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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Sekundare Pflanzenstoffe sind in erster Linie fur den Fortbestand der
Pflanzen in ihrer Umwelt verantwortlich, sind strukturell vielfaltig und werden
nach ihrer biogenetischen Herkunft in Stoffklassen wie etwa Alkaloide,
Flavonoide oder Terpenoide gruppiert (Hartmann, 1985). Somit tragen sie
wesentlich zur Chemodiversitat der Pflanzen bei. Dariber hinaus sind viele
dieser sekundéaren Stoffe aufgrund ihrer pharmakologischen Wirkung auch fur
den Menschen bedeutsam (Watzl & Leitzmann, 2005). Haufig werden Sekun-
darstoffprofile zur Charakterisierung von Arten und Gattungen herangezogen
und chemosystematisch interpretiert. Flavonoide kommen sowohl in Geweben
(meist als Glykoside) sowie in Drusenexkreten (meist als freie Aglyka) vor
(Valant-Vetschera & Brem, 2006; Vetschera, 1999).

Die Familie der Solanaceae umfasst neben den bekannten toxischen
Pflanzen (Nicotiana) auch eine Reihe von Nutzpflanzen, wie etwa Kartoffeln,
Auberginen etc. Die bekannten Hauptwirkstoffe sind Alkaloide aus unter-
schiedlichen Derivatgruppen. Weniger bekannt ist das Vorkommen von Exkret-
flavonoiden, welche zumeist auf Blattern als Produkt sezernierender Drisen
akkumuliert werden. Bislang konnten fir einige Gattungen (z.B. Nicotiana,
Solanum, Datura) entsprechende Nachweise erbracht werden. Speziell
Nicotiana- und Solanum-Arten wiesen komplexere Flavonoidprofile auf, jedoch
konnte nicht in allen untersuchten Arten das Vorkommen von Exkretflavonoiden
nachgewiesen werden (Wollenweber et al., 2005). In Fortfihrung dieser Unter-
suchungen sollten nunmehr Arten der Gattung Brugmansia Pers., welche mit
der Gattung Datura eng verwandt ist, erstmalig diesbeziglich analysiert
werden. Die Flavonoidprofile der Exkrete bisher untersuchter Arten der Gattung
Datura weisen allerdings nur wenige Flavonoide in eher geringeren Mengen auf
(Wollenweber et al., 2005).

Das Hauptinteresse dieser Arbeit galt zunéachst der Entwicklung unter-
schiedlicher analytischer und praparativer Methoden zur Isolierung sowie der

Strukturaufklarung von Exkretflavonoiden. Dies war umso wichtiger, als in
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friheren Arbeiten vorwiegend dinnschichtchromatographische Vergleiche zur
Erfassung der Exkretflavonoidprofile herangezogen wurden, welche mit der
empfindlicheren HPLC-Analytik deutlich besser erfassbar sein sollten. Nachdem
Exkretflavonoide meist durch sezernierende Driisenhaare von der Pflanze nach
aullen abgegeben werden, bietet das Vorhandensein dieser Strukturen einen
ersten Anhaltspunkt bei der Suche nach Exkretflavonoiden, weshalb dieser

Punkt ebenfalls zu beriicksichtigen war.

Weiters wurde der Fokus dieser Arbeit auf Tropanalkaloide gelegt,
welche besonders héaufig in Solanaceae vorkommen. lhre toxische Wirkung ist
sowohl fur den pflanzlichen Organismus (als Fral3schutz) als auch fur den
Menschen (pharmazeutische Wirkung) von Bedeutung. Nach
Literaturergebnissen reduziert das Tropanalkaloid Scopolamin das Wachstum
der Generalisten Spodoptera exigua Hubner und S. frugiperda Smith, Ubt
jedoch keine Wirkung auf den Generalisten Heliothis zea Boddie oder den
Spezialisten Manduca sexta L. aus. Untersuchungen mit S. frugiperda zeigten
ebenfalls wachstumshemmende und letale Wirkung bei Verabreichung von
Blattextrakten der B. suaveolens (Willd.) Bercht. & C.Presl| (Alves et al., 2007).
In der vorliegenden Arbeit sollten daher Bioassays mit einem anderen
Generalisten, S. littoralis durchgefuhrt werden, um auf insektizide Wirkung zu
testen. Bei S. littoralis handelt es sich um einen bedeutenden Agrarschadling in
Tomatenkulturen (Harborne, 1995; Jandl, 1993), weshalb hier Vergleiche

zwischen diesen verwandten Gattungen vielversprechend erscheinen.

Neben dem methodischen Teil und der Darstellung der Ergebnisse
werden Uberdies wichtige Hintergrundinformationen zur Botanik der Gattung
Brugmansia und der Familie Solanaceae gegeben sowie die wichtigen
Stoffklassen der Flavonoide und Alkaloide umfassend dargestellt. Insbesondere
wird auch auf die Wirkung dieser Stoffe in der menschlichen Ernahrung

eingegangen und die pharmakologischen Aktivitaten beleuchtet.
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2 SYSTEMATIK & MORPHOLOGIE

2.1 SYSTEMATIK UND MORPHOLOGIE DER FAMILIE
SOLANACEAE

2.1.1 Systematik der Solanaceae

Die Familie der Solanaceae (Nachtschattengewachse) umfasst mehr als
90 Gattungen mit rund 2000 Arten. In dieser Familie findet man krautige
Pflanzen, Straucher, Lianen und Baume (Heywood, 2007). Solanaceae sind
fast weltweit verbreitet, besonders findet man sie in tropischen und gemaéafigten
Zonen. Da in Mittel- und Sidamerika mehr als 40 Gattungen endemisch sind,
geht man davon aus, dass die Familie dort ihren Ursprung hat (Heywood,
1982).

Abb. 1: Verbreitung der Solanaceae (www.mobot.org)

Solanaceae sind in der Ordnung Solanales die grof3te Familie neben
Convolvulaceae, Hydroleaceae, Montiniaceae und Sphenocleaceae (Heywood,

2007; www.mobot.org). Laut phylogenetischer Untersuchung (DNA-Sequenzen:

rbcL), stehen die Convolvulaceae den Solanaceae am nachsten (Heywood,
2007; Savolainen et al., 2000).

Die taxonomische Untergliederung der Familie Solanaceae ist noch nicht

zur Ganze geklart und Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Traditionell
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werden die beiden Unterfamilien Cestroideae und Solanoideae, basierend auf
Samen- und Embryomerkmalen, unterschieden (Haegi, 1986; Heywood, 2007;
Olmstead et al., 2008). Aufgrund molekularer Untersuchungen (Chloroplasten-
DNA-Sequenzen: rbcL und ndhF) ergibt sich eine Gliederung in 7 Unterfamilien
mit insgesamt 20 Triben (Olmstead et al., 1999). Wahrend die Familie nach
Hunziker (2001) in 6 Unterfamilien mit 21 Triben gegliedert ist, legen andere
molekularsystematische Studien (Chloroplasten-DNA-Sequenzen: ndhF und
trnLF) eine Gliederung in 4 Unterfamilien mit 14 Triben nahe. Viel diskutierte
Gattungen wie Goetzea, Nolana, Duckeodendron und Sclerophylax werden
nach diesen Ergebnissen der Familie der Solanaceae zugeordnet (Olmstead et
al., 2008).

2.1.2 Morphologie der Solanaceae

Die Blatter der Solanaceae sind in Gréf3e und Form mannigfaltig, gewdhnlich
einfach oder verschiedenartig geteilt und wechsel- oder manchmal auch gegen-
standig. Nebenblatter sind nie vorhanden. Thyrsen und cymdse Infloreszenzen
sind fur die Familie der Solanaceae typisch. In einigen Féllen treten auch
Einzelbliten auf (z. B. bei Datura L.). Die Bluten sind zwittrig, meist radiar und
bestehen haufig aus 5 Sepalen und 5 Petalen, welche teilweise und auf ver-
schiedene Arten miteinander verwachsen sein konnen. Die Kronenform
erscheint rund und flach, glocken- oder réhrenférmig, selten auch zweilippig.
Die Staubbeutel der 5 (selten 4) Uberwiegend gleichlangen Stamina berihren
sich meist, jedoch ohne zu verkleben. Die oberstandigen Fruchtknoten
bestehen aus 2 (selten 3 bis 5) verwachsenen Karpellen, mit meist 2 oder mehr
Fachern, und sind im Allgemeinen mit zahlreichen zentralwinkelstandigen Sa-
menanlagen ausgestattet. Es ist nur ein Griffel vorhanden. Die vielsamige
Frucht ist eine Beere oder selten eine Kapsel. lIhre glatten oder vernarbten
Samen sind reich an Endosperm (Bhattacharyya & Johri, 1998; Heywood,
1982; Heywood 2007). Viele Arten der Solanaceae weisen drisenartige

Trichome (Drisenhaare) auf (Wollenweber et al., 2005).
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2.2 SYSTEMATIK UND MORPHOLOGIE DER GATTUNG
BRUGMANSIA

2.2.1 Systematik und Nomenklatur der Gattung Brugmansia

Die hier untersuchte Gattung Brugmansia Pers. ist ebenso wie die nah
verwandte Gattung Datura L. innerhalb der Unterfamilie Solanoideae dem
Tribus Datureae zugeordnet, wobei Brugmansia ca. 6 Arten und Datura 11
Arten umfasst (Olmstead et al., 2008). Der Tribus Datureae selbst ist von den
anderen Triben Solaneae, Capsiceae, Physaleae und Salpichroina stark abge-
grenzt. Die Wildarten von Brugmansia und ihre natirlichen Hybriden kommen
vom Meeresniveau bis Uber 3000 m Seehdhe in den Anden, von Kolumbien,
Ecuador, Peru und mdglicherweise auch in Bolivien, vor (Hunziker, 1979). Die
meisten Arten der Gattung Datura sind im sidlichen Teil von Nordamerika, in
sudostlichen Staaten von Amerika bis Mexiko und Zentralamerika, sowie auf
den Karibischen Inseln vertreten. Im Gegensatz zu diesem relativ gut abge-
grenzten Gebiet, werden zwei Arten von entfernteren Gebieten angegeben: D.
ferox L. in China und D. metel L. im sidlichen Zentralasien. D. leichhardtii F.
Muell. Ex Benth. soll nicht nur in Zentralamerika, sondern auch in Australien

beheimatet sein (Symon & Haegi, 1991).

Die Taxonomie und Nomenklatur von Brugmansia war im Laufe der Zeit
starken Veranderungen unterworfen. Linné (1753) beschrieb die heutige
Brugmansia zunachst als Datura arborea. Spéter fasste Persoon alle baum-
artigen, mehrjahrigen Arten in der Gattung Brugmansia zusammen. Fur
Bernhardi waren die Grinde einer Abtrennung als eigene Gattung jedoch nicht
ausreichend. Er ordnete Brugmansia 1833 erneut der Gattung Datura zu
(Lockwood, 1973; Preissel & Preissel, 1997). Auch Safford bezeichnete
Brugmansia als ,baumartige Datura’ und stellte sie 1921 zur Gattung Datura.
(Luna-Cavazos et al., 2009; Safford, 1921). Die Diskussion uber die Abtren-
nung der Brugmansia von der Gattung Datura wird bis heute kontrovers
diskutiert. Demnach wird wiederholt die Eigenstandigkeit der Gattung

Brugmansia angezweifelt. Zwischenzeitlich wurde weiters die (heute ungiiltige)
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Gattung Pseudodatura von Zijp eingefuhrt (Lockwood, 1973). Schlie3lich ent-
schied sich Lockwood 1973 fur die Zusammenfassung aller baumartigen (als
Abgrenzung zu krautigen) Arten in die eigene Gattung Brugmansia, welche in
der Literatur grof3teils nach seinen Vorgaben gefuhrt wird (Lockwood, 1973;

Luna-Cavazos et al., 2000; Preissel & Preissel, 1997).

Die endgultige Abklarung der taxonomischen Position von Brugmansia,
namlich ob sie als eigenstandige Gattung oder doch nur als Sektion der
Gattung Datura aufzufassen ware, regte zu weiteren Untersuchungen an. So
untersuchte Mino (1994) mit Hilfe des Edman-Abbaues die Aminosauresequenz
des Ferredoxins von D. arborea L. Dabei stellte er 3 bis 4 Unterschiede zu D.
stramonium L. und D. metel L. fest. Diese Analyse gab ihm den Hinweis dafr,
der Meinung von Bernhardi und Safford zu folgen und die ,baumartigen
Daturae’ nicht als eigenstdndige Gattung zu fiuhren. Dennoch sprechen
traditionelle biogeographische, morphologische und genetische Ergebnisse flr
die Aufrechterhaltung der Gattung Brugmansia (Persson et al., 1999). Auch die
pollenmorphologischen Differenzierungen ergaben weitere Hinweise zur

Trennung der beiden Gattungen (Persson et al., 1999).

Nach Mace (1999) formt Brugmansia aufgrund Untersuchungen der
Amplified Fragment Length Polymorphism Methode (AFLP technique) eine
eigenstandige Gruppe, stark abgegrenzt zur krautigen Gattung Datura. Die
Ahnlichkeit der beiden Gruppen betragt demnach nicht mehr als 20%. Dieses
Resultat wurde auch durch eine phytochemische Studie bekréftigt. Blatter von
Brugmansia-Arten beinhalten demzufolge hdhere Konzentrationen an 3,6-di-
substituierten Tropanen sowie B-isomerischen Tropanestern, die in Datura-
Arten kaum nachgewiesen werden konnten. Die ahnliche Alkaloid-
Zusammensetzung in den Wurzeln der Gattung Brugmansia und der Sektion
Dutra weisen auf die enge Beziehung der beiden hin, wahrend das Alkaloid-
Derivatmuster der Sektion Stramonium von beiden abweicht. (Doncheva et al.,
2006). Das Ergebnis aktueller phylogenetischer Untersuchungen auf Basis der
Chloroplasten DNA-Regionen (ndhF und trnLF) bestatigt ebenso die Beibe-

haltung von Brugmansia als eigenstandige Gattung. Jedoch wurden in dieser
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Arbeit nur je 2 Arten pro Gattung mit Hilfe dieser Analyse untersucht (Olmstead
et al., 2008). Obwohl die bisherigen Arbeiten noch keine eindeutige Klarung der
taxonomischen Verhéltnisse brachten, wird mehrheitlich Brugmansia doch als
eigenstandige Gattung angesehen und damit der Auffassung Lockwoods
(1973) gefolgt.

2.2.2 Morphologie der Gattung Brugmansia

Die Arten und Hybriden der Gattung Brugmansia sind Straucher oder
kleine Baume, mit hangenden oder nickenden Bliiten. Die Fruchtknoten sind
bicarpellat und zweifacherig. Es werden trockene Beeren mit gro3en Samen (7
bis 12 mm lang und 5 bis 8 mm weit) gebildet, die meist eine dicke, korkartigen
Samenschale aufweisen (Hunziker, 1979). Die einzelnen Sepalen und Petalen
der Brugmansien sind normalerweise vollstandig miteinander verwachsen. Die
Blutenblatter bilden die Kronrdhre, die im vorderen Teil in den Blitensaum
Ubergeht. Dieser hat mehr oder weniger ausgepragte Zipfel, die durch die
Spitzen der miteinander verwachsenen Blutenblatter gebildet werden. Aufgrund
der Blutenkronenform, die von trompeten- und trichterformig tber réhrig reichen
kann, wird Brugmansia auch ,Engelstrompete’ genannt (Preissel & Preissel,
1997).

2.2.3 Bestaubung der Gattung Brugmansia

Die natirliche Bestaubung erfolgt bevorzugt von Nachtfaltern oder ver-
schiedenen kleinen Insektenarten. Darwin schrieb bereits 1889 von der
Bestaubung der Brugmansia durch langschnabelige Kolibris (Kodric-Brown et
al., 1984; Darwin, 2005). Bestauber (auf3er Kolibris) werden durch die Bluten-
farbe und den in frihen Abendstunden starker ausgepragten Duft angelockt.
Die Intensitat des Duftes ist von Art zu Art verschieden (Preissel & Preissel,
1997).
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2.2.4 Morphologische Unterscheidungsmerkmale: Brugmansia und Datura

Das wohl wichtigste Merkmal ist der verholzte strauch- und baumférmige
Wuchs von Brugmansia-Arten. Eine Pflanze kann bis zu 8 m Ho6he erreichen.
Im Gegensatz dazu sind Daturae krautige Pflanzen, die bestenfalls an der
Basis etwas verholzen und eine Hb6he von 1,5 m erreichen kdnnen. Weiters
sind Brugmansia-Arten langlebige Pflanzen, wahrend Daturae meist einjahrig
sind, oder durch unterirdische Speicherorgane tUberdauern. Die Blitenbildung
und -entwicklung von Brugmansia wird durch die Temperatur beeinflusst. Auf
Datura-Arten hingegen wirkt die tagliche Lichtmenge (Lichtdauer x Lichtstéarke).
Auch die Bliutenstellung ist eindeutig unterschiedlich: nickend bis vollstandig
hangend bei Brugmansia und aufrecht bei allen Datura-Arten. Die Kelchbasis
verbreitert sich wahrend der Fruchtreife bei Brugmansia nicht. Bei Datura-Arten
wachst dabei in der Regel die Basis zu einer Manschette heran. Ein typisches
Merkmal von Datura ist die meist bestachelte Kapselfrucht, welche sich
wahrend der Reifung 6ffnen kann. Brugmansien hingegen verfigen immer Uber
unbestachelte, stets geschlossene Beerenfriichte. Die Samenschale von
Brugmansia ist, im Gegensatz zu Datura, vorwiegend mit einer dicken, kork-
artigen Hulle umgeben. Diese Hiulle tritt bei Datura nicht auf (Preissel &
Preissel, 1997).

2.2.5 Merkmale der untersuchten Brugmansia-Arten

Generell ist die Abgrenzung der einzelnen Brugmansia-Arten und ihrer
Hybriden problematisch. Da die Blatter in ihrer Form, Grél3e oder ihrem Behaa-
rungszustand oft innerhalb der Art starker variieren als zwischen den Arten,
kénnen sie als Bestimmungsmerkmal in der Regel nicht herangezogen werden.
Auch GroRRe und Ausfarbung der Bliten einer Art lassen sich nie eindeutig
festlegen, da diese standig Erndhrungs-, Licht- und Temperaturschwankungen
unterliegen. Somit nehmen physiologische Faktoren und Umweltbedingungen
Einfluss auf die Auspragung morphologischer Merkmale (Preissel & Preissel,
1997; Shaw, 1999).
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Zur Bestimmung von Brugmansia-Arten und -Hybriden werden folglich
Merkmale herangezogen, die keinen wechselnden Umweltbedingungen

unterliegen (Preissel & Preissel, 1997):
e Offnung des Kelches
e Verengter Teil der Blitenkrone nach Kelchaustritt
e Form und Lange der Petalen
e L&nge der Blutensaumspitzen
e Blutenstellung
e Antheren
e Fruchtform

Nachfolgend werden die wesentlichsten Merkmale der untersuchten

Arten sowie deren Nomenklatur ndher beschrieben.

Brugmansia suaveolens (Willd.) Bercht. & C.Presl

1700-1804 Entdeckung wahrend der Amerikareise: Alexander von Humboldt
und Aimé Bonpland

1809 Erstbeschreibung durch Carl Ludwig von Willdenow unter dem
Namen Datura suaveolens

1823 Einordnung in die Gattung Brugmansia

B. suaveolens ist heute die wohl am weitesten verbreitetste unter den
Engelstrompeten. Diese reichblihende und grol3blttige Art sowie ihre Hybriden,
werden in Europa gerne kultiviert. Aufgrund ihrer Starkwichsigkeit und ihrer
relativ wetterunabhangigen, sicheren Blite ist sie als Zierpflanze besonders
beliebt. Da sie selbst im Winter (bei entsprechenden Licht- und
Temperaturverhaltnissen) bliht, eignet sie sich besonders gut fir die Bepflan-
zung von Wintergarten. lhre urspringliche Heimat ist die Kistenregion von
Sudostbrasilien (unter 1000 m), wo hohe Luftfeuchtigkeit, hohe Nieder-
schlagsmengen und hohe Temperaturen herrschen. Gegenwartig findet man B.

suaveolens in weiten Teilen von Sid- und Zentralamerika, Mexiko, der Karibik
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und im tropischen Afrika. Die Antheren von B. suaveolens sind nach dem
Offnen der Bliitenknospen miteinander verklebt (Abb. 2: F). Erst wahrend des
Verblihens beginnen sie sich voneinander zu l6sen. Dies gilt als sicheres
Erkennungsmerkmal fur B. suaveolens, da bei den anderen Arten die Staub-
gefale bereits zu Bluhbeginn einzeln und unverklebt sichtbar sind. Die
Blutenkronen sind vorwiegend weil3 bis cremeweil3, selten auch gelb oder rosa
gefarbt. Die nickende, manchmal sogar waagrechte Blutenstellung (Abb. 2: E)
ist typisch fur B. suaveolens und zahlt somit ebenfalls zu den sicheren
Erkennungsmerkmalen. Der Blitenbau sowie die in der Dammerung intensive
Duftauspragung und die leuchtende Blutenfarbe weisen auf Nachtfalter als
maogliche Bestauber hin. B. suaveolens bliht zwar schubweise, doch zeigt sie
sich nie zeitweilig blitenlos wie einige andere Arten. Als besonders stark
wachsende Art dieser Gattung erlangt sie eine Hohe von 5 bis 8 m. lhre Blatter
haben eine ovale bis elliptische Form und sind wenig behaart und glanzend.
Der glanzende Kelch ist leicht aufgeblasen, und verbreitert mit anndhernd
eckiger Form. Die langliche, spindelartige Frucht wird 10 bis 22 cm lang und
vertrocknet noch am Baum. Die naturliche Verbreitung des Samens erfolgt
durch Wind oder abflieRendes Wasser (Preissel & Preissel, 1997).

Brugmansia aurea Lagerh.

1893 Erstbeschreibung durch Nils Gustav Lagerheim

Ihre urspringliche Heimat liegt in den 2000 bis 3000 m hohen Anden-
regionen von Nordkolumbien, Venezuela und Ecuador. B. aurea ist sehr frost-
empfindlich und hat daher kihlere Gebiete nie besiedelt. Der Name aurea (lat.
,golden’) weist auf die meist gelbe Blitenfarbe hin. Alle Nuancen dieses Farb-
tons, von schwefelgelb, goldgelb tber apricotgelb bis hin zu cremeweild und
rosafarbigen Tonen, kdnnen auftreten. Die trompetenférmigen Bliten (Abb. 2:
B) sind von einer festen, wachsartigen Konsistenz und erreichen bis zu 29 cm
Lange. Ihre Blutenstellung ist nickend bis senkrecht hangend. Ihre Blutensaum-
spitzen werden 4 bis 8 cm lang und sind meist zurtickgerollt. Durch den be-
sonders intensiven Duft den B. aurea in der Dammerung abgibt, werden

Nachtfalter zur Bestdubung angelockt. An ihren Naturstandorten wurden oft-
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mals auch Kolibris bei der Bestaubung beobachtet. Der Kelch ist schwach be-
haart, glanzend, und bedeckt den réhrenférmigen basalen Teil der Blutenkrone.
Die Kelchoffnung ist zwei- bis fiunffach gezahnt. B. aurea weist keinen ver-
engten Teil der Blutenkrone nach dem Kelchaustritt auf. Die Frucht von B.
aurea ist langlich, eiférmig, und erreicht eine Lange von etwa 10 cm. Die
Verwitterung und natirliche Verbreitung erfolgt wie bei B. suaveolens. Obgleich
die Blatter von Brugmansia als Merkmalskriterium nicht herangezogen werden,
zeichnet sich B. aurea (im Vergleich zu anderen Arten) durch ihre aul3er-
gewobhnlich grofRen, imposanten Blatter (Abb. 2: A) aus (Preissel & Preissel,
1997).

Brugmansia candida Pers.

1799 in der ,Flora Peruviana’ erscheint eine Abbildung von Ruiz und Pavon
unter dem Namen Datura arborea

1805 Erstbeschreibung durch C.H. Persoon als Brugmansia candida
1973 erkannte T. E. Lockwood ihren Hybridcharakter (B. x candida)

B. x candida zahlt neben B. x insignis, B. suaveolens x B. versicolor und
B. x flava zu den Naturhybriden. B. x candida entstand aus der Kreuzung von
B. versicolor & B. aurea. In freier Natur kommt B. x candida nur an den west-
lichen und 6stlichen Hangen der ecuadorianischen Anden in 1000 bis 1500 m
Hohe vor. In diesen Gebieten waren die Elternpflanzen (B. versicolor & B.
aurea) nicht beheimatet. Erst der Mensch hat sie dort angesiedelt und es
erfolgte vermutlich eine Spontankreuzung der beiden Arten. Spétere
Kreuzungsversuche zwischen B. versicolor und B. aurea bestatigen den
Hybridcharakter von B. x candida. Angesichts ihrer positiven Eigenschaften
(dekoratives Aussehen, Umweltresistenz, Blite zwischen 0 und 2000 m See-
hohe) ist sie heute in Nordchile, Peru, Ecuador, Kolumbien, Zentralamerika,
Mexiko und auf den Karibischen Inseln zu finden. Auch in Afrika und Europa

wird sie kultiviert.



12 SYSTEMATIK & MORPHOLOGIE

Als Hybridpflanze zeigt sie Eigenschaften der beiden Elternarten. Alle
Variationsmaoglichkeiten sind denkbar. Da sich B. x candida gerne mit B.
versicolor und B. aurea ruckkreuzen lasst, konnen auch nur kleine Ver-
anderungen zu den Elternteilen sichtbar werden. Haufig kommt es zu folgenden
Auspragungen: Die Blute von B. x candida verstromt einen starken Duft und
wird zwischen 23 und 33 cm lang. Die Kronrohre weist keine oder nur eine sehr
schwache Verengung aufRerhalb des Kelches auf (Abb. 2: D). Der Kelchtyp hat
deutlich Ahnlichkeit mit B. versicolor. Er ist nur einseitig geschlitzt und hat eine
glanzende, behaarte Oberflache. Der Blitensaum ist stark erweitert und die
Blutensaumspitzen erreichen eine Lange von bis zu 6 cm. Das lateinische
,candidus’ bedeutet ,weil3’ und betont die meist schneeweil3e Blitenfarbe. Es
kénnen jedoch auch gelbe, apricot- oder rosafarbige Bliten vorkommen. Die
Blutenstellung ist hangend. Selten kommt es zu einer blitenlosen Zeit. Selbst
im Winter kann B. x candida bei geeigneten Temperaturen schubweise blihen.
Als Besonderheit dieser Hybridform sind manchmal geflllte Bliten vorhanden
Dabei treten zwei ineinander liegende Petalen auf (Abb. 2: C). Hinsichtlich der
Frichte finden sich alle Varianten, vom langlichen B. versicolor-Typ bis zu
eiférmigen B. aurea Frichten. Genau wie bei den oben beschriebenen Arten

vertrocknen auch diese Friichte am Baum (Preissel & Preissel, 1997).
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Abb. 2: charakteristische Merkmale verschiedener Brugmansia-Arten

A B. aurea: auBergewdhnlich grof3e Blétter; B B. aurea: trompetenférmige Blitenkronen; C B.
candida: ineinander liegende Petalen; D B. candida: keine Verengung der Kronrdéhre auf3erhalb
des Kelches; E B. suaveolens: nickende, manchmal sogar waagrechte Bliitenstellung; F B.
suaveolens: verklebte Antheren.
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2.3 ETHNOBOTANISCHE BEDEUTUNG DER
SOLANACEAE

Die Familie der Solanaceae umfasst eine Reihe von Nutz-, Zier-
(Heywood, 1982) und Medizinalpflanzen (Hawkes, 1999) und stellt somit eine
bedeutende Pflanzenfamilie fur den Menschen dar. Verschiedene Arten der
Solanaceae werden als Nahrungsmittel verwendet. Dazu zahlen die Spross-
knolle von Solanum tuberosum L. (Kartoffel), und die Frichte von S. melongena
L. (Aubergine), Lycopersicon esculentum Mill. (Tomate; Heywood, 1982),
Capsicum annuum L. (Gemusepaprika), C. annuum L. var. annuum (GewUrz-
paprika) und C. frutescens L. (Chili; Lieberei & Reisdorff, 2007). Im tropischen
Amerika werden auch noch andere beliebte Pflanzen, beispielsweise S.
muricatum Ait. (Pepino) und Physalis pubescens L. (Kapstachelbeere) kultiviert
(Heywood, 1982; Hawkes, 1999). Viele Arten der Solanaceae sind lberdies als
Zierpflanzen sehr beliebt und deshalb in Garten weit verbreitet. Dazu zahlen u.
a. Petunia-, Brunfelsia-, Nierembergia- und Brugmansia-Arten (Heywood,
1982).

Der Name der Solanaceae ,Nachtschattengewachse’ stammt von
,Nachtschade’ was so viel wie ,Alptraum’ bedeutet. Dies weist auf den Zu-
sammenhang mit der Giftwirkung und den psychoaktiven Auswirkungen der
Inhaltsstoffe der Pflanzenfamilie hin (Dietrich, 2006). Diese Familie stellt eine
wichtige Quelle fur medizinische, toxische und halluzinogene Pflanzen dar
(Griffin & Lin, 2000). Fir diese physiologischen Wirkungen sind vor allem die
Tropanalkaloide (siehe 3.1.1) als Hauptinhaltsstoffe verantwortlich (Roddick,
1991). Viele Arten der Solanaceae werden seit Beginn der Zivilisation zur
gesundheitlichen Pravention und bei unterschiedlichen Gesundheitsstérungen
eingesetzt (Roddick, 1991).

In der Antike war Atropa belladonna L. bei Griechen und R&mern
bekannt als ,tddliches Gift' (Nee, 2007) und wurde im Mittelalter in Europa von
Hexen fur Aufgussgetrdnke verwendet (Schultes, 1970). lhren Namen

,Jbelladonna’ (ital. ,schone Frau’) erhielt die Pflanze aufgrund ihrer Verwendung
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von Frauen im antiken Rom. Erweiterte Pupillen galten zu dieser Zeit als
Schonheitsideal, was durch Atropin (hemmt Acetylcholin im Auge) erreicht
wurde (Bullimore, 2002). Im mediterranen und asiatischen Raum, speziell in
Indien, fand Datura metel als Narkotikum Anwendung. Andere Arten von Datura
wurden im frihen Europa in der Hexenkunst fir Zaubertranke hoch geschétzt.
Auch in der neuen Welt fanden D. meteloides Dunal und D. inoxia Mill. im
antiken und modernen Mexico als Halluzinogen in Ritualen rege Verwendung.
D. stramonium L., auch ,jimson weed’ genannt, wurde von Indianern in Teilen

Nordost-Amerikas in Initiationsriten angewandt (Schultes, 1970).

Ethnobotanische Bedeutung der Gattung Brugmansia

Die halluzinogene Verwendung von Brugmansia in der Alten Welt ist
aufgrund schriftlicher Aufzeichnungen zwar bekannt, jedoch liegt die Haupt-
anwendung in der Neuen Welt, wo weitaus mehr Arten magische, medizinische
und religiose Bedeutung in unterschiedlichen Kulturkreisen haben (Schultes,
1979).

Bereits Uber viele Generationen hinweg wurden Rezepte und Mixturen
uber Verwendung von Brugmansien mindlich weitergegeben. Daraus lasst sich
schlieen, dass verschiedene Vdlker schon frih die halluzinogene Wirkung far
sich entdeckten. Brugmansien wurde nicht als Rauschmittel missbraucht,
sondern verwendet, um mit den Goéttern und Ahnen in Kontakt zu treten. In
dieser Bewusstseinsveranderung baten die Menschen um Hilfe um das Leben
ihres Stammes positiv zu beeinflussen. Brugmansien waren der Schlissel, um

die Tur zu anderen Welten zu 6ffnen (Preissel & Preissel, 1997).

B. aurea

B. aurea, die unter anderem den volkstumlichen Namen ,Borrachero’
tragt, findet in Ecuador Gebrauch zur Auslésung prophetischer Traume, welche
dem weiteren Leben eine Richtung geben sollen (Réatsch, 1998). Auch als Be-
taubungsmittel wurde ,Borrachero’ nach Berichten aus dem Jahre 1589 vom

Stamm der Muisca eingesetzt (Preissel & Preissel, 1997). Die Samen von B.
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aurea werden Maisbier (Chicha) zugesetzt, welches bei religibsen Ritualen und
Festen getrunken wird. Die medizinische Wirkung entspricht grundsatzlich der
von B. candida (Ratsch, 1998). Zusatzlich findet sie auch bei Kopfschmerzen
Anwendung (De Feo, 2003).

B. candida

Diese Art wird in schamanischen Zeremonien von Kamsa und Inga-
indianer Kolumbiens (Sibundoy) verwenden, um Methoden der Hexerei, des
Schamanismus und der Prophetie zu erlernen. Zu diesem Zweck werden Kalt-
auszlige aus 2 bis 24 Blattern bereitet. Diese Menge ist als schamanische
Dosierung angegeben und konnte bei durchschnittichen Menschen zu
toxischen Symptomen fuhren. Die Art der Einnahme des Auszugs ist streng
geregelt (Schultes, 1955). Von peruanischen Volksheilern wird das Dekokt zur
Erlangung hellsichtiger Trancezustandige verwendet. Getrocknete Bliten und
Blatter von B. candida werden in Kombination mit Nicotiana rustica oder
Cannabis indica geraucht (Ratsch, 1998). Fur die medizinische Anwendung
werden in Kolumbien frische Bluten und Blatter in Wasser erhitzt und auf
Schwellungen und Tumore gelegt. Ein Bad in einer warmen Abkochung wird
von Medizinmannern bei Fieber und Schuttelfrost verordnet (Schultes, 1955).
Bei traumtischen und rheumatischen Beschwerden werden frische Blatter an
die schmerzhafte Stelle gelegt (De Feo, 2003).

B. suaveolens

B. suaveolens spielt eine wichtige Rolle in Zeremonien und Ritualen
(Hunziker, 1979) und wird von allen Brugmansia-Arten im oberen Amazonas-
gebiet am haufigsten verwendet. Die Voélker Shuar und Achuar bereiten einen
,Tee’, um Visionen zu erhalten, in denen die Seele ausgeschickt wird, um
,andere Welten’ zu erkunden (Ratsch, 1998). Im medizinischen Sinn wird B.
suaveolens hauptsachlich aufRerlich angewendet: bei Wunden, Ausschlagen,
Geschwire, Kriegsverletzungen, Schlangenbissen, aber beispielsweise auch

bei Augenentziindungen von Hiuhnern (De Feo, 2003; Ratsch, 1998).
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Die halluzinogene und toxische Wirkung der Brugmansien

Die Symptomentwicklung verlauft zwischen 5 bis 10 Minuten nach Auf-
nahme von Pflanzenextrakten, in Form eines Aufgusses, oder zwischen 1 und 3
Stunden durch Essen der Bliuten oder Blatter. Obwohl Falle bekannt sind, in
denen Personen die Aufnahme von mehr als 500 mg Scopolamin und 1000 mg
Atropin Uberlebt haben, gibt es Berichte lUber Todesfélle nach wesentlich
geringerer Aufnahme von etwa 10 mg Scopolamin (Greene, 1996). Die richtige
Dosierung ist bei Tropanalkaloiden schwer einschéatzbar, da zum Einen jeder
Mensch anders auf sie reagiert (Ratsch, 1998) und zum Anderen die Konzent-
ration in den Pflanzen aufgrund verschiedener Faktoren variiert (Macchiaiolo et
al., 2010). Schamanen warnen vor der Verwendung, da es zu Halluzinationen
kommen kann, die nicht als solche erkannt werden. Eine Uberdosierung kann
wochenlange Nachwirkungen zur Folge haben (Ratsch, 1998) oder zu geféhr-
lichen Aktionen fiihren (Teuscher & Lindequist, 2010). Ein Zeitungsbericht aus
dem Jahre 2003 beschreibt einen Fall, in welchem ein 18-jahriger Mann in
Deutschland Bliten der Engelstrompete kochte und trank. Zunéchst verhielt er
sich nach Aussagen der Mutter einige Zeit normal. Pl6tzlich jedoch schnitt sich
der junge Mann im elterlichen Garten mit einer Heckenschere Penis und Zunge

ab (www.spiegel.de).
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3 SEKUNDARE PFLANZENSTOFFE

Erstmals wurde der Begriff ,sekundare Pflanzenstoffe’ von Albrecht
Kossel 1910 verwendet. Es gibt jedoch keine préazisen Kriterien zur Unter-
scheidung von Primar- und Sekundarstoffwechsel. Am ehesten lassen sie sich
aufgrund ihrer unterschiedlichen Funktion fur die Pflanzen definieren. Unter
primaren Pflanzenstoffen werden Kohlenhydrate (einschliel3lich Ballaststoffe),
Proteine und Fette verstanden, die direkt am Energiestoffwechsel der Zellen
beteiligt sind und welche unentbehrlich fir Wachstum und Entwicklung der
Pflanzen sind. Sie bilden mengenmallig den Hauptbestandteil der Pflanzen und
werden daher vom Menschen als Nahrstoffe genutzt. Sekundéare Pflanzenstoffe
kommen dagegen nur in geringen Mengen, jedoch in grol3er struktureller Viel-
falt in Pflanzen vor (Abb.3). Diese Stoffe tragen mafRgeblich zum Uberleben der
Pflanzen im Okosystem bei, indem sie wesentliche Funktionen bei biotischen
(Anlockung, Abwehr) und abiotischen (z. B. Stress durch UV-Licht, Trockenheit
etc.) Interaktionen ausiben bzw. als Wachstumsregulatoren fungieren
(Hartmann, 1985; Watzl & Leitzmann, 2005). Viele dieser sekundaren Stoffe
sind aufgrund ihrer pharmakologischen Wirkung auch fir den Menschen
bedeutsam (Watzl & Leitzmann, 2005).

sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe

Carotinoide Polyphenole Alkaloide N-haltige Schwefel-
Komponenten Verbindungen
Isothiocyanate
alpha-Carotin ‘ mdole“
beta-Carotin Sulfide
beta-Cryptoxanthin Phenal- A " St e . Tanni
i avonoide umarine
Lutein ) sauren iibene annine
Zeaxanthin
Astaxanthin
Lycopin
Hydroxy- Hydroxy- Flavanole Antho-
- - Flavonole . Isoflavone
benzoesauren| | zimisauren Flavone (Catechine) Flavanone cyanidine
I I I ] I I | I
Gallussiure p-Cumarséure Quercetin Apigenin Catechin Eriodictyol Cyanidin Genistein
Protocatechu- Kaffeesaure Kaempferol Chrysin Epicatechin Hesperitin Pelargonidin Daidzein
sdure Ferulasiurs Myricetin Lutealin Epigallocatechin| | Naringenin Delphinidin Glycitein
Vanillinsdure Sinapinsaure Galangin Epicatechin- Peonidin Fomononetin
Syringaséure Fisetin gallat Malvidin

Epigallocatechin
gallat

Abb. 3: Klassifizierung der sekundaren Pflanzenstoffe (Liu, 2004; verandert)
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3.1 ALKALOIDE

Der Begriff ,Alkaloide’ wurde 1818 durch den Apotheker Wilhelm
Meissner gepragt, welcher darunter basisch reagierende, N-haltige hetero-
zyklische Naturstoffe verstand. Die Abgrenzung dieser Stoffgruppe zu anderen
stickstoffhaltigen Verbindungen ist allerdings problematisch. So werden Stoffe,
welche die genannten Eigenschaften nicht erfullen, trotzdem der Gruppe der
Alkaloide zugeordnet, wahrend andere Stoffe, welche die Merkmale aufweisen,
ausgeschlossen werden (Teuscher & Lindequist, 2010). Generell spricht man
von ,Echten Alkaloiden‘ bei heterozyklischen Systemen die sich aus einem
biogenen Amin (Decarboxylierungsprodukt einer proteinogenen Aminosaure)
und einer Nichtaminkomponente zusammensetzen. ,Protoalkaloide* umfassen
jene biogenen Amine, welche mit Nichtaminkomponenten kein heterozyklisches
System bilden. Ist der Stickstoff nicht Teil eines biogenen Amins oder einer
Aminosaure, so bezeichnet man sie als ,Pseudoalkaloide’ (z. B.
Steroidalkaloide). Derzeit sind mehr als 12.000 Alkaloide hauptsachlich in
hoheren Pflanzen vertreten. Fir den Menschen gelten Alkaloide im All-
gemeinen als toxisch (Hansel & Sticher, 2007), haben aber positiv potentielle
physiologische Effekte und kénnen in geringen Mengen auch zu thera-
peutischen Zwecken eingesetzt werden. So zeigt Morphin narkotische Wirkung,
wahrend Reserpin als Antihypertensivum eingesetzt wird (Brielmann et al.,
2006). Aufgrund ihres bitteren Geschmacks sowie ihrer toxischen Wirkung
gegenuber Tieren sind viele Alkaloide wesentliche Abwehrstoffe der Pflanzen.
Aufgrund antimikrobieller Aktivitdten spielt diese Stoffklasse eine weitere Rolle
in den Verteidigungsmechanismen pflanzlicher Organismen (Schneider & Hiller,
1999).

3.1.1 Tropanalkaloide

Das Hauptvorkommen der Tropanalkaloide liegt mit ca. 150 Derivaten in
den Familien der Solanaceae und Erythroxylaceae. AufRerdem sind sie in
Proteaceae, Rhizophoraceae, Brassicaceae, Convolvulaceae und

Dioscoreaceae sporadisch vertreten (Teuscher & Lindequist, 2010). Bei
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Tropanalkaloiden ist das Ringsystem des Tropans substituiert. u. a. meist durch
eine Hydroxylgruppe in Stellung 3. Durch diese und weitere Substitutionen (z.
B. Epoxidierung in Stellung 6 und 7) entstehen verschiedene Grundkorper.
Verestert die Hydroxylgruppe mit verschiedenen Sauren, entstehen Tropeine.
Bei Atropin bzw. (-)-Hyoscyamin handelt es sich um eine Verknlipfung von
Tropin mit L-Tropasaure. Scopolamin besteht aus einem Ester aus Scopin und
L-Tropaséaure (Luckner, 1969).

Tropanalkaloide in der Gattung Brugmansia

Etwa 70 verschiedene Tropanalkaloide kommen in 21 Gattungen der
Familie der Solanaceae vor (Teuscher & Lindequist, 2010), wobei die
Gattungen Datura und Brugmansia die grofte Mannigfaltigkeit aufweisen
(Doncheva et al.,, 2006; Griffin & Lin, 2000). Scopolamin (Abb. 4: C),
Hyoscyamin (Abb. 4: B) und Atropin (Abb. 4: A+B; Donck et al., 2004; Capasso
et al.,, 1997; Greene et al.,, 1996) kommen als Haupttropanalkaloide in den
oberirdischen Teilen von Datura und Brugmansia vor. In geringeren Mengen
sind weitere Derivate dieser Tropanalkaloide vorhanden. In den Wurzeln
werden vorzugsweise Ester von Dihydroxytropanen und Teloidin akkumuliert
(Griffin & Lin, 2000). In den oberirdischen Teilen wurden Alkaloide in Blattern,
Samen, Bluten und Spross nachgewiesen, aufierdem kommen sie vermutlich
auch in Drisenhaaren vor. Der Alkaloidgehalt der Blatter veréndert sich
wahrend der Saison, mit der Hydratation (Macchiaiolo et al., 2010) und dem
Entwicklungszustand der Pflanze. So erreicht er in jungen Pflanzen ein
Maximum und sinkt zur Zeit der Bliute auf sein Minimum (Teuscher &
Lindequist, 2010).



SEKUNDARE PFLANZENSTOFFE 21

CHs CHj CHs

/ / /

N N N

A B C

Abb. 4: charakteristische Tropanalkaloide der Gattung Brugmansia
A (+)-Hyoscyamin B (-)-Hyoscyamin C Scopolamin (Harborne & Baxter, 1993)

3.1.2 Biosyntheseweg der Tropanalkaloide

Tropanalkaloide weisen einen relativ komplexen Biosyntheseweg auf
(Robins, 1998). Dieser geht von den Aminosauren L-Arginin oder L-Ornithin aus
(Boswell et al., 1999), welche Uber Arginindecarboxylase (ADC) zu Putrescin
umgewandelt werden. Letztere Verbindung kann im pflanzlichen Organismus
auch zu Polyaminen (Spermidin und Spermin) synthetisiert werden, und Ubt
Funktionen in Zellteilung und Pflanzenentwicklung aus (Halasz et al., 1999; Hibi
et al., 1992; Smith, 1985). Als erstes tropanalkaloidspezifisches Enzym (Dréager,
1996) katalysiert Putrescin-N-Methyltransferase (PMT) den Umbau von
Putrescin zu N-Methylputrescin (Boswell, 1999; Kaiser, 2006). Nach erfolgter
Desaminierung und Ringschluss Uber N-Methylputrescin-Oxidase (MPO)
entsteht N-Methylpyrrolinium, welches Acetoacetyl-CoA anlagert und schlief3lich
zu Tropinon umgewandelt wird. Die Reduktion des Alkohols erfolgt mit Hilfe der
Tropinonreduktase | (TRI). Daraus entsteht Tropin, das mit Phenyllaktat (aus L-
Phenylalanin) zu Littorin verestert. Littorin bildet die Vorstufe von Hyoscyamin,
aus welchem durch das Enzym Hyoscyamin-63-Hydroxylase (H6H) Scopolamin
entsteht (Robins, 1998) (Abb. 5).
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3.1.3 Ort der Biosynthese von Tropanalkaloiden

Aufgrund von Untersuchungen an verschiedenen Arten der Gattung
Datura liegen die bevorzugten Syntheseorte von Scopolamin in der Wurzel (bei
D. tatula L., D. ferox L. und D. inoxia), aber auch in den oberirdischen Teilen
(bei D. tatula und D. ferox). Atropin hingegen soll nach alterer Literatur nur in
den oberirdischen Teilen synthetisiert werden (Evans & Patridge, 1953), was
jedoch als zweifelhafte Angabe erscheint. Sowohl Drager (1996), als auch
Kanegae et al. (1994) sprechen von ausschliellicher Biosynthese der
Tropanalkaloide in den Wurzeln der Pflanzen. Nach Kaiser (2006) werden die
Alkaloide anschlie3end durch das Xylem in die oberirdischen Teile der Pflanze

transportiert.

3.1.4 Atropin

Zum ersten Mal wurde Atropin als Hauptalkaloid aus Atropa belladonna
isoliert (Harborne, 1995). Atropin ist das Racemat aus (-)-Hyoscyamin und (+)-
Hyoscyamin, und aufgrund der geringen Wirksamkeit des (+)-Hyoscyamin, nur
halb so wirksam wie reines (-)-Hyoscyamin. Es entsteht wahrend des
Extraktionsprozesses aus Pflanzen (John et al., 2010; Tahara et al., 1999), ist
aber vermutlich auch in geringen Mengen neben (-)-Hyoscyamin in ruhenden
Pflanzenteilen (reife Frichte und Wurzeln) im Winterhalbjahr vorhanden.
Atropin gilt als Prototyp in der Gruppe der Muscarin-Antagonisten (Weiner,
1985). Es verhindert die Freisetzung von Acetylcholin und wirkt somit para-
sympatholytisch. Folglich kommt es zu Spasmolyse der glatten Muskulatur,
Erhbhung der Pulsfrequenz (Tachykardie), Einschrdnkung der Speichel-,
Magensaft- und Schweil3sekretion sowie zur Weitsichtigkeit (Akkomodations-
lahmung) (Teuscher & Lindequist, 2010). Aufgrund dieser Wirkung findet
Atropin Anwendung in der Pharmazie in Form von Augentropfen zur Pupillen-
erweiterung und bei Krampfen des Gastrointestinaltraktes (Weiner, 1985). Bei
schweren Vergiftungen kann es weiters zu Hyperthermie (Wéarmestau,
besonders gefahrlich fur Kinder), Unruhe, Muskelschwache, Erregungs-

zustande, Koordinationsstérungen, Delirien, Apathie und Bewusstlosigkeit bzw.
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Koma kommen. Bei gleichzeitiger Aufnahme von Opiaten ist die Gefahr einer
zentralen Atemlahmung besonders hoch (Ludewig, 1999).

Der LDsp -Wert von Atropin betragt 400 mg/ kg KG, Maus (per oral), bzw.
622 mg/ kg KG Ratte (per oral) (Teuscher & Lindequist, 2010). Die thera-
peutische Dosis fur den Menschen ist 0,1 bis 1 mg. Hoéhere Dosen, um 10 mg,
wirken zentral [&hmend. 100 mg oral eingenommen, koénnen fir den
erwachsenen Menschen todlich sein. Fur Kinder liegt die todliche Dosis bei
etwa 2 mg. Die individuelle Empfindlichkeit unterliegt aber grof3en
Schwankungen (Ludewig, 1999; Teuscher & Lindequist, 2010).

3.1.5 Scopolamin

Scopolamin, auch Hyoscin genannt, weist das gleiche Wirkungsspektrum
wie Atropin auf. Es ist jedoch die mydriatische und die sekretionshemmende
Wirkung verstarkt und die spasmolytische verringert. Erregungszustande treten
durch Scopolamin kaum auf, eher tritt eine narkotische Wirkung ein (Ludewig,
1999). Es wirkt vorwiegend zentral dampfend, kann jedoch auch visuelle Hallu-
zinationen hervorrufen, welche lange andauern kénnen. Tropanalkaloide wie
Atropin und Scopolamin werden Uber die Schleimh&aute rasch aufgenommen
und vollstdndig resorbiert. Beide passieren sowohl die Blut-Hirn-Schranke
sowie die Plazentaschranke und wurden auch in Muttermilch nachgewiesen.
Die Ausscheidung von Tropanalkaloiden und deren Abbauprodukte erfolgt Gber
die Nieren. Die letale Dosis fur den Menschen ist etwa so hoch wie die von
Atropin (Ludewig, 1999; Teuscher & Lindequist, 2010). Der LDsy, -Wert von
Scopolamin liegt bei Mausen bei 163 mg/ kg KG (intravends), und 1700 mg/ kg
KG (subkutan). Im therapeutischen Sinne wird Scopolamin als Narkose-
vorbereitung verwendet. Die Dosis dabei betragt 0,6 mg (Teuscher &
Lindequist, 2010).

Scopolamin in Brugmansia

Scopolamin ist neben (-)-Hyoscyamin das Hauptalkaloid von Datura- und
Brugmansia-Arten (Alves et al., 2007; Doncheva et al., 2006; Evans, 1979). Der
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Anteil des Scopolamins an den Gesamtalkaloiden wurde in B. candida mit 58 —
72 % nachgewiesen (Teuscher & Lindequist, 2010). Die Konzentration von
Scopolamin andert sich in der Pflanze im Laufe der Entwicklung, wie durch
Untersuchungen an B. suaveolens festgestellt wurde. Demnach ist der Gehalt
an Scopolamin in der Stecklingsphase (cutting stage) in den jungen Blattern
und im Stangel deutlich hoéher als in den Wurzeln. Im Laufe der weiteren Ent-
wicklung (expanded leaf stage) ist die Scopolamin-Konzentration im Stangel am
hochsten. Die Bluten, junge Blatter und der Stangel weisen in der Bluhphase
den hdchsten Gehalt auf, wahrend alte Blatter und Wurzeln die geringste
Menge an Scopolamin akkumulieren. In der Zeit der Fruchtbildung findet man
die héchste Menge in den noch unreifen Frichten. Diese unterschiedliche Ver-
teilung von potentiellen Abwehrstoffen ist auch von anderen Pflanzen bekannt
(Alves et al., 2007). Weiters zeigte sich, dass in geschadigten Blattern von B.
suaveolens der Gehalt an Scopolamin deutlich erhdht ist. Der Maximalgehalt
wurde 24 h nach erfolgter Schadigung festgestellt. Anschlieend sank der
Gehalt wieder auf sein Normalniveau zurick (Alves et al., 2007). Diese
Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der Alkaloide als potentielle
Verteidigungsstoffe der Pflanzen.

3.1.6 Die Bedeutung der Alkaloide fur pflanzliche und tierische Organismen

Verschiedene Solanaceae-Alkaloide zeigten starke Abwehr gegenlber
herbivoren Insekten. Das Steroidalkaloid Demissin aus der knollentragenden
Wildkartoffelart Solanum demissum Lindl. kann die Angriffe des gelb-schwarz
gestreiften Leptinotarsa decemlineata Say (Kartoffelkafer) abwehren. Das
Alkaloid Tomatin aus Solanum lycopersicum (Tomate) ist mit der Wirkung von
Demissin vergleichbar. Werden Kartoffelblatter in eine Tomatinlésung (2 mmol/
kg) getrankt, so fuhrt dies zu einem Rlckgang des KaferfralRes um 50 %. Eine
Erhbhung der Konzentration auf 3 mmol/ kg Blattgewicht verursacht eine
Larvensterblichkeit von 100 % (Harborne, 1995). Einige tierische Organismen
verfiigen Uber ein spezielles Entgiftungssystem, sodass es u. a. Kaninchen und
Rehen mdglich ist, die Tropanalkaloide Scopolamin und Hyoscyamin durch
Esterasen zu spalten und damit zu entgiften (Schneider & Hiller, 1999).
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Die Wirkung der Tropanalkaloide gegen herbivore Insekten ist gut
untersucht. In Bioassays mit Spodoptera frugiperda (die ebenfalls zu den
Generalisten zéhlen) wurde die Reaktion auf B. suaveolens Uberprift. Dabei
konnte eine gesteigerte Mortalitat und eine langer dauernde Entwicklungszeit

nachgewiesen werden (Alves et al., 2007).
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3.2 FLAVONOIDE

Flavonoide bilden zusammen mit Alkaloiden und isoprenoiden Ver-
bindungen die drei Hauptgruppen der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe
(Shirley, 1996). Als ,Polyphenole’ werden Stoffe bezeichnet, die auf der
chemischen Struktur des Phenols beruhen. Es werden zwei Gruppen unter-
schieden: Flavonoide und Phenolsauren. Unter dem Begriff ,Phenolsduren’ sind
die eigentlichen Phenolsauren, auch Hydroxybenzoesduren genannt (Ce-C1),

und Hydroxyzimtsauren (Ce-C3) zusammengefasst (Watzl & Leitzmann, 2005).

Der Name ,Flavone’ (lat. (flavus’ bedeutet ,gelb’) geht auf deren Ver-
wendung als Farbemittel zurick. Friher wurden Ausziige bestimmter Pflanzen,
z. B. die Rinde der Quercus tinctoria Willd. (Farbereiche) oder das Holz des
Morus tinctoria L. (Farbemaulbeerbaumes) zum Farben von Baumwolle
verwendet. Als weitere Pflanzeninhaltsstoffe mit demselben chemischen Aufbau
bekannt wurden, nannte man die gesamte Stoffklasse ,Flavonoide’. Dazu
gehoren auch farblose, sowie blau bis violett gefarbte Blutenfarbstoffe
(Anthocyanidine; Hansel & Sticher, 2007).

Die grol3e Anzahl von derzeit rund 9000 bekannten verschiedenen
Flavonoiden (Williams & Grayer, 2004) entsteht aus den zahlreichen mdglichen
Hydroxylierungsmustern am Phenylbenzopyran-Grundkdrper (Abb. 6) der
Flavonoide (Nagl, 2002). Mit der Entdeckung neuer Derivate ist jedenfalls zu
rechnen (Williams & Grayer, 2004). Flavonoide sind in allen hoheren Pflanzen
vertreten, werden jedoch im gesamten Tierreich nicht synthetisiert (Hansel &
Sticher, 2007). Der menschliche Organismus ist nicht in der Lage diese Stoffe
biosynthetisch herzustellen (Ebermann & Elmadfa, 2008).

Aufgrund ihrer physiologischen Wirkungen wurden Flavonoide kurzzeitig
als Vitamin (Vitamin P) angesehen. Da diese Wirkungen aber nur mit relativ
hohen Dosen zu erreichen waren, wurden sie wieder aus der Liste der Vitamine
entfernt (Ebermann & Elmadfa, 2008).
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Abb. 6: Grundstruktur der Flavonoide (anhand des Beispiels Flavanons)
(Ross & Kasum, 2002; verandert)

3.2.1 Biosynthese von Flavonoiden

Die Biosynthese der Flavonoide (Abb. 7) erfolgt im Zytosol der Pflanze
(Kitamura, 2008). Flavonoide sind aus 3 Kohlenstoffringen aufgebaut und
resultieren aus zwei biosynthetisch unterschiedlichen Wegen (Watzl &
Leitzmann, 2001). Wahrend der A-Ring aus dem Polyketidbiosyntheseweg
stammt, wird der B-Ring aus dem Shikimat-Stoffwechselweg gebildet. Als
Schlusselsubstanz fur den B-Ring fungiert die aromatische Aminosaure
Phenylalanin, die am Ende des Shikimat-Stoffwechselweges steht (Nagl, 2002).
Der Shikimisaure-Stoffwechselweg ist nur in Pflanzen, Pilzen und Bakterien
vorhanden. FUr tierische Organismen sind aromatischer Aminosauren somit
essentiell (Taiz & Zeiger, 2007). Durch das Enzym Phenylalanin-Ammonium-
Lyase (PAL) wird Phenylalanin Uber den Phenylpropanoid-Stoffwechselweg zu
trans-Zimtsaure desaminiert und danach Gber Zimtsaure-4-Hydroxylase (CH) in
p-Cumarsaure umgewandelt. Das Enzym PAL stellt eine wichtige Verbindung
zwischen primarem und sekundarem Stoffwechsel dar. Weiters erfolgt die
Bildung von p-Cumaroyl-CoA aus p-Cumarsaure durch das Enzym p-Cumaroyl-
CoA-Ligase (CL; Davies & Schwinn, 2006; Winkel, 2008). Aus diesem
Phenylpropanoid-Stoffwechselweg werden auch weitere Naturstoffe wie
Lignine, Stilbene und Phenolsauren (z.B. Kaffee- und Ferulasdure) gebildet
(Davies & Schwinn, 2006). Fur die Synthese des A-Ringes werden 3 Molekil-

einheiten Malonyl-CoA bendtigt (Davies & Schwinn, 2006), welche aus dem
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Polyketid-Stoffwechsel stammen. Sie werden aus Kohlendioxid und Acetyl-CoA
gebildet, die im Kohlenhydratstoffwechsel entstehen. Als Katalysator fur die
Reaktion von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA dient Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC)
(Heller & Forkmann, 1986). Die Chalcon-Synthase (CHS) katalysiert den
Zusammenschluss von p-Cumarsaure mit 3 Malonyl-CoA-Einheiten zu einem
Chalcon (Ce-C3-Ce-Grundstruktur), welches die Ausgangsbasis fir die Bildung
weiterer Flavonoidstrukturen darstellt. Durch die Chalcon-lsomerase (CHI)
kommt es zum Ringschluss und somit zur Bildung der Flavanone. Diese sind
wichtige Zwischenprodukte zur Biosynthese von weiteren Unterklassen, welche
sich durch den Oxidationsgrad an der Cs-Bricke unterscheiden (Flavone,
Dihydroflavonole, Flavonole und Leucoanthocyanidine). Aus
Leucoanthocyanidinen entstehen Catechine und Anthocyanidine (Sticher &
Héansel, 2007). Bei Isoflavonen ist die Bindungsstelle des Ringes B an den Ring
C von Position 2 auf Position 3 durch Arylmigration verschoben (Ebermann &
Elmadfa, 2008).
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ACC = Acetyl-CoA-Carboxylase, CH = Zimtsaure-4-Hydroxylase, CHI = Chalcon-lsomerase,
CHS = Chalcon-Synthase, CL = p-Cumaroyl-CoA-Ligase, DFR = Dihydro-flavonol-4-
Reduktase, F3H = Flavanon-3-B-Hydroxylase, F3GT = Flavonoid-3-Glycosyltransferase, FLS =
Flavonol-Synthase, FNS | bzw. Il = Flavon-Synthase | bzw. Il, IFS = Isoflavon-Synthase, LAR =
Leucoanthocyanidin-Reduktase, PAL = Phenylalanin-Ammonium-Lyase (Davies & Schwinn,
2006; Winkel, 2008; veréandert)
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3.2.2 Quellen, Aufnahme und Resorption von Polyphenolen

Global gesehen sind die wichtigsten Quellen an Polyphenolen unserer
Nahrung: Griner Tee [z. B: Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), Epigallo-
catechin (EGC), Epicatechin-3-gallate (ECG), Epicatechin (EC)], Schwarzer
Tee (verschiedene monomerische Catechine, Theaflavin und Thearubigin),
Rotwein (Flavan-3-ole, Anthocyanidine, Quercetin) und Kakao [(-)-Epicatechin,
(+)-Catechin, Procyanidin B2, Procyanidin B5; Hooper et al., 2008; Crozier et
al., 2009]. Grundnahrungsmittel enthalten keine dieser sekundéaren Pflanzen-
inhaltsstoffe. Jedoch tragen die Flavone Luteolin und Apigenin in Olivendl,
Krautern und Gewdurzen malfdgeblich zur Versorgung mit Flavonoiden bei (Kyle
& Duthie, 2006). Obst und Gemise weisen eher einen geringen Gehalt an
Flavonoiden auf (Crozier et al.,, 2009). In Frichten sind Catechine die
haufigsten Flavonoide und kommen als Besonderheit auch im Fruchtfleisch von
Obst vor (Kyle & Duthie, 2006). Flavonoide sind weitgehend in den Rand-
schichten von Obst und Gemiuse zu finden, weshalb diese am besten unge-
schéalt verzehrt werden sollten. Bei der Herstellung von Apfelsaft gehen fast
90% der Flavonoide durch den Pressriuckstand verloren (Watzl & Rechkemmer,
2001). Quercetin ist das vorherrschende Flavonol in Frichten (Kyle & Duthie,
2006) und aufRRerdem eines der haufigsten in der Natur vorkommenden
Flavonoide (Hertog et al., 1993b; Watzl & Leitzmann, 2005). Mit einem Quer-
cetinanteil von 12 mg/ 100 g Vaccinium vitis-idaea L. (Preiselbeeren), 17 mg/
100 g Vaccinium myrtillus L. (Holunderbeeren) und 65 bis 95 mg/ 100 g Allium
sp. L. (Zwiebel) zadhlen diese zu den quercetinreichsten Lebensmitteln (Kyle &
Duthie, 2006).

3.2.3 Empfehlung der Tagesdosis

Die Zahl der gesundheitlich relevanten Flavonoide ist grof3. Eine klare
Empfehlung fir die tagliche Aufnahme an Polyphenolen wurde bisher noch
nicht festgelegt. Deshalb liegt die momentane Empfehlung fur die Aufnahme
von Flavonoiden, welche auch als lifespan essentials* bezeichnet werden, bei

,5 am Tag‘. Dabei handelt es sich um eine Kampagne, die nach dem Vorschlag
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der Welterndhrungsorganisation (FAO) von vielen Landern gefuihrt wird. Sie
dient dem Zweck, die Bevolkerung zu animieren, mindestens 5 Portionen (zu
jeweils mindestens 80 g) Obst oder Gemiise pro Tag zu verzehren (D’Archivio
et al., 2010; Williamson & Holst, 2008). Es gibt derzeit Bestrebungen zur Ein-
fuhrung eines ,Dietary Reference Intake* (DRI) fur Polyphenole. Dieser Wert
wird vom Institute of Medicine (USA/Kanada) festgelegt. Der DRI vereinigt u.a.
die ,Recommended Dietary Allowance' (RDA) mit den ,Tolerable Upper Level’
(TUL) und liefert einen erweiterten, quantitativen Referenzwert. Um den DRI fur
Polyphenole bestimmen zu konnen, sind noch weitere Studien zur Bioverfug-
barkeit, der Dosis-Wirkungsbeziehung und des toxischen Levels notwendig
(Williamson & Holst, 2008).

Tatsachliche Aufnahme

Uber die tatsachliche Aufnahme von Flavonoiden sind nur Schatzungen
moglich. So wurde von Kiihnau 1976 angenommen, dass je nach Saison in den
USA eine Aufnahme an Flavonoiden (in Form von Glykosiden) zwischen 1 - 1,1
g/ Person/ d erfolgte (Hollmann & Katan, 1999; Ross & Kasum, 2002; Watzl &
Leitzmann, 2005). Hertog et al. (1993b) stellten die tagliche Aufnahme von 23
mg Flavonoiden in den Niederlanden fest. Diesen enormen Unterschied
erklarten sich Hertog et al. (1993a) aufgrund der zweifelhaften Genauigkeit der
Untersuchungsmethoden in den 70er Jahren. Auch eine danische Studie kam
zu ahnlichen Ergebnissen mit der Aufnahme von 28 mg/ d an Flavonole,

Flavonen und Flavanonen (Ross & Kasum, 2002).

3.2.4 Bioverfugbarkeit und Metabolismus von Flavonoiden

Flavonoide werden in der menschlichen Ernahrung hauptsachlich in
Form von Aglyka im Dunndarm absorbiert. Die meisten Polyphenole kommen
jedoch als Ester, Glykoside oder Polymere in unseren Lebensmitteln vor. Da
Resorption in dieser Form nicht moglich ist, werden sie zur Aufnahme durch
Enzyme oder die Mikroflora hydrolisiert. Jene Polyphenole, welche am

haufigsten in Lebensmitteln vorkommen, missen nicht zwangslaufig auch die
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hdchste Aktivitat im Korper aufweisen. So werden Proanthocyanidine, welche in
unserer Nahrung reichlich vorhanden sind, sehr schlecht bis tberhaupt nicht
absorbiert. Die Aufnahme von Flavonolen, Flavonen und Flavanolen ist generell
gering. AuRerdem werden sie auch rasch eliminiert. Flavanone bzw. Isoflavone
weisen die beste Resorption unter den Flavonoiden auf. Ihr Vorkommen ist
jedoch auf Zitrusfriichte (Flavanone) bzw. Sojaprodukte (Isoflavone) beschrankt
(Manach et al., 2004).

Nicht nur die Aufnahmemenge einer bestimmten Substanz ist von
Bedeutung, sondern auch ihre Bioverfugbarkeit. Diese ist abhéngig von
folgenden Punkten: geringer oder rascher Resorption im Dinndarm, dem
Stoffwechsel in der Mikroflora, ihrer Bindung an Albumin, der zellularen Auf-
nahme, intrazellularem Stoffwechsel, Akkumulation im Gewebe und nicht
zuletzt der Form ihrer Ausscheidung (Manach et al., 2004). Viele Studien Uber-
pruften bisher die Bioverfligbarkeit aufgrund von Blutplasmakonzentrationen
nach oraler Aufnahme. Kenntnis tber die Konzentration von Flavonoiden in den
Zielgeweben ware von gro3erem Interesse als ihr Gehalt im Blut (D’Archivio et
al., 2010; Manach et al., 2004), welche nur die Information daftr liefert, wieviel
Menge an Flavonoiden aus der Nahrungsmatrix freigegeben wurde. Dieser
Marker dient somit blof3 als ,voraussagender Indikator’ fur die tatsachliche
Gewebsaufnahme (D’Archivio et al., 2010). Untersuchungen der Akkumulation
von Flavonoiden in Zielzellen, die auch relativ einfach zuganglich sind, waren

somit aussagekraftiger (Porrini & Riso, 2008).

3.2.5 Reduktion des Flavonoidgehaltes

Durch Lagerung bzw. Verarbeitung von Lebensmitteln kann es zu
Reduktion des Flavonoidgehaltes kommen. So zeigten Untersuchungen, dass
eine Lagerung von 7 Tagen in Dunkelheit bei 1°C und 98% Feuchtigkeit, den
Gesamtflavonolglykosidgehalt von Cichorium endivia L. (Endivie) und Lactuca
sativa L. (Gartensalat) um 7 bis 46% reduziert (DuPont et al., 2000). Auch die
Lichtintensitat wirkt sich auf die Flavonoidproduktion aus. Endivie und

Gartensalat enthalten, wenn im August geerntet, 3- bis 5-mal mehr Flavonoide
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als zu anderen Erntezeiten, wie beispielsweise im April (Hertog et al., 1992;
Watzl & Rechkemmer, 2001). Untersuchungen an Allium cepa L.
(Kichenzwiebeln) zeigten, dass durch die Lagerung der Gehalt an Quercetin
um 16 bis 36% sinkt. Die hochste Reduktion des Quercetingehaltes findet in
den ersten 12 Tagen nach der Ernte statt. Bei der weiteren Lagerung von bis zu
28 Wochen (Zeitpunkt des Austreibens) traten kaum bis keine weiteren Verluste
von Quercetin auf (Price et al., 1997). Daruber hinaus ist bekannt, dass
Verarbeitungsprozesse wie Extraktion, Pasteurisation, Konservierung,
Bestrahlung, Trocknung und Fermentation der Lebensmittel den natirlichen
Gehalt von verschiedenen Flavonoiden beeinflussen. Weitere Verarbeitungs-
schritte wie Schneiden, Zerhacken, Schalen und Kochen kdnnen ebenso einen
Verlust des Flavonoidgehaltes von 21 bis 54% bedeuten. So wurde ein
verminderter Flavonoidanteil in Zwiebel, Brokkoli, Tomaten, Spargel und griinen
Bohnen durch den Kochvorgang nachgewiesen. Beim Erhitzen in wassrigem
Milieu kommt es aufgrund der Wasserloslichkeit der Flavonoidglykoside zu
starkerem Verlust im Vergleich zur Mikrowellenbehandlung oder beim Braten in
Ol (Kyle & Duthie, 2006).

3.2.6 Biologische Wirkung von Flavonoiden im tierischen Organismus

Epidemiologische Studien zeigten, dass der regelmalRige Konsum von
Obst und Gemuse das Risiko fr chronische Erkrankungen wie Krebs und Herz-
Kreislauferkrankungen reduziert (Liu, 2004). AuRerdem weisen diese Unter-
suchungen auf einen Zusammenhang zwischen der Aufnahme von Flavonoiden
und dem Erkrankungsrisiko hin (Watzl & Rechkemmer, 2001). Flavonoide
verfugen Uber eine Reihe von biologischen Aktivitaten, wobei jedoch nicht alle
Studien zu dem selben Ergebnis kamen. Zum Teil wurden die positiven
Wirkungen der Zellkulturen-Studien nur bei sehr hoher Dosierung erreicht,
welche tber normale Ernahrung nicht mdglich ist (Lambert et al., 2005). Ebenso
wird der positive Effekt der Flavonoide auf die menschliche Gesundheit durch

epidemiologische Studien nicht eindeutig bestétigt (Ross & Kasum, 2002).
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3.2.6.1 Antioxidative Wirkung

Freie Radikale sind Atome oder Molekule, welche freie Elektronen
besitzen. Radikale des Sauerstoffes, werden auch als ROS (reactive oxygen
species) bezeichnet [z. B. Superoxidanionradikal («O, ), Wasserstoffperoxid
(H20,), Hydroxylanion (OH ) und Hydroxylradikal (¢OH); Gosslau & Rensing,
2002] und sind Produkte des aeroben Stoffwechsels, die im menschlichen
Organismus eine grol3e Rolle spielen. Sie treten auch wahrend Entziindungs-
vorgangen auf, indem freie Radikale von Abwehrzellen freigesetzt werden, um
Antigene zu zerstoren (Biesalski, 2007). Damit gesundes Gewebe nicht
geschadigt wird, verfigt der menschliche Organismus Uber Mechanismen in
Form von Enzymen, beispielsweise Superoxiddismutase (SOD), Katalase und
Glutathionperoxidase (Biesalski, 2007), sowie Uber endogene Antioxidantien,

beispielsweise Coenzym Q10 (Bayer & Schmidt, 2002).

,Bei Antioxidantien handelt es sich um niedermolekulare Substanzen, die
auch bei geringer Konzentration im Verhaltnis zu oxidierbaren Molekulen deren
Oxidation durch ROS auf direktem oder indirektem Wege verhindern, zumindest
verzogern® (Bohm et al., 1998). Antioxidantien sind fiur die physiologischen
Funktionen folglich genauso wichtig wie Radikale. Verschiebt sich dieses
Gleichgewicht jedoch zugunsten der ROS, so resultiert dies im ,oxidativen
Stress’, und zeigt sich in Form von Schadigung der DNA, Proteinen sowie
Lipiden (Bohm et al., 1998). Weiters folgen Funktionsstérungen, welche unter-
schiedliche Krankheitsbilder mit sich bringen (u. a. Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, Krebs). Exogene Antioxidantien stehen dem Kdérper in Form von
Vitamin (C, E) und sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen (Polyphenole) zur
Verfiigung (Duthie & Bellizzi, 1999). Flavonoide zahlen zu den besten Ernah-
rungsantioxidantien in vitro (Williamson & Holst, 2008), und sind sowohl im
hydrophilen und als auch im lipophilen Bereich aktiv. Die antioxidative Aktivitat
basiert auf ihrer Fahigkeit, H-Atome aus den phenolischen Hydroxylgruppen
abgeben zu kénnen, wodurch sie Radikale abfangen. Im Speziellen sind ortho-
standige OH-Gruppen am B-Ring und die Kohlenstoff-Doppelbindung sowie die
3-Hydroxylgruppe am C-Ring daflr verantwortlich (Watzl & Rechkemmer,
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2001). So zeigen Flavonoide grol3en Effekt als Radialfanger von Superoxid-
anion- (*O; ), Hydroxyl- (*OH) und Peroxyradikalen (ROO , Harborne &
Williams, 2000). Flavonoide sind auf3erdem in der Lage, oxidiertes o-
Tocopherol in seine aktive Form zuriickzuftihren (Burda, 2001). Je mehr Hydro-
xylgruppen als Substituenten vorhanden sind, desto starker ist die antioxidative
bzw. prooxidative Wirkung des Flavonoids (Cao et al., 1997). Ob ein Flavonoid
anti- oder prooxidativ wirkt, ist struktur-, konzentrations- und pH-Wert abhangig.
Prooxidative Wirkung ist bei Flavonoiden mit drei Hydroxylgruppen am A- oder
B-Ring zu erwarten [z. B. Quercetagetin (A-Ring) oder Myricetin (B-Ring)],
besonders bei Anwesenheit hoher Sauerstoff- und Stickoxidmengen (Ebermann
& Elmadfa, 2008).

3.2.6.2 Antikanzerogene Wirkung

Karzinogenese stellt einen komplexen Vorgang dar, der sich in drei
Hauptphasen, Initiation (Auslésung), Promotion (Férderung) und Progression
(Tumorwachstum, Metastasenbildung), gliedert (Watzl & Leitzmann, 2005).
Flavonoide zeigen in tierexperimentellen Studien hemmende Wirkung in all
diesen Phasen (Chen & Dou, 2008; Lambert, 2005; Lin & Wenig, 2005). So
wirkt z. B. Quercetin und Apigenin dem Wachstum von Melanomen sowie ihrem
invasiven und metastatischen Potential entgegen (Caltagirone et al., 2000).
Einige Ergebnisse deuten auf eine krebspraventive Aktivitat der Tee-
Polyphenole hin. Allerdings konnten diese Wirkungen in vivo noch nicht

eindeutig bestatigt werden (Yang et al., 2009).

3.2.6.3 Antithrombotische Wirkung

Flavonoide wirken antithrombotisch und vasoprotektiv (Bravo, 1998),
indem sie die Blutgerinnung Uber Hemmung des Arachidonsaurestoffwechsels
beeinflussen. Die Bildung der Endprodukte Prostaglandine und Thromboxane
wird somit reduziert. Durch ihre antioxidative Wirkung tragen Flavonoide
zusétzlich indirekt zur Hemmung der Thrombozytenaggregation bei, indem sie

Lipidperoxidation verhindern, welche die Thromboxan-A2-Synthese férdern
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wirde (Watzl & Leitzmann, 2005). Aktuelle Studien berichten von besonders
guter Wirkung des Flavons Apigenin, wobei jedoch die Dosis, welche Uber
Lebensmittel aufgenommen werden kann, nicht ausreichend ist (Navarro-Nufiez
et al., 2009).

3.2.6.4 Entzindungshemmende Wirkung

Durch die oben beschriebene Wirkung der Flavonoide auf den Arachi-
donsaurestoffwechsel und somit auch auf Prostaglandine und Thromboxane,
besteht ein entzindungshemmender Effekt. Flavanone (u. a. Hesperidin und
Naringenin) sowie Flavone (Diosmin, Apigenin, Luteolin) von Zitrusfrichten
zeigen in diesem Bereich besonders starke Wirkung und kdnnen demnach eine
bedeutende Rolle bei verschiedenen degenerativen Krankheitsbildern und
insbesondere bei Gehirnerkrankungen spielen (Benavente-Garcia & Castillo,
2008).

3.2.6.5 Kardioprotektive Wirkung

Flavonoide in Obst und Gemuse, Tee und Wein zeigen in vitro eine
Hemmung der Oxidation von low-density-protein (LDL), welches eine
bedeutende Ursache fur Arteriosklerose und koronare Herzerkrankungen
darstellt. In bestimmten Gebieten Frankreichs werden Rotwein und Speisen mit
hohem Gehalt an gesattigten Fettsauren gerne konsumiert. Trotzdem weisen
diese Regionen verhéltnismalig geringe Mortalitatsraten auf. Diese
Besonderheit wird den Inhaltsstoffen des Rotweines zugeschrieben und als
,French Paradox’ bezeichnet (Harborne & Williams, 2000; Hollman & Katan,
1999; Zern & Fernandez, 2005). Der Kombination von Flavonoiden (u. a.
Catechin, Epicatechin, Malvidin-3-Glucosid, Myricetin, Quercetin) kommt in
Bezug auf die Reduktion der koronaren Herzerkrankungen und den Schutz vor
Arteriosklerose, eine bedeutendere Rolle als dem Stilben Resveratrol zu
(Harborne & Williams, 2000). Zusatzlich gibt es starke Hinweise, dass
Polyphenole den Cholesterin- und Triglyceridstoffwechsel positiv beeinflussen
(Zern & Fernandez, 2005).
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3.2.6.6 Sonstige Wirkungen

Des Weiteren werden immunmodulatorische (Watzl & Rechkemmer,
2001) antimikrobielle, antiéstrogene (Watzl & Leitzmann, 2005), prébiotische
(Clifford & Brown, 2006) und enzymhemmende (z.B. Xanthin-Oxidase, NADH-
Oxidase; Harborne & Williams, 2000) Wirkungen der Flavonoide diskutiert.

Einige Autoren sprechen eine Empfehlung zur supplementéaren Ein-
nahme von Flavonoiden aus, um gewiinschte gesundheitliche Erfolge erzielen
zu konnen (Navarro-Nufiez et al.,, 2009). Andere wiederrum stehen der
Einnahme hoher Dosen sehr skeptisch gegentber und empfehlen die Auf-
nahme flavonoidreicher Lebensmittel (Halliwell, 2007; Liu, 2004).

Die Wirkung der durch die Ernahrung aufgenommenen Flavonoide auf
die Gesundheit des Menschen bedarf weiterer Erforschung. Da zahlreiche in
vitro Studien vielversprechende Wirkungen der Polyphenole zeigen, ist es ndtig,
diese auch durch in vivo Experimente zu bestatigen. Weiters bedarf es der
Kenntnis Uber genaue gesundheitsforderliche Dosierung, um eine Empfehlung
Uber die téagliche Aufnahme von Flavonoiden aussprechen zu kdnnen
(D’Archivio et al., 2010).

3.2.7 Biologische Aktivitat in pflanzlichen Organismen

Flavonoide erfillen im pflanzlichen Organismus eine Reihe wichtiger
Aufgaben (Rausher, 2008). Keiner anderen Gruppe an sekundaren Pflanzen-
inhaltsstoffen werden so viele Schlisselfunktionen fir das Wachstum und die
Entwicklung der Pflanze zugeschrieben. Sie tragen somit mal3geblich zum
Uberleben der Pflanzen bei (Gould & Lister, 2006). Vermutlich spielten ihre
Fahigkeiten bereits bei den ersten Landpflanzen eine Rolle, indem sie aul3er-
halb des Wassers den nétigen Schutz vor UV-Licht boten (Stafford, 1991).
Flavonoide befinden sich in den Vakuolen der Epidermis in nahezu jedem
grunen Blatt. Sie ermdglichen einen effektiven UV-Schutz fur die Pflanze, da sie
Uber die Fahigkeit verfigen, UV-Strahlung zu absorbieren (Harborne &

Williams, 2000), was zur Reduktion der DNA-Schadigung und zum Schutz des
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Photosynthese-Apparates (im speziellen Photosystem II) fuhrt (Cockell &
Knowland, 1999). Gleichzeitig sind Flavonoide in der Lage, langerwelliges,
sichtbares Licht fur die Photosynthese durchzulassen (Cockell & Knowland,
1999). Dass Anthocyane eine besondere Rolle im Schutz vor UV-B-Strahlung
spielen, wurde durch Untersuchungen an roten Blattern (Gould & Lister, 2006)
sowie an anthocyanreichen roten Apfelschalen nachgewiesen (Kootstra, 1994).
Anthocyane spielen als blaue, rote oder violette Pigmente eine wesentliche
Rolle in der Bestaubung (Harborne & Williams, 2000) und der Fruchtverbreitung
(Deluc et al., 2008). Flavonoide sind ebenso bei der Abwehr gegen Bakterien,
pathogene Pilze und herbivore Insekten involviert. Aul3erdem regulieren sie die
Aktivitat von Pflanzenhormonen (Rausher, 2008) und sind beteiligt an allelo-
pathischen Interaktionen mit anderen Pflanzen (Shirley, 1996). Fur die Funktion
als Antioxidantien werden kleine Pools an Flavonoiden auch im Zytoplasma und
in den Zellwdnden angelegt, um direkt mit ROS in Interaktion treten zu kdnnen
(Gould & Lister, 2006). Damit ist die antioxidative Wirkung nicht nur auf tierische

Organismen beschrankt.

3.2.8 Exkretflavonoide

In Vakuolen von Pflanzengeweben kommen Flavonoide zumeist als
Glykoside vor, wahrend sie an Oberflachen von Blattern und Stéangeln meist in
Form von Aglyka akkumulieren (Wollenweber & Valant-Vetschera, 1996) und
dann als ,Exkretflavonoide’ bezeichnet werden (Onyilagha & Grotewold, 2004).
Untersuchungen von Exkretflavonoiden wurden bereits 1873 durchgefihrt.
Damals konnte das Hauptflavonoid des Pappelknospenéls, das Flavon
,Chrysin’, isoliert werden (Wollenweber, 1985). Flavonoide welche sich an den
Pflanzenoberflachen oder im epikutikularen Wachs befinden, sind vorwiegend
nicht glykosyliert, jedoch haufig O-methyliert und lipophil (Harborne & Williams,
2000). Diese lipophilen Flavonoid-Aglyka kénnen in Form mehlartigen Belagen
auf Infloreszenz, Blattern und Stangeln (z. B. Primula sp. L.), von Blattwachs (z.
B. Eucalyptus sp. L'Hér.) oder als Harz (z. B. Flourensia resinosa S.F. Blake)

vorkommen (Wollenweber, 1990).
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Exkretflavonoide und andere Bestandteile der Exsudate werden in der
Regel durch sezernierende Trichome nach auf3en abgegeben. Es wurden
jedoch auch lipophile Ablagerungen ohne Vorkommen sezernierender
Strukturen gefunden (Valant-Vetschera & Brem, 2006; Wollenweber, 1985).
Trichome (Haare) sind Ausstiulpungen der Epidermiszellschicht wobei zwischen
sezernierenden (Driusenhaare) und nicht sezernierenden Haaren unterschieden
wird (Wagner et al., 2004). Die Morphologie der Trichome, speziell der Drusen-

haare, variiert in Bezug auf Form, Grof3e und Aufbau (Schilmiller et al., 2008).

Viele Arten der Solanaceae weisen drisige Trichome und teilweise
harzige Exsudate auf. In manchen Pflanzen wurden sogar mehrere Typen von
Trichomen entdeckt. So ist die Gattung Nicotiana L. mit langen Trichomen aus-
gestattet, welche harzige Exsudate abgeben und mit kurzen Trichomen, die
wassrige Tropfchen entlassen. Zweitere sezernieren u. a. das Alkaloid Nikotin,
welches rund um die Trichome an der Pflanzenoberflache akkumuliert wird
(Wollenweber et al., 2005). Dieser Trichomtyp ist nicht in der Lage, Stoffe selbst
zu produzieren. Nikotin wird beispielsweise in der Wurzel synthetisiert, zu den
Blattern transportiert und anschliel3end sezerniert (Schilmiller et al., 2008;
Wagner et al., 2004).

Ascensao et al. (1999) konnten an Blattern und Bluten von Plectranthus
ornatus Codd (Lamiaceae) sogar funf drisige Trichomtypen feststellen: Die
orange- bis braunfarbigen Driisenschuppen (,peltate trichomes’) sind mit einer
Basalzelle und einer sehr kurzen Stielzelle ausgestattet. In der obersten sekre-
torischen Zelle findet die Biosynthese der Exkrete statt, welche danach in einem
Hohlraum gespeichert werden, der durch die Abhebung der Kutikula entsteht.
Durch die Akkumulation ergibt sich eine kugelférmige Struktur. Die Exkrete
werden durch AufreiBen der Kutikula (Ascensdo et al., 1999) oder uber
Kutikulaporen abgegeben (Schilmiller et al., 2008). Weiters sind zwei Arten von
Drusenkopfchen (,capitate trichomes’) vorhanden, welche kurz- oder lang-
gestielt sein konnen. Diese weisen ein- oder mehrzellige Stielzellen auf.
Zusétzlich wurden kegel- (,conoidale trichomes’) und fingerformige (,digitiform
trichomes’) Trichome beschrieben. Sowohl Drusenkdpfchen also auch finger-
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formige Trichome koénnen Flavonoide freisetzen (Ascensdo et al., 1999),
ebenso wie Drusenschuppen, was schon friher von Voirin et al. (1993) bei
Mentha x piperita L. (Pfefferminze) nachgewiesen wurde.

Die Funktionen von Exkretflavonoiden decken sich weitgehend mit den
Aufgaben, welche Flavonoide auch im Inneren der Pflanze erfullen. Stoffe, die
an der Pflanzenoberflache akkumulieren, treten in direkten und gleichzeitig
ersten Kontakt mit Insekten, Pathogenen und Herbivoren (Wagner et al., 2004).
Neben der toxischen Wirkung mancher Exsudate (Onyilagha & Grotewold,
2004) weisen einige Flavone und Flavanone eine frallabwehrende Wirkung
gegen Raupen von Mamestra configurata WIk. auf (Onyilagha et al., 2004). Die
in Exkreten haufig vorkommenden O-methylierte Flavonoide schitzen die
Pflanzen besonders gut vor UV-B-Strahlung (Harborne & Williams, 2000).
Zusatzlich zeigen Exkretflavonoide antimikrobielle Wirkung (Onyilagha &
Grotewold, 2004).

3.2.8.1 Exkretflavonoide der Solanaceae

Die Chemodiversitat der Exkretflavonoide verschiedener Gattungen der
Familie wurden von Wollenweber et al. (2005) Uberprift. Diverse Arten der
Gattungen Nicotiana und Solanum L. sowie weitere Mitglieder der Familie der
Solanaceae konnten dieser Untersuchung unterzogen werden. Aufgrund der
morphologischen Diversitat dieser Familie wurde ein entsprechendes
Flavonoidprofil erwartet. In vielen Fallen zeigte sich jedoch nur eine geringe
Zahl an akkumulierenden Exkretflavonoiden. Am haufigsten konnten Flavonol-
Aglyka nachgewiesen werden, jedoch sind auch vereinzelt selten
vorkommende Flavonole vertreten. Flavone treten in der gesamten Familie auf,
hingegen sind Flavanone kaum zu finden. Die grof3te Vielfalt an Exkretfla-
vonoiden hat die Gattung Solanum zu bieten. Innerhalb der Gattung Datura
wurde nur fur Datura inoxia Mill. die Anwesenheit weniger Exkretflavonoiden
bestatigt. Weitere Aglyka konnten aus D. stramonium L. isoliert werden, jedoch
nur aus hydrolysierten Extrakten. In Atropa belladonna und Hyoscyamus albus



42 SEKUNDARE PFLANZENSTOFFE

L. wurden lediglich zwei bzw. ein Flavonol-Derivat nachgewiesen (Wollenweber
et al., 2005).
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4 MATERIAL & METHODE

4.1 PFLANZENMATERIAL

In der vorliegenden Arbeit wurden die vorhandenen Bestande der
Gattung Brugmansia des Botanischen Gartens der Universitat Wien verwendet.
Die Ernte der Blatter und Bliten der vier Individuen (Tab. 1) erfolgte im Oktober
2008. Die angefertigten Herbarbelege wurden im Herbarium des Instituts fur
Botanik der Universitat Wien hinterlegt.

Tab. 1: Ubersicht Uber das verwendete Pflanzenmaterial

Herbarcode Art Gartenbezeichnung Organ Sammeldatum
WU045045 AM 26/07 Blatter

B. aurea ) 30. 09. 2008
WU045046 gelb bluhend Bliiten

B. candida o 30. 09. 2008
WU045049 weif3 bltihend Bliiten
Wu045053 AM 28/07 Blatter

B. suaveolens ) 19. 09. 2008
WU045052 rosa bluhend Bluten
Wu045048 AM 29/07 Blatter

B. suaveolens _ ) 30. 09. 2008
WU045047 weifd bluhend Bliten
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4.2 PHYTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

4.2.1 Extraktion & Absptlung

Zunachst wurde das gesamte Pflanzenmaterial im Trockenschrank flr
ca. 7 Tage bei 30°C getrocknet und anschlieend gewogen. Zur Gewinnung
der Exkrete erfolgte sodann die Abspulung der einzelnen Organe mit Aceton
und anschlieRend mit Ethylacetat (EtOAc). Fur die Herstellung der Gesamt-
extrakte wurden die abgespulten Pflanzenteile mit einem Mixer zerkleinert und
mit Methanol (MeOH) Uberschichtet. In einem lichtgeschitzten Raum erfolgte
bei Raumtemperatur fur 2-3 Tage die Extraktion. Der Extrakt wurde abfiltriert
und das verbleibende Pflanzenmaterial erneut mit MeOH fir weitere 2-3 Tage
extrahiert. Die beiden gewonnenen Extrakte wurden vereinigt, mit Hilfe eines
Rotavapors eingeengt, in MeOH aufgenommen und zur Aufbewahrung bei
-20 °C gekdhilt.

Tab. 2: Ausbeute der Exsudate

Herbar Spezies Organ Trocken- Exsudat %o Exsudate/

Code Masse [9] [mg] Gesamttrockenmasse
Wu045045 | B. aurea Blatter 249 709 2,84
Wu045046 | B. aurea Blaten 46 104 2,24
WUu045050 | B. candida Blatter 87 22 0,26
Wu045049 | B. candida Blaten 48 80 1,69
WU045053 | B. suaveolens Blatter 197 29 0,15
WUu045052 | B. suaveolens | Bliten 71 138 1,96
Wu045048 | B. suaveolens | Blatter 145 38 0,26
WUu045047 | B. suaveolens Bliten 4 4 0,98
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4.2.2 Analytische Chromatographie

4.2.2.1 Dunnschichtchromatographie (DC)

Diese Form der Chromatographie ermdglicht einen vergleichenden
Uberblick Uber verschiedene Inhaltsstoffe und die Reinheit von Fraktionen. Bei
diesem chemisch-physikalischen Trennverfahren unterscheidet man stationéare
und mobile Phase. Fur diese Arbeit wurden als stationdre Phase DC-Platten
(Silica Gel 60) der Firma Merck aus Glas (Schichtdicke 0,25 mm) und aus Alu-
folie (Schichtdicke 0,20 mm) verwendet. Bei DC-Platten mit Fluoreszenz-
Indikator erfolgte die Detektion der Platten nach der Entwicklung mittels UV-
Licht bei 254 nm unter Fluoreszenzléschung. Eine  weitere
Detektionsmaoglichkeit ergibt sich durch die Eigenfluoreszenz einiger

Substanzen bei einer Wellenléange von 366 nm.

Als geeignete Laufmittel erwiesen sich folgende Losungsmittelgemische:

fur Flavonoide: Toluol/ Dioxan/ Essigsaure (90: 25: 5) (Valant-Vetschera &
Wollenweber, 1996)

fur Alkaloide: Aceton/ H,O/ konz. Ammoniaklésung (90: 7: 3) (Stahl &
Schild, 1981)

Zur Detektion wurden folgende Reagenzien verwendet:

Anisaldehyd 85 mL MeOH, 10 mL Eisessig, 8 mL konzentrierter
Schwefelsaure und 0,5 mL Anisaldehyd. Sprihreagenz Nr.
15 (Krebs et al., 1967). Die DC-Platte wird nach dem Be-
spruhen erhitzt. AnschlieBend werden auch Substanzen
ohne chromophore Gruppe in Form von farbigen Spots
sichtbar.
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Dragendorff Losung A: 0,85 g basisches Bismutnitrat in 10 mL Eisessig
+ 40 mL H,0; Lésung B: 4 g Kaliumjodid in 10 mL H,O
geldst. Sprahlosung: 10 mL A+B (1:1) + 10 mL Eisessig +
80 mL H,O. Sprihreagenz Nr. 89 (Krebs et al., 1967).
Nach dem Bespriihen mit Dragendorff-Reagenz werden
Alkaloide und andere N-haltigen Verbindungen durch

orange Farbung sichtbar.

Naturstoffreag. A 0,2 %ige Lésung von Diphenylborsaure-B-aminoethylester
in MeOH (Wollenweber & Dorr, 2008). Die
Eigenfluoreszenz von Flavonoide wird durch Bespriihen
mit Naturstoffreagenz A verstarkt und unter UV-Licht (366

nm) sichtbar.

4.2.2.2 High-Performance-Liquid-Chromatography (HPLC)

Auch bei diesem Trennverfahren unterscheidet man stationare und
mobile Phase, wobei sich diese Technik durch ihre ausgesprochen hohe
Trennleistung auszeichnet. Aufgrund der geringen Korngrof3e des Saulen-
materials (3 bis 10 um) wird mit hohem Druck gearbeitet (um 300 bar). Eine
HPLC setzt sich aus einer Pumpe, dem Einspritzsystem, der Trennsaule und
einem Detektor zusammen. Besitzen die zu trennenden Substanzen chro-
mophore Gruppen, so kénnen sie durch einen UV-Photodiodenarray-Detektor
erfasst werden. Die resultierenden UV-Spektren und Retentionszeiten wurden
fur Vergleiche mit der Spektrenbibliothek herangezogen. Fir die durchgefiihrten
Messungen wurde die bewahrte Methode der Umkehrphase (reversed phase)

eingesetzt, bei welcher es zu einer Umkehrung der Elutionsreihenfolge kommit.
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Technische Daten zur HPLC:

Gerat: Agilent 1100 Series mit UV-Diodenarraydetektor (210 und 230 nm) und
automatischem Probegeber

Saule: Agilent Hypersil BDS C-18; Korngr.: 5 um; 250 x 4,6 mm; Saulenofen:

35°C

Zur Auftrennung der unterschiedlichen Stoffklassen wurden folgende Methoden

verwendet:

Tab. 3: Laufmittel-Gradient-HPLC: Methode 1, fir Flavonoide

Time [min] Reisch-Puffer [%] MeOH [%] Flow [mL/ min]
00.01 45 55 1
17.00 10 90 1
20.00 - 100 1
28.00 - 100 1

Tab. 4: Laufmittel-Gradient-HPLC: Methode 2, fir Flavonoide

Time [min] Reisch-Puffer [%] Acetonitril [%] Flow [mL/ min]
00.01 70 30 0,5
17.00 10 90 0,5
20.00 - 100 1
20.50 - 100 1
28.00 - 100 1
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Tab. 5: Laufmittel-Gradient-HPLC: Methode 3, fiir Alkaloide

Time [min] NH4OAc (ImM) [%] MeOH [%] Flow [mL/ min]
00.01 45 55 1
19.00 10 90 1
20.00 - 100 1
28.00 - 100 1

4.2.2.3 Nuclear Magnetic Resonance (NMR) - Spektroskopie

Zur Strukturaufklarung wurden *H- und '°C-Kernsresonanz-Spektren-
Messungen am Institut fir organische Chemie der Universitat Wien durch-
gefuhrt. Hierzu wurde ein AM-400 WB bzw. ein WM 250 FT-Spektrometer von

Bruker verwendet.

4.2.2.4 Liquid Chromatography — Mass Spectrometry (LC-MS)

Die Massenspektrometrie dient der Strukturaufklarung. Durch lonisierung
werden Molekilionen gebildet, die entsprechend ihrer Masse zur Ladung (m/z)
im elektrischen Feld gemessen werden. Dadurch werden Informationen tber
die Molekilmasse, vorhandene Bruchstiicke und die Menge der detektierten
lonen erhalten. Im Fall von LC-MS wird einem Massenspektrometer eine
Flissigchromatographie vorgeschaltet. So erhélt man durch die Kopplung mit
einem Trennverfahren zusatzliche Daten, die fur die Strukturaufklarung hilfreich
sein konnen. Die Messungen wurden am Institut fur Pharmakognosie der

Universitat Wien durchgefuhrt.
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4.2.2.5 Verschiebungsspektren (Shift-Experimente nach Mabry)

Durch die Zugabe der Reagenzien zeichnen sich Verdnderungen im
Vergleich zum UV-Spektrum eines Flavonoids, gemessen in MeOH, ab. Daraus
konnen Ruckschlisse auf die Struktur und vor allem auf das Substitutions-
muster von Flavonoiden geschlossen werden. Fir UV/Vis-Untersuchungen
(UV-Photometer: Specord 203, Analytik Jena) mit verschiedenen Shift-
Reagenzien wurde die Probe zunachst in MeOH gelést gemessen, und weiters
nach Angaben von Mabry (1970) mit Reagenzien (AICl;, NaOAc, NaOMe und
NaOAc/ H3BOs3) versetzt.

4.2.3 Praparative Chromatographie

4.2.3.1 Saulenchromatographie

Trockensaule

Die erste grobe Auftrennung erfolgte mittels Trockenséaulen-
chromatographie. Hierzu fand eine ca. 80 cm lange Saule (mit einem
Innendurchmesser von 17 mm) Verwendung, welche mit 60 g Kieselgel (Merck
Kieselgel 60, KorngroRe 0,2 bis 0,5 mm) befillt und durch Klopfen verdichtet
wurde. Die Probe wurde mit etwas Kieselgel in einem Moérser vermischt, trocken
auf die Saule aufgetragen und mit Quarzsand uberschichtet. Durch die relativ
grol3en Partikel reicht die Schwerkraft aus. Die Auftrennung erfolgte durch
Losungsmittelgemische mit steigender Polaritat. Je 100 mL Gemisch wurden
auf die Saule aufgetragen (Tab. 6). Die Trennung des Eluats erfolgte durch 50

mL Fraktionen die anschliel3end zur Trockene gebracht wurden.
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Tab. 6: Gradient der Lésungsmittelgemische fiir die Trockenséaule

Fraktion Petrolether [Vol%] EtOAc [Vol%] MeOH [Vol%]
I 85 15 -
1l 70 30 -
[l 60 40 -
v 50 50 -
\% 25 75 -
Vi - 100 -
VIi - 90 10
VI - 75 25
IX 50 50
X - - 100

Sephadexsaule

Zur weiteren Auftrennung von Trockensdulen-Fraktionen wurden
Sephadex-Saulen LH-20 (Gelchromatographie) verwendet. Das Trennprinzip
beruht dabei auf unterschiedlichen Molekilgrof3en der einzelnen Substanzen.
Hierbei wurde mit isokratischer Elution getrennt, wobei das Ldsungsmittel
MeOH bzw. ein Losungsmittelgemisch (CHCls/ MeOH — 90: 10) verwendet

wurde.

4.2.3.2 Mitteldruckflissigchromatographie (MPLC)

Das Prinzip der MPLC entspricht dem der HPLC, jedoch mit dem Unter-
schied, dass eine Saule grolRerer Dimension mit dementsprechender
KorngroRe (40-63 um) und wesentlich niedrigerem Druck (2 bis 4 bar)
verwendet wird. Die Apparatur ist mit einem UV-Detektor ausgestattet, sodass
die Detektion von Stoffen mit chromophoren Gruppen wéahrend der Trennung

maoglich ist. Zusatzlich ist durch einen zyklischen Betrieb eine verbesserte
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Trennung moglich. Die Fraktionen wurden entweder nach 50 mL oder nach
Farbung des Eluats geschnitten.

Technische Daten zur MPLC:

Saule: Glassaule Lobar ®, 440 x 37 mm, nass gepackt mit Merck

Kieselgel LiChroprep™ Sl 60, Korngrof3e 40-63 um
Pumpe: Bichi Pump Module C-601
Fluss: ca. 25 mL/ min

Detektor: UV-Detektor UA-6 von ISCO, Wellenlange: 280 nm

Tab. 7: Gradient der Lésungsmittelgemische fur die MPLC

Fraktion Petrolether [Vol%] EtOAc [Vol%] MeOH [Vol%)]
1-11 90 10 -
12-14 80 30 -
15-20 70 30 -
21-25 50 50 -

26 - 27 - 100 -

28 -30 - - 100

4.2.3.3 Préaparative Dunnschichtchromatographie

Fur die praparative Trennung mittels Dinnschichtchromatographie
wurden DC-Platten der Firma Merck (Kieselgel 60, F 254) mit einer Schicht-
dicke von 0,5 mm verwendet. Die Probe wurde bandférmig aufgetragen und mit
einem experimentell optimierten Laufmittelgemisch (CHCIs/ MeOH - 95: 5) ent-
wickelt. Die Detektion erfolgte durch UV-Licht bei 254 nm und 366 nm. Die
Banden wurden ausgekratzt, in Diethylether (Et,O) extrahiert und tber eine G4-
Fritte abfiltriert.
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4.2.3.4 Semipraparative HPLC

Zur Durchfiihrung wurde die fur die analytische Auftrennung verwendete
HPLC adaptiert. Dabei kam ein verkirzter Laufmittelgradient der HPLC-
Methode 1 (Tab. 3) zur Anwendung. Die Methode der semipraparativen HPLC
stellt eine sehr leistungsfahige Variante zur Isolation von Naturstoffen dar und
hat zum Ziel, kleine Substanzmengen in hoher Reinheit zu gewinnen. Der hohe
Verbrauch an Lésungsmittel bringt jedoch einen erheblichen Nachteil mit sich.
Um die gewilnschte Substanz nach Detektion zu sammeln wurden mehrere

Trennungen durchgefuhrt.

4.3 BIOASSAYS MIT SPODOPTERA LITTORALIS

4.3.1 Testorganismen

4.3.1.1 Systematik von Spodoptera littoralis

Der in dieser Arbeit verwendete Testorganismus Spodoptera littoralis
Boisduval ist der Familie Noctuidea, innerhalb der Ordnung Lepidoptera, zuge-
ordnet. Folgende Trivialnamen sind fir das herbivore Insekt bekannt:
Afrikanischer Baumwollwurm, Agyptische Baumwolleule, Egyptian cottonworm,

Cotton leafworm und Mediterranean brocade moth.

Abb. 8: Verschiedene Stadien der S. littoralis
A Raupen, B Puppen und C Falter
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Verbreitung von S.littoralis

S. littoralis ist in weiten Teilen Afrikas, im westlichen Asien und auch im

sudlichen Europa (bis Griechenland, Italien) verbreitet.

Soal b Maos ol Guanananz Puds e b oo
an Spodoptera licteralis

Abb. 9: Verbreitung der S. littoralis (www.eppo.org)

Grundsatzlich werden Spezialisten (,Oligophage’), die nur wenige
Nahrungsquellen akzeptieren von Generalisten (,Polyphage’) welche ein breites
Spektrum an Nahrung tolerieren, unterschieden (Jandl, 1993). Polyphage
besitzen besonders hohe Kapazitat an Entgiftungsmechanismen, wodurch dem
tierischen Organismus ermdoglicht wird, toxische lipophile Substanzen in
hydrophile Verbindungen umzuwandeln und auszuscheiden. Dafir sind die
Cytochrom P-450 abhangigen Polysubstrat-Monooxygenasen zustéandig,
welche auch als mischfunktionelle Oxygenasen bezeichnet werden (Proksch,
1991). Als polyphager Organismus weist S. littoralis ein entsprechendes Wirts-
spektrum Uber 112 Arten innerhalb 44 Pflanzenfamilien auf. 87 Arten davon
sind von o©konomischer Bedeutung. Besonders Baumwollplantagen und

Tomatenkulturen werden durch S. littoralis geschadigt. Diese breite Toleranz
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macht S.littoralis zu einem beliebten Testorganismus, denn die Verwertung so
vieler unterschiedlicher Nahrungspflanzen lasst auf einen weit entwickelten
Entgiftungsmechanismus schlie3en. Folglich ist ein Sekundérstoff mit negativen
Auswirkungen auf diese Art mit hoher Wahrscheinlichkeit auch fur viele andere
herbivore Insekten schadlich (Jandl, 1993).

4.3.2 Zucht

Die Vorteile von S. littoralis sind die relativ einfache Zuchtmethode und
die rasche Generationsfolge von 4-5 Wochen. Die geteilte Raupenkultur in zwei
Generationsabfolgen ermdoglicht alle 14 Tage die Durchfiihrung von Bioassays.
Durch die Haltung im Brutschrank (29°C, 80% Luftfeuchtigkeit, Hell-
Dunkelrhythmus 16:8 Stunden) verkirzt sich der Entwicklungszyklus gegeniber
dem naturlichen Rhythmus von S. littoralis um mehr als eine Woche (Jandl,
1993). Im Laufe der letzten 4 Jahre hat sich eine Temperatur- (26°) und
Luftfeuchtigkeitsreduktion (auf 60%) bewdahrt. Somit betragt die Lange eines
Zyklus ca. 30 Tage: Larvalstadium 12-14 Tage, Puppenstadium 7-8 Tage,
Falter 6-8 Tage. Die Raupen wurden mit Bohnen-Agar Kunstfutter gefittert

(Stefan Mikulicic, unpubl.).

4.3.3 Herstellung der kiinstlichen Nahrung

Um einen mikrobiellen Verderb vorzubeugen, wurden 150 g getrocknete
Bohnen mit 1,5 mL Formaldehyd und 460 mL heiBem H,O eingeweicht. Nach
12-24 Stunden wurden die Bohnen im Mixer zerkleinert, und im Fall von
bakteriellem Befall der Insektenkultur mit 180 mg Chloramphenicol oder
Gentamycin sowie den Ubrigen Futterbestandteilen vermengt (Tab. 8). In 315
mL lauwarmen Wasser wurde der geléste Agar aufgekocht, und unter
standigem Rihren ca. 30 Sekunden im gebildeten weil3-schaumenden Zustand
gehalten. Nach abkihlen des Agars (unter 50°C) konnten alle Komponenten
vermischt werden. Diese Rezeptur des Kunstfutters wurde von Singh (1977)
Ubernommen und abgeandert. Das fertige Kunstfutter hat eine Haltbarkeit von

ca. einer Woche und wurde zunachst 1 Stunde bei Raumtemperatur und
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danach bei 6°C im Kuhlschrank gelagert. Fur Einarbeitungsversuche wurde das
Kunstfutter 6 bis 8 Tage lang gefriergetrocknet und war somit bei -20°C
mehrere Monate lang haltbar. Laut Mikulicic (unpubl.) hat sich die Gabe von
Antibiotika nur bei Notwendigkeit, mit gleichzeitiger Einfihrung einer regel-
mafigen Vitaminzufuhr bewahrt. Im Falle eines bakteriellen Befalls ist es
gunstig, Temperatur und Luftfeuchtigkeit noch weiter abzusenken.

Tab. 8: Futterzusammensetzung fur S. littoralis Tab. 9: Vitaminlésung fur S. littoralis

(Singh,1977; verandert) (Singh, 1977; verandert)
Bestandteil Menge Bestandteil Menge
Weil3e Bohnen 150 g H,O dest. 100 mL
Hefe 3049 Nikotinséaure 100 mg
Agar 10g Ca'"-Panthothenat 100 mg
Ascorbinsaure 30 Riboflavin 50 mg
Nipagin (p-Hydrobenzoesaureethylester) 30 Thiamin-Hydrochlorid 25 mg
Gentamycin bez. Chloramphenicol 0,18 ¢ Pyridoxin-Hydrochlorid 25 mg
H,0 dest. 775 mL Folsaure 25 mg
Vitaminlésung (siehe Tab. 9) 2mL i-Inositol 2mg
37%iges Formaldehyd 1,5mL Biotin 2mg
Vitamin Bys 0,2 mg

4.3.4 Einarbeitungsversuch

Diese Methode wird verwendet um toxische und wachstumshemmende
Substanzen bzw. Gesamtextrakte auf insektizide Wirkung zu testen. Dazu
werden die Proben in kinstliches Futter eingearbeitet und diese den Insekten
im neonaten Stadium angeboten. Fir Gesamtextrakte (CHCls- und H,0O-
Phasen) wurden Konzentrationen zwischen 1 bis 20 mg/ g Futterstiick gewahlt,

fur Reinstoffe zwischen 0,5 und 10 mg/ g Futterstick.
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Fur ein Futterstick wurde tiefgefrorenes Kunstfutter (wie oben beschrieben) mit
einem Morser zerstol3en und zu je 735 mg in einem 25 mL Becherglas einge-
wogen. AnschlieBend wurde die zu testenden Substanzen mit einer
Mikroliterpipette in der jeweiligen Konzentration auf das Kunstfutter
aufgebracht. Der Ansatz wurde mit Aceton (bei lipophilen Substanzen) bzw.
MeOH (fur polare Substanzen) tberschichtet, um eine gleichmallige Verteilung
im Futterstiick zu erzielen. Fir die Entfernung der Lésungsmittel wurden die
Becherglaser mit Aceton flir ca. 2 Stunden unter den Abzug gestellt, wahrend
jene Becherglaser mit MeOH Uber Nacht im Abzug und zusatzlich unter
Anwendung einer Vakuumpumpe abgedampft wurden. AnschlieRend erfolgte
die Zugabe von 0,75 mg Gentamycin und 46 pL der vorbereiteten Vitamin-
l6sung (siehe Tab. 9) inklusive 1,41 mL H,O dest. pro Becherglas. Daraufhin
wurden rasch 78,6 mg Agar in 2,2 mL aufgekochtem H,O dest. zugefugt und
mit einem Glasstab verrihrt. Nach dem Abkuhlen konnten die fertigen Pellets
(mit einem durchschnittlichen Gewicht von 3,6 g) in Petrischalen uberfuhrt
werden. Da Glaspetrischalen eine héhere Luftfeuchtigkeit gewahrleisten, hat
sich ihre Verwendung bei Versuchen Uber langere Zeitraume bewéhrt
(Mikulicic, unpubl.). Pro Futterstick wurden je nach Versuch 10 — 15
frischgeschlipfte Raupen eingezahlt. Die Gefalle wurden wahrend der
gesamten Versuchsdauer in einem Trockenschrank bei konstanter Temperatur
(26°C) in Dunkelheit gelagert. Die Versuchsdauer betrug in der Regel 7 Tage,
wobei Kontrollauswertungen am Tag 4 und Tag 7 durchgefuhrt wurden.

4.3.5 Auswertung der Versuche

Fur die Auswertung der Versuche wurden jeweils Wachstums- und
Letalitatsrate nach 4 bzw. 7 Tagen ermittelt. Um die relativen Wachstumsrate
zu bestimmen, wurden die lebenden Raupen von Kot und Futterresten befreit,
gewogen und die Masse einer Raupe errechnet. Auch die Kontrollraupen
wurden gewogen und ihre Durchschnittsmasse der Wachstumsrate von 100 %

gleichgesetzt.
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Wachstumsrate (%) Durchschnittsmasse eines VVersuchstieres % 100

Durchschnittsmasse einer Kontrollraupe

Zur Bestimmung der relativen Letalitatsrate wurden die Kontrolltiere ge-
zahlt und als Uberlebensrate von 100 % Ubernommen. Die Anzahl der
Versuchsraupen wurde ebenfalls ermittelt und daraus die Letalitatsrate
berechnet.

Anzahl der letalen Raupen
Anzahl der Kontrollraupen

x 100

Letalitatsrate (%) =

Fur die Berechnung des ECsp-Wertes (,effective concentration’) und des
LCso-Wertes (,lethal concentration’) wurde die Probitanalyse mit dem Programm
SPSS 16.0 fur Windows herangezogen. Der ECso-Wert gibt an, bei welcher
Dosis das Wachstum der Versuchstiere gegeniber der Kontrolltiere zu 50 %
gehemmt ist. Der LCso-Wert entspricht jener Konzentration, bei der 50% der
Versuchstiere im Vergleich zur Kontrolle den Versuch nicht Gberleben.
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5 ERGEBNISSE & DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war, charakteristische Stoffklassen der Solanaceae
anhand der Gattung Brugmansia zu isolieren, ihre molekularen Strukturen auf-
zukléaren und ihre biologische Aktivitat zu testen. Im Rahmen dessen wurden
vier Individuen dieser Gattung des Botanischen Gartens der Universitat Wien
untersucht. Die fur Brugmansia-Arten typischen Tropanalkaloide sind bereits
lange bekannt (Hegnauer, 1973). Auch Exkretflavonoide sind in der Familie der
Solanaceae (einschlie3lich der nahe verwandten Gattung Datura) keine

Seltenheit, wie die Arbeit von Wollenweber et al. (2005) beweist.

Zunachst wurde das Pflanzenmaterial auf das Vorkommen von
Exkretflavonoiden untersucht. Erste Hinweise auf die Bildung von Exkreten
ergaben sich aus der mikroskopischen Analyse der Blattoberflachen von B.
aurea (Abb. 10).

A B C

Abb. 10: Driisenhaare von B. aurea.

A Laubblatt B Kelchblatt C Kronenblatt. Die Pflanzenteile wurden unter Anwendung eines Lichtmikroskops
(Microphot-SA, Firma Nikon) mit einer Canon EOS 40 D fotographiert.

Ziel war daher die Analyse der Exkretprofile sowie die Isolierung und
Strukturaufklarung der darin vorkommenden Verbindungen. Da die Menge der
Exkrete jedoch nicht ausreichte, um Reinstoffe zu gewinnen, wurden zunéchst
Exkrete mehrerer Pflanzen vereinigt, um eine groRere Ausgangsmenge zu

schaffen. Auch dieses Ausmal3 an Exkretgemisch war nicht geniigend, um eine
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vollstandige Trennung mit entsprechender Ausbeute zu erzielen. Daraufhin
wurde der Versuch unternommen, jene Stoffe, die aufgrund des gleichen UV-
Spektrums auch im Gesamtextrakt vermutet wurden, aus diesem zu isolieren.
Dieses Experiment scheiterte erneut an den resultierten geringen Mengen. Die
biologische Aktivitat von B. aurea wurde sodann mit Gesamtextrakten (CHCIs-
und H,O-Phase) und einzelnen, durch chromatographische Methoden

gewonnenen Fraktionen sowie kéuflich erworbenen Reinstoffen gemessen.

5.1 INHALTSSTOFFE

5.1.1 Vergleich der Exsudate in Blattern und Bliten von Brugmansia

Durch die Abspulung des Pflanzenmaterials wurde unterschiedliche
Ausbeute an Exsudaten gewonnen (siehe Tab. 2). Abgesehen von B. aurea,
weisen alle anderen drei Individuen einen wesentlich hdheren Anteil an

Exsudaten in den Bliten als in den Blattern auf (Abb. 11).

H Blaetter

m Blueten

Exsudate
in %o

1

B. aurea  B. candida B. B.
suaveolens suaveolens
(rosa (weiss

blahend) blihend)

Abb. 11: Vergleich der Exsudat-Menge von Bluten und Blattern verschiedener Brugmansia-
Arten.
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5.1.2 Alkaloid-Nachweis

Die bekannten Tropanalkaloide konnten aus dem Gesamtextrakt der
Blatter von B. aurea nicht unmittelbar nachgewiesen werden. Deshalb wurde
das Pflanzenmaterial zunadchst mit CHCI; und H,O ausgeschittelt. Die nun
gewonnene CHCI3;-Phase wurde anschliel3end mit verdiinnter Salzsaure (0,2 N
HCI), CHCI; und H,O ausgeschittelt. Weiters wurde die daraus resultierende
H,O-Phase abermals mit CHCl; und Ammoniakwasser (NH,OH) aus-
geschuttelt, um die Alkaloide aus ihrer Salzbindung freizusetzen. In der folglich
erhaltenen CHCIs-Phase 1l konnte Scopolamin durch Dunnschicht-
chromatographie (Abb. 12) und HPLC-Messung (Abb. 13) detektiert werden.

I

5 10 16 20 min

Abb. 12: DC-Nachweis der Alkaloide Abb. 13: HPLC-Profil und UV-Spektrum: Scopolamin
in B. aurea; Laufmittel und Detektion

siehe 4.2.2.1.

A Atropin B Nikotin C Scopolamin

D CHCI3-Phase |l
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Tab. 10: Rf-Werte der Dinnschichtchromatographie von Abb. 12

Substanz Rf-Wert
Atropin 0,03
Nikotin 0,24
Scopolamin 0,46
CHCI;-Phase B. aurea nach dem Ausschitteln 0,46

Wanderungsstrecke der Substanz
Laufmittelfront

Rf -Wert =

Dies lasst sich dadurch erklaren, dass zum Zeitpunkt der Ernte die
Pflanze in Bliute stand und somit der Scopolamin-Anteil verringert war
(Teuscher & Lindequist, 2010). Erst durch Erhéhung der Konzentration des

Alkaloids im Gemisch konnte der Nachweis des Vorkommens erbracht werden.

Aufgrund des ubereinstimmenden Rf-Wertes in der analytischen Dunn-
schichtchromatographie (Tab. 10; Abb. 12), sowie der Ubereinstimmung des
HPLC/UV-Spektrums (Abb. 13) konnte die Anwesenheit von Scopolamin im
Gesamtextrakt der Blatter nachgewiesen werden. Literaturhinweise zur
Bioaktivitdt von Scopolamin (Alves et al., 2007) decken sich gut mit eigenen

Beobachtungen zur Letalitdt und Wachstumshemmung von S. littoralis.

5.1.3 Versuchte Isolierung der unbekannten Substanz (P 18) aus Exsudaten

und Gesamtextrakten

Die HPLC Profile aller Exsudate (Blatter und Bliten) der untersuchten
Brugmansia—Arten zeigten das Vorhandensein einer Substanz (Abb. 14) mit der
Retentionszeit +/- 18.0 min (HPLC-Methode 2, Tab. 4). Aufgrund der
Ahnlichkeit zu flavonoid typischen UV-Spektren wurden folgende Versuche zur

Isolierung dieser Verbindung unternommen:
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| L] 1 N
15 2 25 min

o
-
=

Abb. 14: HPLC-Profil: B. aurea (Exsudate der Blatter) und UV-Spektrum: Substanz P 18
(in MeOH).

Um eine erste Auftrennung zu erhalten, wurde das gesamte Material des
Exsudates der Blatter von B. aurea (670 mg) mit einer Trockensaule (TS 1)
vorfraktioniert. Aufgrund der DC-Kontrolle (DC-Laufmittel 1, Naturstoffreagenz
A) und HPLC-Kontrolle (Methode 2, Tab. 4) wurde die TS-Fraktion Ill; (48 mg)
Uber eine Sephadex-Saule (Losungsmittel: MeOH) weiter gereinigt. Die daraus
resultierende Sephadex-Fraktion V, (1,3 mg) erwies sich als rein (DC, HPLC).
Durch Vergleiche mit der Datenbank ergaben sich Ahnlichkeiten zum Flavanon
Eriodictyol-7,4'-Me. Da Flavanone einen Hauptabsorptionspeak (Bande II)
zwischen 270 und 295 nm aufweisen, konnte auf das Vorliegen eines
Flavanons geschlossen werden. Die nachfolgende NMR-Analyse fihrte zu
keinem genauen Ergebnis, da zur Aufklarung der Struktur die Probe einerseits
zu unrein war und Uberdies der vorhandene Flavonoid-Anteil zur Detektion nicht
ausreichte. Um die gesuchte Substanz zu isolieren, wurden daraufhin die
Exsudate der Infloreszenzen von B. aurea (Herbarcode: WU045046) und B.

suaveolens (Herbarcode: WUO045052) vereinigt, welche beide einen
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vergleichbar hohen Anteil dieser Substanz enthielten. Die Vereinigung ergab
eine Menge von 230 mg, welche Uber eine Sephadexsaule (Losungsmittel:
MeOH) fraktioniert wurde. Die erhaltenen Fraktionen waren jedoch fir weitere

Auftrennung oder Strukturaufklarung mengenmalfig unzureichend.

Da die gesuchte Verbindung auch im Gesamtextrakt der Blatter von B.
aurea nachgewiesen werden konnte, wurde zunachst der eingeengte Roh-
extrakt in H,O aufgenommen und mehrmals mit CHCIl; ausgeschuttelt. Nach
dem Abdestillieren des CHCI; und Aufnehmen in MeOH erfolgte eine weitere
Reinigung durch TS-Chromatographie (TS 2). Die erhaltenen Fraktionen 1V, —
VI, wurden weiters fur eine Auftrennung Uber MPLC verwendet. Dabei konnte
eine farbliche Trennung des Eluats vollzogen werden. Die MPLC-Fraktionen 19
+ 20 zeigten eindeutig gelbe Farbung. Sie wurden vereinigt und ergaben
zusammen eine Menge von 15,4 mg. Um weitere Verluste zu vermeiden, wurde
die Methode der semipréaparativen HPLC gewahlt. Innerhalb von 9 Durch-
gangen konnten 0,6 mg Substanz gewonnen werden. Dies war ausreichend um
eine LC-MS-Analyse durchzufiihren, welche auf das Vorliegen eines zweifach
O-methylierten Flavonoids vermuten liel3. Allerdings war das Ergebnis nicht

eindeutig (Martin Zehl, mandl. Mitteilung).

Als weitere Analysemethode wurde die UV-Spektralphotometrie
einschlie3lich der diagnostischen Zusatzreaktionen nach Mabry et al. (1970)
gewahlt. Diese ergab Hinweise auf die Struktur eines Flavanons mit einer freien
Hydroxylgruppe an der Position 5. Fir Flavanone ist eine intensive Absorption
der Bande Il (A-Ring) und die Anwesenheit einer kleinen Schulter fir Bande |
(B-Ring) typisch zu (siehe Abb. 13: Ayvax = 208sh, 286, 336sh nm). Generell
weisen Flavanone in methanolischer Lésung die Bande Il bei 270 — 295 nm auf.
Diese Eigenschaften treffen auf Substanz P 18 zu. Aufgrund der fehlenden
bathochromen Verschiebung nach Zugabe von NaOMe handelt es sich weder
um ein 5,7 Dihydroxyflavanon, noch um ein 7-Hydroxyflavanon. Weiters zeigt
sich der bathochrome Shift von 22 nm durch den Zusatz von ALCL3/ HCI als
charakteristisch fur 5-Hydroxyflavanone. Durch die fehlende Verschiebung

zwischen ALCL3; und ALCL3/ HCI kann eine ortho-Dihydroxygruppe an Position
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6,7 oder 7,8 ausgeschlossen werden. Nachdem bei der Reaktion mit NaOAc
ebenfalls keine Verschiebung erfolgte, befindet sich an Position 7 keine freie
Hydroxylgruppe. Die Zugabe von NaOAc/ H3BOj3 gibt generell den Hinweis fur
eine 6,7 Dihydroxygruppe. Auch hier konnte keine Verschiebung festgestellt

werden.

Tab. 11: gemessene UV-Shift-Daten nach Mabry et al. (1970)

Amax IN NM

Zusatz MeOH NaOMe ALCL; | ALCLs/ HCI NaOAc NaOAc/ H3BO;3

Schulter 208sh 218sh - 224sh 238sh
Bande Il

286 284 308 308 288 286
(A-Ring)

Schulter 336sh - - - -

5.2 BIOTESTS MIT SPODOPTERA LITTORALIS

Die durchgefuhrten Einarbeitungsversuche von lipophilen (CHCI3) und
hydrophilen (H,O) Phasen der Blattextrakte von B. aurea zeigen eine deutliche
Wachstumsreduktion ab 5 mg/ g Futterstiick (Abb. 15). Die lipophile Phase fiihrt
zu einer kontinuierlichen Abnahme des Wachstums Uber den getesteten
Konzentrationsbereich. Bei der Dosierung von 20 mg Extrakt/ g Futterstiick kam
das Wachstum der Raupen fast vollstandig zum Erliegen. Die hydrophile Phase
fuhrt allerdings zu einer Erhéhung des Wachstums bis zu einer Konzentration
von 5 mg/ g Futterstick, zeigt jedoch bei weiterer steigender Dosis stetige
Wachstumsreduktion. Im Vergleich zur lipophilen Phase ist der Effekt der
hydrophilen Phase auf die Reduktion des Insektenwachstums deutlich geringer.
Nach Doncheva et al. (2006) enthalten die Blatter von B. aurea 26
verschiedene Tropanalkaloide. Die Anwesenheit stark toxischer Alkaloide in der
lipophilen Phase, wie das nachgewiesene Scopolamin (siehe Punkt 5.1.2), ist
eine Erklarung fur die starkere Wachstumshemmung der lipophilen im Vergleich

zur hydrophilen Phase. Wie in Abb. 15 ersichtlich, verlaufen die
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Wachstumskurven der Blattextrakte vollig unterschiedlich zu den beiden
ebenfalls getesteten Tropanalkaloiden Scopolamin und Atropin. Der
Kurvenverlauf des Scopolamins gleicht einer logarithmischen Kurve. Eine
Erhéhung der Dosis von 0,5 mg auf 1 mg je g Futterstick fuhrt zu einer
Wachstumsreduktion von beinahe 60% (Abb. 15). Mit steigender Konzentration
von Scopolamin bleibt der Effekt jedoch annahernd gleich. Nach
Literaturergebnissen reduziert Scopolamin ebenfalls das Wachstum der
Generalisten Spodoptera exigua und S. frugiperda, bt jedoch keine Wirkung
auf den Generalisten Heliothis zea oder den Spezialisten Manduca sexta aus
(Alves et al., 2007). Atropin hingegen zeigt eine vom Scopolamin
abweichenden Kurvenverlauf im niedrigen Konzentrationsbereich. Obwohl die
Wachstumshemmung nicht kontinuierlich mit der Dosiserh6hung zunimmt, ist
ein deutlicher Effekt der Substanz auf S. littoralis erkennbar (siehe Abb. 15).

150 1~
125 1 7. ) —t = Scopolamin
: \ == Atropin
. == |ipophile Phase

g 100 1 J \ - - hydrophile Phase
£
S 759 |
vy
=
(&)
(3]
< 50 A

25 ~

O T T T 1

mg/ g Futterstueck

Abb. 15: Wachstumshemmungsrate von S. littoralis in % (bezogen auf die Kontrolle) im
Einarbeitungsversuch von Scopolamin, Atropin, lipophilen und hydrophilen Blattextrakten von
B. aurea nach 7 Tagen. Dargestellt sind die Mittelwerte der Testreihen.

Die in Abb. 16 dargestellten Letalitatsraten zeigen ebenfalls wie zuvor

die Wachstumsraten einen unsteten Kurvenverlauf im  niedrigen
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Konzentrationsbereich. Die lipophile Phase weist im getesteten
Konzentrationsbereich eine Kurve mit sigmoidem Charakter auf. Diese Phase
Ubt zwischen Konzentration von 5 und 10 mg/ g Futterstiick besondere Wirkung
aus, indem die Letalitat von 14,7% auf 73,6% ansteigt. Mit weiter steigender
Dosis erhoht sich die Letalitdtsrate nur geringftigig. Die hydrophile Phase zeigt
hingegen einen abgeflachten Kurvenverlauf mit kontinuierlicher Wirkung bei der
Anwendung héherer Konzentrationen. Auch bei der Wachstumsreduktion setzt
ein deutlicher Effekt bei einer Dosierung von 5 mg/ g Futterstiick ein. Die
Letalitdtsrate von Scopolamin ist sehr viel hoher als die des strukturell nahe
verwandten Atropins. Sowohl das Wachstum (Abb. 15), als auch die Letalitat
(Abb. 16) wird von Scopolamin bereits bei geringer Dosierung stark beeinflusst.
Der abweichende letale Effekt von Scopolamin zu Atropin kénnte ein Hinweis
auf die unterschiedliche Wirkung von toxischen Pflanzeninhaltsstoffen sein.
Atropin scheint im Gegensatz zu Scopolamin eine bessere Wirkung als
Repellent zu besitzen, da die Raupen die Versuche Uberlebten, jedoch im
Vergleich zur Kontrolle sehr klein waren. Die Aussagekraft der Wachstums-
sowie Letalitatsraten der Konzentrationen < 5 mg/ g Futterstiick der getesteten
Extrakte von B. aurea und der Reinstoffe (Abb. 15 und Abb. 16) sind jedoch
gering, da sie durch mogliche physiologische Unterschiede der Raupen
beeinflusst sein konnen. Frisch geschlipfte Raupen sind besonders
empfindlich, weshalb manche mehr oder weniger robust auf niedrig dosierte
toxische Stoffe reagieren als andere (Proksch, 1991). Eine eventuelle
Inhomogenitat der Substanzen im Futterstick koénnte ebenfalls Einfluss
bezuglich der fluktuierenden Ergebnisse im unteren Konzentrationsbereich
ausuben. Zusatzlich ist ein methodischer Fehler u.a. durch die hohe
Fehlerquote bei niedrigen Dosierungen denkbar. Ein Anhaften der Flussigkeit
an der Pipettenspitze konnte die Konzentration stark beeinflussen, genauso wie

unpassende Pipettenspitzen.



ERGEBNISSE & DISKUSSION 67

100 1~
—a = Scopolamin
&= - Atropin
—d== |ipophile Phase
75 A ==& - hydrophile Phase o
- /
g -— / .
= 50 - f.- AN - .
£ .. -
3 .. ) — —
25 ~
u
[ |
D , T T 1
0 5 10 15 20

mg/ g Futterstiick

Abb. 16: Letalitatsrate von S. littoralis in % (bezogen auf die Kontrolle) im

Einarbeitungsversuch von Scopolamin, Atropin, lipophilen und hydrophilen Blattextrakten von
B. aurea nach 7 Tagen. Dargestellt sind die Mittelwerte der Testreihen.

Tab. 12: ECso-Werte der Bioassays mit S. littoralis (das Konfidenzintervall gibt den 95%igen
Vertrauensbereich an).

Substanz ECso Konfidenzintervall
[mg/ g Futterstiick ] [ma/ g]
Tag 4 Scopolamin 1,2 -
Atropin 10,0 4,6 —1472,6
B. aurea lipophile Phase 51 30-78
B. aurea hydrophile Phase 14,8 6,1 -2,1E7
Tag 7 Scopolamin 0,8 -
Atropin 2,2 -
B. aurea lipophile Phase 47 6,3-95,3
B. aurea hydrophile Phase 12,2 30-78
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Tab. 13: LCso-Werte der Bioassays mit S. littoralis (das Konfidenzintervall gibt den 95%igen
Vertrauensbereich an).

Substanz LCs Konfidenzintervall
[mg/ g Futterstiick] [ma/ g]
Tag 4 Scopolamin 7.4 -
B. aurea lipophile Phase 8,0 6,0-12,0
B. aurea hydrophile Phase 81,6 -
Tag 7 Scopolamin 31 -
B. aurea lipophile Phase 7,2 54-10,4
B. aurea hydrophile Phase 52,7 -

Die ECso- und LCso-Werte von Scopolamin, Atropin, lipophilen und
hydrophilen Phasen der Blattextrakte von B. aurea im Einarbeitungsversuch mit
S. littoralis sind in Tab. 12 bzw. Tab. 13 angegeben. Die geringen (bzw. bei
Atropin groReren) Differenzen der ECso- und LCso-Werte zwischen Tag 4 und
Tag 7 sind durch die durchwegs starkeren Wirkungen der Stoffe nach langerer
Versuchsdauer zu erklaren. Der LCso-Werte fur Atropin konnte bezuglich der
oben besprochenen unregelmalRigen Letalitatswerte nicht berechnen werden.
Ein Vergleich der ECso- und LCso-Werte mit Ergebnissen aus der Literatur ist
aufgrund unterschiedlicher Testorganismen und verschiedener
Untersuchungsmethoden  nicht  mdoglich. Durch die  verschiedenen
physiologischen Gegebenheiten der Organismen lassen sich Testergebnisse

nur bedingt auf andere Organismen Ubertragen (Carvalho et al., 2003).



ERGEBNISSE & DISKUSSION 69

150- 135,3%

120+ 100%  100%

90
Tag 4

BTag7

60

Wachstum (%)

29%

18,6%
30+

Erio-7-Me 1 mg/ g Kontrolle Nikotin 1 mg/ g

Abb. 17: Vergleich der Wachstumsraten von S. littoralis, Eriodictyol-7-Me und Nikotin
nach 4 und 7 Tagen.

Der Einarbeitungsversuch mit dem Flavanon Eriodictyol-7-Me zeigt
eindeutige wachstumsférdernde Wirkung auf S. littoralis (Abb. 17). Schon am
Tag 4 ist ein verstarktes Wachstum um 6% im Vergleich zur Kontrolle zu
verzeichnen, was bis zum Tag 7 des Bioassays um weitere 29% zunimmt.
Deutlich ersichtlich ist die toxische Wirkung von Nikotin, das bei Insektentests
als Positiv-Kontrolle tblicherweise herangezogen wird. Nikotin verursacht einen

Wachstumsverlust von bis zu 81% am Tag 7 des Versuchs.

In der Arbeit von Beninger et al. (2004) wird die bedeutende Rolle der
Flavonoide in der FralRabwehr betont. Sie fuhrten Untersuchungen mit
Trichoplusia ni Hubner (Aschgraue HoOckereule) sowie Lymantria dispar L.
(Schwammspinner) und dem Glykosid Eriodictyol-7-O-glucuronide durch.
Beninger et al. (2004) kamen zu dem Ergebnis, dass geringe Mengen (10 ppm)
an Eriodictyol-7-O-glucuronid das Wachstum beide Insekten erhéhen, wéhrend
hohere Konzentrationen (100 ppm) ihr Wachstum reduzieren. In der
vorliegenden Arbeit kam eine Konzentration von 1000 ppm zum Einsatz und
fuhrte zu der oben besprochenen Wachstumsférderung von S. littoralis. Die zu
der Arbeit von Beninger et al. (2004) doch sehr deutlichen Unterschiede im
Wachstumsverlauf konnten auf die unterschiedliche Molekulstruktur der
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getesteten Substanz zurtckzufiihren sein, nachdem es sich bei Eriodictyol-7-
Me um ein Aglykon und in der Arbeit von Beninger et al. (2004) ein Glykosid
handelt.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Im Zuge dieser Arbeit wurden vier Individuen der Gattung Brugmansia
auf das Vorkommen von Exkretflavonoiden zum ersten Mal vergleichend
analysiert. Erste Hinweise auf Exkrete ergaben sich aus der mikroskopischen
Analyse der Blattoberflachen, auf welchem sezernierende Driisen festgestellt
werden konnten. Zur Gewinnung der Exkrete wurde das Blattmaterial vorsichtig
abgespdlt, um Verunreinigungen durch Gewebsinhaltsstoffe zu vermeiden.
Allerdings war die mengenmallige Ausbeute gering, sodass in weiterer Folge
mit Extrakten weiter gearbeitet wurde. Die Analyse der Extrakte erfolgte durch
DC und HPLC, und zur Fraktionierung bzw. Reindarstellung der Substanzen
wurden Saulenchromatographie bzw. praparative DC und semi-praparative
HPLC eingesetzt. Isolierte Verbindungen wurden durch UV-Spektroskopie
(einschlie3lich der diagnostischen Verschiebungsspektren), LC-MS und durch
NMR-Spektroskopie strukturell aufgeklart. Die LC-MS Analyse einer flavonoiden
Verbindung lie3 auf eine 2-fach O-methylierte Struktur schliel3en, und die UV-
Spektraldaten gaben Hinweise auf das Vorliegen eines Flavanons. Aufgrund
der zu geringen Menge konnte die Verbindung allerdings nicht eindeutig
identifiziert werden. Im Gegensatz dazu wurde das Vorkommen des
Tropanalkaloids Scopolamin durch verschiedene chemisch-analytische
Nachweismethoden eindeutig bestatigt. Dabei hat sich die Anreicherung des
Alkaloids durch Ausschitteln mit CHCI3; H,O, HCI und NH;OH bewahrt. Zur
weiteren Detektion wurden DC-Analysen und HPLC-Messungen durchgefihrt.
Zusatzlich erfolgten zur Abklarung der insektiziden Wirkung von Fraktionen und
alkaloiden Reinsubstanzen Bioassays mit dem herbivoren Insekt Spodoptera
littoralis. Die lipophile Phase der Blattextrakte von B. aurea sowie der Reinstoff
Scopolamin wiesen eine deutlich starkere wachstumshemmende bzw. letale
Wirkung auf als die hydrophile Phase und der Reinstoff Atropin. Vergleichbare
Ergebnisse wurden Uber B. suaveolens in Bioassays mit S. frugiperda in der
Literatur berichtet. Umfassende Diskussionen der Bioaktivitdt von Flavonoiden
und Alkaloiden ergadnzen die experimentelle Arbeit.
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Det.: 5. LedBer (WU 2000

Abb. 18: Herbarbeleg von B. aurea, WU045045
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Abb. 19: Herbarbeleg von B. aurea, WU045046
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digital image @ WU databased@WU

Solanaceto
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Benchr. & C. Pres.

cult. in HBV. AM 29/07.
Bltiten weif.

Leg.: LeiBer.S. s,
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Abb. 20: Herbarbeleg von B. suaveolens, WU045047
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Solanacena
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Bencr. & C. Prest

cult. in HBV. AM 29/07.
Blliten weill

Leg.: Leiber,S. s

Det: S, Leiler (WU) 2010

Abb. 21: Herbarbeleg von B. suaveolens, WU045048
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Solanaceas
Brugmansia candida Pers.

cult, in HBV, AM 27/07.
Bliten weill gefille

Leg.: Leifer,5. s,

Det.: §. Leiler (WL 2010

Abb. 22: Herbarbeleg von B. candida, WU045049



88 ANHANG

NST’T‘JT FUR ROTAMNIK
JER LINIVERSITAT WIFH
Harborkum W1

045050
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Brugmansia candida Pers.
cult, in HBV. AM 27/07.
Bluten weil gefllt
Leg.: Leiber,8. s
Det.: 5. Leifler (WU) 2010

Abb. 23: Herbarbeleg von B. candida, WU045050
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Abb. 24: Herbarbeleg von B. suaveolens, WU045052

digital image @ WU databased@WU

Brugmansia suaveolens (Hume. & BoweL. £x WiLLo.)
Benchr. & C. Pres.

cult. in HBV. AM 28/07.
Bliiten s,
Leg.: Leifier,5. s

19.8ep. 2008
Det.: §. LeiBer (WL) 2010
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Brugmansia suaveolens (Hume. & Bowee. ex WiLin.)
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cult. in HEV. AM 2807,
Bliten rosa,

Leg.: Leifer,S. s.n.

Det.: 5. Leifier (WL 2010

Abb. 25: Herbarbeleg von B. suaveolens, WU045053
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