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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Ziel dieser Diplomarbeit

Ziel dieser Diplomarbeit war es, zwei neu synthetisierte Stilbenderivate (KJ5, KJ16), auf ihre
Wirkung an isolierten Organen von Meerschweinchen zu testen. Die beiden Testsubstanzen
wurden am Institut fir Medizinische/ Pharmazeutische Chemie der Universitait Wien
synthetisiert.

Bei den Testreihen wurden erstens die méglichen inotropen und chronotropen Wirkungen
der beiden Testsubstanzen an Herzmuskelpraparaten getestet, zweitens wurde der Einfluss
der beiden Substanzen auf die glatte Muskulatur Gberpruft.

Bei den Herzmuskelpraparaten handelte es sich um isolierte Papillarmuskeln und um
isolierte Vorhofe.

Um die Wirkung auf die glatte Muskulatur zu testen, wurden die beiden Testsubstanzen an
isolierter Aorta, Arteria pulmonalis und lleum terminalis getestet.

Die erhaltenen Ergebnisse wurden anschliefend ausgewertet und mit den vorhandenen
Werten der Leitsubstanz Resveratrol verglichen.
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1.2 Resveratrol
OH

HO AN

OH
(3,47 ,5-trihydroxystilben)

Abbildung 1: Strukturformel von Resveratrol

Resveratrol ist ein Sekundarer Pflanzeninhaltsstoff, genauer gesagt ein Flavonoid aus der
Gruppe der Polyphenole. Resveratrol wirkt biologisch als Phytoalexin. Phytoalexine sind
antibiotische Stoffe, die zum pflanzeneigenen Immunsystem gehdéren. Resveratrol wird von
Pflanzen besonders dann in hoher Konzentration gebildet, wenn extreme &uRere
Bedingungen auf diese einwirken. Dabei kann es sich z.B. um Pilzinfektionen, extreme
Trockenheit oder um erhohte UV-Strahlung handeln (Celotti et al. 1996).

Chemisch gesehen handelt es sich um einen Stilbengrundkorper, der zusatzlich drei
Hydroxylgruppen aufweist. Die beiden Phenylreste sind trans-stindig Uber eine
Ethylenbricke verbunden.

1.2.1 Vorkommen und Geschichte von Resveratrol

Resveratrol wird in hohen Konzentrationen in der Schale der roten Weintraube, aber auch in
der Himbeere, Maulbeere, Erdnissen und anderen Pflanzen, wie bestimmten Knoterich
arten gefunden.

Die wichtigste Pflanze jedoch ist Vitis vinifera aus der Familie der Vitaceae. Resveratrol
konnte in den Reben, Wurzeln und Samen nachgewiesen werden, die hdchste Konzentration
wurde jedoch in den Schalen der Trauben gefunden (5-10 mg/ 100g Weintrauben, Celotti et
al. 1996).
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Rotwein war schon in der Antike als gesundheitsférderndes Getrank bekannt. Hippokrates
(460 - 370 v. Chr.) empfahl die Gabe von Wein als Beruhigungs- und Schlafmittel, als
Starkungsmittel flir Genesende und als Schmerzmedikation bei Herz-Kreislauf-
Erkrankungen. In der indischen Ayurveda-Medizin wurde bereits vor mehr als 2000 Jahren
der fermentierte Saft von roten Trauben zur Behandlung von Herzerkrankungen verwendet.
Ein Grund fir die gefaBschiitzende Wirkung von Rotwein: der Inhaltsstoff Resveratrol. Dieser
wurde erstmals 1963 im Japanischen Knoéterich (Polygonum cuspidatum) isoliert und
identifiziert. Diese Pflanze wurde in der japanischen Medizin zur Behandlung von
Entziindungen und Herzerkrankungen eingesetzt. In Weintrauben wurde Resveratrol
erstmals 1976 nachgewiesen. Vor 20 Jahren tauchte zum ersten Mal der Begriff des
"Franzosischen Paradoxon" auf. Hinter diesem Phdanomen steckt die Tatsache, dass die
Franzosen - vor allem die Slidfranzosen - trotz reichhaltiger und fettreicher Erndahrung bis zu
40% weniger kardiovaskuldaren Erkrankungen entwickeln, als andere vergleichbare
Zivilisationsgesellschaften. Eine Erklarung wurde rasch gefunden: Es ist der hohe
Rotweinkonsum der Franzosen, der sich gefdaRschiitzend auswirkt. In den letzten Jahren
zeichnete sich immer mehr ab, dass Resveratrol eine besondere Rolle bei der Erklarung
dieses Phanomens spielt (Aggarwal, B. B 2004).
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1.2.2 Wirkung von Resveratrol

Die wissenschaftlichen Studien der letzten drei Jahrzehnte belegen herz- und
gefaBschiitzende, krebshemmende, antioxidative, keimtétende und entziindungshemmende
Eigenschaften von Resveratrol.

Die physiologischen Wirkungen von Resveratrol umfassen ein breites Spektrum. Praventiv
und therapeutisch besitzt Resveratrol eine breite Anwendung und wird

o zum Zellschutz sowie bei

o Arteriosklerose,

o Krebserkrankungen,

o Demenz,

o Osteoporose und

o anderen degenerativen Erkrankungen

eingesetzt.
Antioxidativer Schutz

Wie auch andere Polyphenole besitzt auch Resveratrol eine starke antioxidative Wirkung
(Soleas et al. 2001).

Gefallschutz

Auch der Gefdllschutz beruht auf der antioxidativen Eigenschaft von Resveratrol. Es
verhindert die durch Kupfer katalysierte LDL- Oxidation wahrend die HDL- Oxidation steigt
und verhindert damit die Entstehung von arteriosklerotischem Plaque. Resveratrol
verhindert die Zusammenballung der Thrombozyten, was ebenfalls eine gefdllprotektive
Eigenschaft darstellt (Zibikowska und Olas 2000, Soleas et al. 1997, Rotondo et al. 1993).

Antikanzerogene Wirkungen

Resveratrol verhindert das Uberleben von Krebszellen, indem es ein bestimmtes Protein, das
so genannte , NF-kB” (Nuclear factor kappa B) hemmt, das fiir das Uberleben von Krebszellen
verantwortlich ist.
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1.2.3 Biosynthese von Resveratrol

Zwar kommen die Substrate fir die Synthese des Resveratrol in allen Pflanzen vor, dennoch
sind nicht alle Pflanzen befahigt Resveratrol zu synthetisieren. Der einfache Grund dafir ist,
dass ein ganz spezielles Enzym dafiir notwendig ist, namlich die Resveratrolsynthase.

Die Biosynthese von Resveratrol verlauft tiber den Shikimisdaure- Weg. Ausgangsprodukt fiir
die Biosynthese ist die Aminosaure Phenylalanin, die in allen Pflanzen vorkommt. Diese wird
Uber einige Zwischenschritte in die p- Cumarsdure umgewandelt. Im nachsten Schritt
reagiert das Enzym Resveratrolsynthase mit 4-Coumaroyl-CoA und drei Malonyl-CoA und
bildet Resveratrol (Schrdder et al. 1988, Austin et al. 2004).

Abbildung 2: Biosynthese von Resveratrol
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2 Material und Methodik

2.1 Testsubstanzen

Diese Diplomarbeit beschaftigt sich mit der Wirkung der Substanzen KJ5 und KJ16, bei denen
es sich um neu synthetisierte Verbindungen handelt und Derivate des Naturstoffs
Resveratrol darstellen. Diese beiden Substanzen wurden am Department fir Medizinische
und Pharmazeutische Chemie an der Universitat Wien unter der Leitung von Hr. Prof. Dr.
Thomas Erker synthetisiert und fir die Versuche im Rahmen dieser Diplomarbeit zur
Verfligung gestellt.

Abbildung 3: Strukturformeln der Testsubstanzen KJ5 und KJ16

S
MeO H CH; N- (2, 6-dimethylphenyl)-3,4,5-trimethoxybenzothioamid
N
MeO
H,C
OMe
KJ5
S N- Benzyl-3,4,5-trimethoxybenzothioamid
H
MeO N
MeO
OMe
KJ 16
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Es wurden taglich Stammlésungen der beiden Testsubstanzen durch I6sen in
DMSO(Dimethylsulfoxid) frisch bereitet. Durch kumulative Zugabe der Substanzen musste
eine maximale Konzentration von 100 umol/l im Organbad erreicht werden.

Dazu wurde die berechnete Menge Testsubstanz mittels Finnmikropipette zugetropft. Die zu
erreichenden Konzentrationen im Organbad betrugen 1umol/l, 3umol/l, 10mmol/I,
30umol/I, 100umol/I. In Konstanten Intervallen von 45 Minuten wurde die Konzentration
erhoht um ,steady state” Bedingungen zu erreichen.

Tabelle 1: Substanzeinwaage

Substanzeinwaage

Substanz Molare Masse M 25 ml Organbad 8ml Organbad
KJ 5 331 g/l 0,87 mg 0,26 mg
KJ 16 317g/ 0.79mg 0.25mg

11
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2.2 Versuchstiere

Fir die praktische Durchfiihrung der Untersuchungen wurden Meerschweinchen aus dem
Institut fir Labortierkunde und —Genetik in Himberg, Osterreich (Stamm DH), und Tiere aus
der Versuchstierziichtung in Dobro Voda (Slowakei, Stamm DH bzw. TRIK) herangezogen.

Es wurden sowohl weibliche als auch mannliche Tiere verwendet, deren Korpergewicht im
Durchschnitt 200-500g betrugen und ein Alter von nur wenigen Wochen aufwiesen.

Da im Rahmen dieser Diplomarbeit ausschlieBlich isolierte Organe von Meerschweinchen fiir
die Versuche verwendet wurden, wurde das Tier, nachdem es schon am Vortag, zwecks
Gewahrleistung eines konstanten Ruhetonus der glatten Muskulatur des Darms, niichtern
gestellt worden war, am Morgen durch einen gezielten Genickbruch getotet. Dieser Vorgang
wurde nur durch gelibtes Fachpersonal durchgefiihrt.

Besonders wichtig war es, im Anschluss als erstes das Herz, um einen moglichen
Sauerstoffmangel und dadurch bedingte Schadigung zu vermeiden, moglichst rasch zu
entnehmen und es, wie auch die anderen Organe, in einer Elektrolytlosung, die zusatzlich
noch mit Oxymix (95% 0,, 5% CO,) durch perlt wurde, aufzubewahren.

Abbildung 4: Versuchstier wihrend der Offnung des Thorax

12
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2.3 Physiologische Elektrolytlosung (Tyrode) und Begasung

Um die weitere Funktion und das Uberleben der isolierten Organe gewihrleisten zu kénnen,
war es notwendig, diese, sowohl fiir die Dauer der Lagerung, als auch fiir die der
Bearbeitung, in geeigneter, mit Oxymix begasten, Nahrlésung aufzubewahren.

Zur Begasung der Losung wurde Carbogen, bestehend aus 95% O, und 5% CO,, verwendet.

Diese Elektrolytlosung wurde taglich morgens frisch bereitet und ihre Zubereitung stellte
eine Voraussetzung fir die Reproduzierbarkeit der Versuche dar. Diese Elektrolytlosung
wurde nach der Vorschrift von Reiter (Reiter 1967) zubereitet und entsprach somit einer
modifizierten Krebs- Henseleit Losung.

Tabelle 2: Zusammensetzung der physiologischen Nahrl6sung

Stocklosung mmol/I

NaCl 114.90

KCl 4.73

NaHCO3 24.90

MgSO, 3.29

KH,PO,4 1.18

CaCl, 1.18

Glucose 10.00

Die Tyrode wurde fiir jeden Versuchstag am jeweiligen Morgen frisch zubereitet, dazu
wurden die oben genannten Stockldsungen, mit Ausnahme von CaCl,, in der entsprechenden
Menge in einen Rundkolben gefiillt und dieser anschlieBend mit Aqua bidestillata auf etwa
3/, des gewlinschten Volumens erganzt. Danach musste 20 Minuten mit Oxymix ( 95% O, 5%
CO,) begast werden, dann erst konnte die CaCl,- Losung langsam tropfenweise, unter
anhaltender Begasung, um die Bildung schwerl6slicher Calziumsalze und damit eintretende
Tribung zu vermeiden, zugegeben werden. War trotz dieser Reihenfolge eine Tribung
festzustellen, musste die Tyrode verworfen werden und neu angefertigt werden. Nach
diesem Schritt wurde mit Aqua bidestillata bis zur Markierung aufgefullt.

Mit der so bereiteten Tyrode wurden die zuvor mit Aqua bidestillata gereinigten Organbader
gespult und befillt. Sie diente aber auch zum Transport und zur Aufbewahrung der
einzelnen Organe.

13
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2.4 Versuchsanordnung und Apparaturen

Um eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse im Rahmen dieser Diplomarbeit bei den
Organversuchen sicherzustellen, war die Bereitstellung von konstanten physiologischen
Bedingungen, in Hinblick auf die Sauerstoffversorgung, die Temperatur und den pH- Wert,
unumganglich.

Damit diese konstanten Bedingungen eingehalten werden konnten, fanden zwei spezielle
Versuchsapparaturen, im weiteren Verlauf Apparatur | und Apparatur Il genannt,
Verwendung. Bei beiden Apparaturen handelte es sich um Organbader mit
Aufhangevorrichtungen flir Organe unterschiedlichen Typs.

Bei diesen besagten Apparaturen handelte es sich um Glasbehaltnisse, welche mit 35+ 1 C°
(-fir Musculi papillares) beziehungsweise 37 £ 1 C° (flir Arteria pulmonalis, Aorta, lleum und
Atrium) temperiertem Aqua bidestillata umspult wurden.

Diese beiden Apparaturen konnten bei allen Versuchen eingesetzt werden, mit der
Einschrankung, dass sich fir Testreihen, die den Papillarmuskel betrafen, nur Apparatur | als
geeignet erwies.

14
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2.4.1 Versuchsapparatur |

Bei dieser Apparatur handelte es sich um eine, aus Acrylglas bestehende, mit Aqua destillata
befiillte Wanne, in die das Organbad von oben eingetaucht wurde. Ein transparentes System
hatte den Vorteil, dass man wahrend eines Versuchs mogliche Fehlerquellen lokalisieren und
rasch beheben konnte. Um den jeweiligen physiologischen Anspriichen der Pradparate
gerecht zu werden, wurde die Badetemperatur, mittels Thermostat (-,HAAKE” von Thermo
Fisher Scientific) und Heizspirale fir Versuche am Papillarmuskel auf 35 + 1C° und fir alle
anderen auf 37 £ 1 C° eingestellt.

Das Organbad selbst wurde mit Tyrode befillt und von unten mit Oxymix durch-perlt, um
optimale Sauerstoffversorgung und damit auch konstante physiologische Bedingungen
gewahrleisten zu kénnen.

Je nach Praparat unterschied sich der Versuchsaufbau nur in Art und Weise der Befestigung
geringflgig.

In die Organkammer ragte eine Aufhdngevorrichtung mit Organhalterung und einer
Elektrode am unteren Ende. Die Aufhdngevorrichtung war an einem Stativ angebracht, das
mit Grob- und Feintrieb versehen war. Damit konnte das Organ in die Kammer abgesenkt
werden und die notwendige Vorspannung erreicht werden. An der Aufhangevorrichtung war
ein Silberdraht befestigt, welcher den mit einem Silberhaken versehenen Papillarmuskel
hielt und mit dem Stativ verbunden war. Das freie Ende des Papillarmuskels wurde an eine
Platinelektrode mittels Kunststoff-Schraubklemme befestigt.

Sobald das Praparat so fixiert worden war, konnte man es mit dem Stativschlitten bequem
und einfach in die Muskelkammer absenken, und nun musste nur noch mittels Feintrieb die,
je nach Organ unterschiedliche, notige Vorspannung eingestellt werden, um die maximale
Kontraktionskraft zu erreichen.

Der Kraftwandler, welcher das eigentliche Messinstrument darstellte, befand sich als oberer
Teil der Organhalterung oben auf dem Stativ, und hatte die Aufgabe die Kontraktionen des
Praparats in Stromimpulse zu transformieren. Diese wurden zu einem Verstarker
Transbridge TM-4 Channel Transducer Amplifier (World Precision Instruments, Sarasota, FL,
USA) geleitet, welcher zur Messung der Kraft unter isometrischen Bedingungen diente. Die
Ergebnisse wurden als Linien bzw. Ausschldge auf einen Schreiber (Flatbed Recorder BD-112
Dual- Channel; Firma Kipp & Zonen, NL) Gbertragen.

15
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Abbildung 5: Versuchsapparatur |; Darstellung des Querschnitts der Apparatur
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2.4.2 Versuchsapparatur Il

Mit dieser Apparatur wurden die Versuche mit den Organen Atrium, Arteria pulmonalis,
Aorta und lleum terminalis durchgefuhrt.

Die Hauptunterschiede zu der eben besprochenen Apparatur | bestanden in der Ausfiihrung
des Organbades und der Befestigungseinheit der Organhalterung.

Bei Apparatur Il handelte es sich nicht, wie vorher, um eine auf dem Labortisch stehende
Acrylwanne, sondern um eine Muskelkammer aus doppelwandigem Glas, zwischen deren
Wanden temperiertes Aqua bidestillata zirkulierte, das tiber Schlauchanschlisse zu- und
abfloss.

Das mittels Stativklemmen am Rahmen befestigte Organbad wurde durch einen seitlich
gelegenen Zugang mit Oxymix begast und hatte zur leichteren Handhabung einen, sich am
Boden befindenden -Abfluss, der durch Quetschklemmen verschlossen werden konnte. Dies
ermoglichte ein erheblich erleichtertes Wechseln der Tyrode oder auch das Durchspiilen der
Praparate.

Zur Organaufhangung standen ein Silberdraht am Steg, sowie ein zweiter, mit der
Aufhangevorrichtung des Kraftwandlers verbundener, Befestigungsdraht zur Verfiigung.

Auch hier war beim Einbringen der Praparate darauf zu achten, diese weder zu lange
unversorgt zu lassen, noch sie durch Zug oder Druck zu beschadigen. Nach so erfolgter
zugiger Befestigung senkte man die Versuchsobjekte, so dass sie vollstandig bedeckt waren,
in die Nahrlosung ein und konnte nun tber das Mikrometer die spezifische Vorspannung
einstellen. Dies war Voraussetzung fir das Erreichen der Kontraktionsmaxima.

Die Ubertragung und Aufzeichnung der Ergebnisse erfolgten analog zur Apparatur |.
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Abbildung 6: Versuchsapparatur Il

1 Kraftwandler 4 Aufhangevorrichtung
2 Mikrometer 5 Gaszufuhr
3 Organhalterung 6 Organbad
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2.4.3 Kraftwandler

Der Kraftwandler sorgte mit Hilfe eines Transducers samt Verstarker (AE875 Aksjeselkapet
Mikro-Elektronik, Horten, Norwegen) fir die Umwandlung eines mechanischen Reizes in

eine elektrische Kennzahl.

So wurde die Konzentrationsanderung des laufenden Versuchs mit einem ,,Flatbed
Recorder” (BD 112 dual Chanel, Kipp & Zonen, Netherlands) auf ein Millimeterpapier

aufgezeichnet.

Zum besseren Verstandnis der Signalgewinnungskaskade dient nachfolgende Abbildung.

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Kraftwandlers

4-Channel Transducer
Amplifier

Kraftwandler

h T

Schreiber
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2.4.4 Gasversorgung

Die Gasversorgung wurde Uber eine zentrale Gasleitstelle geregelt, welche eine
gleichbleibende Intensitat und Gasqualitat ermdglichte. Von den einzelnen Ventilen an den
Arbeitsplatzen im Laboratorium fiihrten Plastikschlauche zu den Versuchsapparaturen, die
am Ende mit einer Fritte, zwecks feiner Zerstdubung des Gasstroms im Organbad, versehen
waren. Um die ausstromende Gasmenge regulieren und dem Bedarf anpassen zu kénnen,
wurden Schraubklemmen an den Schlauchen angebracht.

Zur Verwendung kam ein Gasgemisch aus 95% O, und 5% CO, mit der Bezeichnung Oxymix.

Die Begasung mit diesem Gemisch musste lber die gesamte Versuchsdauer aufrechterhalten
werden, um folgende Parameter zu gewahrleisten:

¢ ausreichende Sauerstoffversorgung der isolierten Organe

e Einhaltung und Aufrechterhaltung des physiologischen pH- Wertes von 7.2-7.4 im
Organbad

e optimale, homogene Verteilung der Testsubstanz in der, das Praparat umgebenden,
Tyrode.

Auf Grund der Wichtigkeit der konstanten Carbogenversorgung wurde bei Apparatur | ein
transparentes Wasserbad gewahlt, um die Gaszufuhr ins Organbad jederzeit kontrollieren zu
kénnen.
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2.5 Isolierung und Praparation der Organe

Die folgende Reihenfolge der angefiihrten Organe spiegelt den zeitlichen Ablauf der
Entnahme wieder und wurde stets beibehalten, um die Reproduzierbarkeit der Versuche zu
gewahrleisten.

2.5.1 Entnahme des Herzens und Isolierung der Arteria pulmonalis

Sofort nach der Tétung des Tieres wurde der Brustraum geoffnet und das noch schlagende
Herz entnommen und sofort in eine mit Oxymix durch-perlte Elektrolytlosung libergefiihrt.
Dann wurde das Herz vorsichtig mit Daumen und Zeigefinger massiert, um noch das
vorhandene Blut im Organ zu entfernen, damit dieses nicht gerinnen konnte. Nach diesem
Prozedere konnte nun mit der eigentlichen Praparation begonnen werden.

Dazu wurde das Organ in eine zuvor vorbereitete Petrischale, welche mit einem Korkboden
ausgelegt, als Randbegrenzung mit einem Plastikschlauch versehen und mit Elektrolytlosung
befillt war, -lUberfiihrt. Unter kontinuierlicher Begasung wurde nun das Herz unter einem
Mikroskop prapariert. Als verwendete Instrumente dienten Pinzetten, Federgriff-
Mikroscheren, als auch Prapariernadeln um das Organ in der Petrischale zu fixieren.

Der zu entnehmende Teil der Arteria pulmonalis wurde so nah wie moglich am Truncus
pulmonalis des Herzens abgetrennt und in mehreren Arbeitsschritten von Fett- und
Muskelgewebe gesdaubert und bis zu ihrer weiteren Verwendung in Becherglasern mit
Elektrolytlésung unter Begasung aufbewahrt.

2.5.2 Isolierung des Atrium dexter

Sobald lberschiissiges Fett- und Muskelgewebe entfernt worden war, konnte mit der
Isolierung des Atriums dexter begonnen werden. Dazu wurde das Perikard vorsichtig
gedffnet, um den Sinusknoten nicht zu beeintrichtigen. Eine zu starke Uberdehnung des
Herzgewebes war zu vermeiden. AnschlieRend wurde das Atrium dexter entnommen.

In einer mit Elektrolytlosung befillten und begasten Petrischale wurde der Atrium an der
unteren Spitze und am oberen Ende, wo Fettgewebe zur Befestigung nicht entfernt wurde,
mittels Prapariernadeln fixiert. An diesen beiden Stellen wurden mittels Bindfaden Haken
aus Silberdraht befestigt. Diese dienten in weiterer Folge der Befestigung im Organbad.

Der fertig praparierte Atrium wurde bis Versuchsbeginn in Elektrolytldsung unter Begasung
aufbewahrt.
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2.5.3 Isolierung der Musculi papillares

Unter dem Mikroskop wurden die, wie oben erklart, von den Vorhéfen getrennten,
Kammern nun entlang des Septums hin zur Spitze aufgeschnitten, aufgeklappt und mit
Stecknadeln fixiert. Die nun sichtbaren Papillarmuskeln wurden nun von Purkinje-Fasern
befreit, um die Gefahr einer stérenden Aktivierung ihrer Schrittmachertatigkeit zu
eliminieren. Im darauffolgenden Schritt wurde mit einem Bindfaden ein Silberhdkchen an
den Ansatz der Papillarmuskelsehne fixiert und anschliefend die Sehne durchtrennt und die
Papillarmuskeln vorsichtig herausgeldst. Verwendet wurden nur Muskeln ab einem
Durchmesser von 0,87 Millimeter (Koch-Weser 1963). Danach folgte wieder die
obligatorische Aufbewahrung in einer begasten Elektrolytlésung bis zu ihrer Verwendung.

2.5.4 Isolierung des lleum terminalis

Nach der Entnahme des Herzens wurde der Bauchraum behutsam weiter ge6ffnet, um den
Darm freizulegen. Dieser wurde mit den Handen herausgezogen und bei Bedarf von
Uberschissigem Mesenterium befreit. Dabei durfte unter keinen Umstanden das Gewebe
verletzt werden. Hatte man nun das untere Ende des Darms, nahe dem Caecum vor dem
Bereich des Dickdarms lokalisiert, wurde ein circa 20 cm langer Abschnitt mit unterschiedlich
farbigen Bindfaden abgeschniirt und dann mit einer Schere extrahiert. Dieser Teil des lleums
wurde bis zur weiteren Verwendung in Elektrolytldsung unter Begasung aufbewahrt.

Die eigentliche Praparation des lleum terminalis fand wieder unter einem Mikroskop, in
einer mit Elektrolytlésung befillten und begasten Petrischale statt. Dazu wurde ein etwa
5cm langes Teilstliick vom unteren Ende des zuvor extrahierten Darms abgetrennt und in der
Petrischale mittels Prapariernadeln fixiert. Im nachsten Schritt wurde dieses Teilstiick mit
Hilfe einer Pasteur-Pipette und einer Elektrolytlosung gereinigt. War der Darminhalt
vollstandig entfernt konnte nun eventuell anhaftendes Fettgewebe entfernt werden.

Wichtig dabei war, die glatte Muskulatur des Dinndarms nicht durch GbermaRiges Dehnen
zu verletzen.

Dann wurden vom lleum terminalis ca. 1cm lange Stlicke mit einer Federgriff-Mikroschere
abgetrennt, wobei der jeweils obere Teil des Darmes mit Prapariernadeln fixiert wurde. An
den beiden so entstandenen Enden wurden mittels unterschiedlich farbigen Bindfaden
Silberhaken befestigt, die als spatere Halterung in den Organbadern dienen sollten. Dabei
durfte das Lumen nicht verschlossen werden, um auch ein luminales Zirkulieren zu
ermoglichen. Die fertig praparierten Dinndarmpraparate wurden bis zu Versuchsbeginn in
Elektrolytlosung unter Begasung aufbewahrt.
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2.5.5 Isolierung und Praparation der Aorta

Nach Entnahme der anderen Organe konnte man nun mit der Isolierung der Aorta beginnen.
Da man fiir die Versuche nicht den Aortenbogen, sondern das oberhalb des Herzens
gelegene Aortenteilstiick benétigte, war eine totale Offnung des Brustkorbs unumganglich.
Dazu wurde der Brustkorb mit Hilfe einer Schere vollstandig ge6ffnet, danach wurden noch
anhaftende Lungengewebsreste sowie bereits geronnenes Blut heraus gesplilt und das
Zwerchfell eingeschnitten. Im nachsten Schritt wurde die Wirbelsaule nach vorne gedriickt,
um den Zugang zu der direkt an dieser gelegenen Aorta zu erleichtern. Dann wurde die Aorta
am cranialen Ende mit einer Pinzette fixiert und mit einer Feder-Mikroschere caudal
abgeldst. Uberdehnungen und Verletzungen des Organs waren zu vermeiden. Das
extrahierte Organ wurde anschlieRend in Elektrolytlésung unter Begasung aufbewahrt.

Die weiteren Schritte der Praparation, wie die Reinigung von noch vorhandenem
Fettgewebe, sowie gestocktem Blut und das Trennen in jeweils 2 bis 3 Millimeter breite,
ringformige Segmente, erfolgten unter einer Lupe in begaster Elektrolytlosung. Sowohl bei
der Isolierung, als auch bei der Praparation war darauf zu achten, dass das Praparat weder
zu stark gedehnt noch mit dem Pradparationsbesteck verletzt worden war. Deshalb wurden
alle Segmente auf Loécher und Einschnitte kontrolliert, bevor die Aorta-Ringe in
Elektrolytlosung unter Begasung aufbewahrt wurden.

Abbildung 8: Ringformig geschnittene Aortensegmente
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2.6 Durchfiihrung der Versuche

Die Versuche wurden jeden Tag mit gleichbleibender Methodik und unter identen
Bedingungen durchgefiihrt (Reiter 1967). Daflir standen im Labor acht Organbader zur
Verflgung. Taglich wurde eine frische Elektrolytlosung hergestellt und je ein Versuchstier zur
Organentnahme verwendet. Ebenso erfolgte die Praparation der einzelnen Organe jeweils
vor Beginn der Versuche auf die gleiche Art und Weise.

2.6.1 Versuchsablauf bei Arteria pulmonalis

Zuerst wurde das Organbad mit Aqua bidestillata griindlich gereinigt und anschlieBend mit
Elektrolytlésung zweimal gespilt und dann mit Elektrolytlosung befillt und begast.
Gleichzeitig wurde das Wasserbad auf die bendtigte Temperatur von 37 £ 1 C° erwarmt.

Hatte man die notwendigen Vorrausetzungen geschaffen, konnte mit der Einbringung des
Organs begonnen werden. Dazu wurde ein, -wie in Abschnitt 2.3.1 erwahntes prapariertes
Teilstlick der Arteria pulmonalis zligig in das Organbad transferiert. Dieses wurde zwischen
dem Silberdraht der Aufhangevorrichtung und dem unteren Ende der Organhalterung,
ahnlich einem Gummiring, eingespannt. Hier war sehr wichtig, dass das Organ weder zu lang
mit Oxymix unterversorgt war, noch beim Einspannen zu stark gedehnt wurde. Denn dies
flhrte meist zu irreversiblen Schaden am Organ.

Nun konnte die Organhalterung mitsamt dem fixierten Praparat in die, mit Krebs-Henseleit-
Tyrode befiillte, Kammer abgesenkt werden, bis sich das Organ etwa 1lcm unter der
Oberflache befand.

Danach erfolgte der Vorgang des Vorspannens: Schreiber (,,Flatbed Recorder” BD 112 dual
Chanel, Kipp & Zonen, Netherlands) und Verstarker (,, Transbridge™” Verstarker 4-Channel
Transducer Amplifier, World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) wurden eingeschaltet
und mittels Positionswahlschalter die Nulllinie definiert. Anschliefend wurde mit dem
Feintrieb der Organhalterung die Vorspannung von 9.81mN bzw. 1g eingestellt, was einer
GroRenordnung von 10 cm am Schreiber entsprach, um die Kontraktionskraftmaxima
erreichen zu kénnen.

Dann erfolgte eine 20 miniitige Anpassungsphase.
Nach dieser Zeitspanne konnte mit der Vorkontraktion begonnen werden.

Um eine Vorkontraktion auszulésen, und die darauf moglichen Veranderungen der
Kontraktionskraft durch kumulative Zugabe der Testsubstanz, messen zu kénnen, wurde die
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Nahrlésung im Organbad durch 25 ml Kaliumchlorid- Lésung (0.67g KCL in 100ml
Elektrolytlosung) ersetzt. Praktisch zeitgleich wurde der Schreiber, eingestellt auf 5 mV /
speed 1 (mm / min) bei 10 cm mittels ,record on” und ,pen down” zur Aufzeichnung
aktiviert. Ab hier wurde der Versuch auf Millimeterpapier aufgezeichnet. Die Arterie wurde
nun durch die Kaliumchlorid- Losung kontrahiert. War die maximale Kontraktion erreicht, die
konnte man am Schreiber durch ein Plateau erkennen, konnte mit der kumulativen Zugabe
der gelosten Testsubstanz begonnen werden.

Begonnen wurde mit der niedrigsten Konzentrationsstufe, wobei in Abstanden von 45
Minuten jeweils die nachst hohere Konzentration zugesetzt wurde. Die Zugabe erfolgte mit
Finnpipetten.

Flr eine ordentliche Aufzeichnung der Verlaufskurve war es wichtig darauf zu achten, weder
die Organhalterung, noch den Formwandler wahrend des Versuches versehentlich (zum
Beispiel beim Zugeben der Testsubstanz mit der Finpipette) zu beriihren, da das zu
fehlerhaften Ausschlagen in der Dokumentation gefiihrt hatte.

Ziel war es Verdanderungen der Kontraktionskraft, die durch die Testsubstanz bedingt
worden war, zu erfassen.

2.6.2 Versuchsablauf bei Aorta

Auch hier musste selbstverstandlich vor Beginn des Versuches sichergestellt werden, dass
weder Verunreinigungen, noch fehlende Voraussetzungen einen ordnungsgemalen
Versuchsablauf behinderten. Entsprachen alle den notwendigen Anspriichen, konnte mit
dem Versuch begonnen werden.

Das Aorten stick, wie unter 2.3.5 besprochen isoliert und prapariert, wurde rasch in das
Organbad eingebracht, das zuvor mit Elektrolytlosung auf 25 ml aufgefillt, temperiert und
begast wurde. Die Fixierung im Organbad entsprach der von Arteria pulmonalis. Auch hier
galt natlrlich, dass das Organ ohne Verletzungen und ohne unndétige Zeitverzégerung in das
Organbad eingebracht werden musste.

War nun die Aorta richtig positioniert verlief die Anpassungsphase, die Kontraktion mit
Kaliumchlorid- Losung, die Aufzeichnung und die Substanzzugabe analog, wie bei Arteria
pulmonalis.
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2.6.3 Versuchsablauf bei terminalem lleum

Mit dem Versuch konnte begonnen werden, sobald die Voraussetzungen, wie bei Arteria
pulmonalis und Aorta besprochen wurden, vorherrschten.

Die, wie unter 2.3.4 beschrieben, praparierten Teilsegment des terminalen lleum wurden
vorsichtig so in die Versuchsapparatur eingebracht, dass das jejunale Ende nach oben und
das caecale Ende nach unten wiesen und beide offen blieben, um eine Durchspilung des
Lumens wahrend des spateren Versuchsablaufs zu gewahrleisten.

Im Anschluss wurde der Schreiber und Verstarker aktiviert um dann mittels des Feintriebs
eine Vorspannung von 4.9mN (entsprechend 0.5g) angelegt, was einen Unterschied zu den
beiden zuvor besprochenen Organen darstellte.

In der nun folgenden, 20 minitigen Anpassungszeit konnte Gber den Feintrieb die Spannung,
wenn notig, immer wieder nachjustiert werden.

Sobald sich eine konstant bleibende Peristaltik des lleums eingestellt hatte, die deutlich an
einem ruhig bleibenden Schreiberarm zu erkennen war, konnte auch hier die Aufzeichnung
des Versuchs begonnen und mit einer 25 ml Kalium- Chlorid- Losung, diese besal’ im
Gegensatz zu Arteria pulmonalis / Aorta eine andere Konzentration (0.45g KCl in 100ml
Elektrolytlosung), kontrahiert werden.

Hierbei kam es nach Austausch der Tyrode gegen die KCI- Loésung zu einer sofortigen
Kontraktion des Praparats, die am Anfang der Aufzeichnung deutlich als Ausschlag zu
erkennen war. Im Anschluss daran sank die Konzentrationskraft etwas ab, um dann wieder
auf ein Maximum, gekennzeichnet durch ein Plateau, anzusteigen.

Wurde dieses erreicht konnte mit der kumulativen Zugabe der Testsubstanz im Abstand von
jeweils 45 Minuten Einwirkzeit begonnen werden.
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2.6.4 Versuchsablauf bei Atrium dexter

Um die Funktionsfahigkeit des Organs aufrecht zu erhalten, wurde der Vorhof ohne weitere
Verzogerungen sofort nach der Praparation in die Organhalterung eingespannt und in das,
optimal vorbereitete, Organbad abgesenkt.

Nach Inbetriebnahme von Schreiber und Verstarker wurde eine Vorspannung von 10,4 mN
angelegt, um wahrend des Versuchs die maximale Kontraktionskraft zu erreichen. Aufgrund
der Plastizitdt des Organs war es notwendig wahrend des gesamten Versuchsablaufes diese
immer wieder nachzukorrigieren.

Im Anschluss an eine 60 minltige Anpassungszeit folgte die so genannte Kontrollphase, in
der in 5- Minuten Abstanden die Schlagfrequenz aufgezeichnet wurde, um nach dem
Erreichen einer Konstanz mit der Substanzzugabe beginnen zu kénnen. Ab diesem Zeitpunkt
wurde im Rahmen der kumulativen Zugabe alle 5 Minuten aufgezeichnet und in Abstdanden
von jeweils 45 Minuten die nachst hohere Konzentration eingebracht.

Die Messung und damit die Aufzeichnung der Schlagfrequenz erfolgte Gber 6cm des
Millimeterpapiers mit 5mm/s Papiervorschub des Schreibers.

2.6.5 Versuchsablauf bei Musculi papillares

Der, nun an einem Ende mit einem Hakchen versehene, Papillarmuskel wurde in der
Apparatur | fixiert, die wiederum optimale Bedingungen bot, indem man den am Praparat
befestigten Haken mit dem Silberdraht erfasste und das andere, freie Ende mittels einer
kleinen Kunststoffplatte tiber einen Schraubmechanismus festklemmte, um so den Kontakt
mit der Silber-Kathode herzustellen.

Nach diesem Vorgang wurde die Vorrichtung in das Organbad (auf 35 * 1°C temperiert)
eingebracht und eine Vorspannung von 3,92mN angelegt, welche es wahrend des gesamten
Versuchsablaufs behutsam nach zu justieren galt, um eine scheinbare Abnahme der
Kontraktionskraft durch Verringerung der Ausgangspannung zu verhindern (Reiter 1967).

Da der Papillarmuskel im Gegensatz zu den, durch den Sinusknoten autonom schlagenden,
Vorhofpraparaten, eben dieses Verhalten nicht ohne Impulsgabe von aulSen aufwies, musste
er durch gezielte elektrische Reizung zur Kontraktion angeregt werden. Diese erfolgte mit
Hilfe des Reizgerat Accupulser A310 (World Precision Instrument Hamden, FL, USA).
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Im Anschluss an eine Anpassungszeit, die teilweise 1-2 Stunden dauern konnte, wurde das
Praparat mittels Rechteckimpulsen von 3ms Dauer bei einer Frequenz von 1Hz und einer
10% Uber der minimalen Reizschwelle liegenden Stromstarke angeregt. Zur Gewahrleistung
regelmafRiger Kontraktionen war die Stromstarke so gering wie moglich zu wahlen, um auch
etwaige Verfdlschungen der Ergebnisse durch vollige Entleerung der Catecholaminspeicher
zu verhindern (Furchgott et al. 1959)

In der nun folgenden Kontrollphase, die sich Uber in etwa 45 Minuten erstreckte, wurden
alle 10 Minuten drei aufeinander folgende Kontraktionsamplituden aufgezeichnet, um
sobald sich eine Konstanz der Amplituden eingestellt hatte, mit der kumulativen Zugabe der
Testsubstanz in 45- Minuten-Abstanden, sowie der Aufzeichnung 3er Ausschlage alle 5
Minuten beginnen zu kénnen.
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2.7 Auswertung der Ergebnisse

2.7.1 Atrium dexter

Bei der Auswertung der Versuche am rechten Vorhof wurde die Schlagfrequenz dieses
autonomen Zentrums als MessgroRe herangezogen; diese wurde durch den Schreiber
(Papiervorschub 5mm/s) (iber eine Dauer von 12 Sekunden, entsprechend einer
Aufzeichnungsstrecke von 6 Zentimeter, dokumentiert und in Folge nach handischem
Abzahlen der Ausschlage mit dem Faktor 5 multipliziert , um so die Anzahl der Kontraktionen
pro Minute zu erhalten. Dieser Wert vor der kumulativen Zugabe der Testsubstanz stellte
den Kontrollwert und damit 100% dar.

2.7.2 Musculi papillares

Untersucht wurde die Kontraktionskraft und in mN gemessen. Dazu wurde jeweils nach 5
Minuten die Kontraktionsamplitude aufgezeichnet und mit einem Lineal vermessen. Das
Messergebnis wurde mit dem Eichfaktor der Versuchsapparatur multipliziert und statistisch
erfasst.

2.7.3 Arteria pulmonalis, Aorta und lleum terminalis

Die Aufzeichnungen der Versuche an Arteria pulmonalis, Aorta und terminalem lleum, also
von Praparaten deren Kontraktionskraft und deren Verdanderung dokumentiert wurden,
stellten eine Kurve dar. Um zu verwertbaren Daten zu gelangen wurde nun mittels Lineal der
Abstand zwischen Nulllinie und jenem Punkt der Plateaueinstellung, dem so genannten
steady state, gemessen und als 100% angenommen; von da ab wurde bei jeder
Substanzzugabe deren Zeitpunkt auf dem Graphen markiert und als Endergebnis der jeweils
vorhergegangenen Kontraktionsstufe angenommen. Diese, im Rahmen der alle 45 Minuten
stattfindenden kumulativen Substanzzugabe, gewonnenen Werte, wurden nun mit dem
Eichfaktor multipliziert um auf Ergebnisse in mN zuriickgreifen zu kénnen.

Um Verfalschungen der Ergebnisse durch den Eigeneffekt des Losungsmittels DMSO
auszuschlieBen, wurde dessen Wirkung in Form von Blindversuchen, also der kumulativen
Zugabe des reinen Losungsmittel (ohne Substanz), ermittelt und in die Berechnung der
Daten miteinbezogen.
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Von den so erhaltenen Messwerten wurden arithmetischer Mittelwert samt Standartfehler
(SEM) errechnet, um diese nun in Konzentrations-Wirkungskurven darstellen und auf
graphischem Wege hier die ECso- Werte ermitteln zu kénnen.

Unter Verwendung des gepaarten Student-t-Tests wurden die Messergebnisse hinsichtlich
ihrer Signifikanz beurteilt. Es wurden die Messwerte in mN und nicht in Prozent verwendet,
da bei letzteren der Vergleichswert keine Streuung aufweist und somit eine hoéhere
Signifikanz  vorgetduscht worden wadre. Zusatzlich war die Berechnung der
Irrtumswahrscheinlichkeit P nétig, die angibt, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, einen
Wert der Grundgesamtheit irrtiimlich als nicht zu ihr gehorig anzunehmen (Sachs 19939).

Bei P < 0.05 (5%) bzw. P < 0.01% (1%) wurden die Werte als signifikant bezeichnet, bei P <
0.001 (0.1%) als hochsignifikant.

Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe des Programms ,Sigma Plot 8.0”
ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Testsubstanz KJ5

3.1.1 Wirkung auf Arteria pulmonalis
Die Versuche wurden,- wie in Abschnitt 2.4.1 beschrieben, durchgefiihrt. Nach 5 Versuchen
ergab sich ein Mittelwert der Kontrolle, welcher mit 12.55 + 0.84 mN zu 100 % der
Kontraktionskraft entsprach.

Tabelle 3: Wirkung von KJ5 auf Arteria pulmonalis

KJ5 fcxSEM fctSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n
Kontrolle 12.55+0.84 0+0 5 -
1 12.19+0.74 -2.69+0.57 5 n.s.
3 11.65+0.61 -6.82+1.32 5 n.s.
10 10.99+0.54 -11.99+1.56 5 n.s.
30 9.77+0.58 -21.97+1.05 5 0.05
100 9.03+0.63 -28.02+0.97 5 0.05

Legende zu Tabelle 3:

Die Tabelle zeigt die verschiedenen Konzentrationen der zugegebenen Testsubstanz,
Mittelwerte der Kontraktionsanderung mit Standartfehlern in mN und Prozent (%) sowie die
Anzahl der durchgefiihrten Versuche und deren Irrtumswahrscheinlichkeit (P).
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Abbildung 9: Konzentrations-Wirkungskurve von KJ5 an Arteria pulmonalis
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Legende zu Abbildung 9:

Der Graph zeigt die Veranderung der Konzentrationskraft der Arteria pulmonalis bei
kontinuierlicher Erhéhung der Konzentration der Testsubstanz KJ5.

Die Abszisse zeigt die Anderung der Kontraktionskraft in Prozent (%), die Ordinate hingegen
die zugegebenen Konzentrationen in pmol/I.

Die Mittelwerte der jeweiligen Konzentration wurden als Punkte, ihre Standartfehler als
Balken dargestellt.
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Abbildung 10: Vasodilatierende Wirkung von KJ5 bei Arteria pumlonalis
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Legende zu Abbildung 10:

Die Konzentrationskurve zeigt die Anderung des Muskeltonus nach Zugabe der Testsubstanz
KJ5. Das Intervall der Zugabe betrug 45 Minuten.
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3.1.2 Wirkung auf die isolierte Aorta
Das Organ wurde zunachst mit KCL-Losung vorkontrahiert und anschlieend mit der

Testsubstanz KJ5 in verschiedenen Konzentrationen beschickt.

Nach 5 Versuchen wurde der Mittelwert des Kontrollwertes errechnet und die weiteren
Ergebnisse zu diesem in Relation gesetzt. Der Kontrollwert betrug 8,59 £ 0.43 mN.

Tabelle 4: Wirkung von KJ5 auf die Aorta

KJ5 fctSEM fctSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit

(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n

Kontrolle 8.59+0.43 0+0 5 -
1 8.61+0.43 0.28+0.40 5 n.s.
3 8.60+0.42 0.19+0.72 5 n.s.
10 8.43+0.45 -1.97+0.93 5 n.s.
30 8.09+0.45 -5.87+1.60 5 n.s.
100 7.90+0.54 -8.32+2.42 5 n.s.

Legende zu Tabelle 4:

Die Tabelle zeigt die verschiedenen Konzentrationen der zugegebenen Testsubstanz,
Mittelwerte der Kontraktionsdanderung mit Standartfehlern in mN und Prozent (%) sowie die
Anzahl der durchgefiihrten Versuche und deren Irrtumswahrscheinlichkeit (P).
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Abbildung 11: Konzentrations-Wirkungskurve von KJ5 bei der Aorta

Aorta, KJ5
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Legende zu Abbildung 11:
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Konz.(umol/1)

Der Graph zeigt die Verdanderung der Konzentrationskraft der Aorta bei kontinuierlicher

Erh6hung der Konzentration der Testsubstanz KJ5.

Die Abszisse zeigt die Anderung der Kontraktionskraft in Prozent (%), die Ordinate hingegen
die zugegebenen Konzentrationen in umol/Il. Die Mittelwerte der jeweiligen Konzentration
wurden als Punkte, ihre Standartfehler als Balken dargestellt.
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Abbildung 12: Originalaufzeichnung der vasodilatierenden Wirkung der Testsubstanz KJ5
auf die isolierte Aorta.
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Legende zu Abbildung 12:

Die Konzentrationskurve zeigt die Anderung des Muskeltonus nach Zugabe der Testsubstanz
KJ5. Das Intervall der Zugabe betrug 45 Minuten.

36



Ergebnisse

3.1.3 Wirkung von KJ5 auf lleum terminalis

Das Organ wurde zunachst mit KCL-Losung vorkontrahiert und anschlieBend mit der
Testsubstanz KI5 in verschiedenen Konzentrationen beschickt. Der Kontrollwert betragt
15.26 £ 2.45 mN. Bereits ab der ersten Konzentration ist eine kontinuierliche Abnahme der
Kontraktion zu erkennen. Ab einer Konzentration von 10umol/l wird eine extrem deutliche
Abnahme sichtbar, welche sich in einem steilen Abfall des Graphen und einem errechneten
ECso—Wert von 25.5umol/l zeigte.

Tabelle 5: Wirkung von KJ5 auf lleum terminalis

KJ5 fctSEM fctSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n
Kontrolle 15.2642.45 0+0 5 -
1 15.12+2.69 -2.03+1.78 5 n.s.
3 14.22+2.54 -7.83+2.28 5 n.s.
10 11.90+2.09 -22.56+2.74 5 0.05
30 6.15+0.90 -58.30+4.35 5 0.01
100 1.79+0.53 -89.02+2.05 5 0.01

Legende zu Tabelle 5:

Die Tabelle zeigt die verschiedenen Konzentrationen der zugegebenen Testsubstanz,

Mittelwerte der Kontraktionsdanderung mit Standartfehlern in mN und Prozent (%) sowie die

Anzahl der durchgefiihrten Versuche und deren Irrtumswahrscheinlichkeit (P).
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Abbildung 13: Konzentrations- Wirkungskurve von KJ5 bei lleum terminalis
lleum terminalis, KJ5
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Legende zu Abbildung 13:

Der Graph zeigt die Verdanderung des Muskeltonus bei lleum terminalis bei kontinuierlicher
Erhohung der Konzentration der Testsubstanz KJ5.

Die Abszisse zeigt die Anderung der Kontraktionskraft in Prozent (%), die Ordinate hingegen
die zugegebenen Konzentrationen in umol/I. Die Mittelwerte der jeweiligen Konzentration
wurden als Punkte, ihre Standartfehler als Balken dargestellt
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Abbildung 14: Originalaufzeichnung der spasmolytischen Wirkung der Testsubstanz KJ5 auf
das terminale lleum
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Legende zu Abbildung 14:

Die Konzentrationskurve zeigt die Anderung des Muskeltonus nach Zugabe der Testsubstanz
KJ5. Das Intervall der Zugabe betrug 45 Minuten.
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3.1.4 Wirkung auf die Schlagfrequenz des isolierten Atrium dexter

Bei den Versuchsreihen an den spontan schlagenden Vorhofen ergab sich ein Kontrollwert
(100%) von 231 + 4 Schlagen/min. Erst ab einer Konzentration von 10umol/l war eine
Abnahme der Schlagfrequenz zu beobachten. Jedoch ein ECso—Wert war nicht zu erreichen.

Tabelle 6: Wirkung von KJ5 auf die Schlagfrequenz des Atrium dexter

KJ5 f+SEM f+SEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n
Kontrolle 23144 040 5 -
1 218+9.16 -5.78+2.58 5 n.s.
3 219+11.44 -5.40+3.65 5 n.s.
10 216+10.65 -6.64+3.48 5 n.s.
30 186+12.49 -19.71+4.70 5 0.05
100 178+12.51 -23.07+4.87 5 0.05

Legende zu Tabelle 6:

Anhand der Tabelle werden die arithmetischen Mittelwerte der Schlagfrequenz (f) des
Sinusknoten pro Minute, die entsprechenden Standardfehler (SEM), sowohl in Schlagen/min,
als auch in %, sowie die Konzentrationsstufen der Testsubstanz (umol/l) und die Anzahl der

Versuche (n) ersichtlich.
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Abbildung 15: Graphische Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurve von KJ5 auf den
Atrium dexter
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Legende zu Abbildung 15:

Der Graph zeigt die Veranderung der Schlagfrequenz des Atrium dexter bei kontinuierlicher
Erhdhung der Konzentration der Testsubstanz KJ5.Die Abszisse zeigt die Anderung der
Schlagkraft in Prozent (%), die Ordinate hingegen die zugegebenen Konzentrationen in
umol/I. Die Mittelwerte der jeweiligen Konzentration wurden als Punkte, ihre Standartfehler
als Balken dargestellt.
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Abbildung 16: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz KJ5 auf die

Schlagfrequenz von Atrium dexter
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Legende zu Abbildung 16:
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Die Originalaufzeichnung zeigt eine Abnahme der Schlagfrequenz unter kumulativer

Konzentrationserhohung der Testsubstanz KJ5 in Abstanden von 45 Minuten.
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3.1.5 Wirkung von KJ5 auf Musculi papillares

Bei diesen Versuchen wurde eine mogliche Veranderung der Kontraktionskraft untersucht.
Es wurde auf eine Anderung der Inotropie nach Zugabe von KJ5 getestet und diese
dokumentiert. Der gesamte Ablauf wurde wieder mittels Schreiber auf Millimeterpapier
aufgezeichnet. Die erhaltenen Werte wurden durch vermessen, wobei 1 cm 0,981 mN
entsprachen und mit einem Eichfaktor multipliziert.

Aus 4 Versuchen wurden die Mittelwerte der Kontrollwerte errechnet und als Standard
festgelegt. Aus dieser Versuchsreihe wurde ersichtlich, dass die Testsubstanz KJ5 ab einer
Konzentration von 1umol/l zu einer Abnahme der Kontraktionskraft fihrt. Jedoch ab einer
Konzentration von 3umol/l kam es zu einem Anstieg der Kontraktionskraft, die aber ab einer
Konzentration von 10umol/l wieder abflachte. Bei einer Zugabe von 30umol/Il erfolgte
wieder ein Anstieg der Kontraktionskraft, dieser Effekt wurde auch bei einer Konzentration
von 100umol/l beobachtet, deshalb wurde entschieden auch einen Test mit 300umol/I
durchzufiihren. Dieser Versuch fiihrte neuerlich zu einem Anstieg der Kontraktionskraft.

43



Ergebnisse

Wirkung von KJ5 auf Musculi papillares

Tabelle 7: Wirkung von KJ5 auf die Konzentrationskraft von Musculi papillares

KJ5 fctSEM fcSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
(umol/I) (mN) (%) Versuche (P)
n
Kontrolle 2.72+0.86 040 4 -—--
1 2.44+0.69 -7.67+4.16 4 n.s.
3 2.13+0.74 -21.79+3.97 4 0.05
10 2.26%0.8 -18.32+4.10 4 0.05
30 2.11+0.68 -21.38+43.20 4 0.05
100 2.38+0.8 -12.87+2.73 4 n.s.
300 2.51+0.85 -8.28+2.79 4 n.s.

Legende zu Tabelle 7:

fc = arithmetisches Mittel der Kontraktionskraft

SEM = Standardfehler in mN
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Abbildung 17: Graphische Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurve von KJ5 bei
Musculi papillares
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Legende zu Abbildung 17:

Der Graph zeigt die Veranderung der Konzentrationskraft bei Musculi papillares bei
kontinuierlicher Erhéhung der Konzentration der Testsubstanz KJ5.

Die Abszisse zeigt die Anderung der Kontraktionskraft in Prozent (%), die Ordinate hingegen
die zugegebenen Konzentrationen in umol/I. Die Mittelwerte der jeweiligen Konzentration
wurden als Punkte, ihre Standartfehler als Balken dargestellt.
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Abbildung 18: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz KJ5 auf die
Kontraktionskraft von Musculi papillares
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Legende zu Abbildung 18:

1umol/l

Die Aufnahme zeigt die Anderung der Kontraktionskraftamplitude nach kumulativer Zugabe
der Testsubstanz KJ5 in Intervallen von 45 Minuten.
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3.2 Testsubstanz KJ16

3.2.1 Wirkung auf die Arteria pulmonalis

Der Versuch wurde, wie in Abschnitt 2.4.1 beschrieben, durchgefiihrt. Nach 8 Versuchen
ergab sich ein Mittelwert der Kontrolle, welcher mit 8.46 + 1.25 mN zu 100 % der
Kontraktionskraft entsprach. Bereits ab einer Konzentration von 3umol/l war eine deutliche
Abnahme der Kontraktion sichtbar, welche mit zunehmender Konzentration noch deutlicher
wurde. SchlieRlich wurde bei einer Konzentration von 27.8umol/| der ECso— Wert erreicht.

Tabelle 8: Wirkung von KJ16 auf Arteria pulmonalis

KJ16 fctSEM fctSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit

(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n

Kontrolle 8.46+1.25 0+0 8 -
1 8.59+1.22 2.10+1.31 8 n.s.
3 8.22+1.16 -2.14+1.66 8 n.s.
10 7.21+0.97 -13.96+3.21 8 0.05
30 3.95+0.68 -54.25+5.88 8 0.01
100 1.84+0.48 -78.64+4.56 8 0.01

Legende zu Tabelle 8:

Die Tabelle zeigt die verschiedenen Konzentrationen der zugegebenen Testsubstanz,

Mittelwerte der Kontraktionsanderung mit Standartfehlern in mN und Prozent (%) sowie die

Anzahl der durchgefiihrten Versuche und deren Irrtumswahrscheinlichkeit (P).
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Abbildung 19: Konzentrations-Wirkungskurve von KJ16 an Arteria pulmonalis
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Legende zu Abbildung 19:

Der Graph zeigt die Veranderung der Konzentrationskraft der Arteria pulmonalis bei
kontinuierlicher Erhéhung der Konzentration der Testsubstanz KJ16.

Die Abszisse zeigt die Anderung der Kontraktionskraft in Prozent (%), die Ordinate hingegen
die zugegebenen Konzentrationen in pmol/I.

Die Mittelwerte der jeweiligen Konzentration wurden als Punkte, ihre Standartfehler als
Balken dargestellt.
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Abbildung 20: spasmolytische Wirkung von KJ16 bei Arteria pumlonalis
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Legende zu Abbildung 20:
Die Konzentrationskurve zeigt die Anderung des Muskeltonus nach Zugabe der Testsubstanz

KJ16. Das Intervall der Zugabe betrug 45 Minuten.
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3.2.2 Wirkung auf die isolierte Aorta

Das Organ wurde zundchst mit KCL-Losung vorkontrahiert und anschlieBend mit der

Testsubstanz KJ16 in verschiedenen Konzentrationen beschickt.

Nach 5 versuchen wurde der Mittelwert des Kontrollwertes errechnet und die weiteren
Ergebnisse zu diesem in Relation gesetzt. Der Kontrollwert betrug 10.46 £ 2.16 mN. Ab einer

Konzentration von 10umol/l war eine deutliche Reduktion der Konzentrationskraft zu

beobachten.

Tabelle 9: Wirkung von KJ16 auf die Aorta

Kl16 fctSEM fctSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n
Kontrolle 10.46+2.16 0+0 5 -
1 10.54+2.17 -0.831+0.67 5 n.s.
3 10.39+2.14 -0.38+1.97 5 n.s.
10 9.51+2.00 -8.83+2.80 5 n.s.
30 7.44+1.59 -28.57+2.12 5 0.05
100 5.70+1.09 -43.84+2.74 5 0.01

Legende zu Tabelle 9:

Die Tabelle zeigt die verschiedenen Konzentrationen der zugegebenen Testsubstanz,
Mittelwerte der Kontraktionsdanderung mit Standartfehlern in mN und Prozent (%) sowie die
Anzahl der durchgefiihrten Versuche und deren Irrtumswahrscheinlichkeit (P).
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Abbildung 21: Konzentrations-Wirkungskurve von KJ16 bei der Aorta
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Legende zu Abbildung 21:

Der Graph zeigt die Verdanderung der Konzentrationskraft der Aorta bei kontinuierlicher
Erhohung der Konzentration der Testsubstanz KJ16.

Die Abszisse zeigt die Anderung der Kontraktionskraft in Prozent (%), die Ordinate hingegen
die zugegebenen Konzentrationen in pmol/I.

Die Mittelwerte der jeweiligen Konzentration wurden als Punkte, ihre Standartfehler als
Balken dargestellt.
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Abbildung 22: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz KJ16 auf die isolierte
Aorta.
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Legende zu Abbildung 22:

Die Konzentrationskurve zeigt die Anderung des Muskeltonus nach Zugabe der Testsubstanz
KJ16. Das Intervall der Zugabe betrug 45 Minuten.
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3.2.3 Wirkung von KJ16 auf lleum terminalis

Das Organ wurde zunachst mit KCL-Losung vorkontrahiert und anschlieBend mit der
Testsubstanz KJ5 in verschiedenen Konzentrationen beschickt. Der Kontrollwert betragt
16.30 £ 2.10 mN. Bereits ab der ersten Konzentration ist eine kontinuierliche Abnahme der
Kontraktion zu erkennen. Ab einer Konzentration von 3umol/l wird eine extrem deutliche
Abnahme sichtbar, welche sich in einem steilen Abfall des Graphen und einem errechneten
ECso—Wert von 12.85umol/| zeigte.

Tabelle 10: Wirkung von KJ16 auf lleum terminalis

KJ16 fctSEM fctSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n
Kontrolle 16.30+2.10 0+0 7 -
1 15.59+2.20 -5.24+1.55 7 n.s.
3 14.68+2.08 -10.23+1.38 7 n.s.
10 10.00+1.38 -38.85+2.20 7 0.05
30 1.99+0.57 -89.20+2.61 7 0.001
100 1.06+0.73 -96.57+4.33 7 0.001

Legende zu Tabelle 10:

Die Tabelle zeigt die verschiedenen Konzentrationen der zugegebenen Testsubstanz,
Mittelwerte der Kontraktionsanderung mit Standartfehlern in mN und Prozent (%) sowie die
Anzahl der durchgefiihrten Versuche und deren Irrtumswahrscheinlichkeit (P).
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Abbildung 23: Konzentrations- Wirkungskurve von KJ16 bei lleum terminalis
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Legende zu Abbildung 23:

Der Graph zeigt die Verdnderung der Konzentrationskraft bei lleum terminalis bei
kontinuierlicher Erhéhung der Konzentration der Testsubstanz KJ16.

Die Abszisse zeigt die Anderung der Kontraktionskraft in Prozent (%), die Ordinate hingegen
die zugegebenen Konzentrationen in umol/l. Die Mittelwerte der jeweiligen Konzentration
wurden als Punkte, ihre Standartfehler als Balken dargestellt
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Abbildung 24: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz KJ16 auf lleum
terminalis
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Legende zu Abbildung 24:

Die Konzentrationskurve zeigt die Anderung des Muskeltonus nach Zugabe der Testsubstanz
KJ16. Das Intervall der Zugabe betrug 45 Minuten.
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3.2.4 Wirkung auf die Schlagfrequenz des isolierten Atrium dexter

Bei den Versuchsreihen an den spontan schlagenden Vorhofen ergab sich ein Kontrollwert
(100%) von 247 * 8.45 Schlagen/min. Ab einer Konzentration von 10umol/| erfolgte eine
deutliche Abnahme der Schlagfrequenz. Bei einer Konzentration von 100umol/l konnte die

Schlagfrequenz nicht mehr eindeutig gemessen werden.

Tabelle 11: Wirkung von KJ16 auf die Schlagfrequenz des Atrium dexter

KJ16 fcxSEM fctSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n
Kontrolle 247+8.45 00 5 -
1 235+6.32 -4.67+2.31 5 n.s.
3 235+7.41 -4.54+3.93 5 n.s.
10 203+5.14 -17.60+2.37 5 0.05
30 147+11.68 -40.49+4.61 5 0.01
100 010 010 5 0.001

Legende zu Tabelle 11:

Anhand der Tabelle werden die arithmetischen Mittelwerte der Schlagfrequenz (f) des
Sinusknoten pro Minute, die entsprechenden Standardfehler (SEM), sowohl in Schlagen/min,
als auch in %, sowie die Konzentrationsstufen der Testsubstanz (umol/l) und die Anzahl der

Versuche (n) ersichtlich.
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Abbildung 25: Graphische Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurve von KJ16 auf den

Atrium dexter
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Legende zu Abbildung 25:

Der Graph zeigt die Veranderung der Schlagfrequenz des Atrium dexter bei kontinuierlicher

Erhohung der Konzentration der Testsubstanz KJ16.

Die Abszisse zeigt die Anderung der Schlagkraft in Prozent (%), die Ordinate hingegen die
zugegebenen Konzentrationen in pumol/l. Die Mittelwerte der jeweiligen Konzentration
wurden als Punkte, ihre Standartfehler als Balken dargestellt.
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Legende zu Abbildung26 :

10 Sekunden
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Abbildung 26: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz KJ16 auf die
Schlagfrequenz von Atrium dexter

100umol/I

30umol/I|

10umol/I
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Die Originalaufzeichnung zeigt eine Abnahme der Schlagfrequenz unter kumulativer
Konzentrationserhohung der Testsubstanz KJ16 in Abstanden von 45 Minuten.
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3.2.5 Wirkung von KJ16 auf Musculi papillares

Nachdem bei einer Zugabe von 300umol/l der Testsubstanz KJ5, wie in Abschnitt 3.1.5
beschrieben, eine Zunahme der Kontraktionskraft zu beobachten war, entschied man auch

hier diese Konzentration zu testen.

Aus 5 Versuchen wurden die Mittelwerte der Kontrollwerte errechnet und als Standard

festgelegt.

Zu beobachten war ein stetiger Abfall der Kontraktionskraft bis zu einer Konzentration von
100umol/I. Ab einer Konzentration von 300umol/| stieg die Konzentrationskraft wiederum

an.

Tabelle 12: Wirkung von KJ16 auf die Konzentrationskraft von Musculi papillares

KJ16 fctSEM fctSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit

(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n

Kontrolle 3.22+1.04 010 5 -—--
1 2.92+0.94 -7.651£5.94 5 n.s.
3 2.96+1.03 -12.21+7.20 5 n.s.
10 2.83+1.02 -17.71+8.47 5 0.05
30 2.52+0.89 -21.51+£3.96 5 0.05
100 2.43+0.78 -22.4543.12 5 0.05
300 2.66+0.85 -15.66%3.22 5 0.05

Legende zu Tabelle 12:

fc = arithmetisches Mittel der Kontraktionskraft

SEM = Standardfehler in mN
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Abbildung 26: Graphische Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurve von KJ16 bei
Musculi papillares
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Legende zu Abbildung 26:

Der Graph zeigt die Verdanderung der Konzentrationskraft bei Musculi papillares bei
kontinuierlicher Erhéhung der Konzentration der Testsubstanz KJ16.

Die Abszisse zeigt die Anderung der Kontraktionskraft in Prozent (%), die Ordinate hingegen
die zugegebenen Konzentrationen in umol/I. Die Mittelwerte der jeweiligen Konzentration
wurden als Punkte, ihre Standartfehler als Balken dargestellt.
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Abbildung 27: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz KJ16 auf die

Kontraktionskraft von Musculi papillares
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Legende zu Abbildung 27:

Die Aufnahme zeigt die Anderung der Kontraktionskraftamplitude nach kumulativer Zugabe

der Testsubstanz KJ16 in Intervallen von 45 Minuten.
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3.3 Einfluss des Losungsmittels DMSO auf isolierte Organe

Wie in Abschnitt 2.1 beschrieben, wurde fiir beide Testsubstanzen das Losungsmittel
Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. Da aber auch dieses Losungsmittel eine Wirkung auf
die isolierten Praparate hatte, musste diese Wirkung in die Berechnung der Ergebnisse

miteinbezogen werden.

Dazu wurden die isolierten Organe in einer eigenen Versuchsreihe getestet. Dabei wurde
DMSO, wie bei den Versuchen mit der Testsubstanz, nach je 45 Minuten kumulativ in den
Konzentrationen 1umol/I, 3umol/I, 10pumol/l, 30umol/I, 100pmol/l und 300pumol/I

zugegeben.

3.3.1 DMSO- Wirkung auf die Arteria pulmonalis

Dimethylsulfoxid verursachte bei einer Konzentration von 300umol/l eine Abnahme des
Muskeltonus von 100% auf 84.79 + 4.43 %.

Tabelle 13: DMSO- Wirkung auf die Arteria pulmonalis

DMSO fcSEM fctSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n

Kontrolle 9.82+0.39 010 3
1 9.92+0.35 -2.72+1.72 3 n.s.

3 9.71+0.37 -4.01+3.05 3 n.s.

10 9.40+0.40 -3.39+1.38 3 n.s.

30 9.07+0.58 -3.74+1.24 3 n.s.
100 8.80+0.53 -2.91+1.03 3 n.s.
300 8.32+0.63 -0.87+1.16 3 n.s.

Legende zu Tabelle 13:

fc = arithmetisches Mittel

SEM = Standardfehler in mN
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3.3.2 DMSO- Wirkung auf Aorta

Dimethylsulfoxid verursachte bei einer Konzentration von 300umol/l eine Abnahme des
Muskeltonus von 100% auf 99.66 + 1.42 %.

Tabelle 14: DMSO- Wirkung auf die Aorta

DMSO fctSEM fctSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n

Kontrolle 9.78+2.14 0+0 3 -
1 10.00+2.23 -1.84+0.95 3 n.s.

3 10.00+2.21 -1.93+0.91 3 n.s.

10 9.95+2.20 -1.51+1.38 3 n.s.
30 9.92+2.20 -1.08+2.46 3 n.s.
100 9.83+2.15 -0.34+2.34 3 n.s.
300 9.21+1.88 -0.34+1.42 3 n.s.

Legende zu Tabelle 14:

fc = arithmetisches Mittel

SEM = Standardfehler in mN
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3.3.3 DMSO- Wirkung auf lleum terminalis
Dimethylsulfoxid verursachte bei einer Konzentration von 300umol/l eine Abnahme des
Muskeltonus von 100% auf 57.20 + 4.38 %.

Tabelle 15: DMSO- Wirkung auf lleum terminalis

DMSO fctSEM fctSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n

Kontrolle 30.54+10.19 040 3 -
1 30.26+10.18 -1.51+0.53 3 n.s.

3 29.64+10.10 -4.56+1.92 3 n.s.

10 29.09+10.28 -8.66+3.38 3 n.s.
30 28.48+10.24 -11.59+43.65 3 0.05
100 28.83+10.12 -19.35+4.20 3 0.05
300 28.03+9.98 -42.80+6.38 3 0.01

Legende zu Tabelle 15:

fc = arithmetisches Mittel

SEM = Standardfehler in mN
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3.3.4 DMSO- Wirkung auf Musculi papillares
Dimethylsulfoxid verursachte bei einer Konzentration von 300umol/I eine Abnahme der
Kontraktionskraft von 100% auf 45.28 + 4.38 %.

Tabelle 16: DMSO- Wirkung auf Musculi papillares

DMSO fctSEM fctSEM Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit
(umol/1) (mN) (%) Versuche (P)
n
Kontrolle 0.47+0.06 040 3 -
1 0.46+0.08 -3.70+3.70 3 n.s.
3 0.43+0.07 -10.42+3.84 3 n.s.
10 0.36+0.05 -23.7949.82 3 0.05
30 0.29+0.03 -37.40+2.32 3 0.01
100 0.25+0.02 -45.95+10.26 3 0.01
300 0.21+0.03 -54.72+4.38 3 0.001

Legende zu Tabelle 16:

fc = arithmetisches Mittel

SEM = Standardfehler in mN
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4. Diskussion

Wie in Abschnitt 1.1 besprochen, war das Ziel dieser Diplomarbeit, zwei neu synthetisierte
Stilbenderivate (KJ5 und KJ16) auf ihre Wirkung an isolierten Organen von Meerschweinchen
zu testen.

Getestet wurden die beiden Testsubstanzen an glatter Muskulatur, wie der Arteria
pulmonalis, der Aorta und dem terminalen lleum. Weiters wurden die Substanzen an der
Herzmuskulatur, wie Atrium dexter und Musculi papillares getestet.

Bei den Versuchen, wurde auf eine mogliche Veranderung der Kontraktionskraft, sowie auf
eine Anderung der inotropen und chronotropen Wirkung untersucht.

Dann wurden die Wirkungen der beiden Testsubstanzen an den jeweiligen Organen
miteinander verglichen.

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die strukturellen Veranderungen, einen Einfluss
auf die Wirkung im Vergleich mit der Leitsubstanz Resveratrol besitzen.
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4.1 Vergleich der beiden Testsubstanzen an isolierten Organen

Dazu wurde die Wirkung der beiden Testsubstanzen (KJ5 und KJ16) an funf verschiedenen
Praparaten (der Arteria pulmonalis, der Aorta, dem terminalen lleum, dem Atrium dexter
und dem Musculi papillares) in den Konzentrationen 1pmol/l, 3umol/I, 10umol/I, 30umol/I,
100umol/l und 300umol/l getestet. Die Konzentration von 300umol/l wurde nur an den
Praparaten von Musculi papillares getestet.

4.1.1 Vergleich bei Arteria pulmonalis
Beide Substanzen wirkten relaxierend auf die Arteria pulmonalis.

Bei der Testsubstanz KJ5 war eine stetige Abnahme der Kontraktionskraft zu beobachten. Sie
sank bei einer Konzentration von 100umol/I auf -28.02 + 0.97 % bezogen auf die Kontrolle.
Ein EC5so- Wert konnte mit dieser Verbindung nicht erreicht werden.

Im Vergleich dazu, war bei der Testsubstanz KJ16 erst ab einer Konzentration von 3umol/I
eine Abnahme der Konzentrationskraft zu beobachten. Die jedoch ab einer Konzentration
von 10umol/l statistisch signifikant wurde. Bei einer Konzentration von 100umol/l wurde
eine Abnahme von -78.64 + 4.56 % bezogen auf die Kontrolle beobachtet. Dazu wurde bei
27.80umol/l der ECso- Wert erreicht.

4.1.2 Vergleich bei isolierter Aorta

Bei beiden getesteten Substanzen stellte man eine relaxierende Wirkung an der Aorta fest.

Allerdings ist die Abnahme der Kontraktionskraft bei der Testsubstanz KI5 sehr gering. Bei
einer Konzentration von 100umol/I entspricht die Abnahme -8.32 + 2.42 % bezogen auf die
Kontrolle.

Bei der Testsubstanz KJ16 ist dagegen ab einer Konzentration von 10umol/I eine signifikante
Abnahme zu beobachten. Ab 100umol/l betrdgt sie -43.84 + 2.74 % bezogen auf die
Kontrolle.
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4.1.3 Vergleich bei lleum terminalis
Auch hier ist bei beiden Testsubstanzen eine relaxierende Wirkung zu beobachten.

Sowohl bei KI5 als auch bei KJ16 war eine deutliche Reduktion der Kontraktionskraft
bemerkbar. Diese lag bei 100umol/l KJ5 bei -89.02 + 2.05 bezogen auf die Kontrolle. Damit
wurde ein ECso von 25.50umol/l errechnet.

Bei KJ16 ergab die Abnahme bei 100umol/I -96.57 + 4.33 %. Der ECsp lag beil2.85 umol/I.

4.1.4 Vergleich bei Atrium dexter

Bei der Testsubstanz KJ16 konnte ein negativer chronotroper Effekt, der ab einer
Konzentration von 10umol/l signifikant wurde, festgestellt werden. Bei der letzten
Einspritzung einer Konzentration von 100umol/l reduzierte sich die Schlagfrequenz auf -100
10 %.

Ein ebenfalls negativer chronotroper Effekt wurde auch bei der Testsubstanz KI5
beobachtet. Im Gegensatz zu KJ16 war bei KI5 auch bei einer Konzentration von 100umol/I
noch eine Schlagfrequenz messbar. Diese betrug -23.07 + 4.87 % bezogen auf die Kontrolle.

4.1.5 Vergleich bei Musculi papillares

Eine Abnahme von -21.79 + 3.97% der Kontraktionskraft konnte bei der Testsubstanz KJ5 bei
einer Konzentration von 3umol/I festgestellt werden. Danach erfolgte bei 10umol/l eine
leichte Zunahme und bei 30umol/l erneut eine Abnahme der Kontraktionskraft. Diese
Abnahme setzte sich auch bei einer Konzentration von 100umol/l fort und stieg bei
300umol/l wieder an. Bei dieser Endkonzentration stellte man eine Abnahme von -8.28 +
2.79% fest.

Im Vergleich dazu sank die Kontraktionskraft bei KJ16 bis zu einer Konzentration von
100umol/I kontinuierlich. Bei einer Konzentration von 300umol/l war allerdings ein Anstieg
auf -15.66 * 3.22 % zu beobachten.
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4.2 Die beiden Testsubstanzen im Vergleich mit Resveratrol

Tabelle 17: Vergleich der beiden Testsubstanzen mit Resveratrol an der glatten Muskulatur

Substanz Aorta Arteria pulmonalis Terminales lleum
KJ5 f.+ SEM (%)
bei -8.32+2.42 -28.02 £ 0.97 -89.02 + 2.05
100umol/l bezogen
auf den Kontrollwert
ECso (umol/1) -— -— 25.50
KJ16 f.+ SEM (%)
bei -43.84 +2.74 -78.64 + 4.56 -96.57 £+ 4.33
100umol/l bezogen
auf den Kontrollwert
ECso (umol/1) 27.80 12.85
Resveratrol f. + SEM
(%) bei 300umol/I; -75.72 +17.66 -81.06 + 3.96 -69.68 + 2.62
bezogen auf
Kontrollwert
ECso (umol/1) 145 126 46.4

Legende zu Tabelle 17:

Daten von Resveratrol stammen Létsch V (2004)

Bei den Versuchen an der Aorta, wurde weder bei der Testsubstanz KJ5, noch bei KJ16 ein

ECso- Wert erreicht.

Bei gleichem Versuchsablauf bewirkte Resveratrol eine Relaxation der glatten Muskulatur,

die sich ab 300umol/I als signifikant erwies und zu einem ECso- Wert von 145umol/I fuhrte.

(Létsch 2004).

Bei den Praparaten von Arteria pulmonalis, konnte nur die Testsubtanz KJ16 einen ECso-

Wert erreichen, der aber deutlich unter dem von Resveratrol lag.

Auch am Terminalen lleum waren die beiden Testsubstanzen dem Resveratrol liberlegen.
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Tabelle 18: Vergleich der getesteten Substanzen mit Resveratrol an der Herzmuskulatur

Substanz Atrium dexter Musculi papillares
KI5 f.+ SEM (%)
bei -23.07 £4.87 -8.28 £2.79
100umol/l bezogen (bei 300umol/1)
auf den Kontrollwert
ECso (umol/1)
KJ16 f.+ SEM (%)
bei -100+0 -15.66 £ 3.22
100umol/l bezogen (bei 300umol/I)
auf den Kontrollwert
ECso (Hmol/1)
Resveratrol f. + SEM
(%) bei 300umol/I; -60,86 £ 9,57 118,27 + 20,25
bezogen auf
Kontrollwert
ECso (Lmol/I)

Legende zu Tabelle 18:
Daten von Resveratrol stammen von Lotsch V (2004)

Bei Substanz KJ16 ist die Abnahme der Schlagfrequenz beim Vorhof starker ausgepragt als
beim Resveratrol selbst und statistisch signifikant. Hingegen zeigt Substanz KJ5 eine

schwachere Wirkung auf.

Die beiden Testsubstanzen zeigten jeweils nur eine leichte negative inotrope Wirkung,

jedoch nicht statistisch signifikant.

Resveratrol wies eine leicht positive inotrope Wirkung auf, die aber statistisch nicht von
Bedeutung ist. Bei den Versuchen mit Resveratrol wurde kaum eine Wirkung auf die

Herzmuskulatur ausgelibt (Lotsch 2004).

70



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Aufgabe und Zielsetzung dieser Diplomarbeit war es, zwei neu synthetisierte Stilbenderivate
(KJ5 und KJ16), auf ihre Wirkung an isolierten Organen von Meerschweinchen zu
untersuchen.

Dabei dienten Arteria pulmonalis, Aorta und lleum terminalis, um die Wirkung auf die glatte
Muskulatur zu testen. Um eine Wirkung auf die Herzmuskulatur zu Uberprifen, bediente
man sich Praparaten von Atrium dexter und Musculi papillares.

Von Interesse war nicht nur die Eigenwirkung der jeweiligen Testsubstanz, sondern auch der
Vergleich mit der bereits sehr gut erforschten Leitsubstanz Resveratrol.

Aus den Versuchen an den isolierten Organen des Meerschweinchens konnten folgende
mogliche Schliisse gezogen werden:

KJ5 zeigte bei den Versuchen an der isolierten Aorta keine signifikante Anderung der
Kontraktionskraft, hingegen war bei KJ16 eine deutliche Abnahme sichtbar.

Auch im Vergleich der beiden Substanzen auf die Wirkung auf Arteria pulmonalis erwies sich
KJ16 als deutlich potentere Verbindung. Hier wurden auch die Werte der Leitsubstanz
Resveratrol ibertroffen.

Ein dhnliches Bild ergaben die Versuche am terminalen lleum, nur konnten hier sowohl KJ16,
als auch KJ5 deutlich starkere Wirkungen als die Leitsubstanz erzielen.

Bei den Versuchen an der Herzmuskulatur, zeigte sich nur KJ16 am Atrium dexter als
interessante Verbindung.
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