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1.Einleitung

1.1. Zielsetzung und Aufbau

Ziel dieser Diplomarbeit war es, die Wirkung der am Department fir
Medizinische/Pharmazeutische Chemie hergestellten Substanz PGU 124, auf isolierte Organe

des Meerschweinchens zu untersuchen.

Zuerst wurde die Wirkung der Testsubstanz auf die glatte Muskulatur der Aorta, Arteria

pulmonalis und des terminalen lleums getestet.

Die weiteren Untersuchungen am Papillarmuskel lieferten Informationen (iber eine
mogliche positive bzw. negative inotrope Wirkung. Am rechten spontan schlagenden Vorhof

sollte die chronotrope Wirkung untersucht werden.

Mithilfe des Nitro-L-Arginin sollte ein Wirkmechanismus am lleum terminales untersucht
werden, indem man die eNos blockierte und dann beobachtete, ob nach dem Hinzufiigen

des Diarylimidazols es zur endothelialen Freisetzung von NO kommen wiirde.

1.2.Resveratrol

1.2.1 Vorkommen und Entdeckung

Resveratrol (3,4°,5-trihydroxystilben) wurde erstmals im Jahr 1940 isoliert. Es handelt sich
dabei um ein natiirlich vorkommendes Phytoalexin, in Erdniissen ,Weintrauben, Himbeeren

usw. Besonders vorherrschend ist Resveratrol in der Haut von roten Weintrauben.

Nonomura et al. isolierten erstmals diesen Naturstoff 1963 aus einem sogenannten
Knoterichgewachs (Poligonum cuspidatum). Der Nachweis von Resveratrol erfolgte 1976 von
Langcake und Pryce. Im Jahre 1994 gelang es Waterhouse et al. die Existenz entsprechender
Glykoside zu beweisen. Neben den bereits schon erwahnten Resveratrol- Quellen, konnte
Resveratrol noch in mehr als 70 weiteren Pflanzen , wie zum Beispiel, Fichte, Lilie,

Eukalyptus nachgewiesen werden. Am reichlichsten kommt der Naturstoff aber in der



Kulturpflanze Vitis vinifera (Vitacae) vor. Diese Pflanze ist fir die Weinproduktion schon seit
tausenden Jahren von grolRer Bedeutung. Das enthaltene Polyphenol findet man in
Traubenkernen, den Stielen, Wurzeln und Reben. In der Schale findet sich jedoch die héchste
Konzentration an Resveratrol (Celotti et al. 1996). Frische Weintraubenschalen enthalten ca.
50- 100 pg/g Resveratrol. Die HOhe des Resveratrolgehalts hdangt von der Dauer der

Hilsenextraktion bei der Herstellung ab.

1.2.2. Synthese

Fir die Resveratrolsynthese in den Pflanzen sind die Ausgangsverbindungen p- Coumaroyl
CoA und Malonyl CoA , unter der Einwirkung von Stress, Verletzungen, Infektionen oder
starker UV- Bestrahlung wesentlich (Soleas et al. 1997). Weiters wurde das grofRe Potential
von Resveratrol als Heilmittel erkannt. Resveratrol ist ein Abwehrstoff und wird als
Stressmetabolit bei verstarkter Belastung in der Pflanze gebildet. Da Resveratrol ein
Phytoalexin ist, wird dem Naturstoff auch eine fungizide Wirkung zugeschrieben (Soleas et
al. 1997, Hipskind und Pavia 2000, Becker et al. 2003). Aus diesem Grund transformierten
Wissenschaftler die Resveratrolsynthasegene beispielsweise in Tabak oder Weinreben um

so eine erhohte Pilzresistenz zu erreichen.

1.2.3. Wirkung und Verwendung

Die abwehrstarkende Wirkung von Resveratol ist nicht nur in der Pflanze, sondern auch im
menschlichen Korper zu beobachten. Da mehrere Studien betreffend der positiven Wirkung
von Resveratrol veroffentlicht wurden , moéchte ich nun auf einige dieser Studien naher

eingehen.

In der Studie von Gronbdk et al. (1995) konnte gezeigt werden, dass ein maRiger
Weinkonsum das Risiko friher zu sterben um 50% reduziert im Vergleich zur

Weinabstinenz.



Aufgrund der antioxidativen Wirkung glaubte Kopp 1998, dass das ‘ Franzosische Paradox’
auf einen hoheren Rotweinkonsum und damit auf Resveratrol zuriickzufiihren ist. Das
‘Franzosische Paradox’ beschreibt das Phanomen, dass in Frankreich die Sterblichkeitsrate

an koronaren Herzerkrankungen um fast das Zweifache niedriger ist als in den USA.

Es wurde auBerdem anhand weiterer Versuche erkannt, dass Resveratrol auf die
menschliche Squalenmonooxygenase eine inhibierende, nicht kompetitive Wirkung besitzt.
Dieses Enzym, katalysiert die Oxidation von Squalen zu Squalenepoxid- ein wichtiger
Reaktionsschritt in der Cholesterinbiosynthese . Dadurch konnte die protektive Wirkung vom

Naturstoff Resveratrol bezliglich der cardiovaskuldaren Erkrankungen erklart werden.

Sehr bald erkannte man aber auch noch die anticancerogene Wirkung von Resveratrol.
Anhand von Versuchen die bei diversesten Tumorarten durchgefiihrt wurden, konnte
namlich die Proliferation von Tumorzellen durch Resveratrol verhindert werden (Aggrwal et

al. 2004).

Frankel et al. bemerkte 1993, dass Rotwein mit den darin enthaltenen phenolischen
Sustanzen die Oxidation (kupferkatalysiert) des LDL signifikant mehr hemmt als Tocopherol.
Man kam dann drauf, dass die LDL- Peroxidation nicht nur durch die Chelatbindung zwischen
Kupfer und Resveratrol verringert wird, sondern auch dass, Resveratrol selbst als
Radikalfanger fungiert. Das bedeutet wiederrum, dass Resveratrol freie Radikale abfangt

bevor sie die Membran attackieren (Belguendouz et al. 1998, Fremont et al. 1999).

Im Jahr 2003 beobachteten Savaskan et al. die neuroprotektive Wirkung von Resveratrol.
Sie stellten fest, dass der Naturstoff die Uberlebensfihigkeit der Zelle steigert und zusatzlich

noch intrazellular die antioxidative Wirkung des Gluthations (Radikalfanger) erhoht.

1.2.4. Pharmakokinetik

Die Bioverfligbarkeit von oral verabreichtem Resveratrol betragt ca. 70%. Die
Plasmahalbwertszeit liegt bei ca. 9 Stunden. Die Ausscheidung erfolgt groRtenteils renal. Im
Plasma kann unverandertes Resveratrol nur in sehr geringen Mengen nachgewiesen werden,
weil Resveratrol sehr rasch metabolisiert wird. Bei der Metabolisierung kommt es zur
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Konjugation mit Schwefelsdure und Glucuronsdure, sowie zur Hydrierung der
Doppelbindung. Bei den Hauptmetaboliten, die sowohl in Urin als auch in Serum
nachgewiesen werden konnen, handelt es sich einerseits um trans- Resveratrol-3-O-
glucoronid andrerseits aber auch um trans-Resveratrol-3-O-sulfat. Der nicht metabolisierte

Anteil des Resveratrols bindet vor allem an Albumin.

Und obwohl Resveratrol einem ausgepragtem Metabolismus unterliegt, werden dem
Resveratrol etliche Wirkungen zugeschrieben, das liegt an den aktiven Metaboliten, aber
auch daran dass, Resveratrol in den Epithelzellen akkumuliert (Yu et al. 2002, Jannin et al.

2004).



2.Material und Methoden

2.1.Versuchstiere

Bei den Organen die fiir die Versuche herangezogen wurden, handelte es sich um isolierte
Organe weiblicher und mannlicher Meeresschweinchen (HIM-DH) mit einem Korpergewicht

von 250-600g.

Im nlichternen Zustand - damit wird ein konstanter Ruhetonus der glatten Muskulatur des
terminalen lleums bezweckt — wurden die Versuchstiere durch Genickschlag getotet, und

somit erfolgte ein schneller und vor allem schmerzloser Tod.

AnschlieBend erfolgte eine rasche Explantation des Herzens, seiner Gefalle und des Darms.
Das isolierte Herz wurde unmittelbar danach in eine zuvor bereitgestellte physiologische

Nahrlosung transferiert. Dadurch wurden Hypoxie und Koagulation des Blutes verhindert.

In einem weiteren Schritt wurde das Abdomen mit einer Schere gedffnet. Nachdem das
Caecum identifiziert wurde, wurden vorsichtig und ohne Ausiibung von Traktion und
Kompression ca.10 cm des terminalen lleums entnommen. Das aboral gelegene Ende wurde
mit einem Bindefaden markiert und ebenfalls bis zur weiteren Prédparation in

physiologischer Nahrlésung aufbewahrt.
Die Praparation von Papillarmuskel und Arteria pulmonalis erfolgte unter dem Mikroskop.

Danach wurden alle isolierten Organe bis zum Versuchsbeginn in einer mit Oxymix (95%

Sauerstoff, 5% Kohlendioxid) perfundierten Nahrlésung (Tyrode) aufbewahrt.

2.2. Prdparate

2.2.1 Isolierung des rechten Vorhofs

Nach der Entfernung des Perikards wurde das Herz an Basis und Spitze mittels
Prapariernadeln fixiert. Der Grund, weshalb der rechte und nicht der linke Vorhof verwendet
wurde ist, dass der Rechte spontan aktiv schlagt. Der rechte Vorhof wurde entlang des

Sulcus coronarius von den Ventrikeln abgesetzt, wobei der Sinusknoten unverletzt bleiben
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sollte .Der Sinusknoten selbst befindet sich in der Nahe der Einmiindung der Vena cava
superior. Da aber die genaue Lage unter dem Mikroskop nicht zu erkennen war, musste man
bei der Entfernung des Fettes in Sinusknotenndhe darauf achten um das zarte Gewebe nicht

zu verletzen.

Ein Hakchen aus Silberdraht wurde am rechten Herzohr (am Ubergang des rechten und
linken Vorhofs und an der gegeniberliegenden Stelle) angebracht, um das Praparat in die

Versuchsapparatur einspannen zu kénnen.

R

Abbildung 1 : Versuchsapparatur mit fertig isoliertem und eingespanntem Vorhof

2.2.2. Isolierung der Papillarmuskeln

Der rechte Ventrikel wurde von der Arteria pulmonalis entlang des Septums bis zur
Herzspitze gedffnet, aufgeklappt und dann wurden Prapariernadeln angebracht. Da die
vorhandenen Purkinjefasern durch ihre Spontanaktivitdit den Versuchsablauf beeinflussen

wiirden, wurden diese enternt.



Die Silberdrahthdkchen wurden samt einem Bindefaden am Ansatz der Muskelsehne
angebracht, dann die Sehne durchtrennt und mit grofRer Vorsicht der Muskel

herausgeschnitten.

Abbildung 2: Apparatur mit eingespanntem Papillarmuskel

2.2.3.Isolierung des terminalen Ileums

Es wurde ein ca.0,5- 1 cm langes Stiick vom Darm abgeschnitten, und in einer mit Kork
ausgelegten und mit Nahrlosung gefiillten Petrischale mit Prapariernadeln fixiert. Wichtig
dabei war es, das Darmstlick bei der Fixierung nicht zu Gberdehnen. Gegebenenfalls musste
manchmal auch der Darm mittels Pasteurpipette durchspiilt werden, um es vom Chymus zu
reinigen. An die beiden Enden des Ileumstiicks wurden je ein Drahthdkchen mit Bindefaden
angebracht, wobei man darauf Acht geben sollte,dass die Darméffnung an beiden Enden frei
lag, also unverschlossen, um das Einwirken der Testsubstanz von allen Seiten der

Schleimhaut zu gewahrleisten.



Abbildung 3: Versuchsapparatur mit fertig prapariertem lleum

2.2.4.Isolierung der Aorta

Nach der Explantation des Herzens wurde entlang der Wirbelsaule ein 2- 3 cm langes Stiick
der thorakalen Aorta mittels Schere und Pinzette entnommen und anschlielend in einem

mit Tyrode gefiilltem Becherglas aufbewahrt.

Fiir die weitere Praparation wurde die Aorta in eine mit physiologischen Nahrlésung
gefiillten Petrischale Gbertragen und mit Prapariernadeln fixiert. Danach wurden Muskel —
und Fettgewebe vorsichtig entfernt , ohne dabei die Aorta zu verletzen. AnschlieBend wurde
die Aorta in 2- 3 mm groRe ringférmige Stiicke geteilt. Die fertig praparierten Aortastiicke
mussten dann sofort in ein mit physiologischer Nahrlosung gefiilltes Becherglas transferiert

und bis zum Versuchsbeginn dort aufbewahrt, und mit Oxymix begast werden.



Abbildung 4 : 2-3 mm groRe Aortenringe

2.2.5.Isolierung der Arteria pulmonalis

Unter dem Mikroskop wurden das Perikarp sowie Teile der Lunge und Fettreste mit Hilfe
einer Federschere entfernt. Die Arteria pulmonalis wurde so nahe wie moéglich am Herzen
entnommen. Fiir den Versuch wird das vom Herzen wegfiihrende 5- 10 mm lange Stlick
verwendet. Das Prdparat wurde dann in der Folge wieder in einer Petrischale mittels
Prapariernadeln fixiert, um das anhaftende Muskel - und Fettgewebe zu
enfternen.SchlieRlich wurden 2-3 mm breite ringférmige Stiicke von der Arteria pulmonalis
abgeschnitten. Wieder wurden die Stiicke in physiolgischer Nahrlésung aufbewahrt und bis

zum Versuchsbeginn mit Oxymix begast.



Abbildung 5: eingespannte Arteria pulmonalis

2.3. Physiologische Ndhrlésungen

2.3.1 . Nahrlosungen fiir den rechten Vorhof, den Papillarmuskel, das

terminale Ileum und die Arteria pulmonalis

Die fir die Versuche verwendete Nahrlésung entsprach einer modifizierten Krebs- Henseleit-

Losung und wurde nach der Vorschrift von Reiter (1967) hergestellt :
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NaCl 1000,25g/5I 33,60 114,90
KCl 50,33g/5I 35,00 4,73
NaHCO; 125,00g/5| 83,70 24,90
CaCl, 147g/5I 3,20 3,20
MgSO0, 62,00g/250ml 1.18 1,18
KH,PO4 34,00g/250ml 1,18 1,18
Glucose Reinsubstanz 1,98 10,00

Tabelle 1: Zusammensetzung der physiologischen Nahrlosung

Die Nahrlosung wurde taglich frisch hergestellt. Dazu wurden die oben genannten
Substanzen in den entsprechenden Mengen in einen Messkolben, mit einem
Fassungsvermogen von 2 Liter gefillt, und mit Aqua bidestillata (bis zur 21 — Marke)
aufgefiillt. Nach einer 10- minutigen Perfusion mit Oxymix wurde tropfenweise und langsam
Calciumchlorid hinzugefiigt, um das Ausfallen von dem schwerldslichen Calciumsalz zu
verhindern. Nach dem Hinzufiigen von Calciumchlorid wurde die Nahrlosung weitere 10

Minuten mit Oxymix begast.

Die Nahrlosung wurde wahrend des ganzen Versuchsablaufs kontinuierlich mit Oxymix
begast, einerseits um einen konstanten pH-Wert im physiologischen Bereich ( ph 7,2-7,4)
und andrerseits um eine ausreichende Sauerstoffversorgung der isolierten Prdparate zu

gewahrleisten.
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2.4. Testsubstanzen

Bei der 1. Substanz handelt es sich um ein Derivat des Naturstoffes Resveratrol, welches
PGU 124 genannt wird. Die verwendete Testsubstanz wurde am Institut flir pharmazeutische
Chemie der Universitdit Wien hergestellt und fiir die Versuche der Diplomanden zur

Verfligung gestellt.

O—
Z

—0
T
/

PGU 124; MG: 281,31 g/mol

Nomenklatur: 4-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-(3-pyridyl)-1H-imidazol

Im zweiten Teil der Diplomarbeit sollte der Wirkmechanismus von PGU 124 mit Hilfe von

Nitro-L-Arginin untersucht werden.
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MG: 219.2 g/mol

Nitro- L-Arginin wurde im Versuch als NO- Antagonist eingesetzt.

NO wird vom Endothel freigesetzt und wirkt somit relaxierend auf die GefaBmuskulatur.
Uber die cytosolische Guanylatcyclase aktiviert Stickstoffmonoxid die Bildung vom
cytosolischen Guanosinmonophosphat. In Folge dessen kommt es zum Absinken des Ca-

Spiegels, was wiederum eine Relaxierung der GefaRe verursacht.

Wenn nun die NO- Synthase durch Stickstoffmonoxid inhibiert wird, sinkt die NO- conc. In

der Folge wird die ganze Kaskade, liber die Guanylatcyclase zum Stoppen gebracht.

Anhand der Versuche konnte nachgewiesen werden, dass die Kontraktilitat des Darms mit

dem Zusetzen von Nitro-L-Arginin gesteigert wird. (Rosemann 2002).

2.5. Versuchsanordnung

Um das Gelingen der Versuche zu gewahrleisten, mussten moglichst physiologische
Umstande fir die isolierten Organe hinsichtlich Temperatur, Sauerstoffversorgung und ph-

Wert geschafft werden.

Zur Durchfihrung der Versuche gab es zwei verschiedene Apparaturen. Die Apparatur A
wurde fir die Versuche am Papillarmuskel herangezogen. Wahrend Apparatur B fiir alle

anderen lbrigen Organe geeignet war.
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2.5.1. Versuchsapparatur A

Diese Apparatur besteht aus einem Wasserbad, dessen Temperatur mittels einer Heizspirale
und eines Thermostats kontrolliert wird. Fir die Versuche muss die Temperatur des

Wasserbads bei 35 +/- 1 °C.

Mithilfe einer Kunststoffspritze wurde das Organbad gereinigt beziehungsweise die

Nahrlosung des Bades gewechselt.

Die Organhalterung bestand aus Kunststoff und war auf einem Stativ mit einem

Stativschlitten befestigt.

Der sogenannte Kraftwandler stellte das eigentliche Messinstrument dar. Er befand sich

ebenfalls am Stativ, jedoch etwas weiter oben ( siehe Abbildung 6).

Fir die Versuchsdurchfiihrung wurde das isolierte Organ (in diesem Fall, Papillarmuskel) mit
dem zuvor angebrachten Silberhdkchen an einen Silberdraht gehangt. Der Draht diente der
Verbindungsherstellung zum Kraftwandler. Das freie Ende wurde dann mittels eines kleinen
Metallplattchens mit einer Silber=Silberchloriddraht-Kathode durch einen
Schraubmechanismus verbunden. Wichtig war es bei diesem Schritt zligig zu arbeiten, um
das Absterben der Organe durch Minderversorgung mit Sauerstoff zu verhindern.
AuBerdem musste darauf Acht gegeben werden, das Organ beim Einspannen nicht zu
Uberdehnen, da dies die Ergebnisse verfalschen kénnte. Nun konnte die gesamte Apparatur
in das Organbad abgelassen werden, wobei zu beachten war, dass das gesamte Organ in die

Nahrlosung eingetaucht war.
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FEINTRIEB O)

AUFHANGE- 4)
VORRICHTUNG
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ORGANBAD J—— 3)
7)

ABLAUF NAHRLOSUNG

Abbildung 6: schematische Darstelllung der Versuchsapparatur A

2.5.2. Versuchsapparatur B

Diese Apparatur besteht auch aus einem Organbad, welches aus einem doppelwandigen
Glaskorper besteht. Der Glaskdrper dient der Temperaturregulation. Die Versuchsapparatur
B unterscheidet sich auBerdem durch die Fixierungsmoglichkeit des Organs an der
Organhalterung. Zur Befestigung wurden zwei Silberdrdhte verwendet. Ein Draht befand sich

am Steg und ein zweiter an der Aufhdangevorrichtung des Kraftwandlers.

Zur Reinigung des Organbades , bzw. zum Ablassen der Nahrlésung befand sich am Boden
des Glaskorpers ein Abwasserschlauch.
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Abbildung 7: schematische Darstellung der Versuchsapparatur B

2.5.3. Gaszufuhr

Die Gasversorgung der Apparaturen wurde anhand einer Gasflasche gewahrleistet. Die
einzelnen Ventile sind mittels Schldauche mit den Geraten verbunden. Diese
Verbindungschlauche mindeten in einer Fritte, um eine feine Gasverteilung in der

Nahrlosung zu gewahrleisten. Die Gaszufuhr selbst wurde mittels Schraubklemmen, welche

sich den Schlauchen befand, reguliert.

Bei dem verwendeten Gas, handelte es sich um ein Gasgemisch, zusammengesetzt aus 95%
Sauerstoff und 5% Kohlendioxid. Das Gas wird auch Oxymix genannt. Wahrend des

gesamten Versuches musste man drauf achten, dass die Gasversorgung gewdhrleistet war,

denn sie diente:
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e der ausreichenden Sauerstoffversorgung der isolierten Organe
e der Aufrechterhaltung des physiologischen pH- Werts (7,2-7,4) im Organbad

e und der homogenen Verteilung der Testsubstanz in der Tyrode

2.5.4.Kraftwandler, Verstarker, Reizgerat,Schreiber

Der Kraftwandler (Transducer), welcher durch Gewichte geeicht ist, ermoglicht die
Umwandlung mechanischer Kontraktion in elektrische Impulse. Dies war noétig, weil ja
Inotropie eine rein mechanische GrofR3e ist und als solche so nicht aufgezeichnet werden
konnte. Der Transducer bestand aus einem Dehnungsstreifen, der bei Dehnung seinen
Widerstand dnderte. Beruhend auf dem Ohm‘ schen Gesetz ( I= U/R), andert sich bei

gleichbleibender Spannung die Stromstarke proportional zum Widerstand.

Mithilfe des Verstarkers, auch Amplifier (4-Channel Transducer Amplifier; World Precisions

Instruments,USA) genannt, wurde das elektrische Signal verstarkt.

Das sogenannte Reizgerat Accupulser A 310 (World Precision Instruments, Hamden, USA)
war deshalb von Bedeutung, da der Papillarmuskel im Vergleich zum Vorhof keine
Spontanaktivitat aufweist, und deshalb durch elektrische Reize zur Kontraktion angeregt
werden musste. Das isolierte Organ wurde mit Rechteckimpulse fiir 3 ms bei Frequenz von 1
Hz gereizt. Um die richtige Reizstiarke herauszufinden, wurde sie so lange erhoéht, bis das
eingespannte Prdparat anfing eine Kontraktion zu zeigen. Um reproduzierbare Ergebnisse zu

erhalten musste der Muskel eine Kontraktion pro Sekunde durchfiihren.

Den letzten Schritt im Versuchsablauf, stellt der Schreiber ( Flatbed Recorder BD- 112 Dual
Channel; Firma Kipp & Zonen, NL ) dar, hierbei wurde das verstarkte Signal in Form von

Kurven auf Millimeterpapier aufgezeichnet.

2.6. Versuchsablauf

Am Vortag war es immer wichtig nach dem Beenden der Versuche , bzw. nach jedem
durchgefiihrten Versuch die Apparaturen zu reinigen. Dazu wurde zundchst eine 2% ige

Salzsdure verwendet, um auskristallisierte Salze der Nahrlésung zu entfernen. Danach wurde
17



die Apparatur zweimal mit Aqua bidestillata griindlich durchgespiilt. Am Anfang eines
Versuchstages wurde dann noch einmal mit frisch hergestellter Tyrodelésung und mit Aqua

bidestillata gespult.

Das Organbad wurde mit der entsprechenden Menge an Tyrodeldsung befiillt, abhangig von
der GrolRe des Organbades entweder 8 oder 25 ml. Dann wurde die Gaszufuhr mithilfe einer

Schraube geregelt.

Das Hinzufligen der Testsubstanzen erfolgte kumulativ in folgenden Konzentrationsstufen 1;
3; 10; 30; 100 pmol/I.

2.6.1. Versuchsablauf bei Arteria pulmonalis

Das Praparat wurde zunachst eingehangt und dann sofort ins Organbad abgesenkt, welches
mit Nahrlosung (Tyrode) aufgefiillt und mit Oxymix begast wurde. Die eingehdngte Arteria
pulmonalis sollte so tief in der Nahrlésung eingetaucht sein, sodass das Praparat komplett

mit Nahrlésung bedeckt war.

Der Schreiber wurde eingeschaltet und sein Stift auf die Nulllinie gestellt. AnschlieRend
wurde der Verstarker aktiviert, wodurch sich der Schreiber verstellte und man ihn deshalb
wieder auf Null stellen musste. Nun wurde mittels Feintrieb auf 9,81 mV vorgespannt um
eine starkere Kontraktion zu erhalten. Durch das Vorspannen wurde der Stift des Schreibers
wieder verstellt, sodass man erneut mittels Regelknopf des Amplifiers auf die Nulllinie
korrigieren musste. Nach einer Anpassungszeit von 20 Minuten korrigierte man etwaige
Abweichungen vom Nullpunkt mittels Mikrometer nach. Der nachste Schritt war es nun die
Anderung der Kontraktionskraft zu messen, dies erfolgte durch Vorkontraktion mit KCL-
Losung, deren Konzentration 90 mmol/| betrug. Dies entsprach einer Einwaage von 0,67 g
KCL in 100 ml Tyrodel6ésung. Nach 20 Minuten Wartezeit, wurde die im Organbad
vorhandene Nahrlosung abgelassen, und dann wurde das Organbad, abhadngig von dessen
GrolRe entweder mit exakt 8 oder 25 ml KCL-Lésung aufgefiillt. Die daraufhin erfolgte
Kontraktion wurde vom Schreiber erfasst und aufgezeichnet. Nun musste gewartet werden,
bis sich ein Plateau gebildet hat, das heilSt die Konzentrationskurve durfte sich ab diesem

Zeitpunkt nicht mehr verandern. Nun konnte die Testlésung hinzugefligt werden.
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Die Zugabe fand mittels Finnipipetten (Fa. Labsystems, Finnland). Beim Hinzufligen der
Testszbstanz musste man jedoch vorsichtig vorgehen, um die Organhalterung nicht zu
beriihren, weil dadurch der Stift verstellt wurde. Falls man aber trotz groRter Vorsicht, mit
der Halterung in Berlihrung kam, so musste man wieder mit dem Stift in Ausgangsposition
zurlickgehen. Die jeweiligen Volumina der Testlosung wurden kumulativ jeweils nach einer
Zeitspanne von 45 Minuten zugegeben. Die dadurch entstandene Veranderung der
Kontraktion wurde vom Schreiber aufgezeichnet. Der Zeitpunkt der jeweiligen

Substanzzugabe wurde manuell am Millimeterpapier gekennzeichnet.

2.6.2. Versuchsablauf bei Aorta

Der fertig praparierte Aortenring wurde direkt eingehangt und dann in das mit Nahrlésung

aufgeflillte Organbad eingetaucht.

Schreiber und Verstarker wurden in gleicher Weise wie bei Kapitel 2.6.2 aktiviert. Nun wurde
bei 10 mV eine Vorspannung von 19,6 mN angelegt. Nach einer Anpassungsphase von 20
min wurde auf 5 mV umgeschaltet. Etwaige Verstellung des Schreiberstiftes wurde
korrigiert, sodass der Stift sich wieder auf der Nulllinie befand. Nun wurde am Schreiber
mittels ,Pen down“ und,, Record on“ mit den Aufzeichnungen angefangen. Daraufhin wurde
sofort die Nahrlosung abgelassen und eine 90 mmmolare KCL- Losung zugefiigt. Nach dem
die Konzentrationskurve ein konstantes Plateau erreicht hatte, konnte man in einem
Intervall von 45 min mit dem kumulativen Einspritzen der Testlosung anfangen (siehe
Pipettierschema). Mogliche dilatierende Wirkung der Testsubstanz wurde durch das

kontinuierliche Aufzeichnen der Konntraktionskurve festgehalten.

2.6.3. Versuchsablauf bei Illeum terminales

Das zuvor praparierte Darmstiick wurde mit den Silberdrahthdkchen an die Apparatur 2

angebracht. Nach dem Einhangen des Praparats wurde es in die Tyrodel6sung eingetaucht.
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AnschlieBend wurden Schreiber und Amplifier wie schon zuvor beschrieben eingeschaltet
und eingestellt. Beim Illeum wurde der Versuch jedoch bei einer Stromstarke von 5 mV und

einer Vorspannung von 4,9 mN durchgefiihrt.

Nach einer 20 miniitigen Gewohnungsphase, wurde bei einer leichten Verdnderung der
Nullllinie , wieder nachgestellt. Es wurde nun wieder die Nahrlésung abgelassen und durch
KCL- Losung ersetzt. Diesmal wurde aber eine 60 mmolare Kaliumchloridlésung verwendet ,
dies entsprach einer Einwaage von 0,44 g KCl gelost in 100 ml Nahrlosung. Es kam sofort
zum Ausschlag der Kontraktionskurve, die sich aber nach kurzer Zeit wieder langsam

einpendelte.

Nachdem die konstante Plateauphase der Kontraktionskurve erreicht war, nach mindestens
45 min, konnte mit der kumulativen Injektion von der Testlésung begonnen werden (siehe

Pipettierschema).

2.6.4. Versuchsablauf beim rechten Vorhof

Der fertig praparierte Vorhof wurde mit den 2 angebrachten Silberdrahthikchen in die

Versuchsapparatur 1 eingehangt und in das Organbad eingetaucht.

Beim Einspannen musste man darauf achten das Organ nicht allzu sehr zu dehnen, da spater

mittels Feintrieb das isolierte Organ nochmals gespannt wurde.

Der Schreiber wurde eingeschaltet und auf die Nulllinie gestellt. AnschlieBend wurde der
Amplifier aktiviert, wodurch sich der Stift verstellte und man wieder auf die Nulllinie
korrigieren musste. Nun wurde wieder mittels Feintrieb auf 10,4 mN vorgespannt. Dies
erfolgte bei einer Stromstarke von 5 mV. Durch das Vorspannen verriickte der Schreiberstift
und wurde aber dann wieder mit dem Regelknopf des Amplifiers auf die Nulllinie korrigiert.
Da diese Vorspannung wahren des ganzen Versuchsablaufs aufrechterhalten bleiben sollte,
musste wegen der hohen Elastizitdit des Organs, laufend mittels Feintrieb nachjustiert

werden.
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Nach einer Anpassungszeit von ca. 30 min beobachtete man die Schlagfrequenz, indem man
alle 5 min die Ausschlage liber eine Lange von 6 cm aufzeichnete. Der Papiervorschub wurde
dabei auf eine Geschwindigkeit von 5mm/s eingestellt. Sobald die Anzahl der Schlage
konstant war, also eine konstante Chronotropie herrschte (+/- 1 Schlag), konnte mit der
kumulativen Zugabe von der Testsubstanz, die alle 45 min erfolgte, begonnen werden. Mit
dem Einspritzen begann die Kontrollphase, nun musste bis zum Ende des Versuchs alle 5 min
eine Messung durchgefiihrt werden, indem man wieder die Ausschldge lber eine Lange von

6 cm aufzeichnete.

2.6.5. Versuchsablauf bei Papillarmuskel

Der isolierte und fertig praparierte Papillarmuskel wurde an die Versuchsapparatur 2
angebracht und in das auf 35 Grad Celsius temperierte Organbad eingesenkt. Bei einer
Stromstarke von 5 mV ( bei Bedarf 2 oder 1 mV ) wurde er bei 3.92 mN vorgespannt. Da der
Papillarmuskel im Vergleich zum Vorhof keine Spontanaktivitdt besitzt, wurde der
Papillarmuskel mittels elektrischer Reizung zur Kontraktion angeregt (siehe Kapitel 2.5.5).
Auch hier war das Nachjustieren der Vorspannung wahrend des ganzen Versuchsablaufs
aufgrund der Plastizitat des Organs notig. Eine Abnahme der Kontraktionskraft wurde somit

durch die Verringerung der Ausgangspannung verhindert ( Reiter 1967).

Nach der Anpassungsphase begann man mit der Kontrolle, hierfliir wurden alle 5 Minuten
mindestens 6 Kontraktionsamplituden mit dem Schreiber aufgezeichnet. Sobald diese
konstant waren, konnte wieder mit der kumulativen Zugabe der Testsubstanz begonnen
werden. Auch hier erfolgte wieder die Substanzzugabe alle 45 min, und genauso wie bei dem
zuvor beschrieben Vorhof musste alle 5 Minuten eine Messung gemacht und dokumentiert

werden.
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2.7. Bereitung der Stammlosungen

Da die Untersuchungssubstanz wasserunloslich war, wurde sie in Dimethylsulfoxid (DMSO)
gelost. DMSO ist ein organisches Losungsmittel, das eine gewisse Wirkung an den isolierten
Organen besaR. Dies beeintrachtigte nattrlich die Versuchsergebnisse und musste deshalb

bei der Ergebnisauswertung berlicksichtigt werden.

Um die Eigenwirkung von DMSO bestimmen zu kénnen, mussten Versuchsreihen erstellt
werden, die nach demselben Schema abliefen, wie die tatsadchlichen Versuche. Die
gemessenen DMSO- Werte wurden als gemittelte Prozentsatze beim jeweiligen Organ
entweder addiert oder subtrahiert . Die Wirkung von DMSO auf den rechten Vorhof wurde

ignoriert, da es die Schlagfrequenz nicht beeintrachtigte.

2.7.1. Stammloésung der Testsubstanz
Die Stammlosung bestehend aus DMSO und Testsubstanz musste taglich frisch hergestellt

werden. Beim Einwiegen der Substanz musste jedoch berlicksichtigt, ob der Versuch in

einem 25 ml — oder 8ml Organbad durchgefiihrt wurde.

Tabelle 2: Stammlésungen

PGU 124 25ml 0,70mg

PGU 124 8ml 0,23mg

Das Gewicht der Untersuchungssubstanz wurde Uber die molare Masse ermittelt. Die

abgewogene Menge der Testsubstanz wurde in 100 pul DMSO geldst.
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Wahrend der Versuchsreihen wurde die Stammlosung in unterschiedlichen Konzentrationen
mit Hilfe der Kolbenhubpipette zugefiigt (siehe Pipettierschema). Das kumulative Einspritzen

der Testsubstanz erfolgte immer nach Erreichen des ,,steady state” im Abstand von 45 min.

Beim Einspritzen sollte darauf geachtet werden , dass man den Kraftwandler nicht berihrte.

1ul 1 umol/I
2ul 3 umol/I
7ul 10 umol/I
20ul 30 umol/I
70ul 100 pumol/I

Tabelle 3: Pipettierschema
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3. Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Versuchsergebnisse der jeweiligen Testsubstanzen an den

isolierten Organen der Meerschweinchen analysiert.

Um ein reprdsentatives Ergebnis gewahrleisten zu kdnnen, wurden pro Organ mindestens 4

Versuche durchgefiihrt.

Fir die Uberpriifung des Wirkmechanismus (mit Nitro-L-Arginin) mussten mindestens 3

Versuchsreihen an einem ausgewahlten Organ (terminales lleum).

Mit Hilfe von Tabellen und Konzentrations-Wirkungs-Kurven sollen die erhaltenen Daten nun

analysiert werden.

3.1. Wirkung von PGU 124 auf terminales Illeum

Der genaue Versuchsablauf wurde bereits in Kapitel 2.6.2 ausfihrlich beschrieben .Es
wurden insgesamt 5 Versuche durchgefiihrt, um die Wirkung der Testsubstanz auf die
Kontraktionskraft zu untersuchen. Das Prdparat wurde zunachst mit einer
Kaliumchloridlosung zur Vorkontraktion angeregt. Die Testsubstanz wurde in den
Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 pmol/l in einem Abstand von jeweils 45 Minuten

zugesetzt.

Zu Beginn des Versuchs, also nachdem die erste Konzentration der Testsubstanz zugesetzt
wurde, betrug die Kontraktionskraft 8,83 + 1,37 mN im Mittel. Dieser Wert entsprach 100%.
Bei den ersten drei Konzentrationen kam es zu einer leichten Abnahme der
Kontraktionskraft. Bei dem Hinzufligen von 20 pl Testsubstanz kam es zu einer starkeren
Abnahme(Kurve verschob sich zum ersten Mal stark nach rechts). Nach dem Zusetzen der

letzten Konzentration wurde der tiefste Punkt erreicht . Dieser lag bei 1,59 + 0.86 mN.
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0 (Kontrolle) 8,83 +1,37 00 -
1 7,82+1,27 -11,46 £ 2,77 n.s.
3 6,82 1,20 -23,90 + 2,67 0,05
10 5,88 +£1,37 -36,38 £5,25 0,05
30 3,87+1,17 -59,52 £ 6,69 0,01
100 1,59 +0,86 -85,14 +£7,29 0,001

Tabelle 4 : Wirkung von PGU 124 auf das terminale lleum

Diese Tabelle soll die Mittelwerte der Kontraktionskraft (fc) und deren Standardfehler
wiedergeben (SEM). Der Standardfehler wird sowohl in mN als auch in Prozent angegeben.

Aullerdem werden die Anzahl der Versuche und die Irrtumswahrscheinlichkeit angegeben.
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Abbildung 8 : Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 124 am terminalen lleum

Anhand dieser Kurve soll die Abnahme der Kontraktionskraft, bei verschiedenen
Konzentrationen von PGU 124 veranschaulicht werden. Auf der Ordinate wird die Abnahme
der Kontraktionskraft in Prozent angezeigt. Auf der Abszisse wird die jeweilige Konzentration
in umol/l angeben. Die Abnahme der Kontraktionskraft ist besonders gut ersichtlich. Bei
diesem Versuch wurde ein ECso-Wert von 18,7 umol/I erreicht. Die Lange der senkrechten

Balken soll die Standardfehler wiedergeben.
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Abbildung 9 : Originalaufzeichnug von PGU124 am terminalen lleum

Anhand der Abbildung sieht man sehr schon wie mit jedem (einzelnen) Zusetzen der
unterschiedlichen Konzentrationen eine Abnahme der Kontraktionskraft stattfindet. Die

starkste Abnahme wurde bei der letzten Konzentration registriert.

3.2. Wirkung von PGU 124 auf die Aorta

Zur Untersuchung der Auswirkung der Testsubstanz auf die Kontraktionskraft der Aorta,
wurden 4 Praparate herangezogen. Um eine maximale Vorkontraktion zu erreichen, wurde
das isolierte Praparat mit KCIl- Losung versetzt. Die Losung wurde wieder in den jeweiligen
Konzentrationen, in einem 45-minitigem Intervall zugesetzt. Auch hier wurde die

Eigenwirkung vom Losungsmittel DMSO bei der Berechnung berlicksichtigt.
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Zu Beginn des Versuches, betrug die Kontraktionskraft 5,44 + 0,84 mN. Bei der kumulativen
Zugabe der Testsubstanz gab es kaum eine Verdanderung der Kontraktionskraft. Erst ab der
Zugabe von 30 pumol/l kam es zur ersten bemerkbaren Veranderung der Kontraktionskraft.
Mit dem Hinzufiigen der letzten Konzentration erreichte die zu ermittelnde GréRe ihren

tiefsten Punkt, dieser lag bei 1,72 + 0,16 mN beziehungsweise - 67,28 + 3,48%.
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0(Kontrolle) 5,44 £+ 0,84 0+0 -
1 4,87 £0,72 -9,90 £ 0,65 n.s.
3 4,44 +0,70 -18,51 +1,61 0,05
10 4,11+0,60 |-24,21+1,60 0,05
30 3,27+0,35 |-38,951+2,97 0,01
100 1,72+0,16 | -67,28+3,47 0,001

Tabelle 5 : Wirkung von PGU 124 auf die Aorta

In der Tabelle findet man die verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanz , sowie die

Anderung der Kontraktionskraft (in mN und Prozent angegeben). Zusatzlich sind auch

Irrtumswahrscheinlichkeit sowie die Anzahl der durchgefiihrten Versuche angefiihrt.
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Abbildung 6 : Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 124 an der Aorta

Der Graph stellt deutlich dar, dass die Kontraktionskraft am Anfang nicht signifikant abnahm.

Erst ab einer Konzentration von 30 umol/l merkt man die deutliche Abnahme der

Kontraktionskraft. Auch hier gab es wieder einen ECso -Wert, dieser betrug 47 umol/I.

Die senkrechten Balken sollen den Standardfehler wiedergeben.
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Abbildung 11 : Originalaufzeichnung von PGU 124 an der Aorta

Die Aufzeichnung zeigt deutlich, dass zu Beginn des Versuches es kaum zu einer
Veranderung der Kontraktionskraft kam. Erst mit dem Zusetzen von 30 pumol/l Testsubstanz

trat die erste signifikante Abnahme der Kontraktionskraft ein.
3.3. Wirkung von PGU 124 auf die Arteria pulmonalis

Zur Untersuchung der Wirkung der Testsubstanz, wurde das isolierte Praparat wieder mit
einer Kaliumchloridlésung versetzt. Mit Hilfe dieser Losung sollte auch hier eine
Vorkontraktion der Arteria pulmonalis errreicht werden. Nach dem Erreichen der
Plateuphase wurde die Substanz in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 umol/I jeweils
in einem Abstand von 45 Minuten zugesetzt. Auch hier wurde die Eigenwirkung von DMSO

bei der Berechnung berlicksichtigt.

Zu Beginn des Versuches nahm die Kontraktionskraft kaum ab. Eine signifikante Anderung
konnte beim Zusetzen von 30 pmol/l beobachtet werden. Die stirkste Abnahme der
Kontraktionskraft wurde bei der letzten Konzentration registriert. Die Kontraktionskraft

betrug nun 5,16 + 1,95mN bzw. - 41,87 + 4,84%.
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0(Kontrolle) 10,44 +1,84 010 -

1 9,96 +1,82 -4,8610,60 n.s.
3 9,51 +1,76 -9,44+1,58 n.s.
10 9,28 £1,69 -11,43+1,92 0,05
30 8,38 £1,60 -20,40+3,36 0.05
100 5,16+1,95 -41,87+4,84 0,01

Tabelle 6 : Wirkung von PGU 124 auf die Arteria pulmonalis

In der Tabelle sind die verwendeten Konzentrationen der Testsubstanz, die Mittelwerte der

Kontraktionskraft ersichtlich. Auferdem sind Anzahl der durchgefiihrten Versuche und

Irrtumswahrscheinlichkeit angefiihrt.
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Abbildung 12 : Konzentrations-Wirkungs- Kurve von der isolierten Arteria pulmonalis

In der Abbildung soll die Abnahme der Kontraktionskraft dargestellt werden. Auf der
Ordinate (y-Achse) ist die Kontraktionskraft in Prozent angegeben. Auf der Abszisse (x-Achse)
sind die unterschiedlichen Konzentrationen in pmol/| eingetragen. Wie ersichtlich ist, konnte

hier kein ECso- Wert ermittelt werden.
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Abbildung 13 : Originalaufzeichnung von PGU 124 an der Arteria pulmonalis

Die Aufzeichnung des Versuches, welcher an der Arteria pulmonalis stattfand, zeigt anfangs
einen steilen Anstieg der Kontraktionskraft. Dieser Anstieg kam durch die Vorkontraktion mit
KCI-Lésung zustande.Danach veranderte sich kaum etwas an der Kurve, erst ab der Zugabe

von 30umol/l kam es zur ersten bemerkbaren Abnahme der Kontraktionskraft.

3.4. Wirkung von PGU 124 auf den Papillarmuskel

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie bereits erklart. Fir die Untersuchung der PGU-
Wirkung wurden 4 Versuche am isolierten Papillarmuskel durchgefiihrt. Das Organbad
wurde wieder mit den jeweiligen Konzentrationen ( siehe vorangegangene Versuche) in
einem Intervall von 45 Minuten versetzt.Die Auswirkungen von DMSO wurden auch hier

wieder berticksichtigt.

Widhrend der Kontrollphase betrug die Kontraktionskraft 1,12 + 0,35 mN. Die folgenden
Konzentrationszusatze verursachten eine Abnamne der Inotropie. Jedoch wurde ab einer
Zugabe von 10umol/l ersichtlich, dass die Inotopie wieder langsam zunahm, bis sie
schliefSlich am Ende des Versuches 1,15 + 0,38 mN bzw. 1,4 + 2,75 % betrug.
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0(Kontrolle) 1,11+0,35 00 4 -

1 0,8710,23 -19,44+45,07 4 n.s.
3 0,8110,20 -24,03+4,30 4 n.s.
10 0,95+0,29 -14,71+3,65 4 n.s.
30 0,10+0,33 -11,89+1,81 4 n.s.
100 1,15+0,38 1,4%+2,76 4 n.s.

Tabelle 7: Wirkung von PGU 124 auf isolierte Papillarmuskel

Dieser Tabelle kann man die verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanz, sowie die
Anderung der Inotropie in mN bzw. Prozent entnehmen. AuRerdem findet man die Anzahl

der erfolgten Versuche sowie die Irrtumswahrscheinlichkeit.
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Abbildung 14 : Konzentrations-Wirkungskurve von dem isolierten Papillarmuskel

Der Graph stellt die Zunahme der Kontraktionskraft (Inotropie) dar. Auf der Ordinate ist die
Kontraktionskraft in Prozent angegeben, auf der Abszisse sind hingegen die
unterschiedlichen Konzentrationen (umol/l) der verwendeten Testsubstanz eingetragen. Es

ist anhand der Kurve ersichtlich, dass die Inotropie zuerst abnimmt und dann aber zunimmt.

Die senkrechten Balken reprasentieren den Standardfehler.

36



100 pumol/I

30 umol/I

10 umol/I

3 umol/I

1 umol/I

Kontrolle

A
v

1 Sekunde

Abbildung 15 : Originalaufzeichnung von PGU 124 am Papillarmuskel

Die Aufzeichnung zeigt wie sich die Injektion der verschiedenen Konzentrationen auf die

Inotropie auswirkt.

Die einzelnen Amplituden stellen die Kontraktionskraft dar. Je groBer die Amplitude ist,

umso starker die Inotropie. Die Aufnahmen erfolgten alle 5 Minuten.
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3.5 Wirkung von PGU 124 auf den Vorhof

Fiir die Untersuchung der Wirkung der Testsubstanz wurden 4 Organpradparate verwendet.
In diesem Fall sollte die Veranderung der Schlagfrequenz beobachtet werden.Die Substanz
wurde wieder wie gewohnlich in den Konzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 umol/I in einem
Abstand von 45 Minuten zugesetzt. Die Auswirkungen von DMSO wurden natdrlich auch hier

berucksichtigt.
Wahrend der Kontrollphase betrug die Schlagfrequenz 158,75 + 11,79 Schlage/Minute.

Die starkste Abnahme der Frequenz war nach dem Zusetzen von 1 umol/I zu sehen. Mit den
weiter folgenden Konzentrationen nahm die Frequenz zwar weiter ab, jedoch nur sehr
geringfligig. Sodass bei den Konzentrationen 30 und 100 umol/l die Chronotropie beinahe

konstant blieb.

38



0(Kontrolle) 158,75+11,79 010 -

1 146,25 £12,31 | -8,00+1,95 n.s.
3 146,25+14,34 | -8,29+4,04 n.s.
10 142,50+13,15 |-10,63+2,18 n.s.
30 143,75+14,63 | -10,05%3,71 n.s.
100 143,75+16,63 | -10,36%4,99 n.s.

Tabelle 8: Wirkung von PGU 124 auf rechte Vorhofe

Dieser Tabelle kann man die verwendeten Konzentrationen der Testsubstanz, die
Anderungen der Schlagfrequenz in mN sowie in Prozent entnehmen. Weiters sind auch

Irrtumswahrscheinlichkeit und die Anzahl der durchgefiihrten Versuche angefiihrt.
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Abbildung 16 : Konzentrations- Wirkungskurve der Wirkung der Wirkung von PGU 124 an
isolierten Vorhofen

Der Graph verdeutlicht die Abnahme der Schlagfrequenz. Auf der Ordinate ist die Abnahme
der Schlagfrequenz in Prozent angegeben, wahrend auf der Abszisse die Konzentrationen in

umol/I eingetragen sind. Die senkrechten Balken sollen den Standardfehler darstellen.
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Abbildung 17: Originalaufzeichnung von PGU 124 an rechten Vorhéfen
Diese Aufzeichnung soll die Schlagfrequenz genauer darstellen, welche anhand der

Ausschldge des Schreibers pro Minute berechnet wurde.

Um die Schlagfrequenz pro Minute zu erhalten wurde fiir eine Dauer von 12 Sekunden
aufgezeichnet und dann anschlieBend mit dem Faktor 5 multipliziert. Die kumulative Zugabe

der Substanzlosung erfolgte in einem Intervall von 45 Minuten.
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3.6. Resultate der Untersuchung mit Nitro- L-Arginin

Fir diese Untersuchung wurde eine Reihe von Versuchen am terminalen lleum
durchgeflihrt.Insgesamt wurden 6 Versuche durchgefiihrt. Fir die ertsen 3 Versuche
vewendete man 30 ul Nitro-L-Arginin, wahrend fir die restlichen Versuche 100 ul Nitro-L-

Arginin verwendet wurden.

Die Prdparierung des Organs erfolgte auf derselben Art und Weise, wie bei den
vorangegangenen Versuchen. Das fertig praparierte Organ wurde nun an der
entsprechenden Versuchsapparatur angebracht. Bei einer Stromstarke von 5 mV erfolgte die
Vorspannung. Nach der Anpassungsphase wurde die Tyrode abgelassen, und das Oragnbad
mit KCL-Losung zur Vorkontraktion versetzt. Nach dem Erreichen der Plateauphase begann

weiteren 45 Minuten wurde der Versuch beendet.

3.6.1. Resultate der Versuche mit 30 pl Nitro- L-Arginin

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgt wie in Kapitel 3.6. bereits besprochen.

In der Kontrollphase betrug die Kontraktionskraft im Mittel 10,11 £ 1,35 mN. Nach dem
Zusetzen von Nitro-L-Arginin kam zu einer geringfligigen Abnahme der Kontraktionskraft.
Eine signifikante Anderung wurde erst nach der Zugabe von PGU 124 sichtbar. Die

Kontraktionskraft betrug nun 4,70 + 0,20 mN bzw. -51,60 + 7,11 %.
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0 (Kontrolle) 10,11+1,35 -
30 8,41+ 1,09 -
+20ul PGU124 4,70+ 0,20 0,05

Tabelle 9: PGU 124 —Wirkung an mit Nitro- L-Arginin (ul) vorbehandelten terminalen llea

Die Tabelle enthalt die Konzentration von Nitro-L-Arginin bzw. PGU 124, und die Mittelwerte

der Kontraktionskraft in Prozent und in mN . Weiters sind die Anzahl der durchgefiihrten

Versuche, sowie die Irrtumswahrscheinlichkeit angefiihrt.
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Abbildung 18 : Balkendiagramm von PGU 124 am terminalen lleum unter dem Einfluss von Nitro-L-
Arginin

Aus dem Balkendiagramm lasst sich erkennen, dass mit dem Zusetzen von 30pl Nitro-L-Arginin es zu
einer leichten Abnahme der Kontraktionskraft kommt. Eine siginfikante Abnahme der Kontraktionskraft

erfolgt jedoch erst nach der Zugabe von 20 ul PGU124.

Die x-Achse gibt die jeweiligen Konzentrationen in umol/l wieder, wahrend auf der y-Achse die
Kontraktionskraft in mN angebeben ist. Die senkrechten Balken dienen der Darstellung der Mittelwerte

aus den 3 Versuchen. Die strichférmige Verlangerung symbolisiert den Standardfehler.
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Abbildung 19: Originalaufzeichnung von PGU 124 - Wirkung am terminalen lleum unter
Einwirkung von 30ul Nitro-L-Arginin

3.6.2. Resultate der Versuche mit 100 pl Nitro-L-Arginin

Die Versuchsdurchfihrung ist in Kapitel 3.6 genau beschrieben.

Der einzige Unterschied zu den Versuchen in Kapitel 3.6. bestand nur darin, dass bei diesen

Versuchen statt 30 pl nun 100 pl Nitro-L-Arginin verwendet wurden.

In der Kontrollphase betrug die Kontraktionskraft 7,68 + 1,22 mN. Mit dem Zusetzen von 100
pl Nitro-L-Arginin kam es zu einer leichten Veranderung in der Kontraktionskraft. Nach dem

Zusetzen von PGU 124 kam es zu einer signifikanten Abnahme der Kontraktionskraft.
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0(Kontrolle) 7,68 +1,22 3 -

100 6,60 + 1,48 3 -

+20pl PGU124 | 4,88+1,44 3 n.s.

Tabelle 9 : PGU 124-Wirkung an mit 100 pl vorbehandelten terminalen llea

In der Tabelle sind die verwendeten Substanzkonzentrationen und die Mittelwerte der

Kontraktionskraft. AuBerdem sind Irrtumswahrscheinlichkeit und die Anzahl der Versuche.
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Abbildung 20: Balkendiagramm von PGU 124 am terminalen lleum unter Einfluss von Nitro-L-
Arginin

Das Diagramm zeigt, dass sich mit der Zugabe von Nitro-L-Arginin die Kontraktionskraft nicht
auschlaggebend veradndert. Nach einer Zugabe von PGU 124 kommt es zu einer signifikanten
Abnahme der Kontraktionskraft.

Die Balken symbolisieren die Mittelwerte der 3 Versuche. Auf der x- Achse sind wieder die
Sustanzkonzentrationen in pumol/l angegeben. Die Kontraktionskraft wird in mN auf der y-

Achse eingetragen.
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Abbildung 21: Aufzeichnung von PGU 124 —Wirkung am terminalen Ileum unter Einfluss von
Nitro-L-Arginin (100ul)

Die Kurve lasst deutlich erkennen, dass mit dem Zusetzen von 100 pul Nitro-L-Arginin es zwar
zu einer Abnahme der Kontraktionskraft kam, jedoch nicht in dem selben AusmaR wie nach
der Zugabe von PGU 124. Es kam namlich zu einer signifikanten Abnahme der

Kontraktionskraft.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Diplomarbeit, wurden die Wirkung von PGU 124 und der daraus

resultierende Wirkmechanismus untersucht.

Die Untersuchungen wurden an 5 isolierten Organen von Meerschweinchen vorgenommen.
Folgende Organe wurden hierfiir verwendet : Atrium dextrum, Aorta, Musculus papillaris,

terminales lleum und Arteria pulmonalis.

Der Versuchsablauf wurde bereits in den vorangegangenen Kapiteln ausfiihrlich

beschrieben.

Im Folgenden soll nun auf die Wirkung von PGU 124 naher eingegangen werden.

4.1. Versuchsreihen am quergestreiften Herzmuskel

Anhand der Versuche am Musculus papillaris und am Atrium dextrum, sollten Inotropie bzw.
Chronotropie untersucht werden. Am Muscullus papillaris sollte eine mogliche positiv oder
negativ inotrope Wirkung beobachtet werden. Wahrend am Atrium dextrum eine etwaige
positiv oder negativ chronotrope Wirkung gepriift werden sollte. Zur Uberpriifung dieses
Effekts am Papillarmuskel, musste das Organ zunachst mit Hilfe einer Elektrode gereizt
werden. Bei dem rechten Vorhof wurde dieser Schritt unterlassen, da das Organ spontan

aktiv ist, aufgrund des autonom schlagenden Sinusknotens.

Atrium dextrum -10,36 + 4,99 >100

Musculus papillaris 1,4 +2,76 >100

Tabelle 10: Wirkung von PGU 124 auf die Herzmuskulatur
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Anhand der Tabelle wird ersichtlich, dass PGU 124 eine sehr schwache Wirkung am rechten
Vorhof austibt.Es kommt zu einer geringen Abnahme der Chronotropie. Der Kontrollwert
betrug namlich 158,75 + 11,79 Schlage pro Minute. Nach dem Zusetzen der weiteren
Substanzkonzentrationen kam es zu einer geringfiigigigen Anderung der Chronotropie.
Zeitweise blieb die Schlagfrequenz sogar unverandert. Mit der Zugabe der letzten
Konzentration betrug die Kontraktionskraft schlielich -10,36+ 4,99 %.Daraus ldsst sich also
schliefien, dass durch den Einfluss von PGU 124 es zu einer schwach negativen Chronotropie

kam.

Beim Papillarmuskel kam es ebenfalls nicht zu einer starken Anderung der Kontraktionskraft.
Der positiv inotrope Effekt, mit 1,4 + 2,76 % bzw 1,15 +0,38 mN bei der Endkonzentration
war im Vergleich zum Ausganswert (1,11 £ 0,35) kaum merkbar. Anfangs kam es sogar zu
einer leichten Abnahme der Inotropie.Ab einer Konzentration von 10 umol/I stieg aber die

Inotropie langsam wieder an.
Bei beiden Organen konnte kein ECso- Wert ermittelt werden.

Man kann also sehr gut erkennen, dass die Testsubstanz PGU 124 keine signifikante Wirkung

an isolierten Herzmuskelpraparaten ausgelibt hat.

4.2. Versuchsreihen an glattmuskuldren Organen

Mit Hilfe einer KCL-Losung sollte die glatte Muskulatur von Aorta, Arteria pulmonalis und
terminalem lleum chemisch vorkontrahiert werden. Dadurch kam es zu einem konstanten
Kontraktionstonus. Fir die Versuche an der Aorta und an der Arteria pulmonalis wurde eine
90 mmolare KCL-L6sung verwendet. Wahrend fir Darmversuche eine 60 mmolare KCL-
Losung hergestellt wurde. Somit konnte eine spasmolytische bzw. dilatierende Wirkung

untersucht werden.
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Aorta -67,28 3,47 47

Arteria pulmolnalis -41,87 + 4,84 > 100

terminales lleum -85,14 +£7,29 18,7

Tabelle 11: Wirkung von PGU 124 auf die glatte Muskulatur

Anhand der Werte in der Tabelle ist sehr gut ersichtlich, dass PGU 124 an den
glattmuskuldren Organen eine wesentlich starkere Wirkung ausibt als an der

Herzmuskulatur.

So betrug der Kontrollwert beim terminalen lleum 8,83 + 1,37 mN. Bei der kumulativen
Zugabe der Testsubstanz kam es zu einer stetigen Abnahme der Kontraktionskraft. Eine
signifikante Anderung war aber erst nach dem Zusetzen von 30 umol/l zu sehen. Der tiefste
Wert wurde bei der letzten Konzentrationsstufe erreicht. Die Endkonzentration betrug nun

1,59 + 0,86 mN bzw. -85,14 + 7,29%.

Bei der Aorta betrug der Mittelwert der Kontraktionskraft in der Kontrollphase 5,44 + 0,84
mN. Im Laufe des Versuches kam es zwar auch zur Abnahme der Kontraktionskraft, jedoch in
einem viel geringeren AusmaR im Vergleich zum terminalen Ileum. Die erste signifikante
Abnahme wurde nach dem Zusetzen von 30 umol/I registriert ( 3,27 = 0,35 mN bzw. -38,95 +
2,97%). Die Endkonzentration betrug dann schlussendlich -67,28 + 3,47 % bzw. 1,72 + 0,16
mN. Wenn man nun den Kontrollwert mit dem Endwert vergleicht, so erkennt man die

signifikante Abnahme der Kontraktionskraft.

Auch bei der Arteria pulmonalis war die signifikante Abnahme der Kontraktionskraft bei
einer Endkonzentration von 5,16 + 1,95 mN bzw. -41,87 + 4,84 % verglichen mit dem
Kontrollwert ( 10,44 + 1,84mN) deutlich erkennbar. Auch hier nahm die Kontraktionskraft
wiahrend des Versuchsablaufs nur geringfiigig ab. Eine signinfikante Anderung kam es durch

das Zusetzen von 30 umol/I Testsubstanz zustande.
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Da PGU 124 eine sehr starke Wirkung an den glattmuskuldaren Organen auslbt, konnte bei 2
dieser Organe ein ECso- Wert ermittelt werden. Bei der Aorta betrug der ECso- Wert 47
umol/Il. Wahrend beim Darm der ECso- Wert bei 18,7 umol/I lag.

Ausgenommen von der Arteria pulmonalis konnte bei der Aorta eine signifikante
vasodilatierende Wirkung und eine signifikante spasmolytische Wirkung am terminalen

lleum festgestellt werden

4.3. Versuchsreihen mit PGU 124 in Kombination mit Nitro-L-Arginin

In dieser Versuchsreihe wurden insgesamt 6 Versuche am terminalen lleum durchgefiihrt.
Die ersten 3 Versuche wurden mit 30 pl Nitro-L-Arginin durchgefiihrt. Bei den restlichen

Versuchen wurden 100 pl Nitro-L-Arginin verwendet.

Der Zweck dieser Versuche war es festzustellen, ob unter dem Einfluss von Nitro-L-Arginin
,das bekanntlich ein NO- Antagonist, NO endothel freigesetzt wird, und damit eine

Relaxation entsteht.

4.3.1 Versuch mit PGU 124 in Kombination mit 30 pl Nitro-L-Arginin

Fir den Versuch wurden nach dem Erreichen der Plateauphase 30 pl ins Organbad
eingespritzt. Nach 45 Minuten injizierte man 20 pl PGU 124. Nachdem weitere 45 Minuten

vergangen waren ,wurde der Versuch beendet.

Der Kontrollwert betrug 10,11 + 1,35 mN. Nach dem Hinzufligen von Nitro-L-Arginin und

PGU 124 erreichte man einen Endwert von 4,70 £ 0,20 mN.
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4.3.2. Versuch mit PGU 124 in Kombination mit 100 pl Nitro-L-Arginin

Der Versuchsablauf unterscheidet sich vom Versuch (in Kapitel 3.3.1.) nur dadurch, dass statt

30ul Nitro-L-Arginin nun 100 pl Nitro-L-Arginin verwendet wurden.

Der Mittelwert betrug in der Kontrollphase 7,68 £1.22 mN und erreichte dann mit dem

Beenden des Versuches 4,88 + 1,22 mN bzw -38,66 + 10,46 %.

An den Werten kann man ablesen, dass eine moégliche NO-Freisetzung am Zustandekommen

der spasmolytischen Wirkung beteiligt sein konnte.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit war die in vitro- Untersuchung von einem am
Department fiir Medizinische/Pharmazeutische Chemie der Universitat Wien synthetisierten

Resveratrolderivat.

Die verwendete Testsubstanz, PGU 124 wurde in den Konzentrationen 1 umol/l, 3 umol/I, 10
umol/l, 30 umol/l und 100 pmol/l an 5 verschiedenen Organen von Meerschweinchen
getestet. Es handelte sich hierbei um folgende Organe: Arteria pulmonalis, Atrium dextrum,

Aorta, Musculus papillaris und das terminale lleum.

Am Musculus papillaris sollte auf eine negative oder positive Inotropie gepriift. Beim Atrium
dextrum wurde der Einfluss der Testsubstanz auf die Chronotropie getestet. Bei den
restlichen Praparaten, also den glattmuskuldaren Organen untersuchte man, inwiefern PGU
124 die Kontraktionskraft beeinflussen wird. Zur Gewahrleistung der Aussagekraft, wurden

pro Organ mindestens 4 Versuchsreihen durchgefiihrt.

Beim Papillarmuskel kam es durch den Einsatz von PGU 124 zu einer geringen Zunahme der
Inotropie. Auch beim Vorhof kam es nur zu einer geringfiigigen Anderung der
Kontraktionskraft, es kam zu einer schwach chronotropen Wirkung. Bei beiden Organen der

Herzmuskulatur konnte kein EC 50- Wert ermittelt werden.

Bei den restlichen Organen hingegen war eine Anderung der Kontraktionskraft sehr gut
ersichtlich. Die Versuche an der Arteria pulmonalis zeigten ab einer Zugabe von 30 pumol/I
die erste signifikante Anderung der Kontraktionskraft. Der tiefste Wert wurde bei der letzten

Konzentrationsstufe erreicht. Ein ECso- Wert konnte hier aber nicht ermittelt werden.

Beim terminalen lleum konnte eine sehr starke spasmolytische Wirkung festgestellt werden.
Wiéhrend des gesamten Versuches kam es zur stetigen Abnahme der Kontraktionskraft. Ab
einer Konzentration von 30 pmol/l trat eine signifikante Abnahme der Kontraktionskraft auf.

Bei diesem Versuch konnte erstmals ein ECso- Wert erreicht werden.

Die Werte fir die Versuche an der Aorta zeigten ebenfalls eine  Abnahme der
Kontraktionskraft, signifikant wurde sie aber erst durch die Zugabe von 30 pumol/I
Testsubstanz. Hier konnte auch ein ECso- Wert errechnet werden.
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Da am terminalen lleum die starkste Abnahme der Kontraktionskraft festgestellt werden
konnte, wurde dieses Organ zur Untersuchung des Wirkmechanismus der Testsubstanz

herangezogen. Dazu wurde Nitro-L-Arginin verwendet.

Somit kdnnte die spasmolytische Wirkung von PGU 124 zumindest teilweise durch eine NO-

Freisetzung verursacht werden.
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