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Verzeichnis wichtiger Abktrzungen

APD Aktionspotentialdauer

CH,CIl,-MeOH Dichloromethan-Methanol

ECs Konzentration, bei der die halbmaximale Wirkung eintritt
EME Erreichter-Maximaler-Effekt

EtOAC Ethylacetat

F. Kontraktionskraft

HVA Durch starke Potentialanderung aktivierter Kanal

(,,High voltage activated*)

Ik Verzogerter Auswartsgleichrichter-Kalium-Strom

Ikt Einwaértsgleichrichter-Kalium-Strom

P “rapid delayed rectifier” Kalium-Strom

Iks “slow delayed rectifier” Kalium-Strom

Iur wultra rapid delayed rectifier* Kalium-Strom

Ina Natrium-Strom

lio Transienter auswaértsgerichteter Kalium-Strom

KHB Krebs-Henseleit-Ldsung

[K™To Extrazelluldre Kalium-Konzentration

LVA Durch geringe Potentialdanderung aktivierter Kanal (,,low-

voltage activated*)

MeOH Methanol

[Mg*]o Extrazelluldre Magnesium-Konzentration

RyR Ryanodin-Rezeptor

ROC Rezeptorgesteuerter lonenkanal (,,receptor operated channel®)
SEM Standardfehler des Mittelwertes

(,,standard error of the mean value*)

SR Sarkoplasmatisches Reticulum
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1. Einleitung

Kardiovaskuléare Erkrankungen gehoren zu den haufigsten Todesursachen in den
Industrieldandern. Auch in den Entwicklungslandern sind neben den
Infektionskrankheiten die Herz-Kreislauf-Erkrankungen fir einen GrolRteil der
Todesfalle verantwortlich. Diese kardiovaskuldren Erkrankungen verursachen
weltweit den Tod von mehr als 15 Millionen Menschen pro Jahr, d.h. fast 30 %
aller Todesfalle (Maclean & Chockalingam, 1998). Die WHO erwartet in den
Entwicklungslandern eine Steigerung der kardiovaskuldren Krankheitsfalle. In
den Industrieldndern hat sich in den letzten Jahrzehnten die Zahl der Todesfélle
etwas vermindert, was z.T. auf eine effektive Therapie dieser Erkrankungen
zurlickzufuhren ist. Trotzdem sind die bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen
eingesetzten Pharmaka nicht optimal, so dass man weiter auf der Suche nach
besser wirksamen und besser vertraglichen Arzneimitteln ist. Dies gilt besonders
fir die Antiarrhythmika, die oft dramatische Nebenwirkungen aufweisen und
deren Nutzen deshalb sehr umstritten ist. In den &rmeren Landern der Welt sind
moderne Herz-Kreislaufmittel oft nicht erschwinglich. Stattdessen nutzen mehr
als 70 % der Bevolkerung hauptséchlich pflanzliche Produkte fur die Therapie
(Elujoba, 1998). Tausende Pflanzenarten werden weltweit flr diese
Erkrankungen, hé&ufig ohne chemische, pharmakologische und Klinische
Untersuchungen, nur auf Grund individueller und Uberlieferter Erfahrungen in
der traditionellen Heilkunde verwendet (Adjanohoun et al. 1996; Arbonier,
2002; Wagner & Wiesenauer, 1995; WeiR, 1991).

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, bei zwei ausgewahlten, in Kamerun
von traditionellen Heilern verwendeten, Arzneipflanzen, ausgehend von
bestimmten Indikationen pharmakologische Wirkungen zu identifizieren. Mit
dieser Methode sollte es mdglich sein, die Wirksamkeit der volksmedizinisch
verwendeten Arzneipflanzen zu Uberprifen und nach Kenntnis der wirksamen

Inhaltsstoffe eine gewisse Standardisierung vorzunehmen. Langfristig kénnten



die Isolation und Modifikation von Inhaltsstoffen zur Entwicklung neuer
Medikamente fiihren.

Traditionelle Heiler in Kamerun bzw. West-Afrika nutzen Daniella oliveri und
Vitex cienkowskii fir die Behandlung zahlreicher Erkrankungen wie z.B. Herz-
rhythmusstérungen, Kopfschmerzen, Miidigkeit und epileptische Anfélle. Wenn
diese beiden Pflanzen tatsachlich diese therapeutischen Wirkungen zeigen,
konnte das bedeuten, dass die Extrakte Wirkungen auf lonenkanéle bzw.
GABA-Rezeptoren besitzen. Da GABA-Rezeptoren nur im Gehirn eine grof3e
Bedeutung haben, aber keine wichtige Rolle an der Herzmuskelzelle spielen, ist
anzunehmen, dass diese Extrakte moglicherweise auf Natrium-, Kalium- oder
Calciumkanéle wirken. Eine einfache Moglichkeit fur eine sowohl anti-
arrhythmische als auch antiepileptische Wirkung waére die Minderung der
Erregbarkeit der Herzmuskelzelle bzw. der Nervenzelle, das heit eine
Anhebung der Schwelle fur die Ausldsung des Natrium-Stroms.

Um diese Hypothese zu testen, wurden zunéchst grundlegende Untersuchungen
zur Beeinflussung der Schwelle durchgefiihrt. Ausgehend von einer Erh6hung
der extrazellularen Magnesium-Konzentration, die bekanntlich die Erregbarkeit
von Herzmuskelzellen und Nervenzellen vermindert, wurde der Einfluss anderer
lonen und von antiarrhythmisch und proarrhythmisch wirkenden Substanzen auf
die Ausldseschwelle des Natrium-Stroms an isolierten Einzelzellen mit Hilfe der
sogenannten Patch-Clamp-Technik untersucht. Es folgte eine Prufung der
Wirkung verschiedener Extrakte von V. cienkowskii und D. oliveri und von
maoglichen Inhaltsstoffen, deren Vorhandensein auf Grund erster chemischer
Analysen vermutet wurde, auf elektrophysiologische Parameter des Herzens.
Zusatzlich wurde die Wirkung der Extrakte auf die mechanische Funktion des
Herzmuskels und der glatten GefaBmuskulatur untersucht, um Informationen

uber eventuelle kardiovaskulare Effekte zu erhalten.



2. Anatomischer Aufbau und Funktion des Herzens und der
glatten Muskulatur der Gefal3e

2.1  Allgemeine strukturelle und funktionelle Aspekte

Das Herz ist ein spezialisierter quergestreifter Muskel. Das menschliche Herz
wiegt ca. 300 g. Es liegt links paramedian im Thorax und ist vom Herzbeutel
umkleidet. Dabei ist es ohne sonstige Fixierung an den zu- und abfiihrenden
GefaRen aufgehéngt. Aufgabe des Herzens ist es, das aus den Koérper- und
Lungenvenen zuflielende Blut in das arterielle System des kleinen bzw. grof3en
Kreislaufs auszutreiben.

Abb. 2.1 zeigt einen Frontalschnitt durch das Herz und die Richtung der
Blutstréme. Das Blut gelangt aus den Venen (Vena cava inferior und Vena cava
superior) in das rechte Atrium. Dort tritt noch eine geringe Menge vendses Blut
aus dem koronaren Stromgebiet ein. Uber die Trikuspidalklappe gelangt es in
die rechte Kammer. Diese liegt als schmale und wenig muskelstarke Kammer
dem linken Ventrikel von rechts unten an. Die rechte Kammer pumpt das Blut
uber die Pulmonalklappe in die Arteria pulmonalis und damit in die Lunge. Das
Blut kommt aus der Lunge Uber die Vv. pulmonales zurtick in den linken Vorhof
und 0Ober die Mitraklappe in den linken Ventrikel. Der linke Ventrikel ist
gegenuber dem rechten wesentlich kraftiger gebaut. Das Blut wird in die Aorta
uber die Aortenklappe ausgetrieben und damit in den ganzen Korper.

Um ihre Aufgabe erfullen zu kénnen, haben die Herzmuskelzellen im Laufe der
Evolution ein komplexes System aus kontraktilen Proteinen und speziellen

Membransystemen entwickelt.



Linker
Vorhof

Sehnen-
fFdden

Papillar-
muskeln
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Vorhof Ventrikel Ventrikel

Abb.2.1 Frontalschnitt durch das Herz mit gedffneten Vorhdfen und Kammern.
Die Pfeile geben die Richtung der Blutstrome an (nach Schmidt & Thews,
1990).

2.2  Herzmuskelzellen

Bei den Herzmuskelzellen oder Kardiomyozyten kann man Vorhof- und
Kammermuskelzellen unterscheiden. Im Vergleich zu den Zellen der
Vorhofmuskulatur, die mit ca. 10 um Breite und 20 pum Lénge relativ klein sind,
wirken die ziegelsteinférmigen Kardiomyozyten der Kammermuskulatur mit 10
— 20 um Breite und 70 — 120 pum Lange ungleich imposanter. Bereits unter dem
Lichtmikroskop l&sst sich die typische Querstreifung der Zellen erkennen.

Umhallt werden die Herzzellen von einer komplexen Membran, dem

Sarkolemm.



Zellmembran
mit Glykokalyx

Transversales
tubuldres System

Sarkoplasmatisches
Retikulum
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Mitochondrien

Glanzstreifen
Kapillare 3,5 um@®
Zellkern

Sarkomer von Z-Strei-
fen zu Z-Streifen
Erythrozyt

Myofibrille

Abb.2.2: Schematische Darstellung einer Herzmuskelzelle mit anliegenden
Kapillaren (nach Lossnitzer et al., 1983).

Im Zellinneren befinden sich die Zellorganellen, ndmlich die Mitochondrien, das
sarkoplasmatische Rektikulum und der kontraktile Apparat, die Myofibrillen. Im
Gegensatz zu den Muskelzellen der Skelettmuskulatur besitzt jede

Herzmuskelzelle nur einen Zellkern (Abb.2.2).

2.3 Die Zellmembran

Das Sarkolemm besteht aus der typischen mehrschichtigen Zellmembran: Den
auBeren Abschluss bildet die Glykokalyx. Ihr folgt das Plasmalemm mit der
charakteristischen Phospholipid-Doppelschicht. Den Abschluss nach innen
bildet schlieRlich eine dunne Schicht von Mikrofilamenten, die fur den
strukturellen Zusammenhalt sorgt.

Die Zellmembran der Kammermuskulatur stilpt sich in regelmaRigen

Abstéanden ein (sogenannte transversale oder T-Tubuli) und bildet so das tiefe,



rohrenformige, die Zelle durchdringende transversale tubulare System. Bei den
kleinen Zellen des VVorhofs kommen die transversalen Tubuli nicht vor. Obwohl
die T-Tubuli nicht mit den Organellen des Intrazellularraums in direkten
Kontakt treten, sind sie fir die Weiterleitung von elektrischen Potentialen in der
Tiefe der Zellen wichtig. In die Phospholipid-Doppelschicht des Sarkolemms ist
eine Reihe von transmembranédren Proteinen eingebettet, die ihre Funktion als
lonenkanéle, Carrier oder Pumpen erfiillen und so den Austausch von Informa-
tionen, sowie von Nahrungs- und Abfallstoffen der Zelle mit dem Extrazellular-
raum ermdglichen. VVon groRer Bedeutung fiir die Kontraktionsausldsung sind
die verschiedenen lonenkandle in der Zellmembran, die fur eine schnelle
Anderung des transmembranaren Potentials und der intrazelluldren

Konzentrationen von Ca**, Na" und K* verantwortlich sind.

2.4  Erregungsbildungs- und Leitungssystem

Im Herzmuskel hat sich ein spezifisches Erregungsbildungs- und Erregungs-
leitungsgewebe entwickelt, welches sich von der Arbeitsmuskulatur durch
sparliche Myofilamente unterscheidet und regellos tGber den Zellk6rper verteilte
Mitochondrien besitzt, und einen hohen Gehalt an Glykogen aufweist. Das
Erregungsgewebe besteht aus dem Sinusknoten, dem AV-Knoten, dem
His’schen Bundel, dem rechten und linken Tawara-Schenkel, sowie einem
Netzwerk von Purkinje-Fasern und verzweigt sich in der gesamten Arbeits-
muskulatur der Ventrikel (Abb. 2.3).
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His-Blndel
rechter Vorhof ZI1 ™, _linker Viorhof

Sinusknoten ink
InKer

Tawara-
Schenke|

AV-Knoten \

rechter Tawaré-
Schenkel —  \TA

rechter Ventrike

linker Ventrikel
Purkinje-System
Abb. 2.3 Schematische Darstellung des Erregungsbildungs- und

Erregungsleitungssystems des Herzens.

Im normalen Zustand geht der Anstol3 zu einem Herzschlag vom Sinusknoten
aus. Er treibt das Herz bei Kdrperruhe mit einer Frequenz von ca. 70 Impulsen/
min an. Vom Sinusknoten breitet sich die Erregung zundchst mit einer
Geschwindigkeit von 1 m/s iber die Arbeitsmuskulatur beider VVorhofe aus. Fir
die Uberleitung auf die Kammern steht nur das Leitungsgewebe des AV-
Knotens zur Verfiigung, da der brige Bereich der Vorhof-Kammer-Grenze aus
unerregbarem Bindegewebe besteht. Bei der Passage des Atrioventrikular-
knotens erfolgt eine Verzdgerung der Erregungsleitung. Das anschlieRende His-
Biindel, die Tawara-Schenkel und ihre Endaufzweigungen, die Purkinje-Faden,
leiten die Erregung mit einer Geschwindigkeit von 2 m/s schnell weiter, so dass
verschiedene Regionen der Herzkammern rasch nacheinander von der Erregung

erfasst werden. Von den subendokardialen Endigungen der Purkinje-Féaden
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breitet sich die Erregung dann mit einer Geschwindigkeit von 1m/s Uber die
gesamte Kammermuskulatur aus.

Die Muskulatur der Vorhofe und der Ventrikel bilden die Arbeitsmuskulatur und
sind jeweils ein funktionelles Syncytium. Eine Erregung, die irgendwo in den
Vorhofen oder Ventrikeln entsteht, breitet sich daher tber alle unerregten Fasern
aus, bis auch die letzte Zelle von Vorhof bzw. Ventrikel von der Erregung
ergriffen ist. Diese Tatsache liefert u.a. die Erklarung fir das so genante Alles-
oder-Nichts-Gesetz, das nur fir den Herzmuskel aber nicht fur die Nerven- oder

Skelettmuskelfasern gilt.

2.5 Das Aktionspotential der Herzmuskelzelle

INa/Ca

lto1 L

IKs

IKr

lk4 —— e

Abb. 2.4 Verschiedene lonenstrome wahrend Ruhe und im Verlauf eines
Aktionspotentials (nach Nabauer & Kaab, 1998).



12

Die Herzmuskelzellen sind wie Nerven- und Skelettmuskelfasern erregbar und
weisen ein Ruhemembranpotential zwischen dem Intra- (negativ) und dem
Extrazellularraum (positiv) auf. Das Membranpotential des Arbeitsmyokard
betragt ca. —90 mV und stellt vorwiegend ein Kalium-Diffusionspotential dar.
Abb. 2.4 zeigt das Aktionspotential (AP) einer Zelle des Arbeitsmyokards. Das
AP der Arbeitsmyokardzellen ist im Vergleich zu den anderen erregbaren Zellen
von ungewohnlich langer Dauer (200-400 ms). Die schnelle Depolarisations-
phase (Phase 0) wird durch einen Einstrom von Na" durch die Natrium-Kanale
hervorgerufen. Dieser Einstrom ist so stark, dass es kurzfristig zu einer
Umkehrung des Membranpotentials kommt (Overshoot).

Darauf folgend kommt es durch einen Kalium-Ausstrom zu einer friihen Repola-
risationsphase (Phase 1), an die sich, verursacht durch einen Einstrom von Ca**
durch Calcium-Kanéle, die typische Plateauphase des Aktionspotentials (Phase
2) anschlieBt. Die Repolarisationsphase (Phase 3) des AP wird durch einen
starken Kalium-Ausstrom verursacht. Im Vergleich zu Erregungsbildungs— bzw.
leitungsgewebe, das eine diastolische (Phase 4) Depolarisation aufweist, zeigen
ventrikuldre Arbeitszellen normalerweise keine spontane Aktivitat (vgl. Schram
etal., 2002).

2.6 lonenkanale in der Herzmuskelzellmembran

lonenkanéle sind wassergefullte Poren in der Zellmembran aller Zellen des
Korpers (Abb. 2.5). Gebildet werden lonenkandle aus glykosilierten
Proteinketten, die in homologe Untereinheiten gegliedert werden konnen. lhre
Offenwahrscheinlichkeit héngt je nach lonenkanal von der Bindung eines
chemischen Effektors (z.B. Neurotransmitters) oder von der an der Zellmembran

herrschenden Spannung ab.
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Extra- Zellmembran Intra-
zelluldar- zellular-
raum raum
Spannungs-
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Abb.2.5 Schematische Darstellung eines spannungsabhéngigen lonenkanals in
der Zellmembran (modifiziert nach Hille,1992).

Die Einteilung der lonenkandle erfolgt je nach Steuerungsmechanismus in
potentialgesteuerte Kanéle (voltage-operated channels, VOC’s) und in rezeptor-
gesteuerte lonenkanéle (receptor-operated channels, ROC’s).

Potentialgesteuerte Kanile reagieren auf die Anderung des elektrischen
Potentials an der Zellmembran mit der Offnung bzw. dem VerschlieRen der
Kanalporen. Beispiele fir VOC’s sind folgende Kationen-Kanéle der Herz-
muskelzellen: Natrium-Kanal, L-Typ-Calcium-Kanal, T-Typ-Calcium-Kanal

und Kalium-Kanal.
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2.6.1 Calcium-Kanale

Ausgehend von der Potentialabhangigkeit lassen sich Calcium-Kanéle in LVA
(low voltage activated channels) und HVA (high voltage-activated channels)
einteilen. Weitere Mdglichkeiten der Einteilung sind ihre pharmakologische
Beeinflussbarkeit (z.B. Dihydropyridin-sensitiv, Phenylalkylamin-sensitiv) oder
der Zeitverlauf ihrer Aktivierung und Inaktivierung (siehe Carbone & Swandula,
1991). So unterscheidet man z.B. den T-Typ (,,tiny* oder ,.transient”) vom L-
Typ (,,long lasting®). Abb. 2.6. zeigt den phylogenetischen Stammbaum der

spannungsaktivierten Calcium-Kanéle.

Name Name des Humanes
des Kanals  humanen Gens Chromosom
Ca,l.1 CACNAIS 1q31-32
L —— Ca,l.2 CACNAIC 12p13.33
—— Ca,1.3 CACNAID 3pl4.3
HVA Ca,1.4 CACNAIF Xpl11.23
PIQ  ca2.1 CACNAIA 19p13
N ca22 CACNAIB 9q34
] | Ca,2.3 CACNAIE 1g25-31
—— Ca,3.1 CACNAIG 17q22
LVA 1 b _— Ca,3.2 CACNAIH 16pl3.2
— Ca,3.3 CACNAII 22ql2
2IO 4I0 GIO BIO 1(IJO

Prozent Aminosduren-Identitét

Abb. 2.6 Phylogenetischer Stammbaum der spannungsaktivierten Calcium-
Kanale (Hille, 2001).
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2.6.1.1 L-Typ-Calcium-Kanéle

Die L-Typ-Calcium-Kanéle spielen bei der elektromechanischen Koppelung
eine entscheidende Rolle. Diese Kandle kommen vor allem in den Myozyten,
aber auch in den glatten Muskelzellen der GefaRe und in peripheren Geweben
vor. Da sie bei Potentialwerten von unter —-40 mV aktiviert werden, gehéren sie
zu den HVA-Calcium-Kanalen

| I I v qﬂﬁ
RITE Il LTE HOOG U

N PNk

H2N

a4 - Untereinheit ]

o,0 - Untereinheit

v - Untereinheit

e
NN 8 e
Jul RS

H2N COCH

[ - Untereinheit

Abb.2.7 Schematische Darstellung eines L-Typ-Calcium-Kanals und dessen flnf
Untereinheiten. Die extrazellular lokalisierte a,-Untereinheit ist Uber

Disulfidbriicken an die &-Untereinheit gebunden (nach Lacinova & Hofmann,
2001).

Neben einer Anderung durch das elektrische Potential der Zellmembran gibt es

weitere Maoglichkeiten der Modulation dieses Kanalproteins. So wird der L-Typ-
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Calcium-Kanal durch intrazellulares Ca** inaktiviert (Eckert & Chad, 1984; Lee
et al, 1985). Ebenfalls zu einer Hemmung des L-Typ-Calcium-Kanals fihren die
organischen Calcium-Kanal-Blocker vom Typ der 1,4 - Dihydropyridine (z.B.
Nisoldipin), Phenylalkylamine (z.B. Verapamil) und der Benzothiazepine (z.B.
Diltiazem) sowie einige anorganische zweiwertige lonen, z.B. Mg?*, Cd** oder
Co™".

Abb. 2.7 zeigt eine schematische Darstellung eines L-Typ-Calcium-Kanals. Er
besteht aus funf Untereinheiten: o, ap, 8, B und y. Die oy-Untereinheit ist die
Poren-bildende und damit die wichtigste Untereinheit. Diese Untereinheit (o)
besteht selbst aus vier homologen Doménen mit sechs transmembrandren
Segmenten, von denen jewelils das vierte Segment (pro Doméne) positiv geladen
ist (Klugbauer, 1999; Lacinova & Hofmann, 2001).

Eine Verdnderung des Membranpotentials fiihrt zu einer Verschiebung der
positiven Ladungen und dadurch zu einer Offnung des Kanals. Beim Calcium-

Kanal des Herzmuskels fehlt die y—Untereinheit.

2.6.1.2 T-Typ-Calcium-Kanéle

T-Typ-Calcium-Kanale, die in erregbaren Zellen haufig vorkommen, werden bei
Potentialen < -50 mV aktiviert. Die Inaktivierung erfolgt wesentlich schneller
als bei den L-Typ-Calcium-Kanélen. Sie konnen durch Mibefradil oder Kurtoxin
geblockt werden. Dennoch gibt es keine spezifischen Blocker dieser Kandle.
Mibefradil z.B. zeigt im Verhaltnis von 30: 100 (L-Typ : T-Typ) noch eine
deutliche blockierende Wirkung auf die L-Typ-Calcium-Kanale.
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2.6.2 Natrium-Kanale

Natrium-Kandle kommen in vielen erregbaren Zellen des Korpers vor. lhre
zentrale Bedeutung finden sie bei der Auslosung der elektrischen Erregung der
Zelle (Aktionspotential) und deren Weiterleitung. Der spannungsaktivierte
Natrium-Kanal der Herzmuskelzelle 6ffnet bei Potentialen von —60 bis =50 mV
und gehort zu den LVA-Kanélen.

Die a-Untereinheit bildet die Pore und diese Untereinheit ist auch hauptséachlich
verantwortlich fur die Auslésung und Steuerung des Stroms. Wie die a-Unter-
einheit des spannungsabhéngigen L-Typ-Calcium-Kanals besteht die a-Unter-
einheit des Natrium-Kanals aus vier homologen Doménen, die ihrerseits wieder
sechs transmembrandre Segmente (S1-S6) enthalten (Catterall, 1992). Der
Spannungssensor befindet sich in Segment S4 und enthélt, ebenso wie der des
L-Typ-Calcium-Kanals, an jeder dritten Position eine positive Ladung. Die Pore
des Kanals wird wie beim Ca-Kanal aus der die Segmente S5 und S6
verbindenden Schleife gebildet (siehe Abb. 2.7).

Eine Hemmung von Natrium-Kanalen fiihrt zu einer Verzdgerung der Leitungs-
geschwindigkeit und damit der Erregungsausbreitung im erregbaren Gewebe des

Korpers oder zur volligen Unterdriickung der Erregung.

2.6.3 Kalium-Kanale

Man kann Kalium-Kanéle in spannungsabhangige und rezeptorgesteuerte Ka-
néle einteilen. In der Herzmuskelzelle kommen u.a. die zu den spannungs-
abhangigen Kalium-Kandlen gehorenden Einwartsgleichrichter-, verzbgerten
Gleichrichter- und transienten-Kalium-Kandle vor. Diese Kanale sind fir die
Repolarisation und damit fir die Wiederherstellung des Ruhezustands aber auch

fir die Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials verantwortlich. Abb. 2.4
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(Seite 11) zeigt die verschiedenen Typen von Kalium-Stromen wahrend Ruhe

und wahrend eines Aktionspotentials.

2.6.3.1 Einwartsgleichrichter-Kalium-Strom, Ik,

Die Funktion des Einwartsgleichrichter-Kalium-Stroms (,,inward rectifier*-
Kalium-Stroms, lx;) ist vor allem die Aufrechterhaltung des Ruhemembran-
potentials. Dieser Strom wird wahrend der Depolarisation nahezu vollstandig
abgeschaltet und wird ab einem Potential von ca. =50 mV wieder aktiviert (siehe
Abb. 2.4).

2.6.3.2 Transienter-auswartsgerichteter-Kalium-Strom, I,

Dieser Strom (ly,) ist verantwortlich fur die Kerbe des AP’s (Phase 1). Die
Kanale werden unmittelbar nach der Offnung wieder schnell inaktiviert (siehe

Abb. 2.4). l,, kommt in den Myozyten des Meerschweinchens nicht vor.

2.6.3.3 Verzogerter-Auswarts-Gleichrichter-Kalium-Strom, I«

Der verzogerte Auswarts-Gleichrichter-Kalium-Strom  (,,delayed rectifier*
Kalium-Strom, lx) bestimmt die spate Plateau-Phase des AP’s am Herzen und
leitet die Repolarisation ein. Man unterscheidet drei verschiedene Arten von lg:
Ikur, Ikr UNd lxs. Der Iy, oder ,ultra rapid delayed rectifier Kalium-Strom wird
sehr schnell aktiviert und wird sehr spét in der Phase 3 des AP inaktiviert. Iy,
(,,rapid®) wird nicht so schnell aktiviert. Seine Aktivitdt nimmt zum Ende der
Repolarisation zu, um dann schnell abzufallen. Ixs wird im Gegensatz zu Iy, und

Ik langsam (,,slow*) aktiviert (siehe Abb. 2.4).
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2.7  Elektromechanische Koppelung am Herzen

Als elektromechanische Koppelung bezeichnet man die Beziehung zwischen
Erregung und Kontraktion in der Muskelzelle. Die Myokardzellen der
Séugetiere haben prinzipiell gleiche Strukturelemente, die fur die
elektromechanische Koppelung im Herzen wichtig sind.

Das Zellinnere ist zu 85% mit Myofibrillen und Mitochondrien ausgefilit. Die
Mitochondrien stellen unter Sauerstoffverbrauch ATP fiir die Kontraktion der
Myofibrillen bereit. Die Zellmembran der Herzmuskelzellen verdastelt sich in
Form Kkleiner Kandle (T-Tubuli) in den Zellkorper. Diese stehen in engem
raumlichen Kontakt mit dem Sarkoplasmatischen Reticulum (SR), welches als

Speicher fiir die intrazellularen Calcium-lonen dient.

A Z-Streifen

Abb. 2.8 Schematische Darstellung der Calcium-Bewegungen im Rahmen der
elektromechanischen Koppelung in Herzzellen. AP: Aktionspotential, T:
Transversales tubuléares System, LC: Laterale Zisterne, SR: Sarkoplasmatisches
Rektikulum (nach Lossnitzer et al., 1983).
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Dem Calcium-Einwartsstrom wahrend des AP’s kommt hier eine
Schliisselstellung zu. Dieses einstrémende Ca®* dient als eine Art ,, Trigger”, in
dem es (iber Rezeptoren am Calcium-Kanal des SR’s die Freisetzung von Ca**
aus dem SR steuert (sogenannter ,,Calcium-Induced Calcium Release” oder
CICR) und damit die Kontraktion auslost (Fabiato & Fabiato, 1977; Fabiato,
1985; Lamb, 2000; Bers, 2000; 2002 a,b). AuRerdem wird das transmembranar
eingestrémte Ca®* im Herzen dazu verwendet, um die intrazelluldren Speicher

fur die nachste Kontraktion wieder aufzufiillen.

2.8 Regulation der Kontraktion glatter Muskelzellen der Gefalie

Der periphere GefaRtonus wird durch zahlreiche neuronale und humorale
Effektorsysteme reguliert. Wie in den Skelett- und Herzmuskelzellen wird aber
auch in der glatten Muskulatur die Kontraktion und Relaxation durch Anstieg
bzw. Abnahme der freien intrazellularen Ca**-Konzentration verursacht.

Prinzipiell ist ein Ansteigen der intrazellularen Ca**-Konzentration tber den
Einstrom von Ca® durch Calcium-Kanale der Zellmembran oder durch
Freisetzung aus intrazelluldren Speichern mdglich (Barany & Barany, 1996;
Rang et al, 2003). Die Bindung von Ca®* an Calmodulin, ein Modulatorprotein,
fihrt zu dessen Konformationsanderung und erméglicht dadurch die Bindung
dieses Komplexes an eine inaktive Myosin-Leichtketten-Kinase (,,myosin light
chain kinase*; MLCK, siehe Abb. 2.9). Folge ist die Umwandlung der MLCK in
ihre aktive Form, wodurch die regulatorische Myaosin-Leichtkette (,,regulatory
myosin light chain“; RLC) phosphoryliert wird. Diese Phosphorylierung der
RLC steigert die Aktivitat der Myosin-Mg-ATPase, was zur Kontraktion fihrt.
Bei einem Abfallen der zytosolischen Ca®*-Konzentration dissoziiert
Calmodulin von der MLCK wieder ab. Dadurch konvertiert die Kinase wieder in
ihre inaktive Form. Es folgt die Dephosphorylierung der RLC und die

Verminderung der Mg-ATPase. Der Muskel relaxiert wieder.
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RLC

Cca?*. CaM 7—> Caz*-/ca_M;%‘

CK
Myosinkopf
MLCK ATP ADP ,

Mg ATPase
Aktivitat 4

Abb. 2.9 Schematische Darstellung der Kontraktion glatter Muskelzellen. Eine
Erhéhung der intrazellularen Ca®"-Konzentration kann durch Ca**-Einstrom
durch Calcium-Kanéle und durch Freisetzung aus dem Endoplasmatischen
Retikulum (ER) zustande kommen. Nach Bindung von Ca?* an Calmodulin wird
durch den Ca’"-Calmodulin-Komplex die Myosinleichtketten-Kinase (MLCK)
aktiviert, was wiederum zur Phosphorylierung der Regulatorischen Leichtkette
(RLC) fuhrt. Folge ist eine Aktivierung der Myosinkopf-Mg-ATPase und die
Kontraktion des Muskels (aus Barany & Barany, 1996).
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3. Traditionelle Medizin in Kamerun

3.1 Geographie und Biodiversitat

Die Flache von Kamerun betragt 475.442 km? wovon 155.330 km?
Regenwaldgebiet sind. Es liegt in Zentralafrika zwischen dem 2. und 13.
nordlichen Breitengrad und dem 8. und 16. 6stlichen L&ngengrad. In Kamerun
leben ungeféahr 16 Millionen Menschen.

Der Westen ist von vulkanischem Gebirge bestimmt, das in Kistenndhe die
hochste Erhebung Westafrikas, den vulkanisch noch aktiven Kamerunberg
(4100 m) bildet. Immergriiner tropischer Regenwald erstreckt sich in der
Kistenebene Kameruns sowie im Slden des Landes. In den zentralen
Landesteilen geht der Regenwald in Savanne Uber. Die Waldgebiete sind
Lebensraum einer artenreichen Flora und Fauna.

Die okologische Biodiversitdt Kameruns ist eine der grofiten in Afrika. Der
Hauptgrund fur die hohe Biodiversitat der Walder ist die Tatsache, dass es sich
hierbei um ein sehr altes und stabiles System handelt (Cheek & Cable, 1997;
Wieckhorst, 2002). Die Fauna ist abwechslungsreich und weist eine hohe Dichte
an GroRwild auf. Kamerun besitzt ca. 300 S&ugetierarten und 850 Vogelarten
(Wieckhorst, 2002). Die Flora enthalt mehr als 9000 Pflanzenarten, von denen
wiederum mindestens 160 endemisch sind (Wieckhorst, 2002). Mehrere Arten
stehen nach dem Washingtoner Artenschutzabkommen unter nationalem und

internationalem Schutz.

3.2 Traditionelle Heiler und Medizinalpflanzen

In Ubereinstimmung mit der WHO ist ein traditioneller Heiler ,eine Person, die
von der Gemeinschaft, in der sie lebt, als fahig anerkannt wird,

Gesundheitsfiirsorge durch die Anwendung pflanzlicher, tierischer oder
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mineralischer Substanzen und bestimmter anderer Methoden zu betreiben, die
auf dem sozialen, kulturellen und religiésen Hintergrund sowie auf Kenntnissen,
Verhaltensweisen und Glaubensvorstellungen beruhen, die in der Gemeinde
bezuglich physischem und sozialem Wohlergehen und der Verursachung von
Krankheit und Behinderung, vorherrschen* (Wieckhorst, 2002). Kamerunische
Heiler besitzen eine anerkannte Position innerhalb der Gemeinschaft. Sie
besitzen medizinische und botanische Kenntnisse. Sie haben ,,Zugang®“ zur
natlrlichen und tbernatirlichen Welt und kdnnen somit Krankheiten heilen, die
natlrlichen oder Ubernatirlichen Ursprung sind. In der kamerunischen Volks-
medizin werden Tiere nur sehr selten verwendet.

Adjanohoun et al. (1996) konnten bei einer ethnobotanischen Inventarisierung
der Heilpflanzen von Kamerun mit Hilfe von lokalen traditionellen Heilern mehr
als 2000 Arten wvon traditionellen medizinischen Pflanzen identifizieren.
Demnach besitzt Kamerun etwa doppelt so viele traditionelle medizinische
Pflanzen wie China, dessen Zahl an Heilpflanzen auf etwa 1000 geschatzt wird
(Cordell, 2000).

Von den ausgewahlten kamerunischen Heilpflanzen, die im Labor chemisch,
pharmakologisch und toxikologisch untersucht wurden, zeigten ca. 90 %
Eigenschaften, die von den traditionellen Heilern vorausgesagt wurden (Mbi &
Bilikha, 1998). Mehr als 80 % der Bevolkerung nutzen diese traditionelle
Heilkunde und ca. 95 % der Tierzlichter behandeln ihre Tiere mit pflanzlichen

Substanzen.

3.3 Herstellung und Anwendung von Heilmitteln

Traditionelle Heilmittel wurden Uber Jahrhunderte hinweg entwickelt. In der
kamerunischen traditionellen Medizin werden Baumstammrinden (wie bei D.
oliveri und V. cienkowskii), Blatter und Wurzeln als Heilmittel verwendet.

Ebenfalls konnen Friichte, Harze, Pflanzenstiele oder ganze Lianenstiicke
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medizinische Wirksamkeit aufweisen. Abb. 3.1 zeigt ein Beispiel der
Zubereitungsschritte fiir die Herstellung von Medizin aus Baumstammrinden.
Obwohl die Behandlung mit traditionellen medizinischen Pflanzen teilweise
erfolgreich ist, gibt es, &dhnlich wie in der europdischen traditionellen
Phytotherapie, eine Menge ungeloster Probleme. So bestehen z.B. ausufernde
Indikationslisten, d.h. sehr verschiedene Erkrankungen werden mit der gleichen
Pflanze behandelt und umgekehrt wird eine Erkrankung mit ganz verschiedenen
Pflanzen behandelt. AuRerdem fehlen moderne medizinische Test-Methoden
sowohl zur Diagnose der Krankheiten als auch zur Kontrolle der Anderung des
Zustandes der Patienten, die durch traditionelle Medizin behandelt werden.

Die benutzten Pflanzeninhaltsstoffe sind meistens unbekannt. Die Zubereitungs-
schritte sowie die verwendete Dosis (siehe Abb. 3.1) héangen vom jeweiligen
traditionellen Heilern ab.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, ausgehend von bestimmten Indika-
tionen pharmakologische Wirkungen und Hinweise auf die dafiir verantwortli-
chen Inhaltsstoffe zu erhalten. Dies konnte zur Standardisierung der
volksmedizinisch verwendeten Drogen und langfristig zur Entwicklung neuer

Medikamente fihren.
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Ein ganzes Stiick der Baumstammrinde wird

mit der Machete herausgeschlagen

. . .

unbehandelte Verwendung Rindenstiick in Rindenstlick in kaltem zerkleinertes Rindenstiick Rindenstiick (iber dem
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mit dem Wasser wickeln Blatt v\flckeln
Wasser trinken
waschen | l +
neben dem Puder direkt
Feuer trocknen auf die erkrankte
Stelle auftragen
L J
v v v mit einem Puder
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nur die mitdem  mitdem  Wasser * v Heilmittels yermengen
erkrankte Wasser einen  Wasser  trinken Wasser gin anderes
il + Stelle wascheny Einlauf machen waschen dazugeben Heilmittel & Wasser
dazugeben
, gesamten ’ .
v essen Hinietper v Kérper - v als Notfall- ~ Mischung auf
. Y freigan . Wwaschen , v Praparat die erkrankte
kauen Uber den Ein- “gekochtes Jwarm  kalt nur die gesamten warm auf _ aufbewahren ~ Stelle auftragen
gangsbereich Rindenstiick auf . betroffene Koérper die erkrankte auf die erkrankte
hangen die erkrankte Einlauf Stelle waschen  waschen Stelle binden Stelle geben
Stelle binden/  Machen
massieren

Abb. 3.1 Herstellung und Verwendungsweisen von Heilmitteln aus Baumstammrinden (nach Wieckhorst, 2002).
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3.4 Daniella oliveri
3.4.1 Systematik

Daniella oliveri (Rolfe) Hutch. & Dalz. wird auch als Paradaniella oliveri
Rolfe, D. thurifera Benn., bezeichnet. Sie gehort zur Familie der Cesalpiniaceae,
Unterfamilie: Leguminaceae, Ordnung: Rosales, Uberklasse: Archichlamideae,

Klasse: Dicotyledonae, Abteilung: Angiospermae (Arbonnier, 2002).

3.4.2 Botanische Charakterisierung und Verbreitung

D. oliveri ist ein groRer Baum von 15-20 m Héhe. Die Krone ist flach und voll.
Der gerade Stamm ist grau-weiR. Wenn das Laub zu sprieflen anféngt, sind die
Blatter teilweise rosa und teilweise rot. Wéhrend dieser Zeit (Anfang der
Regenzeit) tragt der Baum Bllten. Von der grauen Rinde des Stammes l6sen
sich kleine runde Anteile ab wodurch das rote Harz sichtbar wird.

D. oliveri wéchst in der sudanesischen und guineanesischen Savanne, d.h. von

Senegal durch Nigeria, Kamerun, Angola und Kongo bis zum Sudan.

3.4.3 Verwendung in der traditionellen Medizin

D. oliveri wird in Kamerun und anderen afrikanischen Lé&ndern fir die
Behandlung von vielen Krankheiten verwendet. Verschiedene Pflanzenteile
werden als Heilmittel benutzt.

Die Wurzeln von D. oliveri werden in der traditionellen Medizin u.a. fur die
Behandelung von Dysmenorrhd, Unfruchtbarkeit, Wahnsinn und als Diuretikum
verwendet. Die Rinde wird u.a. gegen Schlafstorungen, Kopfschmerzen,
Migrane, Epilepsie, Herzrhythmusstorungen, Hepatitis und Tuberkulose
verwendet. Die Rinde dieser Pflanze wird meistens in Wasser gekocht und als
Dekokt getrunken (vgl. Abb. 3.1)
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3.4.4 Bisher bekannte Inhaltsstoffe der Pflanzen

In bisherigen chemischen Analysen wurden bereits mehrere Inhaltstoffe von
D. oliveri identifiziert. So fanden sich Phloroglucinole (Olitunji & Onamusi,
1993), Linol-Saure (linoleic acid, Balogun & Fetuga, 1985), Daniella-S&ure
(daniellic acid; Haeuser & Lombard, 1961; Mills & Natl, 1973), Oliverin-Séaure
(oliveric acid; Haeuser et al., 1970), und Ozoin-Sdure (ozoic acid, Olitunji,
2001). Onwukaeme et al., 1999 a,b identifizierten im Methanol-Extrakt von D.
oliveri Tannine, Saponine, cyanogene herzwirksame Glykoside sowie nicht

weiter charakterisierte Steroide in der n-Butanol-Fraktion.
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3.5 Vitex cienkowskii
3.5.1 Systematik

Vitex cienkowskii Kotschy & Peyr ist auch als V. doniana Sweet, V. cuneata
Schumach & Thonn, V. umbrosa G. Don ex Sabine bekannt. Vitex cienkowskii
ist ein Mitglied der Familie Verbenaceae, Ordnung: Tubiflorae, Unterordnung:
Verbenineae, Klasse: Dicotyledoneae, Abteilung: Angiospermae (Arbonnier,
2002).

3.5.2 Botanische Charakterisierung und Verbreitung

Der Baum ist 6-8 m hoch und hat einen geraden Stamm. Dieser kann weniger
oder mehr verbogen sein. Die Krone ist rund und sehr dicht. Er bliiht zu Beginn
der Regenzeit. Die Korolla der Blumen ist weil3-rosa bis violett und besitzt funf
Petalen von denen eine mehr entwickelt ist. Die Frichte sind ellipsenférmig
(Durchmesser ca. 2 cm) und besitzen in reifem Zustand eine violette Féarbung.
Die Frichte sind in der Region weit verbreitet und werden gern gegessen. Auf
der Rinde sind feine graue faserige Risse zu sehen. Die Schnittflache durch den
Baumstamm ist zundchst gelb und wird durch die Luft schnell braun. V.

cienkowskii wachst in den tropischen Regionen von Senegal bis Kamerun.

3.5.3 Verwendung in der traditionellen Medizin

Bei V. cienkowskii werden Wurzeln, Rinde aber auch Friichte sowie Blatter in
der traditionellen Medizin genutzt. Die Wurzeln werden fiir die Behandlung von
Dysmenorrhoe und  Unfruchtbarkeit eingesetzt, die Blatter gegen
Kopfschmerzen, Mudigkeit, Erkaltung und Dysenterie, die Friichte werden
gegen Avitaminose sowie die Rinde gegen Epilepsie, Herzrhythmusstérungen,

Wahnsinn, weibliche Unfruchtbarkeit und gegen Zahnschmerzen verwendet.
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Verschiedene Teile dieser Pflanze werden zusammen gekocht und im Falle von

Hauterkrankungen, Panaritium, Pocken, Masern und Lepra verwendet.

3.5.4 Bisher bekannte Inhaltsstoffe der Pflanzen

Nkeng-Efouet-Alango (1987) beschrieb Ecdysone (Ajasteron C, Ecdysteron,
Turkesteron) und Iridoide (Anculein, Agnusid) in der Rinde von vier
kamerunischen Vitex Arten (V. doniana, V. grandifolia, V. micratha, V.
madiensis). Diese Strukturen wurden ebenfalls in sudamerikanischen und
vietnamesischen Vitex Genera gefunden (Trinh et al, 1998; Hernandez et al.,
1999; Dos Santos et al., 2001). Daneben wurden Flavonoide (Casticin,
Kéampferol, Quercetagetin, Vitexin), Progestine (Progesteron, Testosteron,
Androstendion), Alkaloide (Viticin) sowie dtherische Ole mit Linalool, a- und
R-Pinen und essentielle Fettsauren (Palmitin-Saure, Ol-Saure (oleic acid),
Linol-S&ure und Stearin-Sdure) in dem bekanntesten und am besten erforschten

Vitex (V. agnus castus) nachgewiesen (Gardiner, 2001).



4. Material und Methoden

4.1

4.1.1 Zellisolation

Patch-clamp-Experimente
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Meerschweinchen beiderlei Geschlechts mit einem Gewicht von 250 bis 300 g

(Fa. Stock, Gelnhausen, Deutschland) wurden subkutan 1500 Internationale

Einheiten Heparin-Natrium (Liquemin® 25000) verabreicht. 20 min spater

wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die Herzen nach

rascher Eroffnung des Thorax enthommen und in Calcium-haltige modifizierte
Krebs-Henseleit Losung (KHB; Losung 1; siehe Tab. 4.1), gebracht, die mit

einem Gemisch aus 95 % O, und 5 % CO, (Carbogen) durchstromt wurde. Nach

Préparation der Aorta und Entfernen des Herzbeutels und anhaftendem Binde-

und Fettgewebe erfolgte eine retrograde Perfusion Gber eine in die Aorta

eingebundene Kaniile nach der Methode von Langendorff.

Tabelle 4.1 Losungen fir die Zellisolation und die Patch-Clamp-Experimente.

mmol/I g/l
Losung | NaCl | KCI | CaCl, |NaHCO3 | KH,PO,4| MgCl, | Glukose | Albumin

1 1149 | 475 | 3.2 24,9 1,18 1,18 10 -
2 1149 | 2,82 1,2 24,9 1,18 0,5 10 -
3 1149 | 282 | 24 24,9 1,18 0,5 10 -
4 114,9 | 4,75 - 24,9 1,18 1,18 10 -
5 1149 | 4,75 | 0,25 24,9 1,18 0,5 10 1
6 114,9 | 4,75 | 0,25 24,9 1,18 0,5 10 10
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Die fiir die Perfusion und anschlielende Isolation verwendeten Losungen (siehe
Tab. 1.1) wurden auf einer Temperatur von 35°C gehalten und kontinuierlich
mit Carbogen durchstromt.

Die Herzen wurden zunéchst fir 4 min mit einer Calcium-haltigen KHB-L&sung
(Losung 1, Tab. 4.1) perfundiert. Dadurch wurde das Blut aus den
Koronararterien ausgewaschen. Die Perfusion fuhrte zur Wiederaufnahme der
normalen rhythmischen kontraktilen Aktivitat der Herzens. Es folgte eine
Durchstromung mit einer Calcium-freien Losung (Losung 4, Tab. 4.1), ebenfalls
fir 4 min, wodurch die Aktivitat der Herzen zum Erliegen kam. Danach wurde
fiir 5 bis 6 min mit einer Losung mit 0,25 mmol/l Calcium (L6sung 5, Tab. 4.1)
durchstromt, die verschiedene Enzyme und Albumin enthielt (siehe Tab. 4.2).
AnschlieBend wurden die Vorhofe und die groflen GefaRe entfernt und die
Ventrikel mit einer Schere zerkleinert und weiter in Enzymldsung fir 4 min
inkubiert. Danach wurde die L6sung mit dem zerkleinerten Gewebe durch ein
Nylon-Netz mit einer PorengroRe von 500 um filtriert und der Rickstand erneut
mit Enzymlésung fir weitere 4 min inkubiert und nochmals filtriert. Es
resultierten 2 Fraktionen von isolierten Herzzellen, die dann fir die

elektrophysiologischen Versuche verwendet wurden.

Tabelle 4.2 Enzyme fiir die Zellisolation.

Enzym g/l

Kollagenase (252 U/mg) 0,35
Protease (1,3 U/mg) 0,15
Trypsin (2,4 U/mg) 0,23

Die entsprechenden Mengen von Enzymen wurden zu LOsung 5 (Tab. 2.1)
zugegeben, um die angegebenen Endkonzentrationen zu erreichen.
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4.1.2 Zellaufbewahrung

Die Zellen konnten bei Zimmertemperatur bei standiger Begasung mit Carbogen
in Losung 6, die 10 g/l Albumin enthielt, 5 bis 7 Stunden aufbewahrt werden.
Fiar die Versuche wurde ein Tropfen der Zell-haltigen Lésung in das
Versuchsbad gegeben. Das Versuchsbad befand sich auf dem Tisch eines
inversen Mikroskops (IM 35, Fa. Zeiss, Oberkochem, Deutschland). Es hatte ein
Volumen von 1,5 ml und wurde standig mit Carbogen-gesattigter Krebs-
Henseleit-Losung mit 1,2 mmol/l Calcium, 4 mmol/l Kalium und 0,5 mmol/Il
Magnesium (Losung 2, Tab. 4.1), die auf eine Temperatur von 35°C gebracht
wurde, bei einer Flussrate von 4 ml/min durchstrémt. Nach dem Zupipettieren
wurde einige Minuten gewartet, so dass sich die Zellen am Glasboden des
Versuchsbades anheften konnten. Mit Hilfe des Mikroskops wurden Zellen, die
eine Ziegelstein-ahnliche Form mit klarer Begrenzung ohne Ausbuchtungen und
eine gut sichtbare Querstreifung aufwiesen (Abb. 4.1), fir die elektro-

physiologischen Experimente ausgewadhlt.

Abb. 4.1 Isolierte ventrikulare Myozyten des Meerschweinchenherzens
(VergroRerung 400-fach).
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4.1.3 Gerate und Versuchsdurchfiihrung

Fur die Patch-clamp-Experimente (Hamill et al., 1981) wurden selbst gezogene
Glasmikropipetten verwendet, die mit ,Intrazellularlésung” (siehe Tab. 4.3,
Seite 37) geflllt wurden und damit einen elektrischen Widerstand von 2 bis 4
MQ aufwiesen. Sie waren tber eine chlorierte Silberelektrode mit einem Patch-
clamp-Verstarker (L/M EPC7, Fa. List Electronics, Darmstadt, Deutschland)
verbunden. Eine zweite chlorierte Silberelektrode, die in die Badlosung des
Versuchsbades tauchte, diente als Referenzelektrode. Signale zur Steuerung des
Patch-Clamp-Verstéarkers wurden mit Hilfe eines Computers erzeugt und mittels
eines DA-Wandlers in analoge Signale umgewandelt. Die Mess-Signale wurden

mit einem AD-Wandler auf den Computer tbertragen und gespeichert.

Im S 1™ ™

I 155 3 e :
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o Erdung . _ ""

s | Y

. ~ Mikroskop

Abb. 4.2 Schematische Darstellung der Versuchsanordnung zur Messung von
lonenstromen mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik (modifiziert nach Koch,
2000).
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Es kam dabei das Mess- und Steuerprogramm Iso3-Multitasking-Patch-Clamp-
Programm und eine AD/DA-Wandler-Karte der Fa. MFK, Niedernhausen,
Deutschland zum Einsatz (Abb. 4.2).

Die  Glasmikropipette  wurde unter  fortlaufender  Messung  des
Pipettenwiderstandes an eine ausgewéhlte Zelle angenéhert. Ein Kontakt mit der
Zelle konnte durch Erhéhung des Widerstandes festgestellt werden. Durch
Erzeugen eines Unterdrucks in der Pipette wurde dann ein sehr enger Kontakt
hergestellt, der zu einem massiven Anstieg des Pipettenwiderstandes bis auf 1
GQ (10° Q) und damit zur Ausbildung eines sog. Gigaseals fiihrte. Durch
Erhohung des Unterdrucks konnte das Membranstick innerhalb der
Pipettenspitze  durchbrochen und damit ein direkter Zugang zum
Intrazellularraum der Zelle geschaffen werden (Abb. 4.3)

Zelle
Glasmikro-

~_ eletrode
"Gigaseal” —

Unterdruck

Abb. 4.3 Schematische Darstellung des Gigaseals und der Konfiguration zur
Messung von Einzelkanal-Stromen sowie der Konfiguration zur Messung
von Ganz-Zell-Stromen (modifiziert nach Sakmann & Neher, 1983).
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4.1.4 Herstellung der Mikroelektrodenldsung

Da die Mikroelektrodenlésung nach Durchbrechen der Membran in direkten
Kontakt zur Intrazellularlosung steht, galt es hier besondere Vorkehrungen zu
treffen. Die Mikroelektrodenlésung enthielt Na,ATP fir eine dauerhafte
Energiezufuhr der Zelle. Das dartber hinaus in der LOsung enthaltene HEPES
(4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure) stabilisierte als Puffer den
pH-Wert der Losung. Zusétzlich enthielt die Standardmikroelektrodenlésung
0,05 mmol/l EGTA (Titriplex® 1V, Bis-(aminoethyl-glycolether-N,N,N’,N’-
tetraessigsaure). Die Zugabe dieses Chelators sollte das freie Calcium in der
Zelle auf einem natlrlichen Niveau halten und die Herzmuskelzelle vor einer

Calcium-Uberladung bewahren.

Die pH-Wert-Einstellung erfolgte mit KOH auf 7,2 und wurde mit einem pH-
Meter der Fa. Beckmann Instruments, Fullerton, California, USA Gberprift. Die
gebrauchsfertige Losung wurde bis zu ihrer Verwendung bei 4°C aufbewahrt.

Tab. 4.3 zeigt die Zusammensetzung der verwendeten Mikroelektrodenlésung.

Tab. 4.3 Zusammensetzung der Mikroelektrodenlésung (in mmol/l).

NaCl KCI MgCl, HEPES EGTA Na,ATP

mmol/l

3) 140 1 3) 0,05 3

Der pH-Wert der Losung wurde durch Zufiigen von KOH auf 7,2 eingestelt.
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4.1.5 Zugabe der Substanzen

Der Wechsel von 0,5 mmol/l auf eine hthere Magnesium-Konzentration erfolgte
durch Uberstromen der Zelle mit Hilfe einer Mikropipette, deren Carbogen-
gesattigte Losung zuséatzlich zu den in der Lésung vorhandenen 0,5 mmol/l
Magnesium noch 1 oder 2,5 oder 4,5 mmol/l Magnesium enthielt. Fir die
Magnesium-Erhéhung wurde Magnesium-D,L-Hydrogenaspartat-Tetrahydrat

(Fa. Trommsdorff, Alsdorf, Deutschland) verwendet.

In Kontrollversuchen wurde gezeigt, dass das Uberstrémen mit einer Losung,
die mit der Badlosung identisch war, zu keiner Anderung der Schwelle fiihrte.
Eine Erniedrigung der Magnesium-Konzentration auf den urspringlichen Wert
war durch Abschalten der Uberstromung moglich. In einigen Versuchen wurde
die Magnesium-Konzentration mehrfach durch An- und Abschalten der
Superfusion variiert. Die Wirkung einer ErhOhung der extrazelluldren Natrium-
Konzentration von 140 auf 143 mmol/l und die Effekte von Sotalol,
Noradrenalin und Veratridin auf die Schwelle fir die Auslésung des Natrium-

Stroms wurden ebenfalls untersucht.

4.1.6 Spannungsprotokolle und Bestimmung der Schwelle fiir die
Auslosung des Natrium-Stroms (Iy,)

Das Ruhemembranpotential wurde auf —80 mV (Haltepotential) eingestellt und
dann fir 400 ms bei einer Frequenz von 0,2 Hz auf verschiedene Potentiale
geklemmt (Voltage-Clamp-Modus; siehe Abb. 4.4). Die dazu nétigen Stréme,
die den Uber die Zellmembran flielenden Stromen entsprechen, wurden
registriert. Bei der ersten Depolarisation wurde das Membranpotential von —80
mV auf —=70 mV erniedrigt. Bei den folgenden Depolarisationen wurde die Stufe
um jeweils 1 mV erhoht, d.h. es wurde auf —69, —68 usw. depolarisiert, bis ein

starker Einwartsstrom ausgelost wurde.
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Die Strome bei Auslosung eines Natrium-Stroms waren so stark, dass die
Kapazitat des Patch-Clamp-Verstarkers Gberschritten wurde. Deshalb konnten
diese Stréme nicht mehr quantitativ erfasst werden. Bei einem Strom von 10 nA
trat Sattigung ein. Es resultierten deshalb maximale Stréme von 10 nA, auch

wenn die zugrundeliegenden Stréme hoher waren.

40 -

Potential (mV)

0 100 200 300 400 500 600
Zeit (ms)

Abb. 4.4. Das Haltepotential der Zelle betrug -80 mV. Die Zelle wurde fir 400
ms in einem ersten Schritt auf =70 mV und dann in 1 mV-Schritten weiter
depolarisiert bis es zum Auftreten eines raschen Einwartsstroms (Natrium-
Stroms) kam.

Fur die Versuchsergebnisse ist dies allerdings von geringer Bedeutung, da es in
diesen Experimenten nicht auf die Absolutwerte ankam, sondern nur auf die
Bestimmung der Schwelle fir die Auslosung des Natrium-Stroms, d.h. ab

welchen Potentialen starke Einwartsstrome zu beobachten waren.
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4.1.7 Statistische Auswertung

Es wurden flr jede Magnesium-Konzentration 5 bis 6 Versuche durchgefihrt,
wobei jeweils zwischen 0,5 und 1,5, 0,5 und 3 und 0,5 und 5 mmol/l variiert
wurde. Entsprechend resultierten Werte von 16 Zellen bei 0,5 mmol/I.

Der absolute Wert fur die Schwelle des Natrium-Stroms bei 0,5 mmol/l
Magnesium unter Bericksichtigung aller durchgefiihrten Versuche lag bei
-59,94 + 1,07 mV. Entsprechend wurde von diesem Schwellenwert
ausgegangen und die Anderung der Schwelle durch Erhéhung der Magnesium-
Konzentration berechnet (z.B. bei Erh6hung der Schwelle um 2 mV resultierte
ein Schwellenpotential von -57,94 mV). Dies war notwendig, um eine
Verfalschung der Ergebnisse durch die Zusammenfassung der verschiedenen
Kontrollwerte zu vermeiden. Anzahl der Versuche bei 1,5 mmol/l: n=6; bei 3
mmol/l Magnesium: n=5; bei 5 mmol/l Magnesium: n= 5.

Aus den Werten wurden Mittelwerte und Standard-Fehler des Mittelwertes

(s.e.m.) berechnet.

4.2  Kontraktionskraftmessung an isolierten Papillarmuskeln

4.2.1 Praparation der Muskeln

Meerschweinchen beiderlei Geschlechts mit einem Gewicht von 250 bis 300 g
(Fa. Stock, Gelnhausen, Deutschland) wurden durch zervikale Dislokation
getotet und nach sofortiger Eréffnung des Thorax wurde das Herz entnommen.
Zur Préaparation der Papillarmuskeln wurde das Herz in Kalte,
sauerstoffgesattigte Krebs-Henseleit-Lésung mit 3,2 mmol/l Ca** (Lésung 1,
Tab. 4.1) eingebracht und nach Entfernung des Herzbeutels und der VVorhofe die
rechte Kammer entlang des Septums gedffnet (vgl. Abb. 4.1). Bei der Entnahme

des Papillarmuskels wurde an der Basis ein Stiick Kammermuskulatur und am
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oberen, sehnigen Teil ein Rest des Klappenrandes belassen und auf die
Vermeidung starker Dehnung geachtet. Es wurden Muskeln mit hdchstens 1 mm
Durchmesser verwendet, da ansonsten eine ausreichende Sauerstoffdiffusion der
Muskeln fir empfindliche inotrope Messungen nicht gewéhrleistet ist
(Koch-Weser, 1963).

4.2.2 Versuchsapparatur

Das fir die Papillarmuskelversuche verwendete Organbad bestand aus einem
Zweikammergefal? mit 50 ml Inhalt (Abb. 4.5). Die eine Kammer (1) diente als
Aufnahme fur den vertikal eingespannten Muskel, die andere Kammer (2), mit
der ersten Uber zwei Kanéle (3) verbunden, wurde durch eine am unteren Ende
angebrachte Glasfritte (5) standig mit Sauerstoff durchperlt. Die alleinige
Durchperlung der nicht den Muskel enthaltenden Kammer verhinderte eine
mechanische Artefaktbildung durch die Kammerbegasung und aulRerdem wurde
eine standige Zirkulation der Badlosung durch beide Kammern sichergestellt.
Dieses Versuchsgefall war in einem Wasserbad (12) montiert, das mit Hilfe
eines Kontaktthermometers auf konstant 35,0 + 0,5°C temperiert wurde. Zur
Messung der Kontraktionskraft wurden induktive Kraftaufnenmer (9) der Fa.
Hottinger-Baldwin-Messtechnik, Darmstadt, BRD verwendet, die Uber eine
Goldkette mit einer Mikroklammer aus V2A-Stahl (8) verbunden waren. Die
Signale der induktiven Kraftaufnehmer wurden dber ein Kathodenstrahl-
Oszilloskop (Fa. Tektronix, Typ R 561 B, Baeverton, Oregon, USA) sichtbar
gemacht, von dessen Schirm die Kontraktionskurven auch abphotographiert
werden konnten. Hierzu wurde eine Kamera (oscilloscope camera C-27) der Fa.
Tectronix, Portland, Oregon, USA mit einem Film der Fa. Polaroid, St.Albans,

Herfordshire, UK verwendet.
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Abb. 4.5 Versuchsanordnung zur Messung der Kontraktionskraft isolierter

Papillarmuskeln (modifiziert nach Reiter, 1967)

1 Muskelkammer

2 Sattigungsgefan

3 Verbindungskanale

4 Gaszufuihrung

5 Glasfritte

6 Muskelhalterung mit Reizelektrode
7 Feintrieb fir Muskelhalterung

8 Kettchen mit Mikroklammer

9 Induktiver Kraftaufnehmer

10 Stativ

11 Stativschlitten

12 Wasserbad

13 Reizfu

14 Vom Reizgerat zu den Reizelektroden
15 Papillarmuskel



41

Gleichzeitig wurden die Mess-Signale wahrend des gesamten Versuchs
kontinuierlich Gber einen Pigmentschreiber (Fa. Hellige, Freiburg, BRD) mit
Papiervorschubgeschwindigkeit von 0,25 mm/s registriert. Nach Erreichen von
steady-state-Werten wurden Kontraktionen mit einer VVorschub-Geschwindigkeit

von 250 mm/s aufgenommen.

4.2.3 Versuchsdurchfihrung

Das Papillarmuskelende mit dem Rest der Kammermuskulatur wurde an den
Reizelektroden enthaltenden Reizfull mit einem Metallplattchen aus V2A-Stahl
fixiert, das andere Ende des Papillarmuskels mit dem Klappenrandrest und der
Sehne an der Mikroklammer befestigt und dann der Reizful in die

Muskelkammer gesenkt.

Die Vorspannung der Muskeln wurde mittels eines mechanischen Feintriebes (7,
Abb. 4.5), der den Abstand zwischen Reizful} und Kraftaufnehmer variierte, auf
3,9 mN eingestellt. Dieser empirisch ermittelte Wert flhrt bei Meerschwein-
chen-Papillarmuskeln mit 0,7-1,0 mm Durchmesser nahezu zu maximaler Kon-
traktionskraft (Reiter, 1967). Der wéhrend der Kontraktionsphase zuriickgelegte
Messweg des Kraftaufnehmers betrégt bei einer maximal angenommenen Kraft-
entwicklung von 19,6 mN 0,04 mm. Dies entspricht bei einer durchschnittlichen
Muskellange von 3 mm ca. 1,3% der Praparatsléange; entsprechend wurden die

Kontraktionen unter nahezu isometrischen Messbedingungen erzeugt.

Zu Beginn &quilibrierten die Papillarmuskeln etwa eine Stunde in der Gblichen
Badlésung (Losung 1, Tab 4.1) mit 3,2 mmol/l Ca** bei einer Kontraktions-
frequenz von 1 Hz. Hierbei stellte sich die Kontraktionskraft langsam auf ein

konstantes Niveau ein.
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Die Zugabe von Substanzen erfolgte immer in das Sattigungsgefal (2), so dass
sie in der gewiinschten Verdinnung durch den Flussigkeitsstrom an den Muskel
gelangte. Die Konzentration der jeweiligen Pflanzenextrakte wurde durch
Zupipettieren kumulativ gesteigert. Nach jeder Substanzzugabe musste fir die
Auswertung, nachdem konstante Kontraktionskréfte erreicht waren, der
ununterbrochen mitlaufende Schreiber auf Schnell-Lauf gestellt werden und
jeweils eine Kontraktionskurve aufgezeichnet werden. Zusétzlich wurde eine

Kontraktionskurve vom Oszilloskop abphotographiert.

4.2.4 Kalibrierung

Die Kalibrierung der induktiven Kraftaufnehmer folgte vor jedem Versuch. Die
hierzu verwendeten Eichgewichte wurden an den Kraftaufnehmern befestigt und

die Signale mit Hilfe des Schreibers registriert und anschlieRend ausgewertet.

4.2.5 Auswertung

Die mittels Schreiber aufgezeichneten  Kontraktionskurven  wurden
folgendermalien ausgewertet: Die Gipfelkraft (F;) ergibt sich aus der Differenz
zwischen der auf den Kraftaufnehmer wéhrend der Kontraktion wirkenden

maximalen Zugkraft und der Vorspannung (siehe Abb. 4.6).
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F. (MN)[

Abb. 4.6 Bestimmung der Gipfelkraft (F;) einer isometrischen
Kontraktionskurve.

4.3  Aktionspotential-Messung an isolierten Papillarmuskeln

4.3.1 Praparation der Muskeln

Fur die Aktionspotentialsversuche wurde der Papillarmuskel genau wie bei der

Papillarmuskel-Kontraktionskraftmessung prapariert (siehe 4.2).

4.3.2 Gerate und Versuchsdurchfihrung

Die Abb. 4.7 stellt eine schematische Darstellung der Versuchsapparatur fir das
Aktionspotential dar. Das Organbad bestand wie bei der Papillarmuskel-Kon-
traktionskraftmessung aus einem 2-Kammergefaly, wobei der Muskel aber

waagrecht eingespannt wurde (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7 Schematische Darstellung der Versuchanordnung zur Messung des
Aktionspotentials. A: Sattigungsgefall, B: Muskelkammer, Fc: Induktiver
Kraft-Aufnehmer, RI: Reiz-Isolier-Einheit, VS: Vorverstarker

Das Papillarmuskelende mit dem Rest der Kammermuskulatur wurde mit einem
Metallplattchen in der Muskelkammer (B) befestigt und das andere Ende des
Papillarmuskels mit dem Klappenrandrest an ein Hakchen gehangt und mit 3,9
mN vorgespannt.

Der Muskel konnte mit einem elektrischen Impuls (Reizgerat der Fa. Tonnies,
Freiburg, Deutschland) stimuliert werden. Die Reizstarke lag knapp oberhalb
der Reizschwelle. Die Steuerung des Reizgerates mit verschiedenen Frequenzen
erfolgte mit Hilfe eines Computers tber einen DA-Wandler. Die Mess-Signale
wurden mit einem AD-Wandler auf den Computer Ubertragen und gespeichert.
Es kam dabei das Mess- und Steuerprogramm Iso3-Multitasking-Patch-Clamp-
Programm und eine AD/DA-Wandler-Karte der Fa. MFK, Niedernhausen,

Deutschland zum Einsatz.
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4.3.3 Auswertung

Die Abb. 4.8 zeigt am Aktionspotential die gemessenen GroRen: 1. das
Membranpotential, 2. die Amplitude, 3. das Umkehrpotential (overshoot) und 4.
die Aktionspotentialdauer (APD) bei 10 %, 60 % und 90 % Repolarisation.
Zusatzlich wurde mit Hilfe des Iso3-Programms durch Differenzierung des

Signals die maximale Depolarisations-Geschwindigkeit (Vmax) bestimmit.
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Abb. 4.8 Bestimmung von Parametern eines Aktionspotentials vom
Papillarmuskel des Meerschweinchens.
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4.4  Kontraktionskraftmessung an isolierten Aortenringen
4.4.1 Messprinzip

Das Testsystem beruht auf der isometrischen Messung der Kontraktionskraft
isolierter Aortenringe (Hooker et al., 1977). Die Kraftmessung erfolgt mit einem
induktiven Kraftaufnehmer. Der Einfluss von Testsubstanzen auf KCI- und

Noradrenalin- induzierte Kontraktionen wurde ermittelt.

4.4.2 Préaparation der Aorta

Meerschweinchen beiderlei Geschlechts mit einem Gewicht von 250 bis 300 g
(Fa. Stock, Gelnhausen, Deutschland) wurden durch zervikale Dislokation
getotet und nach sofortiger Er6ffnung des Thorax wurde das Herz und ein Stiick
ungedehnte Aorta entnommen. In einer kalten ,,Extrazellularlésung” (L6ésung 1,
Tab 4.1) wurden anhaftendes Binde- und Fettgewebe entfernt und etwa 3 mm

breite Aortenringe ohne Beschadigung des Endothels prapariert.

4.4.3 Versuchsapparatur

Es wurden zylindrische Organbader aus Borosilikatglas mit einem Badvolumen
von 5 ml verwendet. Die Gefdlle besallen im unteren Teil ein Hakchen aus
Wolframdraht, das der Fixierung der Aortenringe diente. Uber S-formige
Stahlhdkchen wurden die Aortenringe zwischen diesem Wolframhakchen und
einem Stahlh&kchen, das an einem 10 cm langen Goldkettchen befestigt war,
vertikal eingespannt. Das Goldkettchen bildet die Verbindung zum induktiven
Kraftaufnehmer. Als Badlosung diente eine modifizierte Krebs-Henseleit-
Losung (Losung 3, Tab. 4.1), die durch eine am unteren Ende des Organbads
angebrachte Glasfritte stdndig mit Carbogen (95 % O, + 5 % CO,) durchperlt
wurde. Diese Organbader wurden in ein auf 35°C temperiertes Wasserbad

eingesetzt, wodurch eine konstante Badtemperatur (35°C) gewaéhrleistet wurde.
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Die Mess-Signale wurden mit einem Analog-Digital-Wandler digitalisiert und
konnten dann mit Hilfe eines Computers dargestellt, gespeichert und
ausgewertet werden. Die Einstellung der Muskel-Vorspannung erfolgte tiber die
mit Hilfe eines Kathodenstrahl-Oszilloskops sichtbar gemachten Signale des
induktiven Kraftaufnehmers.

Konzentrierte Stammlosungen der verwendeten Substanzen wurden hergestellt
und durch Zupipettieren zur Badlosung die entsprechenden Testkonzentrationen
(Endkonzentrationen) erreicht. Soweit nicht anders vermerkt, beziehen sich die

Konzentrationsangaben in der Arbeit auf die Endkonzentrationen im Bad.

4.4.4 Noradrenalin-induzierte Kontraktion

Die Methode zur Untersuchung der Noradrenalin-induzierten Kontraktion wurde
nach dem Arbeiten von Nelson et al. (1984), Hagiwara et al. (1993) und Muller
(1997) erstellt. Fir die Vorkontraktion von Meerschweinchen-Aortenringen mit
Noradrenalin wurde der Neurotransmitter dem Organbad in einer Endkonzentra-
tion von 10 pumol/l zugesetzt. Die Kontraktion erreichte nach einer Inkubations-
zeit von 10 Minuten das ,,steady state” und damit die tonische Komponente der
Kontraktion. Wie die Versuche von Miller (1997) mit 1 pmol/l Noradrenalin
zeigen, unterdriickte eine Vorinkubation der Praparate mit 0,3 pumol/l Nifedipin
den raschen initialen Anstieg der Kontraktionskraft nur teilweise (Abb. 4.9).
Nach Erreichen von etwa 50% der Vergleichskontraktion flachte die Kurve
abrupt ab und blieb auf diesem Niveau. Diese Beobachtung stimmt mit den
Ergebnissen von Nelson et al. (1984) berein, die ebenfalls eine Abflachung der
Noradrenalin-Kontraktionskurve in Anwesenheit von 0,1 pmol/l Nifedipin
fanden. Die Wirkung von Nifedipin beschrénkt sich auf die Reduzierung des
Ca’*-Einstroms durch L-Typ-Calcium-Kanéle der Zellmembran. Die in

Anwesenheit des Calcium-Kanalblockers verbleibende Kontraktion kann durch
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die Freisetzung von Ca®* aus intrazelluliren Speichern erklart werden, die durch

Nifedipin kaum beeinflusst wird.

i - —
5 8+ 3] . :
mN A ' mN B
Kontrolle . - 0,3 M Nifedipin
0 mnb 0 mn8

Abb. 4.9 (A) Typischer Verlauf der durch Noradrenalin (1umol/l) induzierten
Kontraktion; (B) Verlauf der durch Noradrenalin (1umol/l) induzierten
Kontraktion nach Vorinkubation mit 0,3 pumol/l Nifedipin. Fir die Versuche
wurde der selbe Ring verwendet (Muller, 1997).

4.4.5 Kalium-induzierte Kontraktion

Fur die Entwicklung der Methode zur Untersuchung der Kalium-induzierten
Kontraktion wurden Arbeiten von Nelson et al. (1984), Nakaki et al. (1985),
Hagiwara et al. (1993) und Miiller (1997) herangezogen. Die Depolarisation der
Gefalmuskelzellen wird durch Zupipettieren einer konzentrierten KCI-Ldsung
ausgelost. Die Kalium-Endkonzentration in der Badlosung betrugt 30 mmol/l.
Die Kalium-induzierte Depolarisation verursacht einen Einstrom des extra-
zelluldaren Calciums durch L-Typ-Calcium-Kandle und die Aortenringe
kontrahieren. Nach etwa 30 Minuten erreichte diese Kontraktion ihr ,steady
state” in der tonischen Phase der Kontraktion (Abb. 4.10A). Erfolgt die Zugabe
der KCI-L6sung nach Vorinkubation mit 3 pmol/l Nifedipin, so wurde diese
Kontraktion durch den L-Typ-Calcium-Kanalblocker beinahe vollstandig unter-
drickt (Abb. 4.10B). Mit Hilfe dieser Versuche war es moglich, den Einfluss
einer kumulativen Zugabe einer Testsubstanz auf die Kalium-vorkontrahierten

Praparate zu bestimmen. Die Unterdrickung dieser Kontraktion kann auf eine
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Calcium-Kanal-blockierende Wirkung hinweisen. Der eindeutige Nachweis
einer Calcium-Kanal-blockierenden Wirkung kann jedoch nur in ,,Patch-clamp*

Versuchen erbracht werden.

1 ) g
le'- | ¥
0 min§ ~ Kontrole 0 mn5  3nMNNedipin

Abb. 4.10 (A) Typischer Verlauf der durch Kalium (30 mmol/l)-induzierten
Kontraktion; (B) Verlauf der durch Kalium (30 mmol/l) induzierten
Kontraktion nach Vorinkubation mit Nifedipin. Der selbe Ring wurde fir
beide Versuche verwendet. W = Auswaschen

4.4.6 Kalibrierung

Vor jedem Versuch erfolgte eine Kalibrierung der induktiven Kraftaufnehmer
mit Eichgewichten. Nach deren Befestigung an den Kraftaufnehmern wurden
die Gber den Analog-Digital-Wandler digitalisierten Mess-Signale mit Hilfe des
verwendeten EDV-Programms registriert und in die Berechnung der Kraftwerte

einbezogen.



50

4.4.7 Auswertung

Mit Hilfe des Computerprogramms wurde wéhrend des Versuchs die
Muskelkraft (in mN) der Aortenringe in Mittelwerten der Mess-Signale aus
Messintervallen von 5 s kontinuierlich registriert und anschiefend ausgewertet.

Die nach Zugabe einer kontrahierend wirkenden Substanz induzierte
Kontraktionskraft (AF. ) ist als Differenz des vor Beginn der Zugabe
gemessenen Kraftwerts der VVorkontraktion (F.V) und der Endkontraktionskraft

(F.E) nach Erreichen des steady state der Kontraktion definiert (Abb 4.11).

100 q | rroomreeeremeee e ;

AF, (%)
A(mMN)

NA (10umol/l)

min
Abb. 4.11 Auswertung der Kontraktionskurven von Aortenringen am Beispiel
der Noradrenalin-induzierten Kontraktion.
Fe Gemessene Kontraktionskraft in mN
F.V Kontraktionskraft der Vorkontraktion vor Zugabe der Substanz
F.E Kontraktionskraft der Endkontraktion nach Zugabe der Substanz

AF. Induzierte Kontraktion in mN oder in % der Ausgangskraft aus der
Differenz von Endkontraktion und Vorkontraktion

In den Versuchen mit vorkontrahierten Préparaten diente in jedem
Einzelversuch die Noradrenalin- bzw. KCIl-induzierte Kontraktionskraft (AF.)

als Referenzwert von 100%. Nach Zugabe der Testsubstanz wurde jeweils die
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verbleibende induzierte Kontraktionskraft (AF.) ermittelt und deren Prozentwert

(in % der Referenzkraft) berechnet.

4.5  Wirkung auf die glatte Muskulatur der Trachea

45.1 Praparation der Trachea

Meerschweinchen beiderlei Geschlechts mit einem Gewicht von 250 bis 300 g
(Fa. Stock, Gelnhausen, Deutschland) wurden durch zervikale Dislokation
getotet und nach Entnahme des Herzens die Trachea herausprapariert. Die
weitere Praparation der Trachea wurde in kalter, sauerstoffgesattigter Krebs-
Henseleit-Lésung mit 3,2 mmol/l Ca** (Lésung 1, Tab. 4.1) ausgefiihrt. Das
Binde- und das Fettgewebe wurden entfernt. Der dinnere, distale, an die Lunge
angrenzende Teil der Trachea wurde verwendet, da er sich reaktionsféhiger
gegenuber spasmogenen Substanzen (z.B. Carbachol) erwies.

Tracheastiicke von 3-4 mm L&nge wurden abgeschnitten, die 4 bis 6 Knorpel
enthielten. Zwei Schnitte wurden parallel zum Trachealmuskel gefthrt (Abb.
4.12). Mit den Knorpelenden wurde das Prdparat in eine Halterung zur
iIsometrischen Kraftmessung eingespannt (Reiter und Brandt, 1985, Brandt,
1988). Im Gegensatz zu verschiedenen Autoren, die die Kontraktionskraft an der
Trachealkette mit mehreren Trachealringen registrieten, erlaubte diese Technik
die Aktivitdtsmessung des glatten Trachealmuskels weitgehend unabhéngig von
der Elastizitat des Knorpels (Reiter und Brandt, 1985; Brandt, 1988).
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Abb. 4.12 Methode zur Messung der Wirkung auf die glatten Muskulatur der
Trachea

a) Ausgeschnittenes Stiick der Trachea (S = Schnittlinien zur Abtrennung des
Knorpels)

b) Tracheapraparat mit restlichen Knorpelansatzen in einer Halterung zur
Messung der isometrischen Kontraktion (nach Brandt, 1988).

4.5.2 Versuchsapparatur

Es wurde dieselbe Apparatur wie bei der Papillarmuskel-Kontraktionskrafts-

messung verwendet (siehe Abb. 4.5).

4.5.3 Versuchsdurchfiihrung

Der Trachealmuskel besitzt eine hohe Ruhekraft und kann ohne Zugabe von
spasmolytischen Substanzen relaxieren (Brandt, 1988). In unseren Versuchen
wurde der Muskel mit 7-10 mN Kraft vorgespannt. Ein ,steady state“ der
Ruhekraft wurde nach 1 bis 2 Stunden erreicht.

AnschlieBend wurden die Muskel durch 1 pmol/l Carbachol vorkontrahiert.
Carbachol ist ein direktes Parasympathomimetikum und wirkt im Prinzip wie
Acetylcholin. Der Vorteil dieser Substanz gegeniiber Acetylcholin ist, dass die
Wirkung von Carbachol an Organen langer anhalt, weil es nur langsam abgebaut

wird.
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Eine nahezu vollstdndige Relaxation der mit Carbachol vorkontrahierten
Trachea kann z.B. durch Zugabe eines [-Adrenozeptor-Agonisten oder
verschiedener dtherischer Ole ausgeldst werden (Reiter und Brandt, 1985).

Mit Hilfe dieser Versuche war es moglich den Einfluss einer kumulativen
Zugabe einer Testsubstanz auf die mit Carbachol vorkontrahierten Praparate zu

bestimmen.

4.5.4 Kalibrierung und Auswertung

Die Kalibrierung und Auswertung der Trachea-Versuche wurde wie bei den

Papillarmuskel-Versuchen durchgefhrt.

4.6  Chemische Untersuchung

Die Dunnschicht-Chromatographie wurde mit Hilfe von Prof. Lacaille-Dubois,
“Faculté de Pharmacie, Université de Bourgogne®, in Dijon, Frankreich, Prof.
Hildebert Wagner, Institut fir Pharmazeutische Biologie der Ludiwg-
Maximilians-Universitdt Munchen und von Dr. Alain Bertrand Dongmo,

»Faculté des Sciences, Université de Douala“, Kamerun durchgefihrt.
4.7  Referenzsubstanzen

Ascorbinsaure: Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

ATP: Na,ATP (Adenosin-5’-Triphosphorsaure-Dinatriumsalz):
Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Calciumchlorid: Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Carbogen: Fa. Linde, Hollriegelskreuth, Deutschland
Carbachol: Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

DMSO (Dimethylsulfoxid): Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
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D-(+)-Glucose: Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Heparin: Fa. Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Hepes (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsaure):
Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland

KCI: Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Kollagenase (Worthington 173 U/mg): Fa. Biochrom, Berlin, Deutschland

Magnesium-D,L-Hydrogenaspartat-Tetrahydrat:
Fa. Trommsdorff, Alsdorf, Deutschland

Natriumchlorid: Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumdihydrogenphosphat reinst: Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Noradrenalin: (+)-Noradrenalin-HCI: Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Protease: Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Trypsin: Fa. Serva, Heidelberg, Deutschland

4.8 Pflanzenextrakte

Die Extrakte von D. oliveri und V. cienkowskii wurden von Dr. Nkeng-Efouet-
Alango, Faculté des Sciences, Université de Dschang, Kamerun hergestellt. Die
Abbildungen 4.13 und 4.14 zeigen die Extraktionsmethoden fur beide Pflanzen.
Die Extrakte wurden als Dickextrakte gewonnen und mit DMSO als
Losungsvermittler gelést und verwendet. Die Stammldsung wurde in einer
Mischung aus 50% DMSO und 50% Badldsung (3,2 mmol/l Ca?*) angefertigt.
Weitere Verdlnnungen der im Versuch verwendeten Konzentrationen erfolgten

nur mit Badlésung.
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Daniella oliveri

Iverisierte Rinde

(3000 g)

55

Hexan-EtOAc (70:30)
7 1, Mazeration 72h

Pulver-Riickstand

6,5

Hexan-EtOAc-Extrakt
(57.30 a)

CH,Cl,-MeOH (50:50)

|, Mazeration 72 h

[
Pulver-Ruickstand

CH,CIl,-MeOH-Extrakt
(278,50 g)

H,O (180 ml)
Hexan (600 ml)

Hexan-Extrakt
(31,450)

Wassrige Losung

EtOAc (600 ml)

Wassrige

LOsung

Einengung unter
Unterduck

MeOH-Extrakt
(36,2 )

EtOAc-Extrakt
(49,83 )

Abb. 4.13 Schematische Darstellung der Extraktion von Daniella oliveri.
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(6,49 g)
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EtOAc-Extrakt
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(23,83 9)
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Abb. 4.14 Schematische Darstellung der Extraktion von Vitex cienkowskii.
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4.9 Statistische Auswertung
4.9.1 Standardfehler

Alle in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse sind als Mittelwerte mit den
zugehorigen Standardfehlern des Mittelwerts angegeben (MW + s.e.m). Sie
wurden mit Hilfe der Sigma-Plot-Software (Fa. SPSS, Chicago, IL, USA)

berechnet.

4.9.2 Berechnung des ECso-Werts

Mit Hilfe eines Computerprogramms (GraphPad-Software Inc., San Diego, CA,
USA) wurde eine sigmoide Funktion (siehe Formel) an die Daten der
Experimente nach der Methode von Gaul3-Newton angepasst und daraus der
ECso-Wert ermittelt.

E:  Effekt
K3 C. Konzentration
E=K,- (Kl_Kz )'C Ki:  asymptotischer Maximalwert

K3 K3 K,: asymptotischer Minimalwert
C™3+K, 2 @ymp

Ks:  Steigungsparameter

Ky: EC50
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5. Ergebnisse

5.1 Einfluss der Erhéhung der extrazellularen Magnesium- und
Kalium- Konzentration auf die Schwelle fur die Auslésung des
Natrium-Stroms

5.1.1 Magnesium

Die Magnesiumkonzentration in der Badlésung wurde auf 0,5 mmol/l eingestellt
und die Schwelle fiir die Auslosung des Natrium-Stroms mit Hilfe der Patch-
Clamp-Technik festgestellt. Abb. 5.1a zeigt ein Beispiel fur Bestimmungen der
Schwelle fir die Auslosung des In,. Eine Depolarisation der Zelle bei 0,5
mmol/l  Magnesium auf -54 mV fiuhrte zu keinem nennenswerten
Einwartsstrom. Bei einer Depolarisation auf -53 mV kam es zu einer leichten
Reaktion, d.h. ein geringer Einwartsstrom trat auf, der wieder abklang. Bei -52
mV kam es dagegen zu einem massiven Einwartsstrom, d.h. bei =52 mV lag die

Schwelle fir die Auslésung des schnellen Iy, dieser Zelle.

i b
-54 mV

4000 1 53 mV 4000 -53 mV

2000 2000 | ’ / 52 mV
< 0 \\7"' < 0 |

o

[oX

2000 | T~ 5o mV -2000 - Ss1mv

-4000 - -4000

-6000 | -6000 -

-8000 | -8000 -
~10000 - -10000
-12000 . ‘ ‘ ‘ -12000 . ‘ ‘ ‘ ‘

50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
ms ms

Abb. 5.1 Anderung der Schwelle fiir die Auslésung des Natrium-Stroms bei
Erhdhung der extrazellularen Magnesium-Konzentration. Ausgehend von 0,5
mmol/l Magnesium (a) wurde die extrazellulare Magnesium-Konzentration auf
1,5 mmol/l erhéht (b).

Eine Erh6hung der extrazelluldren Magnesiumkonzentration von 0,5 mmol/l auf

1,5 mmol/l fiihrte zu einer Anderung der Schwelle fiir die Auslosung des Iy, an
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der selben Zelle (Abb. 5.1b). Bei einem Potential von -52 mV, bei dem der Iy,
in 0,5 mmol/l Magnesium ausgelost wurde, reagierte die Zelle nicht. Durch
Erniedrigung des Potentials auf -51 mV kam es zu einem starken
Einwértsstrom. Das hei8t mit der Erhéhung der [Mg®*], von 0,5 auf 1,5 mmol/l
hat sich die Schwelle der Ausldsung des Iy, von =52 auf =51 mV erhdéht.

In Abb. 5.2 ist die Wirkung einer Erhdhung der [Mg*], von 0,5 auf 3 mmol/l
auf die Schwelle der Auslosung des Na’-Stroms wiedergegeben. In der
Badlosung mit 0,5 mmol/l (Abb. 5.2a) reagierte die Zelle nicht auf
Depolarisationen von —66 und -65 mV. Erst bei einer Depolarisation auf
—64 mV war der schnelle starke Natrium-Einwartsstrom zu beobachten. Bei
einer Erhéhung der [Mg*], von 0,5 mmol/l auf 3 mmol/l (Abb. 5.2b), war bei

Depolarisationen auf —64 und -63 mV kein Effekt auf die Zelle zu sehen.

b
a
4000 4000 -
2000 -66 mV 2000 63 mv
< 0 -65 mV < 0 / 62 mV
: 2000 I
-2000 s - R
- -61 mVv
4000 | 64 mM 4000 - |
-6000 - -6000
-8000 -8000 -
-10000 - -10000
12000 - ‘ , ‘ -12000 - : : . _
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250

ms

Abb. 5.2 Anderung der Schwelle fiir die Auslésung des Natrium-Stroms bei
Erhohung der extrazellularen Magnesium-Konzentration. Ausgehend von 0,5
mmol/l Magnesium (a) wurde die extrazellulare Magnesium-Konzentration auf 3
mmol/l erhéht (b).

Die folgende Depolarisation (-62 mV) fuhrte zu einem kleinen Einwértsstrom,
der sehr schnell wieder abklang. Der erste starke Einwartsstrom wurde erst bei
—61 mV beobachtet. Bei der Anderung der [Mg®*], von 0,5 auf 3 mmol/l erhohte

sich die Schwelle der Auslosung des Na-Stroms also von —64 auf —-61 mV.
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Abb. 5.3 Anderung der Schwelle fiir die Auslosung des Natrium-Stroms bei
Erhohung der extrazellularen Magnesium-Konzentration. Ausgehend von 0,5
mmol/l Magnesium (a) wurde die extrazellulare Magnesium-Konzentration auf
5 mmol/l erhéht (b).

Die Abb. 5.3 zeigt die Anderung der Schwelle fir die Auslésung des Natrium-
Einwartsstroms durch eine Erhéhung der [Mg*], von 0,5 auf 5 mmol/l. Die
Schwelle fir die Auslésung des Iy, wurde in diesem Versuch um 5 mV erhdéht.
Die Abb. 5.4 ist eine Vergrélierung eines Ausschnitts von Abb. 5.3 und zeigt
deutlich, wie die Schwelle fir die Auslosung des Na-Stroms sich mit der
Erhohung der extrazellularen Mg-Konzentration von 0,5 auf 5 mmol/l geandert
hat.
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Abb. 5.4 Anderung der Schwelle fiir die Auslésung des Natrium-Stroms bei
Erh6hung der extrazellularen Magnesium-Konzentration von 0,5 auf 5 mmol/I.
Gedehnte X und Y-Skala.

In der Badlésung mit 0,5 mmol/l Magnesium (Abb. 5.4a) reagierte die Zelle
nicht auf eine Depolarisation von —63 mV. Sie zeigte bei -62 mV einen kleinen
Einwartsstrom und erst bei —61 mV kam es zu der Auslosung des Na-Stroms.
Wie aus Abb. 5.4b hervorgeht, kam es bei einer Erhéhung der [Mg**], von 0,5
auf 5 mmol/l bei =62 mV und -61 mV Depolarisationsspannung zu keinem
Effekt auf die Zelle. Es wird deutlich, dass ab -58 und -57 mV Kkleine
Einwartsstrome ausgelost wurden. Ab -56 mV wurde der erste groRe
Einwartsstrom ausgeldst, d.h. in dieser 5 mmol/l Mg-Lésung lag die Schwelle

fur die Auslosung des Na-Einwartsstroms bei —-56mV.

Abb. 5.5 fasst die Wirkung der Erhéhung der [Mg?**], auf die Schwelle fiir die
Auslosung des Natrium-Einwértsstroms zusammen. Ausgehend von einem
mittleren Schwellenpotential von -59,9 + 43 mV (n = 15) in 0,5 mmol/l
[Mg*To, wurden hier die durch die verschiedenen Magnesium-Konzentrations-

Erhéhungen erzielten Anderungen aufgetragen.
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Abb. 5.5 Konzentrationsabhangigkeit
der Wirkung von extrazellularem

£ Magnesium auf die Schwelle fur die
S -94 4 . .
G g Auslosung des Natrlu_m-Stroms.
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ZE % potential von =60 mV bei 0,5 mmol/l
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2 © | | | | | | mmol/l [Mg],: n=15 und bei 1,5, 3
5 0 1 2 3 4 5 8 und 5 mmol/l [Mg],: n=5).

Magnesium -Konzentration (mmol/l)

Abb. 5.5 zeigt, dass die Schwelle fiir die Auslésung des Iy, mit der Erh6hung
der [Mg®*], steigt. Diese Abhangigkeit folgt keiner Geraden, sondern einer leicht
nach oben konvexen Kurve. Das heillt, wenn man von einer niedrigen
Magnesium-Konzentration ausgeht, ist die Wirkung einer Magnesium-Erhéhung
etwas starker, als wenn man von einer héheren Magnesium-Konzentration
ausgeht. Aber es ist klar zu sehen, dass eine Erhéhung der [Mg*, um 1 mmol/I
die Schwelle fir die Auslésung des Natrium-Einwartsstroms um ca. 1 mV
erhoht.

5.1.2 Kalium

Der Effekt von Kalium auf die Schwelle fir die Auslésung des Natrium-
Einwartsstroms wurde ebenfalls geprift. Die Kalium-Konzentration in der
Badlosung betrug 4 mmol/l und wurde in verschiedenen Versuchen auf 5, 6 und
7 mmol/I erhoht.

Abbildung 5.6 zeigt die Wirkung einer Erhéhung der [K™], von 4 mmol/l auf 5

mmol/l auf die Schwelle fur die Auslésung des Natrium-Einwartsstroms. In der
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Badldsung (Abb. 5.6a) lag die Schwelle des Iy, bei —62 mV. Nach Erhéhung der
[K™], auf 5 mmol/l (Abb. 5.6b) wurde die Schwelle des Iy, auf -60 mV erhoht.
Mit der Anderung der [K™], von 4 auf 5 mmol/I erhéhte sich bei dieser Zelle die

Schwelle der Auslésung des Natrium-Einwértsstroms von —62 mV auf —60 mV.

a b
4000 - 4000 - 62 my
- m
2000 1 -64 mV 2000 -
63 mV < o1 my
< 04 Vet 3 0] |
-2000 - 50 my -2000 \eo y
-4000 - osm -4000 - -ou m
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-8000 1 -8000 -
-10000 | -10000 -
-12000 : : ‘ . -12000 - : ‘ . ‘
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
ms ms

Abb. 5.6 Anderung der Schwelle fiir die Auslésung des Natrium-Stroms bei
Erh6hung der extrazellularen Kalium-Konzentration. Ausgehend von 4 mmol/I
Kalium (a) wurde die extrazellulare Kalium-Konzentration auf 5 mmol/l (b)
erhont.

In Abb. 5.7 ist zu erkennen, dass eine Erhohung des [K'], von 4 mmol/l auf
7 mmol/l, zu einer deutlichen Erhéhung der Schwelle des Natrium-Stroms von
-65 mV auf -55 mV fihrt.

Abb. 5.8 fasst die Wirkungen der Kalium-Erhéhungen auf die Schwelle fir die
Auslosung des Natrium-Einwartsstroms zusammen. Bei einer extrazelluléren
Kalium-Konzentration von 4 mmol/l lag die Schwelle fir die Auslésung des
Natrium-Einwartsstroms im Mittel bei ca. -62,4 mV (n = 15). Die Erh6hung der
[K]o von 4 mmol/l auf 5, 6 und 7 fihrte zu einer deutlichen Erhéhung der
Schwelle des Natrium-Stroms von -62,4 mV auf -60,0, -57,8 und -57,2 mV,

d.h. das Potential fur die Auslosung des Iy, war bei Erhohung der [K*], weniger
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negativ. Eine Erhohung der Kalium-Konzentration um 1 mmol/l fiihrte zu einer

Erhohung der Schwelle fir die Auslosung des Natrium-Stroms um ca. 1,8 mV.
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12000 . .

0 5 100 150 200

ms

Abb. 5.7 Anderung der Schwelle fiir die Auslésung des Natrium-Stroms bei
Erhohung der extrazellularen Kalium-Konzentration. Ausgehend von 4 mmol/I
Kalium (a) wurde die extrazellulare Kalium-Konzentration auf 7 mmol/l (b)

erhonht.

Schwellenpotential (mV)
far die Auslésung des Natriumstroms

3.5 40 45 50 55 60 65 70 7.5

Kalium-Konzentration (mmol/l)

Abb. 5.8 Konzentrationsabhangigkeit
der Wirkung von extra-zellularem Ka-
lium auf die Schwelle fir die Aus-
I6sung des Natrium-Stroms. Es wurde
von einem Schwellenpotential von
—62,4 mV bei 0,5

mmol/l Kalium ausgegangen und dann
die Schwellenwerte bei den hoheren
Konzentrationen mit den in den
einzelnen Versuchen erzielten Diffe-
renzwerten berechnet (bei 4 mmol/i
[K]o: n=19 und bei 5, 6 und 7 mmol/I
[K]o: n=8, 5 und 6).



5.1.3 Natrium
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Die Wirkung einer Erhéhung der extrazellularen Natrium-Konzentration auf die

Schwelle der Auslésung des Na-Stroms wurde ebenfalls untersucht. Eine

Erhohung der [Na*], von 140 mmol/l auf 143 mmol/l bewirkte keine Anderung

der Schwelle des Iy, (Abb. 5.9). Die Schwelle der Auslésung des Iy, lag bei

beiden Natrium-Konzentrationen bei -61 mV.

4000 63 mV
2000 A / -62 mV
S0 ‘——J‘vﬁ

-2000 |
-4000 -
-6000 -
-8000 -
-10000 1
-12000 -

61 mV

50 100 150
ms

200

250

b
4000 - -63 mV
2000 - r -62 mV
3 0]
-2000 61 mV
-4000
-6000
-8000 -
-10000
-12000 *, , : :
50 100 150 200

250

Abb. 5.9 Wirkung einer Erhohung der extrazellularen Natrium-Konzentration
auf die Schwelle fir die Auslésung des Natrium-Stroms. Ausgehend von 140
mmol/l Natrium (a) wurde die extrazellulare Natrium-Konzentration auf 143

mmol/l (b) erhéht.
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5.1.4 Einfluss einer anti- und einer proarrhythmischen Substanz auf die
Schwelle fir die Auslésung des Natrium-Stroms

5141 Sotalol
Die Wirkung von 10 pmol/l Sotalol

(le /CH3 (Strukturformel siehe Abb. 5.10), einem

CH—CH,—NH—CH Klasse Il Antiarrhythmikum, auf die

\CH3 Schwelle fir die Auslosung des Natrium-

Stroms am Herzmuskel wurde ebenfalls

geprift. Es wurde keine wesentliche Ande-

NH—SO,—CH, rung der Schwelle fur die Ausldsung des
Abb.5.10 Sotalol Natrium-Stroms durch Sotalol gefunden.

Abbildung 5.11 zeigt ein Beispiel der Wirkung von 10 umol/l Sotalol auf die

Schwelle des Iy, Die Schwelle der Auslésung des Iy, wurde sowohl mit als auch

ohne Sotalol bei =62 mV beobachtet. Ausgehend von 5 Versuchen konnte

festgestellt werden, dass eine Zugabe von Sotalol zu einer Erhohung der

Schwelle fiir die Ausldsung des Natrium-Stroms um ca. 0,60 mV fihrt.

a b
4000 64 mV 4000 gg mV
2000 | 63 mV 2000 63 mv
e I =y
-2000 | -2000 -
4000 | ozmy 4000 | \'62 mv
-6000 -6000
-8000 -8000 |
~10000 - -10000 |
-12000 / , , , , . -12000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
ms ms

Abb. 5.11 Wirkung von 10 pmol/l Sotalol auf die Schwelle fur die Ausldsung des
Natrium-Stroms. Ausgehend von der Badlésung ohne Sotalol (a) wurde die Zelle
mit einer Losung, die 10 umol/l Sotalol (b) enthielt, superfundiert.
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5.1.4.2 Veratridin

cho;©)k
OH

H,CO

Abb. 5.12 Veratridin

Die Wirkung von Veratridin (Strukturformel siehe Abb. 5.12), einem Natrium-
Kanaloffner (Ulbricht, 1972; Honerjager & Reiter, 1975; 1977), auf die
Schwelle der Auslésung des Natrium-Stroms wurde ebenfalls gepriift. Obwonhl
die Natrium-Kanéle lange offen blieben, zeigte Veratridin keinen Effekt auf die

Schwelle des Natrium-Stroms.

a b
4000 64 mV 4000 64 mV, -63 mV
2000 | / 63mV 2000 ’_}‘ / 52 mV
< o paing / .
a %g = o 0 \ / —
-2000 | 62mvV -2000 -
-4000 - -4000
-6000 - -6000 |
-8000 - -8000 -
-10000 - -10000 -
-12000 ‘ , -12000 - : : - !
100 200 300 400 100 200 . 300 400

Abb. 5.13 Wirkung von 10 pmol/l Veratridin auf die Schwelle fur die Ausldsung
des Iya. Ausgehend von der Badlésung ohne Veratridin (a) wurde die Zelle mit
einer Losung, die 10 umol/l Veratridin (b) enthielt, superfundiert.
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5.1.5 Einfluss von verschiedenen Flavonoiden auf die Schwelle fur die
Auslosung des Natrium-Stroms

Vitexin
R: Glucosid

Orientin
R: Glucosid

Quercetin

Rutin
R: Rutinosid

OH O
Naringin
R: Neohesperidosid

Cyanidin

Abb. 5.14 Strukturformeln der verwendeten Flavonoide. Flavone: Vitexin und

Orientin, Flavonole: Quercetin und Rutin, Flavonon: Naringin, Anthocyanidin:
Cyanidin .

Nachdem in den Extrakten von D. oliveri bei der chemischen Analyse

Flavonoide gefunden wurden (siehe Kapitel 5.2), wurde die Wirkung von
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Flavonoiden (jeweils 10 mg/l) auf die Schwelle des Natrium-Stroms untersucht.
Diese Flavonoide wurden aus den vier wichtigen Gruppen ausgewahit (Abb.
5.14): Flavone: Vitexin und Orientin, Flavonole: Quercetin und Rutin,
Flavonone: Naringin, Anthocyanidine: Cyanidin (Wagner, 1993) .

Es wurde keine Anderung der Schwelle fiir die Auslosung des Natrium-Stroms

durch diese Flavonoide festgestellt.

5.2  Daniella oliveri

5.2.1 Chemische Untersuchung

a!g- b. -
; i =
iy '

-
—
-

Et CM Ca Me He CM  Si  Et

Abb. 5.15 Beispiel fur Dinnschicht- Chromatogramme von D. oliveri-Extrakten.
(a) Et: EtOAc-Extrakt, CM: CH,Cl,-MeOH-Extrakt, Ca: Catechin, Me: MeOH-
Extrakt

(b) He: Hexan-Extrakt, CM: CH,CIl,-MeOH-Extrakt, Si: R-Sitosterol, Et:
EtOAc-Extrakt.

In ersten chemischen Analysen wurde versucht, mit Hilfe der Dlnnschicht-
Chromatographie wichtige Stoffgruppen in den Extrakten zu identifizieren.
Dabei zeigte sich, dass in den Extrakten reichlich Tannine enthalten waren,
wodurch die Detektion der anderen Inhaltsstoffe erschwert wurde. Deshalb
wurden zundchst die Tannine mit einer Sédule, die Polyamid (Fa. Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) enthielt entfernt. Abb. 5.15 zeigt die nach Entfernung

der Tannine erhaltenen Dunnschicht-Chromatogramme. In Abb. 5.15a wurde
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EtAOc-CH;3;-COOH-H,0 (50:20:30) als FlieBmittel benutzt und in Abb. 5.15b
war Toluol-CH;COOH-MeOH (50:40:5) das Fliemittel. In beiden Fallen wurde
die Detektion mittels Komarowsky-Reagenz durchgeftuhrt. In Tab. 5.1 sind die
nachgewiesenen Stoffgruppen oder Einzelstoffe der verschiedenen Extrakte von

D. oliveri aufgelistet.

Tab. 5.1 Inhaltsstoffe der Extrakte von D. oliveri

Extrakt Stoffe
Hexan Chlorophyll
Terpenoide
Hexan-EtAOc Chlorophyll
Terpenoide
Chlorophyll
CH,CIl,-MeOH Terpenoide
Flavonoide (Catechin)
Tannine
EtAOc Chlorophyll
Tannine
Tannine
MeOH Flavonoide (Catechin)

dimere Procyanidine
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5.2.2 Einfluss von D. oliveri-Extrakten auf die Aktionspotentialparameter
von Papillarmuskeln des Herzens

52.2.1 Wirkung des MeOH-Extraktes bei 1Hz

Abb. 5.16 zeigt den Einfluss des MeOH-Extraktes von D. oliveri (10 ml/l) auf
das Aktionspotential eines Papillarmuskels bei 1 Hz Stimulationsfrequenz.
Wahrend des Beobachtungszeitraums von 10 min &nderte sich das Aktions-
potential nicht.

Die Abbildungen 5.17 und 5.18 zeigen den Effekt des MeOH-Extraktes von D.
oliveri auf die Aktionspotentialdauer (APD) bei mit 1 Hz stimulierten Papillar-
muskeln bei 10, 60 und 90 % Repolarisation. Finf Minuten nach der Extrakt-
zugabe war keine Anderung der APD festzustellen. Die APD’s bei 10, 60 und
90 % blieben fast unveréndert.

40 -
20 A
0 4
< -20
3
< -40 - Kontrolle
= 3 min
% -60 - 5 min
o 10 min
_80 i
-100 A
'1 20 T T T T T
0 100 200 300 400
APD(ms)

Abb. 5.16 Wirkung des MeOH-Extraktes von D. oliveri auf das Aktionspotential
eines Meerschweinchen-Papillarmuskels bei 1 Hz. Ausgehend von einem
Aktionspotential vor Zugabe des Extraktes wurden die Aktionspotentiale 3, 5
und 10 Minuten nach der Zugabe von 10 mg/l Extrakt aufgenommen.
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Abb. 5.17 Effekt des MeOH-Extraktes von D. oliveri (10 mg/l) auf die
Aktionspotentialdauer bei 1 Hz bei 10, 60 und 90 % Repolarisation (Mittelwerte
+ s.e.m von 3 Muskeln).
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Abb. 5.18 Wirkung des MeOH-Extraktes von D. oliveri auf die relative Dauer
der APD’s bei 1 Hz. Es wurde von den APD’s vor Zugabe des Extraktes in der
Badldsung (100 %) ausgegangen und dann die relativen APD-Werte bei 10, 60
und 90 % Repolarisation berechnet (Mittelwerte + s.e.m von 3 Muskeln).
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In Abb. 5.19 ist die Wirkung des MeOH-Extraktes von D. oliveri bei 1Hz auf
die Amplitude und die maximale Depolarisations-Geschwindigkeit (dv/dt) des
Aktionspotentials dargestellt. Diese Parameter blieben nahezu unverandert.

a

200 +

Potential (mV)
o @
o o
[, |
L ]
[ ]
L]
dv/dt (V/s)
S o
o o

(&)

o
[6)]
o

Abb. 5.19 Wirkung des MeOH-Extraktes von D. oliveri (10 mg/l) bei 1 Hz auf
die Amplitude (a) und auf die maximale Depolarisations-Geschwindigkeit b) des
Aktionspotentials (Mittelwerte + s.e.m von 3 Muskeln).

5.2.2.2 Wirkung des MeOH-Extraktes bei 0,2 Hz

Abb. 5.20 zeigt den Einfluss des MeOH-Extraktes von D. oliveri (10 mg/l) auf
das Aktionspotential eines Papillarmuskels bei 0,2 Hz Stimulationsfrequenz.
Wahrend des Beobachtungszeitraums von 5 min wurde die APD drastisch

verlangert.
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Abb. 5.20 Verlangerung der APD durch den MeOH-Extrakt von D. oliveri(10
mg/l) bei 0,2 Hz Stimulationsfrequenz. Die Amplitude bleibt unverandert.
Ausgehend von einem Aktionspotential vor Zugabe des Extraktes (Kontrolle)
wurden die Aktionspotentiale 1, 3 und 5 Minuten nach der Zugabe von 10 mg/I
Extrakt aufgenommen.

Abb. 5.21 und 5.22 zeigen den Effekt des MeOH-Extraktes von D. oliveri auf
die Aktionspotentialdauer (APD) bei mit 0,2 Hz stimulierten Papillarmuskeln
nach 10, 60 und 90 % Repolarisation. Eine Minute nach der Extraktzugabe war
die Verlangerung der APD’s bereits festzustellen. Etwa 15 min nach Zugabe des
Extraktes wurde ein ,,steady state” erreicht. Dabei kam es besonders zu einer
starken Verlangerung der APD nach 10 % Repolarisation (um 77,8 + 36,6 %),
wahrend die Veranderungen bei 60 bzw. 90 % geringer ausfielen (Verlangerung
um 43,9 + 14,6 bzw. 35,0 + 10,8 %).
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Abb. 5.21 Effekt des MeOH-Extraktes von D. oliveri (10 mg/l) auf die
Aktionspotentialdauer bei 0,2 Hz bei 10, 60 und 90 % Repolarisation
(Mittelwerte + s.e.m von 4 Muskeln).
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Abb. 5.22 Wirkung des MeOH-Extraktes von D. oliveri (10 mg/l) auf die relative
Dauer der APD’s bei 0,2 Hz. Es wurde von den APD’s vor Zugabe des Extraktes

(100 %) ausgegangen und dann die relativen APD-Werte bei 10, 60 und 90 %
Repolarisation berechnet (Mittelwerte + s.e.m von 4 Muskeln).
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In Abb. 5.23 ist die Wirkung des MeOH-Extraktes von D. oliveri bei 0,2 Hz auf
die Amplitude und die maximale Depolarisations-Geschwindigkeit des

Aktionspotentials dargestellt. Beide Parameter wurden durch den Extrakt nicht

verandert.
a
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Abb. 5.23 Wirkung des MeOH-Extraktes von D. oliveri (10 mg/l) bei 0,2 Hz auf
die Amplitude (a) und auf die maximale Depolarisations-Geschwindigkeit (b)
des Aktionspotentials (Mittelwerte + s.e.m von 4 Muskeln).

5.2.2.3 Hexan-Extrakt

Die Abb. 5.24 zeigt ein Beispiel der Wirkung des Hexan-Extraktes von
D. oliveri auf das Aktionspotential bei 0,2 Hz. Drei Minuten nach der Zugabe
des Extraktes kam es zu einer geringen Verlangerung der APD, die sich aber in
den nachsten Minuten teilweise wieder zurtickbildete.

Die Abb. 5.25 und 5.26 geben die Ergebnisse der statistische Auswertung der
Versuche wieder. Es ergab sich kein Effekt des Hexan-Extraktes von D. oliveri
bei 0,2 Hz auf die APD.



77

N RO
o o ©O

o

Kontrolle

N
o

3 min

A
[}

5 min

Potential (mV)

® &
S o

-100 ‘

-120 -

100 200 300 400
APD (ms)

Abb. 5.24 Wirkung des Hexan-Extraktes von D. oliveri auf das Aktionspotential.
Ausgehend von einem Aktionspotential unter Kontrollbedingungen wurden die
Aktionspotentiale 3 und 5 Minuten nach der Zugabe von 10 mg/l Extrakt
aufgenommen.
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Abb. 5.25 Effekt des Hexan-Extraktes von D. oliveri (10 mg/l) auf die
Aktionspotentialdauer bei 0,2 Hz bei 10, 60 und 90 % Repolarisation
(Mittelwerte + s.e.m von 5 Muskeln).
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Abb. 5.26 Wirkung des Hexan-Extraktes von D. oliveri (10 mg/l) auf die relative
Dauer der APD bei 0,2 Hz. Es wurde von den APD’s in der Badldsung (100 %)
ausgegangen und dann die relativen APD-Werte bei 10, 60 und 90 %

Repolarisation berechnet (Mittelwerte + s.e.m von 5 Muskeln).

QD
O

300 - 300 -

250
N 250
£ 200 | % 200 |
S >
§ 150 - § 150 A
o) | !——I—\—i\i o]
£ 100 100 -

50 50

0 - 0
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
min min

Abb. 5.27 Wirkung des Hexan-Extraktes von D. oliveri (10 mg/l) bei 0,2 Hz auf
die Amplitude (a) und auf die maximale Depolarisations-Geschwindigkeit (b)
des Aktionspotentials (Mittelwerte + s.e.m von 5 Muskeln).
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In Abb. 5.27 ist die Wirkung des Hexan-Extraktes von D. oliveri bei 0,2 Hz auf
die Amplitude und die maximale Depolarisations-Geschwindigkeit des
Aktionspotentials dargestellt. Auch diese Parameter wurden durch den Hexan-

Extrakt nur unwesentlich verandert.

5.2.2.4 CH,Cl,-MeOH-Extrakt

In den Abb. 5.28 und 5.29 ist die Wirkung des CH,Cl,-MeOH-Extraktes von
D. oliveri (10 mg/l) auf die APD bei 1 Hz dargestellt. Die APD wurde durch den
CH,CIl,-MeOH-Extrakt von D. oliveri bei 1 Hz nicht verandert. Auch bei 0,2 Hz
zeigte der CH,Cl,-MeOH-Extrakt keine Wirkung auf das AP.
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Abb. 5.28 Einfluss des CH,Cl,-MeOH-Extraktes von D. oliveri (10 mg/l) auf die

Aktionspotentialdauer bei 1 Hz bei 10, 60 und 90 % Repolarisation (Mittelwerte
+ s.e.m von 5 Muskeln).
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Abb. 5.29 Wirkung des CH,Cl,-MeOH-Extraktes von D. oliveri (10 mg/l) auf
die relative Dauer des AP’s bei 1 Hz. Ausgehend von den APD’s vor Zugabe des
Extraktes (100 %) wurden die relativen APD-Werte bei 10, 60 und 90 %
Repolarisation berechnet (Mittelwerte + s.e.m von 5 Muskeln).

In Abb. 5.30 ist die Wirkung des CH,Cl,-MeOH-Extraktes von D. oliveri (10
mg/l) bei 1 Hz auf die Amplitude und die maximale Depolarisations-
Geschwindigkeit des Aktionspotentials dargestellt. Unter dem Einfluss des

CH,CIl,-MeOH-Extraktes wurden diese Parameter nicht wesentlich verandert.
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Abb. 5.30 Wirkung des CH,Cl,-MeOH-Extraktes von D. oliveri (10 mg/l) bei

1 Hz auf die Amplitude (a) und auf die maximale Depolarisations-
Geschwindigkeit (b) des Aktionspotentials (Mittelwerte + s.e.m von 5 Muskeln).

5.2.3 Referenzsubstanz: Sotalol

Um einen Vergleich zwischen dem Einfluss der Extrakte und dem eines
ublichen Klasse-11l1-Antiarrythmikums auf die elektrophysiologischen Parameter
des Herzmuskels ziehen zu konnen, wurde Sotalol als Referenzsubstanz
eingesetzt. Sotalol hat neben seiner 3-Adrenozeptoren-blockierenden Wirkung

einen hemmenden Einfluss auf Kalium-Kanéle des Herzens.

5231 Wirkung von Sotalol bei 1 Hz

Die Abb. 5.31 zeigt ein Beispiel der Wirkung von Sotalol auf das
Aktionspotential bei 1 Hz. Innerhalb von 15 Minuten nach der Zugabe der

Substanz wurde keine Anderung des Aktionspotentials festgestellt.
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Abb. 5.31 Wirkung von Sotalol bei 1 Hz. Ausgehend von einem Aktionspotential
unter Kontrollbedingung wurden Aktionspotentiale 1, 3 und 5 Minuten nach der
Zugabe von 10 pmol/l Sotalol aufgenommen.
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Abb. 5.32 Effekt von 10 umol/l Sotalol auf die Aktionspotentialdauer bei 1 Hz
bei 10, 60 und 90 % Repolarisation (Mittelwerte + s.e.m von 5 Muskeln).
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Abb. 5.33 Wirkung von Sotalol (10 umol/Il) auf die relative Dauer der APD bei 1
Hz. Es wurde von der APD in der Badlosung (100 %) ausgegangen und dann
die relativen APD-Werte bei 10, 60 und 90 % Repolarisation berechnet
(Mittelwerte + s.e.m von 5 Muskeln).

Die Abb. 5.32 und 5.33 zeigen gemittelte Absolut- und Relativwerte der APD
bei 1 Hz unter dem Einfluss von 10 umol/l Sotalol. Es wurde kein Effekt von
Sotalol bei 1 Hz festgestellt.

5232 Wirkung von Sotalol bei 0,2 Hz

Die Abb. 5.34 zeigt die Wirkung von 10 pumol/l Sotalol auf das Aktionspotential
bei 0,2 Hz. Bei dieser Frequenz wurde eine deutliche Verlangerung der APD

beobachtet, wéhrend die anderen Parameter nur wenig verandert wurden.
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Abb. 5.34 Verlangerung der APD durch Sotalol bei 0,2 Hz. Die Amplitude blieb
nahezu unverandert. Ausgehend von einem Aktionspotential unter Kontroll-
bedingungen wurden Aktionspotentiale 5, 10 und 30 Minuten nach der Zugabe
von 10 pumol/I Sotalol aufgenommen.

Abb. 5.35 und 5.36 zeigen die absoluten und relativen Werte der APD unter dem

Einfluss von 10 pmol/l Sotalol bei 0,2 Hz. Im Vergleich zur Wirkung des

MeOH-Extraktes von D. oliveri, der eine starkere relative Verlangerung der

APD bei 10 % verursachte (siehe Kapitel 5.2.1.2), wurden unter dem Einfluss

von Sotalol die APD’s bei 10, 60 und 90 % Repolarisation relativ zum

Ausgangwert etwa gleich stark verlangert.



85

300 -
——e—— APD10
— —% —  APDE60
250 A SRR APD90
SO v ) - I 1.1
I I i, Sl S SR A
3 &
a 150
o
<
100 A
50 - !i E * * ¢ ¢ ¢ 3
0 T T T T T T T !

0 5 10 15 20 25 30 85
Zeit (min)

Abb. 5.35 Effekt von 10 umol/l Sotalol auf die Aktionspotentialdauer bei 0,2 Hz
bei 10, 60 und 90 % Repolarisation (Mittelwerte + s.e.m von 4 Muskeln).
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Abb. 5.36 Wirkung von Sotalol auf die relative Dauer des AP’s bei 0,2 Hz. Es
wurde von der APD unter Kontrollbedingungen (100 %) ausgegangen und die
relativen APD-Werte bei 10, 60 und 90 % Repolarisation berechnet (Mittelwerte
+ s.e.m von 4 Muskeln).
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Abb. 5.37 stellt die Wirkung von Sotalol bei 0,2 Hz auf die Amplitude und die
maximale Depolarisations-Geschwindigkeit des Aktionspotentials dar. Es wurde
kein Effekt festgestellt.
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Abb. 5.37 Wirkung von Sotalol bei 0,2 Hz auf die Amplitude (a) und auf die

maximale  Depolarisations-Geschwindigkeit (b) des Aktionspotentials
(Mittelwerte + s.e.m von 4 Muskeln).

5.2.4  Wirkung von Kalium auf die APD nach Einwirkung von Sotalol
oder dem Methanol-Extrakt von D. oliveri

Abb. 5.38 stellt den Effekt von Kalium auf ein durch 10 umol/l Sotalol
verlangertes Aktionspotential dar. Eine Anhebung der extrazellularen Kalium-
Konzentration von 4 auf 6 mmol/l bewirkte nur eine geringe Verkirzung der
APD. Abb. 5.39 zeigt ebenfalls eine leichte Verkirzung eines durch MeOH-
Extrakt von D. oliveri (10 mmol/) verlangerten Aktionspotentials unter dem
Einfluss von Kalium. In beiden Féllen konnte man, wie zu erwarten, eine
Depolarisation des Membranpotentials durch die Erhéhung der extrazelluléren

Kalium-Konzentration feststellen.
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Abb. 5.38 Wirkung von Kalium auf ein durch 10 umol/l Sotalol verlangertes
Aktionspotential. Die Kalium-Konzentration im Bad wurde 30 min nach der
Zugabe von Sotalol von 4 auf 6 mmol/l erhoht.
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Abb. 5.39 Wirkung von Kalium auf ein durch den MeOH-Extrakt von D. oliveri
(10 mg/l) verlangertes Aktionspotential. Die Kalium-Konzentration im Bad
wurde von 4 auf 6 mmol/l erhoht.
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5.2.5 Einfluss von D. oliveri-Extrakten auf die Kontraktion von Meer-
schweinchen-Aortenringen

5.25.1 Noradrenalin-induzierte Kontraktionen

Um den Einfluss der D. oliveri-Extrakte auf Noradrenalin-induzierte Kontrak-
tionen der glatten GefaBmuskulatur untersuchen zu kdnnen, wurden Aortenringe
mit einer Badkonzentration von 10 umol/l Noradrenalin vorkontrahiert und die
Extrakt-Konzentration kumulativ erh6ht. Die Extrakte wurden jeweils an 6 Pra-
paraten untersucht. In jedem Einzelversuch diente die Kontraktionskraft vor

Zugabe des Extraktes als Referenzwert (=100 %).

Tab. 5.2 Wirkung verschiedener Extrakte von D. oliveri auf NA-vorkontrahierte
Aortenringe (EME: Erreichter Maximaler Effekt).

Danilla oliveri- EME Konzentration bei | ECgo (mg/l) Halb-
Extrakte (% Relaxation) EME (mg/l) maximal wirksame

Konzentration

Hexan 14,0 + 13,6 70 /
MeOH 60,7 + 3,7 3 0,77
CH,Cl,-MeOH 70,6 + 8,4 30 4,88
EtOAC 21,3+4.4 100 /
Hexan-EtOAc 6,2+7,1 300 /

Abb. 5.40 und Tab. 5.2 zeigen die Wirkung von D. oliveri-Extrakten auf
Noradrenalin- (NA-) vorkontrahierte Aortenringe. Bei den Hexan-EtOAc-, bzw.
Hexan- und EtOAc- Extrakten zeigte sich nur eine relativ geringe Relaxation.
Die CH,Cl,-MeOH- und MeOH-Extrakte bewirkten dagegen starke
Relaxationen. Unter Kontrollbedingungen (LAsungsmittel ohne Pflanzenextrakt)
kam es zu keiner Relaxation sondern sogar zu einer nicht unwesentlichen
Zunahme der Kraft um 33,8 + 6,0 %.
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Abb. 5.40 Relaxation vorkontrahierter Aortenringe durch kumulative Zugabe
von Extrakten von D. oliveri. Vorkontraktion mit NA (10 pmol/l) = 100 %
(Mittelwerte + s.e.m aus 6 Versuchen). Die rechten Abbildungen stellen gefittete
Konzentrations-Wirkungskurven fiir die MeOH- und CH,Cl,-MeOH-Kurven dar.

5.25.2 Kalium-induzierte Kontraktionen

Der Effekt der D. oliveri-Extrakte wurde auch an Kalium (30 mmol/l) -
vorkontrahierten Aortenringen untersucht. Die Extrakte wurden jeweils an 6
Praparaten untersucht. In jedem Einzelversuch diente wieder die
Kontraktionskraft der Vorkontraktion vor Zugabe des Extraktes als
Referenzwert (=100 %).

Abb. 5.41 und Tab. 5.3 zeigen die Wirkung von D. oliveri-Extrakten auf
Kalium-vorkontrahierte Aortenringe. Die CH,Cl,-MeOH- und MeOH-Extrakte
zeigten deutliche relaxierende Wirkungen. Maximal wurden die Aorten um 76,6
+ 4,3 und 43,5 + 8,6 % relaxiert.
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Tab. 5.3 Wirkung verschiedener Extrakte von D. oliveri auf KCl-vorkontrahierte
Aortenringe (EME: Erreichter Maximaler Effekt)

Daniella oliveri EME Konzentration bei | ECso (mg/l) Halb
Extrakte (% Relaxation) EME (mg/l) Maximale wirksame
Konzentration
MeOH 43,51+ 8,7 3 0,85
CH,Cl,-MeOH 76,6 + 4,3 30 9,44
160 - MeOH
125 logECsq = -0,07 + 0,12
140 - i ECsp = 0,85 mg/!
120 - ¢ \HA
50
g 100 {8< *3 10 1 2
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L 80 4
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Abb. 5.41 Relaxation vorkontrahierter Aortenringe durch kumulative Zugabe
von Extrakten von D. oliveri. Vorkontraktion mit Kalium (30 mmol/l) = 100 %
(Mittelwerte + s.e.m aus 6 Versuchen). Die rechten Abbildungen stellen die
gefittete Konzentrations-Wirkungskurven fir die MeOH- und CH,Cl,-MeOH-

Extrakte dar.

Die ECsy des Effekts des MeOH-Extraktes war im Vergleich zu dem Versuch

mit den NA-vorkontrahierten Aortenringen etwas héher. Dagegen war die ECs

des CH,Cl,-MeOH-Extraktes unter dem Einfluss von Kalium fast doppelt so

hoch wie die unter NA.
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Ahnlich wie bei den NA-vorkontrahierten Aortenringen zeigten die Hexan-
EtOAc-, Hexan- und EtOAc-Extrakte auch unter dem Einfluss von Kalium nur

eine geringe relaxierende Wirkung.

5253 Einfluss von Sotalol, Amiodaron und Clofilium auf
Noradrenalin-vorkontrahierte Aortenringe

0
- [ CH;-CH,
C|H2 ok B 0-CHr-CH-X,
' CH~CH
@mHZ)FN —(CH)s~CH, 0 1 a
| CHy-CHy CH Cl,
Clofilium Amiodaron

Abb. 5.42 Clofilium und Amiodaron

Die Wirkung der Kalium-Kanal-Blocker Clofilium, Amiodaron (Struktur
Formeln siehe Abb. 5.42) und Sotalol (Nand & Dogrell, 2000, Bhattacharyya et
al., 1997, Carmeliet, 1985), wurde an NA-vorkontrahierten Aortenringen
gepruft. Sotalol und Amiodaron verursachten keine Relaxation sondern leichte
Spannungszunahmen von 23,3 + 3,0 und 18, 5 + 5,8 % (Abb. 5.43). Clofilium
bewirkte bis zu einer Konzentration von 30 pmol/l ebenfalls keine Relaxation.
Eine Konzentration von 100 pumol/l fuhrte dann aber zu einer sehr starken

Relaxation mit einer EME von 91,5 + 6,9 %.
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Abb. 5.43 Wirkung von drei Kalium-Kanal-Blockern (Sotalol, Amiodaron und
Clofilium) an vorkontrahierten Aortenringen. Vorkontraktion mit NA (10
umol/l) = 100 % (Mittelwerte + s.e.m aus jeweils 6 Versuchen).

5254 Einfluss von Flavonoiden auf Noradrenalin-vorkontrahierte
Aortenringe

Ausgehend von der Tatsache, dass die MeOH- und CH,Cl,-MeOH-Extrakte die
wirksamsten Extrakte an kontrahierten Aortenringe waren und dass in beiden
Extrakten Flavonoide nachgewiesen werden konnten, wurde der Effekt von
Flavonoiden auf die Aortenringe untersucht (Abb. 5.44).

Es wurden insgesamt 7 Flavonoide aus vier Gruppen (Flavone: Orientin und
Vitexin, Flavonole: Quercetin und Rutin, Flavonone: Naringin, Anthocyanidine:
Cyanidin) eingesetzt. Die Aortenmuskulatur wurde nur von zweien (Cyanidin,
ECso = 5,8 + 0,03 mg/l und Quercetin, ECsy = 8,4 + 0,03 mg/l) der sieben

gewahlten Flavonoide relaxiert.
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Abb. 5.44 Wirkung von Flavonoiden auf NA-vorkontrahierte Aortenringe.
Vorkontraktion mit NA (10 umol/l) = 100 % (Mittelwerte + s.e.m aus jeweils
6 Versuchen). Die rechte Abbildung zeigt die gefittete Konzentrations-
Wirkungskurven fiir Quercetin und Cyanidin.

5.2.6 Einfluss von D. oliveri-Extrakten auf die Kontraktion isolierter
Papillarmuskeln

Weitere Untersuchungen mit den verschiedenen Extrakten von D. oliveri
wurden an Papillarmuskeln von Meerschweinchen-Herzen durchgefuhrt. Wie in
Abb. 5.45 zu sehen ist, wurde unter dem Einfluss der Extrakte keine wesentliche
Anderung der Kontraktionsgipfelkraft und der anderen Parameter der

Kontraktionskurve festgestellt.
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Abb. 5.45 Wirkung des MeOH- und des CH,Cl,-MeOH Extraktes von D. oliveri
auf die Kontraktionskurve des Papillarmuskels. (a) Effekt des MeOH-Extraktes
(b) Effekt des CH,Cl,-MeOH-Extraktes

Abb. 5.46 zeigt den Effekt der Extrakte von D. oliveri auf die Kontraktionskraft
von Papillarmuskeln. Unter dem Einfluss der Hexan- und EtOAc-Extrakte kam
es zu keiner Kraftabnahme der Muskeln. Maximale Kraftabnahmen von 23,4 +
55 und 14,8 + 7,0 % wurden durch CH,Cl,-MeOH- und MeOH-Extrakte
erzeugt. Ausgehend von der Tatsache, dass es auch unter Kontrollbedingungen

zu einer &hnlich starken Kraftabnahme (um 23,0 + 3,8 %) kam, kann man den
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CH,Cl,-MeOH- bzw. den MeOH-Extrakt als nicht effektiv am Papillarmuskel
betrachten.
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Abb. 5.46 Wirkung der Extrakte von D. oliveri auf die Kontraktionskraft von
Papillarmuskeln. Im Kontrollversuch wurde nur der Losungsvermittler (DMSO)
ohne Extrakt zugegeben (Mittelwerte + s.e.m aus jeweils 6 Versuchen).

5.2.7 Einfluss von D. oliveri-Extrakten auf die Kontraktion der
Meerschweinchen-Trachea

Abb. 5.47 zeigt die Wirkung des MeOH-Extraktes von D. oliveri auf die
Carbachol-vorkontrahierte Trachea. Eine leichte Erschlaffung (um ca. 36,7 + 5,1

%) bei einer Konzentration von 10 mg/l wurde festgestellt.
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Abb. 5.47 Wirkung des MeOH-Extraktes von D. oliveri auf die vorkontrahierte

glatte Muskulatur der Meerschweinchen-Trachea. Vorkontraktion mit
Carbachol (1umol/l) = 100 %, Mittelwerte + s.e.m aus 7 Versuchen.
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5.3  Vitex cienkowskii
5.3.1 Chemische Untersuchung

Auch bei den D. oliveri-Extrakten waren reichlich Tannine vorhanden. Diese
wurden mit Hilfe einer Sdule, die Polyamid enthielt, entfernt.

Abb. 5.48 zeigt die dann erhaltenen Dunnschicht-Chromatogramme. Als
FlieBmittel wurde Toluol-CH;COOH-MeOH (50:40:5) verwendet. Die
Detektion wurde mit Hilfe von Komarowsky-Reagenz durchgefiihrt. In Tab. 5.4

sind nachgewiesene Stoffgruppen von V. cienkowskii- Extrakten aufgelistet.

-
-
l o -’
=
He Ch Si Et

Abb. 5.48 Beispiel fur DC-Chromatogramme von V. cienkowskii.
He: Hexan-Extrakt, Ch: CH,Cl,-Extrakt, Si: 3-Sitosterol, Et: EtOAc-Extrakt.
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Tab. 5.4 Inhaltstoffe der Extrakte von V. cienkowskii

Pflanzen-Extrakt Stoffe
Hexan Tannine
Terpenoide
CH,Cl, Tannine
Terpenoide
EtOAC Tannine
Terpenoide
MeOH Tannine
Terpenoide

5.3.1 Einfluss von V. cienkowskii-Extrakten auf das Aktionspotential von
Meerschweinchen-Herzen

Nach der Zugabe von V. cienkowskii-Extrakten wurden keine Anderungen des
Aktionspotentials festgestellt.

Abb. 5.49 zeigt ein Beispiel der Wirkung des MeOH-Extraktes von V.
cienkowskii auf das Aktionspotential. In Abb. 5.50 und ist der Einfluss des
MeOH-Extraktes auf Aktionspotentialdauer wiedergegeben. Die AP-Dauer, die

Amplitude und dv/dt wurden durch den Extrakt nicht wesentlich veréndert.
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Abb. 5.49 Wirkung des MeOH-Extraktes (10 mg/l) von V. cienkowskii auf das
Aktionspotential bei 0,2 Hz. Ausgehend von einem Aktionspotential unter
Kontrollbedingungen wurden die Aktionspotentiale 10 und 30 Minuten nach der
Zugabe von 10 mg/l Extrakt aufgenommen.
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Abb. 5.50 Wirkung des MeOH-Extraktes (10 mg/l) von V. cienkowskii auf die
relative Dauer des APs bei 1 Hz. Es wurde von der APD unter
Kontrollbedingung ausgegangen und die relativen APD-Werte bei 10, 60 und 90
% Repolarisation berechnet (Mittelwerte aus 2 Versuche).



100

5.3.2 Einfluss von V. cienkowskii-Extrakten auf die Kontraktion von
Meerschweinchen-Aortenringen

5.3.2.1 Noradrenalin-induzierte Kontraktionen

Um den Einfluss der V. cienkowskii-Extrakte auf die Noradrenalin-Kontraktion
von Aortenringen untersuchen zu koénnen, wurden die Ringe mit 10 pmol/l
Noradrenalin vorkontrahiert und dann die Extrakte kumulativ zugegeben. Die
Extrakte wurden jeweils an 6 Prdparaten untersucht. In jedem Einzelversuch
diente die Kontraktionskraft der Vorkontraktion als Referenzwert (= 100 %).
Abb. 5.51 und Tab. 5.5 stellen die Wirkung von V. cienkowskii-Extrakten auf
NA-vorkontrahierte Aortenringe dar. Die erreichten maximalen Effekte (EME)
waren bei den CH,CI,- bzw. Hexan- und EtOAc-Extrakten Relaxationen um 5,7
+ 13,0 % bzw. 17,2 + 8,5 % und 40,7 + 10,0 %. Der MeOH-Extrakt verursachte
eine starke maximale Relaxation von 85,35 + 3,90 % bei 30 mg/l. Unter
Kontrollbedingungen (Zugabe des Loésungsvermittlers DMSO ohne Extrakt)
kam es zu keiner Relaxation sondern zu einer Kraftzunahme (maximal um 33,9
+ 6,1 %).
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Abb.5.51 Relaxation vorkontrahierter Aortenringe durch kumulative Zugabe von
Extrakten von V. cienkowskii. Vorkontraktion mit NA (10 pmol/l) = 100 %.
Mittelwerte + s.e.m aus jeweils 6 Versuchen Die rechten Abbildungen stellen die
gefittete Konzentrations-WirkungsKurven fir die MeOH- und EtOAc-Extrakte

dar.

Tab. 5.5 Wirkung verschiedener Extrakte von V. cienkowskii auf NA-
vorkontrahierte Aortenringe. (EME: Erreichter Maximaler Effekt)

V. Cienkowskii- EME Konzentration bei ECso (mg/l)
Extrakte (% Relaxation) EME (mg/l) Halbmaximale
Konzentration
Hexan 17,2+ 8,5 100 /
MeOH 85,4 +3)9 30 11,7
CH,CI, 5,7+13,0 30 /
EtOAC 40,7 + 10,0 100 43,0
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5.3.2.2 Kalium-induzierte Kontraktionen

Abb. 5.52 und Tab 5.6 stellen die Wirkung von V. cienkowskii-Extrakten auf mit
Kalium (30 mmol/l) vorkontrahierte Aortenringe dar. Die Extrakte wurden
jeweils an 6 Préparaten untersucht. In jedem Einzelversuch diente die
Kontraktionskraft der VVorkontraktion als Referenzwert (= 100 %).

Ahnlich wie bei den NA-vorkontrahierten Aortenringen verursachten die
Hexan-, CH,Cl,- und EtOAc-Extrakte nur geringe Relaxationen.

Der MeOH-Extrakt zeigte dagegen eine starker relaxierende Wirkung mit einem
maximalen Effekt von 36,8 + 9,7 %. Dieser Effekt des MeOH-Extraktes war
aber weniger stark im Vergleich zu dem in NA-vorkontrahierten Aortenringen

und die fir den Maximaleffekt nétige Konzentration erhohte sich auf 70 mg/I.
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Abb. 5.52 Relaxation vorkontrahierter Aortenringe durch kumulative
Zugabe von Extrakten von V. cienkowskii. Vorkontraktion mit Kalium (30
mmol/l) = 100 % (Mittelwerte + s.e.m aus jeweils 6 Versuchen). Die rechten
Abbildungen stellen die gefittete Konzentrations-Wirkungskurven fir die MeOH-
und EtOAc-Extrakte dar.
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Tab. 5.6 Wirkung verschiedener Extrakte von V. cienkowskii auf Kalium-
vorkontrahierte Aortenringe. (EME: Erreichter Maximaler Effekt).

V. Cienkowskii EME Konzentration bei ECso (mg/l)
Extrakte (% Relaxation) EME (mg/l) Halbmaximale
Konzentration
MeOH 36,8 +9,7 70 ~ 27
EtOAC 17,3+ 135 70 ~ 32

5.3.3 Einfluss von V. cienkowskii-Extrakten auf die Kontraktion isolierter
Papillarmuskeln

| | /\
Kontrolle
Kontrolle
10 mg/I
10 mg/I -
% 70 mg/I
70 mg/I Q
Q
50 ms

Abb. 553 Wirkung zweier Extrakte von V. cienkowskii auf die
Kontraktionskurve des Papillarmuskels. (a) Effekt des MeOH-Extraktes,
(b) Effekt des Hexan-Extraktes.
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Untersuchungen mit den verschiedenen Extrakten von V. cienkowskii wurden an
Papillarmuskeln von Meerschweinchen-Herzen durchgefiihrt. Abb. 5.53 zeigt
Beispiele der Wirkung dieser Extrakte auf die Kontraktionskurve von
Papillarmuskeln. Die Extrakte hatten keinen wesentlichen Einfluss auf die
Kontraktionen.

Abbildung 5.54 stellt den Effekt der Extrakte von V. cienkowskii auf die
Kontraktionskraft von Papillarmuskeln dar. Es kam zu einer leichten
zeitabhdngigen Kraftabnahme. Da unter Kontrollbedingungen (Zugabe des
Ldsungsvermittlers, DMSO, ohne Extrakt) die Kraft ebenfalls abnahm (um
22,07 + 3,75 %), kann geschlossen werden, dass die Extrakte am Herzen nicht

negativ inotrop wirken.
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Abb. 5.54 Wirkung der Extrakte von V. cienkowskii auf die Kontraktionskraft
von Papillarmuskeln. Bei den Kontrollversuchen wurde der Losungsvermittler
(DMSO) ohne Extrakte zugegeben (Mittelwerte + s.e.m von jeweils 6
Versuchen).
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5.3.4 Einfluss von V. cienkowskii-Extrakten auf die Kontraktion der
Meerschweinchen- Trachea

Abb. 5.55 zeigt die Wirkung des MeOH-Extraktes von V. cienkowskii auf die
Carbachol-vorkontrahierte Trachea. Eine Erschlaffung (um 48,6 + 3,6 % bei

einer Konzentration von 70 mg/l) wurde festgestelt.
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Abb. 555 Wirkung des MeOH-Extraktes von V. cienkowskii auf die
vorkontrahierte  glatte ~ Muskulatur ~ der  Meerschweinchen-Trachea.
Vorkontraktion mit Carbachol (1 pmol/l) = 100 %. Mittelwerte + s.e.m von 7
Versuchen.



106

6. Diskussion

In der traditionellen kamerunischen Medizin werden Vitex cienkowskii und
Daniella oliveri fir die Behandlung verschiedener Krankheiten eingesetzt, u.a.
fir die Therapie von epileptischen Anféllen und von Herzrhythmusstérungen.
Eine einfache Erklarung dafir, dass Vitex cienkowskii und Daniella oliveri diese
beiden Erkrankungen beeinflussen, wére, dass Wirkstoffe beider Pflanzen die
Schwelle fur die Erregung von Nerven- bzw. Herzmuskelzellen anheben
wuirden. So ist z.B. bekannt, dass das 2-wertige Kation Magnesium einen
erregungshemmenden Effekt besitzt, der sich sowohl am Herzen (Ghani &
Rabah, 1977; Hall & Fry, 1992) als auch am Nervensystem (Shils, 1969;
Fehlinger, 1991; Fricker et al., 1999) auswirkt. Deshalb wurde in grundlegenden
Experimenten zunéchst der Einfluss von Magnesium auf die Erregungsschwelle,
d.h. die Schwelle fiir die Auslésung des Natrium-Stroms am Herzen genauer
untersucht und mit der Wirkung anderer physiologischer Kationen verglichen.
Uberraschenderweise wurde gefunden, dass auch eine leichte Erhéhung der
Kalium-Konzentration eine Anhebung dieser Schwelle bewirkt.

Um die Wirkung der Extrakte von Vitex cienkowskii und Daniella oliveri
aufzuklaren, wurde, nach einer orientierenden Bestimmung maoglicher
Inhaltsstoffe, zundchst ihr Einfluss auf elektrophysiologische Eigenschaften des
Herzens untersucht. Dabei wurden zwar keine Hinweise auf eine Erhéhung der
Erregungsschwelle, aber ein unerwarteter Effekt eines Daniella oliveri-Extraktes
auf die Aktionspotential-Dauer beobachtet, durch den eine antiarrhythmische
Wirkung erklart werden konnte. In weiteren Untersuchungen zeigte sich ein
vasodilatierender Effekt von Extrakten beider Pflanzen, durch den andere, schon
bekannte Indikationsgebiete begriindet, aber mdglicherweise auch neue

Indikationen erschlossen werden konnen.
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6.1  Einfluss von Magnesium, Kalium und Sotalol auf die Schwelle fiir die
Auslosung des Natriumsstroms

Aus den vorliegenden Ergebnissen ist ersichtlich, dass sowohl Magnesium als
auch Kalium die Schwelle fir den Natrium-Strom anheben. Im Mittel ergab sich
eine Anhebung der Schwelle des Iy, um 1 mV bei Erhéhung der extrazelluléren
Magnesium-Konzentration um 1 mmol/l. Dieses Ergebnis hatte Ahnlichkeit mit
dem von Hall & Fry (1992). Diese Autoren zeigten, dass eine Erhohung der
[Mg®*], von 1 auf 10 mmol/l zu einer Anhebung der Depolarisations-Schwelle
fir die Auslésung von Aktionspotentialen an Herzmyozyten von —62 auf -54
mV fihrt, was einer Anhebung von ca. 0,8 mV durch eine Erhéhung von 1
mmol/l Magnesium entspricht. Bei Erhéhung der [Mg®*], werden demnach
Aktionspotentiale erst bei weniger negativen Potentialen ausgelost.

Bereits friher (Weidmann, 1955a) wurde beobachtet, dass bei Erhéhung der
[Ca®], die Zelle starker depolarisiert werden muss, damit es zur Auslésung
eines Aktionspotentials kommt. Die von uns gezeigte Zunahme der Schwelle fur
die Ausldsung des Iy, bei erhohtem [Mg], spiegelt die verminderte Erregbarkeit
der Zelle wieder. Die Wirkung von Magnesium kann man durch eine Anderung
des Oberflachenpotentials erklaren (siehe Abb. 6.1). Nach dieser Theorie besteht
eine Potentialdifferenz zwischen Intra- und Extrazellularflissigkeit (innen nega-
tiv und aufllen positiv) die hauptsachlich durch den Konzentrations-gradienten
von Kalium bestimmt wird (Kalium-Diffusionspotential). Zusatzlich spielen
aber negative Ladungen an den Phospholipiden der Zellmembran eine Rolle, die
vorwiegend an der dul3eren Oberflache der Zelle lokalisiert sind. Das sogenannte
»Oberflachenpotential“ ist dem Diffusionspotential entgegengerichtet. Das
bedeutet, dass die Spannungssensoren der spannungsabhéngigen Kanale einer
geringeren Potential-Differenz, d.h. einem geringeren ,.effektiven* Potential
ausgesetzt sind. Die Zugabe positiver Ladungen (z.B. durch Zugabe von Mg?**

oder Ca®") in das extrazellulire Milieu fihrt zu einer Neutralisierung der
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negativen Ladungen auf der Membranoberflache. Dadurch wird das ,.effektive*
Potential angehoben. Das Membranpotential muss dann stérker vermindert
werden, um einen bestimmten Effekt an den spannungsabhéngigen Kanélen der
Membran zu erreichen bzw. um ein Aktionspotential der Zelle auszulGsen
(Frankenh&user & Hodgkin, 1957; Hille, 1968; 2000; Gilbert & Ehrenstein,
1969; Muller & Finkelstein, 1972; McLaughlin et al., 1972; Vierling et al.,
1987; McLaughlin, 1989; Dichtl & Vierling, 1991; Vierling, 1997; Fricker et al.,

1999). Es kommt zu einer Anhebung der Schwelle des Iys..
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Abb. 6.1 Effekt von Kalium und Magnesium auf das Membran-

Diffusionspotential und auf das Oberflachenpotential der Herzzellen.

Das Membranpotential (Makropotential) kann mit Mikroelektroden gemessen
werden und wird hauptsachlich durch die Kalium-Diffusion vom intrazellularen
ins extrazellulare Milieu bestimmt. Das Membranoberflachenpotential
(Mikropotential) auf der uf3eren Seite der Membran ist durch negativ geladene

Phospholipide bestimmt (nach Vierling, 1997).
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Durch eine Erhéhung der [K™], sinkt der Kalium-Konzentrationsgradient ab und
das Diffusionspotential der Zelle wird erniedrigt (siehe Vierling et al., 1987).
Das Membranpotential wéhrend der Ruhe wurde aber in unseren Versuchen
konstant auf —80 mV eingestellt. Uberraschenderweise wurde trotzdem durch
eine Erhéhung der [K'], die Schwelle fir den Natrium-Strom ahnlich wie bei
Magnesium angehoben. Eine Erh6hung der [K*], um 1 mmol/I filhrte sogar zu
einer starkeren Anhebung der Schwelle fur die Auslésung des Natrium-Stroms,
namlich umca. 1,8 mV.

Die  Wirkung von Kalium kann wahrscheinlich nicht mit der
Oberflachenpotential-Theorie erklart werden, da nach dieser Theorie die
Wirkung zweiwertiger Kationen erheblich starker ist als die einwertiger
Kationen. Unsere Ergebnisse zeigen aber, dass die Wirkung von Kalium auf die
Schwelle fiir die Auslosung des Natrium-Einwartsstroms fast zweimal starker
als die von Magnesium ist.

Eine mogliche Erklarung fur den Effekt von Kalium wadre, dass wie von
Weidmann (1955a), Dominguez & Fozzard (1970), Baumgarten et al. (1984),
Miyata et al. (2002) beschrieben, durch Erhéhung der extrazellularen Kalium-
lonen-Konzentration die Leitfdhigkeit von Kalium-Kandlen zunimmt und
deshalb ein starkerer Einwartsstrom bzw. eine starkere Depolarisation notig ist,
um diesen ,,Kurzschluss“-Strom zu iberwinden. Dies wiirde aber bedeuten, dass
die Zunahme eines Auswartsstroms oder die Abnahme eines Einwaértsstroms
wahrend Ruhe nachweisbar sein misste. Im Gegensatz dazu zeigte sich aber bei
Kalium-Konzentrationserhéhungen wahrend der Ruhephase eine leichte
Zunahme eines Einwartsstroms.

Alternativ koénnte bei Kalium-Konzentrations-Erhéhung die resultierende
Depolarisation bereits zur Aktivierung und anschlieenden Inaktivierung einiger
Natrium-Kanale fuhren (,,Silent inactivation“) Weidmann (1955b). Da die
Depolarisation durch einen erhdhten Haltestrom aufgehoben wird, sollte dieser

Effekt kaum zum Fragen kommen. Mdoglich ist aber, dass bei der speziellen
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Geometrie der Herzzelle Randbezirke nicht volistandig auf dem hohen
Potential-Niveau gehalten werden konnen, so dass hier eine stéarkere ,silent
Inactivation“ der Natrium-Kanéle zu erwarten ist. Unter Bedingungen, bei denen
das Potential nicht geklemmt ist, sondern sich frei einstellt, kann jedenfalls mit
einem solchen Effekt gerechnet werden (Miyata et al. 2002).

Das Klasse-1ll1-Antiarrhythmikum Sotalol zeigte erwartungsgemall nur geringe
Effekte auf die Schwelle des Natriumsstroms. Im Mittel wurde die Schwelle
durch 10 pmol/l Sotalol um weniger als 1 mV angehoben. Dies spricht dafir,
dass die Blockade der Kalium-Kanéle nicht mit einer Schwellendnderung
verknupft ist. Aus diesem Grunde koénnte es sinnvoll sein, bei der Behandlung
von Arrhythmien zusatzlich zu Sotalol die Magnesium- und Kalium-
Konzentrationen etwas anzuheben. Die Verldngerung der Refraktérzeit durch
Sotalol und die Anhebung der Schwelle durch Magnesium und Kalium kénnten
sich dann sinnvoll erganzen.

Das Ergebnis von Kontrollversuchen mit einer Erhéhung der extrazelluléren
Natrium-Konzentration von 140 auf 143 mmol/l widerspricht der Hypothese,
dass alle positiven lonen die Schwelle fir die Ausldosung des Natrium-Stroms
anheben. Diese Schwelle wurde durch Erhéhung der [Na'],-Konzentration nicht
beeinflusst.

Fur weitere Kontrollversuche wurde Veratridin verwendet. Veratridin ist, &hn-
lich wie Aconitin, ein ,Natrium-Kanal-Offner (Ulbricht, 1972; Honerjager,
1980; 1982; Honerjager & Reiter, 1975; 1977) und hat dementsprechend
arrhythmogene Wirkung. Es kann vermutet werden, dass Veratridin eine
Senkung der Schwelle fir die Natrium- Kanale bewirkt, weil die Offnung der
Kanéle erleichtert wird. Interessanterweise konnte aber kein Effekt auf die
Schwelle nachgewiesen werden, obwohl der Natrium-Strom stark verandert
wurde. Nach einer schnellen, teilweisen Inaktivierung folgte eine sehr langsame
zweite Phase der Inaktivierung, so dass wahrend der gesamten Dauer der

Depolarisation noch ein relativ starker Natrium-Strom vorhanden war. Dies
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beweist, dass die Anderung der Schwelle durch besondere Effekte der Magne-
sium- bzw. Kalium-lonen zustande kommt.

Um Hinweise zu erhalten, ob Extrakte von V. cienkowskii und D. oliveri, dhnlich
wie Magnesium- oder Kalium-Erhéhungen durch Anhebung der Schwelle fir
die Auslosung des Natrium-Stroms einen hemmenden Einfluss auf die
Erregbarkeit von Zellen besitzen, oder aber Wirkungen auf andere lonenkanale
ausuiben, wurden elektrophysiologische und mechanische Versuche am Herzen

bzw. an der glatten Gefalmuskulatur durchgefiihrt.

6.2  Vitex cienkowskii

Die Aktionspotentialdauer (APD) am Meerschweinchenherzen wurde durch die
Extrakte von V. cienkowskii nicht verlangert, d.h. Kalium- und Calcium-Kanadle,
die verantwortlich fur die APD sind (Koller et al., 1998, Hille, 2001, Gilmour,
2003, Sensch et al., 2000), werden wahrscheinlich nicht beeinflusst. Weiter
blieben die Amplitude sowie die maximale Depolarisations-Geschwindigkeit
unverandert. Davon ausgehend schlieBen wir, dass die Natrium-Kanale wie die
anderen Kanéle von der Wirkung der Extrakte nicht betroffen sind.

AuRerdem wurde kein Hinweis auf eine Anderung der Schwelle fir die
Auslésung des Aktionspotentials am Papillarmuskel durch die Extrakte von

V. cienkowskii festgestellt.

An Noradrenalin-vorkontrahierten Aortenringen wurden starkere Relaxationen
durch die MeOH-Extrakte (um 85 %, ECso = 12 mg/l) und die EtOAc-Extrakte
(um 41 %, ECso = 43 mg/l) von V. cienkowskii ausgeldst, sowie schwachere
Relaxationen an KCI-vorkontrahierten Aortenringen (um 37 %, ECsy etwa
27 mg/l und um 17 %, ECs, etwa 32 mg/l). Diese Ergebnisse zeigen eine
gewisse Ubereinstimmung mit denen von Ajay et al. (2003), bei denen die

Relaxation an Aortenringen durch Flavonoide viel starker bei durch
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Phenylephrin ausgeldsten Kontraktionen war als bei Kontraktionen, die durch
Erhohung der Kalium-Konzentration induziert wurden.

Die glatte Muskulatur der Trachea wurde ebenfalls durch den MeOH-Extrakt
von V. cienkowskii erschlafft (um 49 %).

Die relaxierende Wirkung der Extrakte an NA-vorkontrahierten Aortenringen
konnte durch eine Abnahme der intrazellularen Calcium-lonenkonzentration
erklart werden. Dafiir gibt es zwei wichtige Mdglichkeiten: Entweder wird der
Ca”*-Entritt in die Zellen durch L-Typ Calcium-Kanale blockiert oder die
Erhohung der intrazelluldren Calcium-Konzentration durch den G-Proteinweg
gehemmt (siehe Abb. 6.2). Aufgrund der Versuche mit Kalium-
Vorkontraktionen an Aortenringen, bei denen es nur zu einer leichten
Erschlaffung durch die Extrakte kam, konnte man eine hemmende Wirkung
dieser Extrakte auf L-Typ Calcium-Kanéle weitgehend ausschlieBen, da bei K-
Kontraktionen, die zur Depolarisation der Zellmembran fiihren, Calcium-lonen
hauptsachlich Uber diese Kanéle in die Zelle fliel3en.

Der Befund, dass diese Extrakte nicht an L-Typ-Calcium-Kandlen wirken,
wurde durch die Ergebnisse von Kontraktionsversuchen an Papillarmuskeln
bestatigt. Die Kontraktion des Papillarmuskels wird durch den Ca®*-Einstrom
durch L-Typ-Calcium-Kanéle bestimmt. Die Tatsache, dass die Extrakte keine
oder nur eine geringe Wirkung auf die Kontraktionskraft des Herzmuskels
besalen, spricht stark gegen eine Beeinflussung dieser Kanéle. Der relaxierende
Effekt der Extrakte von V. cienkowskii auf die GefaBmuskulatur kann deshalb
am wahrscheinlichten durch eine Hemmung von Vorgéngen des G-Proteinwegs

erklart werden.
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Abb. 6.2 Unterschiedliche Wege der Kontraktionsauslésung an Herzmuskeln
und an der glatten Muskulatur :

(@) Ca”* tritt in kardialen Myozyten wahrend einer Depolarisation
(Aktionspotential) durch spannungsabhangige L-Typ-Calcium-Kanéle ein und
initilert die Freisetzung von weiterem Calcium aus dem Sarkoplasmatischen
Reticulum. Dadurch wird die intrazellulare Calcium-Konzentration erhéht und
der Muskel kontrahiert.

(b) Beim glatten Muskel kann die Kontraktionsauslosung entweder durch
Aktivierung von G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren (GPCR) oder durch
Aktivierung von membranstandigen Calcium-Kanalen erfolgen. Bei der G-
Protein vermittelten Kontraktion wird Ca** intrazellular durch Aktivierung von
IPs;-abhangigen Calcium-Kanalen aus dem SR freigesetzt. Die Aktivierung der
membranstandigen Calcium-Kanale erfolgt entweder durch Depolarisation (z.B.
experimentell durch Erhéhung der extrazellularen Kalium-Konzentration) oder
durch Bindung eines Liganden. SR: Sarkoplasmatischen Reticulum, CaC:
Spannungsabhangige Calcium-Kanadle, NaC: Spannungsabhangige
Natrium-Kanéle, 1P3: Inositoltriphosphat, RyR: Ryanodin-Rezeptor, IP3R:
Inositoltriphosphat-Rezeptor, CaM: Calmodulin, MLCK: Myosin-
Leichtenketten-Kinase (nach Rang et al., 2003).
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Welche der gefundenen Inhaltsstoffe der V. cienkowskii-Extrakten (Tannine und
Terpenoide) fir die relaxierende Wirkung an der Gefalmuskulatur
verantwortlich sind, kann zum jetzige Zeitpunkt der Untersuchung noch nicht
festgestellt werden. Dazu ist eine Wirkungs-orientierte weitere Fraktionierung
der Extrakte und eine Strukturaufklarung der wirksamen Bestandteile

notwendig.

6.3 Daniella oliveri

Die Untersuchung des Einflusses der Extrakte von D. oliveri auf
Aktionspotentialparameter von Papillarmuskeln zeigte, dass die Extrakte bei 1
Hz Stimulationsfrequenz das AP nicht beeinflussen. Bei einer Frequenz von 0,2
Hz wurde dagegen die Aktionspotentialdauer durch den MeOH-Extrakt (10
mg/l) stark verladngert, jedoch blieben die Amplitude und die maximale
Depolarisationsgeschwindigkeit (dv/dt) unveréndert. Dieser Effekt &hnelt dem
des Kalium-Kanal-Blockers Sotalol (Carmeliet, 1985; Sanguinetti & Jurkiewicz,
1990 und Malécot & Argibay, 1999), der ebenfalls bei 1 Hz keine und bei 0,2
Hz eine starke AP-verldngernde Wirkung aufwies. Dieses Phdnomen ist auch
mit anderen Kalium-Kanal-blockierenden Substanzen beobachtet worden und
wird als ,umgekehrte Aktionsabhéngigkeit® (,reverse use dependence®)
bezeichnet. Damit unterscheiden sich Kalium-Kanal-Blocker in der
Frequenzabhangigkeit von den Natrium-Kanal-Blockern, deren Wirkung mit
steigender Frequenz zunimmt (,,use dependence“). Sowohl die unter dem
Einfluss der Extrakte als auch die von Sotalol verlangerte APD wurde durch
eine Erh6hung der extrazellularen Kalium-Konzentration wieder leicht verkirzt.
Die Verlangerung der APD durch den MeOH-Extrakt von D. oliveri kann am
ehesten durch eine Blockierung von Kalium-Kandlen erklart werden, da
Natrium-Kanal-Offner, die auch zu APD-Verlangerung filhren (Honerjager,
1980; 1982; Honerjager & Reiter, 1975; 1977 ), wahrscheinlich nicht in Frage
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kommen. Der charakteristische positiv inotrope Effekt dieser Substanzen am
Herzmuskel wurde in unseren Experimenten nicht beobachtet. Ausgehend von
diesen Ergebnissen, kann man postulieren, dass der MeOH-Extrakt von
D. oliveri Kalium-Kanal-blockierende Effekte besitzt und an L-Typ Calcium-
sowie an Natrium-Kanalen wahrscheinlich keine Wirkung zeigt. Eine Anhebung
der Schwelle fir die Auslosung des Aktionspotentials am Papillarmuskel wurde
unter dem Einfluss der Extrakte nicht beobachtet.

Nachdem in ersten chemischen Analysen gezeigt wurde, dass die Extrakte von
D. oliveri neben Tanninen und Terpenoiden auch Flavonoide enthalten, wurde
untersucht, inwieweit Verbindungen aus dieser Substanzgruppe fur eine anti-
arrhythmische bzw. antiepileptische Wirkung verantwortlich sein kdnnten.
Deshalb wurden die Wirkungen von Referenz-Flavonoiden aus vier Gruppen,
(Flavone: Orientin und Vitexin; Flavonole: Quercetin und Rutin; Flavonone:
Naringin; Anthocyanidine: Cyanidin), auf die Schwelle fiir die Ausldsung des
Natriumsstroms mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik geprift. In orientierenden
Versuchen wurde gezeigt, dass diese Flavonoide keine Anderung der Schwelle
des Natriumsstroms bewirken. Weitere Versuche mit den Pflanzen-Extrakten
sind notwendig, um deren Mechanismen zu verstehen. Dafiir sollten die
Wirkstoffe aus den Extrakten isoliert und identifiziert werden.

Der Wirkmechanismus von D. oliveri wurde ebenfalls mit Hilfe wvon
Kontraktionsversuche an isolierten Organen untersucht. Sowohl die durch
Noradrenalin als auch die durch Kalium vorkontrahierten Aortenringe
wurden bereits durch sehr kleine Konzentrationen der CH,Cl,-MeOH- (ECs
von 4,88 bzw. 9,44 mg/l) und der MeOH- (ECsq von 0,77 bzw. 0,85 mg/l)
Extrakte relaxiert. Der Erreichte-Maximal-Effekt (EME) des CH,Cl,-MeOH-
Extraktes war bei beiden Versuchsbedingungen (NA- und Kalium-Vor-
kontration) fast gleich stark (Relaxation um 71 % und um 77 %). Der CH,Cl,-
MeOH-Extrakt loste aber nur eine geringe Kraftminderung an Papillarmuskeln

(um 23 %) aus. Dieser Extrakt konnte deshalb Substanzen enthalten, die den G-
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Protein-Weg hemmen. Mdoglichweise sind aber zusétzliche Substanzen mit
schwacher Calcium-Kanal-blockierender Wirkung vorhanden. Der CH,Cl,-
MeOH-Extrakt zeigte keinen Einfluss auf die Aktionspotentialparameter des
Meerscheinchenherzens. Das heildt, dass dieser Extrakt keinen hemmenden
Effekt auf Kalium-Kandle sowie auf Natrium-Kanéale ausubt.

Die Wirkung des MeOH-Extraktes von D. oliveri war starker an NA-
vorkontrahierten Aortenringen (EME = 61 %, ECsq = 0,77 mg/l) als an Kalium-
vorkontrahierten Aortenringen (EME = 44 %, ECs, = 0,85 mg/l). Im Vergleich
zu Crataegus, einer bekannten herzwirksamen Heilpflanze, dessen Extrakt
ebenfalls eine vasodilatierende Wirkung mit einer ECs, von 4-20 mg/l aufweist
(Vierling et al., 2000; 2003), sind die Extrakte von D. oliveri deutlich starker
wirksam. Weiter zeigte der Versuch mit Papillarmuskeln, dass die Zugabe von
10 mg/l MeOH-Extrakt nur zu einer geringen Minderung der Kontraktionskraft
(um 15 %) dieser Muskeln fiihrte. Ein hemmender Effekt dieses Extraktes auf L-
Typ-Calcium-Kanéle kann deshalb weitgehend ausgeschlossen werden. Auch
eine Wirkung auf das Endothel, wodurch ebenfalls eine Erschlaffung der
Gefallmuskulatur erzeugt werden kann, ist unwahrscheinlich, da Mdller (1997)
gezeigt hat, dass das Endothel keine wichtige Rolle bei Erschlaffung von
Aortenringen des Meerschweinchens spielt. Die starke Wirkung des MeOH-
Extraktes wie die des CH,Cl,-MeOH-Extraktes kann sehr wahrscheinlich durch
eine Hemmung im Bereich des G-Protein-Signalwegs erklart werden (siehe
Abb. 6.2). Sowohl die relaxierende als auch die APD-verlangerde Wirkung
wurden auch mit anderen methanolischen Extrakten erzielt, die mit einem
abweichenden Extraktionsverfahren (im Labor von Prof. Wagner) aus der
pulverisierten Rinde hergestellt wurden.

Die leichte Erschlaffung der glatten Muskulatur der Trachea (um 37 %) durch
10 mg/l MeOH-Extrakt von D. oliveri zeigte, dass die relaxierende Wirkung
dieses Extraktes an verschiedenen glattmuskuldren Organen vorhanden aber

unterschiedlich stark ausgepragt ist.
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Da Flavonoide in den Extrakten von D. oliveri vermutet wurden, kdnnten diese
fiir die relaxierende Wirkung am glatten Muskel verantwortlich sein. Chan et al.
(2000), Raj Narayana et al. (2001), Zebene & Pechanova (2002) und Ajay et al.
(2003) zeigten, dass Flavonoide zur Relaxation von Aorten-Praparaten fiihren
konnen. Ahnlich wie in der vorliegenden Untersuchung, in der eine starke
relaxierende Wirkung der Referenzsubstanz Quercetin gefunden wurde
(um 74 %, ECso = 8 mg/l), wurde von Chan et al. (2000) und Ajay et al. (2003)
eine vollstindige Relaxation der Aorta bei Applikation dieser Substanz
beobachtet. Rutin, das wie Quercetin ein Flavonol ist, loste in den von uns
durchgefiihrten Versuchen keine Anderung der Kontraktionskraft der
Aortenringe aus. Allerdings wurden in den Versuchen von Ajay et al. (2003) die
Aortenringe auch durch das Flavon Chrysin stark relaxiert, was wir mit Orientin
und Vitexin, die ebenfalls zur Gruppe der Flavone gehoren, nicht zeigen
konnten. Das Anthocyanidin Cyanidin fiihrte ebenfalls zu einer Relaxation der
Aortenringe. Procyanidin, dem von mehreren Autoren (Mdller, 1997; Aldini et
al., 2003) vasodilatierende Eigenschaften zugeschrieben wurden, blieb hier
unwirksam. Es scheint, dass die Wirkung der Flavonoide auf den glatten Muskel
von der Verteilung der Hydroxyl-Gruppen abhédngig ist. Die OH-Substitution an
Position C3 des C-Rings konnte eine entscheidende Rolle in der Effektivitat der
Flavonoide spielen (Ferrell et al., 1979; Wang & Joseph, 1999; Chan et al.,
2000).

Im Gegensatz zu Quercetin und Cyanidin, die zur dieser Klasse (OH an Position
C3 des C-Rings) gehdren und die in der vorliegenden Arbeit wie bei anderen
Autoren (Ferrell et al., 1979; Wang & Joseph, 1999; Chan et al. 2000; Fusi et
al., 2003) relaxierende Effekte zeigten, I6sten Vitexin, Orientin und Naringin
ohne OH an Position C3 und Rutin mit einem Zucker (Rutinosid) an C3 keine
Relaxation der Aortenringe aus. Die beiden Extrakte (MeOH- und CH,Cl,-
MeOH) von D. oliveri, die zur Relaxation flhrten, enthielten mdéglicherweise

Catechin, die ebenfalls eine OH-Gruppe an C3 besitzen. Catechin konnte
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deshalb, wie schon von Sanae et al. (2002) vermutet, der fir die Relaxation
verantwortliche Wirkstoffe sein.

Fir eine endgultige Klarung, ob und welche Flavonoide fur die
vasorelaxierenden Wirkungen der Extrakte verantwortlich sind, miissen weitere
chemische Analysen in Kombination mit pharmakologischen Versuchen
durchgefihrt werden.

Zusatzliche Versuche mit bekannten Kalium-Kanal-Blockern (Amiodaron,
Sotalol, Clofilium) zeigten im Gegensatz zu D. oliveri keine relaxierende
Wirkung auf die GefaRe. Clofilium loste erst in hohen Konzentrationen (ECsg
etwa 43 pmol/l) eine Relaxation aus. Daraus kann man schliel3en, dass eine
Kalium-Kanal-Blockade nicht zwingend mit einer vasodilatierenden Wirkung
verknupft ist. Die relaxierenden und die Aktionspotential-verlangernden
Wirkungen von D. oliveri sind deshalb wahrscheinlich auf unterschiedliche

Inhaltsstoffe zurtickzufthren.

6.4  Schlussfolgerungen

In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass eine Relaxation des glatten Muskels der
Aortenringe sowohl durch sehr kleine Konzentrationen von MeOH- und EtOAc-
Extrakte aus V. cienkowskii als auch durch MeOH- und CH,Cl,-MeOH-
Extrakten aus D. oliveri ausgelost wurde. Diese Effekte sind vereinbar mit der
Anwendung der Pflanzen durch kamerunische traditionelle Mediziner u.a. bei
Dysmenorhoe, Migréne und Kopfschmerzen, da eine Relaxation der Blutgefale
eine positive Wirkung auf diese Krankheiten haben konnte. Als mégliches neues
Indikationsgebiet fur diese Pflanzen kdnnte wegen der vasorelaxierenden
Wirkung Hochdruck in Frage kommen.

Der MeOH-Extrakt von D. oliveri zeigte weiterhin eine drastische

Aktionspotential-verlangernde  Wirkung, die wahrscheinlich durch die
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Blockierung von Kalium-Kanélen ausgel6st wird. Diese Wirkung passt sehr gut
zu der traditionellen Anwendung von D. oliveri bei Herzrhythmusstérungen.
Wenn man bedenkt, dass Kalium-Kanal-Blocker wie Amiodaron neben
Betablockern die am haufigsten angewandten Antiarrhythmika sind, kénnten die
Inhaltsstoffe von D. oliveri bei der Behandlung von Herzrhythmusstérungen von
Bedeutung sein.

Als Grundlage fir weitere Untersuchungen kann man die Hypothese aufstellen,
dass ein Zusammenhang zwischen der beobachteten vasodilatierenden Wirkung
der Extrakte und den von den Heilern angenommenen antiarrhythmischen und
antiepileptischen Wirkungen besteht. Wenn durch die Extrakte die intrazellulére
Calcium-Konzentration nicht nur im glatten Muskeln, sondern auch in Neuronen
abgesenkt wirde, konnte eine Verminderung der Freisetzung von
Transmittersubstanzen (z.B. Noradrenalin in der Peripherie oder Glutamat im
Gehirn) resultieren. Dadurch konnten sowohl antiarrhythmische als auch
antiepileptische Wirkungen zustande kommen.

Zur Zeit werden weitere chemische Untersuchungen unternommen um die
reinen Inhaltsstoffe der wirksamen Extrakte von D. oliveri und V. cienkowskii zu
gewinnen. Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik und der Messung der
intrazellularen Ca?*-Konzentration sollte es dann méglich sein die postulierten
Wirkmechanismen (Einflisse auf lonenkandle und Calcium-Bewegungen der

Zelle) zu Gberprufen.
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Zusammenfassung

1. In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob Pflanzenextrakte von
Daniella oliveri und Vitex cienkowskii aus Kamerun, denen u.a. von
traditionellen Heilern nachgesagt wird, dass sie antiarrhythmische und
antiepileptische Wirkungen aufweisen, tatsachlich Effekte besitzen, die
mit einer Wirksamkeit bei Herzrhythmusstérungen und Epilepsien
vereinbar sind. VVon den beiden ausgewéhlten Heilpflanzen wurden durch
Verwendung verschiedener Extraktionsmittel unterschiedliche Extrakte
hergestellt, die sich in erster Linie durch die Lipophilie bzw. Hydrophilie
ihrer  Inhaltsstoffe  unterscheiden.  Erste  chemisch-analytische
Untersuchungen erbrachten Hinweise auf das Vorkommen von Tanninen,
Terpenoiden und Flavonoiden in beiden Arzneipflanzen.

2. Primér wurde von der einfachsten Arbeitshypothese ausgegangen, dass
diese Extrakte eine Minderung der Erregbarkeit sowohl am Herzen als
auch am Gehirn verursachen. Da bekannt ist, dass Magnesium als 2-
wertiges Kation solche Wirkungen besitzt, wurden zundchst grundlegende
Untersuchungen durchgefiihrt, durch die diese Wirkungen genauer
beschrieben werden und mit der Wirkung anderer lonen bzw. Substanzen
verglichen werden sollten .

3. Es wurde mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik erstmalig nachgewiesen,
dass eine Erhohung der extrazelluldaren Magnesium-Konzentration zu
einer Anhebung der Schwelle fir die Auslosung des Natrium-
Einwértsstroms an Herzmuskelzellen fuhrt. Aus der Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung (im Bereich von 0,5 bis 5 mmol/l) ergab sich, dass
eine Erhohung der extrazellularen Magnesium-Konzentration um 1
mmol/l eine Anhebung der Schwelle fiir die Auslosung des Natrium-
Stroms um etwa 1 mV bewirkte. Diese Wirkung von Magnesium kann

man durch eine Anderung des Oberflachenpotentials erklaren.
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4. Beim Vergleich mit anderen Kationen ergab sich tberraschenderweise,
dass auch eine Erhéhung der extrazellularen Kalium-Konzentration zu
einer Schwellenerh6hung fuhrte, die sogar etwa doppelt so stark ausfiel
wie die von Magnesium. Im Gegensatz dazu flihrte eine Erhéhung der
extrazelluldren Natrium-Konzentration nicht zu einer Erhéhung der
Schwelle. Auch das bekannte Antiarrhythmikum Sotalol mit Kalium-
Kanal-blockierenden Eigenschaften und der Natrium-Kanal-Offner
Veratridin fiihrten nicht zu einer Anderung der Schwelle, was darauf
hinweist, dass die Effekte von Magnesium und Kalium nicht unspezifisch
sind (z.B. auf Grund einer Anderung der Osmolaritét).

5. Orientierende Versuche bzgl. der Beeinflussung elektrophysiologischer
Ph&nomene am isolierten Papillarmuskel erbrachten keine Hinweise, dass
durch die Extrakte die Schwelle fur die Auslésung von Aktionspotentialen
verédndert wird. Da in den Extrakten u.a. als Inhaltsstoffe Flavonoide
gefunden wurden, erfolgte zusétzlich in orientierenden Untersuchungen
eine Testung der Wirkung verschiedener Flavonoide auf die Schwelle des
Natrium-Stroms. Auch hier fanden sich keine Hinweise, dass diese
Schwelle verandert wird. Ausgehend von diesen Versuchen erscheint es
unwahrscheinlich, dass die untersuchten Extrakte tber eine Anhebung der
Erregungsschwelle wirken.

6. Bei der weiteren Untersuchung des Einflusses der Extrakte auf
Aktionspotential-Parameter zeigte sich kein wesentlicher Effekt bei 1 Hz.
Bei einer Frequenz von 0,2 Hz wurde aber die Aktionspotentialdauer
durch den MeOH-Extrakt von D. oliveri drastisch verlangert, jedoch
blieben die Amplitude und die maximale Depolarisationsgeschwindigkeit
unverandert. Andere Extrakte wie der Hexan-Extrakt und der
Dichlormethan-Methanol-Extrakt von D. oliveri und alle getesteten
Extrakte von V. cienkowskii zeigten keine wesentlichen Wirkungen auf

das Aktionspotential. Die Verlangerung der Aktionspotentialdauer durch
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den MeOH-Extrakt ist vergleichbar mit der von Sotalol. Es ist
anzunehmen, dass sie durch eine Blockierung von Kalium-Kandlen
zustande kommt. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um zu kléren,
welche speziell im Methanol-Extrakt vorkommenden Substanzen auf
Kalium-Kandale wirken und welche Kalium-Kanale betroffen sind. Fur
den Methanol-Extrakt von D. oliveri kdnnte es demnach zutreffen, dass er
tatsachlich antiarrhythmische (und evtl. auch antiepileptische) Wirkungen
besitzt.

. Zusatzlich wurde getestet, ob die Extrakte auch einen Effekt auf die glatte
Muskulatur der GefaRe ausiiben. Daniella oliveri-Extrakte zeigten eine
starke relaxierende Wirkung. Sowohl die durch Noradrenalin als auch die
durch Kalium vorkontrahierten Aortenringe wurden durch sehr kleine
Konzentrationen des MeOH- (ECsovon 0,77 mg/l bzw. 0,85 mg/l) und des
CH,Cl,-MeOH- (4,9 mg/l bzw. 9,4 mg/l) Extraktes relaxiert. Auch
bestimmte Extrakte von V. cienkowskii zeigten eine erschlaffende
Wirkung auf die GefaBmuskulatur, die aber schwécher war als die von
den D. oliveri-Extrakten. An Noradrenalin-vorkontrahierten Aortenringen
wurden bei den MeOH- (ECs, = 11,8 mg/l) und EtOAC- (ECso = 40,7
mg/l) Extrakten relaxierende Wirkungen festgestellt. Beide Extrakte
I6sten nur eine geringe Relaxation an KCI-vorkontrahierten Aortenringen
aus.

Diese Vasorelaxation ist wahrscheinlich nicht auf eine Kalium-Kanal-
Blockade zurlickzufuhren, da verschiedene Kalium-Kanal-Blocker
(Sotalol, Clofilium und Amiodaron) im ublichen Konzentrationsbereich
keine relaxierende Wirkung zeigten. Auch eine Blockade von Calcium-
Kanédlen als Ursache fir die vasorelaxierende Wirkung st
unwahrscheinlich, da die Extrakte nicht wie die klassischen Calcium-
Kanalblocker am Herzmuskel negativ inotrop wirken. Am ehesten kann

die relaxierende Wirkung der Extrakte durch eine Hemmung des G-
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Proteinwegs und eines dadurch verminderten G-Protein-Receptor-
induzierten Calcium-Anstiegs erklart werden. Als mdogliche wirksame
Inhaltsstoffe kommen vor allem bestimmte Flavonoide in Frage. Es wurde
eine Reihe verschiedener Flavonoide eingesetzt wobei sich Hinweise auf
eine Struktur-Wirkungs-Beziehung bzgl. der vasorelaxierenden Wirkung
ergaben. So zeigte z.B. Quercetin eine relativ starke relaxierende Wirkung
wéhrend z.B. das strukturverwandte Rutin keine erschlaffende Wirkung
aufwies.

. Die Ergebnisse zeigen, dass Extrakte von D. oliveri und V. cienkowskii ,
die von traditionellen Heilern in Kamerun u.a. fur die Therapie von
kardialen Arrhythmien und von epileptischen Anféllen eingesetzt werden,
durchaus nachweisbare kardiovaskuldre Wirkungen aufweisen. Speziell
der Methanol-Extrakt von Daniella oliveri hat einen Einfluss auf das
Aktionspotential, der wahrscheinlich auf eine Kalium-Kanal-blockierende
Wirkung zuriickzufiihren ist und der mit der Wirkung klassischer
Antiarrhythmika vergleichbar ist. Weitere Untersuchungen sind
notwendig, um die Strukturen der wirksamen Inhaltsstoffe und den
genauen  Wirkungsmechanismus aufzuklaren. Auf Grund der
vasorelaxierenden Wirkungen ergeben sich moglicherweise neue
Indikationsgebiete wie z.B. die Hypertonie. Als weiteres Ergebnis der
vorliegenden Untersuchung konnten Wirkungen von Magnesium und
Kalium auf die Schwelle des Natrium-Stroms gezeigt werden, die
maoglicherweise erkldren, dass beide lonen antiarrhythmische Effekte

aufweisen und sich dabei sinnvoll erganzen.
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Abstract

Theme: Influence of plant extracts (Vitex cienkowskii and Daniella oliveri)
and physiological ions on vascular smooth muscles and electrophysiological
properties of the heart muscle.

1.

The aim of the present work was to verify whether the plant extract of
Daniella oliveri and Vitex cienkowskii from Cameroon, which are
considered by traditional healers to possess antiarrhythmic and
antiepileptic effects, really have effects which are compatible with
their therapeutic use in heart rhythm dysfunctions and epilepsies.
Different extracts were obtained from the two plants using different
solvents for the extraction and taking into consideration the lipophilic
and hydrophilic properties of the compounds present in different
extracts. Preliminary phytochemical analysis revealed the presence of
tannins, terpenoids and flavonoids in the two plants.

Experiments were started based on the working hypothesis that the
extracts could reduce the excitability of the cells in the heart as well as
in the brain. Considering the fact that magnesium, a divalent cation,
has the ability to reduce the excitability of the cells, preliminary
experiments were done to describe this effect more differentiated and
to compare it with that of other ions and substances.

For the first time, it was possible using the patch-clamp technique to
show that an increase in the extracellular magnesium concentration
(IMg®*],) leads to an increase in the threshold of induction of the
inward sodium current (ly,) in cardiac myocytes. The resulting
concentration-effect-curve (from 0.5 to 5 mmol/l) indicates that an
increase in [Mg®*], by 1 mmol/l induces an increase in the threshold of
sodium current by about 1 mV. This effect can be explained by a

change of the membrane surface potential.
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Comparing this effect with that of other cations, we were surprised to
find that also an increase in the extracellular potassium concentration
([K™]o) led to an increase in the threshold of the sodium current and
that this effect was almost twice that observed for magnesium.
Contrary to these two ions, an increase in the extracellular
concentration of sodium did not modify the threshold of induction of
sodium current. Also the well-known antiarrhythmic drug sotalol
which possesses potassium-channel blocking properties and the
sodium channel “opener” veratridine did not change the threshold,
showing that the effects of magnesium and potassium are not
unspecific (for example by changing of the osmolarity).

Experiments on the possible influence of the extracts on
electrophysiological phenomena of isolated papillary muscles did not
indicate a modulating influence on the threshold for the elicitation of
the action potential. Because of the presence of flavonoids in the
extracts, our experiments were also oriented towards investigating the
effects of different flavonoids on the threshold of induction of I\,. No
evidence for the modulation of the threshold was seen. From the
results of these trials, it was suggested that the effects of the plant
extracts might not be due to an increase in the threshold of excitation.
At 1 Hz, the extracts showed no effect on the action potential
parameters. In contrast, at a frequency of 0.2 Hz, the MeOH-extract of
D. oliveri drastically prolonged the duration of action potential (APD),
but the amplitude as well as the maximal depolarisation velocity
(dv/dt) were not modified. The hexane and the dichloromethan-
methanol extracts of D. oliveri and all the other tested extracts from V.
cienkowskii did not show any modification of the action potential. The
prolongation of the APD observed with the MeOH-extract of D. oliveri

was comparable with that of sotalol. The effect could be linked to a



126

blockade of potassium channels. Further experiments are necessary to
explain which specific substances in the MeOH extract could be
affecting potassium channels and which kind of potassium channels
are involved. From our results, it can be concluded that the MeOH
extract from D. oliveri may possess antiarrhythmic (and eventually
antiepileptic) effects.

Additionally, investigations were carried out on possible effects of the
plant extracts on vascular smooth muscles. The extracts from D. oliveri
showed potent relaxing effects. Aorta rings pre-contracted with
noradrenaline as well as with potassium were relaxed by very small
concentrations (ECsy) of MeOH extract (0.77 mg/l and 0.85 mg/l,
respectively) and CH,Cl,-MeOH extract (4.9 mg/l and 9.4 mg/l,
respectively). Also some extracts from V. cienkowskii produced
relaxation of smooth muscles of blood vessels. Using noradrenaline-
pre-contracted aorta rings, relaxation was obtained with MeOH and
EtAOc extracts with ECs, values of 11.8 mg/l and 40.7 mg/l,
respectively. The two extracts caused only small relaxations on
potassium pre-contracted aorta rings.

The observed vasorelaxation cannot be attributed to the inhibition of
potassium channels. Different potassium channel blockers (sotalol,
clofilium, amiodaron) which were tested in usual concentrations
showed no effect on the force of contraction of blood vessels. Also an
inhibition of calcium channels seems not to be responsible for the
relaxation since the extracts did not produce a negative inotropic effect
in heart muscle like the classical calcium channel blockers. The
relaxing effect of the extracts most likely can be related to an
inhibition of the G-protein signalling pathway resulting in a reduction
of G-protein-induced calcium increase. Possible constituents of the

extracts which may induce smooth muscle relaxation are flavonoids.
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Therefore different flavonoids were tested for their vasorelaxing
effects on aorta contraction and a structure-effect relationship was
established. For example, quercetin showed a strong relaxing effect
while rutin with a similar chemical structure was not effective.

The results show that extracts of D. oliveri and V. cienkowskii which
are used by traditional healers in Cameroon for the treatment of heart
arrhythmia and of epilepsy, in fact exert cardiovascular effects.
Especially the MeOH-extract of D. oliveri had an influence on action
potential, which could be related to a potassium channel blockade
comparable with that of classical antiarrhythmic drugs. Further
experiments are necessary to identify the active compounds and to
describe the exact mechanisms involved in their action. Because of the
vasorelaxing effect, the results suggest new indications for the use of
these extracts, e.g., hypertension. Other results of this research project
showed effects of magnesium and potassium on the threshold of the
induction of sodium current which may explain antiarrhythmic effects
of these two ions thereby supporting their combined therapeutic

application.
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