte Estrogeneffekte eines Hopfen-
inhaltsstoffes, des 8-Prenylnaringenin. Sie beschrieben eine Bindung an den a und b
Rezeptor in etwa gleichem Ausmal3, eine Vermehrung der Gefal3permeabilitét des Uterus
und eine Zunahme der mitotischen Aktivitét des Vaginalepithels. Die Wirkstarke der
Verbindung entsprach etwa 1/1000 des Standardestrogens 17b-Estradiol und erwies sich
damit a's vergleichsweise potentes Phytoestrogen.

Eine Erklarungsmoglichkeit fur die negativen Ergebnisse in den eigenen Untersuchungen
konnte sein, dal3 das Flavanon 8-Prenylnaringenin, das fir die estrogene Wirkung
verantwortlich gemacht wird (Milligan et al., 2002;Zierau et a., 2002), bei der Extraktion
mit CO, im Rohmaterial zurtickbleibt und im Extrakt nur in geringen Mengen vorhanden ist
(Rong et a., 2000). Die von uns verwendeten Extrakte wurden unter Bedingungen
hergestellt, wie sie auch Rong et al. verwendeten, die unter diesen Bedingungen Werte von
weniger ads 10 mg 8-Prenylnaringenin/kg Extrakt fanden (pers. Mitteilung Dr. Adrian
Forster, Firma NATECO,). Damit wird klar, dal3 die durch diesen Extrakt aufgenommene
Menge an 8-Prenylnaringenin zu niedrig sein durfte, um biologische Effekte zu
verursachen. Die Autoren fanden in vivo eine estrogene Wirkung nach Gabe von 15,9 mg 8-
Prenylnaringenin/kg KG/d. Um eine solche Menge mit einem Extrakt zu applizieren, mufdte
man mindestens 1590 g Extrakt/kg KG verabreichen.
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Die Angaben von Hansel et a. zu DL 50 Werten von 3500 mg/kg fir einen ethanolischen
Hopfenextrakt sowie eigene Beobachtungen zu akuter Letalitéat waren Anlal3, die Toxizitét
solcher Extrakte nach akuter wie auch nach wiederholter Gabe zu prifen. Die akute
Toxizitét der untersuchten Extrakte unterschied sich je nach Art der Extraktion, Sorte,
Losungsmittel und Spezies. So wurde der in Wasser |Gsliche Teil eines Ethanol-Auszuges
(Gerbstoffphase) gut vertragen, der unldsliche Rest (Bitterstoffphase) dagegen schlecht.
Nach einer Gabe von 400 mg/kg KG emulgiert in Milch starben 6 von 24 Mausen. Eine
unspezifische Aufkonzentration bedingt durch die Herstellungsart kann nicht die Ursache
sein, da die Gerbstoffphase ein hoheres Drogen-Extrakt-Verhéltnis als die Bitterstoffphase
hat (9,1:1 gegenuber 3,8:1). Die Inhaltsstoffe, die fur die toxische Wirkung verantwortlich
sind, scheinen demnach lipophil und in Wasser nicht |6slich zu sein. Deren Resorption &3t
sich auf3erdem durch das Losungsmittel beeinflussen, da die Bitterstoffphase als Emulsion
appliziert deutlich toxischer war a's suspendiert in Wasser. Welche Inhaltsstoffe fir die von
Héansel et a. beobachteten toxischen Effekte verantwortlich sind, wurde nicht untersucht
(Hénsel and Wagener, 1967). Verantwortlich fir die toxischen Effekte konnte der Gehalt an
Bittersduren (Humulon/Lupulon) sein, die in der Bitterstoffstoffphase zu 67 % angereichert
sind, in der Gerbstoffphase dagegen nicht vorkommen. In der Literatur werden sie fir die
antibakterielle Wirkung von Humulus lupulus verantwortlich gemacht (Langezaa,
Chandra, and Scheffer, 1992;Larson et a., 1996;Simpson and Smith, 1992). Auf3erdem
besitzen sie einen extrem bitteren Eigengeschmack.

Nach Gabe von reinem Hopfendl dagegen und einer Lupulon-reichen Fraktion traten bis zu
Dosierungen von 500 mg/kg KG keine toxischen Effekte auf. Chin und Anderson fanden
fur Lupulon mit einer LDgy von 1500 mg/kg KG bel oraler Zufuhr an Méausen deutlich
hohere Werte als Hansel und Wagner mit 525 mg/kg bel Mé&usen und 100 mg/kg bei Ratten
nach oraler Zufuhr. Die in den eigenen Untersuchungen verwendete L upul on-Fraktion war
bis zu einer Dosierung von 500 mg/kg gut vertréglich, allerdings bestand sie nur zu 66.5 %
aus Lupulon. Ob die tbrigen Bestandteile, hauptsachlich Weichharze, die Vertraglichkeit
des Extraktes beeinflussen, konnte nicht geklért werden. Dartiberhinaus ist zu bedenken,
dass sich der Lupulon Anteil in Co-, n-, und Ad-Lupulon aufteilen l&sst. Bei beiden oben
angefihrten Untersuchungen wird keine Unterscheidung in Co-, n-, und Ad-Lupulon
vorgenommen, so dal3 sich nicht entscheiden &3, ob Unterschiede in der Toxizitat auf

solche Unterschiede in der Lupulon-Zusammensetzung zurlickzufUhren sein kdnnten. Bei
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der Untersuchung zweier Extrakte mit unterschiedlichem Verhéltnis von Co- zu n- + Ad-
Lupulon deutete sich eine stérkere Wirkung des Extraktes mit htherem n- + Ad-Lupulon
Anteil an, Unterschiede in der Toxizité waren nicht eindeutig festzustellen.

Hansel und Wagener beschrieben weiterhin, dal3 sich die Tiere bis kurz vor dem Tod
unauffallig verhielten und keine Zeichen von Sedierung zeigten. In den eigenen
Untersuchungen hingegen waren die Tiere deutlich sediert. Chin und Anderson beschrieben
den Zustand der Tiere nach Gabe von 1500 mg/kg KG Lupulon als ,depressed”.
Unterschiedliche Losungsmethoden mit dem ethanolischen Extrakt zeigten, dal3 die
sedierenden Eigenschaften nicht an die toxischen gekoppelt sind. Extrakt-Suspensionen
besal3en gegeniber Extrakt-Emulsionen fast kein toxisches Potential, senkten aber trotzdem
die Motilitat. Hansel und Wagener applizierten ihre Extrakte digeriert in Olivendl, Chin und
Anderson dagegen suspendierten das Lupulon in Gummi arabicum. Die Ergebnisse deuten
ebenfalls auf einen Einflul? des L &semittels hin, sind aber durch die fehlenden Daten zur
exakten Spezifikation des untersuchten Lupulons nicht eindeutig belegbar.

An Beagle Hunden wurden pr&isomerisierte apha-Sauren auf akute Toxizitdt getestet.
Diese Verbindungen entstehen wahrend des Brauvorganges aus den genuinen alpha-Sauren
und weisen einen hoheren Bitterwert auf. Auf dem Markt sind auch Extrakte mit pr&
iIsomerisierten alpha-Sauren erhdltlich. Bis zu einer Dosis von 50 mg/kg wurden keinerlei
toxische Symptome beobachtet, ab 100 mg/kg (in einem weiteren Versuch ab 150 mg/kg)
wurden Erbrechen und Diarrhoe beobachtet (Chappel, Smith, and Chagnon, 1998). Die
Futteraufnahme und die K 6rpergewichtzunahme waren geringfiigig beeintréchtigt.

In den eigenen Untersuchungen wurden unterschiedliche Extrakte auf die Beeinflussung
von Korpergewichtszunahme und Organgewichte nach wiederholter Gabe gepruft. Dabel
ergaben sich Unterschiede in der Toxizitédt, abhangig von der Dosis, der Hopfensorte, der
Extraktionsart, der Tierspezies und dem Geschlecht. Ein CO,-Extrakt der Sorte Magnum
(65 mg/kg KG) bewirkte nach 14-tégiger Gabe bei mannlichen Ratten eine signifikante
Senkung des Korper-, Leber-, Nieren- und Samenblasengewichtes. In einer hoheren
Dosierung (200 mg/kg KG) starben mehrere Tiere. Ein unter gleichen Bedingungen
hergestellter CO,-Extrakt der Sorte Perle (200 mg/kg KG) wurde dagegen gut vertragen,
nach 12-tégiger Behandlung starb kein Tier oder wies signifikante
Organgewichtsveranderungen auf. Welche Inhaltsstoffe fir die Toxizitét des Extraktes der

Sorte Magnum verantwortlich sind, ist unklar. Den grofdten Unterschied in der
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Zusammensetzung der Extrakte stellt der etwa 10 % hoéhere Humulon Gehalt (46,3 vs 36,0)
im Extrakt der Sorte Magnum dar. Der Extrakt der Sorte Perle enthdlt dagegen jeweils 3 %
mehr Lupulon (30,2 vs 27.2) und Hopfendl (10,0 vs. 7,0). Die Toxizitat kénnte auch vom
Verhdtnis dieser drei Inhaltsstoffgruppen zueinander abhangen.

Vergleichende Untersuchungen mit einer dlreichen- und einer 6larmen Fraktion der Sorte
Perle ergaben ausgepragte Unterschiede in der Toxizitét: Die dlarme Fraktion (200 mg/kg
KG) erwies sich als toxisch und verursachte nach 17-tdgiger Behandlung bei méannlichen
Ratten signifikante Organgewichtsveranderungen, 3 von 8 Tieren starben. Diese Fraktion
enthdt im Vergleich zum untoxischen Gesamtextrakt jedoch nur wenig mehr Humulon
(39,2 vs 36,0) und Lupulon (31,8 vs 30,2), der Anteil an Hopfendl ist auf etwa die Hélfte
gesenkt (5,5 vs 10,0). Die 6lreiche Fraktion dagegen, die jeweils etwa 30 % weniger
Humulon und Lupulon sowie finf mal soviel Hopfendl wie der Gesamtextrakt enthalt, war
genauso gut vertraglich wie der Gesamtextrakt. Auch eine spezifische Anreicherung nicht
anaysierter Inhaltsstoffe in der 6larmen Fraktion scheint unwahrscheinlich, da die 6larme
Fraktion fast 85 % des Gesamtextraktes darstellt. Gegen die Annahme einer nicht lipophilen
Verbindung als verantwortlich fur die toxischen Effekte spricht auch der Befund, dal? bei
Untersuchungen der Sorte Magnum sowohl der Gesamtextrakt als auch die Olreiche
Fraktion toxisch waren, wenn letztere auch nicht so ausgepragt.

Bei weiteren Untersuchungen des Extraktes HHM 99 wurden geschlechtsspezifische
Unterschiede bezliglich der Toxizitét gefunden. Im Gegensatz zu Mannchen wurde der
HHM"99 von weiblichen, ovarektomierten Ratten (100 mg/kg KG) nach 15-tagiger
Behandlung gut vertragen, die Leber— und Nebennierengewichte waren jedoch signifikant
erhoht. Die Ergebnisse konnten durch einen unterschiedlichen Metabolismus von
mannlichen und weiblichen Tieren zustande gekommen sein. Solche Unterschiede sind in
der Literatur z.B. fur die Regulation des Cytochrom P-450 Systems durch DDT
beschrieben. Sierra-Santoyo et a. fanden nach oraler Gabe von 100 mg/kg KG DDT einen
signifikanten, 18-fachen Anstieg des CYP3A2 bel weiblichen Ratten, bei Mannchen lagen
keine entsprechenden Verdnderungen vor (< 3-fach, n.s.) (Sierra-Santoyo et al., 2000).

Ein inhibitorischer Effekt auf das P-450 System ist fir die Flavonoide Xanthohumoal,
Isoxanthohumol und 8-Prenylnaringenin aus Humulus lupulus beschrieben worden
(Henderson et a., 2000), diese Stoffe kommen im untersuchten Extrakt jedoch nur in

Spuren vor, die pharmakol ogisch nicht von Bedeutung sein durften. Theoretisch kdme auch
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eine Enzyminduktion durch Co-Lupulon in Frage, fir das eine Induktion des hepatischen
Cytochrom P-450 3A bei der mannlichen Maus beschrieben worden ist (Mannering,
Shoeman, and Deloria, 1992;Mannering, Shoeman, and Shoeman, 1994). Die Mause
erhielten mit der Dia 0,24 % Co-Lupulon. Geht man von ener maximaen
Nahrungsaufnahme von 3 g Futter pro Tag und einem Kdorpergewicht von 30 g aus, wére
eine Dosis von 240 mg/kg KG Co-L upulon aufgenommen worden. Bei einer Dosis von 200
ma/kg KG des Extraktes HHM 99 werden jedoch nur 25 mg/kg KG Co-Lupulon appliziert.
Ob diese Dosis noch einen pharmakologischen Effekt austibt, ist unklar. Fur die toxische
Wirkung des Extraktes ist diese Verbindung wahrscheinlich nicht verantwortlich, da
Mannering et a. keine toxischen Effekte beobachteten, obwohl die Tiere eine fast 10-fach
hohere Dosis Uber einen Zeitraum von 7 Tagen erhielten. Auch in den eigenen
Untersuchungen erwies sich Lupulon als wenig toxisch an welblichen Mausen: Bei
vergleichender Prifung einer Lupulon-, eéiner Humulon- und einer Hopfenol-angereicherten
Fraktion sowie des Extraktes HHM 99 (jeweils 200 mg/kg KG) war die Lupulon-Fraktion
am besten vertréglich. Von jeweils 10 Tieren pro Gruppe starben in der HHM 99 Gruppe 6
Tiere, in der Humulon- bzw. Hopfendl-Fraktion Gruppe jeweils 3 Tiere und in der
Lupulon-Fraktion Gruppe 1 Tier.

Andere Autoren fanden bei Untersuchungen mit Lupulon eine geringe Toxizité. Chin und
Anderson mischten dem Futter von Mausen 1, 2 oder 4 % Lupulon bei und untersuchten die
Uberlebensrate und Korpergewichtsentwicklung unter 40-tagiger Behandlung (Chin and
Anderson, 1950). Sie stellten einen dosisabhangigen Effekt fest: Wahrend bei einer Dosis
von 4 % Lupulon die Halfte der Tiere innerhalb der ersten 20 Tage starb, tUberlebten 90 %
der Tiere eine Dosis von 1 % Uber 40 Tage. Umgerechnet in mg/kg KG sind dabei selbst in
der geringsten Dosierung vielfach héhere Dosen an Lupulon verabreicht worden alsin den
eigenen Untersuchungen. Chin und Anderson geben die tégliche Nahrungsaufnahme mit 5
g Futter pro Tier an bel einem Kdrpergewicht von etwa 27 g. Daraus ergibt sich eine Dosis
von 7407 mg/kg KG Lupulon in der héchsten Dosierung und 1852 mg/kg KG Lupulon in
der niedrigsten Dosierung. In den eigenen Untersuchungen wurden bei einer Dosis von 200
mg/kg Lupulon-Fraktion (66,5 % Lupulon) nur 133 mg/kg KG Lupulon appliziert.
Speziesspezifische Unterschiede ergaben sich aber auch bei der Lupulon-Fraktion. Im
Gegensatz zu weiblichen Mausen vertrugen weibliche, ovarektomierte Ratten die Lupulon-
Fraktion (200 mg/kg KG) schlecht. Nach 37-tagiger Behandlung starben 4 von 10 Tieren,
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die tbrigen wiesen ein signifikant erniedrigtes Korpergewicht auf. Das Thymusgewicht war
ebenfalls signifikant erniedrigt, das Lebergewicht dagegen signifikant erhoht. Chin und
Anderson fanden bel Ratten dagegen keine toxischen Effekte von reinem Lupulon (150 mg/
kg KG) nach 12 tagiger Behandlung (Chin and Anderson, 1950). Bel der doppelten bzw.
dreifachen Dosis starb ein Tier. Leider ist von den Autoren nicht angegeben, ob an
Weibchen oder Mannchen getestet wurde, so dal3 nicht geklart werden kann, ob die geringe
Toxizitét in dieser Untersuchung einen geschlechtsspezifischen Effekt darstellt.

Die Untersuchung einer Hopfentl-Fraktion (200 mg/kg KG) ergab ein kontréres Ergebnis
in Abhangigkeit von der verwendeten Tierart, da sie von Mé&usen schlecht vertragen wurde,
3 von 10 Tieren starben, von Ratten dagegen gut. Daher scheint die Interpretation und
Ubertragbarkeit dieser toxikologischen Daten von Nagern auf den Menschen fraglich.
Untersuchungen an Beagle Hunden tber 13 Wochen mit pré-isomerisierten apha-Sauren
zeigten eine niedrige Toxizitét. Die Tiere erhielten oral eine Dosis von 50 bzw. 100 mg/kg
KG pro Tag, weicher Stuhl und gelegentlich Erbrechen wurden as einzige klinische
Befunde beobachtet, aber weder eine Beeintréchtigung der Koérpergewichtszunahme noch
des Futter- oder Wasserverbrauchs traten auf.

Eine geringe Toxizité von Lupulon berichteten Chin und Anderson bei Untersuchungen an
Kaninchen und Affen. In subakuten Versuchen tber 12 bis 14 Tagen wurden bei den
Kaninchen 300 mg/kg und bei Affen 200 mg/kg/d appliziert und ohne klinische Befunde
vertragen. Als wesentlich empfindlicher erwiesen sich Meerschweinchen, bei denen eine
DL50 von 130 mg/kg ermittelt wurde, und die 14 Tage lang taglich mit 30 mg/kg Lupulon
behandelt wurden. Bei dieser Dosis zeigten M eerschweinchen keine toxischen Symptome.
In der Literatur sind Untersuchungen mit Lupulon am Menschen beschrieben (Chin and
Anderson, 1950). Dabei erhielten 10 Personen 5 g Lupulon pro Tag Uber einen Zeitraum
von bis zu 12 Wochen. Ein Mann brach die Behandlung wegen epigastrischer Beschwerden
ab, eine Frau wegen Ubelkeit und Erbrechen. Als Nebenwirkung wurden bei den tbrigen

Probanden nur in der Initialphase Ubelkeit, Erbrechen oder Durchfall beschrieben.

Sedierende Eigenschaften von Hopfen und Hopfenzubereitungen werden in Ubersichts-
artikeln und Lehrblchern angezweifelt. So schreibt z.B. R. Hénsel in seinem Buch
» Phytopharmaka“, dal es fur die berichtete midigkeits- und schlafbringende Wirkung von

Hopfenharz auf Hopfenpfltckerinnen keine Anhaltspunkte gabe, zumal keine Hinweise auf
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zentrale Wirkungen nach oraler Applikation vorhanden seien. Er diskutiert eine mogliche
sedierende Wirkung é&therischen Hopfendls bei den Hopfenpfltickerinnen nach Inhalation.
Allerdings kommt in den meisten Hopfenextrakten und Fertigarzneimitteln kein Hopfendl
vor und kann somit fir eine schlafférdernde Wirkung von solchen Hopfenpraparaten kaum
verantwortlich sein. Hansel hélt eine sedierende Wirkung von Hopfen-Zubereitungen
Uberhaupt for unwahrscheinlich und fdhrt zur beschrieben Sedierung bei
Hopfenpfltckerinnen aus: , Viel wahrscheinlicher ist es, dal3 eine Art von Konditionierung
vorlag, eine VerknUpfung von Mudigkeit, bedingt durch die ungewohnte Téatigkeit des
Hopfenzupfens...”.

~Lupulon und ethanolischer Hopfenextrakt erwiesen sich in  alen gangigen
Versuchsanordnungen zur tierexperimentellen Priifung auf ZNS-Sedation als unwirksam®
(Hansal, 1991). Diese Auffassung von einem Fehlen der Wirksamkeit von Hopfenzu-
bereitungen wird auch in enem neueren Werk vertreten (Schulz, 2001). Die
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ergaben alerdings ausgeprégte sedative
Wirkungen sowohl fur einen ethanolischen als auch fur verschiedene, mit Gberkritischem
CO, hergestellte Hopfenextrakte nach oraler Gabe. Die Meinung von einer Unwirksamkeit
von Hopfenzubereitungen muf3 zum Tell revidiert werden. Die sogenannten
» HeilBwasserextrakte”, die auch in einigen Hopfenprdparaten verwendet werden, waren
alerdings auch in den eigenen Untersuchungen unwirksam. Hersteller von
Hopfenpréparaten sollten deshalb keine , Heil3wasserextrakte® verwenden. Fir zukinftige
Préparate sollte Uber die Verwendung von CO,-Hopfenextrakten nachgedacht werden, die
in der Brauereiindustrie bereits Standard sind. Sie bieten gegeniiber der Roh-Droge und
ethanolischen Extrakten eine bessere Stabilitét und kénnen so eine gute pharmazeutische
Qualitéat gewdhrleisten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Zubereitungen aus den getrockneten Fruchtstdnden von Humulus lupulus L. werden
angewendet bei Unruhe, Angstzustéanden und Schlafstbrungen. Meistens werden
Kombinationspréparate mit anderen Sedativa eingesetzt. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollten im Tierexperiment verschiedene Hopfen-Extrakte auf ihre sedierenden
Effekte untersucht werden.

Zur Bestimmung der Motilitét als Indiz sedierender Effekte wurde ein computergestiitztes
Lichtschrankensystem entwickelt, das beim Vergleich zu den Ergebnisse in klassischen
Modellen eine gute Ubereinstimmung zeigte. Es erlaubte, den Wirkeintritt und die
Wirkdauer der Prifsubstanzen zu erkennen.

Extrakte aus verschiedenen Hopfensorten wurden vergleichend auf eine Beeintréchtigung
der Spontanmotilitét getestet, als wirksam erwiesen sich Extrakte der Sorten Perle,
Magnum und Hersbrucker Spét, wahrend die Sorten Spalter Select und Northern Brewer
keinen sehr ausgepragten Effekt ausiibten. Die unterschiedlichen Wirkstérken konnten aber
nicht dem Gehalt an bestimmten Inhaltsstoffgruppen zugeordnet werden, daes sich bei den
Sorten Magnum und Northern Brewer um Bitterstoffsorten handelt, bei den tbrigen um
Aromasorten mit einem hoheren Gehalt an Hopfendl und einem geringeren Anteil an alpha-
Sauren.

Hinweise auf wirksame Inhaltsstoffe sollten aus einer vergleichenden Testung von drei
verschiedenen Extrakten, hergestel It aus demselben Drogenmaterial, gewonnen werden. Ein
ethanolischer Extrakt, aus dem die hydrophilen Komponenten entfernt worden waren,
bewirkte in einer Dosis von 250 mg/kg KG oral eine schnell einsetzende und kurz
andauernde Senkung der Moatilitét, die dem Effekt einer Dosis von 2 mg/kg KG Diazepam
entsprach. Die entsprechende hydrophile Fraktion, der sog. ,, Heil3wasserextrakt” zeigte in

der gleichen Dosierung keine Wirkung. Der entsprechende CO,-Extrakt bewirkte erst in

einer Dosierung von 400 mg/kg KG einen malkigen, nach 5 Stunden einsetzenden Effekt.
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Damit koénnen hydrophile Inhaltsstoffe nicht fir die sedierende Wirkung verantwortlich
sein.

Die Untersuchung Lupulon-reicher Fraktionen sollte Hinweise auf eine Wirkung der
Bittersduren geben. In Dosierungen zwischen 250 und 500 mg/kg KG bewirkten sie eine
dosisabhéngige Senkung der Motilitét, die einer Dosis zwischen 2 und 5 mg/kg KG
Diazepam entsprachen. Bel der héchsten Dosierung hielt der Effekt etwa 1 Stunde an, in
niedrigen Dosierungen kirzer. Der Effekt einer Humulon-reichen Fraktion war wesentlich
ausgepragter, sie bewirkte in einer Dosierung von 250 mg/kg KG eine langanhaltende
Senkung der Motilitét Uber 9 Stunden. Reines Hopfendl zeigte in Dosierungen zwischen
100 und 500 mg/kg KG keine Effekte. Muskelrelaxierende Effekte (Rotarod Test) wurden
in Extrakt-Dosierungen bis zu 200 mg/kg KG nicht gefunden.

Auf sedierende Effekte wurde zusétzlich im Modell der Verléangerung einer Narkotika
Induzierten Schlafzeit geprift. Lupulon- und Humulon-Fraktionen bewirkten ab einer Dosis
von 50 mg/lkg KG ene Verlangerung der Ketamin-induzierten Schlafzeit. Eine
metabolische Interaktion mit dem Ketaminabbau wurde ausgeschlossen, da auch eine
Ether-induzierte Narkose verlangert wurde. In diessm Modell wirkte auch Hopfendl in
Dosierungen ab 50 mg/kg sedierend. Diese Ergebnisse zeigen, dal? der sedierende Effekt
von Hopfenzubereitungen durch verschiedene Inhaltsstoffgruppen zustande kommt.

Ein methodisches Problem ergab sich bei der Zubereitung von Applikationslésungen aus
den zéhen CO,-Extrakten. Das Ausmal3 der biologischen Wirkung war abhangig von der
Wahl des Emulgators sowie des Homogenisierungsprozesses. Emulsionen mit Tween 80
und Ultraturrax ergaben zwar die ausgeprégtesten Ergebnisse, bei einzelnen Extrakten
erwiesen sich solche Emulsionen aber als toxischer. Deshalb wurde bevorzugt eine
Emulsion aus L ecithin/Pflanzendl/Wasser verwendet.

Um Hinweise auf den Wirkmodus zu erhalten, wurde versucht, den Effekt eines Hopfen-
Extraktes auf die Narkosedauer mit Rezeptor-Antagonisten zu beeinflussen. Die Ergebnisse
zeigen, dal3 die narkoseverlangernde Wirkung der Hopfenextrakte weder Gber Dopamin-

noch Bezodiazepin-Rezeptoren vermittelt wird.
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Die subakute Gabe zeigte toxische Effekte einzelner Extrakte, diese waren aber spezies-
und geschlechtsspezifisch. Die bereits in der Literatur beschriebene wesentlich hohere
Toxizitdt von Hopfenextrakten bei kleinen Nagern im Vergleich zu Hunden und Affen &3t
eine Ubertragbarkeit auf den Menschen nicht ohne weiteres zu.

Im Gegensatz zu Lehrbuchmeinungen, dald Hopfenzubereitungen keine nachweisbare
sedative Wirkung zukommt, ergaben die eigenen Untersuchungen eine reproduzierbare
sedierende Wirkung fur einen ethanolischen Hopfenextrakt sowie fur mehrere, mit
Uberkritischem CO, hergestellte Extrakte. Dabei scheinen Humulon, Lupulon und
Hopfendl zum Gesamteffekt beizutragen. Als unwirksam erwies sich ein sogenannter
» HeiRwasserextrakt“, der auch in einigen Pharmaka eingesetzt wird. Die verallgemeinernde
Einschétzung von einer Unwirksamkeit von Hopfenzubereitungen mifte demnach revidiert
werden. Fur zukinftige Préparate bietet die Verwendung von CO, Extrakten aus Hopfen,
wie sie bereits in der Bierbrauerel Standard ist, infolge ihrer guten Stabilitét erhebliche

Vorteile.
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