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1. Einleitung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde die Wirkung der neu synthetisierten
heterocyclischen Verbindungen GK3s und LKR1 auf verschiedene isolierte Organe

des Meerschweinchens untersucht.

1.1. Schwefelwasserstoff

1.1.1. Pathophysiologische- und Physiologischewirkung

Die Testsubstanz LKR1 setzt im menschlichen Organismus einen gasférmigen

Botenstoff namlich Schwefelwasserstoff (H,S) frei.

Im Allgemeinen hielt man Schwefelwasserstoff fur ein toxisches Gas, welches
Organe wie Lungen, Niere und das Nervensystem und Gehirn schadigen kann.

AulRerdem kann Schwefelwasserstoff in der glatten GefalBmuskulatur aus der
Aminosaure L- Cystein durch das Enzym Cystathionin- y- Lyase gebildet werden. In
der glatten GefaRmuskulatur des lleums katalysieren sowohl Cystathionin- y- Lyase
als auch das Enzym Cystathionin- (- Synthase die Entstehung von

Schwefelwasserstoff aus L- Cystein.

Anhand von einer Studie (Hosoki et al. 1997) wurde festgestellt, dass
Schwefelwasserstoff eine physiologisch protective Funktion im
Kardiovascularensystem hat. Die Studie ergab eine Relaxation glatter
GefalBmuskulatur einschlie3lich der Aorta und Pfortader. Neben Stickstoffmonoxid
(NO) und Kohlenstoffmonoxid (CO) spielt Schwefelwasserstoff (H,S), eine wichtige
Rolle in der Regulation des Tonus der glatten Muskulatur und der Blutdrucksenkung.

Die Studie der Universitat von Saskatchewan in Kanada kam auf diesem Gebiet zu

erstaunlichen Ergebnissen.



Es wurde der gefaRerweiternde Effekt von Schwefelwasserstoff auf vaskulare und
intestinale glatte Muskel Zellen von Ratten untersucht. Sowohl in der Aorta als auch
in der Pfortader von Ratten konnte eine Schwefelwasserstoff induzierte und
dosisabhangige Relaxation der glatten Gefalimuskulatur gemessen werden. Weiters
konnte ein hoher Blutdruck der Ratten durch eine intravendse Bolusinjektion gesenkt
werden. (Zhao et al. 2002)

1.1.2. Wirkmechanismus

Der genaue Wirkmechanismus der gefal3erweiternden  Wirkung von

Schwefelwasserstoff ist noch nicht ausreichend untersucht.

Es wird eine ATP- abhangige Aktivierung des Kalium Kanals glatter Muskelzellen
vermutet. Schwefelwasserstoff 6ffnet ATP- abhangige Kalium Kanale, was zu einer
Hyperpolarisation der Zellmembran und zur SchlieBung spannungsabhéngiger
Calcium- Kanale fuhrt. Das bedeutet, dass der extrazellulare Calciumeinstrom
vermindert wird und dadurch die GefalRerweiterung erklart werden kann. Dieser
vermutete Wirkmechanismus zeigt, dass Schwefelwasserstoff auf einer anderen
Ebene als weitere wichtige gefa3erweiternde Botenstoffe wie Stickstoffmonoxid (NO)

angreift und von diesem unabhangig ist.

AulRRerdem wurde untersucht, dass eine intaktes Endothel die relaxierende Wirkung

steigern und verlangern kann. (Zhao et al. 2002)

Aufgrund dieser Ergebnisse wird in Zukunft in Substanzen, die Schwefelwasserstoff
freisetzten, ein grof3es Potential im Einsatz als blutdrucksenkende Wirkstoffe

erwartet.



1.2. Resveratrol

1.2.1. Vorkommen von Resveratrol

Die Testsubstanz GK3s leitet sich vom sekundaren Pflanzeninhaltsstoff Resveratrol
ab, welcher zur Gruppe der Flavonoide gehért. Resveratrol kommt in einer ganzen
Reihe von Pflanzenfamilien wie zB. Himbeeren, Preiselbeeren, Eukalyptus,
Vertretern der Vitaceae und Erdnissen, vor. Als Hauptquelle erwies sich die weit
verbreitete Kulturpflanze Vitis vinifera aus der Familie der Vitaceae, welche zur
Herstellung von Wein genutzt wird. Der Inhaltsstoff kann in Traubenkernen, Stielen,
Wurzeln und Samen nachgewiesen werden. Die héchste Konzentration aber findet
man in Traubenschalen (50-100 ug/). (Celotti et al. 1996)

Abb. 1: Strukturformel und Nomenklatur von Resveratrol
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Es handelt sich bei Resveratrol (3,5,4 — Trihydroxystilben) um ein ,Phytoallexin®.
LJAllexin® stammt aus dem Griechischen und heif3t ,sich schitzen® bzw. ,von sich

weisen®. Phytoalexine sind antibiotisch aktive Verbindungen, welche als Bestandteil
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eines komplexen Selbstverteidigungssystems der Pflanzen fungieren. (Celotti et al.
1996)

Resveratrol wird von Pflanzen bei erhdhter Ozonbildung, UV- Strahlung,
Schadstoffbelastung, Pilz- oder Insektenbefall und anderen Infektionen als
Abwehrstoff gebildet. (Urena et al. 2003)

Interessanterweise aufgrund der Funktion als Phytoallexin, kommt Resveratrol hoher
konzentriert in Trauben kiihlere Regionen vor, da die Pilzinfektionen dort haufiger

auftreten als in warmeren Klimazonen. (Kopp 1998)

Weiters haben spanische Wissenschaftler nachgewiesen, dass der Gehalt an
Resveratrol um das zwei- bis dreifache ansteigt, wenn es vor der Garung mit UV-
Strahlung behandelt wurde. (Cantos et al 2000)

Es kommt in der Natur in verschieden Formen vor- als cis- oder trans- Resveratrol,
wobei trans- Resveratrol am haufigsten zu finden ist, - sowie als seine Glucoside, die

als Piceide bezeichnet werden. (Hung et al. 1997)

1.2.2. Pathophysiologische Bedeutung und medizinische Empfehlung

Resveratrol und seine Glucoside wurden schon lange in der traditionellen Medizin in
China, Japan und Thailand verwendet, (Schmandke 2002) um Erkrankungen der

Blutgefalie, des Herzens, der Leber und der Lunge zu heilen.

Erstmals isoliert und identifiziert wurde es 1963 aus der Wurzel des Grasgewéachses

,Polygonum cuspidatum®.

Seine Bedeutung wurde aber erst 1992, nachdem Resveratrol als Bestandteil der
Polyphenolfraktion des roten Weines identifiziert wurde, erkannt. (Soleas et al. 1997)

AulRerdem sorgte Resveratrol aufgrund vom franzdsischen Paradoxon® fur
Aufsehen. Dieses besagt namlich, dass die franzdsische Bevolkerung trotz hohem

Konsum an Nikotin und gesaéttigten Fettsauren eine niedrige Rate an Herz-



Kreislauferkrankungen aufweist. Der Grund daflr wird im regelmafigen Konsum von

Rotwein vermutet. (Kompek 2006)

Eine Zehnjahresstudie der WHO in 41 Stadten der Welt durchgefihrt, kam zu dem
Ergebnis, dass ein extremer Unterschied zwischen Landern mit hohem und niedrigen
Weinkonsum im Bezug auf koronare Herzerkrankungen besteht. In den U.S.A,
Kanada und England ist das Herzinfarktrisiko im Durchschnitt bei Mannern drei Mal

und bei Frauen sogar zwolf Mal so hoch wie bei den ,Weinliebhabern® in Frankreich.

Durch diese Studie wurde von der WHO der Entschluss gefasst, ein bis zwei Glaser
Wein fur Frauen und ein bis drei Glaser Wein fur Manner pro Tag zur

gesundheitsvorsorge zu empfehlen. (Kompek 2006)

1.2.3. Physiologische Wirkungen von Resveratrol

Resveratrol wirk nicht nur in bestimmten pflanzen positiv. Es fuhrte auch uber
zahlreiche Studien zu der Entdeckung, dass im menschlichen Korper durchaus
zahlreiche positive pharmakologische Wirkungen zu erwarten sind. Es wurde als

Nahrungserganzungsmittel zugelassen.

Zu den physiologischen Wirkungen zéhlen:

Antioxidative Aktivitat, Schutz vor Arteriosklerose und koronaren Herzerkrankungen

Resveratrol ist ein hochwirksamer Radikalfanger aus der Natur und mindert
oxidativen Stress. Es gehort zu der Gruppe der ambiphilen Antioxantien, da sowohl

fett- als auch wasserldslich ist. (Kompek 2006)

Resveratrol hemmt die Thrombozytenaggregation durch Steigerung der
Prostacyclinsynthese und Abnahme der Thromboxane. Dadurch werden die
Blutgefal3e erweitert. Diesbeziiglich ist Resveratrol starker als Substanzen wie
Catechin, Epicatechin, Alpha- Tocophereol und Hydrochinon. (Hung et al. 2000 et
Kirk et al. 2000)



Weiters wird im  Zusammenhang mit Resveratrol eine vermehrte
Stickstoffmonoxidfreisetzung diskutiert. Dieser Botenstoff fungiert im menschlichen
Organismus als einer der starksten Vasodilatatoren und erweitert unter anderem
Blutgefalle. Er setzt auch die Thrombozytenadhasion- und aggregation herab.
(Soleas et al. 1997, Mutschler et al. 2001)

AulRerdem verschiebt Resveratrol die Cholesterinbalance auf Seite des High-
density- Lipoproteins indem es die Kupfer- katalysierte Oxidation vom Low- density-
Lipoproteins hemmt. Dadurch wird die Entstehung von arteriosklerotischen Plaque
vermindert. (Frankel et al. 1993)

Durch diese vielfaltigen Aspekte ist Resveratrol kardioprotectiv und tragt zur

Vorbeugung von koronaren Herzerkrankungen bei.

Dosisabhangiger phytodstrogener Effekt

Da Resveratrol ein Stilbenderivat ist, wird es wie die Isoflavone in die Gruppe der
Phytohormone gereiht. Eine schwach 6strogene Wirkung ist aber erst ab einer Dosis

von 200 mg trans- Resveratrol zu erwarten. (Kompek 2006)

Anti- Aging- Faktor

Die Harvard Medical School hat untersucht, ob Resveratrol zu einer Verlangerung
der Lebenserwartung durch Verlangsamung der Zellalterung beitragt. Laut de Studie
wurde die Lebensdauer der Fruchtfliege um 30%, die der Hefezellen um 60- 80%

verlangert.

Resveratrol aktiviert ebenso wie eine kalorische Restriktion zB. bei einer
Durreperiode der Pflanzen oder Hungersnot bestimmte Enzyme — die sogenannten
Sirtuine. Diese setzten lebensverlangernde Mechanismen in Gang. Durch
Verlangsamung des Zellmetabolismus und durch Verstarkung der Zellatmung wird
der Korper unterstitzt Reparaturmechanismen wie Behebung von DNA- Schaden zu
vollziehen. (Kompek 2006)



Nootropicum

Resveratrol aktiviert die MAP- Kinase (Mitogen- aktivierte Proteinkinase), welche ein
Enzym der Gehirnzellen ist. Dadurch werden das Wachstum von Nervenfortsatzen

und die Gedéachtnisleistung gesteigert. (Orgogozo et al. 1999)

Einfluss auf Zellproliferation und Zellstoffwechsel

In Tierversuchen und Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass Resveratrol

antimutagene und anticarcinogene Eigenschaften besitzt.

Es hemmt die Aktivitdt der DNA- Polymerase, der Ribonucleotidreductase und der
Ornithindecarboxylase. Die Ornithindecarboxylase ist beim Tumorwachstum erhoht.
(Fontecave et al. 1998)

Aulerdem vermutet man eine Erh6hung der Sensitivitdt des Tumornekrosefaktors.
(Kompek 2006)

In China wurde Resveratrol im Tierversuch an Mausen und Ratten mit dem
Cytostaticum 5- Fluoruracil gegen Leberkrebs getestet. Der Versuch zeigte, dass
Resveratrol in der Lage ist Metastasen zu verhindern. (Wu et al. 2004)

Da Resveratrol als Stilbenderivat mit dem synthetischen Ostrogen Diethylstilbestrol
verwandt ist, konnte eine Antitumorwirkung bei Mammakarzinomen im Tierversuch
an Mausen nachgewiesen werden. Leider zeigt sich dieser Effekt nich bei der

Anwendung am Menschen. (Gehm et al. 1997)



1.2.4. Bioverfugbarkeit von Resveratrol

Resveratrol verteilt sich schnell im Organismus und wird zu ca. 90% resorbiert.
(Goldberg et al. 2003). Es besitzt jedoch aufgrund einer schnellen Clearence nur

eine kurze Verweildauer im Blutkreislauf. (Soleas et al. 2001)

Ein Grof3teil wird durch Glucuronid- Konjugation in der Leber metabolisiert und als
trans- Resveratrol- 3- O- glucuronid und trans- Resveratrol- 3- sulfat renal eliminiert.
(Yu et al. 2002)



2. Ziel der Arbeit

Ziel der Diplomarbeit war, die neu synthetisierte Schwefelwasserstoff freisetzende
Verbindung LKR1 und das neu synthetisierte Resveratrolderivat GK3s an
verschiedenen isolierten Organen des Meerschweinchens zu testen. Die
Testsubstanzen wurden jeweils an isolierten und fur die Versuchsapparatur speziell
praparierten Organen untersucht. Danach konnte man anhand der gemessenen
Ergebnisse ein Wirkprofil fir GK3s und LKR1 erstellen. Dadurch lieRen sich die
Wirkprofile von LKR1 mit dem in Studien untersuchten Schwefelwasserstoff und von

GK3s mit dem erforschten Naturstoff Resveratrol vergleichen.

Abb. 2: Struktur und Nomenklatur von GK3S
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N-(2,3-Dimethylphenyl)-2-thiophencarbothioamid



Abb. 3: Struktur und Nomenklatur von LKR1
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6-Ethyl-2,3-dihydro-1H-thieno[2,3-b][1,4]thiazin-2-thion

Am isolierten Herzen vom Meerschweinchen wurde sowohl die mdgliche positive
oder negative chronotrope Wirkung von GK3s bzw. LKR1 auf die quergestreifte
Muskulatur des rechten Vorhofs, als auch die eventuelle positive oder negative
chronotrope Wirkung von GK3s bzw. LKR1 auf die quergestreifte Muskulatur des

Papillarmuskels.

Weiters wurde der Einfluss der Testsubstanzen von GK3s und LKR1 auf die
Kontraktionskraft der glatten Muskulatur des terminalen lleums, der Aorta und der
Arteria pulmonalis erforscht.
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchstiere

Die Versuchstiere fur die Diplomarbeit stammten aus dem Institut fir Laborkunde
und Genetik in Himberg. Es handelte sich hierbei um etwa einen Monat alte

weibliche und mannliche Meerschweinchen.

Die Versuchstiere wurden durch einen schnellen und gezielten Genickschlag getétet.

Danach sind an den isolierten Organen der Tiere die Versuche durchgefihrt worden.

Die schnelle Explantation der Organe war fiur eine erfolgreiche
Versuchsdurchfihrung sehr ausschlaggebend. Nach der Entnahme der Organe
mussten diese sofort in eine Nahrstofflésung gelegt und mit ausreichend Sauerstoff
begast werden. Zu diesem Zweck stand die jeden Morgen frisch zubereitete und mit

Oxymix (95% Sauerstoff, 5% Kohlendioxid) begaste Elektrolytldsung bereit.

3.2. Isolierung und Praparation der Versuchsorgane

3.2.1. Isolierung und Praparation des terminalen lleums

Dem toten Meerschweinchen wurde etwa 20 Zentimeter des vor dem Caecum
befindlichen terminalen lleums entnommen. Damit das obere jejunale Ende nicht mit
dem unteren caecalen Ende nicht verwechselt wurde, markierte man es oben mit

einem roten Bindfaden und legte es in die vorbereitete Nahrstofflosung.

Fur jeweils einen Versuch schnitt man sich etwa 0,5-1 Zentimeter vom terminalen
lleum ab. Es war wichtig die beiden Enden nicht zu vertauschen. Der Darmabschnitt
wurde vorsichtig mit dem jejunalen Ende nach Oben auf eine Korkplatte, welche sich
in einer mit Nahrstofflosung gefillte Petrischale befand, mit Stecknadeln fixiert. Die

Stecknadeln mussten an der Unterseite der unteren und oberen Enden des
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Darmstticks zu platziert werden, damit man durch den offenen Darmabschnitt den
Darminhalt mit einer Pasteurpipette ausspilen konnte. Danach montierte man an
beiden Enden an Stelle der Stecknadeln jeweils ein Silberdrahthakchen mittels
Bindefaden. Hierbei musste wieder auf die beidseitige Offenhaltung des Darmstiicks
Acht gegeben werden, damit die Testsubstanz von allen Seiten auf das Organstiick

einwirken konnte.

3.2.2. Isolierung und Praparation der Aorta

Um die am Ruckrat liegende Aorta entnehmen zu kdnnen musste vorher das Herz
entfernt werden. Es wurde ein etwa drei bis vier Zentimeter langes Stlck der Aorta
vorsichtig entlang der Wirbelsaule herausgeschnitten und in ein mit begaster

Nahrstofflésung vorbereitetes Becherglas gelegt.

Danach wurde die Aorta an beiden Enden mit Stecknadeln in einer mit Kork
ausgelegten und mit Nahrlésung gefillten Petrischale fixiert. Damit der Versuch
bestmoglich ablaufen konnte, wurde mit einer Federschere unter dem Mikroskop das

anhaftende Fett- und Muskelgewebe entfernt.

Im Anschluss wurde die Aorta in drei bis vier Millimeter breite Ringe geschnitten,
welche direkt und ohne weitere Préparation in die Versuchsapparatur eingespannt

werden konnten.

3.2.3. Isolierung und Praparation des rechten Vorhofs

Nachdem das Versuchstier durch einen Genickschlag get6étet wurde, wurde der
Thorax get6ffnet und das etwa zwei Zentimeter grof3e Herz entnommen. Da das Herz
am empfindlichsten auf einen Sauerstoff- und Nahrstoffmangel reagiert, musste mit
dem Versuchsorgan schnell hantiert werden. Das entnommene Organ wurde mit

Stecknadeln an Basis und Spitze auf eine sich in einer Petrischale befindende
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Korkplatte fixiert. In der Petrischale befand sich die begaste Nahrstofflosung, welche

auch wahrend der Préparation mit Oxymix begast wurde.

Das Pericard wurde entfernt und der rechte Vorhof wurde ohne den spontanen
schlagenden Sinusknoten dabei zu verletzten entlang des Suculus coronarius von

den Ventrikeln abgetrennt.

Danach wurden Silberdrahthdkchen an der gegeniberliegenden Seite des Herzrohrs
und im weil3en Fettgewebe mit Hilfe eines Bindfadens angebracht. Dadurch konnte
mittels der Hakchen das praparierte Organ in die Versuchsapparatur eingespannt

werden.

3.2.4. Isolierung und Praparation der Arteria pulmonalis

Die Arteria pulmonalis befindet sich direkt am Herzen und fuhrt von diesem weg.
Danach teilt sie sich in einen rechten und linken Ast. Fir die Versuche wurde nur das
Stuck, welches vom Herzen bis zur Gabelung reichte, benétigt. Daher war es

bedeutsam die Pulmonalarterie so nahe wie moglich am Herzen zu enthnehmen.

Im Anschluss befestigte man die isolierte Arterie auf einer Korkplatte, die in einer mit
Tyrode geflllten Petrischale platziert war. Anhaftendes Fett- und Muskelgewebe
wurden mit einer Federschere entfernt ohne die Pulmonalarterie dabei zu verletzten.
Danach schnitt man sie in drei bis vier Millimeter breite Ringe, welche daraufhin

direkt in die Versuchsapparatur eingespannt werden konnten.

3.2.5. Isolierung und Praparation des Papillarmuskels

Der rechte Ventrikel des isolierten Herzens wurde am Septum entlang bis zur
Herzspitze geodffnet. Durch Aufklappen konnte er mit Prapariernadeln auf einer
Korkplatte fixiert werden. Danach entfernt man die Purkinjefasern, die wie ein
Herzschrittmacher wirken und durch die Spontanaktivitat die Versuche beeinflussen

konnten.
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Dann wurde ein Silberdrahthdkchen an der Papillarmuskelsehne mittels Bindfaden
montiert. Nach der Durchtrennung dieser Sehne wurde der Papillarmuskel ohne ihn
zu Uberdehnen herausgeschnitten. Er wurde bis zum Einspannen in die
Versuchsapparatur in ein mit Oyxmix begastes und mit Nahrlosung gefllltes

Becherglas eingelegt.

3.3. Physiologische Nahrlésungen

Die Aufgabe der physiologischen Nahrlésung, auch Tyrode genannt, war nach
Explantation der Organe deren weitere Funktion zu gewdahrleisten. Die an jedem
Arbeitstag frisch zubereitete Tyrode wurde zusatzlich vor Beginn der Versuchsreihe

mit Oxymix, das aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlendioxid bestand, begast.

3.3.1. Nahrlésung fiur das terminale lleum, die Aorta, den rechten Vorhof, den
Papillarmuskel und die Arteria pulmonalis

Diese Tyrode entspricht einer modifizierten Krebs- Henseleit- Lésung, die nach einer

Vorschrift von Reiter (1967) bereitet wurde.

Die Nahrlésung wurde an jedem Versuchstag frisch zubereitet. Zu diesem Zweck
wurden entsprechende Volumina an bereitgestellten Stdcklésungen mit Aqua
bidestillata auf etwa dreiviertel des Fassungsvolumen des Kolben aufgefillt und
anschlieBend ca. 20 Minuten mit Oxymix begast. Dann erst wurde die noch fehlende
Calciumchloridlosung mittels Pipette langsam der mit Oxymix gesattigten Tyrode
zugetropft. Durch langsames Zutropfen mit der Pipette wurde das Ausfallen der
schwerlgslichen Calciumsalze und eine Tribung der N&hrlésung verhindert. Zum
Schluss wurde der Kolben bis zur Marke mit Aqua bidestillata aufgefillt und

mehrmals umgeschwenkt.
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Tabelle 1:

Zusammensetzung der physiologischen Nahrlésung fir das terminale lleum,die

Aorta, den rechten Vorhof, den Papillarmuskel und die Arteria pulmonalis

Stockldésung ml Stklsg/l Tyrode | mmol/l
NaCl 1000,25 g/5l 33,60 114,90
KCI 50,33 g/5l 35,00 4,73
NaHCO3; 125,00 g/5l 83,70 24,90
CaCl, 147,02 g/5l 3,2 3,20
MgSO4 62,00 g/250ml 1,18 1,18
KH2PO4 34,00 g/250m| 1,18 1,18
Glucose Reinsubstanz 1,98 10,00

3.4. Versuchsanordnung

Man verwendete fir die Versuche an den isolierten Organen des Meerschweinchens

zwei verschiedene Apparaturen.

Diese unterschieden sich aufgrund des Aufbaus und des Fixierungsmechanismus.

Das Funktionsprinzip war jedoch gleich.

Mittels der beiden Apparaturen war es moglich physiologische Bedingungen eines

Organismus hinsichtlich pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffversorgung fir die

isolierten Organe zu simulieren.
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3.4.1. Verwendete Versuchsapparatur fir terminales lleum, Aorta und Arteria
pulmonalis

Abb. 4: Apparatur fur die Versuche am terminalen lleum, an der Aorta und an der

Arteria pulmonalis

Feintrieb (2)

Kraftwandler (1)

Aufhéangevorrichtung (4)

Organhalterung (3)

Zulauf Nahrlésung (9)

</\1— Wasserzufuhr (7)

Gaszufuhr (5)

Wasserablauf (8)

Organbad (6)

Ablauf Nahrlosung (10)
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Legende zu Abb. 4:

Das Wasserbad dieser Apparatur war aus einem doppelwandigen Glasgefal3, durch
welches zwischen den Wanden 37°C warmes Wasser zirkulierte. Die Einleitung des
Heizwassers und die Sauerstoffzufuhr war Uber ein Schlauchsystem geregelt. Der
Ablaufschlauch, welcher sich unter dem Boden des Organbades befand, ermdglichte
durch eine Quetschklemme den Wechsel der Losungen und die Reinigung des

Gefales.

Die Aufhéngevorrichtung, welche an den Kraftwandler montiert war, war ein
Silberdraht. Dieser endete mit einer Drahtschlaufe in welche das obere Hakchen des
praparierten terminalen lleums eingehangt werden konnte. Wahrend bei der
Organhalterung das untere Ende eine Drahtschlaufe besald in welche wiederum das
untere Hakchen eingehangt werden konnte. Die préparierten Ringstiicke der Aorta
und Arteria pulmonalis konnten aufgrund ihrer Ringform direkt auf die Drahtschlaufen

aufgezogen werden.

Dann wurde mit Hilfe des Feintriebs eine Vorspannung, welche die grol3tmdgliche

Kontraktionskraft am isolierten Organ induzierte, angelegt.
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Abb. 5: Originalfotos der Versuchsapparatur B mit dem angeschlossenen
Amplifier (Verstarker) und dem Schreiber
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Ver;Jéhéapparatur B
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o Wasserbad

Legende zu Abb. 5:

Der Kraftwandler (hergestellt von World Precision Instruments, Sarasoto, Florida,
USA) wandelte die mechanischen Kontraktionen des Organs in elektrische Impulse
um. Die Signale wurden von einem angeschlossen Verstarker (,4-Channel-
Transducer Amplifier®, von World Precision Instruments, Sarasoto, Florida, USA)
vergroRert und konnten von einem angeschlossen Schreiber (Flatbed Recorder BD-
112 Dual Chanel von der FA. Kipp&Zonen, Niederlande) aufgezeichnet werden. In

den Schreiber mit automatischem Papiervorschub war Millimeterpapier eingespannt.

Die aufgezeichneten Signale waren somit sichtbar und konnten ausgewertet

werden.
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3.4.2. Verwendete Versuchsapparatur fir den rechten Vorhof und den
Papillarmuskel

Abb.6: Apparatur fur die Versuche am isolierten rechten Vorhof und am
Papillarmuskel
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Legende zu Abb. 6:

Diese Versuchsapparatur A bestand aus einem aus Plexiglas hergestellten
Wasserbad. Die Temperatur des sich im Wasserbad befindenden Wassers ist mittels
eines Thermostat konstant gehalten worden. Beim rechten Vorhof betrug die
Wassertemperatur 37°C und beim Papillarmuskel 35°C.

Im Deckel des Wasserbades befand sich das Organbad, welches beim Versuch in
das temperierte Wasser abgesenkt wurde.

Bevor das praparierte Organ mit Hilfe von einem oben befestigten Hakchen in die
Apparatur eingespannt werden konnte, musste das Organbad mit Tyrode gefullt
werden. Dann konnte das Hakchen mit dem Organ in die Drahtschlaufe des
Silberdrahtes, welcher an der Aufhéngevorrichtung des Kraftwandlers montiert war,
eingehangt werden.

Am Steg des Stativschlittens befanden sich Plexiglasplattchen und eine Pt- Kathode.
Zwischen diese beiden wurde das untere Ende des Organs eingeklemmt und mit
Hilfe einer Schraube befestigt. Danach konnte der Stativschlitten mit dem montierten

Organ in das Organbad eingetaucht werden.

Die nétige Vorspannung wurde mittels Feintrieb angelegt um die grol3tmdgliche

Kontraktionskraft zu induzieren.

Wiederrum wandelt der auch bei dieser Apparatur der Kraftwandler die Kontraktionen
des Organs in Stromimpulse um, die vom angeschlossenen Schreiber aufgezeichnet
und sichtbar gemacht werden konnten.
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Abb. 7: Originalfotos der Versuchsapparatur A fir den rechten Vorhof und den
Papillarmuskel

Anapulse Stimulator

Versuchsapparatur A 4
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Das Gas, genannt Oxymix, welches die Nahrstofflosungen in den Organbadern

versorgte, bestand aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlendioxid.

Die Versorgung mit diesem Gasgemisch ging von einer zentralen Gasflasche aus,
welche aul3erhalb der Versuchsraume platziert war. Die Ventile, die die Oxymix
Versorgung sicherten waren an den Wanden bei den jeweiligen Versuchsplatzen
montiert. Durch Gummischlauche, welche von den Ventilen wegfiihrten gelang das
Gas zu den Versuchsapparaturen. Der Gasstrom konnte durch Schraubklemmen
kontrolliert werden. Ein zu schwacher Gasstrom bewirkte einen Sauerstoffmangel

des Organs, wahrend ein zu starker den Versuchsablauf storte.
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Zur feinen und gleichmafigen Verteilung des Gases im Organbad war eine am zur

Apparatur fihrenden Ende des Schlauches platzierte Fritte notig.

Die Gasversorgung musste wahrend des gesamten Versuches konstant aufrecht
erhalten werden, damit den isolierten Organen eine ausreichende
Sauerstoffversorgung und ein physiologischer pH- Wert von 7,2- 7,4 im Organbad

gesichert werden konnte.
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3.5. Versuchsablauf

3.5.1. Versuchspraparat des terminalen lleums

Der explantierte Darm wurde wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben prapariert und danach
mittels den Silberdrahthdkchen mit dem jejunalen Ende nach oben und dem
caecalen Ende nach unten in die Drahtschlaufen der Versuchsapparatur gehangt.
Dann wurde Der Stativschlitten mit dem montierten Darmstick in das mit Nahrlésung
geflllte Organbad abgesenkt. Der Schreiber und Verstarker wurde eingeschalten
und mittels Feintrieb konnte die bendtigte Vorspannung von 4.90 mN (0,5g) angelegt
werden. Nach einer 20mindtigen Anpassungsphase wurde die leichte Veréanderung
der eingestellten Vorspannung mittels Feintrieb zurick an die Nulllinie des

Schreibers korrigiert.

Da bei diesen Versuch die Abnahme der Kontraktionskraft der der glatten Muskulatur
des Darms durch die Testsubstanzen GK3s und LKR1 gemessen wurde, musste
vorher eine maximale Kontraktion des praparierten Organs ausgeldst werden. Dies
konnte mit einer 60 mmolaren KCL-LOsung erzielt werden. Die Losung wurde durch
Lésen von 0,44g KCL in 100,00 ml Nahrlésung hergestellt.

Nach der Anpassungszeit wurde die Tyrode aus dem Organbad abgelassen und das
VersuchsgefaR wurde mit KCL- Losung aufgefillt. Die KCL- Loésung rief eine
vollstandige Kontraktion des terminalen lleums hervor. Als diese Kontraktion Uber
einen langeren Zeitraum konstant blieb, konnte die erste Testsubstanzzugabe
erfolgen. Dies konnte durch die Aufzeichnung des Plateauwertes (,steady- state)

des angeschlossenen Schreibers sichtbar gemacht werden.

Die Testsubstanzen GK3s und LKR1 wurden in 5 Konzentrationen 1; 3; 10; 30; 100
pmol/l bei einen Organbadvolumen von 25ml untersucht. Dies entsprach einer

kumulativen Substanzzugabe von 1; 2; 7; 20; und 70 umol/l der Testsubstanz.

Alle 45 Minuten injizierte man mit Hilfe einer Pipette die nachsthohere Konzentration
von GK3s bzw. LKR1 bis die Endkonzentration von 100 pumol/l erreicht wurde.
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3.5.2. Versuchspréaparat der Arteria pulmonalis

Das kleine ringformige Stick der Arteria pulmonalis (siehe Kap.3.4.1.) wurde in die
Silberdrahtschlaufen der Versuchsapparatur eingespannt und mit dem Stativschlitten
in das Organbad abgesenkt. Die Tyrode wurde vorher auf 37°C temperiert.

Anschliel3end nach Aktivierung des Verstarkers und Schreibers wurde die Nulllinie
auf dem Millimeterpapier eingestellt und eine Vorspannung von 9,81 mN (1g) wurde
angelegt. Nach einer Anpassungszeit von ca. 30 Minuten Korrigierte man mittels
Feintrieb die Veranderungen an der Nulllinie. Um die Veranderung der
Kontraktionskraft der glatten Muskulatur zu untersuchen, war es noétig vor der
Zugabe der Testsubstanz das Organ maximal zu kontrahieren. Dies geschah mit
Hilfe der 90 mmolaren KCL- Lésung, welche durch l6sen von 0,67g KCL in 100,00 ml

Nahrlésung, hergestellt wurde.

Nach der Anpassungszeit wurde die Tyrode aus dem Organbad abgelassen und mit
KCL- LoOsung ersetzt. Die vollstandige Kontraktion wurde von Schreiber
aufgezeichnet und nach Erreichen des Plateaus konnte die erste

Testsubstanzzugabe erfolgen.

Die Testsubstanzen GK3s und LKR1 wurden bei diesen Versuch in funf
Badkonzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 pmol/l untersucht. Dies entsprach einer

kumulativen Substanzkonzentration von 1; 2; 7; 20; und 70 pmol/l.

Die Zugabe der jeweiligen Testsubstanz erfolgte alle 45 Minuten bis man die

Endkonzentration von 100 pumol/l erreichte.

3.5.3. Versuchspréaparat der Aorta

Der Arbeitsvorgang und der Versuchsablauf verliefen identisch wie schon zuvor bei
der Arteria pulmonalis (siehe Kap.3.5.2) beschrieben. Die untersuchten
Badkonzentrationen waren ebenfalls bei den verwendeten Testsubstanzen GKS3s
und LKR1 ident wie jene bei der Beschreibung des Versuchspraparates der Arteria

pulmonalis
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3.5.4. Versuchspréaparat des rechten Vorhofs

Zu Versuchsbeginn wurde der praparierte (siehe Kap.3.2.3) rechte Vorhof in die
Versuchsapparatur eingespannt. Das obere am rechten Vorhof zuvor montierte
Silberdrahthakchen wurde in die Drahtschlaufe des Silberdrahtes, an welchen der
Kraftwandler befestigt war, eingehangt. Das untere Organende wurde zwischen der
am Steg befindlichen Pt- Kathode und einem Kunststoffplattchen eingeklemmt und
mittels Schraube fixiert. Die Kathode diente der elektrischen Reizlibertragung sowie

der Stabilisierung des isolierten Organs.

Danach wurde das eingespannte Organ in das mit Nahrldsung gefillte und mit
Oxymix begaste Organbad abgesenkt. Der Verstarker und Schreiber wurden
eingeschaltet und es wurde eine Vorspannung von 10,4 mN angelegt. Die
Vorspannung musste wahrend des gesamten Versuchs nachkorrigiert werden, da die
Elastizitdt des Gewebes des rechten Vorhofs nachgab. AuRerdem wurde durch diese
Nachkorrektur die Abnahme der Schlagfrequenz des Sinusknoten durch eine zu

geringe Ausgangsspannung verhindert.

Nach ca. 50 Minuten, in welchen sich der isolierte Vorhof an die &uf3eren
Bedingungen anpassen konnte, wurde die erste Kontrollmessung durchgefuhrt. Es
wurden exakt alle funf Minuten die Kontraktionen des isolierten rechten Vorhofs mit
Hilfe des angeschlossen Schreibers Uber eine L&nge von 6 cm auf dem
Millimeterpapier aufgezeichnet. Sobald der Sinusknoten ca.120 Schlage pro Minute

hatte konnte mit der ersten Substanzzugabe begonnen werden.

Das Ziel des Versuchsablaufs war eine Veranderung der Schlagfrequenz an der
guergestreiften Muskulatur des rechten Vorhofs durch die Zugabe der Testsubstanz
GK3s bzw. LKR1 zu messen. Die Testsubstanzen wurden in flnf
Badkonzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 pmol/l untersucht. Dies entsprach einer
kumulativen Substanzzugabe von 1; 2; 7; 20 und 70 pmol/l der jeweiligen

Testsubstanz.

Alle 45 Minuten injizierte man mit Hilfe einer Pipette die nachsththere Konzentration

von GK3s bzw. LKR1 bis die Endkonzentration von 100 umol/l erreicht wurde.
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3.5.5. Versuchspréaparat des Papillarmuskels

Zu Versuchsbeginn wurde der praparierte (siehe Kap.3.2.5) Papillarmuskel in die
Versuchsapparatur eingespannt. Das obere am Papillarmuskel zuvor montierte
Silberdrahthakchen wurde in die Drahtschlaufe des Silberdrahtes, an welchen der
Kraftwandler befestigt war, eingehangt. Das untere Organende wurde zwischen der
am Steg befindlichen Pt- Kathode und einem Kunststoffplattchen eingeklemmt und
mittels Schraube fixiert. Die Kathode diente der elektrischen Reizlibertragung sowie

der Stabilisierung des isolierten Organs.

Danach wurde das eingespannte Organ in das mit Nahrldsung gefillte und mit
Oxymix begaste Organbad abgesenkt. Der Verstarker und Schreiber wurden
eingeschaltet und es wurde eine Vorspannung von 3,92 mN angelegt. Die
Vorspannung musste wahrend des gesamten Versuchs nachkorrigiert werden, da die
Elastizitdt des Gewebes des Papillarmuskels nachgab. AuRerdem wurde durch diese
Nachkorrektur die Abnahme der Kontraktionskraft durch eine zu geringe

Ausgangsspannung verhindert.

Der Papillarmuskel wies im Gegensatz zum rechten Vorhof keine Spontanaktivitat
auf und musste deshalb durch elektrische Reizung zu Kontraktionen angeregt
werden. Mit Hilfe der Silberchloridelektroden des Reizgerates Accupulser A310 von
World Precision Instruments, Hamden, Florida, USA konnte der Papillarmuskel zu
Kontraktionen angeregt werden. Nach einer 10minttigen Anpassungszeit wurde das
Organ mit Rechteckimpulsen mit einer Dauer von 3 ms und einer Stromstarke, die
10% uber der minimalen Reizschwelle lag, gereizt. Die angewandte Stromstarke
durfte nicht zu hoch sein, da es sonst zu einer vollstandigen Entleerung der
Catecholaminspeicher des Papillarmuskels kommen héatte kénnen und dies das

Versuchsergebnis verfalschen konnte. (Furchgott et al.1959)

Danach wurde mit den Kontrollmessungen begonnen. Es wurden alle fiunf Minuten
mittels  Schreiber  jeweils funf  Amplituden  aufgezeichnet und  der
Amplitudendurchmesser bestimmt. War dieser konstant, konnte mit der ersten

Substanzzugabe begonnen werden.

26



Bei diesen Versuchen wurde die Abnahme der Kontraktionskraft der quergestreiften
Muskulatur des isolierten Papillarmuskels durch Zugabe der Testsubstanz GK3s
bzw.LKR1 untersucht.

Zu diesem Zweck wurde die jeweilige Testsubstanz in finf Badkonzentrationen 1; 3;
10; 30 und 100 pumol/l untersucht. Dies entsprach einer kumulativen Substanzzugabe

von 1; 2; 7; 20 und 70 pmol/l der jeweiligen Testsubstanz.

Alle 45 Minuten injizierte man mit Hilfe einer Pipette die nachsthéhere Konzentration

von GK3s bzw. LKR1 bis die Endkonzentration von 100 pmol/l erreicht wurde.

3.5.6. Ablauf der Losungsmittelversuche

Da sowohl die Testsubstanz GK3s als auch LKR1 wasserunldslich waren, wurden
die entsprechende Einwaage der Testsubstanz in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst.
Da dieses Loésungsmittel aber auf die isolierten Organe des Meerschweinchens eine
Eigenwirkung besal3, musste das bei der Berechnung der Endergebnisse

bertcksichtigt werden.

Zu diesem Zweck wurden Versuche durchgefiihrt, welche analog zu den
Testsubstanzversuchen abliefen. Allerdings wurde bei diesen Versuchsreihen nur
DMSO als Stammlésung- ohne Zugabe von Testsubstanz GK3s oder LKRI1-

verwendet.
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3.6. Untersuchte Substanzen

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden die Substanzen GK3S und LKR1 bezuglich
ihrer unterschiedlichen Wirkungen an isolierten Organen von Meerschweinchen

untersucht.

Die Substanzen GK3S und LKR1 wurden am Department flir Medizinische und
Pharmazeutische Chemie der Universitat Wien synthetisiert und von Prof. Dr.

Thomas Erker zu Verfigung gestellt.

Abb. 8: Struktur und Nomenklatur von GK3S

CH

Ir=z
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3

N-(2,3-Dimethylphenyl)-2-thiophencarbothioamid

Chemische und physikalische Charakteristika:

Molekulargewicht: 247,38 g/l
Loslichkeit: DMSO- l6slich

Farbe: gelb
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Abb. 9: Struktur und Nomenklatur von LKR1
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6-Ethyl-2,3-dihydro-1H-thieno[2,3-b][1,4]thiazin-2-thion

Chemische und physikalische Charakteristika:

Molekulargewicht: 215,36 g/l
Loslichkeit: DMSO- l6slich

Farbe: weiss

Damit die Versuche auf den isolierten Organen durchgefuhrt werden konnten,
musste die entsprechende Einwaage der Testsubstanzen im Lésungsmittel DMSO
(siehe Kap.3.5.6.) gelost werden. Diese Stammldsung wurde an jedem Versuchstag

neu zubereitet.

Da die Versuchsapparatur mit unterschiedlichen Organbadvolumina ausgestattet war
und die verschiedenen Testsubstanzkonzentrationen im Verhéaltnis gleich bleiben

mussten, wurden vorher die Einwaagen und Loésungsmittelmengen berechnet.

Die Versuche an den Organen lleum, Arteria pulmonalis und Aorta wurden mit der
Versuchsapparatur, die Organb&der mit einem Fllvolumen von 25 ml besalf,
durchgefuhrt. Fur diese Fullmenge von 25 ml bendtigte man eine Einwaage von 0,62
mg von GK3S und 0,54 mg von LKR1.

29



Fur die Versuche am Papillarmuskel und am rechten Vorhof war eine Apparatur mit
einem Organbadvolumen von 8 ml vorgesehen. Fur dieses Badvolumen wurde 0,2
mg GK3S und 0,17 mg LKR1 bendtigt.

Alle Versuche wurden in funf Badkonzentrationen 1; 3; 10; 30 und 100 pmol/l
durchgeflihrt. Dies entsprach einer kumulativen 1; 2; 7; 20 und 70 pumol/l Zugabe der
Stammlosung der jeweiligen Testsubstanz. Die Zugabe der Substanz erfolgte immer

als Injektion mittels einer Eppendorf- oder Finnpipette.

Bei allen Versuchen betrug das Zeitintervall zwischen den einzelnen Injektionen der
Testsubstanzen jeweils 45 Minuten. Durch diesen Zeitraum wurde eine vollstdndige

Wirkungsentfaltung der Substanz auf das isolierte Organ sichergestellt.
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3.7. MessgrofRen — Statistik

Bei allen Versuchen und auf allen isolierten Organen wurde die Testsubstanz GK3S
und LKR1 in den Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und 100 pmol/l durchgefuhrt.

Bei den Versuchen am terminalen lleum, an der Aorta und an der Arteria pulmonalis
wurde mit Hilfe der aufgezeichneten Kontraktionskurven war die Anderung der
Kontraktionskraft ersichtlich. Dabei wurde die Zugabe der Testsubstanz in der
jeweiligen Konzentrationsstufe in einem zeitlichen Abstand von 45 Minuten mit einem
Punkt auf der Kurve markiert. Dann wurde der Abstand zwischen den Punkten und
der definierten Nulllinie mit einem Lineal auf dem Millimeterpapier in Zentimeter
gemessen. Die Werte wurden mit dem Eichfaktor des Kraftwandlers multipliziert und
in mN umgerechnet. Auf3erdem gab man die Kontraktionskraft in Prozent an.

Der Kontrollwert wurde als jener Punkt, der kurz vor der ersten Substanzzugabe an
dem ,steady state“- Bedingungen herrschten, definiert. Fur diesen Punkt wurden 100

Prozent angenommen.

Bei den Versuchen am isolierten rechten Vorhof wurde die Anderung der
Herzfrequenz nach Zugabe der jeweiligen Testsubstanz untersucht. Auf dem
Millimeterpapier wurden sechs Zentimeter lang Kontraktionen mittels Schreiber
aufgezeichnet. Die Strecke entsprach der Schlagfrequenz des Sinusknoten fur etwa

12 Sekunden. Der Papiervorschub des Schreibers betrug 5 mm pro Sekunde.

Man multiplizierte anschlieRend die Schlage der jeweils sechs Zentimeter langen

Strecke mit dem Faktor 5 und erhielt die Herzfrequenz pro Minute.

Mit Hilfe der Kontrollmessungen und deren Kontrollwerte vor der Substanzzugabe
konnte man den Mittelwert berechnen. Dieser wurde als 100 Prozent definiert. Alle
anderen Werte wurden unter Verwendung des Mittelwertes in mN und in %

ausgedruckt.

Anhand der Versuche am isolierten Papillarmuskel sollte die Anderung der
Kontraktionskraft des Muskels in mN berechnet werden. Auch hier wurden die
Kontrollwerte aus den Kontrollmessungen zur Berechnung des Mittelwertes
herbeigezogen. Die Anderung der Kontraktionskraft wurde wieder in Prozent

angegeben.
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Der Schreiber zeichnete die Amplituden des Papillarmuskels auf, welche mit einem
Lineal in Zentimeter abgemessen und mit dem Eichfaktor des Kraftwandlers

multipliziert wurden.

Bei den Versuchen am terminalen lleum, am Papillarmuskel, an der Arteria
pulmonalis und an der Aorta musste die Eigenwirkung des Losungmittels DMSO in

die Berechnung einbezogen werden.

Die Messdaten aus den Versuchen am jeweiligen isolierten Organ wurden als
arithmetische Mittelwerte einschlie3lich ihrer Standardfehler (SEM) berechnet.
Weiters wurden sie in Konzentrations- Wirkungs- Kurven graphisch dargestellt.
Mittels dieser Kurven konnten die EC 50- Werte ermittelt werden. Der EC 50- Wert ist
die Konzentration der injizierten Testsubstanz in umol/l, bei welcher die
Kontraktionskraft bzw. Schlagfrequenz um die Halfte des Kontrollwertes

(Ausgangswertes) vermindert wurde.

Zur Beurteilung der Messwerte hinsichtlich ihrer Signifikanz wurde der ungepaarte
Student- t- Test durchgefihrt. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <5% (P<0,05)
bzw. <1% (P<0,01) wurden die Werte als signifikant eingestuft. Bei einer

Irrtumswabhrscheinlichkeit von <0,1% (P<0,001) als hochsignifikant.
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4. Ergebnisse

4.1. Wirkung von GK3S auf diverse isolierte Organe des
Meerschweinchens

4.1.1. Wirkung von GK3S auf die Kontraktionskraft des isolierten terminalen
lleums

Es wurde eine Veranderung an der glatten Muskulatur des terminalen lleums durch

den Einfluss von der Substanz GK3S gemessen.

Es wurden insgesamt 6 Organe des terminalen lleums prapariert. (siehe Kap. 3.2.1)
Der Versuchsablauf ereignete sich wie zuvor in Kapitel 3.5.1. beschrieben. Die
Praparate wurden mit 60 mmolarer KCL- Losung maximal vorkontrahiert. Als sich der
Plateauwert gebildet hat, konnte mit der ersten Substanzzugabe von GK3s
begonnen werden. Die Zugabe erfolgte kumulativ in den Konzentrationsstufen 1; 3;
10; 30 und 100 pumol/l jeweils alle 45 Minuten.

Die Eigenwirkung des Lo6sungsmittels DMSO wurde in die Berechnungen
miteinbezogen. GK3s bewirkte mit steigernder Konzentration eine Relaxation der
glatten Muskulatur des terminalen lleums. Wahrend der Kontrollphase wurde die

Kontraktionskraft im Mittel aus 6 Versuchen mit 11,16 + 0,95 mN gemessen.

Die Abnahme der Kontraktionskraft war ab 1 pmol/l GK3s statistisch signifikant
(-17,99 = 3,45 % des Kontrollwertes), ab einer Konzentration von 10 pumol/l sogar
statistisch hochsignifikant (-67,00 + 3,67 % des Kontrolwertes).

Wahrend der kumulativen Zugabe von GK3s nahm die Kontraktilitdt des isolierten

Organs kontinuierlich ab und erreichte ihren ECso- Wert bei 4,7 pmol/l.

Nach Erreichen der hochsten Badkonzentration von 100 pmol/l sank die
Konzentrationskraft auf 0,70 = 0,45 mN ab, was -93,51 *+ 3,42 % des Kontrollwertes

entsprach und somit statistisch hochsignifikant war.
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Tabelle 2: Wirkung von GK3s auf die Kontraktionskraft des isolierten terminalen lleums

GK3s fc£ SEM fc£ SEM Anzahl der | Irrtumswahr-
Versuche o )

(umol/l) (mN) (%) scheinlichkeit
n

P

0 (Kontrolle) 11,16 + 0,95 0,00 £ 0,00 6 -

1 9,17 +£0,93 -17,99 = 3,45 6 0,05

3 6,86 £ 0,84 -39,10+3,17 6 0,01

10 3,73+ 0,55 -67,00 = 3,67 6 0,001

30 1,36 £ 0,47 -88,14 + 3,88 6 0,001

100 0,70 + 0,45 -93,51 + 3,42 6 0,001

Legende zu Tabelle 2:

Die Tabelle zeigt arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft (fc) mit ihren

Standardfehlern (SEM) in mN und in % die sich auf die Kontrollwerte 11,16 + 0,95 mN

beziehen.

Es wurden 6 Versuche durchgefihrt.

Irrtumswahrscheinlichkeit P ausgedriickt.
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Abb. 10: Konzentrations- Wirkungskurve von GK3s am isolierten terminalen lleum

Terminales lleum, n=6, ECso = 4,7 pmol/l
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Legende zu Abb. 10:

Der Graph zeigt eine Abnahme der Kontraktionskraft des isolierten terminalen lleums an 6
Versuchen durch die kumulative Zugabe der Testsubstanz GK3s der Konzentrationsstufen 1;
3; 10; 30 und 100 pmol/l. Auf der Abszisse wurde die Konzentration von GK3s in umol/l und
auf der Ordinate die Abnahme der Kontraktionskraft des Praparates in % aufgetragen. Die
Punkte entlang der Kurve markieren die arithmetischen Mittelwerte mit ihren Standardfehlern
als t- férmige Verlangerungen.Der zeitliche Abstand zwischen der Zugabe der Substanz
betrug jeweils 45 Minuten. Der ECso- Wert betragt 4,7pumol/l.
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Abb. 11: Originalaufzeichnung der Wirkung von GK3s auf die Kontraktionskraft des isolierten

terminalen lleums
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Legende zu Abb. 11:

Die Originalaufzeichnung des Schreibers zeigt eine Relaxation der glatten Muskulatur des
terminalen lleums bei der Zugabe von GK3s in den Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und
100 pmol/l. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der einzelnen Injektionen von GK3s in der
jeweiligen Konzentration. Der Abstand zwischen je zwei benachbarten Pfeilen entspricht

einem Zeitintervall von 45 Minuten.
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4.1.2. Wirkung von GK3s auf die Kontraktionskraft der isolierten Aorta

An der glatten Muskulatur der isolierten Aorta wurde der Einfluss von GK3s auf die

Kontraktion untersucht.

Zu diesem Zweck wurden insgesamt 5 Organe prapariert. (siehe Kap. 3.2.2.). Der
Versuchsablauf gestaltete sich wie bereits in Kapitel 3.5.3. beschrieben. Die
Praparate wurden mit 60 mmolarer KCL- Lésung maximal vorkontrahiert. Nach
Abwarten des Plateauwertes konnte mit der ersten Substanzzugabe von GK3s
begonnen werden. Die Zugabe erfolgte kumulativ in den Konzentrationsstufen 1; 3;
10; 30 und 100 pumol/l jeweils alle 45 Minuten.

Die Eigenwirkung des Lo6sungsmittels DMSO wurde in die Berechnungen
miteinbezogen. GK3s bewirkte mit steigernder Konzentration eine leichte Relaxation
der glatten Muskulatur der Aorta. Wahrend der Kontrollphase wurde die

Kontraktionskraft im Mittel aus 5 Versuchen mit 18,15 + 0,92 mN gemessen.

Die Abnahme der Kontraktionskraft war ab 30 pmol/l GK3s statistisch signifikant
(-22,49 * 3,37 % des Kontrollwertes).

Wahrend der kumulativen Zugabe von GK3s nahm die Kontraktilitdt des isolierten

Organs ab.
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Tabelle 3: Wirkung von GK3s auf die Kontraktionskraft der Aorta

GK3s fc£ SEM fc£ SEM Anzahl der | Irrtumswahr-
Versuche - .

(umol/l) (mN) (%) scheinlichkeit
n

P

0 (Kontrolle) 8,15+ 0,92 0,00 + 0,00 5 -

1 7,98 £0,93 -2,27£0,91 5 n.s.

3 7,86 + 0,97 -4,14 £ 2,08 5 n.s.

10 7,29 £ 0,96 -11,47+ 2,68 5 n.s.

30 6,40 £ 0,92 -22,49 = 3,37 5 0,05

100 519+0,72 -36,81 + 3,45 5 0,05

Legende zu Tabelle 3:

Die Tabelle zeigt arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft (fc) mit ihren

Standardfehlern (SEM) in mN und in % die sich auf die Kontrollwerte 8,15 + 0,92 mN

beziehen.

Es wurden 5 Versuche durchgefiihrt.

Irrtumswahrscheinlichkeit P ausgedriickt.
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Abb. 12: Konzentrations- Wirkungskurve von GK3s an der isolierten Aorta

Abnahme der Kontraktionskraft (%)
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Legende zu Abb. 9:

Der Graph zeigt eine Abnahme der Kontraktionskraft der isolierten Aorta an 5 Versuchen
durch die kumulative Zugabe der Testsubstanz GK3s der Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30
und 100 pmol/l. Auf der Abszisse wurde die Konzentration von GK3s in pumol/l und auf der
Ordinate die Abnahme der Kontraktionskraft des Préaparates in % aufgetragen. Die Punkte
entlang der Kurve markieren die arithmetischen Mittelwerte mit ihren Standardfehlern als t-

formige Verlangerungen.Der zeitliche Abstand zwischen der Zugabe der Substanz betrug

jeweils 45 Minuten.
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Abb. 13: Originalaufzeichnung der Wirkung von GK3s auf die Kontraktionskraft der Aorta
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Legende zu Abb. 13:

Die Originalaufzeichnung des Schreibers zeigt eine sehr schwache Relaxation der glatten
Muskulatur der Aorta bei der Zugabe von GK3s in den Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und
100 umol/l. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der einzelnen Injektionen von GK3s in der
jeweiligen Konzentration. Der Abstand zwischen je zwei benachbarten Pfeilen entspricht

einem Zeitintervall von 45 Minuten.
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4.1.3. Wirkung von GK3s auf die Kontraktionskraft der isolierten Arteria
pulmonalis

An der glatten Muskulatur der Arteria pulmonalis wurde der Einfluss der Substanz

GK3S auf die Kontraktionskraft gemessen.

Es wurden insgesamt 5 Organe der Arteria pulmonalis prapariert. (siehe Kap. 3.2.4)
Der Versuchsablauf ereignete sich wie zuvor in Kapitel 3.5.2. beschrieben. Die
Praparate wurden mit 60 mmolarer KCL- Losung maximal vorkontrahiert. Als sich der
Plateauwert gebildet hat, konnte mit der ersten Substanzzugabe von GK3s
begonnen werden. Die Zugabe erfolgte kumulativ in den Konzentrationsstufen 1; 3;
10; 30 und 100 pmol/l jeweils alle 45 Minuten.

Die Eigenwirkung des Ldsungsmittels DMSO wurde in die Berechnungen
miteinbezogen. GK3s bewirkte mit steigernder Konzentration eine Relaxation der
glatten Muskulatur der Arteria pulmonalis. Wahrend der Kontrollphase wurde die

Kontraktionskraft im Mittel aus 5 Versuchen mit 114,52 + 1,43 mN gemessen.

Die Abnahme der Kontraktionskraft war ab 10 pmol/l GK3s statistisch signifikant
( -24,77 = 2,20 % des Kontrollwertes) und ab 100 pmol/l sogar statistisch
hochsignifikant ( -80,57 + 4,18 % des Kontrollwertes)

Wahrend der kumulativen Zugabe von GK3s nahm die Kontraktilitat des isolierten
Organs kontinuierlich ab und erreichte ihren ECso- Wert bei 24,5 pmol/l.
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Tabelle 4: Wirkung von GK3s auf die Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis

GK3s fc£ SEM fc£ SEM Anzahl der | Irrtumswahr-
Versuche o )

(umol/l) (mN) (%) scheinlichkeit
n

P

0 (Kontrolle) 14,52 + 1,43 0,00 + 0,00 5 -

1 13,91 +£1,35 -4,18 £ 0,42 5 n.s.

3 13,09 + 1,30 -10,01+ 1,10 5 n.s.

10 10,97 £1,22 -24,77 £ 2,20 5 0,05

30 6,67 £ 1,06 -54,82 + 3,82 5 0,01

100 3,00 + 0,80 -80,57 + 4,18 5 0,001

Legende zu Tabelle 4:

Die Tabelle zeigt arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft (fc) mit ihren

Standardfehlern (SEM) in mN und in % die sich auf die Kontrollwerte 14,52 + 1,43 mN

beziehen. Es wurden 5 Versuche durchgefiihrt. Die Signifikanz wird durch die

Irrtumswahrscheinlichkeit P ausgedriickt.
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Abb. 14: Konzentrations- Wirkungskurve von GK3s an der isolierten Arteria pulmonalis
Arteria pulmonalis, n=5, EC5p= 24,5 pmol/l
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Legende zu Abb. 14:

Der Graph zeigt eine Abnahme der Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis an 5 Versuchen
durch die kumulative Zugabe der Testsubstanz GK3s der Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30
und 100 pumol/l. Auf der Abszisse wurde die Konzentration von GK3s in pmol/l und auf der
Ordinate die Abnahme der Kontraktionskraft des Praparates in % aufgetragen. Die Punkte
entlang der Kurve markieren die arithmetischen Mittelwerte mit ihren Standardfehlern als t-

férmige Verlangerungen.

Der zeitliche Abstand zwischen der Zugabe der Substanz betrug jeweils 45 Minuten. Der
ECso- Wert betragt 24,5 umol/I.

43



Abb. 15: Originalaufzeichnung der Wirkung von GK3s auf die Kontraktionskraft der Arteria

pulmonalis
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Legende zu Abb. 15:

Die Originalaufzeichnung des Schreibers zeigt eine Relaxation der glatten Muskulatur der
Arteria pulmonalis bei der Zugabe von GK3s in den Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und
100 pmol/l. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der einzelnen Injektionen von GK3s in der
jeweiligen Konzentration. Der Abstand zwischen je zwei benachbarten Pfeilen entspricht

einem Zeitintervall von 45 Minuten.
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4.1.4. Wirkung von GK3s auf die Schlagfrequenz des isolierten rechten Vorhofs

An der quergestreiften Muskulatur des praparierten rechten Vorhofs wurde der

Einfluss von GK3s auf die Schlagfrequenz gemessen.

Es wurden insgesamt 6 Organe prapariert (siehe Kapitel 3.2.3.). Der Versuchsablauf
gestaltete sich wie zuvor in Kapitel 3.5.4. geschildert. Als eine konstante
Schlagfrequenz des Sinusknoten einsetzte, konnte man die Testsubstanz GK3s in
den Konzentrationsstufen 1; 3; 10; und 30 pmol/l kumulativ alle 45 Minuten
injizieren. GK3s bewirkte mit steigender Konzentration eine Abnahme der
Schlagfrequenz des Sinusknoten. Wahrend der Kontrollphase wurde die
Herzfrequenz im Mittel aus 6 Versuchen mit 223 = 7 Schlagen pro Minute gemessen.

Die negative chronotrope Wirkung war ab 30 pmol/l GK3s statistisch hochsignifikant
(-71,04+18,47 % des Kontrollwertes).

Wahrend der kumulativen Zugabe von GK3s nahm die Schlagfrequenz kontinuierlich
ab und erreichte den ECso- Wert bei 21,5 pmol/l.

Nach Erreichen der Organbadkozentration von 100 pumol/l sank die Herzfrequenz auf
0,00 = 0,00 mN, was -100 * 0,00 % des Kontrollwertes entsprach und somit

statistisch hochsignifikant war.
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Tabelle 5: Wirkung von GK3s auf die Schlagfrequenz des isolierten rechten Vorhofs

GK3s f+ SEM f+ SEM Anzahl der | Irrtumswahr-
Versuche o )

(umol/l) (mN) (%) scheinlichkeit
n

P

0 (Kontrolle) 223 + 7,48 0,00 £ 0,00 6 -

1 229 + 8,31 2,77+ 1,06 6 n.s.

3 237 £8,43 6,18 +1,3 6 n.s.

10 221 £ 6,25 -0,74+2,1 6 n.s.

30 60 + 37,97 -71,04+£18,47 6 0,001

100 0+0,00 -100 + 0,00 6 0,001

Legende zu Tabelle 5:

Die Tabelle zeigt arithmetische Mittelwerte der Schlagfrequenz des Sinusknoten pro Minute
(f) mit ihren Standardfehlern (SEM) in mN und in % die sich auf die Kontrollwerte 223 + 7,48

mN beziehen. Es wurden 6 Versuche durchgefiihrt. Die Signifikanz wird durch die

Irrtumswahrscheinlichkeit P ausgedriickt.
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Abb. 16: Konzentrations- Wirkungskurve von GK3s am isolierten rechten Vorhof

Vorhof, n=6, ECso= 21,5 pumol/I
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Legende zu Abb. 16:

In dieser Graphik wird die Anderung der Schlagfrequenz des rechten Vorhofs auf der
Abszisse linear gegen den Logarithmus der verwendeten Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30
und 100 pmol/l von GK3s auf der Ordinate aufgetragen. Die Punkte auf der Kurve markieren
die arithmetischen Mittelwerte mit ihren Standardfehlern als t- formige Verlangerungen. Die
Werte wurden aus 6 Versuchen ermittelt. Der zeitliche Abstand zwischen der Zugabe der

Substanz betrug jeweils 45 Minuten. Der ECs,- Wert betragt 21,4 pmol/l.
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Abb. 17: Originalaufzeichnung der Wirkung von GK3s auf die Schlagfrequenz des isolierten
rechten Vorhofs
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Legende zu Abb. 17:

Die Originalaufzeichnung des Schreibers zeigt den Einflul3 von GK3s auf die
Schlagfrequenz des isolierten rechten Vorhofs. Die Testsubstanz GK3s wurde in den

Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und 100 pmol/l zugesetzt. Die Konzentrationserhéhung
fand in einem Zeitintervall von 45 Minuten statt.
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4.1.5. Wirkung von GK3s auf die Kontraktionskraft des isolierten
Papillarmuskels

An der quergestreiften Muskulatur des isolierten Papillarmuskels wurde der Einfluss
der Testsubstanz GK3s auf die Kontraktionskraft untersucht. Zu diesem Zweck
wurden 5 Organe prapariert (siehe Kap.3.2.5.). Der Ablauf der Versuche ging wie
zuvor in Kapitel 3.5.5. beschrieben vor sich. Nach Erreichen einer konstanten
Kontraktionskraft des Papillarmuskels wurde die Testsubstanz in den
Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und 100 pmol/l kumulativ alle 45 Minuten mittels
Eppendorf- pipette zugesetzt.

Die Eigenwirkung des Lo6sungsmittels DMSO wurde in den Berechnungen
berticksichtigt. GK3s bewirkte mit steigender Konzentration eine Relaxation der
glatten Muskulatur des Papillarmuskels. Wahrend der Kontrollphase wurde die

Kontraktionskraft im Mittel aus 5 Versuchen mit 0,75 + 0,05 mN ermittelt.

Die negative chronotrope Wirkung von GK3s war ab 1 pmol/l statistisch signifikant
(-20,25 + 3,12 % des Kontrollwertes).

Durch die kumulative Zugabe von GK3s nahm die Kontraktionskraft des isolierten
Organs bis zu einer Konzentration von 3 pmol/l ab. Wahrend sie nach einer

Konzentration von 10 pmol/l wieder etwas anstieg.
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Tabelle 6: Wirkung von GK3s auf die Kontraktionskraft des isolierten Papillarmuskels

GK3s fc+ SEM fc+ SEM Anzahl der | Irrtumswahr-
Versuche o )

(umol/l) (mN) (%) scheinlichkeit
n

P

0 (Kontrolle) 0,75 0,05 0,00 £ 0,00 5 -

1 0,60 £ 0,42 -20,25 £ 3,12 5 0,05

3 0,52 £ 0,06 -31,90+ 5,48 5 0,05

10 0,60 £ 0,04 -19,84 £ 2,87 5 0,05

30 0,60 £ 0,06 -21,52 £ 3,21 5 0,05

100 0,54 £ 0,04 -28,68 = 2,83 5 0,05

Legende zu Tabelle 6:

Die Tabelle zeigt arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft (fc) mit ihren
entsprechenden Standardfehlern (SEM) in mN und in % die sich auf die Kontrollwerte 0,60 +
0,42 mN beziehen. Es wurden 5 Versuche durchgefiihrt. Die Signifikanz wird durch die

Irrtumswahrscheinlichkeit P ausgedriickt.
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Abb. 18: Konzentrations- Wirkungskurve von GK3s am isolierten Papillarmuskel
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Legende zu Abb. 18:
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Der Graph zeigt eine Abnahme der Kontraktionskraft des isolierten Papillarmuskels an 5

Versuchen durch die kumulative Zugabe der Testsubstanz GK3s der Konzentrationsstufen 1;

3; 10; 30 und 100 pmol/l. Auf der Abszisse wurde die Konzentration von GK3s in pmol/l und

auf der Ordinate die Abnahme der Kontraktionskraft des Préparates in % aufgetragen. Die

Punkte entlang der Kurve markieren die arithmetischen Mittelwerte mit ihren Standardfehlern

als t- formige Verlangerungen. Der zeitliche Abstand zwischen der Zugabe der Substanz

betrug jeweils 45 Minuten.
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Abb. 19: Originalaufzeichnung der Wirkung von GK3s auf die Kontraktionskraft des isolierten

Papillarmuskel
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Legende zu Abb. 19:

Die Originalaufzeichnung des Schreibers zeigt eine Abnahme der Kontraktionskraft des
Papillarmuskels bei der Zugabe von GK3s in den Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und 100

pmol/l. Die Konzentrationserh6hungen duch GK3s fanden alle 45 Minuten statt.
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4.2. Wirkung von LKR1 auf diverse isolierte Organe

4.2.1. Wirkung von LKR1 auf die Kontraktionskraft des isolierten terminalen
lleums

Es wurde eine Veranderung an der glatten Muskulatur des terminalen lleums durch

den Einfluss von der Substanz LKR1 gemessen.

Es wurden insgesamt 5 Organe des terminalen lleums prépariert. (siehe Kap. 3.2.1)
Der Versuchsablauf ereignete sich wie zuvor in Kapitel 3.5.1. beschrieben. Die
Praparate wurden mit 60 mmolarer KCL- Losung maximal vorkontrahiert. Als sich der
Plateauwert gebildet hat, konnte mit der ersten Substanzzugabe von LKR1
begonnen werden. Die Zugabe erfolgte kumulativ in den Konzentrationsstufen 1; 3;
10; 30 und 100 pumol/l jeweils alle 45 Minuten.

Die Eigenwirkung des Lo6sungsmittels DMSO wurde in die Berechnungen
miteinbezogen. LKR1 bewirkte mit steigernder Konzentration eine Relaxation der
glatten Muskulatur des terminalen lleums. Wéahrend der Kontrollphase wurde die

Kontraktionskraft im Mittel aus 5 Versuchen mit 120,38 + 1,58 mN gemessen.

Die Abnahme der Kontraktionskraft war ab 10 pmol/l LKR1 statistisch signifikant
(-30,39 £ 4,41 % des Kontrollwertes) und ab 100 umol/l LKR1 sogar statistisch hoch

signifikant , was -80,6 £ 5,21 % des Kontrollwertes entsprach.

Wahrend der kumulativen Zugabe von LKR1 nahm die Kontraktilitat des isolierten

Organs kontinuierlich ab und erreichte ihren ECso- Wert bei 18 pumol/l.
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Tabelle 7: Wirkung von LKR1 auf die Kontraktionskraft des isolierten terminalen lleums

LKR1 fc£ SEM fc£ SEM Anzahl der | Irrtumswahr-
Versuche o )

(umol/l) (mN) (%) scheinlichkeit
n

P

0 (Kontrolle) 20,38 + 1,58 0,00 + 0,00 5 -

1 19,04 £ 1,44 -6,47 £1,03 5 n.s.

3 17,76 £ 1,54 -12,92+ 2,50 5 n.s.

10 14,31 £1,75 -30,39+ 4,41 5 0,05

30 7,10+ 1,74 -66,76 £ 6,07 5 0,01

100 4,10+ 1,21 -80,6 £5,21 5 0,001

Legende zu Tabelle 7:

Die Tabelle zeigt arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft (fc) mit ihren

Standardfehlern (SEM) in mN und in % die sich auf die Kontrollwerte 20,38 + 1,58 mN

beziehen. Es wurden 6 Versuche durchgefiihrt. Die Signifikanz wird durch die

Irrtumswahrscheinlichkeit P ausgedriickt.
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Abb. 20: Konzentrations- Wirkungskurve von LKR1 am isolierten terminalen lleum

Terminales lleum, n=5, ECso = 18 pmol/I
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Legende zu Abb. 20:

Der Graph zeigt eine Abnahme der Kontraktionskraft des isolierten terminalen lleums an 5
Versuchen durch die kumulative Zugabe der Testsubstanz LKR1 der Konzentrationsstufen 1;
3; 10; 30 und 100 pmol/l. Auf der Abszisse wurde die Konzentration von LKR1 in pmol/l und
auf der Ordinate die Abnahme der Kontraktionskraft des Praparates in % aufgetragen. Die
Punkte entlang der Kurve markieren die arithmetischen Mittelwerte mit ihren Standardfehlern
als t- formige Verlangerungen. Der zeitliche Abstand zwischen der Zugabe der Substanz

betrug jeweils 45 Minuten. Der ECs,- Wert betragt 18 pmol/l.
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Abb. 21: Originalaufzeichnung der Wirkung von LKR1 auf die Kontraktionskraft des isolierten

terminalen lleums
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Legende zu Abb. 21:

Die Originalaufzeichnung des Schreibers zeigt eine Relaxation der glatten Muskulatur des
terminalen lleums bei der Zugabe von LKR1 in den Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und
100 umol/l. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der einzelnen Injektionen von LKR1 in der

jeweiligen Konzentration. Der Abstand zwischen je zwei benachbarten Pfeilen entspricht

einem Zeitintervall von 45 Minuten.
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4.2.2. Wirkung von LKR1 auf die Kontraktionskraft der isolierten Aorta

An der glatten Muskulatur der isolierten Aorta wurde der Einfluss von LKR1 auf die

Kontraktion untersucht.

Zu diesem Zweck wurden insgesamt 5 Organe prapariert. (siehe Kap. 3.2.2.). Der
Versuchsablauf gestaltete sich wie bereits in Kapitel 3.5.3. beschrieben. Die
Praparate wurden mit 60 mmolarer KCL- Lésung maximal vorkontrahiert. Nach
Abwarten des Plateauwertes konnte mit der ersten Substanzzugabe von LKR1
begonnen werden. Die Zugabe erfolgte kumulativ in den Konzentrationsstufen 1; 3;
10; 30 und 100 pumol/l jeweils alle 45 Minuten.

Die Eigenwirkung des Lo6sungsmittels DMSO wurde in die Berechnungen
miteinbezogen. LKR1 bewirkte mit steigernder Konzentration anfangs eine leichte
Relaxation der glatten Muskulatur der Aorta. Nach der Konzentration von 30 pmol/Il
wurde die glatte Muskulatur der Aorta etwas starker relaxiert. Wahrend der
Kontrollphase wurde die Kontraktionskraft im Mittel aus 5 Versuchen mit 8,98 + 0,57

mN gemessen.

Die Abnahme der Kontraktionskraft war ab 30 pumol/l LKR1 statistisch signifikant
(-30,24+ 5,18 % des Kontrollwertes).
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Tabelle 8: Wirkung von LKR1 auf die Kontraktionskraft der Aorta

LKR1 fc£ SEM fc£ SEM Anzahl der | Irrtumswahr-
Versuche o )

(umol/l) (mN) (%) scheinlichkeit
n

P

0 (Kontrolle) 8,98 + 0,57 0,00 + 0,00 5 -

1 8,79+ 0,64 -2,22+1,75 5 n.s.

3 8,72+ 0,61 -2,79+2,70 5 n.s.

10 8,08 £0,54 -9,84+ 3,75 5 n.s.

30 6,21 £ 0,43 -30,24+ 5,18 5 0,05

100 4,59 + 0,42 -48,23 +5,48 5 0,01

Legende zu Tabelle 8:

Die Tabelle zeigt arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft (fc) mit ihren

Standardfehlern (SEM) in mN und in % die sich auf die Kontrollwerte 8,98 + 0,57 mN

beziehen.

Es wurden 5 Versuche durchgefihrt.

Irrtumswahrscheinlichkeit P ausgedriickt.
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Abb. 22: Konzentrations- Wirkungskurve von LKR1 an der isolierten Aorta

Aorta, n=5, EC50= 100 umol/l
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Legende zu Abb. 22:

Der Graph zeigt eine Abnahme der Kontraktionskraft der isolierten Aorta an 5 Versuchen
durch die kumulative Zugabe der Testsubstanz LKR1 der Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30
und 100 pumol/l. Auf der Abszisse wurde die Konzentration von LKR1 in pmol/l und auf der
Ordinate die Abnahme der Kontraktionskraft des Préaparates in % aufgetragen. Die Punkte
entlang der Kurve markieren die arithmetischen Mittelwerte mit ihren Standardfehlern als t-
formige Verlangerungen. Der zeitliche Abstand zwischen der Zugabe der Substanz betrug

jeweils 45 Minuten.

Der ECso- Wert betragt 100 pmol/l.
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Abb. 23: Originalaufzeichnung der Wirkung von LKR1 auf die Kontraktionskraft der Aorta
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Legende zu Abb. 23:

Die Originalaufzeichnung des Schreibers zeigt eine schwache Relaxation der glatten
Muskulatur der Aorta bei der Zugabe von LKR1 in den Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und
100 umol/l. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der einzelnen Injektionen von LKR1 in der
jeweiligen Konzentration. Der Abstand zwischen je zwei benachbarten Pfeilen entspricht

einem Zeitintervall von 45 Minuten.
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4.2.3. Wirkung von LKR1 auf die Kontraktionskraft der isolierten Arteria
pulmonalis

An der glatten Muskulatur der Arteria pulmonalis wurde der Einfluss der Substanz
LKR1 auf die Kontraktionskraft gemessen.

Es wurden insgesamt 4 Organe der Arteria pulmonalis préapariert. (siehe Kap. 3.2.4)
Der Versuchsablauf ereignete sich wie zuvor in Kapitel 3.5.2. beschrieben. Die
Praparate wurden mit 60 mmolarer KCL- Losung maximal vorkontrahiert. Als sich der
Plateauwert gebildet hat, konnte mit der ersten Substanzzugabe von LKR1
begonnen werden. Die Zugabe erfolgte kumulativ in den Konzentrationsstufen 1; 3;
10; 30 und 100 pmol/l jeweils alle 45 Minuten.

Die Eigenwirkung des Ldsungsmittels DMSO wurde in die Berechnungen

miteinbezogen.

LKR1 bewirkte mit steigernder Konzentration eine Relaxation der glatten Muskulatur
der Arteria pulmonalis. Wahrend der Kontrollphase wurde die Kontraktionskraft im

Mittel aus 4 Versuchen mit 12,40 + 2,42 mN gemessen.

Die Abnahme der Kontraktionskraft war ab 10 umol/l LKR1 statistisch signifikant
(-14,01+ 4,32 % des Kontrollwertes).

Wahrend der kumulativen Zugabe von LKR1 nahm die Kontraktilitat des isolierten

Organs kontinuierlich ab und erreichte ihren ECso- Wert bei 40 umol/l.
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Tabelle 9: Wirkung von LKR1 auf die Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis

LKR1 fc£ SEM fc£ SEM Anzahl der | Irrtumswahr-
Versuche o )

(umol/l) (mN) (%) scheinlichkeit
n

P

0 (Kontrolle) 12,40 £ 2,42 0,00 + 0,00 4 -

1 12,11+ 2,42 -2,52 £ 0,50 4 n.s.

3 11,78 + 2,22 -4,63 + 0,98 4 n.s.

10 10,38 £ 1,51 -14,01+ 4,32 4 0,05

30 6,52 £ 0,60 -44,46 = 5,65 4 0,01

100 4,15+ 0,98 -67,19+£ 2,86 4 0,01

Legende zu Tabelle 9:

Die Tabelle zeigt arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft (fc) mit ihren

Standardfehlern (SEM) in mN und in % die sich auf die Kontrollwerte 12,11 + 2,42 mN

beziehen.

Es wurden 4 Versuche durchgefiihrt.

Irrtumswahrscheinlichkeit P ausgedriickt.
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Abb. 24: Konzentrations- Wirkungskurve von LKR1 an der isolierten Arteria pulmonalis
Arteria pulmonalis, n= 4, ECso= 40 pmol/l
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Legende zu Abb. 24:

Der Graph zeigt eine Abnahme der Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis an 4 Versuchen
durch die kumulative Zugabe der Testsubstanz LKR1 der Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30
und 100 pumol/l. Auf der Abszisse wurde die Konzentration von LKR1 in pmol/l und auf der
Ordinate die Abnahme der Kontraktionskraft des Praparates in % aufgetragen. Die Punkte
entlang der Kurve markieren die arithmetischen Mittelwerte mit ihren Standardfehlern als t-

férmige Verlangerungen.

Der zeitliche Abstand zwischen der Zugabe der Substanz betrug jeweils 45 Minuten. Der
ECso- Wert betragt 40 umol/I.
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Abb. 25: Originalaufzeichnung der Wirkung von LKR1 auf die Kontraktionskraft der Arteria

pulmonalis
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Legende zu Abb. 25:

Die Originalaufzeichnung des Schreibers zeigt eine Relaxation der glatten Muskulatur der
Arteria pulmonalis bei der Zugabe von LKR1 in den Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und
100 umol/l. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der einzelnen Injektionen von LKR1 in der
jeweiligen Konzentration. Der Abstand zwischen je zwei benachbarten Pfeilen entspricht

einem Zeitintervall von 45 Minuten.
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4.2.4. Wirkung von LKR1 auf die Schlagfrequenz des isolierten rechten Vorhofs

An der quergestreiften Muskulatur des praparierten rechten Vorhofs wurde der

Einfluss von LKR1 auf die Schlagfrequenz gemessen.

Es wurden insgesamt 4 Organe prapariert (siehe Kapitel 3.2.3.). Der Versuchsablauf
gestaltete sich wie zuvor in Kapitel 3.5.4. geschildert. Als eine konstante
Schlagfrequenz des Sinusknoten einsetzte, konnte man die Testsubstanz LKR1 in
den Konzentrationsstufen 1; 3; 10; und 30 pmol/l kumulativ alle 45 Minuten
injizieren. LKR1 bewirkte mit steigender Konzentration eine Abnahme der
Schlagfrequenz des Sinusknoten. Waéhrend der Kontrollphase wurde die
Herzfrequenz im Mittel aus 4 Versuchen mit 254 = 17 Schlagen pro Minute

gemessen.

Die negative chronotrope Wirkung war ab 10 pmol/l LKR1 statistisch signifikant
(-12,31 + 3,86 % des Kontrollwertes). Wahrend der kumulativen Zugabe von LKR1
nahm die Schlagfrequenz kontinuierlich ab und erreichte den ECsp- Wert bei 17,9
pmol/l. Nach Erreichen der Organbadkozentration von 100 pmol/l sank die
Herzfrequenz auf 0,00 £ 0,00 mN, was -100 + 0,00 % des Kontrollwertes entsprach

und somit statistisch hochsignifikant war.
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Tabelle 10: Wirkung von LKR1 auf die Schlagfrequenz des isolierten rechten Vorhofs

LKR1 f+ SEM f+ SEM Anzahl der | Irrtumswahr-
Versuche o .

(umol/l) (mN) (%) scheinlichkeit
n

P

0 (Kontrolle) 254 + 17,36 0,00 £ 0,00 4 -

1 249 + 18,86 -2,1+0,84 4 n.s.

3 245 + 21,89 -3,8+2,21 4 n.s.

10 224 + 23,22 -12,31 + 3,86 4 0,05

30 53+525 -82,79+17,21 4 0,01

100 0+ 0,00 -100 + 0,00 4 0,01

Legende zu Tabelle 10:

Die Tabelle zeigt arithmetische Mittelwerte der Schlagfrequenz des Sinusknoten pro Minute
(f) mit ihren Standardfehlern (SEM) in mN und in % die sich auf die Kontrollwerte 254 +
17,36 mN beziehen. Es wurden 4 Versuche durchgefihrt. Die Signifikanz wird durch die

Irrtumswahrscheinlichkeit P ausgedriickt.
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Abb. 26: Konzentrations- Wirkungskurve von LKR1 am isolierten rechten Vorhof

Vorhof, n=4, ECso= 17,9 pumol/l
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Legende zu Abb. 26:

In dieser Graphik wird die Anderung der Schlagfrequenz des rechten Vorhofs auf der
Abszisse linear gegen den Logarithmus der verwendeten Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30
und 100 pmol/l von LKR1 auf der Ordinate aufgetragen. Die Punkte auf der Kurve markieren
die arithmetischen Mittelwerte mit ihren Standardfehlern als t- formige Verlangerungen. Die
Werte wurden aus 4 Versuchen ermittelt. Der zeitliche Abstand zwischen der Zugabe der

Substanz betrug jeweils 45 Minuten. Der ECs,- Wert betragt 17,9 pmol/l.
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Abb. 27: Originalaufzeichnung der Wirkung von LKR1 auf die Schlagfrequenz des isolierten
rechten Vorhofs
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Legende zu Abb. 27:

Die Originalaufzeichnung des Schreibers zeigt den Einfluss von LKR1 auf die
Schlagfrequenz des isolierten rechten Vorhofs. Die Testsubstanz LKR1 wurde in den
Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und 100 pmol/l zugesetzt. Die Konzentrationserhéhung

fand in einem Zeitintervall von 45 Minuten statt
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4.2.5. Wirkung von LKR1 auf die Kontraktionskraft des isolierten
Papillarmuskels

An der quergestreiften Muskulatur des isolierten Papillarmuskels wurde der Einfluss
der Testsubstanz LKR1 auf die Kontraktionskraft untersucht. Zu diesem Zweck
wurden 4 Organe prapariert (siehe Kap.3.2.5.). Der Ablauf der Versuche ging wie
zuvor in Kapitel 3.5.5. beschrieben vor sich. Nach Erreichen einer konstanten
Kontraktionskraft des Papillarmuskels wurde die Testsubstanz in den
Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und 100 pmol/l kumulativ alle 45 Minuten mittels
Eppendorf- pipette zugesetzt.

Die Eigenwirkung des Losungsmittels DMSO wurde in den Berechnungen
berucksichtigt. LKR1 bewirkte mit steigender Konzentration eine Relaxation der

glatten Muskulatur des Papillarmuskels.

Wahrend der Kontrollphase wurde die Kontraktionskraft im Mittel aus 4 Versuchen
mit 01,02 £ 0,21 mN ermittelt. Die negative chronotrope Wirkung von LKR1 war ab
einer Konzentration von 10 pmol/l statistisch signifikant (-20,25+ 4,53 % des
Kontrollwertes).
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Tabelle 11: Wirkung von LKR1 auf die Kontraktionskraft des isolierten Papillarmuskels

LKR1 fox SEM fox SEM Anzahl der | Irrtumswahr-
Versuche Lo )

(umol/l) (mN) (%) scheinlichkeit
n

P

0 (Kontrolle) 1,02 + 0,21 0,00 £ 0,00 4 -

1 1,00 + 0,17 -2,28+ 4,14 4 n.s.

3 0,09+0,12 -9,10+ 6,40 4 n.s.

10 0,80 +0,13 -20,25+ 4,53 4 0,05

30 0,65+0,10 -34,26 + 6,15 4 0,05

100 0,60 £ 0,10 -40,74 + 4,53 4 0,05

Legende zu Tabelle 11:

Die Tabelle zeigt arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft (fc) mit ihren
entsprechenden Standardfehlern (SEM) in mN und in % die sich auf die Kontrollwerte 1,02 +
0,21 mN beziehen. Es wurden 4 Versuche durchgefilhrt. Die Signifikanz wird durch die

Irrtumswahrscheinlichkeit P ausgedriickt.
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Abb. 28: Konzentrations- Wirkungskurve von LKR1 am isolierten Papillarmuskel
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Legende zu Abb. 28:
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Der Graph zeigt eine Abnahme der Kontraktionskraft des isolierten Papillarmuskels an 4

Versuchen durch die kumulative Zugabe der Testsubstanz LKR1 der Konzentrationsstufen 1;

3; 10; 30 und 100 pmol/l. Auf der Abszisse wurde die Konzentration von LKR1 in pmol/l und

auf der Ordinate die Abnahme der Kontraktionskraft des Préparates in % aufgetragen. Die

Punkte entlang der Kurve markieren die arithmetischen Mittelwerte mit ihren Standardfehlern

als t- formige Verlangerungen. Der zeitliche Abstand zwischen der Zugabe der Substanz

betrug jeweils 45 Minuten.
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Abb. 29: Originalaufzeichnung der Wirkung von LKR1 auf die Kontraktionskraft des isolierten

Papillarmuskel
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Legende zu Abb. 29:

Die Originalaufzeichnung des Schreibers zeigt eine Abnahme der Kontraktionskraft des
Papillarmuskels bei der Zugabe von LKR1 in den Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und 100

pmol/l. Die Konzentrationserhohungen durch LKR1 fanden alle 45 Minuten statt.
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5. Diskussion

Im Rahmen der Diplomarbeit wurde die Wirkung der Schwefelwasserstoff
freisetzenden Testsubstanz LKR1 und des Resveratrolderivates GK3s an
verschiedenen isolierten und danach praparierten Organen des Meerschweinchens

untersucht.

Zu diesem Zweck wurden die Testsubstanzen GK3s und LKR1 an der glatten
Muskulatur des terminalen lleums, der Aorta, der Arteria pulmonalis, dem rechten
Vorhof und dem Papillarmuskel in den Konzentrationsstufen 1; 3; 10; 30 und 100

pmol/l erforscht.

Zum Abschluss der Arbeit galt es das erhaltene Wirkprofil der Testsubstanz LKR1
mit dem in Studien untersuchten Schwefelwasserstoff zu vergleichen, sowie das
erhaltene Wirkprofil von GK3s mit dem erforschten Naturstoff Resveratrol beziglich

der Wirkung gegenuber zu stellen und zu vergleichen.
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5.1. Wirkung von GK3s auf die isolierten Organe vom
Meerschweinchen

5.1.1. Untersuchung am terminalen lleum

Die Testsubstanz GK3s bewirkte eine sehr ausgepragte Relaxation der glatten

Muskulatur des isolierten terminalen lleums.

Wahrend der Kontrollphase wurde die Kontraktionskraft des Préaparates im Mittel aus
6 Versuchen mit 11,16 + 0,95 mN ermittelt.

Die Abnahme der Kontraktionskraft war ab 1 pmol/l GK3s statistisch signifikant
(-17,99 = 3,45 % des Kontrollwertes), ab einer Konzentration von 10 umol/l sogar
statistisch hochsignifikant (-67,00 + 3,67 % des Kontrolwertes).

Wahrend der kumulativen Zugabe von GK3s nahm die Kontraktilitdt des isolierten

Organs kontinuierlich ab und erreichte ihren ECso- Wert schon bei 4,7 pmol/I.

Nach Erreichen der hoéchsten Badkonzentration von 100 pmol/l sank die
Konzentrationskraft auf 0,70 £ 0,45 mN ab, was -93,51 * 3,42 % des Kontrollwertes

entsprach und somit statistisch hochsignifikant war.

Resveratrol fihrte zu einer starken Relaxation der glatten Muskulatur des terminalen
lleums. Diese war ab einer Konzentration von 30 pumol/l signifikant, und ab einer
Konzentration von 100 pmol/l hochsignifikant. Die Abnahme betrug in dieser
Konzentrationsstufe -69,77 £ 2,62 % des Kontrollwertes. (L6sch 2004)

Durch den Vergleich der oben angeflihrten Messdaten der Testsubstanz GK3s und
des Naturstoffs Resveratrol lasst sich aussagen, dass das synthetische Derivat GK3s
den Naturstoff Resveratrol in seiner relaxierenden Wirkung auf die glatte Muskulatur

des isolierten terminalen lleums bei weitem Ubertrifft.
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5.1.2. Untersuchung an der Aorta

Die Testsubstanz GK3s bewirkte eine wenig ausgepragt konzentrationsabhangige

Relaxation der glatten Muskulatur der isolierten Aorta des Meerschweinchens.

Wahrend der Kontrollphase wurde die Kontraktionskraft im Mittel aus 5 Versuchen
mit 18,15 + 0,92 mN gemessen.

Die Abnahme der Kontraktionskraft war ab 30 pmol/l GK3s statistisch signifikant
(-22,49 £ 3,37 % des Kontrollwertes).

Wahrend der kumulativen Zugabe von GK3s nahm die Kontraktilitat des isolierten
Organs nur wenig ab und erreichte bis zur Endkonzentration von 100 pumol/l sowohl

keinen ECso- Wert als auch keine statistisch hohe Signifikanz.

Das naturliche Vorbild Resveratrol bewirkte die Relaxation der glatten Muskulatur der
isolierten Aorta erst ab einer Konzentration von 300 pumol/l, was statistisch signifikant
war. Der ECso- Wert lag bei 145 pumol/l. (Losch 2004)

Durch den Vergleich lasst sich aussagen, dass GK3s dem Naturstoff Resveratrol in
Bezug auf die relaxierende Wirkung auf die glatte Muskulatur der isolierten Aorta

nicht Gberlegen ist und die erwartete Wirkung bei weitem ausblieb.

An dieser Stelle kann eine Studie zum Thema ,Untersuchung von Resveratrol auf

der isolierten Aorta“ erwahnt werden:

In einer Studie fihrten Chen und Pace- Asciak (1996) Versuche an isolierten Aorten
von Ratten durch. Nach einer Vorkonstriktion der Aorta mit Noradrenalin und
Phenylephrin wirkte Resveratrol auf diese relaxierend. AulRerdem besagt die Studie,
dass Resveratrol eine indirekte und direkte gefal3erweiternde Wirkung aufweist.
(Chen et al. 1996)
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5.1.3. Untersuchung an der Arteria pulmonalis

Die Testsubstanz GK3s bewirkte eine ausgepragte konzentrationsabhangige

Relaxation der glatten Muskulatur der isolierten Arteria pulmonalis.

Wahrend der Kontrollphase wurde die Kontraktionskraft im Mittel aus 5 Versuchen
mit 114,52 + 1,43 mN gemessen.

Die Abnahme der Kontraktionskraft war ab 10 pmol/l GK3s statistisch signifikant
(-24,77 £ 2,20 % des Kontrollwertes) und ab 100 pmol/l sogar statistisch
hochsignifikant ( -80,57 + 4,18 % des Kontrollwertes)

Wahrend der kumulativen Zugabe von GK3s nahm die Kontraktilitat des isolierten

Organs kontinuierlich ab und erreichte ihren ECso- Wert bei 24,5 pumol/I.

Resveratrol bewirkte eine Relaxation der glatten Muskulatur der isolierten Arteria
pulmonalis, welche bei 100 pmol/l statistisch signifikant war. Die Abnahme der
Kontraktilitat des isolierten Organs betrug in dieser Konzentrationsstufe -43,56 + 7,10
% des Kontrollwertes. Der ECso- Wert lag bei 126 pmol/l. (Losch 2004)

Durch den Vergleich der Messdaten lasst sich sagen, dass die vasodilatierende
Wirkung von GK3s die Wirkung des natirlichen Vorbildes Resveratrol bei weitem
Ubertrifft
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5.1.4. Untersuchung am rechten Vorhof

Die Testsubstanz GK3s bewirkte eine sehr stark ausgepragte negative chronotrope

Wirkung am Sinusknoten des isolierten rechten Vorhofs.

Wahrend der Kontrollphase wurde die Herzfrequenz im Mittel aus 6 Versuchen mit

223 + 7 Schlagen pro Minute gemessen.

Die negative chronotrope Wirkung war ab 30 pmol/l GK3s statistisch hochsignifikant
(-71,04+18,47 % des Kontrollwertes).

Wahrend der kumulativen Zugabe von GK3s nahm die Schlagfrequenz kontinuierlich
ab und erreichte den ECso- Wert bei 21,5 pmol/l.

Nach Erreichen der Organbadkozentration von 100 pmol/l sank die Herzfrequenz auf
0,00 = 0,00 mN, was -100 = 0,00 % des Kontrollwertes entsprach und somit

statistisch hochsignifikant war.

Hingegen beim Naturstoff Resveratrol began die Herzfrequenz ab einer
Konzentration von 10 pmol/l kontinuierlich zu sinken. Erst ab einer Konzentration
von 100 pmol/l erreichte diese Abnahme eine statistische Signifikanz. In dieser
Konzentrationsstufe betrug die Schlagfrequenz des isolierten rechten Vorhofs
-18,45 + 7,52 % des Kontrollwertes. AuRerdem wurde kein ECso- Wert erreicht.
(L6sch 2004)

Durch den Vergleich der Messdaten von GK3s und vom Naturstoff Resveratrol lasst
sich feststellen, dass GK3s das natirliche Vorbild Resveratrol beziglich der
negativen chronotropen Wirkung auf den isolierten rechten Vorhof bei weitem
ubertrifft.
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5.1.5. Untersuchung am Papillarmuskel

Die Testsubstanz GK3s filhrte zu einer konzentrationsabhéngigen negativen

inotropen Wirkung am isolierten Papillarmuskel.

Wahrend der Kontrollphase wurde die Kontraktionskraft im Mittel aus 5 Versuchen
mit 0,75 + 0,05 mN ermittelt.

Die negative chronotrope Wirkung von GK3s war ab 1 pmol/l statistisch signifikant
(-20,25 + 3,12 % des Kontrollwertes). Die Testsubstanz erreichte bis zur
Endkonzentration von 100 pmol/l  sowohl keinen ECs,- Wert als auch keine

statistisch hohe Signifikanz.

Durch die kumulative Zugabe von GK3s nahm die Kontraktionskraft des isolierten
Organs bis zu einer Konzentration von 3 pmol/l ab. Wahrend sie nach einer
Konzentration von 10 pumol/l wieder etwas anstieg und somit leicht positiv inotrop

war.

Beim naturlichen Vorbild Resveratrol konnte am isolierten Papillarmuskel nur eine
leichte positive inotrope Wirkung festgestellt werden, welche jedoch nicht statistisch

signifikant war. Es wurde kein ECso- Wert an diesem Organ erreicht.

Durch den Vergleich der Messdaten kann gesagt werden, dass GK3s sich zu

Resveratrol in seiner Wirkung ahnlich verhalt.
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5.2. Wirkung von LKR1 auf die isolierten Organe vom
Meerschweinchen

5.2.1. Untersuchung am terminalen lleum

Die Testsubstanz LKR1 bewirkte eine ausgepragte konzentrationsabhangige

Relaxation der glatten Muskulatur des isolierten terminalen lleums.

Wahrend der Kontrollphase wurde die Kontraktionskraft im Mittel aus 5 Versuchen
mit 120,38 + 1,58 mN gemessen.

Die Abnahme der Kontraktionskraft war ab 10 pmol/l LKR1 statistisch signifikant
(-30,39 £ 4,41 % des Kontrollwertes) und ab 100 pmol/l LKR1 sogar statistisch

hochsignifikant, was -80,6 £ 5,21 % des Kontrollwertes entsprach.

Wahrend der kumulativen Zugabe von LKR1 nahm die Kontraktilitdt des isolierten

Organs kontinuierlich ab und erreichte ihren ECso- Wert bei 18 pmol/l.

Das synthetische Derivat LKR1 wirkt ausgepragt relaxierend auf die intestinale glatte

Muskulatur des terminalen lleums.

Das Ergebnis der stark dilatierenden Wirkung von LKR1 ist auch sehr deutlich in der
Konzentrations- Wirkungskurve von LKR1 am isolierten terminalen lleum (siehe Abb.

18) zu sehen.

Aus diesem Grund kann gesagt werden, dass LKR1 den laut Studie (Zhao et
al.2002) besagten Effekt der GefaRerweiterung von Schwefelwasserstoff auf

vaskulare und intestinale glatte Muskel Zellen, bei weitem erreicht.
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5.2.2. Untersuchung an der Aorta

Die Testsubstanz LKR1 bewirkte eine konzentrationsabhéangige Relaxation der

glatten Muskulatur der isolierten Aorta.

Wahrend der Kontrollphase wurde die Kontraktionskraft im Mittel aus 5 Versuchen

mit 8,98 + 0,57 mN gemessen.

Die Abnahme der Kontraktionskraft war ab 30 pumol/l LKR1 statistisch signifikant
(-30,24+ 5,18 % des Kontrollwertes).

Die Kontraktilitat der glatten Muskulatur des isolierten Organs sank durch kumulative
Substanzzugabe von LKR1 zuerst wenig und nach einer Konzentration von 10 pmol/l

starker kontinuierlich ab. Der ECso- Wert wurde schlief3lich bei 200 pumol/l erreicht.

Laut Studie der Universitat von Saskatchewan in Kanada wurde sowohl in der Aorta
als auch in der Pfortader von Ratten eine Schwefelwasserstoff induzierte und
dosisabhangige Relaxation der glatten Gefaldmuskulatur gemessen werden. Weiters
konnte ein hoher Blutdruck der Ratten durch eine intravendse Bolusinjektion gesenkt
werden. (Zhao et al. 2002)

Grundsatzlich lasst sich sagen, dass die relaxierende Wirkung von LKR1 auf die

glatte Muskulatur der Aorta weit schwacher eingetreten ist als erwartet.
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5.2.3. Untersuchung an der Arteria pulmonalis

Die Testsubstanz LKR1 bewirkte eine ausgepragte konzentrationsabhangige

Relaxation der glatten Muskulatur der Arteria pulmonalis.

Wahrend der Kontrollphase wurde die Kontraktionskraft im Mittel aus 4 Versuchen
mit 12,40 + 2,42 mN gemessen.

Die Abnahme der Kontraktionskraft war ab 10 pmol/l LKR1 statistisch signifikant
(-14,01+ 4,32 % des Kontrollwertes).

Wahrend der kumulativen Zugabe von LKR1 nahm die Kontraktilitdt des isolierten

Organs kontinuierlich ab und erreichte ihren ECso- Wert bei 40 umol/I.

Anhand von einer Studie (Hosoki et al. 1997) wurde festgestellt, dass
Schwefelwasserstoff eine physiologisch protective Funktion im
Kardiovascularensystem hat. Die Studie ergab eine Relaxation glatter
GefalBmuskulatur einschlief3lich der Aorta und Pfortader.

Die synthetische Schwefelwasserstoff freisetzende Verbindung LKR1 wirkt, wie
aufgrund der Aussage der oben angefiihrten Studie (Hosoki et al. 1997) erwartet,

ausgepragt relaxierend auf die glatte Muskulatur der Arteria pulmonalis.
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5.2.4. Untersuchung am rechten Vorhof

Die Testsubstanz LKR1 bewirkte eine ausgepragte negative chronrotrope Wirkung

am Sinusknoten.

Wahrend der Kontrollphase wurde die Herzfrequenz im Mittel aus 4 Versuchen mit

254 = 17 Schlagen pro Minute gemessen.

Die negative chronotrope Wirkung war ab 10 pumol/l LKR1 statistisch signifikant
(-12,31 + 3,86 % des Kontrollwertes).

Die Schlagfrequenz nahm wahrend der kumulativen Zugabe von LKR1 kontinuierlich
ab und erreichnte den ECsp- Wert bei 17,9 pmol/l. Nach Erreichen der
Organbadkozentration von 100 pumol/l sank die Herzfrequenz auf 0,00 £ 0,00 mN,
was -100 £ 0,00 % des Kontrollwertes entsprach und somit statistisch hochsignifikant

war.

Anhand von einer Studie (Hosoki et al. 1997) wurde festgestellt, dass
Schwefelwasserstoff eine physiologisch protective Funktion im

Kardiovascularensystem hat.

An dieser Stelle kann gesagt werden, dass die synthetische Schwefelwasserstoff
freisetzende Verbindung LKR1 die laut Studienergebnisse (Hosoki et al. 1997)

erwartete Wirkung erfullt.
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5.2.5. Untersuchung am Papillarmuskel

Die Testsubstanz LKR1 fluhrte zu einer nicht stark ausgepragten

konzentrationsabhangigen negativen inotropen Wirkung am isolierten Papillarmuskel.

Wahrend der Kontrollphase wurde die Kontraktionskraft im Mittel aus 4 Versuchen
mit 01,02 + 0,21 mN ermittelt.

Die negative chronotrope Wirkung von LKR1 war ab einer Konzentration von 10

pmol/l statistisch signifikant (-20,25% 4,53 % des Kontrollwertes).

Die Kontraktionskraft der glatten Muskulatur des Papillarmuskels sank durch
kumulative Substanzzugabe von LKR1 nur wenig ab und erreichte keinen ECsp-
Wert.

Daher kann gesagt werden, dass eine leichte Wirkung von LKR1 wie nach der Studie
von Hosoki (Hosoki et al. 1997), in welcher festgestellt wurde, dass
Schwefelwasserstoff eine physiologisch protective Funktion im
Kardiovascularensystem hat, eingetreten ist
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6. Zusammenfasssung

Zu Beginn der Diplomarbeit galt es einige Theoretische Hintergrinde zu der
Schwefelwasserstoff freisetzenden Testsubstanz LKR1 und zu dem synthetischen

Resveratrolderivat GK3s zu erortern.

Danach wurden die Materialien, die Methodik sowie der Versuchsablauf und die

Versuchsbedingungen detailiert geschildert.

Weiters wurde schlieBlich die Testsubstanz GK3s und LKR1 beziglich ihrer
Eigenwirkung an den isolierten Organen des Meerschweinchens untersucht. Die
Versuche wurden jeweils am isolierten terminalen lleum, an der Aorta, an der Arteria
pulmonalis, am rechten Vorhof und am Papillarmuskel in verschiedenen

Konzentrationsstufen durchgefihrt.

Im Anschluss wurden die Ergebnisse in einer Konzentrations- Wirkungskurve und in
der jeweiligen Originalaufzeichnung der Wirkung des angeschlossenen Schreibers,

welcher die Stromimpulse sichtbar machte, veranschaulicht.
Im darauffolgenden Kapitel wurden die Ergebnisse und Messdaten diskutiert.

Das erhaltene Wirkprofil der Testsubstanz LKR1 wurde mit dem in Studien
untersuchten Schwefelwasserstoff verglichen. Sowie das erhaltene Wirkprofil von
GK3s wurde dem erforschten Naturstoff Resveratrol bezuglich der Wirkung
gegenuber gestellt.

Prinzipiell kann gesagt werden, dass die beiden neu synthetisierten heterocyclischen
Derivate LKR1 und GK3s ihren naturlichen Vorbildern aufgrund des in Studien
untersuchten Wirkprofils entsprechen, jedoch in ihrer Wirkstarke nicht immer

Ubereinstimmen.
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