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1. Einleitung

1.1. Zielsetzung und Aufbau

In dieser Diplomarbeit werden die Ergebnisse der Untersuchungen von zwei Derivaten
des Naturstoffs Resveratrol dargelegt. Diese wurden am Department fir
medizinische/pharmazeutische Chemie der Universitdit Wien neu synthetisiert und

tragen die Bezeichnung PGU 105 und PGU 175.

Betrachtet man die chemischen Strukturen, so handelt es sich bei Resveratrol um ein
Trihydroxystilben, die beiden Testsubstanzen besitzen jedoch anstatt der
Ethylengruppierung einen Imidazolring als Grundgerist. Von diesem gehen dhnlich wie
beim Naturstoff, jedoch unter Verlust der E- und Z-Isomerie, jeweils zwei Phenylringe

aus, die mit unterschiedlichen Resten modifiziert wurden.

Zu untersuchen waren sowohl potentielle Effekte der Testsubstanzen auf die glatte
Muskulatur anhand von Aorta-, Dliinndarm- und Lungenarterienprapartaten, als auch
die Wirkung auf die quergestreifte Muskulatur von Vorhof und Papillarmuskel. Mit
isometrischen Kontraktionsmessungen konnten  spasmolytische Aktivitdten und

Einflisse auf Inotropie und Chronotropie ermittelt werden.

Im 1. Kapitel befindet sich zuerst eine kurze Erlduterung der Zielsetzung der Arbeit und
anschlieRend wird ein Einblick in Herkunft, Biosynthese und Pharmakokinetik, sowie in

einen kleinen Teil der zahlreichen Wirkungen der Leitsubstanz Resveratrol gegeben.

Die genaue Durchfihrung der Versuche mitsamt den Vorbereitungen und
verwendeten Materialien wird im 2. Kapitel detailliert beschrieben. Hier findet man
sowohl Informationen Uber die beiden Testsubstanzen und die verwendeten
Versuchstiere, als auch den genauen Vorgang der Organentnahme und Praparation.
Ebenfalls wird auf die MaRRnahmen zu Erhaltung der Funktionen der Organe
eingegangen und die genaue Zusammensetzung der Nahrstofflosung aufgelistet. Auch
die Versuchsanordnung, welche technische Aspekte enthdlt, befindet sich in diesem

Abschnitt.



Die Ergebnisse der Versuche werden im 3. Kapitel prasentiert. Anhand von Tabellen
und Diagrammen werden die Wirkungen der Testsubstanzen auf die unterschiedlichen
Organe erldutert. Die originalen Aufzeichnungen der jeweiligen Versuche befinden sich

ebenfalls in diesem Kapitel.

AnschlieBend werden die in Kapitel 3 angefilihrten Ergebnisse im 4. Kapitel analysiert
und diskutiert und die beiden Testsubstanzen sowohl untereinander, als auch mit ihrer

Leitsubstanz Resveratrol hinsichtlich Wirkungen und chemischer Struktur verglichen.

Letztendlich gibt eine Zusammenfassung im 5. Kapitel noch einmal einen kurzen

Uberblick tiber die wichtigsten in der Arbeit angefiihrten Fakten.



1.2. Naturstoff Resveratrol

Um einen kleinen Einblick in die Hintergriinde der Arbeit zu bekommen, wird zuerst
auf den Naturstoff Resveratrol, die Ausgangssubstanz der Testsubstanzen PGU 105

und PGU 175 eingegangen.

Abbildung 1: trans-Resveratrol

1.2.1. Entdeckung und Vorkommen

Bei Resveratrol handelt es sich chemisch gesehen um ein trans-3,5,4'-
Trihydroxystilben, einzuordnen in die Gruppe der Phytoalexine. Sowohl der Naturstoff
selber, als auch dessen Glycoside sind schon lange Bestandteil der traditionellen

Medizin Chinas, Japans, Thailands und des Orients (Schmandke 2002).

1963 wurde der Stoff erstmals von Nonomura et al. aus Polygonum cuspidatum, einem
sogenannten Knotergewachs isoliert. 1976 brachten dann Langcake und Pryce den
Nachweis vom Vorkommen in Weintraubenbladttern und die Existenz der jeweiligen
Glycoside konnte von Waterhouse et al. 1994 bewiesen werden. Dass Resveratrol auch
ein Bestandteil der Polyphenol-Fraktion des Rotweins ist, sorgte in den neunziger

Jahren fur groRRes Aufsehen (Soleas et al. 1997).

In mehr als 70 Pflanzenarten konnte ein Vorkommen des Naturstoffes nachgewiesen
werden. Dazu zahlten, abgesehen von den bereits erwahnten Quellen, unteranderem
die Maulbeere, Fichte, Lilie und Eukalyptus. Der groRte Anteil wurde in der
Kulturpflanze Vitis vinifera gefunden, welche der Familie der Vitaceae angehort und

seit tausenden Jahren zur Weinproduktion verwendet wird.



Sowohl in den Reben, als auch in den Traubenkernen, Wurzeln und Stielen wurden die
Polyphenole entdeckt. Die Weintraubenschale enthdlt jedoch die hdéchste
Konzentration an Resveratrol (Celotti et al. 1996). In einer frischen Schale konnte ein
Gehalt von 50 bis 100 pg/g nachgewiesen werden. Die Konzentration im Rotwein liegt
bei 1,5 bis 3 mg/l (Jang et al. 1997). Die Hohe des Gehaltes an Resveratrol ist
hauptsachlich von der Herstellung, also der Dauer der Extraktion der Hilsen abhangig.
Dadurch, dass bei Weillwein und Traubensaft ein kirzerer Fermentierunsprozess
stattfindet, ist auch die Menge an Polyphenolen geringer. Auch bei Erdniissen befindet
sich die hochste Konzentration des Stoffes in der Schale. Durch das Rdésten nimmt

dieser jedoch ab (Schmandke 2002).

1.2.2. Biosynthese

Abbildung 2: Darstellung der Biosynthese von Resveratrol
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Die Synthese des Naturstoffes Resveratrol lauft Gber den Shikimisaure-Weg ab mit der
Aminosaure Phenylalanin als Ausgangssubstanz. Diese wird durch das Enzym
Phenylalanin-Ammoniumlyase desaminiert und in die trans-Zimtsaure Gbergefiihrt. Als
weiterer Schritt erfolgt durch die sogenannte Hydroxylase eine Hydroxylierung am
Phenyring zur p-Hydroxyzimtsdure. Als Schlisselenzym der Biosynthese wird die
Stilbensynthase, auch genannt Resveratrol-Synthase, bezeichnet. Diese katalysiert,
ausgehend von der p-Hydroxyzimsaure, die Cyklisierung aus einem Coumaroyl-CoA
und drei Malonyl-CoA und somit die Bildung des Polyphenols (Schréder et al., Austin et
al. 2004).

1.2.3. Biologische Funktion

Resveratrol ist ein sogenannter Abwehrstoff, der bei Belastungen wie Infektionen,
erhohter UV-Belastung, Stress oder Trauma von der Pflanze gebildet wird. Bei solchen
Stresssituationen kommt es folglich zur Induktion der Resveratrol-Synthase. Auch eine
fungizide Wirkung wird dem Naturstoff zugeschrieben, da es der Gruppe der
Phytoalexine angehort (Soleas et al. 1997, Hipskind und Paiva 2000, Becker et al.
2003). Aufgrund dessen versuchten Wissenschaftler die Resveratrolsynthasegene zu
transformieren und so zum Beispiel Weinreben oder Tabak resistenter gegen Pilze zu

machen (Hain et al. 1993, Coutos-Thevenot et al. 2001).

1.2.4. Wirkungen

Neben der Pflanze zeigt Resveratrol auch im Korper des Menschen abwehrstarkende
Funktionen. Eine groBe Menge an Studien, in denen die therapeutischen Eigenschaften
und die verschiedenen Wirkungen des Naturstoffes untersucht wurden, ist bereits
verdffentlicht worden. In diesem Kapitel wird ein kurzer Uberblick tiber einen kleinen

Teil der zahlreichen Untersuchungen und Wirkungen von Resveratrol gegeben.

Allgemein kann man sagen, dass mafiger Konsum von Wein im Vergleich zu
Weinabstinenz, das Risiko friher zu sterben um die Hélfte vermindert, wie Gronbak et

al. anhand einer epidemologischen Studie 1995 gezeigt hat.



Von grolRer Bedeutung sind der antioxidative Effekt des Resveratrols und die Wirkung
auf den Fettstoffwechsel. 1993 wurde von Frankel et al. entdeckt, dass die
kupferkatalysierte Oxidation des LDL (low density lipoprotein) signifikant mehr durch
Rotwein und den darin enthaltenen Polyphenolen gehemmt wird, als durch a-
Tocopherol. Dies ist nicht nur auf die Chelatbildung von Resveratrol mit dem Kupfer
zuriickzufiihren, sondern auch auf die Funktion als Radikalfanger. Aufgrund der
chemischen Struktur des Naturstoffes kann angenommen werden, dass es liber zwei
verschiedene Wege zur Interaktion mit den Plasmaproteinen kommt. So erfolgt tber
den lipophilen Teil des Resveratrols eine Anreicherung in Plasmalipoproteinen
proportional zum Fettgehalt. HDL (low density lipoprotein) ist weniger fetthaltig als
LDL (low density lipoprotein) und somit ist die Anreicherung von Polyphenolen auch
geringer. Dem hydrophilen Teil wird die Funktion als Radikalfanger zugeschrieben.
Freie Radikale werden gefangen, noch bevor mehrfach ungesattigte Fettsduren und
Membranen angegriffen werden kénnen (Belguendouz et al. 1998, Fremont et al.

1999).

Auch Uber die Senkung der Serumtriglyceride, des VLDL (very low density lipoprotein)-
und des LDL-Spiegels wurde eine Studie von Miura et al. mit Hepatom-infizierten
Ratten 2003 durchgefiihrt. Schon zuvor wurde im Jahre 2000 von Kollar et al. anhand
von Ratten mit Hypercholestereindmie gezeigt, dass das Gesamtcholesterin durch
Resveratrol und die im Rotwein enthaltenen Flavonoide reduziert werden konnte.
2001 konnten dann Laden und Porter die Ursache dafir finden, namlich dass
Resveratrol im Stande ist spezifisch die Squalenmonooxidase, ein essentielles Enzym

der Cholesterinbiosynthese, zu hemmen.

Weitere Studien gibt es Giber einen positiven Effekt von Resveratrol auf das Gehirn. So
berichteten Kiziltepe et al. 2004, dass die neuroprotektive Wirkung auf den
verringerten oxidativen Stress und eine erhéhte NO-Freisetzung durch den Naturstoff
zurtickzufiihren ist. Auch in Hinsicht auf die Abeta-induzierte Neurotoxizitat bei
Morbus Alzheimer spielt die protektive Wirkung durch Resveratrol auf das Gehirn eine

groRe Rolle (Savaskan et al. 2003).

GrolRe Bedeutung in der Forschung hat bis heute die anticancerogene Wirkung von

Resveratrol, welche erstmals 1997 von Jang et al. im Tierversuch an Ratten entdeckt
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wurde. Anhand dieser Studie zeigten sie den Effekt des Naturstoffes auf die Initiation,
Promotion und Progression des Krebsverlaufes. Freie Radikale sind oft der Ausloser fir
die Entstehung eines Tumors und so ist besonders in Initiationsphase die antioxidative
Wirkung des Polyphenols von groRer Bedeutung. Durch Untersuchungen an
verschiedenen Tiermodellen wurde gezeigt, dass Resveratrol die Tumorgenese
signifikant hemmt. Es wirkt auf viele Komponenten von intrazelluldren
Signaltransduktionswegen einschlielllich pro-inflammatorischer Mediatoren, der
Regulation von Zellwachstum und Apoptose und der Tumorangiogenese durch
Modulation von essentiellen Kinasen, Transkriptionsfaktoren und deren Regulatoren
(Kundu und Surh 2008). In einem ex vivo Experiment wurde gezeigt dass trans-
Resveratrol sowohl die Produktion von inflammatorischen (TNF-a und IL-1) als auch

anti-inflammatorischen (IL-6) Cytokine unterdriickt (Marier et al. 2005).

2010 untersuchten Yu et al. anhand einer Studie den Effekt von Resveratrol auf die
Expression von VEGF (vascular endothelial growth factor) und die Angiogenese bei
Mausen mit Leberkrebs. Unter Behandlung mit dem Naturstoff wurde die VEGF- und
mRNA-Expression signifikant gesenkt und auch das Wachstum des Tumors gehemmt.
Sie kamen zum Entschluss, dass die Wirkung auf VEGF wahrscheinlich auf einer

Hemmung der Aktivierung von NF-kB in Leberzellen beruht.

Auch hinsichtlich Diabetes mellitus gibt es positive Wirkungen von Resveratrol. In der
Studie von Su et al. 2006 konnte mit Versuchen an Ratten eine Senkung des
Blutzuckers und Triglyceriden durch Resveratrol gezeigt werden. Weiters wurde bei
Ratten mit Diabetes mellitus Typ 2 die Expression des Glucosetransporters GLUT 4
durch den Naturstoff gesteigert und somit die Glucoseaufnahme verbessert (Lekli et al.
2008). Resveratrol fihrte bei Mausen, die kalorienreiche Nahrung bekamen, zu einer
Erhohung der Insulin-Sensibilitat und der AMP-aktivierten Proteinkinase und einer
Reduktion des IGF-1 (insulin-like growth-factor). Somit wurden die schadlichen Folgen
von kalorienreicher Erndhrung vorgebeugt und ein lebensverlangernder Effekt bei den
Mausen erzielt. (Baur et al. 2006). Auch bei Diabetes bedingten neuropathischen
Schmerzen kann es durch Resveratrol, aufgrund dessen Einfluss auf die Freisetzung
von inflammatorischen Mediatoren wie NO und TNFa, zu einer Linderung kommen

(Sharma et. al. 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18550275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18065527
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18065527
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17086191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17199240

Resveratrol besitzt weiters eine positive Wirkung auf das Herz-Kreislaufsystem. Dafr
sind sowohl die Funktion als Antioxidans, als auch vasodilatierende Effekte und der
Einfluss auf die Blutgerinnung von groBer Bedeutung. Durch das Polyphenol wird die
Bildung der Metaboliten des Arachidonsaurestoffwechsels, wie 5- bzw 12-HETE
(Hydroxyeicosatetraenoat), HHT (Hydroxyheptadecatrienoat) und Thromboxan B2,
unterdriickt. Es wird sowohl die durch Thrombin, als auch die durch ADP induzierte
Plattchenaggregation gehemmt, im Gegensatz zu dem im Wein vorhandenen Ethanol,
welcher nur die thrombininduzierte Aggregation hemmt (Kimura et al. 1985, Pace-
Asciak et al. 1995). Weiters ist Resveratrol neben der COX-2 auch ein potentieller COX-
1 Hemmer wodurch ebenfalls eine Hemmung der Plattchenaggregation hervorgerufen
wird (Calamini et al. 2010, Sobotkova et al. 2009). Weiters wird der Gewebefaktor TF
(tissue factor), der Aktivator des extrinsischen Systems der Blutgerinnung, durch den
Naturstoff gehemmt und somit die durch ihn ausgeléste Thrombenbildung (Di Santo et

al. 2003).

In einer weiteren Studie wurde neben dem Flavonoid Quercetin auch der Effekt von
Weinpolyphenolen auf die endotheliale Funktion und Dysfunktion untersucht mit dem
Hintergrund eine mogliche protektive Rolle hinsichtlich Bluthochdruck, ischemic heart
desease und Schlaganfall zu zeigen. In vivo konnte an hypertensiven Tieren gezeigt
werden, dass durch die Polyphenole das Risiko einer endothelialen Dysfunktion
gesenkt wurde, es zu einer Reduktion des Blutdruckes und des oxidativen Stress kam

und somit Endorganschaden verhindert werden konnten (Perenz Vizcaino et al. 2006).

1.2.5. Pharmakokinetik

Studien zur Pharmakokinetik von Resveratrol ergaben, dass wenn es oral
eingenommen wurde, es mit einer Bioverfligbarkeit von ca. 70% resorbiert wurde. Die
Plasmahalbwertszeit betrug ungefahr 9h und die Ausscheidung erfolge hauptsachlich
renal. Da es zu einer raschen Metabolisierung der aufgenommenen Menge kam,
konnte man nur mehr einen relativ kleinen unveranderten Teil im Plasma feststellen.
Bei der Metabolisierung erfolgte sowohl eine Konjugation mit einer Schwefelsaure und
Glucuronsaure, als auch kam es zur Hydrierung der Doppelbindung durch intestinale

Keime.



Die in Harn und Serum nachgewiesenen Hauptmetabolite waren Trans-Resveratrol 3-
O-glucuronid und trans-Resveratrol-3-O-sulfat. Bei jenem Anteil an Resveratrol
welcher nicht metabolisiert wurde, kam es in Abhédngigkeit der vorliegenden
Fettsdauren vorwiegend zu Interaktion mit dem Plasmaprotein Albumin. Die Aufnahme
in die Leberzellen erfolgte entweder aktiv liber einen Carrier-vermittelten Transporter,

oder passiv.

Die Akkumulation von Resveratrol und moglichen aktiven Metaboliten in den
Epithelzellen fihrt zu den unterschiedlichen Wirkungen trotz des starken

Metabolismus (Yu et al. 2002, Jannin et al. 2004, Walle et al. 2004).

Eine neuere Studie ergab, dass bei Verwendung von Pterostilbene, sogenannte
methylierte Polyphenolanaloga, die Nachteile des Resveratrol-Metabolismus beseitigt
waren. Im Vergleich zu Resveratrol mit 20% wiesen Pterostilbene eine Bioverfligbarkeit
von etwa 80% auf. Auch die Plasmaspiegel waren deutlich hoher als die des
Naturstoffes. Die Spiegel der jeweiligen Glucuronide waren jedoch gleich. (Kapetanovic

et al. 2010)

Eine wichtige Tatsache ist, dass Resveratrol Cytochrom P450 Isoenzym 3A4 inaktiviert,
wodurch Interaktionen mit zahlreichen Arzneistoffen, welche Substrate des CYP 3A4

sind, auftreten kdnnen (Chan et al. 2000)



2. Material und Methodik

2.1. Testsubstanzen

Bei den fiir die Untersuchung verwendeten Testsubstanzen handelt es sich um zwei
neu synthetisierte Derivate des bereits bekannten Naturstoffs Resveratrol. Diese
wurden von der Arbeitsgruppe von Ao. Univ. Prof. Dr. Erker an der Fakultat fir
Lebenswissenschaften am Department flir Pharmazeutische/Medizinische Chemie

synthetisiert und bereitgestellt.

2.1.1. PGU 105 HCI

Abbildung 3: chemische Struktur von PGU 105 HCI

CH

CH3 / 3

/ HCl o

° / q O\CH3

H,C
N
o H o\

CH,

MG: 406,86 g/mol
Nomenklatur: 5-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-(2,3,4-trimethoxyphenyl)-1H-imidazol Hydrochlorid

2.1.2. PGU 175 HCI

Abbildung 4: chemische Struktur von PGU 175 HCI

HCI
/ N
N
H
S

H,C—

MG: 302,82 g/mol
Nomenklatur: 5-[3-(Methylsulfanyl)phenyl]-2-phenyl-1H-imidazol Hydrochlorid
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2.1.3. Losungsmittel

Fiir die Durchfiihrung der Versuche mussten die Testsubstanzen zuvor in einem
geeigneten Losungsmittel gelost werden. Wonach PGU 105 in H,0 l6slich war, musste
fir PGU 175 aufgrund der hoheren Lipophilie Dimethylsulfoxid (DMSO) gewahlt
werden. DMSO ist in diesem Fall besonders geeignet, da durch die diplolaren
Eigenschaften dieses Losungsmittels sowohl das Losen lipophiler Substanzen
ermoglicht wird, als auch das Vermischen mit H,O. Die geringe Eigenwirkung auf die

Organe musste jedoch bei der Auswertung der Ergebnisse berlcksichtigt werden.

Je nach Fassungsvermogen der Organbader (8 und 25 ml) wurden unterschiedliche
Mengen an Testsubstanz eingewogen, damit nach kumulativer vollstandiger Zugabe

eine Endkonzentration von 100 umol/l pro GefaR erreicht werden konnte.

Tabelle 1: Verwendete Einwaagen

. Einwaage Substanz
Molekul h |
Substanz olekulargewicht | Volumen Organbad (100 pmol/l)
8ml 0,34 mg
PGU 105 406,86 g/mol
25 ml 1,02 mg
8 ml 0,25 mg
PGU 175 302,82 g/mol
25 ml 0,76 mg

Die Testsubstanzen konnten erst appliziert werden, wenn die Messwerte des
jeweiligen Organs konstant waren und sich eine Plateauphase eingestellt hat. Um die
erwinschten Messkonzentrationen von 1, 3, 10, 30 und 100 umol/l zu erreichen,
wurden dann in zeitlichen Abstanden von 45 Minuten 1, 2, 7, 20 und 70 ul der
Stammldsung mit einer Finnmikropipette zugefligt. Das Einhalten der 45 Minuten war
insofern wichtig, da eine ,steady state” erreicht werden musste und diese erst nach 45
Minuten als gesichert angenommen wird. Die der

genauen Zeitpunkte

Testsubstanzzugabe mussten am Papier neben den Graphen gekennzeichnet werden.
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Tabelle 2: Pipettierschema

Applizierte Menge der Stammlosung

Endkonzentration

PGU 105 PGU 175
1ul 1ul 1 umol/I
2 ul 2 ul 3 umol/I
7 ul 7 ul 10 umol/I
20 ul 20 ul 30 umol/I
70 ul 70 ul 100 pumol/I
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2.2. Physiologische Elektrolytlosung

Um die isolierten Organe kinstlich am Leben zu erhalten mussten diese sowohl zur
Aufbewahrung, als auch fiir die Versuche selber in eine Nahrstofflésung eingebracht
und mit Oxymix bzw. Carbogen, einem Gemisch aus 95% O, und 5% CO,, begast
werden. Als Nahrlosung wurde die sogenannte Tyrode verwendet, benannt nach dem
Pharmakologen Maurice Vejuy Tyrode. Diese entspricht einer modifizierten Krebs-
Henseleit-Losung und musste zu Beginn jedes Versuchstages nach den Vorschriften

von Reiter (1967) frisch zubereitet werden.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Tyrode

Substanz Molelfular- Stocklésung mi/Stockdésung/I mmol/|
gewicht Tyrode

NacCl 58,442g/mol 1000,25g/5I 33,60 115,01
KCl 74,550 g/mol 50,33 g/5I 35,00 4,73
NaHCO; 84,010 g/mol 125,00 g/5l 83,70 2491
MgS0O, 120,370 g/mol 147,02 g/5l 1,18 0,29
KH,PO, 136,090 g/mol 62,00 g/250 ml 1,18 2,15
CaClL, 110,980 g/mol 34,00 g/250 ml 3,20 3,92

Glucose 180,160 g/mol Reinsubstanz 1,98 -

Fir die Zubereitung wurden zuerst die vier in der Tabelle gelisteten Stammldsungen an
NaCl, KCl, KH,PO4, MgSO,; und NaHCOs; in einem 2 Liter fassenden Messkolben
vermischt. Nach genauer Einwaage der Glucose, wurde diese darin gelost und zum
gesamten Inhalt des Kolbens noch ca. 1,5 Liter Aqua dest. zugefiigt. AnschlieRend
folgte eine 10 — minlitige Begasung mit Oxymix und wahrenddessen eine tropfenweise
Zugabe von CaCl,. Die dadurch erlangte Sauerstoffsattigung und die langsame
Applikation von CaCl, verhinderten die Bildung und das Ausfallen schwerléslicher
Calzium-Salze, was durch eine Tribung der Losung erkennbar wurde. Zuletzt wurde
der Messkolben bis zur Eichmarke mit Aqua dest. aufgefillt und zur besseren
Durchmischung geschwenkt.
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2.3. Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden Meerschweinchen unterschiedlicher Geschlechter des
sogenannten , TRIK“ — Stammes verwendet. Diese sind nicht durch Inzucht, sondern
durch Auszucht vermehrt worden und somit weitgehend gesiinder und robuster. Die
aus Graz stammenden Tiere waren nur wenige Wochen alt und ihr Gewicht betrug

durschnittlich 300 — 600 g.

Fir die Versuche im Rahmen der Diplomarbeit wurden ausgewahlte innere Organe der
Nagetiere verwendet. Meerschweinchen sind deshalb sehr gut geeignet, da die

menschlichen lonenkanile denen der Meerschweinchen sehr ahnlich sind.

Zu Beginn jedes Versuchstages wurde ein Tier ausgewahlt und mit einem gezielten
Genickschlag getotet. Diese Art von Totung ist laut Praxis die schonendste Methode,
da sie sehr rasch vollzogen ist, das Meerschweinchen keinen Schmerz verspuiirt und der

Stress gering gehalten wird.

Nach Offnen des Thorax und Abdomen wurden zuerst Herz und Lunge entnommen,
dann ein ca. 20 cm langes Stiick des Dinndarms und zuletzt noch die Aorta. Die Organe

wurden sofort in die Nahrlésung gegeben und mit Oxymix begast.

Abbildung 5: Versuchstier - Meerschweinchen
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2.4. Verwendete Organe

Damit die Versuche durchgefiihrt werden konnten mussten Herz, Diinndarm und Aorta

noch weiter prapariert werden.

2.4.1. Isolierung und Prdparation der Organe

2.4.1.1. Verwendete Materialien

Zum Praparieren wurden die Organe in eine mit Tyrode beflillte Petrischale gelegt in
der eine durch einen Gummischlauch fixierte Korkscheibe lag. Auf dieser Korkscheibe
konnten die Organe mit Prapariernadeln gut befestigt werden. Da die Praparate teils
sehr klein waren und Genauigkeit eine sehr groRe Rolle spielt, kam sehr oft ein
Stereomikroskop zum Einsatz. Zusatzlich wurden noch Pinzetten, Spitzscheren,

Federscheren und Pasteurpipetten verwendet.

Abbildung 6: Stereomikroskop und weitere Materialien
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2.4.1.2. Isolierung und Praparation - Atrium dexter

Das Herz wurde rasch aus dem ged6ffneten Thorax entnommen und fiir den Transport
in ein mit Tyrode gefiilltes Becherglas gelegt. Nach vorsichtigem Ausdriicken von
Uberschiissigem Blut wurde es dann fiir die Praparation in eine Petrischale Uberfiihrt
und dort mit zwei Nadeln am Kork befestigt. In Folge wurden zuerst umliegendes Fett-
und Lungengewebe und das Perikard entfernt und dann der rechte Vorhof durch einen
Schnitt entlang des Sulcus coronarius von der rechten Herzkammer abgetrennt.
Besonders wichtig war es, dass man wahrend der gesamten Prdparation aufpasste das
Gewebe nicht zu Giberdehnen und den Sinusknoten nicht zu verletzen. Der Sinusknoten
ist mit seiner Funktion als primdrer Schrittmacher des Herzen essentiell fiir das
Gelingen der Versuche. Nach Anbringen von kleinen Silberhdakchen an der Spitze und
der Basis des Vorhofes mit zwei Faden, konnte das fertige Prdparat in die

Versuchsapparatur ,,mit der Spitze nach unten” eingespannt werden.

2.4.1.3. Isolierung und Praparation - Musculus papillaris

Die Papillarmuskeln befinden sich in den beiden Herzkammern, welche zuvor von den
Vorhofen abgetrennt wurden. Fir deren Freilegung wurden die Kammern entlang des
Septums bis hin zu Spitze aufgeschnitten und dann aufgeklappt. Bevor die Muskeln
isoliert werden konnten, mussten die Purkinjefasern moglichst vollstandig entfernt
werden. Diese Fasern kdonnen aufgrund ihrer moglichen Spontanaktivitat zu einer
Beeintrachtigung der Versuche fihren. AnschlieBend wurde am Ansatz der
Papillarmuskeln mit einem Faden ein Silberhdkchen angebracht, die Sehne vorsichtig
abgetrennt und letztendlich der Muskel isoliert ohne ihn zu (iberdehnen und zu

beschadigen

2.4.1.4. Isolierung und Praparation - Arteria pulmonalis

Uber die Arteria Pulmonalis wird sauerstoffarmes Blut von der rechten Herzkammer
zur Lunge transportiert. Um diese isolieren zu konnen erfolgte zuerst ein Schnitt sehr
nahe am Herz und dann ein weiterer vor jenem Abschnitt, wo die Auftrennung in die

rechte und linke Arteria Pulmonalis beginnt.
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Das gewonnene Gefalstlick, welches maximal einen Zentimeter lang war, wurde dann
vorsichtig von Fettresten befreit und anschlieBend in zwei bis drei wenige Millimeter
lange, ringférmige Sticke zerschnitten. Diese konnten dann, ohne Anbringen von

Hakchen, direkt in die Apparaturen eingespannt werden.

Abbildung 7: Darstellung des Herzens (Netter FH 2003)
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2.4.1.5. Isolierung und Praparation - Aorta descendes

Da man fir die Versuche nicht den Aortabogen verwendet, sondern die an der
Wirbelsdule anliegende thorakale Aorta, musste der Brustkorb stark nach vorne
gedriickt werden, um diese gut zu Gesicht zu bekommen. Mit einer Pinzette wurde die
Aorta, ohne diese zu stark zu dehnen, vorsichtig vom Rickgrat wegezogen und mit

einer Schere ein ca. drei Zentimeter langes Stlick entlang der Wirbelsdule

herausgeschnitten.

Die weitere Praparation folgte wieder in der mit Tyrode gefiillten Petrischale. Das mit
zwei Stecknadeln am Kork fixierte Aortastiick wurde sorgfiltig von Gewebe- und

Fettresten befreit und in 2-3mm dicke Ringe zerschnitten, welche wiederum direkt in

die Apparaturen eingespannt werden konnten.

Abbildung 8: Darstellung der Aorta (Netter FH 2003)
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2.4.1.6. Isolierung und Praparation - Terminales [leum

Ein weiteres Versuchsorgan war der Diinndarm, wofiir das Abdomen der Lange nach
mit einer Schere aufgeschnitten werden musste. Um zum terminalen Abschnitt zu
gelangen, musste man zuerst den Ubergang vom Diinndarm zum Dickdarm suchen.
Dann wurde nach mehrmaligem Einschneiden des Mesenteriums ein ca. 20-30
Zentimeter langes Stlick herausgezogen und abgetrennt. Um spater noch erkennen zu
konnen, welches das obere Ende des erhaltenen Darmstiickes ist, wurde an der
jejunalen Seite ein Faden angebunden. Beim anschlieRendem Uberfiihren in ein
Becherglas mit Tyrode und zusatzlichem begasen mit Oxymix konnte man sehr schén

die bestehende Darmperistaltik beobachten.

AnschlieBend wurde dann wieder in der Petrischale prapariert, wobei dafir ein ca. 0,5
— 10 Millimeter langes Darmstiick an beiden Enden schrag abgeschnitten werden
musste damit dadurch die Offnungen vergréRert wurden. Um aufgrund der Peristaltik
ein Einrollen des Darmstiickes zu verhindern, wurde es jeweils, an den durch das
schrage abschneiden entstandenen Spitzen, mit einer Nadel am Kork befestigt. Nach
Durchspiilen mit einer Pasteurpipette um eventuell vorhandene Chymusreste zu
entfernen, wurde dann jeweils ein Hdkchen mit einem Faden an den Spitzen
angebracht. Wichtig war es dabei darauf zu achten, dass die Darméffnungen nicht
zugebunden wurden, da sonst spater eine gleichmaBige Durchspilung mit

Testsubstanz verhindert wurde.
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2.5. Versuchsanordnung

Flr die Versuche im Rahmen der Diplomarbeit war es besonders wichtig, in Hinsicht
auf Temperatur, pH-Wert und O, —Versorgung, moglichst physiologische Bedingungen

fiir die Organpraparate zu schaffen.

Im Labor standen zwei verschiedene Apparaturen (A und B) zur Verfligung. Wegen des
unterschiedlichen Fixierungsschemas konnten die Papillarmuskeln nur in Apparatur A
eingespannt werden, fir Vorhof, terminales lleum, Arteria pulmonalis und die Aorta

wurde hauptsachlich die Apparatur B verwendet.

Die Organpraparate wurden auf einem Silberdraht befestigt, welcher Uber einen
Verstarker mit einem Kraftwandler verbunden war. Kam es also zu einer Veranderung
am Organ, so wurde die mechanische Kraft durch den Kraftwandler in eine elektrische
GroRBe umgewandelt und mit einem Schreiber auf einem Millimeterpapier

aufgezeichnet.

Abbildung 9: Versuchsanordnung

Wasserbad

Amplifier

Schreiber
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2.5.1. Apparatur A

Diese Apparatur wurde hauptsachlich fiir die Durchfihrung der Versuche am

Papillarmuskel eingesetzt.

Das Gerat bestand aus einem groRen beheiztem Wasserbad, in welches die
Muskelkammer, das sogenannte Organbad eintaucht. Es war in den Deckel des
Wasserbades eingebaut und wurde von unten Uber einen Schlauch durch eine
Glasfritte mit Gas versorgt. Die Muskelkammer fasste mit einem Volumen von 28 ml,
die fur den Versuch bendétigten 25 ml Tyrode, welche mindestens zehn Minuten vor
Beginn des Versuches eingefiillt werden mussten, damit die Nahrlésung sich der
Temperatur des Wasserbades angleichen konnte. Um moglichst physiologische
Bedingungen zu schaffen wurde dieses mit einer Heizspirale und einem Thermostat auf

erforderliche 35 °C erwdrmt.

Abbildung 10: Apparatur A
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Das wie in Kapitel 2.4.1.3. vorbereitete Praparat wurde dann auf der Organhalterung
angebracht, welche auf einem Stativ mit Stativschlitten und Feinrieb montiert war. Der
Papillarmuskel wurde zuerst mit dem auf der Oberseite befestigten Silberhdkchen auf
einen Silberdraht gehangt und dann am unteren Ende zwischen einer kleinen
Plexiglasplatte und einer Elektrode eingeklemmt und Uber einen Schraubmechanismus

festgezogen. Der Silberdraht dient dazu, um eine Verbindung zum Kraftwandler, das
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eigentliche Messinstrument, herzustellen. Danach musste die Organhalterung samt
Feinrieb und Kraftwandler so rasch wie moglich in die Muskelkammer abgesenkt
werden, bis das Praparat vollstandig in die temperierte, begaste Nahrlésung
eintauchte. Uber den Feinrieb konnte anschlieRend der Abstand zwischen

Kraftwandler und Steg verlangert und somit eine Vorspannung angelegt werden.

Dadurch dass die Papillarmuskeln nicht befahigt sind spontan zu schlagen, musste tber
die Elektrode ein elektrischer Reiz (iber einen sogenannten Accupulser Stimulator
(Model Isostim 301T, WPI, Hamden, CT, USA) zugefiihrt werden. Bei einer Kontraktion
des Muskels kam es dann mit Hilfe des Silberdrahts zur Ubertragung des Reizes auf den

Kraftwandler, wo er weiter iber einen Verstarker bis hin zum Schreiber geleitet wird.

Abbildung 11: Originale Abbildung der Apparatur A
o ||
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2.5.2. Apparatur B

Mit der zweiten Apparatur wurden die Versuche an Aorta, rechtem Vorhof, terminalen
lleum und Arteria pulmonalis durchgefiihrt. Vom Grundprinzip her entsprach diese der
vorigen Apparatur A, jedoch unterscheiden sich die Form des Organbades, die
Organfixierungsmoglichkeit an der entsprechenden Halterung, sowie die bendtigte

Temperatur von 37°C.

Abbildung 12: Apparatur B
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Als Organbad wurde hier ein doppelwandiges GlasgefaR eigesetzt, welches zwischen
den Glaswanden mit 37°C warmen Wasser Uber einen Zu- und Abfluss durchspult
wurde. Die Gaszufuhr erfolge Uber einen seitlich angebrachten Schlauch und die

Starke konnte man mittels kleiner Schrauben regulieren.

Zum Einspannen der Prdparate war hier eine Aufhdangevorrichtung am Kraftwandler
vorhanden und ein fixiertes Drahtstiick unten am Steg. Damit wurden der Vorhof und
das terminale lleum jeweils mit den Hakchen eingehdngt, die ringféormigen Praparate

wie Aorta und Arteria pulmonalis konnten direkt eingespannt werden.

Nach dem Eintauchen der Organe in das mit Tyrode gefiillte Organbad, musste je nach
vorgeschriebener Vorspannung, diese iber den Feintrieb eingestellt werden. Uber
einen mit einer Quetschklemme verschlossenen Abfluss wurde dann die Nahrlésung
abgelassen und mit KClI chemisch eine Kontraktion ausgeldst. Die mechanische Kraft
wurde wieder auf den Kraftwandler (ibertragen, wo er als elektrisches Signal weiter

Uber einen Verstarker, bis hin zum Schreiber geleitet und zu Papier gebracht wurde.

Abbildung 13: Originale Abbildung der Apparatur B
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2.5.3. Kraftwandler

Der Kraftwandler oder auch Transducers (Transbridge™ der Firma Precision
Instruments, USA) war das eigentliche Messinstrument und essentiell bei allen
Versuchsapparaturen. Durch diesen konnte die Kontraktionen der Organe gemessen
werden, in dem eine Umwandlung der mechanischen Kraft in einen elektrischen
Impuls durchgefiuhrt wurde. Dieser Impuls wurde wiederum durch einen Verstarker (4-
Chanel Transducer Amplifier, WPI) intensiviert und Uber einen Schreiber (Flatbed
Recorder, Modell BD 112 Dual Channel, Firma Kipp& Zone) letztendlich auf

Millimeterpapier visualisiert.

Abbildung 14: Schema der Signalgewinnung
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2.5.4. Gasversorgung mit Oxymix

Das Durchsplilen der Tyrode mit Oxymix, einem Gasgemisch aus 95% O, und 5% CO,,
war notwendig, damit die Organe ausreichend mit Sauerstoff versorgt wurden, ein
physiologischen pH-Wert von 7,2-7,4 konstant gehalten werden konnte und eine

homogene Verteilung der Testsubstanzen im Organbad erfolgte.

Von einer zentralen Gasflasche ausgehend wurden die einzelnen Versuchsapparaturen
jeweils Gber ein System von Schlauchen versorgt und das Gas am Eintritt ins Organbad
durch eine Glasfritte fein zerstaubt. Schraubklemmen ermdglichten die Regulation der

Gaszufuhr.
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2.6. Versuchsablauf

Wichtig war es, dass die Organbader und die Halterungen immer griindlich gereinigt
wurden, da mogliche Verunreinigungen von vorigen Testsubstanzen zu Verfalschungen
der Ergebnisse fihren kénnten. Am Ende eines Versuchstages wurde das Organbad zur
Reinigung mit 2%iger HCI gefullt, nach kurzem Einwirken mit einer Biirste durchgeputzt
und wieder abgelassen. Um Riickstande der HCl zu entfernen musste dann noch 2-3-
mal mit Aqua bidest. griindlich nachgespiilt werden. Bevor man einen neuen Versuch
startete musste wurde das Organbad einmal mit Tyrode selber gespllet bevor es mit

derselben aufgefillt wurde.

Es war von Vorteil die Organbader etwas friher einzuschalten, da sie eine gewisse Zeit

bendtigten, bis sie die eingestellte Temperatur erreicht hatten.

2.6.1. Versuchsablauf - Terminales Ileum

Nach Beendigung der Prdparation (siehe Kapitel 3.4.1.6.) wurde das
Diinndarmprdparat moglichst rasch anhand der angebrachten Hakchen, mit dem
jejunalen Ende nach oben und dem caecalen Ende nach unten zeigend, in die
Apparatur eingehangt und darauf geachtet, dass es vorerst nicht gespannt wurde.
AnschlieBend musste dieses sofort in das temperierte Organbad abgesenkt und mit

Oxymix durchsptilt werden.

Als erstes wurde der Flachbettscheiber eingeschalten und die Spitze des Schreibers
zurlick zum Nullpunkt am Millimeterpapier gestellt. Weiters wurde der Amplifier
aktiviert, wodurch der Schreiber oft verrutschte und wieder auf den Nullpunkt
zurlickgestellt werden musste. Da sich die Praparate in ihrer Plastizitdt unterscheiden,
wurden durch sogenanntes ,Vorspannen”, immer die gleichen Bedingungen
geschaffen, was besonders wichtig fir die Reproduzierbarkeit der Versuche war. Beim
Dliinndarmpraparat wurde bei 5 mV mittels Feintrieb eine Vorspannung von 5cm, was
einem Zug von 4,9mN entspricht, angelegt. Danach stellte man die Spitze des
Schreibers mit Hilfe des Verstarkers wieder auf den Nullpunkt und musste 20 Minuten

abwarten. Es konnte passieren, dass man mit dem Feintrieb wahrend der
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Anpassungszeit ofter nachjustieren musste, da es ofter zu einer temperaturbedingten

Abnahme der Spannung kam.

Nach Ablaufen der Zeit wurde die Schreiberspitze auf das Papier aufgesetzt, die Tyrode
abgelassen und mit 25ml zuvor frisch zubereiteter 60 mM KCI-Lésung (450 mg KCl pro
100 ml Tyrode) wieder aufgefiillt. Ziel des Versuches war es, die spasmolytische
Wirkung der Substanz zu messen und deshalb musste das Darmpraparat zuerst mittels
KCI-Lésung chemisch kontrahiert werden. Die Kontraktion war zu Beginn sehr stark
und konnte sogar mit freiem Auge am Organ beobachtet werden, nahm jedoch schnell
wieder ab und pendelte sich erst nach einiger Zeit ein. Deshalb musste man
mindestens 45 Minuten warten und konnte erst nach Erreichen einer konstanten
Kontraktion mit dem Einspritzen der Testsubstanzen, wie in Kapitel 2.1.3. bereits

besprochen, beginnen.

Konnte sich jedoch aufgrund stetig abnehmender Kontraktion, ohne Zugabe der
Testsubstanz, keine Plateauphase einstellen, so musste der Versuch abgebrochen
werden. Nach griindlicher Reinigung des Organbades, musste dann wieder mit einem
neuen Praparat gestartet werden. Wahrend des gesamten Versuches war besonders
darauf zu achten, die gesamte Organaufhdngung und das Praparat nicht zu berihren,

da sonst die Messergebnisse negativ beeinflusst werden konnten.

2.6.2. Versuchsablauf - Aorta descendens

Da dieses Praparat ringformig war, konnte es ohne weitere Hilfsmittel direkt in die
Apparatur eingehangt werden. Wichtig war es, dass man zuerst die Lidnge des L-
férmigen Silberdrahtes der GroRe des GefiaRringes anpasste und somit ein Uberdehnen
und Beschadigen verhinderte. Das Aortenstiick wurde quer in die Apparatur
eingespannt, in das temperierte und begaste Organbad abgesenkt und dann bei 10 mV
eine Vorspannung von 19,4 mN angelegt. Wahrend der 20-minttigen Anpassungszeit
wurde eine eventuelle Abnahme der Spannung wieder mittels Feintrieb an den
Nullpunkt angepasst. Nach Ablauf der Zeit musste zuerst auf 5mV umgestellt werden,
(entspricht 9.81 mN) bevor die Tyrode abgelassen wurde. Um die Veranderung der

Kontraktionskraft messen zu kénnen, musste das Aortenstiick wieder vorkontrahiert
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werden und diesmal wurde eine 90 mM KCl-Lésung (670 mg KCl in 100 ml Tyrode)
dafiir verwendet. Die anfangs rasche Kontraktion war durch ein schnelles Ausschlagen
des Schreibers nach links erkennbar, welches danach aber immer langsamer wurde
und der Schreiber zuletzt stehen blieb, wodurch die maximale Kontraktion angezeigt
wurde. Wiederum musste man mindestens 45 Minuten abwarten bis sich eine
konstante Kontraktion und somit die Plateauphase eingestellt hatte. Dann erst konnte

man mit der Substanzzugabe beginnen.

2.6.3. Versuchsablauf - Arteria pulmonalis

Der Versuch verlief genauso wie bei der Aorta (Kapitel 2.6.2), jedoch lag wahrend des
gesamten Versuches eine Spannung von 5mV vor und somit betrug die Vorspannung

9,81mN.

2.6.4. Versuchsablauf - Musculus papillaris

Nach der Praparation (Kapitel 2.4.1.3.) wurden die Papillarmuskeln, wie bereits in
Kapitel 2.5.1 beschrieben, in die Apparatur B eingespannt und in das 35°C warme, mit
Oxymix durchperlte Organbad eingetaucht. Das Gerat wurde auf 5 mV sowie Speed 5
mm/sec eingestellt und die Spitze des Schreibers auf die Nullinie gebracht. Die
Vorspannung betrug 3.92mN und musste bei einer Abweichung des Wertes mit dem
Feintrieb korrigiert werden, da die Ausgangsspannung mit der Kontraktionskraft in

Korrelation steht. (Reiter 1967)

Wie bereits in Kapitel 2.5.1. erwahnt, besitzt der Papillarmuskel keine Spontanaktivitat
und musste deshalb, um zu kontrahieren, durch setzen von Rechteckimpulsen mit
einer Dauer von 3ms bei einer Frequenz von 1Hz, gereizt werden. Die Reizstdrke wurde
Uber eine Isolation Unit so lange erhdht, bis man die Schwellenstromstarke erreichte
und der Papillarmuskel zu kontrahieren begann. Um eine kontinuierliche Kontraktion
des Muskels zu erhalten, sollte die eingebrachte Reizstarke noch um weitere 10%
erhoht werden. Wurde die Reizstarke jedoch zu stark erhoht, konnte es passieren, dass

es zur selbststandigen Entleerung der Catecholaminspeicher kam (Furchgott RF et al.
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1959). Dies wirde zu einem sogenannten ,run down“, einer stetigen Abnahme der

Kontraktionsamplitude und somit einer Verfalschung der Messwerte fiihren.

Nach ca. 20 Minuten Anpassungszeit konnte mit den Kontrollmessungen begonnen
werden. Dabei wurden der Schreiber in Abstanden von 5 Minuten auf das Papier
gesetzt und immer 6 Amplituden pro Messung gezeichnet. Dies musste 45 Minuten
lang durchgefiihrt werden, bis die AmplitudengrofRe konstant war und mit der
Substanzzugabe nach dem bereits bekannten Schema (Kapitel 2.1.3.) gestartet werden
konnte. Um einen breiteren Graphen zu erhalten, wurde bei der letzten Messung einer
Konzentration noch zusatzlich eine Aufzeichnung der 6 Amplituden bei 20mm/sec

durchgefihrt.

2.6.5. Versuchsablauf - Atrium dexter

Mit denen, in Kapitel 2.4.1.2. beschrieben, angebrachten Silberhdakchen wurde das
Vorhofpraparat vorsichtig in die vorgeformten Hakchen der Organhalterung ohne
Spannung eingehangt und wiederum ins temperierte, begaste Organbad abgesenkt.
Das Organ durfte auf keinen Fall zu stark gedehnt werden, da dies eine Fehlfunktion,

der durch den Sinusknoten ermdglichten Spontanaktivitat, zu Folge haben konnte.

Der Versuch wurde wie zuvor bei 5 mV sowie Speed 5 mm/sec, aber einer
Vorspannung von 10,4mN durchgefiihrt. Im Gegensatz zum Papillarmuskel ist der
Vorhof, wie bereits erwahnt, zur spontanen Aktivitdt befdhigt und nach dem
Eintauchen in die N&hrlésung kann man im Idealfall ein sofortiges Schlagen
beobachten. Nach der 20-minitigen GewdOhnungsphase konnten wieder die
Kontrollmessungen durchgefiihnrt werden. Der Schreiber musste ebenfalls alle 5
Minuten auf das Papier gesetzt werden, jedoch wurde hier auf sechs 1 Zentimeter
langen Kastchen die Schlagfrequenz aufgezeichnet, was bei der eingestellten
Geschwindigkeit von 5mm/sec jeweils 12 Sekunden dauerte. Nun mussten die Zacken
am Papier gezahlt werden, so lange, bis die Frequenz Uber 4 Messungen konstant
blieb. Dann konnte die Applikation der Testsubstanzen nach dem bereits bekannten
Pipettierschema (Kapitel 2.1.3.), mit fortsetzender Messung der Schlagfrequenz in 5

minltigen Abstédnden, begonnen werden.

29



2.7. Auswertung der Daten und Statistik

2.7.1. Auswertung - Aorta, Arteria pulmonalis, terminales Illeum

Nach erzwungener Kontraktion der Organe mit KCI, wurde bei den Versuchen mit
Aorta und Arteria pulmonalis auf eine mogliche vasodilatierende Wirkung, beim Darm
auf eine spasmolytische Wirkung der Testsubstanzen untersucht. Die Substanzzugabe,
welche alle 45 Minuten durchgefiihrt wurde, musste jeweils neben der erhaltenen
Kontraktionskurve gekennzeichnet werden, damit spater eventuelle Veranderungen
durch die applizierten Konzentrationen ermittelt werden konnte. Dazu wurden dann
die Abstande zwischen der Nulllinie und den zuvor markierten Stellen an der Kurve mit
einem Lineal abgemessen und mit dem jeweiligen, in Abhangigkeit der eingesetzten
mV-Werte, bendtigten Eichungsfaktor multipliziert. Mit diesem Faktor erhielt man die

Werte in mN und er betrug bei 5 mV 0,98, bei 2mV 0,196 und bei 10mV 1,96.

Fiir die prozentuelle Berechnung einer Veranderung der Kontraktionskraft durch die
Testsubstanzen wurde als Referenzwert jener Wert eingesetzt, an dem vor Applikation
der ersten Konzentration eine konstante Kontraktion des Organs herrschte. Durch
Erstellen einer Konzentrations-Wirkungskurve aus allen ermittelten Werten konnte

dann, wenn vorhanden, die ECsg berechnet werden.

2.7.2. Auswertung - Atrium dexter

Ziel der Versuche am rechten Vorhof war es, die Wirkung der Testsubstanzen auf die
Chronotropie (Schlagfrequenz) des Sinusknotens zu Uberprifen. Dazu wurden die
Herzschlage Uber 12 Sekunden lang, das entsprach 6 Kastchen zu je 1 cm Liange am
Millimeterpapier, mittels Flachbettschreiber aufgezeichnet und anschlieBend gezahlt.
Durch Multiplikation der ermittelten Werte mit 5, erhielt man dann die Anzahl der
Herzschlage pro Minute. Wieder wurden die Einflliisse der Substanzen mittels
Referenzwert prozentuell berechnet und anhand einer Konzentrations-Wirkungskurve

dargestellt.
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2.7.3. Auswertung - Musculus papillaris

Bei den Papillarmuskeln wurde eine mogliche Verdanderung der Inotropie
(Kontraktionskraft) nach Zugabe der Testsubstanzen untersucht. Dazu wurde die Lange
der aufgezeichneten Amplituden mit einem Lineal abgemessen und abhdngig vom den
verwendeten mV wieder mit dem Eichfaktor multipliziert. Bei einer Durchfiihrung des
Versuches bei 5mV wurde mit 0,98, bei 2mV stattdessen mit 0,196 multipliziert. Der
ermittelte Referenzwert wurde wieder als Ausgangswert fir die prozentuelle

Berechnung herangezogen und eine Konzentrations-Wirkungskurve erstellt.

2.7.4. Statistik

Bei Verwendung von DMSO als Losungsmittel musste man die geringe Eigenwirkung
berlicksichtigen und diese von den erhaltenen Werten abziehen. Zur weiteren
Auswertung wurde, unter Verwendung des Programmes ,Sigma Plot 9.0, das
arithmetische Mittel das Werte, sowie der Standardfehler der Mittelwerte (SEM)
berechnet und anhand einer Konzentrations-Wirkungskurve graphisch dargestellt. Bei
einer starken Wirkung konnte daraus die ECs, jene effektive Konzentration, bei der es
zu einer 50%igen Anderung des Referenzwertes kommt, eingezeichnet und abgelesen
werden. Um die Irrtumswahrscheinlichkeit zu ermitteln, wurde weiters ein
sogenannter Student-T-Test durchgefiihrt. Dabei wurden Ergebnisse die unter 5 % (P <
0,05) bzw. 1 % (P < 0,01) lagen als signifikant und unter 0,1 % (P < 0,001) als

hochsignifikant bewertet.
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3. Ergebnisse

3.1.

Testsubstanz PGU 105 HCI

3.1.1. Ergebnisse - Aorta descendens

Fir die Untersuchung einer vasodilatierenden Wirkung von PGU 105 auf die glatte

Muskulatur der Aorta wurden vier Versuche durchgefiihrt. Von den erhaltenen

Messwerten wurden die arithmetischen Mittelwerte berechnet und ein Referenzwert

von 8,43 + 1,36 mN ermittelt.

Bei einer Konzentration von 3 umol/l der Testsubstanz kam es bereits zu einer leichten

Abnahme der Kontraktionskraft, eine ECsg wurde jedoch nicht erreicht.

Tabelle 4: Ergebnisse der Versuche von PGU 105 HCl an der Aorta

Pc;::‘gls/: d fe (fnSIE)M fe i(;);EM Versuchsanzahl Wahrls::rlt\(téir):ri;:hkeit
Kontrolle 8,43+1,36 0,00 £ 0,00 4 --
1 8,70+ 1,49 2,90+ 1,09 4 n.s.
3 8,36 +1,20 -0,05+1,91 4 n.s.
10 8,09+1,18 -3,34+2,49 4 n.s.
30 7,35+1,04 -11,96 £ 2,99 4 n.s.
100 6,03+0,74 -27,17 £ 3,57 4 0,05

Legende zu Tabelle 4:

f.= Kontraktionskraft

SEM = Standardfehler des Mittelwertes
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Diagramm 1: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 105 HCl an der Aorta

Aorta descendens

n =4, PGU 105 HCI
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&
o
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)
(€3]

.
(€)]
1
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Legende zu Diagramm 1:

Hier wird die Wirkung von PGU 105 auf die glatte Muskulatur der Aorta graphisch
dargestellt. Es ist eine leichte spasmolytische Wirkung auf der Konzentrations-
Wirkungskurve erkennbar. Die x-Achse steht fir die verwendeten Konzentrationen in
umol/l, auf der y-Achse wird die Abnahme der Kontraktionskraft in % gezeigt. Die
gemittelten Werte der jeweiligen Konzentrationen werden durch Punkte

gekennzeichnet, die Balken zeigen die Standardabweichung.
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Abbildung 15: Originalaufzeichnung der Wirkung von PGU 105 HCI auf die Aorta

«— 1 umol/I
«— 3 umol/I
«— 10 pumol/I
— 30 umol/I

45 min

<«—— 100 umol/I

+—>
1 cm=0,98 mN

Legende zu Abbildung 15:

Diese Abbildung zeigt die originale Aufzeichnung des Wirkungsverlaufs von PGU 105
auf die Aorta. Anhand der Pfeile werden die Zeitpunkte der Substanzzugabe

gekennzeichnet, welche alle 45 Minuten durchgefiihrt wurde.
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3.1.2. Ergebnisse - Arteria pulmonalis

Ebenfalls vier Versuche wurden fir die Untersuchung einer eventuell dilatierenden

Wirkung der Testsubstanz auf die Lungenarterie durchgefiihrt. Die erhaltenen

Messwerte wurden arithmetisch gemittelt und ein Referenzwert von 11,81 + 2,00 mN

bestimmt.

Hier blieb die Kontraktionskraft nach den ersten zwei Substanzzugaben relativ

konstant, ab 10 umol/l kam es jedoch zu einer Abnahme, welche sich mit

zunehmender Konzentration der Testsubstanz weiter verstarkte. Eine ECso wurde nur

knapp nicht erreicht.

Tabelle 5: Ergebnisse der Versuche von PGU 105 HCI an der Lungenarterie

Irrtums-
+ +
PGU 105 HCl fc £ SEM fc £ SEM Versuchsanzahl | Wahrscheinlichkeit
(nmol/1) (mN) (%)

(P)

Kontrolle 11,81 + 2,00 0,00+ 0,00 4 --
1 11,91 +2,07 0,47+0,74 4 n.s.
3 11,74 + 2,05 -0,79+2,41 4 n.s.
10 10,98 + 1,85 -6,69 + 2,90 4 n.s.
30 9,48 +1,49 -18,90 + 2,06 4 0,05
100 5,90+ 0,83 -48,9 £ 2,77 4 0,01

Legende zu Tabelle 5:

f. = Kontraktionskraft

SEM = Standardfehler des Mittelwertes
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Diagramm 2: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 105 HCI an der Lungenarterie

Arteria pulmonalis
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Legende zu Diagramm 2:

In Diagramm 2 wird der Effekt von PGU 105 auf die Lungenarterie graphisch
dargestellt. Eine vasodilatierende Wirkung der Testsubstanz zeigt sich ab einer
Konzentration von 10 pumol/l und nimmt mit zunehmender Substanzkonzentration
weiter zu. Die x-Achse steht fiir die verwendeten Konzentrationen in umol/l, auf der y-
Achse wird die Abnahme der Kontraktionskraft in % gezeigt. Die gemittelten Werte der
jeweiligen Konzentration werden durch Punkte gekennzeichnet, die Balken zeigen die

Standardabweichung.
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Abbildung 16: Originalaufzeichnung der Wirkung von PGU 105 HCI auf die Lungenarterie

-— 1 umol/I

— 3 umol/I

¢ 10 umol/I

<«——— 30 umol/l

45 min

<+—— 100 umol/I

1 cm=0,98 mN

Legende zu Abbildung 16:

In der originalen Aufzeichnung ist die spasmolytische Wirkung auf die Lungenarterie in
hoheren Konzentrationen von PGU 105 deutlich sichtbar. Anhand der Pfeile werden
die Zeitpunkte der Substanzzugabe gekennzeichnet, welche alle 45 Minuten

durchgefihrt wurde.
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3.1.3. Terminales Ileum

Flinf Versuche wurden fir die Untersuchung der Wirkung von PGU 105 auf die glatte

Muskulatur des Dinndarms durchgefiihrt und die Messwerte arithmetisch gemittelt.

Der ermittelte Referenzwert lag bei 10,62 + 0,98 mN.

Schon nach Zugabe der ersten Konzentration kam es zu einer deutlichen Abnahme der

Kontraktionskraft und bei 100 pumol/l war der Darm beinahe vollstandig dilatiert.

Aufgrund der starken Wirkung konnte eine ECsg von 17umol/l anhand der

Konzentrations-Wirkungskurve ermittelt werden.

Tabelle 6: Ergebnisse der Versuche von PGU 105 HCl am Diinndarm

Irrtums-
+ +
PGU 105 Hcl fc £ SEM fc £ SEM Versuchsanzahl | Wahrscheinlichkeit
(nmol/1) (mN) (%)
(P)
Kontrolle 10,62 £ 0,98 0,00+ 0,00 5 -
1 9,55+1,02 -10,21 +5,22 5 n.s.
3 8,69+1,07 -18,5 + 6,83 5 0,06
10 6,70+ 1,19 -37,99 £ 8,73 5 0,01
30 4,09+1,13 -63,58 + 8,17 5 0,001
100 1,02 £ 0,64 -91,87 +£5,21 5 0,001

Legende zu Tabelle 6:

f. = Kontraktionskraft

SEM = Standardfehler des Mittelwertes
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Diagramm 3: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 105 am Diinndarm

Terminales lleum
n =5, PGU 105 HCI
EC,,= 17umol/l
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Legende zu Diagramm 3:

Die graphische Darstellung zeigt die starke spasmolytische Wirkung von PGU 105 auf
die glatte Muskulatur des Diinndarms. Die x-Achse steht fiir die verwendeten
Konzentrationen in umol/Il, auf der y-Achse wird die Abnahme der Kontraktionskraft in
% gezeigt. Die gemittelten Werte der jeweiligen Konzentration werden durch Punkte
gekennzeichnet, die Balken zeigen die Standardabweichung. Nach Einzeichnen der

strichlierten Linien konnte die ECsqvon 17 umol/l auf der y-Achse abgelesen werden.
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Abbildung 17: Originalaufzeichnung der Wirkung von PGU 105 HCI auf den Diinndarm

— 1 umol/I
«— 3 umol/I
+— 10 umol/I
— 30 umol/I

I 45 min

«— 100 pumol/I

+—>
1 cm=0,98 mN

Legende zu Abbildung 17:

Diese Abbildung zeigt die mit einem Schreiber durchgefiihrte, originale Aufzeichnung
der Wirkung von PGU 105 auf den Dinndarm. Nach der ersten Substanzzugabe ist eine
stetige Abnahme der Kontraktionskraft ersichtlich, die bereits nach 3 umol/I in eine
stufenartige tbergeht. Anhand der Pfeile werden die Zeitpunkte der Substanzzugabe

gekennzeichnet, welche alle 45 Minuten durchgefiihrt wurde.
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3.1.4. Ergebnisse - Atrium dexter

Beim rechten Vorhof wurde eine mogliche Veranderung der Schlagfrequenz durch
PGU 105 anhand von vier Versuchen getestet, wobei der Referenzwert bei 245,00 +

6,12 Schlage pro Minute lag.

Die Schlagfrequenz blieb bei den geringen Konzentrationen zu Beginn relativ konstant.
Es kam sogar anfangs zu einer geringfligigen Erhohung, ab 30 umol/l zeigte sich aber

eine leichte negativ chronotrope Wirkung, jedoch ohne Erreichen einer ECs.

Tabelle 7: Ergebnisse der Versuche von PGU 105 HCI auf den rechten Vorhof

Pc;zn::glsl:;l d Ixi}rsnEllr\ll; fi(;)l;M Versuchsanzahl Wahrls::rl:(léir):ri;hkeit
Kontrolle 245,00 £ 6,12 0,00 £ 0,00 4 --
1 245,00+12,08 | -0,14+2,79 4 n.s.
3 247,50+10,90 | 0,92+2,45 4 n.s.
10 247,50+11,64 | 0,94+3,01 4 n.s.
30 237,35+7,77 | -3,06+1,93 4 n.s.
100 210,00 £13,70 | -14,42+4,21 4 n.s.

Legende zu Tabelle 7:

f = Schlagfrequenz
SEM = Standardfehler des Mittelwertes

x = Anzahl der Schlage
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Diagramm 4: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 105 auf den rechten Vorhof

Atrium dexter
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Legende zu Diagramm 4:

In Diagramm 4 wird die Wirkung von PGU 105 auf die Schlagfrequenz des Vorhofes
graphisch dargestellt. Erst in hoheren Konzentrationen ist ein geringer negativ
chronotroper Effekt erkennbar. Die x-Achse steht fir die verwendeten
Konzentrationen in pmol/l, auf der y-Achse wird diesmal die Abnahme der
Schlagfrequenz in % gezeigt. Die gemittelten Werte der jeweiligen Konzentration

werden mittels Punkten gekennzeichnet, die Balken zeigen die Standardabweichung.
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Legende zu Abbildung 18:

Diese Abbildung zeigt die originale Aufzeichnung der negativ chronotrope Wirkung von
PGU 105 auf den Sinusknoten des rechten Vorhofes. Die Amplituden wurden jeweils

in einem Zeitraum von 12 Sekunden mittels Schreiber aufgezeichnet.
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3.1.5. Ergebnisse - Musculus papillaris

Anhand von vier Versuchen wurde der Einfluss von PGU 105 auf die Kontraktionskraft

des Papillarmuskels gemessen. Ausgehend vom Referenzwert, welcher 2,47 £+ 1,11 mN

betrug, konnte das AusmaR der Wirkung ermittelt werden.

Wahrend die Inotropie bei niedrigen Konzentrationen vorerst positiv durch die

Testsubstanz beeinflusst wurde, nahm sie bei hoheren Konzentrationen jedoch wieder

stark ab. Eine ECsq wurde aber nicht erreicht.

Tabelle 8: Ergebnisse der Versuche von PGU 105 HCl am Papillarmuskel

PRUIOSHEL | R ESEM | HESEM | oo ppnzat Wahrll’ﬁ(‘éi;‘riﬁ;hken
Kontrolle 2,47 + 1,11 0,00 + 0,00 4 --
1 3,19+1,32 15,75+ 4,63 4 n.s.
3 3,38+1,49 19,09 £ 4,56 4 n.s.
10 3,68+1,65 28,72 +6,04 4 0,05
30 3,58+1,55 27,45 +4,70 4 0,05
100 2,49+1,31 3,27 £5,58 4 n.s.

Legende zu Tabelle 8:

f. = Kontraktionskraft

SEM = Standardfehler des Mittelwerts
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Diagramm 5: Dosis-Wirkungskurve von PGU 105 HCI auf den Papillarmuskel

Musculus papillaris
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Legende zu Diagramm 5:

Anhand des Diagramms wird die Anderung der Schlagfrequenz des Papillarmuskels,
verursacht durch PGU 105, graphisch dargestellt. Wo zu Beginn noch ein postiv
inotroper Effekt vorliegt, geht die Wirkung im Laufe der Konzentrationserhéhung
letztendlich in eine negativ inotrope (iber. Die x-Achse steht fiir die verwendeten
Konzentrationen in umol/Il, auf der y-Achse wird die Abnahme der Kontraktionskraft in
% gezeigt. Die gemittelten Werte der jeweiligen Konzentration werden durch Punkte

gekennzeichnet, die Balken zeigen die Standardabweichung.
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Abbildung 19: Originale Aufzeichnung der Wirkung von PGU 105 HCI auf den Papillarmuskel

‘;ﬂ \\ ,/\\ \\J J \ | ! Kontrolle
UL

I ( J \\ f\\ 1 umol/I
|:ﬁ | u
JUL |

| \

\ \ 3 umol/I

o, =

f 30 umol/I

Jq 100 umol/I

I 1cm=0,98 nM

Legende zu Abbildung 19:

Die (iber den Flachbettschreiber aufgezeichneten Amplituden der elektrisch gereizten
Papillarmuskeln, zeigen den konzentrationsabhangigen Einfluss von PGU 105 auf die

Inotropie.
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3.2. Testsubstanz PGU 175 HCI

3.2.1. Ergebnisse - Aorta descendens

Um eine mogliche dilatierende Wirkung von PGU 175 auf die Aorta feststellen zu

konnen, wurden vier Versuchsreihen durchgefiihrt und nach arithmetischem Mitteln

der Messwerte ein Referenzwert von 8,58 + 1,06 mN festgelegt.

Anders als bei PGU 105 trat hier schon nach der zweiten Substanzzugabe eine

betrachtliche Dilation der glatten Muskulatur ein und eine beinahe vollstiandige

Relaxation der Aorta wurde bei der hochsten Konzentration erhalten. Aufgrund der

starken Wirkung wurde eine ECso von 19,8 umol/I erzielt.

Tabelle 9: Ergebnisse der Versuche von PGU 175 HCI an der Aorta

Pc;l:r;;s/ll; c fe (imSIE)M fe i(;);EM Versuchsanzahl Wahr:;::rl:(l:a:ir;r:lsi;:hkeit
Kontrolle 8,58+ 1,06 0,00 £ 0,00 4 --
1 8,69+ 1,07 1,31+0,38 4 n.s.
3 8,41+1,06 -2,51+2,09 4 n.s.
10 6,91+1,06 | -20,51+5,46 4 0,01
30 2,73+0,38 | -68,14 +2,68 4 0,001
100 0,07+0,07 | -99,16+0,84 4 0,001

Legende zu Tabelle 9:

f. = Kontraktionskraft

SEM = Standardfehler des Mittelwerts
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Diagramm 6: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 175 HCl an der Aorta

Aorta descendens
n =4, PGU 175 HCI
EC.,= 19,8umol/l
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Legende zu Diagramm 6:

Im Diagramm wird anhand einer Konzentrations-Wirkungskurve der Effekt von PGU
175 auf die glatte Muskulatur der Aorta graphisch dargestellt. Schon ab einer
Konzentration von 3 pumol/l ist eine deutliche vasodilatierende Wirkung erkennbar, die
durch Erhéhung der Konzentration in eine fast vollstandige Relaxation (ibergeht. Die x-
Achse steht fir die verwendeten Konzentrationen in, auf der y-Achse wird die
Abnahme der Kontraktionskraft in % gezeigt. Die gemittelten Werte der jeweiligen
Konzentration werden durch Punkte gekennzeichnet, die Balken zeigen die
Standardabweichung. Durch Einzeichnen der strichlierten Linien konnte die ECso von

19,8 umol/I auf der y-Achse abgelesen werden.
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Abbildung 20: Originalaufzeichnung der Wirkung von PGU 175 HCI auf die Aorta

[ —

«— 1 umol/I

<« 3 umol/l

<«—— 10 umol/I

<«——— 30 umol/l

45 min

<+—— 100 pmol/I

+«—>
2 cm=0,98 mN

Legende zu Abbildung 20:

Diese Abbildung zeigt die originale Aufzeichnung des Flachbettschreibers der
vasodilatierenden Wirkung von PGU 175 auf die glatte Muskulatur der Aorta. Anhand
der Pfeile werden die Zeitpunkte der Substanzzugabe gekennzeichnet, welche alle 45

Minuten durchgefiihrt wurde.
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3.2.2. Ergebnisse - Arteria pulmonalis

Die Lungenarterie wurde ebenfalls auf einen potentiellen dilatierenden Effekt von PGU

175 auf die glatte Muskulatur getestet. Nachdem die erhaltenen Messwerte pro

Konzentration arithmetisch gemittelt wurden, konnte ein Referenzwert von 13,16 +

1,32 mN bestimmt werden.

PGU 175 besal, wie auch bei der Aorta, eine starke dilatierende Wirkung auf die glatte

Muskulatur. Dieses Mal jedoch konnte der Effekt schon ab der ersten Konzentration

beobachtet werden. Nach Zugabe von 30 umol/l nahm die Kontraktionskraft am

meisten ab, bei der letzten Substanzzugabe sank sie auf beinahe 15% des

Ausgangswertes ab. Die ECsg lag bei 18,5 umol/I.

Tabelle 10: Ergebnisse der Versuche von PGU 175 HCl an der Lungenarterie

Pc;l:r;;s/ll; d fe (imSIE)M fe i(;);EM Versuchsanzahl Wahrls::rl:(léir):ri;hkeit
Kontrolle 13,16 + 1,32 0,00 £ 0,00 4 --
1 11,99 + 0,80 -8,57+1,47 4 n.s.
3 10,99+0,67 | -16,15%+1,50 4 0,05
10 9,09+0,47 -30,47 £ 2,20 4 0,01
30 4,48 £0,23 -65,66 + 1,26 4 0,001
100 1,86+ 0,25 -84,23 +£1,39 4 0,001

Legende zu Tabelle 10:

f. = Kontraktionskraft

SEM = Standardfehler des Mittelwertes
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Diagramm 7: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 175 HCI an der Lungenarterie

Arteria pulmonalis
n =4, PGU 175 HCI
50 1 EC,,= 18,5umol/l

25 -

-25 H

50 -~

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

-75 -

-100 -

0 1 3 10 30 100

Konz.(umol/T)

Legende zu Diagramm 7:

Anhand des Diagramms wird der Einfluss von PGU 175 auf die Lungenarterie graphisch
dargestellt. Die starke Abnahme der Kontraktionskraft erfolgte aufgrund einer
vasodilatierenden Aktivitdt der zu testenden Substanz. Die x-Achse steht fiur die
verwendeten Konzentrationen in pmol/l, auf der y-Achse wird die Abnahme der
Kontraktionskraft in % gezeigt. Die gemittelten Werte der jeweiligen Konzentration
werden durch Punkte gekennzeichnet, die Balken zeigen die Standardabweichung.
Durch Einzeichnen der strichlierten Linien konnte die ECsy auf der y-Achse abgelesen

werden. Sie betrug 18,5 umol/I.
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Abbildung 21: Originalaufzeichnung der Wirkung von PGU 175 HCI auf die Lungenarterie

<+«——— 1umol/l

<+—— 3 umol/l
<4+—— 10 pumol/I

<+«——— 30 umol/l
I 45 min
<+ 100 umol/I

“—>
2cm =0,98 mN

Legende zu Abbildung 21:

In der Abbildung wird die originale Aufzeichnung des Schreibers der vasodilatierenden
Wirkung von PGU 175 auf die Lungenarterie dargestellt. Anhand der Pfeile werden die
Zeitpunkte der Substanzzugabe gekennzeichnet, welche alle 45 Minuten durchgefihrt

wurde.
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3.2.3. Ergebnisse - Terminales Ileum

Um eine mogliche spasmolytische Wirkung von PGU 175 auf die glatte Muskulatur des

Dinndarms untersuchen zu kénnen wurden drei Versuche durchgefiihrt. Wiederum

wurde das arithmetische Mittel der Messwerte berechnet und ein Referenzwert von

10,62 + 0,98 mN ermittelt.

Ein spasmolytischer Effekt auf das Praparat trat schon bei einer Konzentration von 1

umol/l ein und verstarkte sich mit jeder weiteren Substanzzugabe. Bei einer

Konzentration von 100 pumol/l kam es jedoch wieder zu einer Kontraktionszunahme,

die wahrscheinlich auf ein Ausfallen der Substanz im Organbad zuriickzufihren ist.

Tabelle 11: Ergebnisse der Versuche von PGU 175 HCl am Diinndarm

PGU 175 HCl fc £ SEM fc £ SEM Versuchsanzahl Wahrg:rl'tl‘;ir:;-chkeit
(rmol/1) (mN) (%) (P)
Kontrolle 12,58 £ 0,91 0,00+ 0,00 3 --

1 11,82 +£0,81 -5,97+0,73 3 n.s.

3 10,29+0,71 | -18,11+£0,74 3 0,05
10 7,23+0,70 -42,73 £ 1,58 3 0,01
30 2,15+ 0,58 -81,99 £ 6,35 3 0,001
100 2,87 +£0,25 -76,67 £ 3,90 3 0,001

Legende zu Tabelle 11:

f. = Kontraktionskraft

SEM = Standardfehler des Mittelwertes
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Diagramm 8: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 175 HCl am Diinndarm

Terminales lleum
n =3, PGU 175 HCI
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Legende zu Diagramm 8:

Der Graph zeigt deutlich die spasmolytische Wirkung von PGU 175 auf die glatte
Muskulatur des Dinndarms. Die x-Achse steht fiir die verwendeten Konzentrationen in
umol/l, auf der y-Achse wird die Abnahme der Kontraktionskraft in % gezeigt. Die
gemittelten Werte der jeweiligen Konzentration werden durch Punkte gekennzeichnet,
die Balken zeigen die Standardabweichung. Uber die strichlierten Linien konnte die

ECso von 18,5 umol/I auf der y-Achse abgelesen werden.
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Abbildung 22: Originalaufzeichnung der Wirkung von PGU 175 HCI auf den Diinndarm

— 1 umol/I

— 3 umol/I
<«——— 10 umol/I
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<+—— 100 umol/I

+—>
2cm =0,98 mN

Legende zu Abbildung 22:

In dieser Abbildung wird die originale Aufzeichnung des Versuches mittels
Flachbettscheiber gezeigt. Die spasmolytische Aktivitat von PGU 175 ist am Verlauf der
Kurve deutlich zu erkennen. Anhand der Pfeile werden die Zeitpunkte der

Substanzzugabe gekennzeichnet, welche alle 45 Minuten durchgefihrt wurde.
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3.2.4. Ergebnisse - Atrium dexter

Ein moglicher chronotroper Effekt von PGU 175 auf den Sinusknoten im rechten
Vorhof wurde anhand von drei Versuchen getestet. Die aufgezeichneten Schldage pro
Minute wurden arithmetisch gemittelt und mit einem Referenzwert von 155,00 + 8,66

Schlagen pro Minute weitergerechnet.

Im Gegensetz zu PGU 105 lag hier eine starke negativ chronotrope Wirkung vor, die
schon nach der ersten Konzentration ersichtlich war. Bei 100 umol/I kam es jedoch zu
einem volligen Stillstand des Sinusknotens. Eine ECso von 38 pmol/l konnte erreicht

werden.

Tabelle 12: Ergebnisse der Versuche von PGU 175 HCl auf den rechten Vorhof

| -
PUITSHCL | (ESEM | F£SEM |y ohcanaan Wahrs’c’%{:ﬁchkeit
Kontrolle 155,00 + 8,66 0,00+ 0,00 3 -
1 148,30 +£9,28 | -4,34+2,20 3 n.s.
3 136,67 +8,33 | -11,82 £ 2,69 3 n.s.
10 128,33 +14,81 | -17,46 £7,48 3 0,05
30 98,33+16,91 | -37,34+8,12 3 0,05
100 0,00 £ 0,00 -100+£ 0,00 3 0,001

Legende zur Tabelle 12:

f = Schlagfrequenz
SEM = Standardfehler des Mittelwertes

x= Anzahl der Schlage
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Diagramm 9: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 175 HCI auf den rechten Vorhof

Atrium dexter
n =3, PGU 175 HCI

50 - EC.,= 38umol/l
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Legende zu Diagramm 9:

Anhand der Konzentrations-Wirkungskurve wird der Einfluss von PGU 175 auf den
rechten Vorhof graphisch dargestellt. Aufgrund der starken negativ chronotropen
Wirkung kam es zu einem volligen Stillstand des Sinusknotens nach Zugabe der letzten
Konzentration. Die x-Achse steht fir die verwendeten Konzentrationen in umol/I, auf
der y-Achse wird wieder die Abnahme der Schlagfrequenz in % gezeigt. Die gemittelten
Werte der jeweiligen Konzentration werden durch Punkte gekennzeichnet, die Balken
zeigen die Standardabweichung. Nach Einzeichnen der strichlierten Linien konnte die

ECsovon 38 umol/I auf der y-Achse abgelesen werden.
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Abbildung 23: Originalaufzeichnung der Wirkung von PGU 175 HCI auf den Vorhof
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Legende zu Abbildung 23:

In der Abbildung wird die originale Aufzeichnung des Schreibers der negativ
chronotrope Wirkung von PGU 175 auf den Sinusknoten des rechten Vorhofes gezeigt.
Die Amplituden wurden jeweils in einem Zeitraum von 12 Sekunden mittels Schreiber

aufgezeichnet. Nach Zugabe von 100 pumol/I horte der Vorhof jedoch auf zu schlagen.
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3.2.5. Ergebnisse - Musculus papillaris

Vier Versuchsreihen wurden durchgefiihrt um die Wirkung von PGU 175 auf die
Inotropie elektrisch gereizter Papillarmuskeln zu testen. Die erhalten Messwerte der
jeweiligen Konzentrationen mussten wiederum arithmetisch gemittelt und ein

Kontrollwert festgelegt werden. Dieser belief sich auf 0,95 + 0,10 mN

Der Versuch zeigte eine kontinuierliche Abnahme der Kontraktionskraft durch die

Testsubstanz, eine ECsp wurde jedoch knapp nicht erreicht.

Tabelle 13: Ergebnisse der Versuche von PGU 175 HCl am Papillarmuskel

| -
Pc;zniZIslll; a fe (fnS'\IIE)IVI fe i(;;EM Versuchsanzahl WahrsrcrI:(Eir):Isichkeit
Kontrolle 0,95+0,10 0,00+ 0,00 4 --

1 0,84 £ 0,05 -10,17 £ 4,50 4 n.s.

3 0,76 £ 0,04 -19,17 £ 4,92 4 n.s.

10 0,73+£0,04 -22,42 £ 5,60 4 n.s.

30 0,68 £ 0,07 -28,33 £ 3,07 4 n.s.

100 0,50+ 0,05 -46,88 + 2,39 4 0,05

Legende zu Tabelle 13:

f. = Kontraktionskraft

SEM = Standardfehler des Mittelwertes
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Diagramm 10: Dosis-Wirkungskurve PGU 175 HCI auf den Papillarmuskel

Musculus papillaris

n =4, PGU 175 HCI
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Konz.(umol/T)

Legende zu Diagramm 10:

In Diagramm 10 wird die kontinuierliche Abnahme der Kontraktionskraft der
Papillarmuskeln nach der Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen von PGU 175
graphisch dargestellt. Die x-Achse steht fir die verwendeten Konzentrationen in
umol/l, auf der y-Achse wird die Abnahme der Kontraktionskraft in % gezeigt. Die
gemittelten Werte der jeweiligen Konzentration werden durch Punkte gekennzeichnet,

die Balken zeigen die Standardabweichung.
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Abbildung 24: Originale Aufzeichnung der Wirkung von PGU 175 HCI auf den Papillarmuskel

AN =
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LN N N N
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WM 30 umol/I
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S e T T 100 pmol/I

Il cm =0,98 nM

Legende zu Abbildung 24:

In dieser Abbildung sind die originalen Aufzeichnungen der Amplituden der
Papillarmuskeln dargestellt. Die negativ inotrope Wirkung ist anhand der

abnehmenden GroRen der Amplituden mit zunehmender Konzentration ersichtlich.
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4. Diskussion

Der praktische Teil der Diplomarbeit beruhte auf die Untersuchung der Wirkung von
zwei neu synthetisierten Resveratrol-Derivaten, PGU 105 und PGU 175, auf isolierte

Meerschweinchenorgane.

Eine Prasentation und Auswertung der Ergebnisse von den jeweiligen Versuchen ist
bereits in Kapitel 4 zu finden, in diesem Kapitel geht es nun darum, die Ergebnisse zu

bewerten und zu diskutieren.

Der Effekt der Testsubstanz PGU 105 auf Aortapraparate zeigte nur in der letzten
Konzentrationsstufe eine signifikante Abnahme der Kontraktionskraft, eine ECsq wurde
auch nicht erreicht. Im Gegensatz dazu trat bei PGU 175 bei einer Konzentration von
10 umol/I eine signifikante Kontraktionsabnahme ein, die ab einer Konzentration von
30 umol/l bereits statistisch als hochsignifikant galt. Eine beinahe vollstandige
Relaxation wurde mit einer Gesamtabnahme von 99,16% erreicht in Bezug auf den
Referenzwert. Die ECs lag bei 19,8 umol/l. Resveratrol zeigte im Vergleich mit PGU
175 ebenfalls eine Abnahme der Kontraktionskraft, jedoch war diese erst ab einer
Konzentration von 300 umol/I signifikant, was auf eine deutlich geringere Wirkung
schlieRen lasst. Auch eine ECso konnte erst bei 145 umol/l erreicht werden (Lotsch

2004).

Schon 1996 zeigten zwei Wissenschaftler anhand einer Studie den dilatierenden Effekt
von Resveratrol an isolierten Rattenaorten. Es kam dabei zu einer Aufhebung der
sowohl durch Noradrenalin, als auch durch Phenylephrin verursachten Vorkontraktion.
Die beiden kamen zum Entschluss, dass die Relaxation des Aortenpraparates durch
Resveratrol nicht (ber den NO-vermittelten Weg, sondern Uber den NO

(Stickstoffmonoxid)-vermittelten Weg verlief (Chen und Pace-Asciak 1996).

In weiteren Studien wurde gezeigt, dass es durch Resveratrol zu einer gesteigerten
Expression der NO-Synthase und somit zur Bildung von NO kam. Der vasodilatierende

Effekt erfolgte also nicht Uber Prostaglandine und ist auch nicht auf die
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phytoostrogenen Eigenschaften des Naturstoffes zuriickzufiihren (Gehm et al. 1997,

Naderali et al. 2000, Wallerath et al. 2002).

Ahnlich wie bei der Aorta, wurde auch bei der Arteria pulmonalis keine ECso durch PGU
105 erreicht. Eine signifikante Anderung der Kontraktionskraft trat jedoch diesmal
schon aber einer Konzentration von 30 umol/I ein. Der Effekt von PGU 175 war im
Vergleich mit der Aorta, auf die Lungenarterie noch starker. Schon ab einer
Konzentration von 3 pumol/l trat einer Kontraktionsdanderung ein, die statistisch als
signifikant galt und ab einer Konzentration von 30 umol/l bereits als hochsignifikant
bezeichnet werden konnte. Eine Gesamtabnahme von 84,23% in Bezug auf den
Referenzwert konnte erreicht werden, die ECsq war mit 18,5 umol/l noch niedriger als
bei der Aorta. Bei Resveratrol trat eine Dilation des GefaRes, wie auch bei PGU 105, ab
einer Konzentration von 3 umol/I ein, im Unterschied dazu erwies sich diese aber erst

ab einer Konzentration von 100 umol/I statistisch als signifikant (L6tsch 2004).

Anders war der Effekt von PGU 105 auf den Diinndarm. Bereits ab einer Konzentration
von 10 umol/l trat eine signifikante spasmolytische Wirkung ein, die ab einer
Konzentration von 30 pmol/l als hochsignifikant bezeichnet werden konnte. Als
einziges Praparat konnte hier erstmals durch PGU 105 eine ECsy erreicht werden,
welche bei 17 umol/I lag. Mit einer Gesamtabnahme von 91, 87% beziglich auf den
Referenzwert, war das Praparat am Ende des Versuches beinahe vollstiandig relaxiert.
Bei PGU 175 kann kein Vergleich mit der Gesamtabnahme gemacht werden, da die
Kontraktion bei 100 pmol/l moglicherweise aufgrund von Ausfallen der Substanz im
Organbad wieder zunahm. Somit war die gesamte Abnahme der Kontraktion
unbekannt und es konnte nur der Wert bei einer Konzentration von 30 pmol/I
verwendet werden, welcher 81,99 % betrug. Erstaunlich war die erreichte ECsq bei 12,7
umol/l, der niedrigste Wert aller im Rahmen der Diplomarbeit durchgefiihrten
Versuche. Im Vergleich zu den beiden Derivaten, war die Wirkung von Resveratrol
deutlich geringer. So wurde eine ECsq erst bei 46,4 umol/l erreicht und die gesamte
Kontraktionsabnahme belief sich nur auf 69,77 % bezogen auf den Referenzwert

(Létsch 2004).
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Tabelle 14: Effekt von PGU 105 HCI, PGU 175 HCI und Resveratrol auf die glatte Muskulatur

PGU 105 HCI PGU 175 HCI Resveratrol
Organprdparat ECso ECso ECso
(rmol/1) (rmol/1) (rmol/1)
Aorta >100 19,8 145
Arteria pulmonalis >100 18,5 126
Terminales lleum 17,00 12,35 46,4

Dadurch, dass die Versuche im Rahmen der Diplomarbeit nur bis zu einer
Konzentration von 100 umol/I durchgefihrt wurden, konnte die genaue ECsq von PGU

105 bei der Aorta und Arteria pulmonalis nicht ermittelt werden.

In der oben angefiihrten Tabelle wird ersichtlich, dass der Effekt von PGU 175 auf alle
Organraparate deutlich starker ist, als die von Resveratrol. Bei Aorta und Arteria
pulmonalis konnte mit der Testsubstanz eine ungefahr 7-fach starkere Wirkung erzielt
werden. Die ECsg beim terminalen lleum war bei PGU 175 ebenfalls um das 4-fache
niedriger als beim Naturstoff. Auch der spasmolytische Effekt von PGU 105 auf den
Dinndarm war deutlich hoher als der von Resveratrol. Mit einer ECsg von 17 pmol/I

erreichte die Testsubstanz die 3-fache Wirkung seiner Leitsubstanz.

In Hinsicht auf die Inotropie kam es bei PGU105 ab einer Konzentration von 10 pmol/I
vorerst zu einem signifikanten Anstieg der Kontraktionskraft um 28,72%, ab 100 umol/I
viel diese jedoch wieder auf den Ausgangswert zuriick. Im Gegensatz dazu konnte bei
PGU 175 eine negativ inotrope Wirkung beobachtet werden, die aber erst ab einer
Konzentration von 100 pmol/l statistisch signifikant war. Das Erreichen einer ECsg
wurde nur knapp verfehlt. Resveratrol wies zwar eine schwache inotrope Wirkung auf,
jedoch war diese weder statistisch signifikant, noch konnte, wie auch bei den

Testsubstanzen, eine ECs erzielt werden (Lotsch 2004).
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Nur einen sehr geringen Effekt hatte PGU 105 auf spontan schlagende Vorhofe. Es
wurde weder eine ECso erreicht noch konnten signifikante Werte ermittelt werden.
Anders dazu war die Wirkung von PGU 175. Schon ab einer Konzentration von 10
umol/l kam es zu einer statistisch signifikanten Abnahme der Schlagfrequenz, die bei
100 umol/I sogar hochsignifikant war und die starke Wirkung letztendlich zum vélligen
Stillstand des Vorhofes fiihrte. Eine ECso von 38 umol/l konnte erreicht werden.
Resveratrol selber erzielte nur eine Gesamtabnahme der Schlagfrequenz von 39,14 %.
Erst ab einer Konzentration von 100 umol/I konnte eine statistisch signifikante negativ

chronotrope Wirkung ermittelt werden, eine ECso wurde nicht erreicht (Létsch 2004)

Tabelle 15: Effekt von PGU 105 HCI, PGU 175 HCl und Resveratrol auf die quergestreifte Muskulatur

PGU 105 HCI PGU 175 HCI Resveratrol
Organpradparat ECso ECso ECso
(rmol/1) (rmol/1) (mmol/1)
Musculus papillaris >100 >100 >100
Atrium dexter >100 38,00 >100

Anhand der angefiihrten Tabelle wird gezeigt, dass sowohl bei den Testsubstanzen, als
auch bei Resveratrol selber, keine allzu grole Wirkung auf die Papillarmuskeln
festgestellt werden konnte. Auch bei den Vorhofen hatten weder PGU 105 noch der
Naturstoff einen deutlichen Effekt, anders war dies jedoch bei PGU 175. Aufgrund der
ausgepragten negativ chronotropen Wirkung konnte eine ECso von 38 pumol/l erzielt

werden.

Da die Testsubstanzen und deren Leitsubstanz unterschiedliche Einflisse auf die
Organpraparate zeigen, sollte man die Unterschiede der Strukturformeln naher
betrachten. In Abbildung 25 werden die chemischen Strukturen von PGU 105, PGU 175

und Resveratrol nebeneinander dargestellt, um diese besser vergleichen zu kénnen.
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Abbildung 25: Strukturformeln von PGU 105 HCI, PGU 175 HCl und Resveratrol

CH Hel
/CH3 el o/ 3 N OH
o N o / \
/ \ T~CH,
H,;C N N S8
No N o O OH
\c Hac/S HO

Hy

PGU 105 HCI PGU 175 HCI trans-Resveratrol

Bei der chemischen Struktur des Resveratrols handelt es sich um ein sogenanntes
Trihydroxystilben. Betrachtet man im Vergleich dazu die beiden Testsubstanzen, so
besitzen diese einen Imidazolring anstatt der Ethylengruppierung. Dieser Austausch
hat einen Verlust der bei der Muttersubstanz vorhandenen E- und Z- Isomerie als
Folge. Von diesem Imidazolring geht in den Positionen 2 und 5 jeweils ein Benzolring
mit unterschiedlichen Substituenten weg. Im Unterschied zu den Derivaten, ist an den
beiden Benzolringen des Resveratrols in den Positionen 3, 5 und 4" jeweils eine freie
Hydroxylgruppe angebracht. Bei PGU 105 wurde die Hydroxylgruppe in Position 5
entfernt, aber stattdessen zusatzlich noch drei in den Positionen 1, 2 und 3
angebracht. Weiters sind hier alle finf Hydroxylgruppen methyliert, wodurch der
lipophile Charakter erhoht und der hydrophile reduziert wird. PGU 175 besitzt
hingegen Uberhaupt nur mehr einen Methylsulfanyl-Rest in Position 3, wodurch die

Lipophilie ebenfalls erhéht wird.

Die strukturellen Veranderungen von PGU 105 im Vergleich zu Resveratrol, fihrten
wahrscheinlich zu keiner Verbesserung, wenn nicht sogar zu einer Verschlechterung
der Wirkung auf die Aorta und Arteria pulmonalis. Flir einen genaueren Vergleich
wirden weitere Versuchsreihen bei Konzentrationen bis zu 300 pmol/l bendtigt
werden, um herauszufinden, ob und bei welcher Konzentration eine ECsg durch PGU
105 erreicht wird. Anderes ist jedoch der Effekt dieser Testsubstanz auf die glatte
Muskulatur des terminalen lleums. Offensichtlich begiinstigen hier die strukturellen
Veranderungen des Resveratrols die spasmolytische Wirkung. Dies kdnnte eventuell
auf die Einflihrung des Imidazolringes oder auch auf die Methylierung des Restes in

Position 3 zurlickzufiihren sein, da bei PGU 175 ein dhnlicher Effekt zu beobachten ist.

66



Der 7-fach starkere Effekt von PGU 175 auf die Aorta und Arteria pulmonalis im
Gegensatz zu Resveratrol konnte auf das Wegfallen der Reste in den Positionen 3 und
5 und die Einfihrung des Thiomethyl-Rest in Position 4" bei zurickzufiihren sein. Der
Austausch der Ethylengruppierung durch den Imidazolring kann offensichtlich nicht
damit in Verbindung gebracht werden, da bei PGU 105 keine Verstarkung der Wirkung

erzielt werden konnte.

Das Fehlen der Reste in den Positionen 3 und 5 kénnte auch der Grund sein fir den
verstarkten Effekt auf die Chronotropie spontan schlagender rechter Vorhofe im
Vergleich zu Resveratrol. Die Einfiihrung zusatzlicher Reste bei PGU 105 zeigte eine

Verminderung der negativ chronotropen Wirkung verglichen mit der Leitsubstanz.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde die Wirkung von zwei, am Department fir
medizinische/pharmazeutische Chemie der Universitdat Wien, neu synthetisierten
Resveratrol-Derivaten, PGU 105 und PGU 175, an isolierten Meerschweinchenorganen
getestet. Hauptaugenmerkt war dabei das Erreichen einer ECsq, jener Konzentration
bei der die Halfte des Kontrollwertes erreicht wurde. Untersucht wurden sowohl
potentielle Effekte auf die glatte Muskulatur anhand von Aorta-, Diinndarm- und
Lungenarterien-Praparaten, als auch die Wirkung der Testsubstanzen auf die
quergestreifte Muskulatur von Vorhof und Papillarmuskel. Anhand von isometrischen
Kontraktionsmessungen konnten  spasmolytische Aktivitdten und Einflisse auf

Inotropie und Chronotropie ermittelt werden.

AnschlieBend wurden die beiden Testsubstanzen sowohl untereinander, als auch mit
ihrer Leitsubstanz Resveratrol in Hinsicht auf deren Wirkungen und die chemische
Struktur verglichen. Es stellte sich heraus, dass das Fehlen der Reste in den Positionen
3 und 5 und die Einflihrung des Thiomethyl-Rest in Position 4™ mit einer Verstarkung
der dilatierenden Wirkung auf Aorta und Arteria pulmonalis einherging. Weiters
konnte ein erhohter negativ chronotroper Effekt, durch Reduzieren der Anzahl der
Reste, auf den rechten Vorhof festgestellt werden. Der Austausch der Ethylengruppe
durch einen Imidazolring, sowie die Methylierung des Restes in Position 3 schien
Ursache fiir den verstarkten spasmolytischen Einfluss auf das terminale lleum im
Vergleich zu Resveratrol zu sein, da dies bei beiden Testsubstanzen beobachtet

werden konnte.

Zusammenfassend kann man sagen, dass im Vergleich zu Resveratrol durch PGU 175
eine verstarkte dilatierende Wirkung bei allen Praparaten mit glatter Muskulatur
hervorgerufen wurde und auch ein erh6hter negativ chronotroper Effekt am rechten
Vorhof beobachtet werden konnte. PGU 105 fiihrte ebenfalls zu einer verstarkten
spasmolytischen Wirkung am terminalen Ileum, der Effekt auf den rechten Vorhof fiel
jedoch geringer aus als bei Resveratrol. Der Einfluss der beiden Testsubstanzen auf die
quergestreifte Muskulatur des Papillarmuskels war ebenfalls starker, jedoch konnte
keine ECsg erreicht werden.
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