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Einleitung 3

1. Einleitung

1.1. Die Johanniskrautpflanze und ihre Inhaltsstoffe

Das in Europa, aber auch Nordafrika und Asien heimische Johanniskraut ist
schon seit dem Mittelalter als Heilpflanze bekannt und wurde von Paracelsus (29)
ausfuhrlich beschrieben. Das auf trockenen Boden, Wald- und Wiesenrandern
wachsende, goldgelb blihende Johanniskraut z&hlt zu den Hartheugewachsen
(Hypericaceae, Familie: Guttiferae, Art: Dilleniidiae). Es bluht von Ende Juni (Jo-
hannistag: 24. Juni) bis September.

Die Synonyma: Hypericum perforatum (lat.), Johanniskraut, Hartheu, Tupfel-Hart-
heu, Christiwundkraut, Johanniswurz, St. John's wort (engl.) verraten einiges tber
Familie, Anwendung und Eigenschaften der Pflanze. Die Bezeichnung ,Tupfel-
Hartheu” beschreibt eine mit bloRem Auge erkennbare feine Punktierung der falti-
gen, etwa 3.5 cm langen Blatter und der circa 1 bis 1.5 cm grol3en Blutenblatter.
Sie entsteht durch punktférmige Drusen, die eine Vielzahl an Sekreten enthalten.
Die hellen Blattdriisen (im Mesophyll) enthalten hauptsachlich &atherische Ole.
Durch die starke Lichtbrechung dieser Oldriisen erscheinen die Blatter im Gegen-
licht durchléchert (Hypericum perforatum: durchbohrtes Kraut). Die dunklen punkt-
oder strichférmigen Driisen der Blatter und vor allem die der Bliten und Knospen,
enthalten Hypericin. Durch Zerreiben zerstort man diese Behélter (lysigene Se-
kretraume). Der darin enthaltene rote Saft gab der Pflanze auch Namen wie St.
Johannisblut, Christi Kreuzblut, Herrgottsblut und Alfblut. Da es viele Johannis-
krautarten mit recht unterschiedlichen Wirkstoffzusammensetzungen gibt, ist die
Tupfelung der Bluten und ,Perforierung” der Blatter als Erkennungsmerkmal wich-
tig.

Hypericumextrakte enthalten eine Vielzahl von Stoffen, von denen einige erforscht
und charakterisiert worden sind. Aus den atherischen Olen des Blattmesophylls
wurden Terpene (Pinen, Cineol, Phytosterine) und adstringierende Bitter- und
Gerbstoffe (z.B. Phlobaphene) isoliert. Die dunklen Driisen enthalten in ihrem ro-
ten Saft neben Harzen vor allem die pharmakologisch interessanten Substanzen
Hyperforin, 3,8 -Biapigenin, Hypericin und Pseudohypericin. Daneben sind Koh-
lenhydrate (Pectine), Fette (Stearin, Cholin), freie Sauren (z.B. Myristinséaure) und
Flavonoide (Rutin, Querzitrin, Querzetin) nachweisbar.

Hypericin (Formel siehe Abbildung 2) und Pseudohypericin werden beide den
photodynamischen Pflanzenquinonen bzw. aromatischen polyzyklischen Dionen
(Naphtodianthrone, Anthraquinone) zugerechnet. Als Photorezeptorchromophore
haben diese Pflanzenpigmente photosensibilisierende Eigenschaften.
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Abbildung 1: Johanniskraut (hypericum perforatum L.). Blattzeichnung mit Olzel-

len und Hypericin-Speicherzellen (links unten). Mikroskopische Aufnahme eines
Blutenblattes (unten rechts).
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Abbildung 2: Hypericin (7, 14 — dion) — 1, 3, 4, 6, 8 ,13"- hexahydroxy - 10, 11"- di-
methyl — phenanthrol [1, 10, 9, 8 — opgra] perylen

1.2. Johanniskrautextrakte in der traditionellen Medizin

In der Volksmedizin Europas ist Johanniskraut seit dem Mittelalter als Heilpflanze
bekannt. In der vorwissenschaftlichen Medizin galt noch das aberglaubische Prin-
zip der Ahnlichkeit. Durch Assoziation des Heilmittels mit dem ,zu Heilenden®,
aber auch durch Erfahrung entstanden viele mystische Namen wie z.B. ,Herr-
gottsblut* und ,St. Johannisblut‘. Der Vergleich des roten Saftes mit Blut liegt
maoglicherweise der Wundbehandlung mit Johanniskrautél zugrunde. Er brachte
der Heilpflanze weitere Namen wie ,Unseres Herrgotts Wundenkraut* und ,Wilde
Gartheil” ein.

Durch entsprechende Erfahrungen erweiterte sich das Anwendungsspektrum
auch auf Gebiete, die nicht diesem Ahnlichkeitsprinzip unterliegen. Aufgrund der
spasmolytischen Eigenschaften von Johanniskraut war es auch bei ,Frauenlei-
den“ als ,Unserer Frauen Bettstroh” oder ,Frauenkraut” beliebt.

Johanniskraut ist ein typisches Beispiel fur die breite Indikationsstellung von Heil-
pflanzen im Mittelalter. Seine Anwendung und Einbindung in die Signaturenlehre
wurde ausfuhrlich von Theophrastus von Hohenheim (Paracelsus) beschrieben
(29).

Als Olauszug diente es neben der Pflege bei trockener, schrundiger Haut auch
der Behandlung frischer, blutender, entziindeter Wunden und Brandwunden. Die
Einnahme des roten Ols soll wurmtreibend und leicht obstipierend wirken, aber
auch Krampfe im Bauchraum l6sen. Bei Blutergissen und Quetschungen, Mus-
kelverletzungen, Geschwiren und Geschwillsten, aber auch bei Trigeminusneu-
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ralgie wurden die entsprechenden Stellen eingerieben und gleichzeitig eine Tee-
kur durchgefthrt (60).

Als Teeaufguld wurde die ganze oberirdische Pflanze (meist jedoch nur die Bluten)
verwendet. Tee wurde als Getrank bei Lungenverschleimung, Magenschleimhaut-
katarrhen, Bettndssen, Kopfschmerzen, Gelbsucht, Krampfen im Bauchbereich,
Nervenproblemen, Schlafstérungen und Blutarmut empfohlen. Auch zur Milderung
eines ,Ubersteigerten Sexualempfindens® in der Pubertat und der mit ihm verbun-
denen sexuellen Affekthandlungen (z.B. Onanie) wurde Tee verabreicht (9).

In Krautersammlungen des mediterranen Raumes wird Johanniskraut den etwa
hundert Krautern zugerechnet, die die Haut braunen. In dieser Hinsicht erwies es
sich als die wahrscheinlich wirksamste Pflanze. Im Gegensatz zu 3-Carotin, das
sich eher in die Subcutis einlagert und diese einfarbt, braunt (rétet) Hypericum die
Haut vermutlich infolge seiner photodynamischen (erythemogenen) Wirkung.

In der im 19. Jahrhundert durch Samuel Hahnemann gegrindeten Homoopathie
wird Johanniskraut auch als ,Arnica der Nerven* bezeichnet und demgemalf als
Therapeutikum bei Nervenverletzungen, Hirn- und Riickenmarkserschitterungen,
Nervenschwache, Schwindel und Schlafstérungen eingesetzt und sogar zur The-
rapie des Tetanus empfohlen (60).

1.3. Johanniskrautextrakte und Hypericin heute

Viele Behandlungsansatze aus der traditionellen Medizin haben auch heute noch
Bestand. Insbesondere Arzte, die der Homdopathie, der Naturheilkunde oder Phy-
totherapie verbunden sind, setzen Johanniskraut in den verschiedensten Zuberei-
tungen als Therapeuticum ein.

Mit dem zunehmenden Interesse der Wissenschaft an den Inhaltsstoffen von Jo-
hanniskraut und deren pharmakologischen Effekten, verschliel3t sich heute auch
die ,Schulmedizin“ nicht mehr der Medikation von Johanniskrautpraparaten. Wah-
rend die Naturheilkunde héufig Johanniskraut mit anderen Drogen kombiniert
(meist Externa wie Ole oder Salben) oder die Nutzung eines Gesamtextraktes (als
Tee oder Tropfen) beflirwortet, besteht die ,,Schulmedizin* auf qualitativ und quan-
titativ definierten Zubereitungen fir die enterale und parenterale Applikation.

Fur die heute in Deutschland zugelassenen Zubereitungen (Kapseln, Tabletten,
Tinkturen, Tropfen fur die enterale Medikation, Injektionslésungen) muld der Ge-
samthypericingehalt angegeben und durch Kontrolluntersuchungen (meist HPLC)
belegt sein.

Als Hauptindikationen gelten heute: Depressive Verstimmung, psychovegetative
Stérungen, Angst und/oder nerviose Unruhe, Antriebsmangel. Weitere Indikatio-
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nen sind: Enuresis, Stottern, Migrane. Die empfohlene tagliche Dosis betragt etwa
1 mg Gesamthypericin (orale Applikation), verteilt auf 2 - 3 Dosen, bzw. 0.1 mg
parenteral (tief intraglutéal oder langsam i.v.).

Die Wirksamkeit von Johanniskrautextrakten bei leichter bis mittelschwerer De-
pression ist durch Tierversuche (43) und kontrollierte klinische Studien, darunter
randomisierte Doppelblindstudien, gut belegt (28, 58). Dabei konnte gezeigt wer-
den, daf3 bei dieser Indikationsstellung die Wirksamkeit der Johanniskrautextrakte
der von Imipramin (58) bzw. Maprotilin (27) entspricht. Die Wirksamkeit ergibt sich
aus psychotropen Wirkungen wie psychischer Spannungsabbau bei gleichzeitiger
Stimmungsaufhellung, Anxiolyse und Aktivitatssteigerung. Im Vergleich zu den tri-
und tetrazyklischen Antidepressiva hat Johanniskraut nur eine geringe Nebenwir-
kungsrate und ist daher besonders als Langzeittherapeutikum geeignet. Als gra-
vierende Nebenwirkung ist nur die Photosensibilisierung mit sonnenbrandahnli-
cher Lichtdermatose (bei Tieren: Lichtkrankheit (2)) - vor allem bei hoher Dosie-
rung und lichtempfindlichem Hauttyp - zu nennen, die zum Therapieabbruch fuh-
ren kann. Bei Langzeittherapien werden im Falle starkerer, unvermeidbarer Son-
nenlichtexposition Schutzmittel (Kleidung, Sonnenschutzmittel) empfohlen.

Als Grundlage der antidepressiven Wirkung von Johanniskraut wird eine Hem-
mung der Monoaminooxydase (MAQ) durch Hypericin diskutiert. Diese Hemmwir-
kung ist allerdings so schwach, daf} der antidepressive Effekt auf dieser Basis al-
leine nicht erklart werden kann. Das Eintreten der antidepressiven Wirkung fallt
aber immerhin mit einer signifikant vermehrten Ausscheidung der Metabolite von
Noradrenalin und Dopamin zusammen (41). In vitro Versuche zeigten, dal3 Hype-
ricin die mitochondriale MAO (aus Rattenhirn) irreversibel hemmt (50). Die Kon-
zentrationen, die zu einer halbomaximalen Hemmung des Enzyms nétig waren, la-
gen allerdings sehr hoch (MAO Typ A: 6.8 * 10° M, Typ B: 4.2 * 10* M), so daR
auch von diesen Experimenten nicht zwingend auf einen entsprechenden Wirk-
mechanismus in vivo geschlossen werden kann.

Im Mittelpunkt der wissenschaftlichen Forschung stehen heute die viruciden (13,
17, 18, 23, 30, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 42, 51, 54, 55, 59) und antineoplastischen
(14, 15, 20, 21, 39, 53, 56, 57) Eigenschaften von Hypericin und Pseudohypericin.
In vitro- und in vivo Versuche haben belegt, dal3 die Infektiositdt von Retroviren
(einschliel3lich des humanen HIV-Virus) durch Hypericin und - in etwas geringe-
rem Ausmalfd auch durch Pseudohypericin - gehemmt wird. Da Versuche mit Zell-
kulturen nachwiesen, dafd mit Hilfe von Hypericin nicht infizierte T-Zellen vor der
Infektion mit HIV-Viren geschitzt werden, wird derzeit klinisch getestet, ob auch in
vivo die Ausbreitung der Infektion gestoppt werden kann. Die Mechanismen, die
der viruciden Wirkung zu Grunde liegen sind bis heute nicht eindeutig geklart. Ei-
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ne Hemmung der reversen Transscriptase (vermutlich durch Photoaktivierung des
Capsids P24 und der Protein C Kinase) werden derzeit diskutiert.

Die durch die traditionelle Medizin tberlieferte antineoplastische Eigenschaft des
Johanniskrautextraktes wurde durch einige in vitro- und in vivo Studien mit Hype-
ricin wissenschatftlich Uberprift. Gunstig (neben der geringen Nebenwirkungsrate)
fur die photodynamische Therapie sind Befunde, die zeigen, dal’ sich das lipo-
phile Hypericin in Zellmembranen (wie auch im Viruscapsid) und Zellkernen anrei-
chert. Zudem kann durch Bestrahlung mit Weil3licht die Hypericinkonzentration in
Tumorgewebe erhdht werden. Pharmakokinetische Studien zur Elimination von
Hypericin zeigten, dal3 7 Tage nach Hypericingabe die Hypericinkonzentration in
Tumorgeweben noch sehr hoch ist, wahrend die anderer Gewebe deutlich abge-
fallen war.

Als antineoplastischer Wirkmechanismus wird, neben der unmittelbar phototoxi-
schen Wirkung, eine Hemmung der mitochondrialen Succinoxydase - ein Enzym,
das vielfach als Vorhersagemodell fir Chemotherapeutika und Photochemothera-
peutika genutzt wird - diskutiert (52, 54, 56). Im Falle des malignen Glioms, das
durch hohe Protein C Kinase-Aktivitat charakterisiert ist, konnte deren Hemmung
durch Hypericin therapeutisch relevant sein (51, 55). Kirzlich zeigten Couldwell
und Mitarbeiter (15), daf’ das in vitro-Wachstum von malignen Gliomzellen (Zelli-
nien A172 und U87MG) durch Hypericin dosisabhangig gehemmt wird, wobei eine
Exposition mit sichtbarem Licht die Hemmwirkung geringfligig (13%) verstarkte.
Die Tatsache, dal3 im selben Versuchsmodell das Standardtherapeutikum Ta-
moxifen gleich oder gar geringfiigig schwéacher wirkte, bewog die Verfasser zur
Forderung, die Wirksamkeit von Hypericin bei malignen Gliomen durch klinische
Studien zu Uberprtfen.

1.4 Zielsetzung

Die Photohamolyse roter Blutzellen im Zuge der photodynamischen Therapie ist
als unerwinschte Nebenwirkung bestens bekannt. Hypericin in einer Konzentra-
tion von 10 uM/I und Belichtung im sichtbaren Wellenlangenbereich ist in dieser
Hinsicht genauso wirksam wie andere Photosensitizer (Hamatoporphyrin, Chloro-
phyll, Bengalrot). Bei Bestrahlung im UV-nahen Bereich (366 nm) entspricht die
photohdmolytische Potenz des Hypericins der von Bengalrot. Im Vergleich zu
Methylenblau oder Erythrosin B ist sie sogar starker (22). Die Auslésung einer
Photohamolyse setzt allerdings voraus, daf3 die Blutproben mit einer recht grof3en
Bestrahlungsleistung (= 14 W/cm?, Bestrahlungsdauer 10-45 Minuten) bestrahlt
werden, wobei die Temperatur nach Belichtung der Proben von 24°C auf 37°C er-
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hoht werden muf3 (1). Als unmittelbarer Ausléser der Photohamolyse wird vor al-
lem ein Kationenverlust mit nachfolgender kolloid-osmotischer Hamolyse postu-
liert. Als Ursache fur den Kationenverlust werden Lipidoxydation und/oder Cross-
linking von Membranproteinen diskutiert (16, 19, 24, 44, 45).

Mechanische Belastungen, die vermutlich Kationenverschiebungen und/oder
Crosslinking bewirken, schlagen sich auch in Veranderungen der elastischen Ei-
genschaften von Erythrozyten nieder, und zwar auch dann, wenn die Hamolyse
der Zellen nicht oder noch nicht mel3bar ist (8, 62). Es ist daher nicht verwunder-
lich, daf3 Lipidoxydation infolge von oxydativem Strel3 durch Peroxyde (7, 33) oder
Ozonisierung (7) die Flexibilitat humaner Erythrozyten reduziert.

Ben-Hur und Mitarbeiter (9) beschrieben, dafd unter der PDT die Mikroperfusion
gestort ist. Sie vermuteten, dald daftir - neben einer Kapillarschadigung - die Rigi-
difizierung von Erythrozyten verantwortlich sei. Kirzlich konnte gezeigt werden
(40, 63), dal3 Erythrozyten rigidifiziert werden, obwohl sie im Vergleich zu Tumor-
zellen photosensitierende Substanzen nur in sehr geringen Mengen aufnehmen.
Diese Effekte traten bereits unter Bedingungen (Belichtungsintensitat, Sensibilitie-
rerkonzentrationen, Temperatur 21°C) auf, die keine Hamolyse auslosten. Rote
Blutkorperchen sind damit ein hochsensitives Versuchsmodell zur Quantifizierung
photodynamischer Effekte.

Teile dieser Arbeit wurden beim internationalen Symposium ,Biomedical Optics®,
San Jose, Kalifornien, USA vorgetragen (61) .
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2. Material und Methoden

2.1 Losungen, Medikamente, Gase

Die isotone Saline hatte folgende Zusammensetzung (mM/l): NaCl: 145; KCI: 5.0;
Glucose: 5.0; MOPS (Morpholinopropan-Sulfonséure): 3.0. Durch Hinzufiigen von
210 g Dextran (Dextran 60.000, Firma Schiwa) auf 1000 ml Saline wurde eine L6-
sung mit einer Viskositat von 24 cpoise (im folgenden Dextransaline genannt) her-
gestellt. Die Saline und Dextransaline wurden auf einen pH von 7.4 eingestellt und
steril filtriert. Die Loésungen wurden in sterilen Flaschen im Kihlschrank aufbe-
wahrt und wochentlich neu angesetzt. Vor den Versuchen wurden die Lésungen
auf Raumtemperatur erwarmt. Die Viskositat jeder neu angesetzten Saline wurde
mit einem Mikro-Kugelfallviskosimeter (Firma Haake), die Osmolaritat (295
mOsm) durch ein Halbmikro-Osmometer (Firma Knauer) kontrolliert.

Als Hypericin wurde Hyperforat™ pro injectione (Firma Dr. Gustav Klein, Zell-Har-
mersbach) verwendet. Laut Angaben des Herstellers enthalt eine Ampulle 1 mi
Extr. fl. aquos. Herb. Hyperici perforatum, standardisiert auf ca. 0.05 mg Hypericin
und verwandte Verbindungen, berechnet auf Hypericin.

Von reduziertem kristallisiertem Glutathion (GSH, Firma Sigma), Humanalbumin
reinst (Firma Behring) und Glukoseoxydase (Lyophilisat vom Aspergillus niger 250
U/mg, Firma Serva) wurden durch LOsung in Saline taglich frische Stammlo-
sungen hergestellt und bis zur Verwendung in Eis gelagert. Als Katalase wurde
eine Suspension, gewonnen aus Rinderlebern, mit ca. 6000 U/mg (Firma Serva)
verwendet.

Zur Oxygenierung wurden die Blutsuspensionen mit reinem medizinischen Sauer-
stoff (Firma Linde) durchperlt, zur Verhinderung der Oxygenierung desoxygenier-
ter Proben wurden diese sowohl wahrend der Inkubation/Belichtung als auch wah-
rend der Messung im Laserdiffraktoskop mit Argon (Firma Linde) Uberschichtet.

2.2  Herstellung der Blutproben

Blutproben von gesunden, freiwilligen Probanden wurden mit Hilfe heparinisierter
Vakuumréhrchen (Vacutainer, Firma Becton & Dickinson) aus der vena cubitalis
entnommen und sofort nach Entnahme auf einem Rollenmischer durchmischt.
Durch Zugabe von 0.2 ml Blut + Testsubstanz + Saline (ad 1 ml) zu 4 ml Dextran-
saline (24 cpoise) wurden Suspensionen mit einem Hamatokrit (HKT) von ca. 2 %
und einer Viskositat von 16.6 cpoise hergestellt, gegebenenfalls oxygeniert und in
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Quarzrohrchen geflllt. Proben, die durch Zufuhr von Glukoseoxydase und Kata-
lase desoxygeniert werden sollten, wurden mit Argon tberschichtet.

2.3. Belichtung der Proben

Fir die Belichtung wurde ein UVA-Strahler (Firma Philips, Typ HB 170/A) verwen-
det, der Ublicherweise zur Braunung der Haut, aber auch zur Auslosung pho-
tobiologischer Wirkungen (Vitamin Ds-Photosynthese) und zur Therapie der Pso-
riasis (PUVA) eingesetzt wird.

Der Strahler ist mit vier Rohren (TL 29 D 16/09) besttickt. Die spektrale Strah-
lungsfluRverteilung der verwendeten Rohren ist in der Abbildung 3 wiedergege-
ben. Die Hauptemission liegt laut Hersteller bei 65 Watt/m® (gemessen in einem
Abstand von 10 cm) im UVA- (315 - 380 nm) und im blauen sichtbaren Bereich
(380 - 440 nm). Quecksilberlinien sind im blauen (403 und 435 nm), im gelben
(576 nm) und gelb-roten (576 nm) Wellenlangenbereich zu erkennen. Die Haupt-
emissionswellenlange Amax betrdgt 355 nm. Die UVB-Strahlung (0.012 W/mz) ist
So gering, dal’ sie bei der linearen Darstellung der Bestrahlungsstarke nicht sicht-
bar wird. Eine UVC-Strahlung (< 280 nm) ist nicht mef3bar.
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Abbildung 3: Spektrale Strahlungsflu3verteilung der UVA-Leuchtstofflampe Philips
TL29D16/09.

Zur gleichmafigen Ausleuchtung wurde der Strahler in einem Abstand von 40 cm
Uber den Proben installiert. Die gemessene Leistungsdichte auf Probenhdhe be-
trug 3 mWatt /cm?®.

Wahrend der Belichtung wurden die Proben auf einem Rollenmischer kontinuier-
lich gerollt (70/min) und durch Kippen (40/min, Hub 1.5 cm) zusatzlich durch-
mischt. Das Leervolumen der Rohrchen betrug jeweils ca. 36 ml (Oberflache ca.
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90 cm?). Das belichtete Probenvolumen betrug mit 6 ml nur 1/6 des Reagenzglas-
volumens. Das hohe Leervolumen/Probenvolumen Verhéltnis, die gro3e Rea-
genzglasoberflache und die hohe Viskositat der Probe gewéhrleisteten, dald sich
die Dextransaline-Blutsuspension wahrend des Rollens Uber die ganze innere
Oberflache des Quarzreagenglases verteilte und einen ca. 1 - 2 mm dicken Film
bildete (Abbildung 4).

Unbelichtete Vergleichsproben wurden durch Aluminiumhtllen abgedunkelt. Venti-
latoren stellten sicher, daf} die Temperatur der Proben wahrend der Belichtung die
Raumtemperatur nicht Gberstieg (Raumtemperatur 21° C, kontrolliert durch die
Raumklimaanlage).

Philips Gesichtsbréuner Hb 170 A mit vier 15 W UVA-Réhren

40 cm

Lleistungsdichte 3 mW/cm?

Rollenmischer

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Belichtung der
Proben.

2.4. Messung der Erythrozytenverformbarkeit

Die hier genutzte Methode zur Bestimmung der Erythrozytenverformbarkeit mit
Hilfe des Laserlichts beruht auf dem von Bessis und Mohandas (10, 11, 25) ent-
wickelten Verfahren der Ektazytometrie. Diese Methode wurde von Bayer (5, 8,
63) und Hardemann (26) durch Einfuhrung der digitalen Bildanalyse weiterentwik-
kelt. Durch die Nutzung des gesamten Informationsgehaltes der Laserbeugungs-
bilder ist heute - bei einem Fehler < 1% - die Prazision dieses Mel3verfahrens au-
Rerordentlich hoch (5).
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2.4.1. Das Rotationsviskosimeter

Der schematische Aufbau des Laserdiffraktoskops ist in der Abbildung 5 darge-
stellt. Der Strahl eines Helium-Neon Lasers wird Uber ein Doppelprisma um 180°
umgelenkt und somit in die Rotationsachse der MelR3kammer eingespiegelt. Die
MeRRkammer besteht aus einem inneren, rotierenden und einem &aul3eren, festste-
henden Zylinder. Beide Zylinder sind aus optisch reinem Plexiglas gefertigt. Zwi-
schen den beiden Zylindern befindet sich ein schmaler Melspalt (0.5 mm). Zum
Ausgleich der unterschiedlichen Brechungsindizes von Plexiglas und Luft wird der
innere Zylinder mit Triton X-100 gefullt, dessen Brechungsindex dem des Plexi-
glases ungefahr entspricht. Das Prisma taucht dabei in das Triton X-100 ein. Zur
Vermeidung von Linseneffekten ist die Frontflache des aulReren Zylinders im Be-
reich des Lichtaustrittes plan geschliffen.

Der innere Zylinder wird durch einen Motor mit definierten Geschwindigkeiten an-
getrieben, so dal Erythrozyten innerhalb des Spaltes Schubspannungen ausge-
setzt werden. Das soweit beschriebene System stellt ein Rotationsviskosimeter
vom Typ ,Searle” dar.

PC MIT VIDEODIGITALISIERUNG
AD- & DA- WANDLER

GESCHWINDIGKEITS- & POSITIONSKONTROLLE
LASER

_ 7

7\ SPALT 0.5 mm
/ ﬁﬁt‘ — CCD-CAMERA

I . [ |

AN/ VISKOSIMETER
vom
SEARLE-TYP

Abbildung 5: Aufbau der Apparatur zur Messung der Erythrozytenverformbarkeit
(Laserdiffraktoskop).
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Die Scherrate in Searle Viskosimetern errechnet sich nach der Formel:

Scherrate [1/s] =2*t*r*U/60* b
Bei den gegebenen geometrischen Daten (Radius des inneren Zylinders r = 2.5
cm, Breite des Mel3spaltes b = 0.05 cm, U = Umdrehungen/Minute) betragt bei
500 U/min die Scherrate 2617/s. Da die Schubspannung gleich dem Produkt von
Scherrate und Viskositat ist, errechnet sich bei einer Scherrate von 2617/s und
einer Viskositat von 16.6 cpoise ein Wert von 435 dyn/cm2. Vereinfacht lassen
sich aus den angegebenen Umdrehungsgeschwindigkeiten die

Scherrate [1/s] = U * 5.234
und die

Schubspannung [dyn/cm?] = U * 0.87
abschatzen.

2.4.2. Die Kontrolle des Antriebssystems

Der Motor treibt Uber einen Keilriemen den inneren Zylinder des Viskosimeters
und einen Tachostromgenerator an. Bei der hier verwendeten Untersetzung von
1:6 betragt die maximale Umdrehungszahl des Zylinders 510 U/min. Die Motor-
steuerung erfolgt mit Hilfe eines separaten Verstarkers. Durch Anlegen einer
Gleichspannung (0 - 8 Volt) kann die Umdrehungsgeschwindigkeit linear propor-
tional zur Steuerspannung variiert werden. Die Steuerspannung wird mit Hilfe ei-
ner in den Computer integrierten AD/DA - Wandlerkarte (MC-PC20, BMC, Min-
chen) durch DA-Wandlung erzeugt.

Die Umdrehungsgeschwindigkeit wird vom Computer zweifach, anhand der AD-
gewandelten Tachospannung und des AD-gewandelten Signals einer Reflexlicht-
schranke - positioniert auf dem inneren Zylinder des Viskosimeters - kontrolliert.
DartUber hinaus wird das Signal der Reflexlichtschranke als Triggersignal zur Digi-
talisierung der Diffraktionsbilder genutzt. Damit ist sichergestellt, da3 die ge-
winschte Umdrehungsgeschwindigkeit sehr exakt eingehalten wird und - inner-
halb einer Mel3reihe - die Beugungsbilder immer an der gleichen Position der
Mel3zylinder aufgenommen werden kénnen. Mel3fehler, die auf geringen Unwuch-
ten im Viskosimetersystem beruhen, lassen sich so weitgehend vermeiden (5).

2.4.3. Die Bestimmung des Elongationsindex

Nach Fillen des Viskosimeterspaltes mit der Suspension aus Blut und Dextransa-
line entsteht durch Beugung des Laserstrahls an den Erythrozyten ein Diffrak-
tionsbild, das auf einem mit Bariumsulfat beschichteten Schirm (Firma Kodak)
aufgefangen wird. Das Beugungsbild wird von einer hochauflésenden CCD-
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Kamera (Firma JVC, Modell TKS 310, 767*581 Pixel) aufgezeichnet. Das analoge
Bildsignal (BAS) wird nach AD-Wandlung (Firma Fast, 8 Bit Frame Grabber:
Screen Machine Il) in 256 Graustufen an einen Computer (IBM-kompatibler PC,
Prozessor 486, 33 MHz) ubermittelt, auf dem Monitor in Falschfarben dargestellt
und weiter ausgewertet.

Laserbeugung an Erythrozyten, die keiner Schubspannung ausgesetzt sind, er-
zeugt ein kreisrundes Beugungsbild, wobei die Intensitat vom Rand des Beu-
gungsbildes zur Mitte hin zunimmt (Bessel-Funktion). Verbindet man Punkte glei-
cher Intensitat (Isointensitatslinien), so ergeben sich konzentrisch angeordnete
Kreise.

Tangential angreifende Schubspannungen, die die Erythrozyten elongieren, ver-
formen das kreisrunde Diffraktionbild zu einer Ellipse. In diesem Fall bilden die
Isointensitatslinien konzentrisch angeordnete Ellipsen, bei denen das Verhaltnis
der beiden Halbachsen konstant ist (siehe Abbildung 6).

0.6
Emax
0,5
= 04 .
H “1 | y= &+ b*Schubspanniung
= B9 g=1 73064 n=27 5643 \
o Emax = 1fa = 0,575 j
= 0,3
o= : E
c 2
o 2 : ¥
L .
~maor - minor
EI"I 1 LT 18- [=h]- LT 1] E- T‘lac""* |a|||'||:||'
| Michubepannung
0.0
0 100 200 300 400

Schubspannung [dyn/cm?]

Abbildung 6: Beispiel zur Auswertung der Beugungsbilder. Isointensitatslinien ei-
ner ruhenden Erythrozytensuspension (unten: E = 0.00) und einer Probe, die einer
Schubspannung von 440 dyn/cm? ausgesetzt wurde (oben: E = 0.575). Unter der
Annahme, dal3 die Elongationskurve eine rechtwinklige Hyperbel ist, laf3t sich die
maximale Verformbarkeit (Emax) mit Hilfe der doppeltreziproken Darstellung er-
mitteln (nach 4).
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Im Hinblick auf die Bestimmung des Ausmal3es der Elongation wurden, entspre-
chend den in der Abbildung 6 gezeigten Beispielen, Serien von Isointensitatslinien
berechnet. Dabei wurden niedrige Intensitaten am aufReren Rand des Beugungs-
bildes nicht bertcksichtigt, da sie auf Grund des Rauschens des CCD-Chips feh-
lerbehaftet sein kdnnen. Auch das Zentrum des Beugungsbildes wurde von der
Berechnung ausgeschlossen, da hier der ungebeugte, vorwértsgestreute Laser-
strahl immer eine mehr oder weniger kreisrunde Form hat (5). Aus den so selek-
tierten Isointensitatslinien (in der Regel 25 - 35) wurden anhand der jeweiligen El-
lipsenhalbachsen (major und minor) eine Serie von Elongationsindizes “E" nach
der Formel:
Elongation “E* = (major — minor) / (major + minor)

berechnet (6) und - durch arithmetische Mittelung - ein fir das gesamte Diffrak-
tionsbild reprasentativer Elongationsindex ermittelt.

Da bei Kreisen die Halbachsen gleich sind, ist der Elongationsindex bei nicht ge-
scherten Erythrozyten = 0, bei elliptischer Verformung erreicht er ein theoreti-
sches Maximum von 1.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Wirkung der UVA-Belichtung

Es war nicht auszuschlieBen, daf3 ultraviolettes Licht, insbesondere im Bereich
des UVC und UVB, die viskoelastischen Eigenschaften von Erythrozyten veran-
dert. Daher Uberpriften wir zunachst, ob die Belichtung von Erythrozytensuspen-
sionen mit dem verwendeten UV-Strahler (siehe Kapitel 2.3) zu einer Anderung
der Flexibilitat der Erythrozyten flhrt.

Zur Uberpriifung dieser Frage wurden die Blutproben unter den gleichen Bedin-
gungen vorbereitet, aber nur zur Halfte belichtet, wahrend die anderen, ansonsten
gleichbehandelt, lichtgeschutzt als Kontrollen mitgerollt wurden. Bei einer Lei-
stungsdichte von 3 mWatt/cm? wurde die Energiedichte durch unterschiedliche
Beleuchtungszeiten variiert.

Im Vergleich zu den unbelichteten Kontrollen (Abbildung 7) zeigten die Experi-
mente, daf eine Belichtung von 30 Minuten die Flexibilitat der Erythrozyten nicht
veranderte, wahrend 60 Minuten (10.8 Joule/cm?®) zu einer geringen, nicht signi-
fikanten Reduktion der Elongationswerte fuhrte. Um auszuschliel3en, daf3 schon
durch die Belichtung Veranderungen verursacht werden, wurden in allen weiteren
Versuchen die Rohrchen einer UVA-Bestrahlung von genau 30 Minuten ausge-
setzt, was einer Energiedichte von 5.4 Joule/m?® entspricht.

3.2. Die Wirkung von Hypericin ohne Belichtung

Um festzustellen, ob Hypericin ohne Belichtung der Erythrozyten eine Elongati-
onsveranderung bewirkt, wurde jede Blutprobe 60 Minuten mit einem standardi-
sierten Johanniskrautextrakt inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die Proben
auf dem Rollenmischer gerollt und durch Aluminiumhdllen lichtdicht gehalten.
Durch Verdiunnung des Johanniskrautextraktes wurden die Effekte von Hypericin-
konzentrationen von 0.5 bis 16.5 puMol/l untersucht und mit entsprechenden eben-
falls unbelichteten Placebokontrollen verglichen. Die Abbildung 8 zeigt die aus 7
Experimenten ermittelten Elongationskurven. In der linearen Darstellung der
Schubspannung (oberer Bildteil) wird deutlich, dafd Hypericin anscheinend keinen
Einflul auf die Verformbarkeit der Erythrozyten ausibt. Anhand der logarithmi-
schen Darstellung (unterer Bildteil) kann man erkennen, daf3 nur die hochsten be-
nutzten Hypericinkonzentrationen im niedrigeren Schubspannungsbereich mini-
male Veranderungen bewirken, die statistisch aber nicht signifikant sind.
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Abbildung. 7: Beziehung zwischen Elongation und Schubspannung unter UVA-Be-
lichtung (Philips Hb 170A, 3 mW/cm?). Im oberen Bildteil ist die Schubspannung
linear, im unteren logarithmisch aufgetragen. Bei einer Belichtung von 60 Minuten
tritt eine sehr geringe Reduktion der Elongation zwischen 11 und 200 dyn/cm? auf.
Wie aus der halblogarithmischen Darstellung hervorgeht, ist bei Schubspan-
nungen < 10 dyn/cm? kein auffalliger Effekt vorhanden.



Ergebnisse 19

m)
C
©
I
(@))
c
o | Hypericin [um/1
L —e— Kontrolle +/- SD
O 050
0,2+ O 1.65
A 496
- v 1550
011 I T T T I T T T I T T T [ T T T T
0 100 200 300 400
Schubspannung [dyn/cm?]
0,6
0,5-
w
— 0,4+
C
O
s,
g 0,37
w e Kontote +- 5D
O 050
0,2 o 165
A 496
v 15.50
0,1 T T T
1 10 100

Schubspannung [dyn/cm?]

Abbildung 8: Elongation in Abhangigkeit von der Schubspannung. Wirkung von
Johanniskraut, entsprechend Hypericinkonzentrationen von 0.5 bis 16.5 uMol/l.
Mittelwert und Standardabweichung aus n = 7. Zur ubersichtlicheren Darstellung
wurde auf die Wiedergabe aller Standardabweichungen verzichtet. Wie in Abbil-
dung 7 ist zur deutlicheren Wiedergabe der Daten bei Scherraten von 1 - 10 im
unteren Bildteil die Schubspannung logarithmisch skaliert.
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3.3. Die Wirkung von Hypericin unter Belichtung

Nachdem eine Eigenwirkung des Johanniskrauts auf die Erythrozyten in den oben
beschriebenen Experimenten weitgehend ausgeschlossen wurde, haben wir im
Folgenden paarweise belichtete und unbelichtete Proben der jeweils gleichen
Hypericinkonzentrationen miteinander und gegen die hypericinfreien Kontrollen
(Volumenausgleich durch Hinzufligen von isotoner NaCl-Ldsung) verglichen. Alle
Proben wurden in der gleichen Art vorbehandelt, also auf dem Rollenmischer
bewegt und simultan belichtet.

Die Ergebnisse aus 7 Experimenten mit verschiedenen Blutspendern sind in der
Abbildung 9 dargestellt. Hypericin, in ansteigenden Konzentrationen, reduziert den
Elongationskoeffizienten [E] Uber einen weiten Bereich des applizierten Scher-
stresses. Bei sehr hoher Schubspannung erscheint die Reduktion der Elongation
jedoch geringer im Vergleich zum Bereich zwischen ca. 20 und 120 dyn/cmz.
Setzt man die E-Werte der belichteten Kontrollen gleich 100 % und tragt die Zu-
oder Abnahme des Elongationskoeffizienten gegen die Schubspannung auf, so
erhalt man fur die Wirkung der belichteten Hypericinproben die in Abbildung 10
(oberer Bildteil) wiedergegebenen Kurven. Die Kurven, die die Effekte von
Hypericinkonzentrationen von 1.65, 4.96 und 16,50 pM/lI beschreiben, zeigen
einen biphasischen Verlauf. Bis zu 3 dyn/cm2 erkennt man eine relative Zunahme
des Elongationskoeffizienten (ca. 125 % bei 16,50 uM/l), gefolgt von einer
Abnahme, die bei 8.4 dyn/cm2 am deutlichsten ausgepragt ist (ca. 60 % bei 16,50
pM/I).

Mit héherer Schubspannung wird die ElongationseinbufRe zunehmend geringer.
Bei der maximalen Schubspannung (435 dyn/cm?) ist der Hypericineffekt in
belichteten Proben nur noch sehr klein. Durch doppelt reziproke Darstellung der
Elongationskurven (entsprechend dem Lineweaver-Burk-Plot) laf3t sich der
maximal erreichbare Elongationskoeffizient - und damit die maximale Verformbar-
keit der Erythrozyten - ermitteln (4). Aus einer entsprechenden Analyse der Daten
ergab sich, dall die maximale Verformbarkeit durch Hypericin - auch unter
Belichtung - nicht verandert wird.

Der untere Teil der Abbildung 10 zeigt die Dosis-Wirkungskurven fur hypericinbe-
handelte Blutsuspensionen. Da der deutlichste Effekt bei Scherraten von 8.4
dyn/cm? lag, werden nur die Daten fiir diese Scherbelastung dargestellt. Bei be-
lichteten Proben nimmt die Wirkung (Reduktion des Elongationskoeffizienten “E")
dosisabhangig zu. Dieser Effekt ist schon bei einer Konzentration von 0.5 uMol/l
statistisch signifikant. Das Maximum der Wirkung, erreicht bei 16.5 puMol/l, betragt
ca. 40 %. Bei abgedunkelten Proben [t sich im untersuchten Konzentrationsbe-
reich keine signifikante Wirkung nachweisen.
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Abbildung 9: Elongation in Abhangigkeit von der Schubspannung. Wirkung von
Johanniskraut, entsprechend Hypericinkonzentrationen von 0.5 bis 16.5 uMol/l.
Effekt des Hypericins nach 30-minutiger UVA-Belichtung. Schon ab 4.96 pM/l ist
eine deutliche Elongationsverminderung sichtbar. Aus der unteren logarithmi-
schen Darstellung erkennt man, dal3 diese Veréanderungen im Bereich von 5 bis
400 dyn/cm? liegen, wobei die deutlichste Veranderung bei ca. 8 dyn/cm? liegt.
Mittelwert und Standardabweichung aus n = 7. Zur ubersichtlicheren Darstellung
wurde auf die Wiedergabe aller Standardabweichungen verzichtet. Die Effekte im
Schubspannungsbereich < 20 dyn/cm?® werden in der halblogarithmischen Darstel-
lung deutlicher (Abbildung 9 unten). Hierbei fallt auf, dal3 die starkste Wirkung zwi-
schen 7 und 10 dyn/cm? auftritt.



Ergebnisse 22

140

Hypericinkonzentrationen
130 —5— 0.50 pM/l .

N - —o— 1.65 uM/l
120 — 1\ o 4.96 M/l

—o—16.50 pMl

110+

= —r
l

100

90 -

Kontrolle = 100%

80

70

60 =

Relative Abnahme/Zunahme von “E”

50 ™ T T T T T T T T T T T T T T T T
1 10 100

Schubspannung [dyn/cm?]

50

—&— belichtet [5.4 Joule/cm?]
—e&— unbelichtet

40

30

20

bei 8,4 dyn/cm?

10

Relative Abnahme von “E”

o
|

1 Hypericin [uM/1] 10

Abbildung 10: Oberer Bildteil: Prozentuale Abweichung der Elongtionswerte in Ab-
hangigkeit von der Schubspannung. Wirkung von Hypericin bei einer Belichtung
von 5.4 Joule/cm?. Die unbelichteten Kontrollen wurden gleich 100 % gesetzt. Mit
steigender Konzentration wird die Wirkung in Form einer oszillierenden Funktion
deutlich. Datensatz wie in Abbildung 9 gezeigt (Mittelwerte +/- SD).

Unterer Bildteil: Dosis-Wirkungs-Kurve zur Abnahme des Elongationskoeffizienten
bei einer Scherrate von 8.4 dyn/cm? (Mittelwerte +/- SD). Dosisabhangige Wir-
kung des Hypericins unter Belichtung. Keine statistisch signifikante Wirkung bei
den unbelichteten Proben.
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3.4. Die Wirkung von Hypericin in oxygeniertem und desoxygeniertem Blut
Die Frage, ob die photosensitierende Wirkung von Hypericin die Anwesenheit von
Sauerstoff voraussetzt, wird in der Literatur kontrovers diskutiert (23, 53). Um
dieser Frage weiter nachzugehen, wurde unter Benutzung unseres Versuchs-
modells die Wirkung von Hypericin an oxygeniertem und desoxygeniertem Blut
untersucht. Die Desoxygenierung geschah durch Zugabe von Glukoseoxydase
(4400 I.U./ml Blutsuspension). Um eine Akkumulation von Wasserstoffperoxyd
(H202) zu vermeiden, wurde Katalase (24000 I.U./ml Suspension) hinzugefugt
(Reaktionsschema siehe Abbildung 11 oben). Die auf diese Weise desoxygenier-
ten Proben wurden durch Uberschichtung mit Argon vor einer Re-oxygenierung
geschutzt. Vor jeder Messung wurde das Viskosimeter des Laser-Diffraktoskops
ebenfalls mit Argon geflillt. Die oxygenierten Proben wurden 3 Minuten lang mit
reinem Sauerstoff durchperlt. Ihnen wurde Katalase und (statt Glukoseoxydase)
isotone Kochsalzl6sung zugesetzt.

Die Abbildung 11 zeigt die Wirkung von Hypericin in oxygenierten (Kreise) und
desoxygenierten (Quadrate) Blutproben.

Beim Vergleich der beiden unbestrahlten Probengruppen (geflllte Symbole) fallt
auf, dal3 die Desoxygenierung alleine bzw. die Anwesenheit von Glukoseoxydase
die Elongationskurve nach links verschiebt und bei niedrigen Schubspannungen
die Elongationswerte deutlich niedriger liegen.

Im Vergleich der beiden belichteten Probengruppen (offene Symbole) findet sich
die gleiche Linksverschiebung und Absenkung der Kurven. Betrachtet man die
Kurven der desoxygenierten Proben (Kreise), so fallt auf, da? zwischen belich-
teten und unbelichteten Blutsuspensionen kein signifikanter Unterschied in den
Elongationswerten vorhanden ist. Nur im Falle der oxygenierten Proben (Quadra-
te) tritt die lichtbedingte Hypericinwirkung (Senkung der Elongationswerte tber
einen weiten Bereich der Schubspannung) ein.

3.5. Die Wirkung von GSH und Hypericin bei unbelichteten Proben

Um herauszufinden, ob es mdglich ist, die photosensitierenden Eigenschaften des
Johanniskrauts - zumindest teilweise - aufzuheben, untersuchten wir den Einfluf3
von reduziertem Glutathion (GSH). Dieses kdrpereigene Tripeptid spielt eine zen-
trale Rolle innerhalb der zellularen antioxydativen Mechanismen.

In Anwesenheit von 4.96 uM/lI Hypericin wurde zunéchst die Wirkung von auf-
steigenden GSH-Konzentrationen auf abgedunkelte Proben untersucht. Es zeigte
sich, daf’ unter diesen Bedingungen GSH mit steigender Konzentration die Elon-
gationswerte bei Schubspannungen >5 dyn/cm2 zu gré3eren Werten verschiebt
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Abbildung 11: Beziehung zwischen Elongation und Schubspannung. Vergleich der
Wirkung von Hypericin in oxygeniertem und desoxygenierten Proben. Die Desoxy-
genierung wurde durch Zugabe von Katalase und Glukoseoxydase erreicht (siehe
Reaktionsschema). Den oxygenierten Proben wurde statt Glukoseoxydase ein
NaCl-Aliquot zugesetzt.
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Abbildung 12: Beziehung zwischen Elongation und Schubspannung. Wirkung von
GSH (reduziertes Glutathion) in Anwesenheit von Hypericin (4.96 uM/l) ohne
Belichtung. Lineare bzw. logarithmische Skalierung der Schubspannung. Wegen
der besseren Ubersichtlichkeit sind die Standardabweichungen nur bei der GSH-
freien Kontrolle und der hochsten GSH-Konzentration dargestellt (n = 5).
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Abbildung 13: Beziehung zwischen Elongation und Schubspannung. Wirkung von
GSH (reduziertes Glutathion) in Anwesenheit von Hypericin (4.96 pM/l) nach
Belichtung. Lineare bzw. logarithmische Skalierung der Schubspannung. Wegen
der besseren Ubersichtlichkeit sind die Standardabweichungen nur bei der GSH-
freien Kontrolle und der hochsten GSH-Konzentration dargestellt (n = 5).
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(siehe Abbildung 12). Im Bereich von Schubspannungen < 4 dyn/cm? lagen die
gemessenen “E“-Werte deutlich unter denen der Kontrollen (kein GSH).

3.6. Die Wirkung von GSH und Hypericin bei belichteten Proben

Betrachtet man die entsprechenden Daten, gewonnen mit Proben, die - unter
sonst gleichen Bedingungen - dem UVA-Licht ausgesetzt waren (Abbildung 13),
dann wird deutlich, dal3 GSH die durch Hypericin bedingten Veranderungen der
Elongationswerte weitgehend antagonisieren kann. Der Elongationskoeffizient
steigt bei hohen und sinkt in niedrigen Schubspannungen. Bei einer Konzentration
von 1.17 uM GSH/I konnte die Wirkung von 4.96 uM Hypericin/l Gber den gesam-
ten Bereich der applizierten Schubspannung — einschlie3lich der Werte < 5
dyn/cmz? - aufgehoben werden.
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4. Diskussion

Die vorgelegten in vitro Untersuchungen zeigen, dal3 Hyperforat keine signifikan-
ten Veranderungen der Erythrozytenflexibilitdt (gemessen als Elongationsindex
“E”) bewirkt. Erst durch Belichtung mit einer Leuchtstofflampe, die vorwiegend
UVA-Licht abstrahlt, verringern sich die Elongationswerte im Vergleich zu den un-
belichteten Kontrollen. Im Bereich hoher Schubspannungen sind diese photo-
induzierten Effekte allerdings gering. Die Extrapolation der hyperbolischen Elon-
gationskurve gegen « (doppeltreziproke Darstellung, nach (4)) zeigt, dal3 die ma-
ximale Verformbarkeit nicht verandert wird. Dies spricht dafiir, daf3 sich die visko-
elastischen Eigenschaften der Erythrozyten Uber einen weiten Schubspan-
nungsbereich durch die Photosensibilisierung nicht geandert haben. Der auffallig-
ste Effekt ist die lichtbedingte Reduktion der Elongationswerte, gemessen bei
sehr kleinen Schubspannungen mit einem Maximum des Effektes bei 8.4 dyn/cm2
(siehe Abbildung 10).

Wie aus den Untersuchungen von Bayer und al. (4) hervorgeht, ist die Lage der
Erythrozyten nach Einflllen in ein Viskosimeter in Hinblick auf ihre Lage im Raum
rein zufallig. Bei randomisierter Verteilung im Raum ergibt sich damit ein mehr
oder weniger rundes Beugungsbild mit einem Elongationskoeffizienten um “0”".
Liegt eine geringe Schubspannung an, so haben die Erythrozyten die Neigung,
sich horizontal im Spalt des Searle-Viskosimeters auszurichten, wobei sie dem
Laserstrahl ihre schmale Seite prasentieren. Dadurch ergeben sich beispielsweise
bei einer Schubspannung von 1 dyn/cm2 Elongationsindizes von ca. 0.3, obwonhl
die Erythrozyten durch diese Schubspannung noch nicht gedehnt wurden (siehe
z.B. Abbildung 8). Mit zunehmender Schubspannung kippen mehr und mehr Ery-
throzyten um 90°, wobei sie sich nun als Scheiben darstellen. Mit dieser Orientie-
rung im Raum beginnt die eigentliche elliptische Verformung durch die tangential
angreifende Schubspannung. Hierbei wird ein Minimum des Elongations-
koeffizienten bei ca 5 dyn/cm2 durchlaufen. Bei einer Schubspannung von 20 bis
25 dyn/cm? ist unter physiologischen Bedingungen und bei gesunden Probanden
der Orientierungsprozel3 abgeschlossen. Eine eindeutige Beurteilung der vis-
koelastischen Eigenschaften der Erythrozyten ist dementsprechend nur bei Be-
trachtungen von Schubspannungen > 25 dyn/cm? sinnvoll.

Der starke Effekt des hypericinhaltigen Extraktes bei niedrigen Schubspannungen
lalkt sich daher als Veranderung von Zelleigenschaften erklaren, die hohere
Schubspannungen zur Orientierung im laminéaren Stromungsprofil erfordern. Wel-
che Parameter dieser lichtinduzierten Wirkung des Hypericins zugrundeliegen,
kann aus diesen Untersuchungen nicht unmittelbar abgeleitet werden. Es liegt je-
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doch die Vermutung nahe, daf} eine Umwandlung normozytarer Erythrozyten in
Echinozyten vorliegt.

Karzlich konnte gezeigt werden, dal3 durch hyperosmolare Losungen entspre-
chende Veréanderungen der Elongationskurve hervorgerufen werden, wahrend hy-
poosmolare Inkubationsmedien (unter Bildung von Sphéarozyten), den Orientie-
rungsvorgang erleichtern, bzw. vollig aufheben (7). Oxydativer Stref3 (Ozon, H,0,)
fuhrt — &hnlich wie die lichtinduzierte Wirkung von Hypericin - zu Veranderungen
in der Orientierungsphase, welche durch Senkung der Osmolaritat der Suspen-
sion aufgehoben werden kann (7). Zur Bestatigung dieser Hypothese sollte der
Versuch unternommen werden, die photoinduzierte Wirkung des Hypericins bei
unterschiedlichen Osmolaritaten der Suspension zu messen, bzw. durch Dichte-
zentrifugation die Veranderungen des zellularen Wasserhaushaltes abzuschéatzen.
Es wird vermutet, daf3 eine Verminderung der Erythrozytenflexibilitat zu einer St6-
rung der Mikroperfusion fuhren kann. Inwieweit die hier beschriebene Verande-
rung der mechanischen Eigenschaften einen negativen Einfluld haben kann, a3t
sich nicht ohne weitere Untersuchungen abschatzen. Sollte tatsachlich eine Bil-
dung von Echinozyten vorliegen, so kommt auf der einen Seite ein negativer Pro-
zel3 durch Reduktion der Verformbarkeit (bedingt durch die innere Viskositatszu-
nahme und Formé&nderung der Erythrozyten), auf der anderen Seite ein positiver
Effekt durch die Verkleinerung von Zellvolumen und -grof3e in Betracht.

In diesem Zusammenhang erhebt sich die Frage, ob in vivo ein entsprechender
Effekt Uberhaupt vorstellbar ist, denn die menschliche Haut ist — insbesondere flr
kurzwelliges Licht — nur begrenzt durchlassig. Die Abbildung 14 zeigt, dal’ einge-
strahltes UVA-Licht (Hauptemissionsbereich der verwendeten Lichtquelle, siehe
Abbildung 3) zu ca 20 % die Epidermis durchdringt und bis weit in das stratum
papillare des Coriums vordringt. Somit werden also auch die Kapillaren und das
darin stromende Blut erreicht. Im sichtbaren Bereich wird durch die Epidermis
vergleichsweise wenig Licht absorbiert, so dal’ bis zu 77 % der Strahlung in das
Corium mit seinen Kapillaren vordringt. Das emittierte Licht der verwendeten
UVA-Leuchtstofflampe TL29D16/09 zeigt im sichtbaren Bereich nur eine geringe
Leistungsdichte, jedoch mit Peaks bei 403, 435, 546 und 576 nm.

Man kann demnach davon ausgehen, daf} ein Teil des eingestrahlten Lichtes in
vivo ebenfalls die Erythrozyten im langsam stromenden Kapillarblut erreicht und
damit die Voraussetzung schafft - in Wechselwirkung mit Hypericin sensibilisier-
ten Erythrozyten -, die in vitro beschriebenen Effekte zu entfalten.

Es mul3 jedoch hervorgehoben werden, daf3 die von uns verwendeten Konzentra-
tionen des lipophilen Hypericins um ein Vielfaches hdher lagen, als bei einer ein-
maligen therapeutischen Anwendung am Menschen. Nach unserem Ermessen ist
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eine Wirkung in vivo nur dann zu erwarten, wenn eine Akkumulation von Hypericin
im Cytosol bzw. in Membranen der Erythrozyten erfolgt. In der Literatur finden sich
speziell daruber keine entsprechenden Angaben. Zellmembranen von Viren (52),
Carcinomzellen (39, 53, 56) und Mitochondrien (52) reichern allerdings Hypericin
an. Auch der langsame Wirkungseintritt sowohl der antidepressiven als auch der
hautsensitivierenden Wirkung und die auch noch danach fur ca. 7 Tage fortbeste-
hende Wirkung nach Absetzen (46), spricht fur eine Akkumulation in unterschiedli-
chen Korperzellen, vor allem in deren Lipidanteilen (34, 59).

Uv-C |[UV-B W - A Wik IR - A IE-D IR -C
A

Epidermis

Corium

Subcuts

Abbildung 14: Transmission von Licht durch die Haut in Abhangigkeit von der
Wellenlange (nach 49).

In den bis heute vorliegenden Untersuchungen zur photodynamischen Wirkung
des Hypericins wurde zur Belichtung in der Regel sichbares Licht, entweder mo-
nochromes Licht in der Nahe der Absorptionmaxima von 550 und 590 nm (2, 13,
14, 20, 52), oder die Absorptionsmaxima einschlieend (540 bis 610 nm, (22, 23,
42)), oder breitbandig von 360 bis 700 nm (1, 3, 31, 37, 48, 52, 53) verwendet.
Obwohl Hypericin ein weiteres Absorptionsmaximum bei ca. 340 nm zeigt (47)
und eine extensive Bildung von Singulett Sauerstoff in diesem Wellenlan-
genbereich beschrieben wurde (52), ist UVA-Licht zur Erzeugung einer Photosen-
sibilisierung bis heute nicht eingesetzt worden. Da die UVA-Leuchtstofflampe
auch im sichtbaren Bereich emittiert (Peaks bei 435, 546, 576), wobei der Emissi-
onspeak von 546 sehr dicht bei einem der Absorptionsmaxima des Hypericins
liegt, bleibt unklar, ob die beobachteten Effekte durch UVA-Bestrahlung, durch
den sichtbaren Anteil oder durch beide bedingt sind.
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Die Frage, ob die photoinduzierte Wirkung des Hypericins an die Anwesenheit von
Sauerstoff gebunden ist, wird kontrovers diskutiert (23, 53). Unsere Ergebnisse
zeigen eindeutig, dald in desoxygeniertem Blut eine lichtbedingte Wirkung von
Hypericin nicht auftritt (Abbildung 11). Es muf3 allerdings betont werden, dal3 die
hier gezeigten Ergebnisse zunéchst widerspruchlich waren. Nach Zugabe von
Glucoseoxydase in niedrigen Konzentrationen (< 4400 i.U./ml Suspension) konnte
eine photosensitierende Wirkung des Hypericins gemessen werden (auf die Dar-
stellung dieser Ergebnisse wurde in Kap. 3 verzichtet). Erst hohe Glucoseoxy-
dasekonzentrationen — vermutlich verbunden mit einer weiteren Senkung des
pO, — konnten die Abhangigkeit der Hypericinwirkung von Sauerstoff bestatigen.
Der Sauerstoffpartialdruck wurde in dem vorliegenden Versuchsansatz nicht be-
stimmt, so dald Aussagen Uber die Abhangigkeit vom pO; nicht getroffen werden
kénnen.

Ob reduziertes Glutathion den hier beschriebenen photodynamischen Effekt auf
die Erythrozyten reduziert oder verhindert, 1&3t sich anhand der vorliegenden Ver-
suche nicht eindeutig beantworten. Dies liegt daran, dal GSH per se eine dem
photodynamischen Effekt entgegengesetzte Wirkung zeigt, namlich eine Redukti-
on des Elongationskoeffizienten bei niedrigen Schubspannungen und eine Steige-
rung bei hohen Schubspannungen (siehe Abbildung 12). Es ist jedoch auffallend,
dald in Anwesenheit von GSH, z.B. in einer Konzentration von 1.17 pmol/l eine
photodynamische Wirkung von Hypericin (4.96 pmol/l) nicht mehr auftritt (siehe
Abbildung 13).
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Zusammenfassung

Mit Hilfe der Laserbeugung wurde in der vorliegenden Arbeit die photodynamische
Wirkung eines Johanniskrautextraktes (Hyperforat”) mit standardisiertem Hype-
ricingehalt auf die Verformbarkeit humaner Erythrozyten untersucht. Die Photo-
sensitierung erfolgte mit Hilfe eines handelsiiblichen Gesichtsbrauners, der vor-
wiegend Licht im UVA-Bereich emittiert.

Aus den vorliegenden in vitro Versuchen konnten folgende Erkenntnisse gezogen
werden :

¢

Eine UVA-Belichtung von 30 min bei einer Leistungsdichte von 3 mW/cm? be-
wirkt keine Veranderung der Erythrozytenverformbarkeit (Elongationswerte).
Die Zugabe von Hyperforat (0.50 — 15.50 pmol/l) zur Erythrozytensuspension
bewirkt keine signifikante Veranderung der gemessenen Elongationswerte, so
lange die Proben vor Lichtexposition geschutzt werden.

Bei dem hier genutzten Versuchsmodell ist der photodynamische Effekt des
Hypericins durch eine Senkung des Elongationskoeffizienten [E] bei niedrigen
Schubspannungen charakterisiert. Die maximale Verformbarkeit bleibt erhal-
ten. Dieser Effekt I&R3t sich als eine Stérung der Orientierung der Zellen im la-
minaren Strom interpretieren. In Analogie zu den Effekten hyperosmolarer L6-
sungen wird postuliert, daf3 die Photosensitierung durch eine Echinozytose
bedingt ist.

In desoxygeniertem Blut oder bei Anwesenheit von reduziertem Gluthation
(2.127 pmol/l) liel3 sich kein entsprechender photodynamischer Effekt des Hy-
pericins nachweisen.

In Hinblick auf mdgliche in vivo Photosensitierung wird die Tatsache diskutiert,
dal3 die Transmission der Haut im UVA-Bereich zwar sehr gering ist, so dal3
nur etwa 20 % des Lichtes die Kapillaren und damit die Erythrozyten erreichen
durften. Da Hypericin als lipophiler Wirkstoff sich in Zellmembranen und intra-
zellularen Kompartimenten anreichert, ist anzunehmen, dafd dies auch fur die
Erythrozyten zutrifft. Somit ist nicht auszuschlieB3en, dal’ bei niedrig dosierter
Dauertherapie eine Photosensitierung der Erythrozyten mit entsprechenden
Veranderungen der Zelleigenschaften eintritt. Da die Flexibilitat der Erythro-
zyten nur geringflgig, die Orientierung im laminaren Strom dagegen deutlich
beeinflu3t wird, ist eine Stérung der Mikroperfusion kaum zu erwarten.
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SS88 — WS 89/90 Medizinstudium an der Universitat Marburg

SS90 Physikum an der Ruhr Universitat Bochum

WS 90/91 — SS91  Medizinstudium an der Universitat Essen

WS 91/92 — SS 95  Medizinstudium an der Heinrich-Heine-Universitat Dussel-
dorf

Mai 1995 3. Staatsexamen

Famulaturen: Evangelisches Krankenhaus Disseldorf (Innere Medizin, 4 Wo-
chen).
Oak Hill Hospital Spring Hill, USA (Chirurgie, Orthopadie, Anas-
thesie, Pathologie und Radiologie, 6 Wochen).
Internistische und naturheilkundliche Praxis (Dr. Richter, Dussel-
dorf, 3 Monate).

Praktisches Jahr (PJ): Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf: Innere Medizin,
Hamatologie, Onkologie, Chirurgie, Psychosomatik (Wahlfach).

Arztin im Praktikum (AiP): Institut fir Lasermedizin der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf (7 Monate), Internistisch-naturheilkundliche Praxis Dr.
Caratti, Dusseldorf (12 Monate).

Oktober 1997 Approbation zur Arztin

Berufliche Tatigkeiten

Seit 1982 Selbststandige Heilpraktikerin und Gymnastiklehrerin






