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1. EINLEITUNG

1.1. Zielsetzung und Aufbau

Diese Arbeit untersucht die Wirkung von zwei Diarylimidazolen, deren Leitsubstanz das
Resveratrol war. Die Diarylimidazole (PGU 112 und PGU 179) wurden am Department fur
Medizinische/ Pharmazeutische Chemie der Universitdt Wien synthetisiert. Es wurde die
Wirkung der Testsubstanzen auf die glatte Muskulatur von Aorta, Arteria pulmonalis und
terminalem Ileum Uberpruft. Desweiteren wurde auch der Einfluss auf die quergestreifte
Muskulatur des Atrium cordis dextrum und Musculus papillaris untersucht.

Uber isometrische Kontraktionsmessungen konnte an den Versuchspriparaten die
spasmolytische Wirkung, sowie der Einfluss auf die Inotropie und Chronotropie des Herzens
uberpraft werden.

Das erste Kapitel stellt die Grundsubstanz Resveratrol mit Herkunft, Biosynthese und
maogliche zu erwartende Wirkungen dieser Grundsubstanz vor.

Im Kapitel 2. dieser Arbeit wird im Detail die Durchfiihrung der Versuche, sowie der
kompletten Vorbereitung und die verwendeten Materialien veranschaulicht.

Die Ergebnisse dieser Studie werden im Kapitel 3. vorgestellt. Mit Hilfe von Tabellen und
graphischen Darstellungen wird der Effekt der zu Uberprifenden Testsubstanzen auf die
Organe prasentiert.

Die Analyse, Interpretation und Diskussion der Ergebnisse dieser Studie befindet sich im
Kapitel 4. dieser Arbeit, wo die Testsubstanzen untereinander, aber auch mit der
Grundsubstanz Resveratrol verglichen werden.

Eine Zusammenfassung und ein kurzer Uberblick tber die komplette Arbeit findet sich im
Kapitel 5.



1.2. Resveratrol

Abbildung 1: Struktur von Resveratrol
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Resveratrol ist im Allgemeinen als ,,der Wirkstoff des Rotweins‘ bekannt.

Als natlrliche Quellen fiir Resveratrol gelten Traubenschalen, in geringeren Konzentrationen
lasst es sich in mehr als 70 veschiedenen Pflanzenarten u.a. den Traubenkernen, Stielen,
Reben und Wurzeln des Weinstocks, aber auch in Erdnissen und Maulbeeren nachweisen.
Die groBten Mengen konnten aus der Kulturpflanze Vitis vinifera aus der Familie der
Vitaceae isoliert werden, welche seit Jahrtausenden in der Weinproduktion verwendet wird.
Erstmalig wurde Resveratrol im Jahre 1940 aus den Bléattern der weil3en Lilie isoliert (Kleine-
Gunk 2007). Seit langer Zeit gilt Resveratrol als fester Bestandteil traditioneller Medizin im
orientalischen und asiatischen Raum, vor allem in China und Japan (Schmandke 2002).
Erstmals wurde es von Nonomura et al. 1963 aus Polygonum cuspidatum (Knoterich) isoliert.
Langcake und Pryce konnten im Jahr 1976 Resveratrol in Weintraubenblattern nachweisen.
Seinen groflen Ruhm erlangte Resveratrol als Bestandteil der Polyphenol-Gruppe des
Rotweins (Soleas et al. 1997).

Chemisch betrachtet handelt es sich um ein trans-3,5,4 -Trihydroxystilben, welcher der
Gruppe der Phytoalexine zuzordnen ist. Die hochsten Konzentrationen an Resveratrol findet
man in der Weintraubenschale, wo ein Resveratrolgehalt von 50-60 pg/g gemessen werden
konnte (Celotti et al. 1996). Im Rotwein lassen sich Konzentrationen von 1,5-3 mg/I
nachweisen (Jang et al. 1997). Der Resveratrolgehalt ist grof3tenteils von der Herstellung, der

Dauer der Extraktion der Hulsen abh&ngig. Vergleichsweise sind bei Weillwein und



Traubensaft aufgrund des kirzeren Fermentierungsprozesses geringere Mengen an
Resveratrol zu finden. Resveratrol 16st sich besonders gut in Alkohol, was ein zusétzlicher
Grund ist warum ein hoherer Gehalt im Wein als im Traubensaft zu finden ist.

Den groRen internationalen Ruhm erreichte Resveratrol erst in den 90er Jahren, weil es eine
maogliche Erklarung fir das franzésische Paradoxon bot (Renaud et al. 1992). Das
franzosische Paradoxon ist die auBergewohnliche Beobachtung dass Rotweinkonsum, trotz
des fur den menschlichen Korper giftigen Alkohols, offenbar gesund ist. Epidemiologen
hatten Anfang der 90er Jahre beobachtet, dass in Frankreich, bevorzugter in den sidlichen
Teilen des Landes die Herzinfarktrate um rund 30 bis 40 Prozent niedriger als in
vergleichbaren europdischen L&ndern und den USA lag, trotz vorhandener ausgeprégter
Risikofaktoren wie der cholesterinreichen Ernahrung und des Nikotinabusus (Criqui et al.
1994). Es sollen auch die Alterungsprozesse weniger ausgepragt sein. Dieses Phédnomen
wurde erstmals 1819 vom irischen Arzt Samuel Black beschrieben. Als Begriff wurde es von
Dr. Serge Renaud, einem Forscher der Universitat Bordeaux eingefuhrt.

Resveratrol wird zur groRen Gruppe der Polyphenole gezahlt. Biologisch wirksam ist das
Molekil  Phytoalexin. Man kann Resveratrol als funktionellen Bestandteil des
pflanzeneigenen Immunsystems verstehen, welches dem Schutz der Weintraube vor Pilz-,
Bakterien- und Virusinfektionen, aber auch als Schutz gegen schadliche Umwelteinflisse und
Toxine dient (Ignatowicz et al. 2001). Daraus lasst sich auch der unterschiedlich hohe Gehalt
an Resveratrol in verschiedenen Rotweinen erkldaren. Hohe Konzentrationen an Resveratrol
lassen sich in Reben nachweisen, deren Immunsystem stark beansprucht wird und welche
unterschiedlichen Witterungsbedingungen ausgesetzt sind. Rein sonnenverwdhnte Weine
werden von ihrer Umwelt eher ,,verwohnt™ und bilden weniger Resveratrol (Kleine-Gunk
2007).

Als Ausgangssubstanz fiir die Synthese von Resveratrol dient die Aminoséure Phenylalanin.
Die Synthese lauft Uber den Shikimisiure-Weg, wobei Phenylalanin durch die Phenylalanin-
Ammoniumlyase desaminiert wird und in die trans-Zimtsaure uberfihrt. Als ndchstes kommt
es zur Hydroxylierung am Phenylring zur p-Hydroxyzimtsdaure durch die Hydroxylase. Das
wichtigste Enzym der Resveratrolsynthese ist die Stilbensynthase, welche auch als
Resveratrol-Synthase bezeichnet wird. Durch die Resveratrolsynthase wird ausgehend von der
p-Hydroxyzimsaure die Zyklisierung aus einem Cumaryl-CoA und drei Malonyl-CoA und
damit die Bildung des Polyphenols katalysiert (Schrdder et al., Austin et al. 2004).
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1.2.1. Die protektiven Wirkungen des Resveratrol

Resveratrol gilt als Pflanzenimmunstoff, welcher bei Infektionen, hoher UV-Belastung oder
Stress durch die Pflanze gebildet wird. Weil es zu der Gruppe der Phytoalexine gehort, wird
dem Resveratrol auch eine fungizide Wirkung zugeschrieben. (Soleas et al. 1997, Hipskind
und Paiva 2000, Becker et al. 2003). Resveratrol zeigt jedoch nicht nur in der Pflanze,
sondern auch im menschlichen Korper abwehrstarkende Funktionen, was in einer grofRen
Anzahl publizierter Studien bereits nachgewiesen werden konnte. Demnach soll ein méRiger
Weinkonsum im Vergleich zur kompletten Weinabstinenz das Risiko friiher zu sterben um die
Hélfte vermindern (Gronbaek et al. 1995). Fir die lebensverlangernde Wirkung ist der
antioxidative Effekt des Resveratrols und sein Einfluss auf den Fettstoffwechsel
verantwortlich. Hierbei wird nur zusammenfassend ber die wichtigsten Untersuchungen und

Wirkungen von Resveratrol eingegangen.

Polyphenole besitzen ausgepragtes antioxidatives Potenzial. Demnach wird Resveratrol
ebenfalls eine hohe antioxidative Wirksamkeit zugeschrieben. Das hohe Redoxpotenzial ist
den Hydroxylgruppen zu verdanken, die als ideale Radikalfanger fungieren. Es dichtet &hnlich
wie das Koenzym Q10 unmittelbar an Mitochondrien die sogenannten Protonenleaks ab und
neutralisiert reaktive Sauerstoffradikale (Leonard et al. 2003). Resveratrol verfiigt zusatzlich
uber die Fahigkeit kdrpereigene antioxidative Enzymsysteme wie die Superoxiddismutase und
einige Katalasen zu stimulieren. (Martinez et al. 2000). Die antioxidative Eigenschaften sind
besonders fir die gefal3protektive Wirkung wichtig. Resveratrol verhindert als Antioxidans
die Lipidperoxidation bzw. die Oxidation von LDL-Cholesterol, denn erst in seiner oxidativen
Form wird LDL-Cholesterol in der GefaBwand eingelagert, wodurch letztlich die
Makrophagen im Endothel aktiviert werden, was als Schlisselpunkt fiir die Bildung
atheromatoser Plaques verstanden wird (Steinberg et al. 1989). Bei der Entstehung
atheromatdser Plaques an der GefédRwand spielen prooxidative Kupferionen eine wichtige
Rolle. Resveratrol inhibiert als kupferbindender Chelator die Cholesterinoxidation, sowie die
Plattchenaggregation, wodurch die gefal3protektive Wirkung erkléart wird (Frankel et al. 1993,
Olas et al. 1999). Die Kkardioprotektive Wirkung von Resveratrol basiert auf der
antioxidativen, aber auch auf dem vasodilatierenden Effekt, sowie dem Einfluss auf die
Blutgerinnung. Resveratrol hemmt die  Bildung der  Metaboliten  des

Arachidonsaurestoffwechsels und die Thrombozytenaggregation im Unterschied zum Ethanol



im Rotwein, welches nur die thrombininduzierte Aggregation hemmt (Kimura et al. 1985,
Pace Asciak et al. 1995).

Dem Resveratrol wird neben der gefafprotektiven, auch eine neuroprotektive Wirkung
zugeschrieben. Das Gehirn als besonders lipidreiches Organ unterliegt ebenfalls oxidativem
Stress. Resveratrol Uberwindet die Blut-Hirn-Schranke und konnte in mehreren in-vivo-
Studien im Gehirn nachgewiesen werden (Virgili et al. 2000). Nach neueren Erkenntnissen
soll Resveratrol die Prozessierung von R-Amyloid, dem pathogenen Faktor der Alzheimer-
Demenz beschleunigen (Savaskan et al. 2003).

Die chronisch niederschwellige Entzindung ist aufgrund der Beteiligung am
Alterungsprozess in den letzten Jahren Gegenstand vieler Diskussionen. Die
Entzlindungsreaktion ist eine der wichtigsten Funktionen biologischer Organismen, welche
die Verteidigung und Abwehrreaktionen gegen verschiedene exogene und endogene
Krankheitserreger ermoglicht. Die Persistenz der Entzindungsreaktion nach erfolgreicher
Abwehr der Krankheitserreger begunstigt jedoch die Entstehung von chronischen und
degenerativen Erkrankungen. In vielen Studien der letzten Jahre konnte gezeigt werden, dass
die stille Entzindungsreaktion (engl. ,silent inflammation®) die Schliisselrolle im
Pathomechanismus und der Genese vieler Erkrankungen spielt. Erkrankungen wie die
Arteriosklerose, Neurodegeneration, sowie maligne Erkrankungen konnen auf dem Boden
chronischer Entziindungsprozesse entstehen (Willerson et al. 2004, McGeer et al. 2003, Philip
et al. 2004). Seitdem wird antiinflammatorischen Therapiekonzepten eine immer groRere
Bedeutung verliehen, wie es zum Beispiel bei der neueren Generation der COX-2-Hemmer
der Fall ist. Jedoch werden diese aufgrund ernstzunehmender Nebenwirkungen wieder
zuriickhaltender angewendet, wodurch immer mehr die antiinflammatorisch wirksamen
Phytotherapeutika in den Fokus gebracht werden. Zu antiinflammatorisch ausgepragt
wirksamen Phytotherapeutika z&hlt insbesondere Resveratrol, welches direkt sowohl die
Cyclooxygenase (COX-2), als auch die intrinsische Stickstoffmonoxid-Synthetase (INOS)
hemmt. Somit inhibiert Resveratrol zwei Schlisselenzyme der Entziindungsreaktion wodurch
die mogliche lebensverlangernde Wirkung erklart werden kann (Subbaramaiah et al. 1999,
Tsai et al. 1999). Die vermehrte Produktion inflammatorischer Zytokine (Il-1, 11-6, TNF-
alpha) basiert auf dem intrazellularen Signalweg tber den nukledren Faktor kappa-b (NFk-B),
welches in der Regel als inaktives Dimer im Zytoplasma vorliegt und durch viele
verschiedene Stimuli wie z.B. die UV-Strahlung, Bakterientoxine aktiviert werden kann und
darauffolgend in den Zellkern einwandert. In weiterer Folge kommt es zur Steigerung der
Genexpression unterschiedlischer proinflammatorischer Enzyme. Somit wird NFk-B als die
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entscheidende Schaltstation fur die Verknilipfung oxidativer und inflammatorischer Prozesse
verstanden. Resveratrol hemmt in vitro die nukleédre Translokation von NFKk-b und verhindert
den Schlisselmechanismus in der Entstehung proinflammatorischer Mediatoren (Kundu et al.
2004). Auf diesem Mechanismus basieren die positiven Wirkungen des Reservatrol auf
diverse Krankheitsbilder.

Vor 15 Jahren wurde in Science eine Arbeit verdffentlicht, in der an Krebsmodellen die
antikanzerogene Wirkung von Resveratrol nachgewiesen werden konnte. Resveratrol soll
inhibitorisch auf alle drei Stadien (Initiation, Promotion, Progression) der Krebsentstehung
wirken (Jang et al. 1997). Die karzinoprotektive Wirkung von Resveratrol basiert auf den
antioxidativen und antiinflammatorischen Effekten. Wie bereits erwahnt gilt die oxidative
Belastung schon seit langerer Zeit als karzinogener Faktor (Marx 2004). Die antikanzerogene
Wirkung von Resveratrol geht sogar einen Schritt weiter. In experimentellen Arbeiten erwies
sich Resveratrol als sehr potenter Apopotose-Induktor und ihm konnte damit die Féahigkeit
Krebszellen in den programmierten Zelltod zu zwingen zugeschrieben werden (Dorrie et al.
2001, Mahyar-Roemer et al. 2002). Durch verschiedene Studien konnte eine signifikante
Hemmung der Tumorgenese durch Resveratrol gezeigt werden. Desweiteren konnte ein
modulierender Einfluss von Resveratrol auf die essentiellen Kinasen, Transkriptionsfaktoren
und deren Regulatoren und damit auf verschiedene Stellen von intrazellulédren
Signaltransduktioswegen, die Regulation des Zellwachtums und die Proliferation
nachgewiesen werden (Kundu et al 2008).

Es konnte im Rahmen eines ex-vivo Experiments nachgewiesen werden, dass Resveratrol die
Produktion von proinflammatorischen (TNF-a und IL-1B), aber auch der anti-
inflammatorischen (IL-6) Zytokine hemmt (Marier et al. 2005). Unter Resveratrol kam es zur
Abnahme der Expression von VEGF (vascular endothelial growth factor) und der
Angiogenese und damit auch zur Hemmung des Tumorwachstums (Yu et al. 2010).

In weiteren Forschungsarbeiten wird Resveratrol als moglicher ,,Sensitizer bzw. die
Féahigkeit bestimmte Karzinomtypen gegeniber von Schadeffekten der Chemo- und
Strahlentherapie zu sensibilisieren Uberpruft. Diese zusétzliche Eigenschaft koénnte die
Effektivitat der Krebstherapien deutlich steigern, die Resistenzentwicklung reduzieren und
damit die Langzeitprognose moglicherweise verbessern (Fulda et al. 2004). Im Tierversuch
konnten bis jetzt positive Ergebnisse erzielt werden, jedoch stecken die Studien am Menschen
noch in den Kinderschuhen. Es ist sehr schwer und problematisch, vielleicht sogar unmdglich
eine direkte Korrelation zwischen dem Rotweinkonsum und der Karzinompravalenz

herzustellen, weil die Resveratrolkonzentration in den verschiedenen Rotweinsorten stark
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schwankt. Im Wein sind auch weitere wirksame Polyphenole zu finden. Ein zusétzliches
Problem ist die unterschiedliche, teils inhibitorische, teils aber promovierende Wirkung des
Alkohols auf verschieden Krebsformen. Aussagekraftige Studien kénnen nur mit Resveratrol-
Supplementen durchgefiihrt werden. Hierzu gibt es den ersten Uberblick tiber die Studien zum
Einsatz in der Pravention und Zusatztherapie bei Krebserkrankungen in der Ubersichtsarbeit
von Aggarwal (Aggarwal et al. 2004).

Die mogliche lebensverlangernde Wirkung von Resveratrol wurde bereits erwahnt.
Resveratrol besitzt jedoch eine flr diese Substanz hoch spezifische Wirkung, welche vor
allem in der Anti-Aging-Medizin fiir immer mehr Aufsehen sorgt. Es soll auf unterschiedliche
Organismen den gleichen lebensverlangernden Effekt haben wie eine anhaltende
Kalorienrestriktion (Calorie restriction) und wird dadurch zu den Calorie-restriction-Mimetika
gezahlt. Die Kalorienrestriktion gilt als am langsten bekannter, am besten untersuchter und
umfassend dokumentierter Therapieansatz in der Anti-Aging-Medizin. Es gilt bis heute als die
einzige interventionelle MalBRnahme bei der experimentell eine tatsachliche
lebensverlangernde Wirkung nachgewiesen werden konnte (Kleine-Gunk B 2007).

Clive McCay berichtete in den 30er Jahren bereits von Versuchen, in denen Laborratten,
deren Nahrungsaufnahme um 30 Prozent reduziert wurde, eine um bis zu 50 Prozent
verléangerte Lebenserwartung hatten (McCay et al. 1935). Diese Ergebnisse konnten seitdem
in verschiedenen Studien an unterschiedlichsten Spezies, vom Fadenwurm bis zum Primaten
wiederholt und ein gleicher Effekt wurde ausnahmslos fir alle biologischen Organismen
bestatigt (Kleine-Gunk B). Es war lange Zeit unbekannt auf welche Weise die
Kalorienrestriktion lebensverlangernd wirkt. Erst in den letzten Jahren konnte der
Mechanismus aufgeklart werden. Der lebensverlangernde Effekt basiert auf dem ,,gene
silencing™. Die Kalorienrestriktion wirkt lebensverlangernd Uber die Induktion von
Nicotinamid und die Aktivierung sogenannter Sirtuine. Unter dem Einfluss der Sirtuine
kommt es in der Zelle zur vermehrten DNA-Reparatur, wodurch das langere Uberleben der
Einzelzelle ermdglicht wird. Konsequenterweise verlédngert sich die Lebenspanne des
kompletten Organismus (Lin et al. 2000, Anderson et al. 2003). Dieser universelle Sirtuin-

Mechanismus konnte auch an Humanzellen nachgewiesen werden (Langley et al. 2002).

Die chemische Struktur von Resveratrol lasst vermuten, dass es auf zwei verschiedenen
Wegen mit den Plasmaproteinen interagiert. Uber seinen lipophilen Teil kommt es zur
vermehrten Anh&ufung in Plasmaproteinen abh&ngig vom Fettgehalt. HDL hat im Vergleich
zu LDL weniger Fettgehalt, wo auch demnach die Polyphenolkonzentration geringer ist. Mit
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dem hydrophilen Anteil von Resveratrol werden die freien Radikale abgefangen, noch bevor
sie die mehrfach ungeséttigten Fettsduren angreifen koénnen (Belguendouz et al. 1998,
Frémont et al. 1999). Eine direkte Senkung der Triglyceride im Serum, des VLDL und des
LDL-Spiegels konnte in einer Studie mit Hepatom-infizierten Ratten nachgewiesen werden
(Miura et al. 2003). Die Senkung des Gesamtcholesterins durch Resveratrol und die im
Rotwein befindlichen Flavonoide konnte bereits im Jahre 2000 nachgewiesen werden (Kollar
et al. 2000). Dies wurde in einer weiteren Arbeit damit erklart, dass Resveratrol die Fahigkeit
besitzt  spezifisch die  Squalen-Monooxygenase, ein  essentielles Enzym  der
Cholesterinbiosynthese, zu hemmen (Laden et al 2001).

Uber die Senkung des Blutzuckers, sowie der Triglyceridkonzentration hat Resveratrol einen
positiven Effekt auf den Diabetes mellitus (Su et al. 2006). Studien belegen auch eine
Steigerung der Expression des Glucosetransporters GLUT 4 bei Diabetes mellitus Typ 2,
woraus eine Besserung der Glucoseaufnahme resultiert (Lekli et al. 2008). Die
diabetesbedingten, neuropathischen Symptome konnten tiber den modulierenden Einfluss von
Resveratrol auf die Freisetzung inflammatorischer Mediatoren (NO und TNFa) vermindert
werden (Sharma et. al 2007). An Mausen, die kalorienreich ernahrt wurden konnte mit
Resveratrol die Insulin-Sensibilitat, sowie die AMP-aktivierte Proteinkinase erhéht und die
Konzentration des IGF-1 (insulin-like growth-factor) gesenkt werden. Uber diesen
Mechanismus konnte ebenfalls eine lebensverlangernde Wirkung des Naturstoffs

nachgewiesen werden (Baur et al. 2006).



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Versuchstiere

Fur diese Studie wurden funf Organe maéannlicher und weiblicher Meerschweinchen des
Stammes ,, TRIK“ mit einem Korpergewicht von 250 bis 600 Gramm isoliert. Fiir die
Durchfiihrung dieser Studie war es sehr wichtig dass als Versuchstiere sehr junge Tiere
ausgesucht wurden. Die aus den Versuchstieren isolierten Organe waren der rechte VVorhof
(Atrium cordis dextrum), der Pappilarmuskel (Musculus papillaris) des Herzens, die Aorta
descendens und die Arteria pulmonalis, sowie das terminale lleum. Als Versuchstiere wurden
Meerschweinchen ausgesucht, weil die lonenkandle dieser Tiere denen des Menschen am

ehesten entsprechen und sich am besten zur Uberpriifung der Testsubstanzen eignen.

Abbildung 2: Versuchstiere




2.2. Préaparate

2.2.1. Isolierung und Préaparation

Vor der Entnahme der Organe wurden die Versuchstiere durch einen gezielten Genickschlag
getotet. Darauffolgend wurde der Thorax der Tiere mit einer Schere er6ffnet und das noch
schlagende Herz, sowie die thorakale Aorta und das terminale lleum moglichst schnell
entfernt und in eine vorbereitete physiologische Nahrlésung gelegt. Um ein Absterben der
Organe zu verhindern wurde besonders geachtet, dass die enthommenen Organe in der
Né&hrlosung direkt mit einer Gasmischung aus 95% igem Sauerstoff und 5 % igem
Kohlendioxid versorgt werden.

Aufgrund der geringen GroRRe wurde die Praparation der Organe der Versuchstiere mit Hilfe
eines Lichtmikroskopes in einer mit Elektrolytlosung gefiillten mit Kork ausgelegten
Petrischale durchgefuhrt. Auf der Korkunterfliche konnten die isolierten Organe fir die
Préaparation optimal mit Prapariernadeln fixiert werden. Die Korkplatte wurde mit Hilfe eines
Gummirings in der Petrischale fixiert und so wurde ein Aufschwimmen verhindert.

Fur die Praparation wurden Pinzetten, Spitzscheren, Federscheren, Prépariernadeln und
Pasteurpitetten verwendet. Nach Beendigung der Prdparation wurden die in der Studie
verwendeten Organe bis zu ihrer Fixierung weiterhin in mit Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid

versorgter Elektrolytldsung gehalten.

Abbildung 3: Lichtmikroskop und Praparierbesteck
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2.2.2. lIsolierung und Praparation des Atrium cordis dextrum

Nach Isolierung des Herzens aus dem Thorax der Versuchstiere wurde es zuerst vom
uberschussigen Blut befreit und wie im Vorfeld beschrieben in die Petrischale tberfiihrt. Die
Fixierung wurde mit je einer Nadel an der Herzspitze und Herzbasis durchgefuhrt. Im
néchsten Schritt wurde das Perikard, Fettgewebe und das Lungengewebe entfernt. Es erfolgte
entlang des Sulcus coronarius ein Schnitt um den rechten Vorhof von der rechten
Herzkammer trennen zu kénnen. Dieser Schritt wurde mit groRer Vorsicht durchgefihrt, um
die Funktion des priméren Schrittmachers des Herzens, namlich des Sinusknotens, welcher
fiir die Chronotropie und damit fur die optimale und aussagekraftige Versuchsdurchfiihrung
enorm wichtig war, nicht zu beeintrachtigen. An der unteren Spitze, sowie am oberen
Fettgewebe des Vorhofs wurde mit einem Bindefaden ein Silberhackchen fixiert. Mit Hilfe
dieser Hackchen war es anschlieBend mdglich das Praparat optimal in der Versuchsapparatur

zu befestigen.

Abbildung 4: Préparierter Vorhof

‘ »
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2.2.3. lIsolierung und Praparation des Musculus papillaris

Nachdem der rechte VVorhof entfernt wurde, konnten im ndchsten Schritt der rechte Ventrikel
bis zur Herzspitze eroffnet, weiter aufgeklappt und auf diese Art und Weise die
Papillarmuskeln dargestellt, sowie mit Nadeln fixiert werden. Als ndchstes war es von grof3er
Bedeutung die Purkinjefasern mit grofler Vorsicht und Sorgfalt zu entfernen ohne den
Versuchsablauf durch die spontane Aktivitdt der Fasern zu beeintrdchtigen. Am Ansatz der
Papillarmuskelsehne wurde mit einem weiteren Bindfaden ein Silberhdckchen befestigt,
darauffolgend die Muskelsehne durchtrennt und der Muskel sorgféltig herausprapariert ohne

dabei Uberdehnt zu werden.

Abbildung 5: Praparierter Papillarmuskel

2.2.4. Isolierung und Préaparation der Arteria pulmonalis

Nach der Entfernung der Lungenanteile, der am Herzen anhaftenden Fettreste und des
Perikards mit der Federschere wurde die Arteria pulmonalis durchtrennt. Die Arteria
pulmonalis wurde in unmittelbarer N&he zum Herzen abgeschnitten, da nur ein kleiner Teil
bis zur Aufteilung in die rechte und linke Arterie fur den Versuch verwendet werden konnte.
Nach erfolgreicher Isolierung der A. pulmonalis wurde diese ebenfalls in der Petrischale mit
Hilfe von zwei Nadeln aufgeh&ngt und von anhaftenden Fett- oder Muskelresten befreit.

Die Arteria pulmonalis wurde in 3-4 mm breite ringférmige Stlicke geschnitten, welche ohne
weitere Hilfsmittel in der Versuchsapparatur fixiert werden konnten.
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2.2.5. Isolierung und Préaparation der Aorta descendens

Hierfr wurde nicht der Aortenbogen (lat. Arcus aortae), sondern der an der Wirbelséule
liegende thorakale Anteil der Aorta (lat. Aorta thoracica) verwendet. Nach durchgefihrter
Thorakotomie wurde die Aorta entlang der Wirbelsdaule mit groBer Sorgfalt und Vorsicht mit
einer Pinzette und Spitzschere herausgeschnitten. Hierbei musste die Wirbelséule stark nach
vorne gedriickt werden, um die Aorta optimal darstellen und erreichen zu kdnnen, sowie ein
ca. 3 cm langen Teil der Aorta entnehmen zu kénnen. Die herausgeschnittene Aorta thoracica
wurde in die physiologische Nahrlosung gelegt. Das weitere Vorgehen wurde unter
Mikroskopsicht durchgefihrt. Als ndchstes wurde die Aorta in einer mit physiologischer
Né&hrlosung gefullter Petrischale mit ausgelegtem Korkboden gelegt und an ihren beiden
Enden mit je einer Nadel fixiert. Unter Mikroskopsicht wurden vorsichtig mit einer Pinzette
und Federschere Fettgewebsreste entfernt ohne dabei die Aorta zu verletzen. Anschlieend
wurde die Aorta in 2-3 mm breite ringformige Stlicke geschnitten, welche spéter direkt ohne

Hilfsmittel in der verwendeten Versuchsapparatur eingespannt werden konnten.

Abbildung 6: Praparierte Aorta
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2.2.6. Isolierung und Praparation des lleum terminalis

Die Bauchdecke wurde mit Hilfe einer Schere aufgeschnitten und ein ca. 20 cm langer
Abschnitt des Dinndarms entfernt. Hierbei war es mehrmals notwendig das Mesenterium
einzuschneiden, um das lleum herauszuziehen. Der entfernte Darm wurde an seinem jejunalen
Ende mit Hilfe eines Bindfadens abgebunden, am caecalen Ende durchtrennt und
anschlieBend in die mit Gas versorgte N&hrldsung gelegt. Im weiteren Verlauf wurde ein ca.
0,5-1 cm langes Stick von der caecalen Seite schrag abgetrennt und darauffolgend in eine
Petrischale Uberfiihrt. Das lleum wurde am jejunalen und caecalen Ende mit Hilfe von
Préapariernadeln befestigt und sorgfaltig mit der Pasteurpipette durchgespult um die
Chymusreste zu beseitigen ohne dabei das lleum zu Uberdehnen oder zu verletzen. Nun
konnten mit einem Bindefaden zwei Drahthéackchen an den schragen Enden fixiert werden. Es
musste darauf geachtet werden die Offnungen nicht zu verschlieRen. Diese mussten
ausreichend weit sein, damit die zugefiihrte Testsubstanz gleichméaRig durch die Innenseite
das Praparat passieren kann. Die Darmsticke wurden in der mit Gas versorgten

Néahrstofflosung gehalten bis sie in der Versuchsapparatur aufgehéngt werden konnten.

Abbildung 7: Préparierter Darm
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2.3. Physiologische Nahrlésung (Tyrode)

Tabelle 1: Zusammensetzung der Nahrlésung

Substanz Mol(ag;reng/ll)a 35€ Stockldsung mI/S'EI(_);Ir((I)gséung/I mmol/I
NaCl 58,442 1000,25g/5I 33,60 115,01
KCI 74,550 50,33 g/5l 35,00 4,73

NaHCO3 84,010 125,00 g/5l 83,70 24,91

MgSO, 120,370 147,02 g/5l 1,18 0,29
KH,PO4 136,090 62,00 g/250 ml 1,18 2,15
CaCL, 110,980 34,00 g/250 ml 3,20 3,92
Glucose 180,160 Reinsubstanz 1,98 -

In dieser Studie wurde als physiologische Néahrstofflosung die modifizierte Krebs-Henseleit-
Losung, welche nach Reiter (1967) hergestellt wurde verwendet. Besonders wichtig war es
diese physiologische N&hrlosung fur die Préparate taglich frisch zuzubereiten. Dazu wurde
wie in der Tabelle beschrieben vorgegangen. Die notwendigen Bestandteile wurden in der
vorgeschriebenen Menge mit Ausnahme des CaCl, in einen Messkolben gemischt. Im
nachsten Schritt wurde der Messkolben mit Aqua bidestillata auf ca. ¥ des Volumens
aufgefillt. Die Bestandteile wurden durch grindliches Schitteln des Messkolbens
ausreichend miteinander vermischt. Als néchstes wurde 20 Minuten lang die Mischung mit
Oxymix (Gasgemisch aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlendioxid) begast und wahrenddessen
langsam tropfchenweise mit Hilfe einer Pipette das CaCl; hinzugefuigt um damit ein Ausfallen
schwerl6slicher Calciumsalze zu unterbinden, was zu einer Trilbung der Lésung gefuhrt hatte
und diese fiir die Durchfiihrung der Studie unbrauchbar gemacht hétte. Das Ziel war es die
Nahrlésung mit O2 zu sattigen und damit einen moéglichst konstanten physiologischen pH-
Wert von 7,2-7,4 zu erreichen. Im letzten Schritt wurde der Messkolben bis zur Eichmarke
mit Aqua bidest. aufgeftllt und mehrmals geschwenkt um eine optimale Durchmischung zu
erzielen, nachdem es tber 20 Minuten mit Oxymix versorgt wurde. Die fertige Nahrldsung

konnte fir die Versuche verwendet werden.
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2.4. Versuchsanordnung

2.4.1. Aufbau der Versuchsapparaturen

Fur die optimale Durchfiihrung der Versuche war es sehr wichtig eine physiologische
Umgebung (Temperatur, pH-Wert und Sauerstoffkonzentration) zu schaffen, sowie wahrend
der gesamten Versuchsdurchfihrung aufrechtzuerhalten. Fir die Versuchsdurchfiihrung
wurden zwei Apparaturen verwendet, die nach gleichem Prinzip funktionieren und sich nur
etwas in lhrem Aufbau und der Art der Fixierung unterschieden. Fir die Arteria pulmonalis,
die Aorta, das Atrium cordis dextrum und das terminale Ileum wurde die Apparatur A
verwendet. Fur den Musculus papillaris wurde die Apparatur B verwendet. Einem
physiologischen Wert entsprechende Temperatur von 37°C (+/- 1°C) wurde im Organbad mit
Hilfe eines  Wasserbadsystems (ber welches beide Apparaturensysteme verfiigten
aufrechterhalten. Fur die Préparate des Pappillarmuskels und den rechten Vorhof wurde eine
niedrigere Temperatur von 35°C (+/- 1°C) aufrecht gehalten. Wéhrend der gesamten
Versuchsdauer wurde eine konstante Sauerstoffversorgung gewahrleistet.

Die mechanische Kontraktion der Organe wurde bei beiden Apparaturen mit einem
Kraftwandler in ein entsprechendes elektrisches Signal umgewandelt, welches mit Hilfe eines

Amplifiers verstarkt wurde und mit einem Schreiber registriert werden konnte.
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Abbildung 8: Versuchsanordnung
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2.4.1.1. Versuchsapparatur A

Abbildung 9: Aufbau der Apparatur A

FEINTRIEB

AUFHANGE-
VORRICHTUNG

ORGANHALTERUNG

g— ZULAUE
B NAHRLOSUNG

WASSER-

WASSERABLAUF ZUFUHR

‘ORGANBAD GASZUFUHR

ABLAUF NAHRLOSUNG

Bevor mit der Durchfiihrung des Versuches begonnen werden konnte wurde das Organbad
mit HCI und Aqua bidest. sorgféltig gereinigt und mit 25 ml Tyrode gefillt. Als Organbad
wurde ein doppelwandiges GlasgefaR, bei dem zwischen den Wanden das erwérmte Wasser
mit Hilfe eines Zirkulationsmechanismus (Vorrichtung fur die Wasserzufuhr und
Wasserablauf) flieRen konnte, verwendet. In diesem Organbad war es moglich die Tyrode auf
die  optimale  Korpertemperatur  aufzuwérmen.  Zur  Aufrechterhaltung  der
Sauerstoffversorgung befand sich zusitzlich eine Offnung, welche die kontinuierliche

Gaszufuhr am Organbad ermdglichte.
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Die Préaparate wurden wie im Vorfeld beschrieben préapariert. Mit Hilfe der Hackchen wurde
das terminale lleum und Atrium dexter an einer Seite an die Aufh&ngevorrichtung aus
Silberdraht und an der anderen Seite der Organhalterung an ein fixiert-montiertes Drahtstiick
aufgehéngt. Die Préparate der Aorta und Arteria pulmonalis wurden aufgrund der
ringférmigen Struktur direkt ohne Hilfsmittel an die Aufhdngevorrichtung angebracht.
Mit Hilfe des Feintriebmechanismus an der Apparatur war es moglich eine maximale
Vorspannung und damit einheitliche Ausgangsspannung fiir alle Versuchspréparate zu
erreichen. Im ndchsten Schritt wurde das Praparat fiir 20 Minuten als Adaptationsphase in der
Tyrode belassen. Als nachstes wurde die Tyrode (ber einen zuvor mit einer Klemme
geschlossenen Ablauf abgelassen. Zur chemischen Reizung der Organe wurde 25 ml
Kaliumchloridldsung, welche vorher aus der Tyrode zubereitet wurde nun ins Organbad
dazugegeben. Bei einer mechanischen Kontraktion des Organs wurde diese Uber den
Amplifier in ein elektrisches Signal umgesetzt. Mit Hilfe des Schreibers, welcher dieses

Signal auf das Milimeterpapier registriert, konnte dieses Signal sichtbar gemacht werden.

24.1.2. Versuchsapparatur B

Abbildung 10: Aufbau der Apparatur B
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Der Aufbau der Versuchsapparatur B ahnelt grundsétzlich der Apparatur A. Wie auch bei der
ersten Apparatur wurde diese vor Beginn der Durchfiihrung des Versuchs grindlich mit HCL
und Aqua bidest. duchgespdilt und mit 25 ml Tyrode aufgefullt.

Das Organbad bei der Apparatur B ist in das Wasserbad eingetaucht d.h. dass sich das
Organbad somit im Unterschied zur Apparatur A direkt im erwdarmten Wasser befindet. Von
der Unterseite konnte die Gaszufuhr mit Hilfe eine Glasfritte gewéhrleistet werden.

Mit einer Plastikspritze und einem Gummischlauch musste die Tyrode abgesaugt werden,
weil die zweite Apparatur im Unterschied zur ersten Apparatur Gber keine Abflussvorrichtung
verfugte. Die fir das Organ notwendige Halterung bestand aus Kunststoff und ist tber ein
Stativschlitten auf einem Stativ fixiert. Hierbei gab es ebenfalls eine Vorrichtung aus
Silberdraht an die der Musculus papillaris aufgehangt werden konnte. Die freie Spitze des
Papillarmuskels wurde zwischen einer Plexiglasscheibe und einer Platinelektrode
eingeklemmt und Uber einen Schraubmechanismus vorsichtig festgezogen um eine
Uberdehnung des Organs zu vermeiden. Es war besonders wichtig die Befestigung aller
Préparate rasch durchzufuhren und diese in die fir die Funktion und den Versuch notwendige
Né&hrlésung einzutauchen. Fur den Papillarmuskel wurde diese Apparatur verwendet, weil
dieser keine Spontanaktivitat besitzt und mit Hilfe eines Accupulser Stimulators (Model
Isostim 301T, WPI, Hamden, CT, USA) Uber eine Elektrode gereizt werden musste. Um die
maximale Kontraktionskraft zu erreichen wurde mit Hilfe des Feintriebs eine Vorspannung
entwickelt. Im Falle einer Kontraktion des Muskels wurde mittels Silberdraht der Reiz auf
den Kraftwandler Gbertragen, welcher den Impuls konvertierte und dieser konnte Uber einen

Verstarker mit einem Schreiber registriert werden.

2.4.2. Die Gaszufuhr

Die Gasversorgung erfolgte von einer zentralen Gasflasche tiber Schlduche die von einzelnen
Ventilen zu den Versuchsgeraten fihrten. Am Ende der Schlduche befand sich eine Glasfritte
mit der eine feine Gasstromverteilung im Organbad gewahrleistet werden konnte. Mit an den
Schlduchen angebrachten Schraubklemmen konnte die Intensitat des Gasstromes verandert
werden. Als Gasgemisch wurde Oxymix verwendet (95% Sauerstoff und 5%
Kohlenstoffdioxid). Wéhrend des gesamten Versuchs war es von enormer Wichtigkeit eine

permanente Gasversorgung sicher zu stellen, um damit eine homogene Verteilung der
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Testsubstanz und eine optimale Sauerstoffversorgung der Organe zu gewéhrleisten sowie

einen physiologischen pH-Wert von 7,2-7,4 aufrechterhalten zu kénnen.

2.4.3. Kraftwandler, Verstarker und Schreiber

Der Kraftwandler (Transducer, Transbridge™ der Firma Precision Instruments, USA) diente
der Umwandlung der mechanischen Kontraktionen des untersuchten Organs in die
elektrischen Impulse. Dieses war notwendig um die Inotropie visualisieren und als
mechanische Grolle darstellen zu konnen. Mit Hilfe des Verstarkers (Amplifier,
Transbridge™ 4-Channel Transducer Amplifier der Firma WPI, USA) konnte der elektrische
Impuls verstarkt und mit dem Schreiber (Flatbed Recorder, Modell BD 112 Dual Channel der

Firma Kipp und Zone, NL) auf einem Milimeterpapier registriert werden.

2.5. Testsubstanzen
Am Department flir Pharmazeutische/ Medizinische Chemie der Universitat Wien wurden die
beiden Testsubstanzen PGU 112 und PGU 179 unter der Leitung von Ao. Univ. Prof. Dr.

Thomas Erker neu synthetisiert und fiir die Versuche an den isolierten Organen von

Meerschweinchen zur Verfligung gestellt.

Abbildung 11: Testsubstanz PGU 112
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Nomenklatur:2,5-Bis(2,5-dimethoxyphenyl)-1H-imidazol
MG: 376,83

Summenformel: CigH,0N,0,
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Abbildung 12: Testsubstanz PGU 179

Nomenklatur: 5-[3-(Ethylsulfanyl)phenyl]-2-phenyl-1H-imidazol

MG: 316,85

Summenformel: C;;H5N,S

2.6. Versuchsablauf

Die Organbader wurden am Ende des jeden Versuchtages mit 2%iger HCI und anschlieRend
mit Aqua bidestillata sorgfaltig gereinigt um eine Verfalschung der Ergebnisse durch andere
Testsubstanzen zu vermeiden. Vor Beginn eines neuen Versuches wurden die Organbéader
zuerst mit Tyrode durchspllt, anschliefend mit 25 ml Tyrode aufgefillt und mit optimaler
Gaszufuhr versorgt. Nun war es moglich die Organpraparate in der Apparatur fir den Versuch
einzuspannen. Nachdem das Organ 20 Minuten in der Tyrode gehalten wurde, konnte die
KCI-Ldsung, welche taglich frisch vorbereitet wurde hinzugefugt werden. Fir die Aorta und
Arteria pulmonalis wurde eine 90 mM (0,67 g KCI pro 100 ml Tyrode) und fiir das terminale
Ileum eine 60 mM (0,45 g KCI pro 100ml Tyrode) KCI-Ldsung zubereitet. Hierfur wurde das
KCI in einem Messkolben mit Tyrodelosung bis zur Eichmarke aufgefullt mit dem Ziel die
Versuchsorgane vorzukontrahieren, um in weiterer Folge die eventuell dilatierende oder
spasmolytische Wirkung der untersuchten Testsubstanzen erkennbar zu machen. Im Falle des
Atrium dextrums wurde keine Kaliumchloridldsung verwendet, weil dieser aufgrund des
Sinusknotens auch ohne chemischer Reizung féhig war spontan zu schlagen. Der Musculus
papillaris wurde mittels einer Elektrode gereizt und bendtigte ebenfalls keine chemische
Reizung.

Vor der Untersuchung wurden die Testsubstanzen mit groRer Genauigkeit auf speziellen
Analysewaagen gewogen und abhéngig von ihrer Loslichkeit in Aqua bidestillata oder in
Dimethylsulfoxid aufgelést. Nach Erreichen der Plateauphase erfolgte eine kumulative
Zugabe der Testsubstanz dem Organbad in einem Zeitabstand von 45 Minuten.
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Hierbei betrugen die Konzentrationen 1, 3, 10, 30, und 100 pumol/l. Um die gewiinschten
Konzentrationen zu erzielen wurden nacheinander 1; 2; 7; 20 und 70 ul der aufgeldsten
Testsubstanz mit der Finnmikropipette hinzugefiigt. Uber die molare Masse wurde die
bendtigte Substanzmenge so berechnet um damit am Ende des Versuchs eine
Endkonzentration von 100 umol/l im Organbad zu erreichen.

Da Dimethylsulfoxid als Losungsmittel verwendet wurde und dieses eine leicht
kontrahierende Wirkung besal3, musste diese bei der Auswertung der Ergebnisse abgezogen
werden, um eine Verfalschung der Werte zu vermeiden. Es waren fiir jedes Organ mindestens

vier Versuche fir jede Testsubstanz vorgesehen.

2.6.1. Versuchsablauf am Atrium cordis dextrum

Der Vorhof wurde wie bereits im Vorfeld beschrieben freiprapariert und mit Hilfe von
Héckchen in der ersten Apparatur eingespannt, sowie in das mit physiologischer Nahrlésung
gefiillte und begaste Organbad gelegt. Im néchsten Schritt wurde der Flachbettschreiber
eingeschaltet und auf die Nulllinie positioniert. Darauffolgend wurde der Amplifier
eingeschaltet, worauf der Schreiber erneut auf die Nulllinie korrigiert werden musste. Um die
maximale Kontraktion erreichen zu kénnen wurde mittels Feintrieb eine Vorspannung von
10,4 mN angelegt. Es erfolgte erneut die Einstellung auf den Nullpunkt und ein Abwarten von
ca. 45 Minuten um eine konstante Schlagfrequenz des Atriums zu erreichen. Die
Durchfuhrung dieses Versuchs erfolgte bei einer Stromstarke von 5 mV und einer
Geschwindigkeit von 5 mm/s. Aufgrund hoher Elastizitdt des Atriums musste die
Vorspannung wahrend der Durchfiihrung des Versuchs regelméRig korrigiert werden. Um zu
Uberpriifen ob das Atrium eine konstante Anzahl der Schlage erreicht hatte wurde alle 5
Minuten eine Aufzeichnung auf 6 cm des Milimeterpapiers durchgefuhrt. Sobald die
Schlagfrequenz tiber 3 bis 4 Registrierungen konstant bleibend war, konnte mit der Zugabe
der zu Uberprifenden Testsubstanz begonnen werden. Die Testsubstanz wurde kumulativ alle
45 Minuten hinzugefiigt. Bis zum Versuchsende erfolgte alle 5 Minuten eine

Kontrollaufzeichnung.
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2.6.2. Versuchsablauf am Musculus papillaris

Wie im Vorfeld beschrieben wurde der Musculus papillaris prapariert und in der Apparatur B
aufgehéngt. Der Papillarmuskel wurde in das Organbad eingetaucht und mit einer Stromstérke
von 5 mV und mittels Feintrieb auf 3,92 mN vorgespannt. Im Falle zu niedriger
Kontraktionsamplitude war es moglich die Versuchsreihe auch bei einer Stromstérke von 2
mV durchzufuhren. Wie beim Atrium dextrum war aufgrund der Organelastizitat ein
Nachjustieren des Papillarmuskels wéhrend des gesamten Versuchs notwendig, um die
Abnahme der Kontraktionskraft zu vermeiden (Reiter 1967). Dadurch dass im Vorfeld die
Purkinjefasern entfernt wurden besal’ das Praparat des Musculus papillaris nicht die Fahigkeit
der Spontanaktivitat im Unterschied zum Atrium dextrum. Die Kontraktionen wurden mittels
elektrischer Reizung mit einem Reizgerat (Accupulser A310 der Firma WPI, USA) induziert.
Die elektrische Reizung wurde mit Rechteckimpulsen mit einer Dauer von 3 ms und einer
Frequenz von 1 Hz durchgefiihrt. Die Reizstromstarke wurde verandert bis eine Kontraktion
des Muskels sichtbar wurde. Dabei sollte die Reizstdrke nicht mehr als 10 % uber der
minimalen Schwellenstromstérke betragen, weil sonst die Katecholaminspeicher entleert
werden konnten und somit der Papillarmuskel in Form eines ,,run down* langsam zu
schlagen aufhdren wiirde (Furchgott et al. 1959) und somit in seiner Kontraktionskraft stetig
abnehmen wiirde, wodurch es zu einer Verfalschung der Ergebnisse kommen wiirde.

Wahrend der Kontrollphase wurden alle 5 Minuten jeweils 6 Kontraktionsamplituden mit dem
Schreiber auf Milimeterpapier registriert und anschlieBend gemessen. Als die Amplituden
nach drei aufeinander folgenden Messungen eine konstante Ladnge und damit die gleiche
Amplitudenhdhe zeigten, konnte die Testsubstanz hinzugefligt werden. In weiterer Folge
wurden die Amplituden alle 5 Minuten wahrend der Versuchdauer registriert und die

Konzentration der Testsubstanz alle 45 Minuten erhoht.

2.6.3. Versuch an der Arteria pulmonalis

Wie bereits im Kapitel 2.2.4 beschrieben wurde der freigelegte Ring der A. Pulmonalis in der
ersten Apparatur eingespannt und in das Organbad gelegt. Als néchstes wurde der Amplifier
und Schreiber wie bereits im Vorfeld im Kapitel 2.6.1. detailliert beschrieben eingeschaltet
und auf Null gestellt und eine Vorspannung von 9,81 mN mit einer Stromstarke von 5 mv
aufgebaut. Nach Ablauf der 20-minitigen Anpassungsphase wurde die Tyrodeldsung

24



abgelassen und 90 mM KCI-L6ésung wurde in das Organbad hinzugegeben. Als nachstes
musste erstmal abgewartet werden, dass die Kontraktionskurve im Schreiber auf dem
Milimeterpapier einen konstanten Wert einnahm, um dann kumulierend alle 45 Minuten die
Testsubstanz hinzufugen zu kénnen. Abhéngig davon wie sich im weiteren Verlauf die Kurve
verhielt, konnte unmittelbar darauffolgend leicht ersichtlich werden ob die Substanz am

Versuchspraparat einen dilatierenden Effekt austbte.

2.6.4. Versuchsablauf an der Aorta descendens

Die Durchfihrung dieses Versuchs dhnelt in vieler Hinsicht der Durchfuhrung des Versuchs
an der Pulmonalarterie, welche bereits im Kapitel 2.6.3. beschrieben wurde.

Die Vorbereitung des Versuchspraparats erfolgte entsprechend wie im Kapitel 2.2.5 erlautert.
Die Aorta wurde in die Apparatur A eingehéngt und bei einer Vorspannung von 19,6 mN und
einer Stromstdarke von 10 mV wurde die Adaptionssphase von 20 Minuten abgewartet.
Danach wurde die Stromstérke auf 5 mV umgestellt und es wurde mit der Zugabe der 90 mM
KCI begonnen. Nachdem die Kaliumchloridlésung hinzugefiigt worden ist, wurde mit der
Registrierung mit dem Schreiber begonnen. Hierbei war es wie auch bei der A. pulmonalis
notwendig darauf zu warten, dass die Kontraktionskurve einen konstanten Wert erreicht, um
mit der Zugabe der Testsubstanz beginnen zu kénnen. Uber das Verhalten der Kurve war es

maoglich die dilatierende Wirkung der Substanz am Versuchspréaparat abzulesen.

2.6.5. Versuch am lleum terminalis

Die Vorbereitung des Versuchspréparats erfolgte wie bereits im Kapitel 2.2.6. beschrieben.
Das lleumpraparat wurde mit dem jejunalen Ende nach oben gerichtet und dem caecalen Ende
nach unten in die Apparatur A aufgehéngt und in das Organbad eingesenkt. Darauffolgend
wurde der Amplifier und Schreiber eingeschaltet. Es wurde Uber den Feintrieb eine
Vorspannung von 4,9 mN bei einer Stromstarke von 5 mV eingerichtet. Es folgte die
Anpassungssphase tber 20 Minuten in der Tyrode. Danach wurde die Tyrodelésung
abgelassen und die 60 mM Kaliumchloridlésung wurde hinzugefugt, worauf mit der
Registrierung mit dem Schreiber begonnen werden konnte. Im Unterschied zu den anderen
Versuchspraparaten konnte aufgrund kompletter Kontraktion beim Ileum ein starker
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Kurvenausschlag aufgezeichnet werden. Der Ausschlag der Kurve ging aber in kurzer Zeit
wieder zuriick und wurde relativ schnell konstant, worauf die zu Uberprifende Substanz
hinzugegeben werden konnte. Uber die Kurve konnte sichtbar gemacht werden ob die
Testsubstanz am Versuchspraparat bzw. dem terminalen lleum einen spasmolytischen Effekt

zeigte.

2.7. Auswertung der Ergebnisse

2.7.1. Auswertung am Atrium dextrum

Fur die Auswertung und Interpretation der Ergebnisse im Versuch am rechten VVorhof wurde
die vom Schreiber registrierte Schlagfrequenz genommen. Die Aufzeichnung der
Schlagfrequenz erfolgte tber jeweils 12 Sekunden, was einer Strecke von 6 Zentimetern auf
dem Milimeterschreibpapier bei einer Papiervorschubgeschwindigkeit von 5 mm/s entsprach.
Es wurden die Ausschldge des Atriums wahrend dieser Zeit bzw. der Strecke auf dem
Milimeterpapier gezahlt und mit 5 multipliziert, wodurch die Schlaganzahl pro Minute
berechnet werden konnte. Der konstant gebliebene Wert vor der Gabe der Testsubstanz wurde
als Kontrollwert und als 100 Prozent genommen. Die wéhrend des Versuchs berechneten
Chronotropiewerte wurden als prozentueller Anteil des Kontrollwertes berechnet. Auf diese
Art und Weise war es moglich festzustellen ob die Testsubstanz positiven oder negativen
chronotropen Effekt auf das Versuchspraparat ausiibte, abhéngig davon ob es zur Zunahme
oder Abnahme des Prozentwertes im Vergleich zum Kontrollwert kam.

2.7.2. Auswertung am Musculus papillaris

Die Lange der Amplitude des Papillarmuskels wurde prézise am Milimeterpapier mit einem
Lineal gemessen und abgelesen. Um den Wert in mN umzuwandeln wurde der gemessene
Wert mit dem Eichfaktor des Kraftwandlers multipliziert. Bei der Durchfihrung des
Versuches mit der Stromstérke von 5 mV wurde dieser mit 0,98 und bei der Stromstéarke von
2 mV mit 0,4 multipliziert. Wie bei der Auswertung am rechten VVorhof wurde der konstante
Kontrollwert als 100 % genommen und die errechneten Werte nach Gabe der Testsubstanz

wurden als prozentuelle Anteile des Kontrollwertes berechnet. Auf diese Art und Weise war
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es moglich den positiv oder negativ inotropen Effekt der Testsubstanz am Versuchspréaparat

zu Uberprufen.

2.7.3. Auswertung an der Aorta, A. pulmonalis und lleum terminalis

Fur alle drei Versuchspraparate wurde auf die gleiche Art und Weise vorgegangen. Der
Zeitpunkt der Gabe der Testsubstanz wurde mit einem Bleistift auf dem Milimeterpapier
markiert und nach Beendigung des Versuchs wurde die Distanz der Kontraktionskurve bis zur
Nulllinie mit einem Lineal gemessen. Um die Werte in mN umzuwandeln wurden diese mit
dem Eichfaktor 0,98 multipliziert. Als Kontrollwert diente der konstante Wert vor der ersten
Gabe der Testsubstanz, welcher als 100 % festgelegt wurde. So war es méglich den positiven
oder negativen Effekt der zu Uberpriifenden Testsubstanz auf die Kontraktionskraft mittels

Vergleich mit dem Kontrollwert festzustellen.

2.8. Darstellung der Ergebnisse und Statistik

Besonders wichtig war es um den Effekt der Testsubstanz exakt berechnen zu kdnnen die
Wirkung der als Ldsungsmittel verwendeten Substanz DMSO bei der Berechnung der
Ergebnisse zu berlcksichtigen und diese von den erhaltenen Ergebnissen abzuziehen. Um
einen aussagekraftigen und verwertbaren Wert zu erhalten wurde der arithmetische
Mittelwert, sowie der Standardfehler und die Standardabweichung bei allen gemessenen
Werten berechnet. Es erfolgte die graphische Darstellung der Ergebnisse in Form einer
Konzentrations-Wirkungskurve mit dem Programm ,,Sigma Plot 9.0%. Hierbei wurde fur die
die Schlagfrequenz oder die Kontraktionskraft die x-Achse und fir die
Testsubstanzkonzentration in umol/l die y-Achse gewahlt. Im Falle einer starken Wirkung der
zu Uberprifenden Substanz konnten so Uber die graphische Darstellung die ECso-Werte
berechnet werden, némlich die Konzentration bei der die Schlagfrequenz bzw.
Kontraktionskraft auf 50 % gesunken ist. Zur Uberpriifung der Signifikanz der Ergebnisse
wurde der gepaarte Student-T-Test gewéhlt und zur Beurteilung die Werte in mN angegeben,
weil bei Prozentwerten der Kontrollwert keine Streuung aufweisen kann und maglicherweise
eine viel hohere Signifikanz vortduschen konnte. Zur adéquaten Beurteilung der Werte wurde
die Signifikanz bzw. die Irrtumswahrscheinlichkeit (P) berechnet. Als signifikant wurden die
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Werte von P<0,05 (5%) bzw. P<0,01 (1%) und als hoch signifikant ein Wert von P<0,01
(0,1%) bewertet.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Ergebnisse der Testsubstanz PGU 112

3.1.1. Wirkung von PGU 112 am Atrium cordis dextrum

Am rechten Vorhof wurden 4 Versuche durchgefuhrt um den Einfluss der Testsubstanz PGU

112 auf die Schlagfrequenz (Chronotropie) zu ermitteln. Ein Mittelwert der 4 Versuche wurde

als Kontrollwert herangezogen. Die Testsubstanz zeigte keine signifikante chronotrope

Wirkung und ein ECso-Wert konnte nicht erreicht werden.

Tabelle 2: Ergebnisse von PGU 112 auf den rechten Vorhof

PGU 112E fc + SEM fc + SEM Anzahl der Irrtums-
(umol/1) (mN) (%) Versuche | wahrscheinlichkeit
(N) (P)
Kontrolle 233,75 + 16,50 0,00 £ 0,00 4 -
1 223,75+ 13,29 -4,02 £1,75 4 n.s.
3 227,50 £ 10,10 -2,11+£2,.82 4 n.s.
10 217,50 £ 1,44 -5,64 £ 6,26 4 n.s.
30 210,00 £ 8,66 -9,52 + 3,44 4 n.s
100 210,00 £ 9,35 -9,56 + 3,43 4 n.s.

Abklrzungen in der Tabelle:

o fc = arithmetische Mittelwerte der Schlagfrequenz in mN und %

e SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 13: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 112 auf den rechten Vorhof
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Das Diagramm zeigt die Wirkung der Testsubstanz PGU 112 auf die Schlagfrequenz des
rechten VVorhofs bei den verschiedenen Konzentrationen.

Die x-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in pmol/l und die y-Achse die
Anderung der Kontraktionskraft in %. Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve
stellen die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken

deren Standardfehler.
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Abbildung 14: Originalabbildung der chronotropen Wirkung von PGU 112 auf den rechten
Vorhof

Immumml ||||| M Kontrolle

mmmmlmwu 1 pmol/l
AR 3 umol/l

wmwmwmm 10 pmol/l
mmwmmm 30 pmol/l

AR 100 pmol’

A
v

12 sec

Die Originalabbildung veranschaulicht die Anderung der Schlagfrequenz des rechten
Vorhofs, die nach kumulativer Testsubstanzgabe und einem Verlauf von 45 Minuten mittels
Schreiber 12 Sekunden lang aufgenommen wurde. Durch Multiplikation der Amplituden mit

dem Korrekturfaktor 5 erhédlt man die Schlagfrequenz pro Minute.
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3.1.2. Wirkung von PGU 112 am Musculus papillaris

Um den Einfluss der Testsubstanz PGU 112 auf die Kontraktionskraft (Inotropie) des
Papillarmuskels zu untersuchen wurden vier 4 Versuchsreihen durchgefihrt. Aus den
erhaltenen Messwerten wurde ein arithmetischer Mittelwert berechnet und ein Kontrollwert
von 1,30 £ 0,13 mN bestimmt. Nach der kumulativen Substanzzugabe ist es zu keiner

ausgepragten inotropen Wirkung gekommen.

Tabelle 3: Ergebnisse von PGU 112 am Papillarmuskel

PGU 112E fc £ SEM fc £ SEM Anzahl der Irrtums-
(umol/l) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichk
(N) eit
(P)
Kontrolle 1,30+ 0,13 0,00 £ 0,00 4 -
1 1,25+0,15 -4,08 + 3,37 4 n.s.
3 1,23+0,17 -7,45+5,19 4 n.s.
10 1,26 +0,21 -5,83+9,17 4 n.s.
30 1,29 +0,21 -2,55 + 8,83 4 n.s.
100 1,35+0,23 -1,70 £ 9,94 4 n.s.

Abkurzungen in der Tabelle:

e fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

e SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 15: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 112 auf den Papillarmuskel

Papillarmuskel
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Im Diagramm wird die Wirkung der Testsubstanz PGU 112 auf die Inotropie graphisch
dargestellt. Die Kurve veranschaulicht, dass die Substanzzugabe kaum einen Effekt bewirkt
und infolgedessen wurde keine ECsg erreicht.

Die x-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in pumol/l und die y-Achse die
Anderung der Kontraktionskraft in %. Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve
stellen die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken

deren Standardfehler.
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Abbildung 16: Originalabbildung der inotropen Wirkung von PGU 112 auf den Papillarmuskel

Mm LA Kontrolle

M 10 pmol/l
" A a I h \ 30 pmol/l

MWA 100 pmol/1

Die in der Originalabbildung mittels Schreiber registrierten Amplituden veranschaulichen die

Anderung der Kontraktionskraft des Papillarmuskels nach kumulativer Testsubstanzzugabe.
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3.1.3. Wirkung von PGU 112 an Aorta descendens

An der glatten Muskulatur der Aorta wurde die Wirkung der Testsubstanz PGU 112 gepruft.

Zu diesem Zweck wurden 4 Versuche durchgefiihrt und aus den erhaltenen Messergebnissen

die arithmetischen

Mittelwerte  bestimmit.

Die Substanz bewirkte eine schwache

vasodilatierende Wirkung bei einem Messwert von 6,76 + 1,38. Ein ECsp-Wert wurde nicht

erreicht.

Tabelle 4: Ergebnisse von PGU 112 an der Aorta

PGU 112E fc + SEM fc + SEM Anzahl der Irrtums-
(umol/l) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichkeit
(N) (P)
Kontrolle 8,69 + 2,42 0,00 £ 0,00 4 -

1 8,32 + 2,27 -3,85 £ 0,55 4 n.s.
3 7,87 +1,86 -7,04 £ 3,20 4 n.s.
10 7,17+ 1,59 -14,48 + 3,63 4 0,05
30 7,00+ 1,41 -15,53 £ 4,90 4 0,05
100 6,76 + 1,38 -18,43 £ 6,70 4 0,05

Abkurzungen in der Tabelle:

e fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

e SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 17: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 112 an der Aorta
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Der Graph zeigt eine leichte Abnahme der Kontraktionskraft nach der kumulativen
Testsubstanzzugabe.

Die Xx-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in pmol/l und die y-Achse die
Anderung der Kontraktionskraft in %. Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve
stellen die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken

deren Standardfehler.
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Abbildung 18: Originalabbildung der Wirkung von PGU 112 auf die Aorta

«— 100 pmol/l

«— 30 pmol/l

— 10 pumol/l

31 umol/l

1 umol/l

Die Originalabbildung zeigt die kontinuierliche Aufzeichnung der Kontraktionskurve mittels
Schreiber. Die dargestellten Pfeile markieren die Zeitpunkte des Einspritzen der Testsubstanz

PGU 112 in einem Zeitintervall von 45 Minuten.
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3.1.4. Wirkung von PGU 112 an Arteria pulmonalis

Der Einfluss der Testsubstanz PGU 112 auf die glatte Muskulatur der Pulmonalarterie wurde
vier Versuchsreihen getestet. Aus der Tabelle ist abzulesen dass die Testsubstanz zu einer
geringen Abnahme der Kontraktionskraft fihrt und ein ECso-Wert bei weitem nicht erzielt

werden konnte.

Tabelle 5: Ergebnisse von PGU 112 an der Arteria pulmonalis

PGU 112E fc + SEM fc £+ SEM Anzahl der Irrtums-
(umol/T) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichkeit
(N) (P)
Kontrolle 9,94+ 1,27 0,00 + 0,00 4 -

1 9,42+ 1,14 -4,92 +0,78 4 n.s.
3 8,93+1,11 -10,02 + 1,22 4 n.s
10 8,50 + 1,09 -1451 + 2,17 4 0,05
30 8,56 + 1,31 -14,66 + 3,70 4 0,05
100 7,38+ 2,01 -17,01 + 3,44 4 0,05

e fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

Abkilrzungen in der Tabelle:

e SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 19: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 112 an der Arteria pulmonalis
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Die Konzentrations-Wirkungskurve zeigt eine leichte vasodilatierende Wirkung der
Testsubstanz PGU 112 auf die Pulmonalarterie bei ansteigender Konzentration.

Die x-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in pmol/l und die y-Achse die
Anderung der Kontraktionskraft in %. Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve
stellen die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken

deren Standardfehler.
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Abbildung 20: Originalabbildung der Wirkung von PGU 112 an der Arteria pulmonalis

-— 100 pmol/1
' 70 pmol/l
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Die Originalabbildung zeigt die kontinuierliche Aufzeichnung der Kontraktionskurve mittels
Schreiber. Die dargestellten Pfeile markieren die Zeitpunkte des Einspritzen der Testsubstanz
PGU 112 in einem Zeitintervall von 45 Minuten.
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3.1.5. Wirkung von PGU 112 am lleum terminalis

Im Rahmen von 4 Versuchsdurchgidngen wurde die vasodilatierende bzw. spasmolytische
Wirkung der Testsubstanz PGU 112 auf das terminale Ileum gepruft.
Ein Kontrollwert von 8,86 + 0,91 sowie eine kontinuierliche Abnahme der Kontraktionskraft

ist aus der Tabelle ersichtlich, aber ein ECgo-Wert konnte nicht erreicht werden.

Tabelle 6: Ergebnisse von PGU 112 am terminalen lleum

PGU 112E fc + SEM fc + SEM Anzahl der Irrtums-
(umol/T) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichkeit
(N) (P)
Kontrolle 8,86 + 0,91 0,00 + 0,00 4 -

1 8,19 + 0,57 -6,69 + 2,70 4 n.s.
3 7,42 +0,41 -15,15 + 3,62 4 0,05
10 6,55+ 0,41 -25,05 + 4,25 4 0,05
30 5,61 + 0,54 -35,95 + 5,42 4 0,01
100 5,41+ 0,52 -38,43 + 3,96 4 0,01

Abkurzungen in der Tabelle:
e fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

e SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %

41



Abbildung 21: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 112 am terminalen lleum
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Der Graph zeigt den spasmolytischen Effekt der Testsubstanz PGU 112 auf die glatte
Muskulatur des terminalen Ileums bei unterschiedlichen Konzentrationen.

Die Xx-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in pmol/l und die y-Achse die
Anderung der Kontraktionskraft in %. Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve
stellen die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken

deren Standardfehler.
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Abbildung 22: Originalabbildung der Wirkung von PGU 112 auf das terminale lleum
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Die Originalabbildung zeigt die kontinuierliche Aufzeichnung der Kontraktionskurve mittels
Schreiber. Die dargestellten Pfeile markieren die Zeitpunkte des Einspritzen der Testsubstanz
PGU 112 in einem Zeitintervall von 45 Minuten.
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3.2. Ergebnisse der Testsubstanz PGU 179

3.2.1. Wirkung von PGU 179 am Atrium cordis dextrum

In 3 Versuchsreihen wurde eine moégliche chronotrope Wirkung der Testsubstanz PGU 179
untersucht. Ein Kontrollwert von 158,33 * 14,24 Schlage/min wurde berechnet. Eine starke
negativ chronotrope Wirkung war nach der ersten Substanzgabe erkennbar und schlief3lich
wurde ein Messwert von 15,00 + 15,00 Schlage/min erreicht. Der ECso-Wert von 31,5 umol/l

konnte ermittelt werden.

Tabelle 7: Ergebnisse von PGU 179 auf den rechten Vorhof

PGU 179 fc + SEM fc + SEM Anzahl der Irrtums-
(umol/1) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichkeit
(N) (P)
Kontrolle 158,33 + 14,24 0,00 + 0,00 3 -
1 140,00 + 7,64 -10,95 + 3,55 3 n.s.
3 128,33 + 8,82 -18,38 + 4,36 3 0,05
10 113,33+ 4,41 -27,67 + 4,23 3 0,01
30 83,33 + 16,92 -48,55 + 6,60 3 0,01
100 15,00 + 15,00 -88,46 + 11,54 3 0,001

Abklrzungen in der Tabelle:

e fc = arithmetische Mittelwerte der Schlagfrequenz in mN und %

e SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 23: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 179 auf den rechten Vorhof
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In der Konzentrations-Wirkungskurve wird eine signifikante Abnahme der Kontraktionskraft
graphisch wiedergeben.

Die Xx-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in pmol/l und die y-Achse die
Anderung der Kontraktionskraft in %. Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve
stellen die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken

deren Standardfehler.
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Abbildung 24: Originalabbildung der chronotropen Wirkung von PGU 179 auf den rechten
Vorhof
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Die Originalabbildung veranschaulicht die Anderung der Schlagfrequenz des rechten Vorhofs,
die nach kumulativer Testsubstanzgabe und einem Verlauf von 45 Minuten mittels Schreiber
12 Sekunden lang aufgenommen wurde. Durch Multiplikation der Amplituden mit dem

Korrekturfaktor 5 erhélt man die Schlagfrequenz pro Minute.
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3.2. 2. Wirkung von PGU 179 am Musculus papillaris

An 4 Versuchspraparaten wurde die Wirkung der Substanz PGU 179 auf die Inotropie des
Papillarmuskels getestet. Der arithmetische Mittelwert der 4 Kontrollwerte wurde berechnet
und ein Wert von 1,32 + 0,15 mN erhalten. Aus der Tabelle ist eine deutliche Verminderung
der Kontraktionskraft nach kumulativer Gab der Testsubstanz bis zum Wert von 0,66 + 0,08

mN ersichtlich.

Tabelle 8: Ergebnisse der Wirkung von PGU 179 auf den Papillarmuskel

PGU 179 fc £ SEM fc £ SEM Anzahl der Irrtums-
(umol/T) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichkeit
(N) (P)
Kontrolle 1,32+0,15 0,00 £+ 0,00 4 -
1 1,21 +0,10 -7,42 + 3,34 4 n.s
3 1,09 £ 0,06 -14,84 + 6,64 4 0,05
10 1,03+0,11 -20,92 + 4,64 4 0,05
30 0,79+0,10 -39,42 £ 5,12 4 0,01
100 0,66 + 0,08 -50,29 + 2,27 4 0,01

Abkurzungen in der Tabelle:
e fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

e SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 25: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 179 auf den Papillarmuskel
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Die Graphik widerspiegelt die starke negativ inotrope Wirkung der Testsubstanz PGU 179 auf
den Papillarmuskel. Der ECso-Wert wurde bei 99 umol/l erreicht.

Die Xx-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in pmol/l und die y-Achse die
Anderung der Kontraktionskraft in %. Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve
stellen die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken

deren Standardfehler.
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Abbildung 26: Originalabbildung der Wirkung von PGU 179 auf den Papillarmuskel
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Die in der Originalabbildung mittels Schreiber registrierten Amplituden veranschaulichen die

Anderung der Kontraktionskraft des Papillarmuskels nach kumulativer Testsubstanzzugabe.
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3.2.3. Wirkung von PGU 179 an Aorta descendens

Die dilatierende Wirkung der Testsubstanz PGU 179 auf die Aorta wurde im Rahmen von

vier Versuchen geprift und ein Kontrollwert von 7,44 + 0,21 mN wurde berechnet. Bereits ab

der zweiten Substanzgabe wurde eine deutliche Abnahme der Kontraktilitdt und somit eine

starke Vasodilatation beobachtet. Diese fiihrte bei der Endkonzentration zu einer fast

vollstdndigen Relaxation der Aorta.

Tabelle 9: Ergebnisse von PGU 179 an der Aorta

PGU 179 fc £ SEM fc £ SEM Anzahl der Irrtums-
(umol/1) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichkeit
(N) (P)
Kontrolle 7,44 £0,21 0,00+ 0,00 4 -
1 7,00+ 0,16 -5,83+2,27 4 n.s
3 5,59 0,23 -24,66 + 3,75 4 0,05
10 2,40 + 0,36 -67,34 £ 5,62 4 0,01
30 0,48 + 0,40 -93,29+5,71 4 0,001
100 0,31+0,31 -95,61 + 4,39 4 0,001

Abkurzungen in der Tabelle:

e fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

e SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 27: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 179 an der Aorta
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Der steile Abfall des Graphen zeigt die starke dilatierende Wirkung von PGU 179 auf die
Aorta. Der ECsp-Wert wurde nach Einzeichnen von gestrichelten Linien bei einer
Konzentration von 6,1 umol/l ermittelt.

Die x-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in pmol/l und die y-Achse die
Anderung der Kontraktionskraft in %. Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve
stellen die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken

deren Standardfehler.
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Abbildung 28: Originalabbildung der Wirkung von PGU 179 an der Aorta
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Die Originalabbildung zeigt die kontinuierliche Aufzeichnung der Kontraktionskurve mittels
Schreiber. Die dargestellten Pfeile markieren die Zeitpunkte des Einspritzens der Testsubstanz

PGU 179 in einem Zeitintervall von 45 Minuten.
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3.2.4. Wirkung von PGU 179 an Arteria pulmonalis

In 4 Versuchsreihen wurde die dilatierende Wirkung der Testsubstanz PGU 179 auf die

Pulmonalarterie getestet und ein Mittelwert der Kontrollwerte von 11,32 £ 1,71 mN errechnet.

Sofort nachdem die erste Substanzkonzentration zugegeben worden war, konnte eine starke

Reduktion der Kontraktionkraft beobachtet werden. Die Kontrakton ist letztendlich auf einen

Wert von 0,44 + 0,44 gesunken und somit konnte keine vollstandige Dilatation erzielt werden.

Der ECsp-Wert wurde bei einer Konzentration von 4,85 umol/l erreicht.

Tabelle 10: Ergebnisse von PGU 179 an der Arteria pulmonalis

PGU 179 fc £ SEM fc £ SEM Anzahl der Irrtums-
(umol/T) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichkeit
(N) (P)
Kontrolle 11,32 +1,71 0,00 £ 0,00 4 -
1 9,69 +1,83 -15,77 + 3,46 4 0,05
3 7,31+1,82 -38,12+ 7,19 4 0,01
10 3,94 +1,28 -67,57 £ 6,61 4 0,001
30 0,87 + 0,49 -93,17 + 2,96 4 0,001
100 0,44 + 0,44 -98,44 + 1,56 4 0,001

Abkurzungen in der Tabelle:

e fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

e SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 29: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 179 an der Arteria pulmonalis
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Der Graph zeigt die signifikante dilatierende Wirkung von PGU 179 auf die glatte Muskulatur
der Arteria pulmonalis.

Die x-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in pmol/l und die y-Achse die
Anderung der Kontraktionskraft in %. Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve
stellen die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken

deren Standardfehler.
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Abbildung 30: Originalabbildung der Wirkung von PGU 179 auf die Arteria pulmonalis
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Die Originalabbildung zeigt die kontinuierliche Aufzeichnung der Kontraktionskurve mittels

Schreiber. Die dargestellten Pfeile markieren die Zeitpunkte des Einspritzens der Testsubstanz
PGU 179 in einem Zeitintervall von 45 Minuten.
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3.2.5. Wirkung von PGU 179 am lleum terminalis

Der eventuelle spasmolytische Effekt der Testsubstanz PGU 112 auf das terminale Ileum

wurde im Rahmen von 4 Versuchen eruiert. Die Tabelle veranschaulicht die drastische

Abnahme der Kontraktionskraft bereits nach der ersten Substanzkonzentration, sowie einen

Kontrollwert von 10,14 + 0,78, welcher nach der Endkonzentration einen Wert von 1,87 *

0,14 erreichte. Aufgrund der sehr starken Wirkung wurde der ECso-Wert schon bei 1,5 pmol/l

erzielt.

Tabelle 11: Ergebnisse von PGU 179 am terminalen lleum

PGU 179 fc £ SEM fc £ SEM Anzahl der Irrtums-
(umol/1) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichkeit
(N) (P)
Kontrolle 10,14 £ 0,78 0,00+ 0,00 4 -
1 6,60 + 0,53 -34,03 £ 5,92 4 0,05
3 2,57 +0,90 -74,01 £8,13 4 0,01
10 1,12+0,44 -89,35 + 3,73 4 0,001
30 0,90 +0,31 -91,33 £ 2,89 4 0,001
100 1,87 £0,14 -81,52 + 0,87 4 0,001

Abklrzungen in der Tabelle:

e fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

e SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 31: Konzentrations-Wirkungskurve von PGU 179 am terminalen lleum
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Die Abbildung widerspiegelt durch den steilen Abfall der Konzentrations-Wirkungskurve die
signifikante spasmolytische Wirkung von PGU 179 auf die glatte Muskulatur des Ileums. Der
ECso-Wert wird durch Einzeichnen von gestrichelten Linien ersichtlich.

Die Xx-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in pmol/l und die y-Achse die
Anderung der Kontraktionskraft in %. Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve
stellen die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken

deren Standardfehler.
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Abbildung 32: Originalabbildung der Wirkung von PGU 179 am terminalen lleum
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Die Originalabbildung zeigt die kontinuierliche Aufzeichnung der Kontraktionskurve mittels
Schreiber. Die dargestellten Pfeile markieren die Zeitpunkte des Einspritzens der Testsubstanz
PGU 179 in einem Zeitintervall von 45 Minuten.
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4. DISKUSSION

In dieser Arbeit sollte die Wirkung von zwei neusynthetisierten Diarylimidazolen PGU 112
und PGU 179 auf isolierten Meerschweinchenorganpraparaten untersucht werden. Die
Ergebnisse der durchgefiihrten Versuchsreihen wurden im Kapitel 3 dargestellt. In diesem
Kapitel sollen die Ergebnisse interpretiert und diskutiert werden.

Es konnte nur eine sehr geringe Wirkung von PGU 112 auf die spontan schlagenden Vorhofe
nachgewiesen werden, welche ohne statistische Signifikanz war und eine ECsy konnte nicht
ermittelt werden. Im Gegensatz zu PGU 112 wurde bei der Testsubstanz PGU 179 bereits bei
einer Konzentration von 3 umol/l ein negativ chronotroper Effekt verzeichnet, welcher bei
einer Konzentration von 100 umol/l sogar hochsignifikant war. Die ECso wurde bei einer
Konzentration von 31,5 umol/l erreicht.

Bei der Ausgangssubstanz kam es zur Reduktion der Schlagfrequenz um 39,14 % und erst ab
einer Konzentration von 100 pmol/l konnte eine signifikante negativ-chronotrope Wirkung
nachgewiesen werden. Bei den Versuchen mit Resveratrol wurde bei Konzentrationen von 1,
3, 10, 30, 100 und 300 pumol/l eine anfdnglich schwach positive Wirkung auf den rechten
Vorhof nachgewiesen, jedoch wurde ab 30 umol/l ein Absinken der Schlagkraft registriert. In
diesen Versuchen war es nicht mdglich einen ECso-Wert zu erreichen (Létsch 2004).
Hinsichtlich der inotropen Wirkung auf die Papillarmuskeln zeigte PGU 112 keine
signifikante Anderung der Kontraktionskraft. Bei einer Konzentration bis 3 pmol/l kam es zur
leichten Abnahme der Kontraktionskraft. Ab einer Konzentration von 10 pmol/l wiederum
fiihrte PGU 112 zu einer leichten Zunahme der Kontraktionskraft, jedoch konnte im Rahmen
der Versuche keine ECs, ermittelt werden.

Beim Resveratrol selbst konnte zwar ein schwach-inotroper Effekt nachgewiesen werden,
welcher jedoch statistisch nicht signifikant war und wie beim PGU 112 konnte keine ECs
erreicht werden (L6tsch 2004).

Im Unterschied zu PGU 112 wurde im Rahmen dieser Arbeit bei PGU 179 eine negativ-
inotrope Wirkung nachgewiesen. Ab einer Konzentration von 3 umol/l konnte ein statistisch
signifikanter, dilatierender Effekt der Substanz PGU 179 ermittelt werden. Bei weiterer
Erhéhung der Konzentration kam es zur kontinuierlichen Abnahme der Kontraktionskraft und

bei einer Konzentration von 99 umol/l wurde die ECsg erreicht.
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Tabelle 12: Effekt von PGU 112 HCI, PGU 179 HCI und Resveratrol auf die quergestreifte
Muskulatur

PGU 112 HCI PGU 179 HCI Resveratrol
Organpréaparat ECso ECso ECso
(umol/1) (umol/l) (umol/l)
Atrium dexter >100 31,5 >100
Musclus papillaris >100 99 >100

In der angefuhrten Tabelle wird Klar dargestellt, dass sowohl die Testsubstanz 112, als auch
Resveratrol keine groRe Wirkung an Papillarmuskeln gezeigt hatten. Im Gegensatz dazu
zeigte PGU 179 eine klare, signifikante inotrope Wirkung und bei 99 umol/l wurde der ECso-
Wert erreicht. Weder PGU 112 noch die Ausgangssubstanz Resveratrol zeigten einen
deutlichen Effekt auf die spontan schlagenden rechten VVorhofe. Einzig PGU 179 zeigte eine
ausgeprégte negativ chronotrope Wirkung und bei einer Konzentration von 31,5 pumol/l
konnte die ECsg erzielt werden.

An der isolierten Aorta zeigte PGU 112 keine signifikante Abnahme der Kontraktionskraft.
Trotz kontinuierlicher, leichter Abnahme der Kontraktionskraft war es nicht moglich die ECsg
zu ermitteln. Im Unterschied dazu kam es bei PGU 179 bereits bei einer Konzentration von 3
umol/l zur signifikanten Abnahme der Kontraktionskraft, welche bei einer Konzentration von
30 umol/l bereits statistisch als hochsignifikant zu werten war. Im Bezug zum Kontrollwert
wurde eine beinahe komplette Relaxation von 95,61% erreicht. Die ECsy konnte bei einer
Konzentration von 6,1 umol/l ermittelt werden.

In den Untersuchen mit Resveratrol konnte ebenfalls eine konzentrationsabhéangige
Relaxation der glatten Muskulatur nachgewiesen werden, aber erst ab einer Konzentration
von 300 umol/l, was fiir eine deutlich geringere Wirkung im Vergleich zu PGU 175 bedeutet.
Die ECsp wurde bei einer Konzentration von 145 umol/l erreicht (Létsch 2004).

Die Testsubstanz PGU 112 zeigte wie auch bei der Aorta keine statistisch signifikante
Anderung der Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis. Es konnte keine Dilatation der

Pulmonalarterie und somit keine ECsg ermittelt werden. Nicht tberraschend war die Wirkung
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von PGU 179 auf die Arteria pulmonalis noch stérker als auf die Aorta. Zu einer statistisch
signifikanten Kontraktionsdnderung kam es bereits ab einer Konzentration von 1 pmol/l und
ab 10 pmol/l zur statistisch hochsignifikanter relaxierender Wirkung. Im Vergleich zum
Kontrollwert konnte eine Gesamtabnahme von 98,44% erreicht werden und die ECso war im
Vergleich zur Aorta mit 4,85 pmol/l noch niedriger.

Im Rahmen der Versuche mit Resveratrol konnte zundchst eine leichte Zunahme der
Kontraktionskraft, welche ab einer Konzentration mit 300 pumol/l wieder zu sinken begann.
Bei ciner Konzentration von 126 pmol/l wurde der ECso—Wert erreicht. Somit flhrte
Resveratrol in den Konzentrationen zwischen 100 und 300 pmol/l zu einer signifikant
ausgepragten Abnahme des Tonus der glatten Muskulatur. Bei einer Konzentration von 126
umol/l kam es zum Absinken des Tonus auf 58 % des Ausgangswertes (Lotsch 2004).

Eine ganz andere Wirkung zeigte PGU 112 auf den Dlnndarm. Ab einer Konzentration von 3
umol/l kam es zur signifikanten spasmolytischen Wirkung und im weiteren Verlauf zu einer
kontinuierlichen Abnahme der Kontraktionskraft. Bei einer Konzentration von 100 pmol/l
kam es zum Absinken um 38,43 % im Vergleich zum Kontrollwert, dennoch konnte der ECso-
Wert nicht erreicht werden. Die Ergebnisse aus den Versuchen mit PGU 175 kénnen nicht mit
der Gesamtabnahme verglichen werden, weil es mdglicherweise zur Zunahme der
Kontraktion bei 100 pmol/l aufgrund des moglichen Ausfallens der Testsubstanz im
Organbad gekommen ist. Infolgedessen ist die Gesamtabnahme der Kontraktion unbekannt
und es war nur moglich den Wert bei einer Konzentration von 30 pmol/l zu verwenden,
welcher 91,33 % betrug. Beeindruckend ist dass der ECso-Wert bereits bei 1,5 pmol/l erreicht
wurde, was der niedrigste Wert aller mit Diarylimidazolen durchgefiihrten Versuche ist. Die
Wirkung von Resveratrol war im Vergleich zur Testsubstanz PGU 179 wesentlich geringer.
Der ECso-Wert wurde erst bei einer Konzentration von 46,4 pmol/l erzielt und die
Gesamtabnahme der Kontraktionskraft betrug lediglich 69,77 % des Kontrollwertes (Lotsch
2004).

Die Wirkung des Naturstoffs wurde in den Konzentrationen 1, 3, 10, 30, 100 und 300 umol/l
am terminalen Ileum untersucht. Eine stark relaxierende Wirkung am Darm konnte aufgezeigt
werden, welche jedoch mit signifikanten Werten erst ab einer Konzentration von 100 umol/l.

Bei 46,4 umol/l wurde der ECso —Wert ermittelt (L6tsch 2004).
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Tabelle 13: Effekt von PGU 112 HCI, PGU 179 HCI und Resveratrol auf die glatte Muskulatur

PGU 112 HCI PGU 179 HCI Resveratrol
Organpraparat ECs ECs ECs
(umol/l) (umol/l) (umol/l)
Aorta >100 6,1 145
Arteria pulmonalis >100 4,85 126
Terminales lleum >100 1,5 46,4

Da die Versuche nur bis zu Konzentrationen von 100 pmol/l durchgefiihrt wurden, war es
nicht moglich den exakten ECso-Wert der Testsubstanz PGU 112 an der Aorta,
Pulmonalarterie und dem terminalen Ileum herauszufinden.

Aus der oben angefiihrten Tabelle wird muhelos ersichtlich, dass die Wirkung der
Testsubstanz PGU 179 auf alle Organpréparate viel starker ist, als der von der
Ausgangssubstanz Resveratrol. Bei den Versuchen mit der Aorta und der Pulmonalarterie
konnte eine tber 20-fache Wirkung im Vergleich zu Resveratrol erreicht werden. Der ECso-
Wert von PGU 179 war am terminalen Ileum ebenfalls um das 30-fache niedriger als beim
Resveratrol. Ahnlich war die spasmolytische Wirkung der Testsubstanz PGU 112 auf die
Aorta, Pulmonalarterie und den Dinndarm wesentlich niedriger als die von der Leitsubstanz.
Aufgrund unterschiedlicher Wirkung der Testsubstanzen auf die Organpraparate sollten die
Unterschiede in den Strukturformeln der Substanzen naher betrachtet werden. Zum besseren
Vergleich sind in der Abbildung 33 die chemischen Strukturen der beiden Testsubstanzen
PGU 112, PGU 179 und des Naturstoffs Resveratrol nebeneinander dargestellt.

62



Abbildung 33: Strukturformeln von PGU 112 HCI, PGU 179 HCI und Resveratrol
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Resveratrol ist chemisch gesehen ein Trihydroxystiloen. Wenn man Resveratrol mit den
beiden Testsubstanzen vergleicht, so haben diese anstatt der Ethylen-Gruppierung einen
Imidazolring. Durch diesen Austausch kommt es zum Verlust der beim Resveratrol
vorhandenen E- und Z-lsomerie. Am Imidazolring ist bei beiden Testsubstanzen in den
Positionen 2 und 5 jeweils ein Benzolring mit verschiedenen Substituenten angehangt. Beim
Resveratrol befindet sich im Unterschied zu den Testsubstanzen an beiden Benzolringen in
den Positionen 3, 5 und 4" jeweils eine freie Hydroxylgruppe.

Bei PGU 112 wurden die Hydroxylgruppen in den Positionen 3 und 4" durch dreie neue in
den Positionen 27, 5" und 2 ersetzt. AuRerdem sind alle vier OH-Gruppen methyliert, wodurch
es zur Erhéhung des lipophilen Charakters und damit zur VVerminderung der hydrophilen
Eigenschaften kommt. PGU 175 hat in der Position 3 nur einen Ethylsulfanyl-Rest, wodurch
es zu einer zusatzlichen Zunahme der Lipophilie kommt.

Die strukturellen Modifikationen von PGU 112 im Vergleich zum Resveratrol fuhrten
vermutlich zu keiner Verbesserung der Wirkung an der Aorta, Arteria Pulmonalis oder dem
terminalen Ileum. Es ist eher wahrscheinlich dass es durch die strukturelle Anderung zur
Verschlechterung der Wirkung gekommen ist. Um die beiden Substanzen genau vergleichen
zu koénnen sind wahrscheinlich weitere Versuche mit Konzentrationen bis 300 pmol/l
notwendig. Nur so ist es méglich den ECso-Wert von PGU 112 zu ermitteln.

Die mehr als 20-fach starkere Wirkung von PGU 179 an der Aorta und Arteria pulmonalis im
Unterschied zu Resveratrol kdnnte mit dem Fehlen der Substituenten in den Positionen 3 und
5 und der Einfllhrung des Thioethyl-Restes in der Position 4" erklart werden. Mit dem
Austausch der Ethylen-Gruppierung durch einen Imidazolring konnte die Zunahme der
Wirkung nicht erklart werden, da es bei der Testsubstanz PGU 112 zu keiner signifikanten

Anderung der Wirkung gekommen ist. Die tiber 30-fach hohere Wirkung der Testsubstanz
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PGU 179 am terminalen lleum im Vergleich zum Naturstoff Resveratrol kdnnte durch die
Begunstigung der starken spasmolytischen Wirkung durch die strukturellen Unterschiede des
Resveratrols erklart werden. Mdoglicherweise ist dies auf das Vorhandensein des
Imidazolringes und des Thioethyl-Restes an der Position 3 zuriickzufiihren. Der verstérkte
Effekt auf die Chronotropie rechter Vorhéfe und auf die Inotropie der Papillarmuskeln im
Vergleich zum Naturstoff konnte mit dem Fehlen der Reste in den Positionen 3 und 5 erklart
werden. Mit dem Anfugen zusétzlicher Reste bei der Testsubstanz PGU 112 kam es zur
Verminderung der negativ chronotropen Wirkung im Vergleich zur Grundsubstanz

Resveratrol.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurden die Wirkungen von zwei am Department fir
Medizinische/Pharmazeutische  Chemie  der  Universitit Wien  neusynthetisierten
Diarylimidazolen PGU 112 und PGU 179 an isolierten Meerschweinchenorganpréparaten
untersucht. Bei den Testsubstanzen handelt es sich um Modifikationen des Naturstoffs
Resveratrol, dem lebensverlangernde u.a. kardioprotektive Eigenschaften zugeschrieben
werden. Im Rahmen von in-vitro Untersuchungen wurde die Wirkung der Testsubstanzen auf
die glatte Muskulatur der Aorta, Arteria pulmonalis und des terminalen Ileums, sowie an der
quergestreiften Muskulatur des rechten Vorhofs und Papillarmuskels untersucht. Dabei
wurden die Substanzen PGU 112 und PGU 179 in ansteigenden Konzentrationen von 1, 3, 10,
30 und 100 pmol/l in kumulativer Form in ein Organbad eingespritzt und die Reaktion der
Organpréparate wurde mit Hilfe eines Schreibers registriert. Mit Hilfe von isometrischen
Kontraktionsmessungen war es moglich die spasmolytische Wirkung, sowie den Einfluss auf
die Inotropie und Chronotropie der Organpraparate zu untersuchen.
Nach Auswertung der Ergebnisse lasst sich mit groRer Sicherheit sagen, dass die
neusynthetisierte Verbindung PGU 112 keine statistisch signifikante Wirkung auf die
Organpréparate gezeigt hat. PGU 112 zeigte eine niedrigere Wirkung auf die Organpréaparate
als der Ausgangsstoff Resveratrol. Im Unterschied dazu zeigte PGU 179 eine eindeutige
Wirkung sowohl auf die quergestreifte, als auch auf die glatte Muskulatur, wo es fast zur
kompletter Spasmolyse und Relaxation der Organe gekommen ist.
Am rechten Vorhof wurde die positive oder negativ chronotrope Wirkung der Testsubstanzen
uberprift. Am Papillarmuskel wurde der Einfluss auf die Inotropie getestet. An der glatten
Muskulatur der anderen Organe wurde die Wirkung der Testsubstanzen PGU 112 und PGU
179 auf die Kontraktionskraft tberprift.
Die Testsubstanzen wurden untereinander und mit der Ausgangssubstanz Resveratrol
hinsichtlich ihrer chemischer Struktur und Effekte auf die Organpréparate verglichen. Es
zeigte sich, dass es durch das Fehlen der Substituenten in den Positionen 3 und 5 und das
Einfiihren des Thioethyl-Restes in Position 4° zu einer Verstdrkung der relaxierenden
Wirkung auf die Aorta und A. pulmonalis, sowie zur Steigerung der spasmolytischen
Wirkung am Darm kommt. Am rechten Vorhof konnte ein negativ chronotroper Effekt
verzeichnet werden, welcher auf der Reduktion der Substituenten basiert. Ebenfalls konnte ein
inotroper Effekt nachgewiesen werden. Der Austausch der Ethylen-Gruppierung durch einen
Imidazolring kénnte die spasmolytische Wirkung verstarken.

65



Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die Testsubstanz PGU 179 zu einer eindeutig
verstarkten dilatierenden Wirkung bei allen Praparaten der glatten Muskulatur fihrt.
Desweiteren zeigte PGU 179 ebenfalls eine negativ chronotrope Wirkung am rechten Vorhof.
Es gilt in der Zukunft neue Substanzen zu suchen, welche auf dem Naturstoff basieren, um so
ein moglichen klinischen Nutzen zu erkennen und sinnvoll einsetzen zu kénnen. Dafiir sind

die ersten Schritte getan.
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