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1. Einleitung

1.1 Resveratrol

1.1.1 Vorkommen von Resveratrol

Der Pflanzeninhaltsstoff Resveratrol ist ein natlirliches Antioxidans, das in Trauben, Rotwein,
Erdniissen und manchen Beeren zu finden ist. Es wird von der Pflanze zum Schutz vor
schadlichen Einflissen wie UV-Strahlung, Insekten- und Pilzbefall, Ozon- und

Schadstoffbelastung gebildet (Urena et al. 2003).

Sehr hohe Konzentrationen von Resveratrol konnten im Rotwein nachgewiesen werden. Bei
diesem wird, im Gegensatz zum WeiBwein, bei der Herstellung die Schale in der Maische
mitvergoren. Die Synthese von Resveratrol in den Schalen der Vitis vinifera-Beeren wird vor
allem nach dem Befall der Pflanze mit dem Schimmelpilz Botrytis cinerea induziert. (Frémont

2000). Auch die Blatter von Vitis vinifera enthalten Resveratrol (Langcake und Pryce 1976).

Der Resveratrolgehalt im Wein ist aber abhangig von der Rebsorte, der Starke des Reizes zur
Synthese des Pflanzeninhaltsstoffes, dem Klima, dem Reifegrad der Trauben, den
Kelterungsmethoden und der Lagerung (Wolter 2002). Weiters konnte bei Studien in
Spanien nachgewiesen werden, dass der Resveratrol Gehalt in den Trauben um das 2-3 fache
ansteigt, wenn diese vor der Garung mit UV-Strahlen behandelt oder gekiihlt werden

(Cantos et al. 2000).

Neben dem E-Resveratrol kommt in der Natur auch das Z-Resveratrol, sowie deren Glykoside
Piceid und Astringin, das 3,5-methylierte Resveratrol Pterostilben und e-Viniferin (ein
Resveratrolpolymer) vor, wobei das -Viniferin den Hauptanteil im Wein ausmacht (Soleas et

al. 1997A).

Die durchschnittliche Resveratrol-Konzentration im Rotwein betragt 2-40 uM (Elattar & Virji
1999). Erdnisse hingegen enthalten nur 0,02-1,79 ug/g (Sanders 2000).



1.1.2 Biosynthese von Resveratrol

Abb. 1: Chemische Struktur von Resveratrol
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Chemisch gesehen handelt es sich bei Resveratrol um ein Stilbenderivat, namlich ein 3, 5, 4'-

Trihydroxy-E-stilben mit einem Molekulargewicht von 228,2 g/mol.

Der Naturstoff gehort zur Klasse der Flavonoide und ist ein Phytoalexin. ,,Phyton” bedeutet
im Griechischen ,Pflanze”, ,alexein” ist ebenfalls griechisch und heiBt ,sich schiitzen,
abwehren”. Resveratrol wird also von manchen Pflanzen zum Schutz vor Pilzbefall, UV-
Strahlung und anderer chemischer, mechanischer und physikalischer Schadigung gebildet

(Urena et al. 2003).

Ein wichtiges Enzym fiir die Biosynthese von Resveratrol ist die Resveratrol-Synthetase, die

nur in wenigen Pflanzen zu finden ist.

Ausgehend von der Aminosdure Phenylalanin kommt es durch oxidative Desaminierung zur
Bildung von Zimtsaure. Diese geht durch Hydroxylierung in die p-Hydroxyzimtsaure (p-
Cumarinsdure) Uber. In weiterer Folge wird die Cumarinsdure durch eine spezifische CoA-
Ligase zum Thioester umgesetzt. Im letzten Schritt kommt es mit Hilfe der Resveratrol
Synthetase zur Kondensation mit drei Molekiilen Malonyl-CoA, unter Abspaltung von CO,

und CoA-SH (Wu et al. 2001).



Abb. 2: Biosynthese von Resveratrol
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1.1.3 Studien zur positiven Wirkung von Resveratrol

Groles Interesse erweckte Resveratrol bei seiner Entdeckung als einer der Inhaltsstoffe des
Rotweins. Seither gab es viele Studien Uber die positiven Wirkungen des Stilbenderivats,

unter anderem auch auf das Herz-Kreislauf-System:

Nach erfolgreichen Versuchsreihen an Hefen, Spulwirmern, Fruchtfliegen und Fischen
wurde Resveratrol schlieRlich auch an (ibergewichtigen Mausen getestet. Verglichen wurde
die Uberlebensrate von fehlerndhrten Mausen, die mit Resveratrol behandelt wurden,

fehlernahrten Mausen ohne Behandlung und gesunden Mausen.

Obwohl die fettleibigen Mause mit Resveratrol nicht an Gewicht verloren, sank das Risiko
negativer Folgekrankheiten wie Herzerkrankungen, hoher Zucker- und Insulin-Werte
deutlich. Sie konnten das gleiche Alter erreichen, wie die Kontrollgruppe mit den gesunden

Mausen (Baur et al. 2006).

1.1.3.1 Antioxidativer Effekt

Der antioxidative Effekt von Resveratrol beruht auf dem groBen Redoxpotential der
phenolischen Hydroxylgruppen der Flavonoide. Reaktive Sauerstoffradikale im Organismus

kénnen abgefangen und korpereigene antioxidative Enzymsysteme aktiviert werden.

Die schiitzende Wirkung von Resveratrol vor Herz-Kreislauf-Erkrankungen lasst sich auf diese
Effekte zurlckfihren. Es verhindert die Oxidation von LDL-Cholesterin und dessen
Einlagerung in die Zellmembran. Die Konzentration von ,gutem” Cholesterin (HDL) wird
erhoht, dadurch kann der Entstehung von Arteriosklerose und GefaRschadigungen

vorgebeugt werden.

Resveratrol kann auch die Thrombozytenaggregation bei Plaqueruptur hemmen. Dabei war
das Flavonoid beispielsweise Substanzen wie Catechin, Epicatechin, a-Tocopherol oder

Hydrochinon tberlegen (Hung et al. 2000, Kirk et al. 2000).



An Hand der eben beschriebenen positiven Wirkungen von Resveratrol auf das
kardiovaskuldre System ldsst sich wahrscheinlich auch das ,Franzosische Paradoxon“

erklaren:

Das Franzosische Paradoxon

Obwohl Franzosen kalorienreiche Kost bevorzugen und viel rauchen, war die Rate von
kardiovaskularen Erkrankungen in Frankreich deutlich niedriger als in anderen Landern.

Forscher fiihrten dies schon bald auf den héheren Rotweinkonsum der Bevélkerung zurlick.

Untersuchungen ergaben, dass Rotwein die LDL-Oxidation selbst in 1000facher Verdiinnung

noch signifikant starker hemmt, als zum Beispiel Vitamin E (Metz 2000).

1.1.3.2 Antiinflammatorischer Effekt

Resveratrol hemmt die Translokation des nukledren Faktors kappa-b (NFk-b).

NFk-b kommt im Zytoplasma vor. Er kann durch verschiedene Stimuli, wie bakterielle
Endotoxine, aktiviert werden und wandert dann in den Zellkern, wo er die Genexpression

von Entziindungsmediatoren fordert.

Weiters wurde eine direkte Hemmung der Cyclooxigenase-1 (COX-1) und eine Hemmung der

Hydroperoxidaseaktivitdt von COX-1 und COX-2 nachgewiesen. (Jang et al. 1997)

1.1.3.3 Antikanzerogene und antimutagene Wirkung

Die antikanzerogene Wirkung wurde an promyelozytischen HL-60 Leukdmiezellen
nachgewiesen. Dazu wurden die Zellen mit dem Tumorpromotor 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) versetzt. Resveratrol verhinderte die Bildung freier

Radikale und minderte somit die Initiation von Tumoren.



Zur Belegung der antimutagenen Wirkung wurde der Bakterienstamm Salmonella
typhimurium TM677 mit dem Tumorinitiator 7,12-Dimethylbenz(a)anthracen (DMBA)
versetzt (Wolter 2002).

Weiters wurde eine antiproliferative Wirkung von Resveratrol an den kolorektalen
Karzinomzelllinien CaCo-2 und HCT-116 untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass Resveratrol
auf Kolonkarzinomzellen antiproliferativ wirkt und in hoéheren Konzentrationen deren
Apoptose induziert. Die Zunahme der Zellzahl von CaCo-2 wurde lber 72 Stunden

konzentrations- und zeitabhangig gehemmt (Wolter 2002).

Die Studien zur antimutagenen bzw. antikarzinogenen Wirkung zeigen, dass Resveratrol die
Aktivitat der DNA-Polymerase, Ribonukleotidreduktase und Ornithindecarboxylase hemmt.
Die Ornithindecarboxylase ist das Schlisselenzym fir die Polyaminbiosynthese. (Fontecave
et al. 1998). Polyamine sind wesentlich zur Ermdglichung des Zellwachstums und daher sind
Synthese und Aufnahme von Polyaminen in Karzinomzellen stark erhoéht. In
Kolonkarzinomzellen ist die Ornithindecarboxylaseaktivitdit im Gegensatz zu normalem

Gewebe um das Drei- bis Vierfache erhoht (Loser et al. 1990, Elitsur et al. 1992).

Bei Versuchsreihen an Mausehepatomzelllinien fiihrte Resveratrol zu einer Induktion des
Phase lI-Enzyms Quinonreduktase und auch wiederum zu einer Proliferationshemmung. Die
Untersuchungen ergaben, dass Resveratrol eine Metastasierung der Krebszellen verhindern

konnte (Wu et al. 2004).

Wie bereits in Kapitel 1.1.3.2. erwadhnt, ist die Inhibition von NF-kb auch fir die
Wachstumshemmung von Krebszellen mitverantwortlich. NF-kb kommt als Schliisselprotein
in allen Zellkernen vor, wo es fiir die Aktivierung jener Gene verantwortlich ist, die das
Uberleben einer Zelle sichern. Sind diese Schutzmechanismen ausgeschaltet, wird in den

Krebszellen Apoptose induziert (Yeung et al. 2004).

Auf Grund der Verwandtschaft von Resveratrol mit dem synthetischen Ostrogen
Diethylstilbestrol, erhofften sich die Forscher vielversprechende Effekte zur Behandlung von
Mammatumoren. An  Mammacarcinom-Zellkulturen von Madusen konnte die
antikanzerogene Wirkung zwar nachgewiesen werden, jedoch wurde diese an menschlichen

Mammatumoren bisher nicht bestatigt (Gehm et al. 1997).
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1.1.4 Pharmakokinetik

In Folge der vielfdltigen Wirkungen von Resveratrol auf Gesundheit und Lebenserwartung
erscheint eine Supplementierung des Naturstoffes sinnvoll. Nur so kdnnen Uber einen
langeren Zeitraum hohe Dosen zugefihrt werden, ohne alkoholtoxische Schaden, vor allem

an der Leber, beflirchten zu missen (Kleine-Gunk 2007).

Die Problematik dabei ist, dass Resveratrol nach peroraler Gabe zwar sehr gut
aufgenommen, jedoch rasch metabolisiert wird. Bereits nach dreillig Minuten war freies

Resveratrol nur mehr in Spuren nachweisbar (Walle et al. 2004).

Die beeindruckenden Ergebnisse der in vitro Studien wurden mit sehr unterschiedlichen

Konzentrationen erzielt.

Besonders Resveratrol-reicher Rotwein enthalt rund 10 mg pro Flasche (Pervaiz 2003).
Rechnet man die Konzentrationen in den Mausversuchen von Sinclair auf den Menschen
hoch, misste dieser mindestens 120 mg Resveratrol pro Tag zu sich nehmen. Dass diese

Menge mit Rotwein alleine nicht schaffbar ist, steht auBer Frage.

Das viel propagierte Thema ,Rotwein als Allheilmittel” wird immer noch heftig diskutiert.
Dass chronischer Alkoholgenuss schadigend auf den Kérper wirkt, ist unbestritten. Dennoch
bleibt der Naturstoff Resveratrol eine interessante Substanz mit vielfdltigen Wirkungen und

groflem Potential.

Es bleibt abzuwarten, welch spannende Ergebnisse weitere Studien, insbesondere solche am

Menschen, in Zukunft bringen werden.
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1.2 Testsubstanz AST 32

Die Substanz AST 32, die am Department flir Pharmazeutische Chemie der Universitat Wien

synthetisiert wurde, ist ein Derivat des Polyphenols Resveratrol.

Resveratrol kann in zwei Konfigurationen vorkommen. E-Resveratrol ist die stabilere Form,
Z-Resveratrol ist instabiler, vermutlich aber starker wirksam. Nun wurden Derivate
entwickelt, die einen Schwefel zur Stabilisierung der Z-Konfiguration enthalten. Durch den
sperrigen Schwefel-Rest wird der Aromat sterisch festgehalten und kann nicht mehr in die E-

Konfiguration kippen.

2 Aufgabenstellung

Untersucht wurde der Einfluss von AST 32 auf die glatte Muskulatur von Aorta, Arteria

pulmonalis und terminalem lleum.

An Papillarmuskel und rechtem Vorhof wurde auf eine eventuell positiv oder negativ

inotrope bzw. chronotrope Wirkung gepriift.

Da eine deutliche Wirkung am terminalen lleum zu erkennen war, wurde im Anschluss daran
der mogliche Wirkmechanismus getestet. Dazu wurden die Agonisten Glibenclamid, Nitro-L-

Arginin, Acetylcholin, Histamin und Phenylephrin herangezogen.

Ziel war es, herauszufinden, ob die Testsubstanz AST 32 ahnliche bzw. bessere Wirkung

zeigt, als die Vergleichssubstanz Resveratrol.
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3 Material und Methodik

3.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden an isolierten Organen mannlicher und weiblicher Meerschweinchen
durchgefihrt. Die Tiere kamen vom Department fiir Toxikologie und Labortierzucht in Dobra
Voda, Universitat Bratislava, Slowakei und hatten ein durchschnittliches Kérpergewicht von

300-600g.

Am Tag vor den Versuchen wurden die Tiere nichtern gehalten, um die glatte Muskulatur
ruhig zu stellen. Die Meerschweinchen wurden durch einen Genickschlag getétet und

anschliefend der Bauchraum ged6ffnet.

3.2 Isolierung und Priparation der Organe

3.2.1 Isolierung des rechten Vorhofs

Zu Beginn wurde gleich das Herz dem Thorax entnommen. Um einen zu langen
Sauerstoffmangel zu verhindern, erfolgte die Praparation in einer Nahrlosung, die mit einem
Gasgemisch aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlendioxid begast wurde. Unter dem Mikroskop
wurde zuerst das Perikard, dann anhaftende Lungenteile und Fettgewebe mit einer
Federschere entfernt. AnschlieBend wurde das Herz mit Prapariernadeln an Spitze und Basis

in der mit Kork ausgelegten Petrischale fixiert.

Die Abtrennung des rechten Vorhofs vom Ventrikel erfolgte durch einen Schnitt entlang des
Sulcus coronarius unter Erhalt des Sinusknotens. Dieser befindet sich in der rechten

Vorhofwand an der Eintrittsstelle der Vena cava superior.

Am oberen und unteren Teil des Vorhofs wurde nun mit einem Bindfaden ein Hakchen aus
Silberdraht befestigt. Bis zum Einspannen in die Apparatur wurde der fertig praparierte

Vorhof wieder in einer begasten Nahrlésung aufbewahrt.
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3.2.2 Isolierung der Papillarmuskeln

Beim in der Petrischale befestigten Herz wurde der rechte Ventrikel von der Arteria
pulmonalis bis zur Herzspitze entlang des Septums geo6ffnet, aufgeklappt, und mit
Prapariernadeln fixiert. Da fir den Versuch die spontane Aktivitat der Purkinje Fasern
hinderlich gewesen widre, mussten diese sorgfiltig entfernt werden. Am Ansatz der
Papillarmuskelsehne wurde nun wieder mit Bindfaden ein Hakchen befestigt. Nach

Durchtrennung dieser Sehne wurde der Muskel vorsichtig herausprapariert.

Um eine ausreichende Sauerstoffversorgung gewahrleisten zu kdnnen, wurden
ausschlieBlich Papillarmuskeln mit dem maximalen Durchmesser von 0,87 mm verwendet

(Koch-Weser 1963).

3.2.3 Isolierung der Arteria pulmonalis

Zur lsolierung der Arteria pulmonalis wurde wieder das in der Petrischale mit Nahrlésung
fixierte Herz verwendet. Unter dem Mikroskop erfolgte die Abtrennung der Pulmonalarterie
so nahe wie moglich am Herz. Verwendet wurde nur das kurze Stiick bis zur Aufgabelung in
rechte und linke Arterie. Das isolierte Organ wurde mit Prapariernadeln am Kork fixiert und
mit einer Federschere von anhaftendem Muskel- und Fettgewebe gereinigt. Fir die

Versuche wurden ringférmige Stlickchen in der GréBe von 3-4 mm geschnitten.

3.2.4 Isolierung des terminalen Ileums

Nach Tétung des Versuchstieres, Offnung des Bauchraums und Entnahme des Herzens
wurde ein Teil des terminalen lleums vor dem Caecum entnommen. Um es nicht zu
verletzen, musste darauf geachtet werden, keinen zu starken Druck oder Zug auszulben.
Das ,,obere”, dem Jejunum zugewandte Ende wurde mit einem Bindfaden markiert, um einer
Verwechslung der beiden Enden des Stiickes vorzubeugen. Die vor dem Caecum gelegenen
Peyer’schen Plaques wurden entfernt und der Darm bis zur Prdparation in der begasten

Nahrlosung aufbewahrt.

14



Fiir die Praparation unter dem Mikroskop in einer mit Kork ausgelegten Petrischale wurde
vom caecal gelegenen Ende des Darms ein 0,5-1 cm grofRes Stiick abgeschnitten und mit
Prapariernadeln fixiert. Eventuell noch anhaftendes Mesenterium wurde mit Hilfe einer
Federschere abgetrennt. Zur vollstindigen Entfernung des Chymus und Reinigung des
Darmlumens wurden die Stlicke mit Nahrlésung, unter Zuhilfenahme einer Pasteurpipette,
gespult. Wichtig dabei war, dass das Darmstiick weder verletzt noch (iberdehnt wurde.
AnschlieBend wurde an jedem Darmende ein Silberdrahthdakchen befestigt. Am oberen Ende
mit rotem Bindfaden, am unteren Ende mit schwarzem Bindfaden, um beim Einspannen in

die Apparatur eine Verwechslung zu vermeiden.

Es musste darauf geachtet werden, dass das Lumen nicht abgebunden wurde, um ein
gleichmaliges Durchstrémen der Substanz gewahrleisten zu kénnen. Bis zum Einspannen in

die Apparatur wurde das Praparat in einer begasten Nahrlosung aufbewahrt.

3.2.5 Isolierung der Aorta

Fir die Isolierung der Aorta wurde der Thorax aufgeschnitten, das Herz herausgenommen

und die Aorta entlang des Riickgrades mit Pinzette und Schere abgetrennt.

Die Praparation erfolgte wieder in einer mit Nahrlosung geflillten Petrischale unter dem
Mikroskop. Das 2-3 cm lange Stlick wurde mit Prapariernadeln am Kork fixiert und mittels
Federschere von anhaftendem Fett- und Muskelgewebe befreit. AnschlieRend wurde die
Aorta in 2-3 mm breite Ringe geschnitten, wobei diese wieder nicht zu stark gedehnt oder

verletzt werden durften.

Bis zum Einspannen in die Versuchsapparatur wurden die Aortenstiickchen in begaster

Nahrlosung aufbewahrt.
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3.3 Physiologische Nihrlosung / Tyrode

Die verwendete physiologische Nahrlosung wurde nach Reiter (1976) hergestellt und

entspricht einer modifizierten Krebs-Henseleit-Losung.

Tab. 1: Tyrode fiir Darm, Aorta, Arteria pulmonalis, Vorhof und Papillarmuskel

Substanz Stocklosung ml Stocklosung/ mmol/I
| Tyrode

NaCl 1000,25g /51 33,60 114,90

KCI 50,33g/5| 35 4,73

NaHCO3 125,00g /5| 83,70 24,90

MgSO, 147,02 g /51 3,20 1,18

KH,POq4 62,00 g / 250 ml 1,18 1,18

CaCl, 34 g /250 ml 1,18 3,20

Glucose Reinsubstanz 1,98 10,00

Legende zu Tabelle 1:

Die Tabelle zeigt die Zusammensetzung der physiologischen Nahrlosung, die fir alle

Versuche verwendet wurde. Sie musste an jedem Versuchstag frisch hergestellt werden:

Dazu wurde die entsprechende Menge der Stocklosungen (auBer CaCly) mit Hilfe einer
Plrette in einen Messkolben geflllt und mit Aqua bidestillata auf ungefdhr % des
Endvolumens erganzt. Nach einer zwanzigminitigen Begasung mit Oxymix (95% O,, 5% CO,)
erfolgte die tropfenweise Zugabe von CaCl,. Diese musste langsam durchgefiihrt werden, um
die Ausfallung schwerléslicher Calciumsalze zu verhindern. Zuletzt wurde die Nahrlésung mit

Aqgua bidestillata auf das entsprechende Volumen aufgefillt.

Die Organbdder wurden jeden Tag mit Aqua bidestillata gereinigt und mit der frisch

bereiteten Nahrlosung gefiillt.
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3.4 Versuchsanordnung

3.4.1 Versuchsapparatur

Abb. 3: Aufbau der Versuchsapparatur fiir Ileum, Aorta, Arteria pulmonalis und Vorhof

Legende zu Abbildung 3:
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3.4.2 Apparatur fiir den Papillarmuskel

Abb. 4: Aufbau der Apparatur fiir den Papillarmuskel
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Legende zu Abbildung 4:

Wasserbad

Organhalterung
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Aufhdngevorrichtung Organ
Fixierung mit Elektrode
Feintrieb flir Vorspannung
Muskelkammer

Gaszufuhr Fritte und Abfluss
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Abbildung 4 zeigt den schematischen Aufbau der Versuchsapparatur zur Messung der

Kontraktionskraft elektrisch gereizter Papillarmuskeln.
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Die Temperatur des Wasserbades (1) wurde mit Hilfe eines Thermostats konstant auf 35+1°C
(Herz) bzw. 37+1°C (alle anderen Organe) gehalten, um die physiologischen Bedingungen
aufrecht zu erhalten. In dieses Bad wurde die Muskelkammer (7) eingetaucht, die je nach

Versuch mit unterschiedlichen Kammervolumina (25 ml oder 8 ml) gefiillt worden war.

Die physiologische Nahrlosung in der Muskelkammer wurde kontinuierlich mit Oxymix (95%
O, und 5% CO,) begast (8), um eine ausreichende Sauerstoffzufuhr und den physiologischen

pH-Wert zu gewahrleisten.

Bei der Papillarmuskel-Apparatur wurde die Spulung bzw. der Wechsel der Nahrlésung mit

Hilfe einer Kunststoffspritze, an die ein Gummischlauch befestigt worden war, durchgefihrt.

Bei den Organpraparaten, Darm und Vorhof musste an den befestigten Hakchen ein

Silberdraht eingehangt werden, der die Verbindung zum Kraftwandler (Abb.3 (1)) darstellte.

Aorta und Arteria pulmonalis wurden ohne Silberdrahthdkchen direkt in die Apparatur

eingespannt.

Der Papillarmuskel wurde an der Oberseite an einem Draht fixiert und mit dem freien Ende
in die Organhalterung (2) zwischen zwei Plexiglasplattchen eingeklemmt, wobei der Muskel

auf einer Platin-Kathode auflag.

Das Einspannen hatte rasch zu erfolgen, um die Organe moglichst lange funktionsfahig
halten zu kdnnen. Anschliefend wurde die Organhalterung mittels Stativschlitten (Abb.4 (3))
in das Organbad abgesenkt, bis das Praparat vollstandig in die Nahrlosung eintauchte.
Mittels Feintrieb konnte die notige Vorspannung, die zur Entwicklung der maximalen

Kontraktionskraft notwendig war, exakt geregelt werden.

Ein Kraftwandler (Abb. 3), der isometrische Kontraktionen in Stromimpulse transformierte
und ein Verstirker (Transbridge™ 4-Channel Transducer Amplifier; World Precision
Instruments, Sarasota, FL, USA) dienten zur Messung der Kraft. Dokumentiert wurden die
Messungen mit einem Schreiber (Flatbed Recorder BD-112 Dual Channel; Firma Kipp &

Zonen, Niederlande).
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3.4.3 Schematische Darstellung des Kraftwandlers und seine Registrierung

Da die Kontraktion ein mechanischer Vorgang ist, wurde fiir die Umwandlung in eine
elektrische GrolRe die Hilfe eines Wandlers, des sogenannten ,Transducers” benoétigt
(Widerstandswandler mit Dehnungsmessstreifen in Wheatstonescher Briickenschaltung vom
Typ AE875; Firma Aksjeselskapet, Horten, Norwegen). Durch die Dehnung wurde der
Widerstand des Messstreifens so verdandert, dass Strom proportional dazu flieRen konnte.
Zwei sechs Volt Batterien (Varta spezial, No.430, EC 4R 25) lieferten die Exzitationsspannung
fir den Kraftwandler. Die durch die Muskelkontraktionen entstandenen Signale wurden

durch den Amplifier verstarkt und vom Schreiber in Form von Kurven aufgezeichnet.

Abb. 5

4-Channel Transducer
< :: Kraftwandler
Amplifier

Organbad

Schreiber
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3.4.4 Abb.6: Originalabbildung einer Versuchsapparatur

3.4.5 Abb.7: Originalabbildung einer Organzelle
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3.4.6 Abb.8: Originalabbildung eines Amplifiers
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3.5 Versuchsablauf

3.5.1 Untersuchung der Testsubstanz AST 32

3.5.1.1 Versuche am rechten Vorhof

Nach der Praparation (Kapitel 3.2.1) wurde der Vorhof in die Versuchsapparatur eingespannt
und in das temperierte Organbad abgesenkt. Um die maximale Kontraktion zu erreichen,
wurde er mit 10,4 mN vorgespannt. Diese Kraft sollte konstant gehalten werden und daher
war eine kontinuierliche Regulation des Feintriebs wahrend des gesamten Versuchs
notwendig. Zu Beginn war es wichtig, die Adaption des Organs an die physiologischen
Bedingungen abzuwarten und zu beobachten, ab wann die Schlagfrequenz des Vorhofs
annahernd konstant war (30-45min). Anschliefend konnte mit der Kontrolle begonnen und
alle zehn Minuten eine Aufzeichnung durchgefiihrt werden. Nach drei konstanten Werten

wurde mit der Substanzzugabe mittels Kolbenhubpipette begonnen. Dabei musste darauf
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geachtet werden, dass die Substanz immer an der selben Stelle, in Organnadhe, eingespritzt
wurde, ohne den Vorhof oder den Kraftwandler zu berihren. Die Messung der
Schlagfrequenz erfolgte alle finf Minuten. Nach je 45 min wurde kumulativ die nachste

Konzentration zugegeben und wieder alle flinf Minuten aufgezeichnet.

3.5.1.2 Versuche am Papillarmuskel

Nachdem der eingespannte Papillarmuskel (Kapitel 3.2.2.) in das Organbad eingesenkt
worden war, musste er mit 3,92 mN vorgespannt werden. Diese Spannung wurde auch
wahrend des Versuches immer wieder nachjustiert, um eine Abnahme der Kontraktionskraft

durch eine Verringerung der Ausgangsspannung zu verhindern (Reiter 1967).

Um den Papillarmuskel zur Kontraktion anzuregen, musste er, anders als der Vorhof, der
Spontanaktivitat aufweist, permanent elektrisch gereizt werden. Die kontinuierliche Reizung
erfolgte mit dem Gerat Accupulser A310-Akkumulator Stimulus lIsolator A360 (World

Precision Instruments, Hamden, FL, USA) tber Silberchloridelektroden.

Nach einer Anpassungszeit von 10 Minuten wurde mit einer Frequenz von 1 Hz und einer
Reizstromstarke, die 10% Uber der minimalen Reizschwelle lag, mit Rechteckimpulsen von
3ms™ gereizt. Um eine regelmiRige Kontraktion des Muskels zu gewihrleisten, durfte die
Stromstarke nur knapp Uber der minimalen Reizschwelle liegen. Bei einer zu hohen
Stromstarke ware es wahrscheinlich zu einer Entleerung der Katecholaminspeicher
gekommen und dabei waren die Versuchsergebnisse verfalscht worden (Furchgot et al.

1959).

Wahrend der ca. 45 Minuten andauernden Kontrollphase wurden alle funf Minuten die
Kontraktionen aufgezeichnet und die Amplituden auf Millimeterpapier abgemessen. Bei
Erreichen einer konstanten Amplitude wurde mit der kumulativen Zugabe der Testsubstanz
AST 32 begonnen und fiir die Dauer von fiinf Kontraktionen alle finf Minuten die Amplitude

aufgezeichnet.
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3.5.1.3 Versuche am terminalen Ileum

Nach Einspannen des terminalen lleums in die Apparatur und Einsenkung in das Organbad
wurde mit 4,9 mN vorgespannt und anschliefend eine halbe Stunde zur Anpassung
abgewartet. Danach wurde mit dem Feintrieb der Stellschraube auf die definierte Nulllinie
nachjustiert und bei Konstanz der Bewegungen des Darms dieser mit einer 60 mM
Kaliumchloridlésung zur Vorkontraktion angeregt. Fiir die Kaliumchloridlésung wurden 0,44
g KCl in 100 ml Tyrode gelost. Die physiologische Nahrlésung im Organbad wurde Uber einen
Schlauchanschluss an der Unterseite durch Offnen einer Klammer abgelassen und durch die
Kaliumchloridlosung ersetzt. Um sofort wieder physiologische Bedingungen zu erreichen,

war es wichtig, die neue Nahrlésung zuvor am Wasserbad zu erwarmen.

Die Aufzeichnungen mittels Schreiber erfolgten bereits kurz vor dem Wechsel zur
Kaliumchloridlésung. Nach der Zugabe der Kaliumchloridlésung kam es zu einer
augenblicklichen Kontraktion des Darmstiickes und nach ca. 45 Minuten, als die maximale
Kontraktion (100%) erreicht war, bildete die Kurve ein Plateau aus. Nun wurde mit der
kumulativen Substanzzugabe begonnen, wobei es wichtig war, darauf zu achten, dass beim
Einspritzen weder das Organ, noch der Kraftwandler beriihrt wurden und die Substanz
immer an der selben Stelle zugegeben wurde. Durch die Substanz wurde eine
Kontraktionsabnahme bewirkt, die mittels Schreiber kontinuierlich aufgezeichnet wurde. Im

Abstand von 45 Minuten wurde jeweils die ndachst hohere Konzentration zugegeben.

3.5.1.4 Versuche an der Aorta

Nachdem ein Aortenring zwischen zwei Silberdrahthdakchen in die Apparatur eingespannt
worden war, wurde dieser in die temperierte Nahrlésung eingetaucht und mit 19,6 mN Zug
vorgespannt. Die Anpassungszeit dauerte etwa 45 Minuten. Anschlielend wurde mit dem
Feintrieb wieder auf die vorgegebene Nulllinie nachkorrigiert und die Nahrlosung im
Organbad durch eine 90 mM Kaliumchloridlésung (wie in Kapitel 3.5.1.3. beschrieben)
ersetzt. Der Schreiber wurde bereits vor dem Wechsel der Ndhrlésung aktiviert. Sobald bei
der Kontraktionskurve durch die Kaliumchloridlésung die 100%ige Kontraktion (das Plateau)

erreicht war (90-120 min), konnte die erste Konzentration der Substanz zugegeben werden.
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Nach je 45 Minuten wurde kumulativ die nachst héhere Konzentration zugesetzt. Eine
eventuelle Abnahme der Kontraktion durch die zugespritzte Substanz wurde durch

kontinuierliche Aufzeichnung einer Kurve erfasst.

3.5.1.5 Versuche an der Arteria pulmonalis

Die Arteria pulmonalis wurde wie die Aorta zwischen zwei Silberdrahthdakchen in die
Apparatur eingespannt, in das Organbad abgesenkt, und mit 9,81 mN vorgespannt. Nach
einer Anpassungszeit von 30 Minuten wurden die Versuche analog zu denen der Aorta wie in

Kapitel 3.5.1.4. beschrieben, durchgefiihrt.

3.5.2 Versuche der Testsubstanz AST 32 mit den Agonisten Glibenclamid, Nitro-L-
Arginin, Histamin, Acetylcholin und Phenylephrin am terminalen Ileum

Die Darmstiicke wurden wie in Kapitel 3.2.4. beschrieben, prapariert und in die Apparatur
eingespannt. Nach Absenkung in die temperierte Nahrlosung wurde mit einer Kraft von 4,9
mN vorgespannt. Die Anpassungszeit dauerte etwa 30 Minuten, danach konnte mit der

Kontrolle begonnen werden.

Fir die Versuche wurde mit den Agonisten je eine entsprechende Verdiinnungsreihe
hergestellt. So wurden bei Histamindihydrochlorid und Acetylcholinhydrochlorid die
Konzentrationen 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1 und 3 umol/l verwendet, bei Phenylephrin die

Konzentrationen 0,1; 0,3; 1; 3 und zusatzlich die Stammldsung mit 10 pumol/I.

Glibenclamid wurde in den Konzentrationen 30 und 100 umol/l getestet, Nitro-L-Arginin nur

in einer Konzentration von 30 umol/I.
Die entsprechenden Einwaagen wurden fir ein 17 ml Organbad berechnet.

Zu Beginn wurde die niedrigste Konzentration des Agonisten der Nahrlésung zugegeben und
die Wirkung auf den Darm fiir 30 Sekunden mittels Schreiber erfasst. Nach jeweils zehn

Minuten Ruhephase wurde die nachst hohere Konzentration des Agonisten injiziert, um den
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Einfluss auf die Kontraktilitdt des lleums aufzuzeichnen. Zwischen den unterschiedlichen
Konzentrationen wurde die Nahrlésung abgelassen, um das Organbad zwei Mal mit Tyrode

zu spulen und anschlieRend wieder auf das gleiche Volumen aufzufiillen.

Durch die Versuche mit den reinen Agonisten konnten fiir jede Konzentration Kontrollwerte
ermittelt werden, die zur nachtraglichen Auswertung der Ergebnisse mit der AST 32

bestimmt waren.

Fiir den eigentlichen Versuch mit der Testsubstanz wurde der Nahrlosung eine bestimmte
Konzentration AST 32 zugesetzt. Nach einer 45-minltigen Einwirkzeit erfolgte die Zugabe der

Agonisten in den verschiedenen Konzentrationen wie oben beschrieben.

Bei allen Versuchen wurde die Substanz AST 32 in der Konzentration 30 umol/l verwendet.

Der Ablauf des Versuches bestand somit aus drei Phasen:

e Kontrollphase
e Einwirkphase mit Tyrode und Agonist

e Auswaschphase

Der Zyklus verlief im Rhythmus von zehn Minuten und wurde mit Hilfe einer Stoppuhr genau
eingehalten. Aullerdem musste wieder darauf geachtet werden, dass die Agonisten immer
an der selben Stelle und mit der gleichen Einspritzgeschwindigkeit zugegeben wurden.

Wahrend der Einwirkzeit wurden die Kontraktionen mit dem Schreiber aufgezeichnet.

26



3.6 Verwendete Substanz

Fir diese Arbeit wurde die Substanz AST 32 an isolierten Organen von Meerschweinchen
getestet. Sie wurde am Department flir Pharmazeutische Chemie synthetisiert und von

Herrn Univ. Prof. Dr. Erker zur Verfligung gestellt.

Die Substanz wurde jeden Tag frisch in Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6ost. Das
Kammervolumen des Organbades betrug 25 ml, weshalb eine Einwaage gewahlt werden
musste, bei der durch kumulative Substanzzugabe maximal eine Badkonzentration von 100

umol/I erreicht werden konnte.

Als Badkonzentrationen wurden 1; 3; 10; 30 und 100 pumol/| getestet, wobei kumulativ die
Volumina 1; 2; 7; 20 und 70 pl mit einer Kolbenhubpipette injiziert wurden. Die
Substanzzugabe erfolgte alle 45 Minuten. Bei jeder Konzentration wurde ein Plateau erreicht

(,steady state Bedingungen®).

Abb. 9: Strukturformel von AST 32

3,5-Dinitro-N-(2,4,6-trifluorophenyl)-thiobenzimidic acid methyl ester
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3.7 Verwendete Agonisten

3.7.1 Histamin

Abb. 10: Histamin (MG = 111,15 g/mol)
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Das biogene Amin Histamin kommt in Pflanzen, Tieren und im menschlichen Organismus vor.

Es ist in allen Geweben vorhanden, vor allem aber in Lunge, Haut und Magen-Darm-Trakt.

Histamin entsteht durch Decarboxylierung der Aminosdure Histidin, wird in Mastzellen und
basophilen Granulozyten gespeichert und bei Zerstorung dieser Zellen freigesetzt. Es
fungiert als wichtiger Mediator und Neurotransmitter und ist genauso wie Serotonin,
Prostaglandine, Thromboxan A,, Prostacyclin, Leukotriene, lysosomale Enzyme und

Komplementfaktoren am Entziindungsgeschehen beteiligt.

Die Histaminfreisetzung erfolgt entweder durch endogene Stimuli oder Verletzungen,
Traumen und Toxine, Antibiotika, Alkaloide, Polypeptide, Opioide, Tubocurarin und
Barbiturate. Histamin bindet an drei verschiedenen Rezeptoren: Hy, H, und Hs. Sie gehoren

zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.

Die Stimulierung von Hi-Rezeptoren bewirkt tiber eine Aktivierung der Phospholipase C eine
starke Erhohung der intrazellularen Calcium-Konzentration. In weiterer Folge kommt es
durch Aktivierung einer NO-Synthase im Endothel zur Vasodilatation mit Blutdruckabfall und
Erhéhung der Kapillarpermeabilitat. Diese beiden Faktoren tragen wesentlich zur

Entwicklung des anaphylaktischen Schocks bei.

Andere H;-vermittelte Reaktionen sind die erleichterte Leukozytenmigration, die Kontraktion
der glatten Muskulatur von Bronchien und Darm und die Stimulation afferenter Neurone,

die flir den Juckreiz bei allergischen Reaktionen verantwortlich sind.
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Hi-Rezeptoren sind auch im Gehirn zu finden und regeln dort den Wachzustand und die
Nahrungsaufnahme. Histamin kann die Blut-Hirn-Schranke nicht Gberwinden, und muss
daher in den Zellkérpern des hinteren Hypothalamus eigens aus der Aminosaure L-Histidin

synthetisiert werden. Diese gelangt tGber einen aktiven Transportmechanismus ins ZNS.

Die Interaktion von Histamin mit H,-Rezeptoren fiihrt zu einer Aktivierung der
Adenylatcyclase und zum Anstieg von cyclischem 3‘, 5-Adenosinmonophosphat (cCAMP). Die
Folgen sind: Vasodilatation, Steigerung von Herzfrequenz und Kontraktionskraft und
vermehrte Drisensekretion vor allem im Magen. Aullerdem kommt es zur Blockade des

Immunsystems durch Hemmung der T-Zell-Proliferation, Antikdrper- und Zytokinfreisetzung.

Bei den Hs-Rezeptoren handelt es sich um ,Autorezeptoren”. Sie sind prasynaptisch
lokalisiert und hemmen ({ber einen negativen Feedback-Mechanismus die Histamin-

Synthese und —Freisetzung.

Histamin wird nach seiner Freisetzung sehr rasch durch oxidative Desaminierung liber eine
Histaminase oder auch durch Methylierung der NH-Gruppe im Imidazolring und durch
Oxidation der gebildeten Metaboliten, durch das Enzym Monoaminooxidase (MAQO) zu

Imidazolyl- und Methylimidazolylessigsdure abgebaut (Mutschler et al. 2001).

3.7.1.1 Pathophysiologische Bedeutung von Histamin

Histamin spielt eine wesentliche Rolle bei der allergischen Reaktion vom Soforttyp. Wie auch
bei Entziindungen und Verbrennungen kommt es zu einer Degranulierung von Mastzellen.
Die erhohte Histaminkonzentration im Blut ruft dann, wie oben beschrieben, einen

anaphylaktischen Schock, Urtikaria oder ein Quincke-Odem hervor.

Die typisch histaminergen Symptome wie Flush, Urtikaria, Odeme und Bronchospasmus
treten somit auch bei Mastzell-Tumoren (Mastozytom) und Erhéhung der Mastzellen in Blut

und Gewebe (Mastozytose) auf (Mutschler et al. 2001).
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3.7.1.2 Therapeutische Bedeutung von Histamin

Histamin besitzt keine therapeutische Bedeutung. Es dient jedoch als Positivkontrolle bei

Allergietests an der Haut (Mutschler et al. 2001).

3.7.2 Acetylcholin

Abb. 11: Acetylcholin (MG = 146,12 g/mol)
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Acetylcholin zahlt zu den wichtigsten Neurotransmittern des Nervensystems. Es dient der
parasympathischen Erregungsiibertragung, vermittelt Effekte auf das vegetative
Nervensystem und das Darmnervensystem. Die Biosynthese von Acetylcholin erfolgt iber
die Cholin-Acetyltransferase aus Cholin und Acetyl-Coenzym A im Zytoplasma cholinerger
Nervenendigungen. Zur Speicherung wird es in Vesikel verpackt und kann bei Erregung rasch
in den synaptischen Spalt abgegeben werden. Es gibt unterschiedliche Rezeptoren fir
Acetylcholin: Bei den Nicotin-Rezeptoren bzw. n-Cholinorezeptoren handelt es sich um
Liganden-gesteuerte lonenkandle. Sie befinden sich in ZNS, vegetativen Ganglien und an der
neuromuskuldaren Endplatte. Muskarin-Rezeptoren oder m-Cholinorezeptoren sind G-Protein
gekoppelte Rezeptoren. Sie kdnnen unterteilt werden in M3-, M>-, Ms- und Mg-Rezeptoren.
Auch Ms-Rezeptoren wurden gefunden, deren physiologische Bedeutung allerdings noch

unklar ist.

M;-Rezeptoren kommen hauptsachlich in ZNS und Ganglien vor, M,-Rezeptoren am Herzen,
Ms-Rezeptoren an der glatten Muskulatur und an exokrinen Driisen, Ms-Rezeptoren in
Vorderhirn, Hippocampus und Striatum und Ms-Rezeptoren im ZNS. Muskarin-Rezeptoren
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sind sowohl an der post- als auch an der prasynaptischen Membran zu finden. Durch
Bindung an die prasynaptische Membran wird riickkoppelnd die GberschieBende Freisetzung

von Acetylcholin blockiert (negative Feedback-Hemmung).

Nach der Abgabe von Acetylcholin in den synaptischen Spalt erfolgt die Inaktivierung sehr
rasch Uber das Enzym Acetylcholinesterase, das sowohl an der pra-, als auch an der
postsynaptischen Membran lokalisiert ist. Es spaltet Acetylcholin zu unwirksamem Cholin

und Essigsaure (Mutschler et al. 2001).

3.7.2.1 Die physiologischen Wirkungen von Acetylcholin

Durch Bindung von Acetylcholin an seine Rezeptoren kommt es zur Anderung der
Membranpermeabilitat fir bestimmte lonen. So wird die Permeabilitat fir Natriumionen an
glatten Muskeln, Ganglienzellen und der motorischen Endplatte erhoht, und es kommt in
weiterer Folge zu einer Depolarisation. An den Schrittmacherzellen des Herzens fihrt eine
Erhéhung der Kalium-Permeabilitdit zu einer Hyperpolarisation mit Abnahme der
Herzfrequenz. Die Drilsensekretion wird Uber den vermehrten Einstrom von Calcium

verstarkt.

Zur GefaRerschlaffung kommt es durch verstarkte Freisetzung von NO aus intaktem

GefaRendothel.
Nach intravendser Acetylcholin Applikation kommt es zu sehr kurz andauernden Wirkungen:

e Die Herzfrequenz sinkt.

e Der periphere GefaBwiderstand nimmt ab,

e Speichel-, Magensaft-, Bronchial- und Schweil3sekretion werden gesteigert.

e Der Tonus der glatten Muskulatur in Magen-Darm-Trakt, ableitenden Harnwegen und
der Bronchialmuskulatur nimmt zu.

e Die Pupille wird verengt und

e Das Auge auf den Nahpunkt akkommodiert.

(Mutschler et. al 2001)
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3.7.3 Phenylephrin

Abb. 12: Phenylephrin (MG = 167,207 g/mol)

Bei Phenylephrin handelt es sich um einen a-Adrenorezeptor-Agonisten (a-

Sympathomimetikum), der zur lokalen Vasokonstriktion eingesetzt wird.

3.7.3.1 Therapeutische Anwendung von Phenylephrin:

=>» Lokal zur Schleimhautabschwellung bei unspezifischer und allergischer

Konjunktivitis, Sinusitis und Nasopharyngitis (Mutschler et. al 2001)

Dabei muss beachtet werden, dass es durch Resorption zu Atemstdorungen und komatdsen
Zustainden kommen kann. Auch Tachykardie, ventrikuldre Herzrhythmusstérungen,

pectangindse Zustande und Miktionsstérungen sind moglich (Mutschler et al. 2001).
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3.7.4 Glibenclamid

Abb. 13: Glibenclamid (MG = 494,0 g/mol)
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Glibenclamid ist ein Sulfonylharnstoff-Derivat, das heute auf Grund seiner
blutzuckersenkenden Wirkung als orales Antidiabetikum bei Diabetes Typ Il Patienten
eingesetzt wird. Es blockiert ATP-abhangige Kalium Kanéle in den B-Zellen des Pankreas und
fihrt dadurch zu einer Depolarisation der Membran. In weiterer Folge kommt es zur Offnung
spannungsabhangiger Calciumkanale. Die Steigerung der intrazellularen

Calciumkonzentration bewirkt eine vermehrte Exozytose von Insulin.

Bei der Gabe von Glibenclamid besteht die Gefahr von Hypoglykdamien. Dartiber hinaus kann
es zu gastrointestinalen Beschwerden, allergischen Reaktionen und in seltenen Fallen

Leukopenie und Thrombozytopenie kommen (Mutschler et al. 2001).
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3.7.5 Nitro-L-Arginin

Nitro-L-Arginin wird als NO-Antagonist eingesetzt. NO (Stickstoffmonoxid) kann auch noch
als ,Endothelium Derived Relaxing Factor” bezeichnet werden, da es, vom Endothel

freigesetzt, entspannend auf den GefaRRtonus wirkt.

NO aktiviert (iber eine cytosolische Guanylatcyclase die Bildung von cyclischem
Guanosinmonophosphat. Dadurch kommt es zu einer Abnahme der intrazelluldaren Calcium-
Konzentration und in Folge dessen zu einer relaxierenden Wirkung auf die GefaRe

(Rosemann 2002).

Wird durch Nitro-L-Arginin die NO-Synthase gehemmt, sinkt die Konzentration von
Stickstoffmonoxid und die gesamte Kaskade Uber die Aktivierung der Guanylatcyclase wird

unterbrochen.

Versuchsreihen an Tieren haben belegt, dass Nitro-L-Arginin iber den oben beschriebenen

Mechanismus die Kontraktilitat des Darms deutlich steigert (Rosemann 2002).
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3.8 Messgrofien und Statistik

Zur Auswertung der Versuche an Aorta, terminalem Ileum und Arteria pulmonalis wurden in
der Kontraktionskurve die Punkte markiert, an denen die entsprechende Konzentration der
Substanz zugegeben worden war. Durch Abmessung wurden nun die Abstinde in cm
zwischen den einzelnen Punkten und der Nulllinie ermittelt und mit dem Eichfaktor des

Kraftwandlers multipliziert: Bei 5 mV entsprach 1 cm 0,98 mN.

Um die Kontraktionskraft des Papillarmuskels in mN zu bestimmen, wurde die Amplitude mit
dem Lineal abgemessen und der in cm erhaltene Wert wieder mit dem Faktor der Kalibration

des Kraftwandlers multipliziert.

Bei den Aufzeichnungen des rechten Vorhofs wurden Anderungen in der spontanen
Schlagfrequenz ermittelt. Der Schreiber registrierte am Millimeterpapier jeweils die Anzahl
der Schlage liber eine Dauer von zwolf Sekunden. Dies entsprach bei einem Papiervorschub
von 5 mm/sek. einer Aufzeichnungsstrecke von sechs Zentimetern. Um die Anzahl der
Schlage pro Minute zu erhalten, wurden die Schldage dieser Strecke abgezahlt und mit dem

Faktor finf multipliziert.

Zur prozentuellen Bestimmung der Abnahme der Schlagfrequenz bzw. Kontraktionskraft
wurde ein Kontrollwert herangezogen. Dieser wurde als 100%-Wert definiert und entsprach
dem Mittelwert jener Werte, bei denen am Ende der Plateauphase, kurz vor der ersten

Substanzzugabe, ,steady-state Bedingungen” herrschten.

Die Messdaten wurden aus einer Anzahl von ,n“ Versuchen als arithmetische Mittelwerte
mit deren Standardfehlern (SEM) graphisch dargestellt. Mit Hilfe der erhaltenen Dosis-
Wirkungskurve konnte nun die ECsy bestimmt werden. Die ECsq ist jene Konzentration in
umol/l, bei der die Kontraktionskraft bzw. Schlagfrequenz auf die Halfte des Kontrollwertes

absinkt.

Die Signifikanz der Messergebnisse wurde mit dem ,ungepaarten Student-t-Test” beurteilt.
Dabei wurden Werte mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <5% (P<0,05) bzw. <1%
(P<0,01) als signifikant eingestuft und solche mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <0,1%

(P<0,001) als hochsignifikant.
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigen die Wirkung von AST 32 auf die einzelnen isolierten Organe der

Meerschweinchen.

4.1 Wirkung von AST 32 auf das terminale Ileum

Wie in Kapitel 3.5.1.3. beschrieben wurde die Wirkung von AST 32 auf die Kontraktionskraft
des terminalen lleums an flnf Praparaten untersucht. Zur Vorkontraktion wurde der Darm
mit einer 60 mM Kaliumchlorid-Lésung versetzt, anschlieBend AST 32 in den
Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 umol/l zugegeben und getestet. Der zeitliche Abstand

zwischen den unterschiedlichen Konzentrationen betrug 45 Minuten.

Die Testsubstanz fiuhrte zu einer eindeutigen Relaxation der glatten Muskulatur des
terminalen lleums. Anhand der Kontrolle wurde der Mittelwert aus fiinf Versuchen mit
13,48%1,18mN definiert und als 100% festgelegt. Ab einer Konzentration von 3 pumol/l war
eine deutliche Abnahme der Kontraktion ersichtlich und diese erwies sich auch als statistisch

signifikant. Die ECso wurde bei einer Konzentration von 28 umol/| erreicht.

Tab. 2: Wirkung von AST 32 auf die Kontraktionskraft des terminalen lleums

AST 32 f. £+ SEM f. £ SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
[umol/I] [mN] [%] Versuche P
n
Kontrolle 13,48 +1,18 | 0,00+ 0,00 5 -
1 12,87 +1,19 -4,42 + 2,98 5 n.s.
3 11,43 +1,21 -15,42+3,42 |5 0,01
10 8,83+1,03 -34,35+4,72 |5 0,001
30 4,32 +0,54 -51,13+7,02 |5 0,001
100 3,74+ 0,68 -69,84+7,88 |5 0,001

Legende zu Tabelle 2:

Die Tabelle zeigt die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (fy und deren

Standardfehler (SEM) aus flinf Versuchen.
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Abb. 14: Konzentrations-Wirkungskurve von AST 32 am terminalen lleum
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Legende zu Abbildung 14:

Abbildung 14 zeigt die Kontraktionsabnahme des terminalen lleums nach der kumulativen
Zugabe von AST 32. Auf der Abszisse sind die Konzentrationen von AST 32 in umol/I

aufgetragen, auf der Ordinate die Kontraktionsabnahme in Prozent.

Die Punkte stellen die arithmetischen Mittelwerte, die Balken die dazugehorigen

Standardabweichungen dar. Die ECsg wurde graphisch ermittelt.
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Abb. 15: Originalaufzeichnung der Wirkung von AST 32 auf die Kontraktionskraft des

isolierten terminalen lleums:

Tumol/l 3 pmol/l
d',w- | 10 pmol/l
/W hé"“\\\ !
f 45 min ™

;? \ 30 umol/l
| \x\“xxf

\
1
§
I 1
\
!

’ 100 pmolll

] 1em = 0,98 mN \\l

‘ L —

Legende zu Abbildung 15:

Abbildung 15 zeigt die Abnahme der Kontraktionskraft des terminalen Ileums unter

Einwirkung von AST 32 in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 pmol/I. Der Zeitabstand

zwischen den Substanzzugaben betrug jeweils 45 Minuten.
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4.2 Wirkung von AST 32 auf die isolierte Aorta

Die Wirkung von AST 32 auf die Aorta wurde in sechs Versuchen ermittelt. Zum
Vorkontrahieren des Organs wurde eine Kaliumchloridlosung (90 mM) zugegeben und
anschlieBend die Testsubstanz in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 pmol/l im
Abstand von 45 Minuten injiziert. Mittels Schreiber wurde der Einfluss auf die Kontraktion

der Aorta als Kurve aufgezeichnet.

Am Ende der Kontrollphase wurde als Mittelwert von sechs Versuchen eine

Kontraktionskraft von 9,11+1,21 mN ermittelt. Durch Zugabe von AST 32 nahm die

Kontraktionskraft kaum ab. Es wurde keine ECsq erreicht.

Tab 3: Wirkung von AST 32 auf die Aorta

AST 32 f. £ SEM f. £ SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
[umol/I] [mN] [%] Versuche P
n
Kontrolle 9,11+1,21 0,00 £ 0,00 5 --
1 8,79+1,19 -3,69 + 1,99 5 n.s.
3 8,56+1,19 -6,28 + 2,26 5 0,05
10 8,49 +1,33 -8,02+2,51 5 0,05
30 8,07+1,19 -12,13+3,79 |5 0,05
100 8,0+1,13 -12,46+3,35 |5 0,05

Legende zu Tabelle 3:

In der Tabelle sind die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (fy mit ihrem

Standardfehler (SEM) aus sechs Versuchen angegeben. Die Werte wurden sowohl in Prozent

als auch in mN berechnet und beziehen sich immer auf die Kontrolle.
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Abb. 16: Konzentrations-Wirkungskurve von AST 32 an der Aorta
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Legende zu Abbildung 16:

Abbildung 16 zeigt die graphische Darstellung der Kontraktionskraft nach der kumulativen
Zugabe von AST 32. Auf der Abszisse sind die Konzentrationen von AST 32 in umol/l

aufgetragen, auf der Ordinate die Kontraktionsabnahme in Prozent.

Die Punkte stellen die arithmetischen Mittelwerte, die Balken die dazugehodrigen

Standardabweichungen dar.
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Abb. 17: Originalaufzeichnung der Wirkung von AST 32 auf die Kontraktionskraft der

isolierten Aorta:
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Legende zu Abbildung 17:

Abbildung 17 zeigt die leichte Abnahme der Kontraktionskraft der Aorta unter Einwirkung

von AST 32 in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 umol/l. Der Zeitabstand zwischen

den Substanzzugaben betrug jeweils 45 Minuten.
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4.3 Untersuchung der Testsubstanz AST 32 an der Arteria pulmonalis

Die Wirkung der Testsubstanz AST 32 auf die Kontraktionskraft der Arteria Pulmonalis wurde

an sechs isolierten Praparaten getestet. Die Substanzzugabe erfolgte alle 45 Minuten. Es

wurden die Konzentrationen 1; 3; 10; 30; und 100 umol untersucht. Als Kontrollwert wurde

der Mittelwert aus sechs Versuchen mit 16,10+2,16 umol/l berechnet und als 100%

definiert. Durch Zugabe der Testsubstanz AST 32 nahm die Kontraktion kontinuierlich ab bis

zu einem Endwert von 7,36%2,14 mN.

Die ECso wurde bei einer Konzentration von 58 umol/I erreicht.

Tab. 4: Wirkung von AST 32 auf die Arteria pulmonalis

AST 32 f. + SEM f. + SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
[umol/I1] [mN] [%] Versuche P
n
Kontrolle 16,10+ 2,16 0,00 £ 0,00 6 -
1 15,48 + 1,97 -3,60 +0,81 6 n.s.
3 14,54 + 1,87 -9,49 £1,57 6 0,001
10 13,02 +£1,85 -19,60+£4,04 | 6 0,001
30 10,32+2,16 |-38,85+7,51 |6 0,001
100 7,36 £2,14 -58,34+8,22 |6 0,001

Legende zu Tabelle 4:

Die Tabelle zeigt die Wirkung von AST 32 auf die Arteria Pulmonalis. Es wurden die

arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f.) mit Standardabweichung (SEM) in mN

und Prozent berechnet.
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Abb. 18: Konzentrations-Wirkungskurve von AST 32 an der Arteria pulmonalis
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Legende zu Abbildung 18:

Abbildung 18 zeigt die graphische Darstellung der Kontraktionskraft der isolierten Arteria
pulmonalis nach der kumulativen Zugabe von AST 32. Dabei wurden auf der Abszisse die
Konzentrationen der Testsubstanz AST 32 in umol/l aufgetragen und auf der Ordinate die
Abnahme der Kontraktionskraft in Prozent. Die Punkte stellen die arithmetischen

Mittelwerte dar, die Balken deren Standardfehler. Die ECso wurde graphisch ermittelt.
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Abb. 19: Originalaufzeichnung der Wirkung von AST 32 auf die Kontraktionskraft der Arteria

pulmonalis
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Legende zu Abbildung 19:

Mit dem Schreiber wurde die Abnahme der Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis durch
kumulative Zugabe der Testsubstanz AST 32 aufgezeichnet. Untersucht wurden die
Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 umol. Die Pfeile markieren die Substanzzugabe, die

zeitlichen Abstande zwischen den Substanzzugaben betrugen jeweils 45 Minuten.
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4.4 Wirkung von AST 32 auf den Musculus papillaris

Es wurden sieben isolierte Prdaparate zur Untersuchung der Wirkung von AST 32 auf die
Kontraktionskraft des Papillarmuskels verwendet. In einem Zeitabstand von 45 Minuten
wurde die Testsubstanz AST 32 in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 umol/l an dem

isolierten Organ untersucht.

Der Mittelwert wurde aus sieben Versuchen mit 1,37+18 mN ermittelt und als Kontrollwert
(100%) festgelegt. Durch die Zugabe der Testsubstanz AST 32 kam es zu einer leichten
Zunahme der Kontraktionskraft, einer schwach inotropen Wirkung. Die Ergebnisse wiesen

aber weder Signifikanz auf, noch gab es eine ECsg.

Tab. 5: Wirkung von AST 32 auf den Papillarmuskel

AST 32 f. £ SEM f. £ SEM Anzahl der | Irrtumswahrscheinlichkeit
[umol/I] [mN] [%] Versuche P
n
Kontrolle 1,37 +0,18 0,00 £ 0,00 7 --
1 1,40+ 0,18 5,07 +£11,02 7 n.s.
3 1,33+0,13 2,85+ 13,00 7 n.s.
10 1,45 +0,15 11,22 £+ 11,99 7 n.s.
30 1,64 £0,22 21,17 £ 8,73 7 0,05
100 1,59+0,18 18,26 £ 5,74 7 0,05

Legende zu Tabelle 5:

Tabelle 5 enthélt die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f.), sowie deren

Standardfehler (SEM) in mN und Prozent, ermittelt aus sieben Versuchen.
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Abb. 20: Konzentrations-Wirkungskurve von AST 32 an isolierten Papillarmuskeln
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Legende zu Abbildung 20:

Der Graph in Abbildung 20 zeigt die Anderung der Kontraktionskraft am isolierten
Papillarmuskel nach kumulativer Zugabe der Testsubstanz AST 32. Die Konzentrationen der
Testsubstanz wurden auf der Abszisse aufgetragen, die Kontraktionsabnahme in Prozent auf
der Ordinate. Die Punkte zeigen die arithmetischen Mittelwerte aus sieben Versuchen, die

Balken deren Standardabweichungen.
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Abb. 21: Originalaufzeichnung des Einflusses von AST 32 auf die Kontraktionskraft des

isolierten Musculus papillaris
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Legende zu Abbildung 21:

Abbildung 21 zeigt die Aufzeichnungen des Schreibers nach der Zugabe der Testsubstanz AST
32 in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 umol/Il. Der Abstand zwischen den einzelnen
Konzentrationen betrug 45 Minuten. Der Einfluss von AST 32 lasst sich an der zunachst

leichten VergrofRerung der Amplitude erkennen.
47



4.5 Untersuchung der Testsubstanz AST 32 am Atrium cordis dextrum

Der Einfluss der Testsubstanz AST 32 auf die Schlagfrequenz des rechten Vorhofs wurde an

vier verschiedenen isolierten Praparaten untersucht. Der Versuch wurde wie in Kapitel

3.5.1.1. beschrieben durchgefiihrt und anschliefend der Mittelwert aus den vier Versuchen

mit 197,5+20,87 umol/l als Kontrollwert definiert.

Die Testsubstanz zeigte eine schwach negativ chronotrope Wirkung, die jedoch keine

Signifikanz aufwies. Es konnte keine ECsg ermittelt werden.

Tab. 6: Wirkung von AST 32 auf das Atrium cordis dextrum

AST 32 f+ SEM f+ SEM Anzahl der | Irrtumswahrscheinlichkeit
[umol/I] [%] Versuche P
n
Kontrolle 197,5 £ 20,87 0,00 £ 0,00 4 --
1 193,75+20,45 | -1,90+1,74 4 n.s.
3 192,5+20,46 |-2,60%1,71 4 n.s.
10 180,0 + 16,46 -8,06+4,48 4 n.s.
30 172,5 + 14,22 -11,34+6,17 | 4 n.s.
100 171,25+ 15,46 | -10,47+7,54 |4 n.s.

Legende zu Tabelle 6:

Die Tabelle enthalt die arithmetischen Mittelwerte mit deren Standardfehlern, berechnet

aus vier Versuchen. ,f steht fiir die Schlagfrequenz pro Minute.

48




Abb. 22: Konzentrations-Wirkungskurve von AST 32 an rechten Vorhofen
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Legende zu Abbildung 22:

Die Kurve zeigt die Wirkung von AST 32 auf isolierte rechte Vorhofe. Die Abszisse enthdlt die
Konzentrationen der Testsubstanz in umol/l, die Ordinate die Abnahme der Schlagfrequenz
in Prozent. Die Punkte zeigen die Mittelwerte der Schlagfrequenz aus vier Versuchen, die

Balken ihre Standardfehler.
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Abb. 23: Originalaufzeichnung der Wirkung von AST 32 auf die Schlagfrequenz rechter

Vorhofe
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Legende zu Abbildung 23:

Abbildung 23 zeigt die mittels Schreiber aufgezeichnete Schlagfrequenz isolierter rechter
Vorhofe. AST 32 wurde in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 umol/| getestet. Der

Zeitabstand zwischen den einzelnen Konzentrationen betrug 45 Minuten.
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4.6 Untersuchung der Testsubstanz AST 32 in Kombination mit Histamin
am terminalen Ileum

Am terminalen lleum wurde AST 32 in einer Konzentration von 30 umol/ zusammen mit

Histamin untersucht.

Dazu wurde mit Histamindihydrochlorid eine Verdiinnungsreihe in den Konzentrationen
0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1 und 3 umol/Il hergestellt. In drei Versuchen wurde (berpruft, ob die
spasmolytische Wirkung von AST 32 zumindest teilweise im Zusammenhang mit einem

antihistaminergen Effekt steht.

Ausgehend von den Kontrollwerten der reinen Histamin-Wirkung am Darm, kam es mit der
Testsubstanz AST 32 zu einer Abnahme der Kontraktionskraft. Es war insgesamt eine
antihistaminerge Wirkung erkennbar. Die Ausnahme bildete Histamin in der Konzentration

0,03 umol/l, bei der es sogar zu einer schwachen Zunahme der Kontraktionskraft kam.

Tab. 7: Wirkung von Histamindihydrochlorid auf das terminale lleum

Histamindihydrochlorid f.+£ SEM Anzahl der Versuche
comrol ] “
0,01 0,36 £ 0,09 3
0,03 0,39 £0,08 3
0,1 0,85 +0,20 3
0,3 1,63 0,27 3
1 2,39+0,55 3
3 2,74 £ 0,45 3

Legende zu Tabelle 7:

Die Tabelle enthalt die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f.) und deren

Standardfehler (SEM) aus drei Kontrollversuchen mit Histamindihydrochlorid.
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Tab. 8: Wirkung von Histamindihydrochlorid auf die Kontraktionskraft des terminalen lleums

in Kombination mit 30 umol/I AST 32

AST 32 f. +SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
"
0,01 0,18 £ 0,04 3 n.s.
0,03 0,42 0,03 3 n.s.
0,1 0,47 £ 0,06 3 n.s.
0,3 0,72 +£0,09 3 0,05
1 1,23+0,28 3 0,05
3 1,58+0,31 3 0,05

Legende zu Tabelle 8:

Die Tabelle zeigt die arithmetischen Mittelwerte mit ihren Standardfehlern (SEM) aus den

Versuchen von Histamindihydrochlorid in Kombination mit der Testsubstanz AST 32 am

terminalen lleum.

Im Gegensatz zu den Kontrollwerten (Tab.7) kam es mit AST 32 zu einer Abnahme der

Kontraktionskraft.
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Abb. 24: Graphische Darstellung der Wirkung von Histamindihydrochlorid am terminalen

lleum: Allein und in Kombination mit der Testsubstanz AST 32 (30 umol/I).
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Legende zu Abbildung 24:

Die Kontraktionskraft in mN wurde auf der Ordinate aufgetragen, die Konzentration von
Histamindihydrochlorid in umol/l auf der Abszisse. Die arithmetischen Mittelwerte der
untersuchten Konzentrationen wurden als Balken dargestellt, ihre Standardfehler als
strichférmige Verlangerungen. Die schwarzen Balken stellen die Kontrollwerte mit Histamin

dar, die grauen Balken die Kombination Histamin + AST 32.
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Abb. 25: Originalaufzeichnung der Wirkung von AST 32 in Kombination mit

Histamindihydrochlorid auf die Kontraktionskraft des terminalen lleums
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Legende zu Abbildung 25:

Abbildung 25 zeigt die Originalaufzeichnung des Schreibers. Die Pfeile markieren die Zugabe
des Agonisten Histamindihydrochlorid in sechs verschiedenen Konzentrationen. Im ersten
Schritt wurde Histamindihydrochlorid allein, im zweiten Schritt in Kombination mit AST 32

untersucht.
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4.7 Untersuchung der Testsubstanz AST 32 auf die Kontraktionskraft des
terminalen Ileums in Anwesenheit von Acetylcholin

Am terminalen lleum wurde die Testsubstanz AST 32 in der Konzentration 30 umol/I in
Kombination mit  Acetylcholinhydrochlorid untersucht. Dafir  wurden mit
Acetylcholinhydrochlorid Verdiinnungsreihen in den Konzentrationen 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1
und 3 umol/I hergestellt. In finf Versuchen wurde die Wirkung von Acetylcholin allein und in
Kombination mit der Testsubstanz AST 32 auf die Kontraktionskraft des terminalen lleums
getestet, um zu ermitteln, ob ein Teil der spasmolytischen Wirkung am Darm durch AST 32

eventuell auf anticholinerge Effekte zurlckzufiihren ist.

Ab einer Konzentration von 0,03 pumol/l Acetylcholin zeigte sich in Anwesenheit von AST 32

eine Minderung der Kontraktionskraft.

Tab. 9: Wirkung von Acetylcholinhydrochlorid auf das terminale lleum

Acetylcholinhydrochlorid f.+£ SEM Anzahl der Versuche
(oo m “
0,01 0,52 +0,07 5
0,03 1,27+0,34 5
0,1 2,53+0,58 5
0,3 4,10+0,71 5
1 4,83 +£0,73 5
3 5,42+0,80 5

Legende zu Tabelle 9:

Die Tabelle enthélt die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f;) mit deren

Standardfehlern (SEM) aus drei Versuchen mit Acetylcholinhydrochlorid.
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Tab. 10: Wirkung von Acetylcholinhydrochlorid auf die Kontraktionskraft des terminalen

lleums mit 30 umol/I AST 32

AST 32 f. +SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
+[:¢(:)el':;1tg1lf)||]in [mN] Vers: e i
0,01 0,77 +£0,17 5 n.s.
0,03 1,08 £ 0,23 5 n.s.
0,1 1,35+0,37 5 0,05
0,3 2,17 +0,56 5 0,05
1 2,92+0,42 5 0,05
3 4,44 + 0,65 5 n.s.

Legende zu Tabelle 10:

Die Tabelle zeigt die Ergebnisse aus den Versuchen mit Acetylcholinhydrochlorid in

Kombination mit der Testsubstanz AST 32 in der Konzentration 30 umol/I.

Im Gegensatz zu den Kontrollwerten (Tab. 9), kam es in Kombination mit AST 32 zu einer

deutlichen Abnahme der Kontraktionskraft. Es konnte also eine anticholinerge Wirkung

verzeichnet werden.

56




Abb. 26: Graphische Darstellung der Wirkung von Acetylcholinhydrochlorid in den
Konzentrationen 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1 und 3 umol/l auf die Kontraktionskraft des

terminalen lleums: Alleine und in Kombination mit der Testsubstanz.
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Legende zu Abbildung 26:

Auf der Ordinate wurde die Kontraktionskraft in mN angegeben, die Abszisse enthilt die
Konzentrationsangaben in umol/l. Die arithmetischen Mittelwerte wurden als Balken mit
strichférmigen Verlangerungen (Standardfehler) dargestellt. Die schwarzen Balken stellen
die Kontrollwerte mit Acetylcholinhydrochlorid dar, die grauen Balken zeigen die Ergebnisse
aus den Versuchen von Acetylcholinhydrochlorid in Kombination mit der Testsubstanz AST

32.
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Abb. 27: Originalaufzeichnung der Wirkung von Acetylcholinhydrochlorid allein und in

Kombination mit AST 32 auf die Kontraktionskraft des terminalen lleums.
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Legende zu Abbildung 27:

Abbildung 27 zeigt die Kontrollwerte mit Acetylcholinhydrochlorid allein und in Kombination
mit der Testsubstanz AST 32 in einer Konzentration von 30 umol/l. Die Pfeile markieren die
Zugabe der unterschiedlichen Konzentrationen Acetylcholinhydrochlorid. Der zeitliche

Abstand betrug zehn Minuten.
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4.8 Untersuchung der Testsubstanz AST 32 auf die Kontraktionskraft des
terminalen Ileums unter Einfluss von Phenylephrinhydrochlorid

Die Testsubstanz AST 32 wurde in der Konzentration 30 umol/l dem Organbad zugesetzt und

mit Phenylephrinhydrochlorid eine Verdinnungsreihe in den Konzentrationen 0,1; 0,3; 1; 3

und 10 umol/I hergestellt. Diese unterschiedlichen Konzentrationen des Agonisten wurden

im zeitlichen Abstand von zehn Minuten in das Organbad injiziert.

Es sollte untersucht werden, ob die spasmolytische Wirkung von AST 32 am Darm eventuell

durch eine Hemmung sympathomimetischer Vorgange zustande kam.

Die Ergebnisse zeigten aber, dass eher das Gegenteil der Fall war.

Tab. 11: Wirkung von Phenylephrinhydrochlorid auf das terminale lleum

Phenylephrinhydrochlorid f.+£ SEM Anzahl der Versuche
(ool ] "
0,1 0,51+0,15 3
0,3 0,62 +0,20 3
1 0,92+0,14 3
3 1,73+0,43 3
10 2,89+0,91 3

Legende zu Tabelle11:

Tabelle 11 zeigt die Mittelwerte der Kontraktionskraft (f.) und deren Standardabweichungen

(SEM) aus drei Kontrollversuchen mit Phenylephrinhydrochlorid.
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Tab. 12: Wirkung von AST 32 (30 umol/I) in Kombination mit Phenylephrinhydrochlorid auf

die Kontraktion des terminalen lleums

AST 32 f. +SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
[30 p.mol/l]. [mN] Versuche P
+ Phenylephrin n
0,1 0,68 £0,15 3 n.s.
0,3 1,01+0,22 3 n.s.
1 1,73 +£0,45 3 n.s.
3 2,16 £ 0,39 3 n.s.
10 3,60+0,73 3 n.s.

Legende zu Tabelle 12:

Die Tabelle beinhaltet die Mittelwerte mit Standardabweichung (SEM) aus drei Versuchen
der Testsubstanz AST 32 (30 umol/l) in Kombination mit Phenylephrinhydrochlorid auf die

Kontraktionskraft des terminalen lleums.

Im Gegensatz zu den Kontrollwerten, kam es mit AST 32 sogar zu einer leichten Zunahme der
Kontraktion. Somit konnte eine sympatholytische Wirkung am Darm, als Erklarung fiir die

Spasmolyse, ausgeschlossen werden.
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Abb. 28: Graphische Darstellung der Wirkung von Phenylephrinhydrochlorid in den
Konzentrationen 0,1; 0,3; 1; 3 und 10 umol/l allein und in Kombination mit der Testsubstanz

AST 32 auf die Kontraktionskraft des terminalen lleums.
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Legende zu Abbildung 28:

Auf der Ordinate wurde die Kontraktionskraft in mN aufgetragen, die Konzentrationen von
Phenylephrinhydrochlorid in umol/l auf der Abszisse. Die arithmetischen Mittelwerte aus
den drei Versuchen wurden als Balken und die dazugehorige Standardabweichung als
strichférmige Verlangerungen dargestellt. Die schwarzen Balken stellen die Kontrollversuche
mit Phenylephrinhydrochlorid allein dar, die grauen Balken zeigen die Ergebnisse aus den

Kombinationsversuchen (Phenylephrinhydrochlorid + AST 32).
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Abb. 29: Originalaufzeichnung der Wirkung von Phenylephrinhydrochlorid allein und in

Kombination mit AST 32 auf die Kontraktionskraft des terminalen lleums.
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Legende zu Abbildung 29:

Abbildung 29 zeigt die Originalaufzeichnung der Kontraktionen des terminalen lleums mittels
Schreiber. Die Pfeile zeigen die Zugabe des Agonisten Phenylephrinhydrochlorid in flnf
verschiedenen Konzentrationen an. Die Versuche wurden einmal mit dem reinen Agonisten

und einmal in Kombination mit der Testsubstanz durchgefihrt.
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4.9 Untersuchung der Testsubstanz AST 32 auf die Kontraktionskraft des
terminalen Ileums in Kombination mit Glibenclamid

Bei dieser Versuchsreihe wurde im ersten Schritt der Einfluss von Glibenclamid
(Kontrollwerte) in den Konzentrationen 30 und 100 umol/l auf das terminale lleum getestet.
Es sollte untersucht werden, ob die Wirkung von AST 32 zumindest teilweise durch eine
Offnung ATP-abhingiger Kaliumkanile zustande kam. 25 Minuten nach der Zugabe von
Glibenclamid wurden im zweiten Schritt 30 umol/l Testsubstanz AST 32 in das Organbad
injiziert und Anderungen der Kontraktionskraft des terminalen Ileums mittels Schreiber

aufgezeichnet.

Tab 13 + Tab 14: Wirkung von 30 bzw. 100 umol/I Glibenclamid auf das terminale lleum und
in Kombination mit 30 umol/I AST 32

Konz. f.+ SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
[umol/I] [mN] Versuche P
n
Kontrolle 16,32 +£0,19 --
30 uM Glibenclamid | 13,66 £ 0,90 --
+ 30uM AST 32 7,22 +0,90 0,001
Konz. f. £ SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
[umol/I] [mN] Versuche P
n
Kontrolle 9,86 +0,17 --
100 uM Glibenclamid | 2,91 +0,12 3 --
+ 30uM AST 32 -0,03+0,90 3 0,001

Legende zu Tabellen 13+14:

Die Tabellen enthalten die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f.), sowie

deren Standardfehler (SEM) in mN, ermittelt aus drei Versuchen.
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Abb. 30: Graphische Darstellung der Wirkung von Glibenclamid in den Konzentrationen 30

und 100 uM allein bzw. in Kombination mit der Testsubstanz AST 32 (30 uM) auf die

Kontraktionskraft des terminalen lleums
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Legende zu Abbildung 30:

Der Graph in Abbildung 30 zeigt die Anderung der Kontraktionskraft am terminalen lleum
nach Zugabe von 30 bzw. 100 umol/l Glibenclamid. Auf der Ordinate wurde die
Kontraktionskraft in mN aufgetragen, auf der Abszisse die Konzentrationen der einzelnen
Substanzen in pumol/l. Die Balken zeigen die arithmetischen Mittelwerte aus je drei

Versuchen. Die Standardabweichung wurde als strichformige Verlangerung dargestellt.

Der Kontrollwert nach maximaler Vorkontraktion, der Einfluss von 30 bzw. 100 umol/I
Glibenclamid und der Wert unter zusatzlicher Zugabe von 30 umol/l AST 32 sind als
schwarze Balken dargestellt. Die grauen Balken dienen als Referenzwerte und stammen aus

den Versuchen mit AST 32 am terminalen lleum (Kapitel 4.1.).
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Abb. 31: Originalaufzeichnung der Wirkung von 30 bzw. 100 umol/I Glibenclamid allein und
in Kombination mit der Testsubstanz AST 32 (30 umol/l) auf die Kontraktionskraft des

terminalen lleums.
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Legende zu Abbildung 31:

Abbildung 31 zeigt die Aufzeichnungen des Schreibers nach der Zugabe von Glibenclamid (30

und 100 umol/I) zum terminalen lleum und nach Zugabe von 30 umol/I AST 32.
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4.10 Untersuchung der Testsubstanz AST 32 auf die Kontraktionskraft des
terminalen Ileums unter dem Einfluss von Nitro-L-Arginin

Bei dieser Versuchsreihe wurde die Wirkung von AST 32 in Kombination mit dem Agonisten
Nitro-L-Arginin am terminalen Ileum untersucht. Es sollte geklart werden, ob die
spasmolytische Wirkung am Darm zumindest teilweise Uber das NO-System zustande

kommt.

Dazu wurde der Darm mit einer Kaliumchloridlésung vorkontrahiert und nach
Plateauausbildung der Agonist Nitro-L-Arginin in einer Konzentration von 100 pmol/I
zugegeben. Nach weiteren 20-25 Minuten wurde die Testsubstanz AST 32 (30 umol/I) dem

Organbad zugesetzt und der Einfluss auf die Kontraktion des lleums aufgezeichnet.

Tab. 15: Wirkung von Nitro-L-Arginin auf die Kontraktionskraft des terminalen lleums und in

Kombination mit der Testsubstanz AST 32

Konz. f.x SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
[umol/I1] [mN] Versuche P
n
Kontrolle 14,77 + 0,54 3 --
100 uM Nitro-L- 14,77 £ 0,29 3 --
Arginin
+ 30uM AST 32 10,69 + 0,35 3 0,01

Legende zu Tabelle 15:

Die Tabelle zeigt die arithmetischen Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) aus drei
Versuchen mit 100 pmol/l Nitro-L-Arginin und 30 pmol/l AST 32. Wie in der Tabelle
ersichtlich ist, betrug der Kontrollwert 14,77+0,54 mN. Durch Zugabe von Nitro-L-Arginin
kam es zu einer schwachen, in der Kurve ersichtlichen Zunahme der Kontraktionskraft, die
aber keine Signifikanz aufwies. Erst unter Zugabe der Testsubstanz AST 32 kam es zu einer
deutlichen Abnahme der Kontraktionskraft. Die Endwerte betrugen nur mehr 10,6910,35

mN.
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Abb. 32: Graphische Darstellung der Wirkung von Nitro-L-Arginin 100 uM allein und in
Kombination mit der Testsubstanz AST 32 (30 uM) auf die Kontraktionskraft des terminalen

lleums.
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Legende zu Abbildung 32:

Der Graph zeigt die Relation der Kontraktionskraft in mN (Ordinate) zur Konzentration der
Testsubstanzen in umol/l. Die arithmetischen Mittelwerte aus drei Versuchen wurden als
Balken dargestellt, deren Standardabweichungen als strichformige Verlangerungen. Ebenso
wie bei den Glibenclamid-Versuchen in 4.9. beschrieben, stellen auch hier die schwarzen
Balken den Kontrollwert der maximalen Kontraktion, den Effekt unter Zugabe von Nitro-L-
Arginin und das Ergebnis nach der Zugabe der Testsubstanz AST 32 dar. Die grauen Balken
dienen als Referenzwerte aus den Wirkversuchen mit AST 32 am terminalen lleum (Kapitel

4.1.).
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Abb. 33: Originalaufzeichnung der Wirkung von Nitro-L-Arginin (100 pmol/l) und in
Kombination mit der Testsubstanz AST 32 (30 umol/l) auf die Kontraktionskraft des

terminalen lleums.
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Legende zu Abbildung 33:

Die Aufzeichnungen mittels Schreiber zeigen eine anfangliche Zunahme der

Kontraktionskraft durch Zugabe von Nitro-L-Arginin zur N&hrlésung und eine sofortige
Abnahme der Kontraktionskraft in Kombination mit der Testsubstanz AST 32. Die Pfeile

markieren die Substanzzugabe. Der zeitliche Abstand zwischen den Zugaben betrug jeweils

20-25 Minuten.
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4.11 Wirkung des Losungsmittels DMSO

Bei den Versuchsreihen dieser Arbeit wurde DMSO (Dimethylsulfoxid) als Losungsmittel fir

die Testsubstanz AST 32 verwendet. Um dessen Einfluss auf die Kontraktilitdat der Organe zu

bestimmen, wurden Untersuchungen mit DMSO allein, analog zu den Konzentrationen im

jeweiligen Versuch, durchgefiihrt. Das Losungsmittel wurde alle 30 Minuten kumulativ dem

Organ in der Nahrlosung zugesetzt und je Versuchsreihe wurden drei Blindversuche

durchgefihrt.

Zur Berechnung der Ergebnisse an den einzelnen Organen mussten schlieRlich die DMSO

Werte von den Werten der Testsubstanz subtrahiert werden.

Tab. 16: Einfluss des Losungsmittels DMSO auf das terminale lleum

DMSO f. £ SEM f. £ SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
[umol/I] [mN] [%] Versuche P
n
Kontrolle 20,72+3,56 | 0,00+0,00 3 n.s.
1 20,48 +3,65 |-1,51+0,64 3 n.s.
3 19,99 +3,88 | -4,65+24,05 |3 n.s.
10 19,31 +4,08 | -8,66+4,03 3 n.s.
30 18,74 +4,11 |-11,59+4,21 |3 n.s.
100 17,18 +3,92 |-19,35+4,32 |3 0,05

Legende zu Tabelle 16:

Die Tabelle zeigt die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f.) und deren

Standardabweichungen (SEM) aus den Losungsmittelversuchen am terminalen lleum.
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Tab. 17: Einfluss des Losungsmittels DMSO auf die Kontraktionskraft der Aorta

DMSO f. £ SEM f. £ SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
[umol/I] [mN] [%] Versuche P
n
Kontrolle 9,78+2,14 0,00 £ 0,00 3 n.s.
1 10,00+2,23 | 1,84+0,95 3 n.s.
3 10,00+2,21 |1,93+0,91 3 n.s.
10 9,95+ 2,20 1,51+1,38 3 n.s.
30 9,92 +2,20 1,09 +2,46 3 n.s.
100 9,83 +2,15 0,34 +2,57 3 n.s.

Legende zu Tabelle 17:

Die Tabelle zeigt die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f.) und deren

Standardabweichungen (SEM) aus den Versuchen mit DMSO an der Aorta.

Tab. 18: Einfluss des Losungsmittels DMSO auf die Kontraktionskraft isolierter

Papillarmuskeln

DMSO f. £ SEM f. £ SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
[umol/I1] [mN] [%] Versuche P
n

Kontrolle 0,47 £ 0,06 0,00 £ 0,00 3 n.s.
1 0,46 £ 0,08 -3,70+ 3,70 3 n.s.
3 0,43 £ 0,07 -10,42+3,84 |3 n.s.
10 0,36 £ 0,05 -23,79+0,82 |3 n.s.
30 0,29 £ 0,03 -37,40+2,32 |3 0,05
100 0,25+ 0,03 -45,95+2,99 |3 0,05
Legende zu Tabelle 18:
Die Tabelle enthadlt die Mittelwerte der Kontraktionskraft und deren

Standardabweichungen (SEM)

isolierten Papillarmuskel.

aus drei Versuchen mit dem L&sungsmittel DMSO am
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Tab. 19: Einfluss des Losungsmittels DMSO auf die Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis

DMSO f. £ SEM f. £ SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
[umol/I] [mN] [%] Versuche P
n
Kontrolle 8,43 +1,03 0,00 + 0,00 3 n.s.
1 8,62+0,93 2,72+1,72 3 n.s.
3 8,71+0,85 4,01 + 3,05 3 n.s.
10 8,69+0,96 3,39+1,38 3 n.s.
30 8,72+0,98 3,74+ 1,24 3 n.s.
100 8,66+ 1,00 2,91+£1,03 3 n.s.

Legende zu Tabelle 19:

Die Tabelle enthalt die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f.) und deren

Standardabweichungen aus drei Versuchen mit dem Losungsmittel DMSO an der Arteria

pulmonalis.
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5 Diskussion

In dieser Diplomarbeit wurde der Einfluss der Testsubstanz AST 32 auf fiinf verschiedene
Organe des Meerschweinchens untersucht: Terminales lleum, Aorta, Arteria pulmonalis,
Atrium cordis dextrum und Musculus papillaris. Dazu wurde AST 32 den Organen in

unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt.

Auf Grund der stark relaxierenden Wirkung auf den Darm, wurde schliefllich noch der
mogliche Wirkmechanismus dafiir untersucht. AST 32 wurde dazu in Kombination mit den
Agonisten Histamindihydrochlorid, Acetylcholinhydrochlorid, Phenylephrinhydrochlorid,

Glibenclamid und Nitro-L-Arginin am terminalen lleum getestet.

Schlussendlich wurden die Ergebnisse mit dem bereits gut untersuchten Naturstoff

Resveratrol verglichen.

5.1 Strukturvergleich von AST 32 mit Resveratrol

Abb. 34: Strukturformel von AST 32 und Resveratrol

OH
NO,

3 OH

AST 32 Resveratrol

Resveratrol ist ein Stilbenderivat mit drei Hydroxylgruppen in den Stellungen 3, 5 und 4‘ und

einer E-konfigurierten Ethylenbriicke.

Bei AST 32 hingegen sind die Hydroxylgruppen durch Fluor und Nitro-Gruppen, die
Ethylenbriicke durch eine Thioformamid-Gruppe ersetzt. Der sterisch sehr sperrige Schwefel

ermoglicht eine stabile cisoide-Konfiguration.
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5.2 Versuchsreihen an der glatten Muskulatur, Musculus papillaris und
Atrium cordis dextrum

5.2.1 Versuche an der Aorta

Die Wirkung von AST 32 wurde an flinf verschiedenen Aorten in den Konzentrationen 1; 3;
10; 30 und 100 umol/l untersucht. Obwohl die Kontraktionskraft kontinuierlich leicht
abnahm, war die Wirkung statistisch nicht signifikant und es konnte keine ECso erreicht

werden.

Resveratrol wurde an der Aorta in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30; 100 und 300 pmol/I
getestet. Der Naturstoff bewirkte auch eine konzentrationsabhangige Relaxation der glatten
Muskulatur. Diese erwies sich ab einer Konzentration von 300 umol/I als signifikant und es

wurde bei 145 umol/I eine EC 5q erreicht. (Lotsch 2004).

Studien Uber die Wirkung von Resveratrol an isolierten Aorten von hypertensiven Ratten
zeigten, dass durch das Stilbenderivat die Hypertrophie vaskuldrer glatter Muskelzellen
gehemmt werden konnte, indem die Phosphatidyl-inositol-3-kinase blockiert wurde. (Haider

et al. 2002)

Liu und Liu (2004) fanden heraus, dass Resveratrol die LDL induzierte Proliferation in den

Aortenzellen hemmt, ebenso wie die Bildung von Hz-Thymidin.

In Untersuchungen mit Resveratrol im Zusammenhang mit Arteriosklerose und koronaren
Herzerkrankungen konnte der positive Einfluss auf die Gesundheit bestatigt werden. (Wu et

al. 2001).

5.2.2 Versuche am terminalen Ileum

Am terminalen lleum wurde AST 32 in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 pumol/I
untersucht. In funf Versuchen wurde eine stark relaxierende Wirkung auf den Darm
nachgewiesen, die sich bereits ab einer Konzentration von 3 umol/I als signifikant erwies. Bei
100 umol/l betrug die Relaxation 30,16+7,88 % bezogen auf den Kontrollwert, die ECsg

wurde bei 28 umol/I erreicht.
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Resveratrol wurde am Darm in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30; 100 und 300 umol/I
untersucht und auch hier wurde eine stark relaxierende Wirkung nachgewiesen. Die
Abnahme der Kontraktionskraft war jedoch erst ab einer Konzentration von 100 pumol/I

signifikant, die ECsp lag bei 46, 4 umol/l (Lotsch 2004).

AST 32 (bt also auf den Darm eine etwas starkere Wirkung aus, als die Vergleichssubstanz

Resveratrol.

In China gab es Versuche (Wu et al. 2004), bei denen eine Verbesserung der Prognose bei
Leberkarzinom durch Resveratrol bewirkt werden sollte. Zur Veranschaulichung bekamen
Mause Krebszellen implantiert. AnschlieBend bekam ein Teil der Mause Uber zehn Tage
Resveratrol allein injiziert, wobei die Dosis kontinuierlich gesteigert wurde. Ein anderer Teil
der Mause erhielt eine Therapie mit dem Zytostatikum 5-Floururacil, das jedoch erhebliche
Nebenwirkungen aufweist, in Kombination mit Resveratrol. Die Ergebnisse zeigten, dass
sowohl bei der Resveratrol-, als auch bei der Kombinationstherapie der Tumor deutlich

kleiner wurde, die starken Nebenwirkungen bei der Resveratrol-Therapie jedoch ausblieben.

5.2.3 Versuche an der Arteria pulmonalis

Die Testsubstanz AST 32 wurde an sechs Arteria pulmonalis Prdparaten in den
Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 umol/l untersucht. Auch hier konnte eine stark
relaxierende Wirkung bereits ab einer Konzentration von 3 umol/l mit statistischer
Signifikanz erreicht werden. Die Kontraktion nahm konzentrationsabhangig kontinuierlich ab

und bei 58 umol/l wurde die ECsq erreicht.

Resveratrol hingegen zeigte in Versuchen erst eine leichte Zunahme der Kontraktion, die
allerdings ab einer Konzentration von 30 umol/I stark abzufallen begann und bei 300 umol/I

nur mehr 18% vom Kontrollwert betrug (Lotsch 2004).
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Tab. 20: Vergleich der Wirkungen von Resveratrol mit AST 32 auf die glatte Muskulatur

Praparat Resveratrol AST 32
EC50 ECSO
[umol/1] [umol/1]
Aorta 145 --
Terminales lleum 46,4 28
Arteria pulmonalis 126 58

5.2.4 Versuche am Musculus papillaris

Die Versuchsreihe mit AST 32 am Papillarmuskel in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100

umol/I zeigte eine leicht positiv inotrope Wirkung, ebenso wie Resveratrol (Lotsch 2004).

Es wurde aber weder bei der Testsubstanz AST 32 noch bei Resveratrol eine ECsq erreicht

und die Ergebnisse zeigten keine statistische Signifikanz.

5.2.5 Versuche am Atrium cordis dextrum

Die Untersuchung der Wirkung von AST 32 wurde mit den Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und
100 pmol/l an vier Vorhofen durchgefuhrt. Es konnte nur ein sehr schwach negativ
chronotroper Effekt nachgewiesen werden, der weder statistische Signifikanz, noch eine ECsq

aufwies.

Bei Resveratrol wurden die Versuche mit den Konzentrationen 1; 3; 10; 30; 100 und 300
umol/I durchgefiihrt. Nach einer anfanglich schwach positiv chronotropen Wirkung, begann
die Schlagfrequenz ab einer Konzentration von 30 umol/I zu sinken. Statistische Signifikanz

und ECso konnten auch nicht erreicht werden (Lotsch 2004).
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5.3 Wirkung von AST 32 in Kombination mit den Agonisten am terminalen
lleum

5.3.1 Wirkung von AST 32 in Kombination mit Histamin auf das terminale Ileum

Bei der Untersuchung von AST 32 in einer Konzentration von 30 umol/l in Kombination mit
Histamindihydrochlorid in den Konzentrationen 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1 und 3 pmol/l am

terminalen lleum konnte eine gering antihistaminerge Wirkung nachgewiesen werden.

AST 32 verringerte die Kontraktionskraft des terminalen Illeums auffallend ab der
Kombination mit 0,3 pumol/l Histamindihydrochlorid. Bei der Kombination von AST 32 mit
0,03 umol/I Histamindihydrochlorid kam es nur kurzfristig zu einer schwachen Zunahme der

Kontraktion.

5.3.2 Wirkung von AST 32 in Kombination mit Acetylcholin auf das terminale
Ileum

30 umol/l AST 32 wurden in Kombination mit Acetylcholinhydrochlorid in den
Konzentrationen 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1 und 3 umol/l am terminalen lleum untersucht. Bereits
ab 0,1 umol/I zeigte sich in finf Versuchen eine anticholinerge Wirkung, die bis 1 pumol/I

statistische Signifikanz aufwies.

5.3.3 Wirkung von AST 32 in Kombination mit Phenylephrin auf das terminale
Ileum

Bei den Versuchen von AST 32 (30 umol/l) mit Phenylephrinhydrochlorid in den
Konzentrationen 0,1; 0,3; 1, 3 und 10 pmol/l am terminalen lleum, kam es zu keinen
signifikanten Veranderungen, auller eventuell einer leichten Verstarkung der a-

sympathomimetischen Wirkung von Phenylephrin.
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534 Wirkung von AST 32 in Kombination mit Glibenclamid am terminalen
Ileum

Bei den Versuchen von AST 32 (30 pumol/l) in Kombination mit Glibenclamid wurde
tiberpriift, ob die relaxierende Wirkung von AST 32 zumindest teilweise durch die Offnung
ATP-abhadngiger Kalium-Kanale zustande kam. Den Darm- Praparaten wurde daher die
Kalium-Kanal blockierende Substanz Glibenclamid in den Konzentrationen 30 und 100 umol/I
zugefiigt. Die Wirkung von AST 32 auf die nun geschlossenen Kalium-Kanale war mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,001 statistisch signifikant. Es kam sofort nach Zugabe von

AST 32 zu einer starken Abnahme der Kontraktionskraft.

5.3.5 Wirkung von AST 32 in Kombination mit Nitro-L-Arginin am terminalen
Ileum

Die Versuchsreihe von AST 32 in Kombination mit dem NO-Antagonisten Nitro-L-Arginin am
Darm zeigte statistisch signifikante Ergebnisse. Wahrend Nitro-L-Arginin (100 umol/I) zu
einer leichten Zunahme der Kontraktionskraft flihrte, kam es nach Zugabe der Testsubstanz
AST 32 (30 umol/l) zu einer deutlichen Abnahme der Kontraktionskraft von 14,77+0,29 auf
10,69+0,35 mN. Diese wies mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,01 statistische
Signifikanz auf. Ein Teil der spasmolytischen Wirkung wird daher wahrscheinlich durch NO-

Freisetzung verursacht.
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6 Zusammenfassung

Das Thema dieser Diplomarbeit war die Untersuchung der Wirkungen des neu
synthetisierten Resveratrol-Analogons AST 32 auf den Organismus. Dazu wurden isolierte
Meerschweinchen-Organe herangezogen und AST 32 in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30
und 100 umol/l an Aorta, terminalem Ileum, Arteria pulmonalis, Atrium cordis dextrum und

Musculus papillaris getestet.

In weiterer Folge wurde auch noch die Wirkung von AST 32 in Kombination mit den
Agonisten Histamin, Acetylcholin, Phenylephrin, Glibenclamid und Nitro-L-Arginin auf das
terminale lleum untersucht, um auf moégliche Wirkmechanismen, im Zusammenhang mit der

Spasmolyse am Darm, schlieBen zu kénnen.

Die Ergebnisse wurden anschliefend mit dem strukturell sehr &hnlichen Flavonoid
Resveratrol verglichen und es zeigte sich, dass beide Substanzen eine relaxierende Wirkung
auf die glatte Muskulatur des Darms und der Arteria pulmonalis ausiiben. An der Aorta
konnte nur bei Resveratrol eine Abnahme der Kontraktionskraft verzeichnet werden, dafir
war die Wirkung von AST 32 an Darm und Arteria pulmonalis wesentlich starker als die der

Vergleichssubstanz.

Die Untersuchungen von AST 32 am rechten Vorhof lieBen eine schwach negativ
chronotrope Wirkung erkennen. Resveratrol hingegen filihrte zuerst zu einer leichten
Zunahme der Schlagfrequenz und erst in héheren Konzentrationen zu einer negativ

chronotropen Wirkung.

Am Papillarmuskel fiihrten sowohl AST 32 als auch Resveratrol zu einer schwach positiv

inotropen Wirkung.

Als mogliche Wirkmechanismen kommen sowohl schwach antihistaminerge, als auch
anticholinerge Effekte, NO-Freisetzung und die Offnung ATP-abhingiger Kalium-Kanile in

Frage.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Wirkung der Testsubstanz AST 32 an
Darm und Arteria pulmonalis dhnlich aber starker ist als bei Resveratrol. Die relaxierende
Wirkung von Resveratrol an der Aorta fehlt bei AST 32, dafiir sind die Ergebnisse der

Versuche an den Herzmuskelpraparaten wieder vergleichbar.
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