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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Diabetes mellitus ist eine weltweit verbreitete Erkrankung, von der in Zukunft immer mehr
Menschen betroffen sein werden. Die Problematik der Krankheit hat sich insofern verlagert,
als die Hauptschwierigkeit bei der Behandlung nicht mehr so sehr in der Beherrschung der
akuten Komplikationen wie hyperglykédmisches Koma liegt, sondern vielmehr in der Vermei-
dung von Spitfolgen, die durch diese Krankheit verursacht werden. Als Spétfolgen oder Se-
kunddrerkrankungen des Diabetes mellitus gelten vor allen Dingen Mikro- und Makroangio-
pathien, die wiederum fiir die Entstehung von diabetischer Retinopathie, Nephropathie und
Polyneuropathie verantwortlich gemacht werden. Kardiovaskulidre Erkrankungen, wie Hy-
pertonie, Herzinsuffizienz und Angina pectoris stellen die Haupttodesursachen bei Diabeti-
kern dar. Der Schwerpunkt in der Therapie von diabetischen Patienten muss deshalb auch auf
die Linderung bzw. Vermeidung dieser Sekundirerkrankungen gelegt werden.

In der modernen Therapie des Diabetes mellitus wird dementsprechend das Augenmerk nicht
nur auf die moglichst genaue Einstellung des Blutzuckers (ohne gravierende Hyper- oder
Hypoglykdmien), sondern auch auf die Verminderung von Spétschidden gelegt. Wéahrend beim
Typ 1 Diabetiker durch den Einsatz der intensivierten Insulintherapie groBe therapeutische
Fortschritte erzielt werden konnten, stellt sich gerade bei milderen Formen des Typ 2 Diabe-
tes, bei denen vorallem orale Antidiabetika zum Einsatz kommen, die Frage, ob insbesondere
die Spétfolgen mit der Therapie glinstig beeinflusst werden.

In der traditionellen Volksmedizin Siidamerikas wird seit langer Zeit ein Pflanzenpriparat zur
Senkung des Blutzuckers eingesetzt. Seit den 50-iger Jahren wird dieses Phyto-Antidiabe-
tikum auch in Europa bzw. in Deutschland angewandt. Hintonia latiflora, zur Familie der Ru-
biaceae gehorend, ist eine buschartig wachsende Pflanze, die in Mittel- und Stidamerika weit
verbreitet ist. Der in Deutschland als Arzneimittel verwendete Extrakt wird aus der Rinde
dieser Pflanze gewonnen. Der Extrakt enthilt zahlreiche Inhaltsstoffe, wobei die Blutzucker-
senkende Wirkung hauptsdchlich auf die vorhandenen Neoflavonoide zuriickgefiihrt wird.
Von diesen ist vor allem das Coutareagenin von Bedeutung, das deshalb als Leitsubstanz fiir
die Standardisierung des Extraktes herangezogen wird.

Die folgende Arbeit beschéftigt sich nicht primédr mit dem Blutzucker-senkenden Effekt die-
ses Extraktes, da dieser schon hinreichend untersucht wurde, sondern vielmehr mit der Wir-
kung des Hintonia-latiflora-Extraktes auf das Kreislaufsystem.

Um den vasodynamische Effekt des Hintonia-latiflora-Extraktes zu untersuchen, werden ver-
schiedene In-vitro-, und In-vivo—Untersuchungen durchgefiihrt. Mit Hilfe von Kon-

traktionskraftmessungen an isolierten Aortenringen wird die Vasoaktivitit im In-vitro-Modell

1



EINLEITUNG

iiberpriift. Kontraktionskraftmessungen am isolierten Papillarmuskel des Herzens erlauben ei-
nen Riickschluss auf die Beeinflussung der Pumpfunktion des Herzens. Um Hinweise zum
Wirkungsmechanismus zu gewinnen, werden fluoreszenzmikroskopische Calcium-Ionen-
bestimmungen an glatten Muskelzellen der Aorta durchgefiihrt. Im In-vivo-Teil der Studie
wird der Einfluss einer einmaligen oralen Gabe des Hintonia-latiflora-Extraktes auf grof3e
artericlle Gefille, wie Aorta abdominalis und Arteria carotis communis am wachen Kanin-
chen mit Hilfe von Geféllsonographie ermittelt. Zusétzlich wird die Auswirkung einer solchen

Verabreichung auf den Blutzucker der Versuchstiere liberpriift.
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2 SCHRIFTTUM

2.1 Diabetes mellitus

Unter Diabetes mellitus versteht man eine Stoffwechselerkrankung, bei der durch einen ab-
soluten oder relativen Insulinmangel bzw. durch verminderte Insulinsensitivitit des Gewebes
eine chronische Hyperglykdmie entsteht. Zusdtzlich zum gestorten Kohlenhydratstoffwechsel
konnen auch der Protein- und Fettstoffwechsel entgleisen.

Diabetes mellitus ist eine Volkskrankheit mit steigenden Patienten-Zahlen. In Deutschland
sind davon 6 bis 8 % der Bevoilkerung betroffen. Diabetes mellitus ist die hiufigste und
zugleich bedeutsamste chronische Stoffwechselstdrung, bei der die Patienten ein Leben lang
arztliche Betreuung benétigen (STALLMACH et al. 2004).

In den USA wird die Zahl der diagnostizierten Diabetiker und der Patienten mit verminderter
Glucosetoleranz auf etwa 30 Millionen geschétzt. Dariiber hinaus gibt es noch eine weitaus
groflere Anzahl von Menschen, die einen erhohten Blutzuckerspiegel zeigen, der aber noch

unterhalb der Grenze fiir Diabetes liegt (HARRIS et al. 1997, VUKSAN et al. 2000)

2.1.1 Diabetes mellitus-Typen

Unter dtiologischen, pathogenetischen und klinischen Gesichtspunkten werden verschiedene
Diabetes-Typen unterschieden. So gibt es zum Typ 1 und zum Typ 2 Diabetes zuséatzlich noch
weitere Diabetesformen unterschiedlicher Atiologie (siche Tabelle 1).

Der Typ 1 Diabetes, frither als insulinabhdngiger, IDDM (insulin dependent diabetes
mellitus), Insulin-Mangel-Diabetes oder juveniler Diabetes bezeichnet, tritt bei etwa 10 % der
Diabetiker auf. Eine Autoimmunreaktion fiihrt zur Zerstorung der B-Zellen des Pankreas was
fiir gewohnlich zum absoluten Insulinmangel fiihrt. Da der Patient kein eigenes Insulin mehr
produziert, ist er auf eine lebenslange Substitution von exogenem Insulin angewiesen. Die B-
Zellzerstorung kann vor allem bei Jugendlichen sehr rasch voranschreiten. Es besteht aber
auch die Moglichkeit einer langsamen Zerstdrung. Besonders héufig beginnt die Krankheit
zwischen dem 15. und 25. Lebensjahr. AuBerst selten tritt diese Erkrankung im hohen Alter
auf. Erst wenn 80 bis 90 % der B-Zellen zugrunde gegangen sind, manifestiert sich der Typ 1
Diabetes. Als klassische Symptome zeigen die Patienten Polydipsie, Polyurie, Gewichtsver-
lust und Leistungsschwéche. Dariiber hinaus sind die Patienten hiufig abgemagert und exsik-
kotisch. Die Erstmanifestation des Typ 1 Diabetes tritt hdaufig nach Stress-Situationen auf

(z.B. nach schweren Infektionen, Operationen) (FOSTER 1998).
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Der Typ 2 Diabetes wurde frither auch als NIDDM (non insulin dependent diabetes mellitus)
oder Altersdiabetes bezeichnet. Diese Form kommt wesentlich haufiger vor als der Typ 1
Diabetes. Sie ist in ihrer Progredienz langsamer und es besteht meist nur ein relatives Insulin-
defizit. Etwa 85 bis 90 % der an Diabetes mellitus erkrankten Patienten sind Typ 2 Diabetiker
(HANEFELD 1996, THEWS et al. 1999b, FRERCKS und RENZ-POLSTER 2001,
STALLMACH et al. 2004). Charakteristisch ist eine Resistenz der peripheren Gewebe gegen-
tiber der Insulinwirkung und eine, relativ zum Blutzuckerspiegel, ungeniigende Insulinsekre-
tion. Meist entwickelt sich die Erkrankung schleichend. Vor dem Zeitpunkt der Diagnose des
Typ 2 Diabetes besteht meist bereits eine langjéhrige Insulinresistenz. Diese Stoffwechseler-
krankung manifestiert sich in der Regel erst jenseits des 40. Lebensjahres.

Die Patienten leiden beinahe immer gleichzeitig an Adipositas, androider (stammbetonter)
Fettverteilung, Hypertonus und Hypertriglyzeriddmie, wobei die Diagnose des Typ 2 Diabetes
hdufig zufillig bei einer Routineuntersuchung des Blutzuckers erfolgt. Da die Patienten meist
noch eine relativ ausreichende Menge Insulin produzieren, entsteht eher selten die klassische
Symptomatik des Typ 1 Diabetes. Nur gelegentlich treten akute Symptome wie Pruritus,
Balanitis und nachlassende Libido auf. Hiufiger stehen chronische Folgeerkrankungen wie
Polyneuropathie und periphere arterielle Verschlusskrankheiten (pAVK) im klinischen
Vordergrund (FRERCKS und RENZ-POLSTER 2001).

Tabelle 1: Einteilung des Diabetes mellitus nach
Richtlinien der WHO 1997 aus THEWS et al. 1999

Diabetestyp dltere Bezeichnung
I. Typ-l-Diabetes juveniler Diabetes; insulin-
A: immunologisch abhangiger Diabetes
bedingt mellitus (IDDM);

B: idiopathisch

Il. Typ-ll-Diabetes Altersdiabetes; nicht-
Typ lla ohne Adipositas insulinabhangiger
Typ Hib mit Adipositas Diabetes mellitus (NIDDM}

lIl. Andere spezifische

Typen

u.a. infolge von

~ genetischen Defekten,

- Erkrankungen des
exokrinen Pankreas,

— Endokrinopathien,

~ Chemikalien- oder
Arzneimittelwirkungen

IV. Gestationsdiabetes Schwangerschaftsdiabetes
(GDM)
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2.1.2 Entstehung und Ursachen des Diabetes mellitus

Der Typ 1 und der Typ 2 Diabetes entwickeln sich in der Regel auf der Grundlage einer Dis-
position. Dennoch ist der Typ 1 Diabetes nur zum Teil genetisch bedingt und benétigt noch
zusitzliche exogene Faktoren, um eine Autoimmunerkrankung auszuldsen. Als mogliche Ini-
tiatoren des Prozesses werden Viren wie z.B. Cocksackie B4, Mumps, Rételn und Mono-
nukleose vermutet ( MULLER-WIELAND und KRONE 2000, LENNECKE 2003,
STALLMACH et al. 2004).

Bei Typ 2 Diabetikern ist der genetische Anteil wesentlich ausgepragter. Auch hier fiihren
zusitzliche exogene Ausloser zur Manifestation der Erkrankung. Bisher ist der genaue patho-
genetische Weg nicht bekannt. Es wird angenommen, dass eine Kombination von genetischen
Faktoren bei gleichzeitigem Ubergewicht, Fehlernihrung und Bewegungsmangel zur Ausbil-
dung des Typ 2 Diabetes fiithren. Charakteristisch sind Hyperglykdmie, Hyperinsulindmie und
Insulinresistenz von Fett-, Muskel- und Leberzellen. Zusétzlich ist die Glucosefreisetzung aus
der Leber gesteigert (SETTER et al. 2003). Man geht davon aus, dass durch chronische Uber-
erndhrung und Bewegungsmangel iiber lange Zeit vermehrt Insulin ausgeschiittet wird. Da-
raus resultiert schlieBlich eine Verminderung der peripheren Insulinrezeptoren (Insulinresis-
tenz). Dieser Mechanismus wird besonders durch kalorienreiche Nahrung geférdert. Durch
Bewegungsmangel kommt es zudem zu einer verminderten Insulin-unabhidngigen Glucose-
aufnahme in die Muskelzelle, was wiederum den Blutzucker erhoht. Lange Zeit konnen Hy-
perglykédmie und Hyperinsulindmie nebeneinander vorliegen. Solange die B-Zellen die Mehr-
produktion zu leisten imstande sind, bleibt die Stoffwechsellage normal. Nach Jahren kann
sich schlielich eine Erschopfung der B-Zellen und damit der Insulinsekretion einstellen und
ein relativer Insulinmangel entstehen (FRERCKS und RENZ-POLSTER 2001). Die Insulin-
resistenz fiihrt zu diversen metabolischen Storungen wie gesteigerte Lipolyse mit Triglyzerid-
erhohung, Stammfettsucht usw. Die Folge von chronischer Hyperglykdmie, Hyperinsulindmie
sind Arteriosklerose und Hypertonie und damit auch kardiovaskuldre Erkrankungen (ARODA
und HENRY 2003). Dementsprechend bestehen hiufig schon zum Zeitpunkt der Diagnose
des Typ 2 Diabetes arteriosklerotische Gefdflverdnderungen und Hypertonie.

Als Ursache fiir die Insulinresistenz werden auch ein Kinasedefekt der Insulinrezeptoren und
eine Verminderung der sogenannten Glucosetransporter diskutiert (BROZINICK et al. 2003).
Dariiber hinaus konnen auch verschiedene Arzneimittel wie z.B. Gluccorticoide,

Ovulationshemmer, Thyroxin usw. eine diabetogen Wirkung ausiiben (LENNECKE 2003).
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2.2 Therapie des Diabetes mellitus

2.2.1 Insulin

Aufgrund der nicht mehr vorhandenen B-Zellfunktion beim Typ 1 Diabetes ist eine Therapie
mit Insulin notwendig. Beim Typ 2 Diabetiker konnen je nach Progredienz der Erkrankung
orale Antidiabetika oder in fortgeschrittenen Fillen Insulin eingesetzt werden (LENNEKE et
al. 2003). Insulin wird in den B-Zellen des Pankreas gebildet und gilt als das wichtigste Blut-
zucker-senkende Hormon im Korper. Als Peptidhormon besteht es aus einer A-Kette, die von
21 Aminoséduren gebildet wird und aus einer B-Kette mit 30 Aminosduren. Beide Ketten sind

iber Disulfidbriicken miteinander verbunden (FRERCKS und RENZ-POLSTER 2001).

Im Golgi-Apparat der B-Zellen In den B-Granula

// Proinsulin = Insulin \ /mlinl,{examer;- -_\
/ { i | / U |
[ (t i o } l{ H%6 ﬁ
B S ( ;Sv S I\ < >D< 7 /

dquimolar
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Abbildung 1: Biosynthese und Sekretion von Insulin. Gespeichertes Insulin bildet in den (-
Granula Hexamere, die durch Zink stabilisiert werden. Erst bei der Exocytose gelangen die
Insulinmolekiile einzeln in die Blutbahn (nach FRERCKS und RENZ-POLSTER 2001)

Die Insulinsekretion unterliegt einem direkten Riickkopplungsmechanismus iiber den Blut-
zuckerspiegel. Durch Anstieg der Glucose-Konzentration im Blut (Schwellenreiz ca. 90 mg/dl
bzw. 5 mmol/l Glucose) erfolgt eine erste rasche Phase der Insulin-Freisetzung und
anschlieBend eine zweite langeranhaltende Insulin-Freisetzung. Die Blutglucose ist das
wichtigste Ziel fiir die Insulin-Regulation. Die Inselzellen unterscheiden sich von anderen
Zellen dadurch, dass sie bei normalen Glucosekonzentrationen nur wenig ATP bilden, bei
Hyperglykdmie hingegen nutzen sie ihr Phosphorylierungspotential voll aus
(HASSELBLATT wund PANTEN 2001). Zusétzlich bewirken Erhohungen der
Plasmakonzentrationen verschiedener Aminosduren (z. B. Arginin, Lysin), freier Fettsduren
und einiger gastrointestinaler Hormone (z.B. Gastrin, Sekretin, Cholecystokinin, usw.) eine

Insulinausschiittung. Uber das vegetative Nervensystem erfolgt eine Modulation der
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Freisetzung. Durch parasympathischen Einfluss, bzw. Acetylcholin und Erregung sym-
pathischer B,-Rezeptoren wird die Freisetzung gesteigert, durch Erregung sympathischer a;-

Rezeptoren dagegen gehemmt (FRERCKS und RENZ-POLSTER 2001)

Mechanismus der Insulin-Freisetzung

Das AusmalB der Insulin-Freisetzung héngt von verschiedenen Faktoren ab. Der Reiz fiir die
Insulin-Freisetzung ist das Ansteigen der Glucose im Blut. Uber ein Insulin-unabhingiges
Glucosetransportprotein gelangt vermehrt Glucose in die Zelle. Infolge einer gesteigerten
Glucoseoxidation in der B-Zelle kommt es zu vermehrter ATP-Bildung. Der Anstieg des ATP
in der Zelle fiihrt zum SchlieBen ATP-abhiingiger K -Kanile und damit zur Hemmung des
K'-Effluxes. Durch die verminderte Kaliumpermeabilitit kommt es zur Depolarisation der
Zellmembran. Letztere fithrt zur Offnung Spannungs-abhingiger Ca®*-Kanile. Damit kénnen
Ca”*-Tonen einstromen und den Exozytosevorgang von Insulin aus den Granula der Zellen
auslésen. Uber das cAMP-System und iiber Stoffwechselprodukte der Phospholipase C kann
das Ausmal} der Freisetzung moduliert werden. Da Insulin die Lipidmembran der Zellen
schlecht durchdringen kann, benétigen die Zellen, die auf Insulin reagieren, besondere
Erkennungsstrukturen, sogenannte Insulinrezeptoren. Als Insulin-Rezeptor-Komplex wird
Insulin in die Zelle aufgenommen, zum Teil abgebaut und beeinflusst aber auch die
Glucoseaufnahme vor allem iiber den vermehrten Einbau von intrazelluldrern
Glucosetransportern (Glut-4) in die Zellmembran insbesondere von Muskel- und Fettzellen.
Der Insulin-abhingige Glucosetransport in die Zelle erfolgt iiber diese speziellen Glucose-
Transporter (Glut-4) (KLIP und LEITER 1990, AMMON 1995, RANG et al. 2003b).

AuBler Glut-4 besitzen Zellen noch mindestens vier weitere Glucosetransporter, aber diese
funktionieren Insulin-unabhéngig. Die Stoffwechselwirkungen des Insulin sind sehr vielfaltig.
Generell besitzt Insulin eine anabole Wirkung und fordert das Zellwachstum (LOFFLER und
PETRIDES 1998).
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Abbildung 2: Darstellung der Insulin-Freisetzung aus den B-Zellen der Langerhansschen In-
seln des Pankreas. Durch die Verstoffwechselung von Glucose und Aminosduren steigen der
intrazellulire ATP/ADP-, NADPH/NADP- und GSH/GSSG-Quotient. Der Anstieg des
ATP/ADP-Quotienten fiihrt zu einer Hemmung des K'-Effluxes durch ATP-abhingige Kali-
umkanile. Diese Hemmung 18st eine Depolarisation der Zellmembran aus, die zur Offnung
spannungsgeladener Calcium-Kanéle fiihrt. Dadurch erfolgt ein starker Calcium-Einstrom in
die Zelle, der als Voraussetzung fiir die Insulin-Freisetzung gesehen wird. Diese Calcium-
Aufnahme wird durch reduziertes GSH erleichtert, fiir dessen Bildung NADPH notwendig ist.
Neben diesem auslosenden Weg wird die Stirke der Insulin-Freisetzung iliber das cAMP-
System und iiber Stoffwechselprodukte der Phospholipase C moduliert. GSH = Glutathion
(reduziert), GSSG = Glutathion (oxidiert), DAG = Diacylglycerin, IP; = Inositoltriphosphat
(nach AMMON 1995).

Einstellung eines funktionell optimalen Insulinspiegels

Beim diabetischen Patienten konnen durch optimale Einstellung des Blutzuckerwertes z.B.
mit Hilfe von Insulin Spétschdden vermieden werden. Eine strenge Kontrolle der
Blutzuckerwerte mit entsprechenden therapeutischen Mafnahmen wirkt sich auf die
Manifestation diabetischer Spatschiden aus. Eine intensivierte Insulinbehandlung (drei oder
mehr Insulin-Injektionen taglich), gestiitzt auf hiufige Blutzuckerbestimmungen erwies sich
dabei als glinstiger als die konventionelle Behandlung (1-2 Insulininjektionen téglich)
(JORGENS und GRUBER 1996). Durch diese intensive Behandlung konnten Hiufigkeit und
Schweregrad der diabetischen Retinopathien, Nephropathien, und Neuropathien um 76, 54

und 60 % gesenkt werden. Eine Insulineinstellung ist dann als ideal zu bezeichnen, wenn sich
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die Glucose-Konzentration zwischen 70 und 160 mg/100 ml bewegt und gleichzeitig keine
Glucosurie auftritt. Diese optimale Einstellung beinhaltet jedoch die Gefahr der Auslosung

einer Hypoglykdmie (JOOST 2001).

2.2.2 Orale Antidiabetika

Da beim Typ 2 Diabetes als wichtigste exogene Ausléser Uberernihrung und Bewegungs-
mangel zu nennen sind, stehen die Anderung der Lebens- und Essgewohnheiten an erster
Stelle der TherapiemaBBnahmen. Wenn aber eine didtetische Behandlung und konsequente
Gewichtsreduktion allein nicht zum Erfolg fiihren, kann eine Therapie mit oralen Antidiabe-
tika in Erwdgung gezogen werden, die aber den Organismus nur dann unterstiitzen, wenn
Insulin noch in ausreichenden Mengen produziert wird. Man unterscheidet folgende Gruppen
von oralen Antidiabetika, eingeteilt nach ihren unterschiedlichen Wirkmechanismen

(FRERCKS und RENZ-POLSTER 2001, LENNEKE 2003, RANG et al. 2003):

e Sulfonylharnstoff-Derivate
e Biguanide
e Glucosidase-Hemmer

e Thiazolidine

2.2.2.1 Sulfonylharnstoff-Derivate

Sulfonylharnstoffe bewirken {iber die Stimulation der Freisetzung von Insulin aus den B-Zel-
len eine Blutzuckersenkung. Diese Stoffgruppe beeinflusst die Insulin-Freisetzung aus B-Zel-
len &dhnlich wie Glucose. Sie blockieren die ATP-abhingigen Kalium-Kanile, die
Zellmembran depolarisiert und dadurch werden Spannungs-abhingige Calcium-Kanéle
aktiviert. Es erfolgt so eine Insulin-Freisetzung aus den Speichergranula. Der Mechanismus
der Sulfonylharnstoffe wird durch Anwesenheit von hohen Glucosekonzentrationen
begiinstigt, lduft aber auch bei niedriger Glucosekonzentration ab. Ein Nachteil dieser
Stoffgruppe kann sich aus der vermehrten Freisetzung von Insulin ergeben, die relativ
unkontrolliert ablduft und deshalb zu schweren, langanhaltenden Hypoglykédmien fiihren
kann. Besonders héufig tritt dies bei édlteren Menschen auf, die unregelmifig essen. Da sich
die Sulfonylharnstoff-induzierten Hypoglykdmien sehr langsam entwickeln, konnen sie leicht
ibersehen werden. Zusitzlich begiinstigend fiir die Entstehung einer Hypoglykémie wirkt sich

die lange Verweildauer von bestimmten Sulfonylharnstoffen im Organismus aus. Wenn
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Sulfonylharnstoffe Hypoglykdmien erzeugen, wirken sie wiederum appetitanregend und
fordern so die Gewichtszunahme der hdufig schon iibergewichtigen Patienten (FOSTER
1998).

Aus einer groBangelegten Studie, Universal Group Diabetes Program UGDP, (SALSBURG
1971) in den USA liegen Ergebnisse vor, denen zufolge Patienten unter dem
Sulfonylharnstoff Tolbutamid stirker infarktgefdhrdet sind als solche, die nur didtetisch
behandelt werden. Auch in anderen Studien wird der Einfluss von Sulfonylharnstofffen auf
das Herz-Kreislaufsystem nach wie vor kontrovers diskutiert (ENGLER und YELLON 1996,
JOHNSON et al. 2002, RIVELINE et al. 2003).

Nahrstoff
(Glucose)

l

Substrat
s

Insulin- |47/

synthese ‘

( }‘ Citratzyklus
A

A
i

NAD(P)H

Atemkene

Exozytose

Insulin

Abbildung 3: Stoffwechselweg der Insulinfreisetzung und der Wirkmechanismus von
Sulfonylharnstoffen. Aus dem Stoffwechsel von Glucose oder bestimmten Aminoséuren wird
Wasserstoff fiir die mitochondriale Atmungskette bereitgestellt. Dadurch kommt es zu einem
ATP-Anstieg, der wiederum den K'-Ausstrom hemmt. Auf diese Weise wird das Membran-
potential vermindert, bis die Spannungs-abhéngigen Calcium-Kanéle aktiviert werden. Der
Einstrom von Ca”" 16st die Insulinsekretion aus. Sulfonylharnstoffe blockieren den K'-Kanal
ohne Umweg iiber den Energiestoffwechsel der Zelle (nach HASSELBLATT und PANTEN
2001)

10
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2.2.2.2 Biguanide

Biguanide (Metformin) sind schon sehr lange als Blutzucker-senkende Medikamente im Ein-
satz. Im Gegensatz zu den Sulfonylharnstoffen fordern sie nicht die Insulinfreisetzung, son-
dern verzogern die Glucose-Aufnahme im Darm, reduzieren die hepatische Glucose-Abgabe,
bzw. verbessern die Glucoseaufnahme in die Leber (JACKSON et al. 1986) und erhdhen die
Glucose-Verwertung in Muskel- und Fettgewebe (DAVIDSON und PETERS 1997). Durch
diese metabolischen Wirkungen wird der Insulinbedarf vermindert. Der genaue Mechanismus
ist noch nicht vollstindig bekannt. Durch Hemmung von Transportvorgidngen der
Atmungskette in der Mitochondrienmembran des Darmepithels beeintrdchtigen sie den
sekundér aktiven Transport von Glucose. In der Leber greifen sie in den Citratzyklus ein. Der
anaerobe Glucoseabbau wird gesteigert und das bei der Glycolyse entstehende Pyruvat tritt
nicht in den Citratzyklus ein, sondern wird zu Lactat reduziert. Da dieser Stoffwechselweg
weniger Energie liefert, muss zwangslaufig mehr Glucose aus dem Blut in die Zelle
aufgenommen werden (HASSELBLATT und PANTEN 2001). Zusétzlich beeinflussen
Biguanide die freien Fettsduren, deren erhdhte Konzentration mit einer Steigerung des
kardiovaskuldren Risikos verbunden ist. Fiir diesen Effekt und den Einfluss auf den
Glucosestoffwechsel wird die Wirkung der Biguanide auf die AMP-aktivierte Proteinkinase
verantwortlich gemacht (ZHOU et al. 2001).

Zu den hiufigsten Nebenwirkungen der Biguanide gehdren milde gastrointestinale Storungen
wie Appetitlosigkeit, Erbrechen, und Diarrhoe (BAILEY 1992), die ihrerseits beim
iibergewichtigen Patienten zur Gewichtsreduktion beitragen konnen (LULLMANN und
MOHR 1999). Die geféhrlichste Nebenwirkung ist die Lactatacidose, die zu lebensbe-
drohlichen pH-Verdnderungen in Gewebe und Blut fiihren kann. Allerdings kann durch ge-
naues Einhalten der Verschreibungsvorschriften eine Lactatacidose in der Regel vermieden

werden (KRENTZ et al. 1994).

2.2.2.3 Glucosidase-Hemmer

Das Enzym a-Glucosidase befindet sich im Biirstensaum des Darmepithels und spaltet die aus
der Verdauung von Kohlenhydraten entstehende Disaccharide in Hexose-Molekiile auf.
Glucosidase-Hemmer verhindern diesen Abbauschritt, verzogern bzw. vermindern so die
Glucoseresorption und konnen als unterstiitzende Therapie des Typ 2 Diabetes verwendet
werden. Acarbose ist der wohl bekannteste Glucosidase-Hemmer. Damit koénnen

postprandiale Blutzuckerspitzen abgeschwécht und indirekt der Insulinbedarf verringert

11



SCHRIFTTUM

werden. Zuséitzlich wurde ein positiver Einfluss auf die Entwicklung einer Hypertonie und die
Insulinproduktion nachgewiesen (ROSENBAUM et al. 2002, HANEFELD et al. 2003).
Allerdings koénnen durch bakterielle Dickdarm-Fermentation von nicht vollstindig
abgebauten bzw. nicht resorbierten Kohlenhydraten Nebenwirkungen wie Bldhungen,

Flatulenzen, und Durchfall verursacht werden (RANG et al 2003).

2.2.2.4 Thiazolidine

Diese Stoffgruppe wurde 1997 aufgrund ihres Einflusses auf den Fettstoffwechsel entwickelt
und zeigte liberraschenderweise auch Blutzucker-senkende Wirkung.

Thiazolidine bewirken eine Authebung der Insulinresistenz durch Beeinflussung der
Genexpression (sog. Insulin-Sensitizer), konnen aber wegen mangelnder Erfahrungen noch
nicht endgiiltig bewertet werden. Durch Bindung an den Kern-Hormonrezeptor ,,peroxisome-
proliferator-activated receptor y*“ (PPARy), der vor allem im Fettgewebe, aber auch im
Muskel und in der Leber vorkommt, erhéhen sie die Insulin-Empfindlichkeit dieser Gewebe
(PHILLIPS et al. 2001, RANG et al. 2003) durch Unterdriickung der Resistin Genexpression
(WOLF 2004). Resistin, ein Fettgewebehormon wirkt als Glucosehomoostase-Regulator und
als physiologischer Insulin-Antagonist. Thiazolidine reduzieren wie Metformin (Biguanide)
die Glucoseabgabe aus der Leber, erh6hen die Aufnahme von Glucose in die Muskelzelle und
verbessern die Wirkung von Insulin (Insulinsensitivitédt). Die Triglyceridkonzentration kann
vermindert werden, bei gleichbleibendem ,,Jlow density lipoprotein“ (LDL) und ,,high density
lipoprotein (HDL). Die auffilligsten Nebenwirkungen der Thiazolidine sind Odeme,
Gewichtszunahme, teilweise bedingt durch Fliissigkeitsansammlungen, Kopfschmerzen,
Ubelkeit und gastrointestinale Storungen. Troglitazon, eines der ersten Thiazolidine wurde
aufgrund seiner Lebertoxizitdt wieder vom Markt genommen. Die neueren Medikamente wie
Pioglitazon und Rosiglitazon sollen diese Nebenwirkung nicht aufweisen (LEBOVITZ et al.
2001, NESTO 2004).

2.3 Sekundirerkrankungen des Diabetes mellitus

Heutzutage sind Diagnose und Therapie des Diabetes mellitus so weit fortgeschritten, dass
Patienten selten an lebensbedrohlichen, metabolischen Komplikationen wie Hyper- und Hy-
poglykémie leiden. Ein groB3es Problem stellen jedoch die vaskulidren Verdnderungen dar, die
sich im Laufe der Erkrankung entwickeln (STEHOUWER et al. 1997, PUTTEMANS und
NEMRY 1998, CALLES-ESCANDON und CIPOLLA 2001, TSILIBARY 2003). Verénde-
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rungen an den Blutgefillen treten sowohl bei Diabetes Typ 1 als auch bei Typ 2 auf. Sie kon-
nen sich individuell in sehr unterschiedlichem Ausmal} entwickeln und verursachen eine ver-
minderte Lebensqualitit, erhohte Morbiditdt und Mortalitit. Die Wahrscheinlichkeit Symp-
tome zu entwickeln ist fiir Patienten, die seit 15 bis 20 Jahren an dieser Krankheit leiden, stark
erhoht (FOSTER 1998). Demzufolge stellt Glucose nicht nur einen Nahrstoff fiir den Orga-
nismus dar, sondern kann, wenn sie iiber einen lingeren Zeitraum in hoher Konzentration
(Hyperglykdmie) im GefdB3 vorliegt, Schidigungen unterschiedlicher Art besonders an den
Endothelzellen bewirken. Daraus wiederum resultieren dann Mikro- und Makroangiopathien

(HASSELBLATT und PANTEN 2001).
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Abbildung 4: Uberblick iiber die Sekundirerkrankungen, die im Laufe eines Diabetes melli-
tus entstehen konnen (nach FRERCKS und RENZ-POLSTER 2001)
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2.3.1 Diabetische Angiopathien

Die Lebenserwartung und -qualitdt wird mittlerweile nicht mehr sehr hiufig durch das diabe-
tische Koma beeintrachtigt, sondern vor allem durch vaskuldre Verdnderungen. Nur etwa 1 %
der Diabetiker sterben im Koma, aber schitzungsweise 70 bis 80 % an vaskuldren Komplika-
tionen (WAHL 2001). Die diabetischen Angiopathien werden in Mikro- und
Makroangiopathien unterteilt, wobei die Makroangiopathien hdufiger zum Tod fiihren als
Mikroangiopathien (UKPDS 1998).

2.3.1.1 Diabetische Mikroangiopathie

Glucose besitzt die Fahigkeit sich an Korperproteine zu binden. Es kommt dadurch zu einer
nicht-enzymatischen Glycosylierung zahlreicher Proteine (Hdmoglobin, Serumproteine,
Lipoproteine usw.) und Erythrozyten. Durch diese Bindung entstehen sogenannte ,,advanced
glycosylated end products® (AGE-Produkte) mit entsprechend verdnderter Funktion
(BROWNLEE 1992, PEPPA et al. 2003). Die Folgen einer lingerandauernden diabetischen
Stoffwechselentgleisung bzw. einer schlechten Glucoseeinstellung sind Verdickung und qua-
litative Verdnderungen der Basalmembran der kleinen Gefdlle und ein gestorter Sauerstoff-
transport der Erythrozyten. Zusétzlich bewirkt eine Hyperglykdmie verdnderte FlieBeigen-
schaften des Blutes, eine iibermaBige Sorbitbildung in verschiedenen Zellsystemen, Stérungen
der Himostase und das vermehrte Auftreten von Wachstumsfaktoren. Die Sorbitbildung er-
folgt iiber den Polyol-Weg, bei dem Glucose durch eine Aldol-Reduktase zu Sorbitol redu-
ziert wird. Sorbitol wiederum wirkt gewebstoxisch und ist mafgeblich beteiligt an der Entste-
hung von Retinopathie, Neuropathie, Katarakt, Nephropathie und Erkrankungen der Aorta
(WAHLBERG et al. 2000, PANNIRSELVAM et al. 2003).

Bei der diabetischen Mikroangiopathie sind grundsitzlich alle Kapillargebiete betroffen, zu
Storungen kommt es aber in erster Linie im Bereich der Netzhaut und der Niere.
Mikroangiopathien in der Netzhaut konnen eine Netzhautablosung verursachen und
schlimmstenfalls zum Erblinden fiihren (diabetische Retinopathie). An der Niere kommt es zu
Funktionsstorungen, die sich bis zur Manifestation einer Niereninsuffizienz ausweiten konnen
(diabetische Nephropathie). Eine weitere Spétfolge der Mikroangiopathie ist die diabetische
Polyneuropathie, die Funktionsstérungen von sensiblen und vegetativen Nerven bewirkt und

damit unter anderem fiir den sogenannten diabetischen Ful} verantwortlich ist (WAHL 2001).
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Diabetische Retinopathie

Die diabetische Retinopathie und das diabetische Macula-Odem gelten als Hauptursache fiir
eine Erblindung in der westlichen Welt. Die Entwicklung der Retinopathie steht in engem
Zusammenhang mit der Diabetesdauer und dem Alter des Erkrankten. Ab einer Diabetesdauer
von iiber 20 Jahren sind statistisch 80 bis 90 % der Diabetiker von Retinopathie betroffen. Es
kommt aber nicht zwangslaufig zu einer Erblindung (CIULLA et al. 2003).

Die Retinopathie wird in 3 Stadien eingeteilt (WAHL 2001):

Stadium I
Vasodilatation, kapilldre Schldngelung und vereinzelte Mikroaneurysmen,

Mikrogefalverschliisse und Permeabilitdtsstorungen der Gefalle

Stadium II
Retinale Blutungen, harte und weiche Exsudate sowie degenerierte und nicht mehr perfun-

dierte Areale in der Netzhaut.

Stadium IIT
Proliferative Retinopathie:
Priretinale Neovaskularisationen, die zu Glaskorperblutungen und zur Bildung

fibroglidser Narben fiihren konnen.

Blutungen, Narbenbildung und traktionsbedingte Netzhautablosung konnen schlielich eine
Erblindung verursachen. Die proliferative schwere Form der diabetischen Retinopathie entwi-

ckelt sich bei ca. 20 % der Patienten (WAHL 2001).

Pathogenese der diabetischen Retinopathie

Studien am Menschen und im Tiermodell belegen, dass chronische Hyperglykdmie und Hy-
perlipiddmie zur Entstehung der Retinopathie beitragen. Charakteristisch fiir die diabetische
Retinopathie sind Mikroaneurysmen, zerstorte Perizyten (,,ghost pericytes®) und Verdickun-
gen der Basalmembran der Kapillaren, wahrscheinlich als Folge der andauernden Hypergly-
kdmie (KERN und EGERMAN 2001, TANG et al. 2003).

In den meisten Féllen von Retinopathie liegen Verschliisse der Kapillaren, minderdurchblu-

tete und gefaBlose Anteile der Netzhaut vor (OHTA et al. 1999).
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Uber die genauen biochemischen Mechanismen, die zur Retinopathie fiihren, ist bisher nur
wenig bekannt. Erstes Anzeichen fiir die Entwicklung einer Retinopathie stellen Verdnderun-
gen der Struktur und der Zellen der kleinen Gefid3e dar. Endothelzellen, deren Aufgabe darin
besteht, die retinale Blutschranke aufrechtzuerhalten, werden verletzt bzw. zerstort, was zum
Ansteigen der GefdBpermeabilitdt fiihrt. Wenn die innere retinale Blutschranke zusammen-
bricht, kommt es zu einer Ansammlung von Fliissigkeit in der Macula (CIULLA et al. 2003).
Auch die Zerstorung der Perizyten, die ebenfalls an der Regulation der Kapillarpermeabilitét
beteiligt sind, fiihrt zu verdnderten himodynamischen Verhéltnissen in der Retina.

Der Verlust dieser Zellen geht zumeist mit Mikroaneurysmen einher. Zusitzlich verdickt sich
die Basalmembran der Kapillaren und sehr hiufig konnen extrazelluldre Ablagerungen gefun-
den werden. Auch diese Verdnderungen fithren wiederum zu Permeabilitdtsstorungen und
abnormem Blutfluss. Eine weitere mogliche Ursache fiir die Entwicklung der Retinopathie ist
die Leukostase. Leukozyten, neutrophile Granulozyten sowie Monozyten sind Zellen mit gro-
Bem Zellvolumen. Sie besitzen eine natiirliche Affinitit zum Endothel und lagern sich bei
Diabetikern vermehrt an. Zusitzlich erzeugen sie toxische Superoxid-Radikale und proteolyti-
sche Enzyme. Diese Radikale und Enzyme verursachen Verletzungen an der Endothelzell-
membran (PECSVARADY et al.1994, MIYAMOTO und OGURA 1999).

Auch tritt bei Diabetikern eine erhohte retinale Leukostase auf, welche sowohl die Funktion
des Endothels als auch die Durchléssigkeit der Retina, die Angiogenese und die Gefdl3perme-
abilitit beeintrachtigt (CIULLA et al. 2003).

Dariiber hinaus neigen Leukozyten bei Diabetikern dazu, weniger gute Verformbarkeit zu
besitzen (PECSVARADY et al. 1994) und sich zu Konglomeraten zusammenzulagern, wel-
che die Kapillaren verschlieBen. Als Folge dieser Verschliisse und der daraus entstehenden
Ischdmie wird eine Neovaskularisation angeregt. Die neugebildeten Gefdfle sind hdufig weni-
ger stabil und es kommt sehr viel schneller zu Verletzungen und zu Blutungen in den Glas-
korper. So entsteht die proliferative diabetische Retinopathie. Zusétzlich zu den Schéden, die
durch verdnderte Leukozyten verursacht werden, kann meist auch eine vermehrte Anlagerung
von Erythrozyten und Blutplittchen beobachtet werden, die bei der Entwicklung der Retino-
pathie von Bedeutung ist (CIULLA et al. 2003).
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Diabetische Nephropathie

Nierenerkrankungen sind eine der Haupttodesursachen bei Diabetikern, und fiihren zu starken
Einschriankungen der Lebensqualitét der Patienten. Das Risiko fiir die Entstehung einer Nie-
renerkrankung steigt mit der Dauer der Krankheit. Nach 20 Jahren ist bei 20 bis 30 % der in-
sulinpflichtigen Diabetiker eine Erkrankung der Niere diagnostizierbar (CHRYSANTHUS
CHUKWUMA 1995). Die Manifestation einer Nephropathie scheint zusitzlich vom ethni-
schen Hintergrund abhingig zu sein. Beispielsweise zeigen Pima-Indianer in den USA die
hochste Neigung zur Ausbildung einer Nephropathie, Europder dagegen die niedrigste
(FOSTER 1998). Zusitzlich konnen auch andere genetische Faktoren von Bedeutung sein
(SEAQUIST et al. 1989).

Pathogenese der diabetischen Nephropathie

Wie schon bei der Retinopathie wird auch bei der diabetischen Nephropathie als mdgliche
Ursache eine langjahrige Hyperglykédmie bei schlechter Blutzuckereinsstellung vermutet. Sie
tragt zur Entstehung einer Mikroangiopathie bei, die in einer Glomerulosklerose der Nieren-
kapillaren endet. Zusitzlich gibt es verschiedene andere pathologische Mechanismen, die
Schédigungen an den Glomerula verursachen konnen. Unter Glomerulosklerose versteht man
eine Verdickung der glomeruldren Extrazellularschicht, vor allem bedingt durch Auflagerun-
gen von Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronektin, das die Mesangium-Zellen synthetisie-
ren. Diese Zellen werden zum einen direkt durch eine hohe Glucosekonzentration zur Syn-
these aktiviert, zum anderen stimulieren sie auch die aus Makrophagen stammenden Cytokine
und Wachstumsfaktoren (AYO et al. 1990, SASSY-PRIGENT et al. 2000). Man unterscheidet
zwei pathologische Formen der Mikroangiopathie an den Nierenkapillaren, die diffuse und
die noduldre Glomerulosklerose (Kimmelstiel-Wilson-Syndrom), die getrennt oder gemein-
sam auftreten konnen. Die erste Form zeigt eine Verdickung der glomeruldren Basalmembran
in Verbindung mit einer Ausweitung des Mesangiums. Die noduldre Glomerulosklerose geht
dagegen mit sich diffus ausbreitenden Schiden einher (CHRYSANTHUS CHUKWUMA
1995). Besonders charakteristisch sind hierbei die Hyalinisierung der aufsteigenden glomeru-
laren Arteriolen und die Kimmelstiel-Wilson-Knétchen (FOSTER 1998). Klinisch entwickelt
sich die diabetische Nephropathie meist schleichend ohne Symptome iiber 10 bis 15 Jahre
hinweg. Zum Zeitpunkt der Diagnose stellen sich die Nieren hdufig vergrofert dar und weisen
eine erhohte glomeruldre Filtrationsrate auf. Die Patienten sind in diesem Stadium noch
symptomlos. Bei Fortschreiten entsteht eine beginnende Nephropathie mit Mikroalbuminurie.

Fine Mikroalbuminurie ist oft das erste klinische Anzeichen einer diabetischen
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Glomerulosklerose. Mit zunehmendem Fortschreiten der Krankheit kommt es zu einer
Makroproteinurie, zu einer abnehmenden glomeruldren Filtrationsrate sowie einem vermin-
derten renalen Plasmafluss und dann zu einer klinisch manifesten Nephropathie. Diese kann

dann im weiteren Verlauf in eine Niereninsuffizienz tibergehen (WAHL 2001).

Tabelle 2: Verschiedene Stadien der diabetischen Nephropathie in Abhéngigkeit von der
Dauer der Erkrankung (nach WAHL 2001)

Stadium Diabetesdauer Befunde
(Jahre)
| Hypertrophie- 0-2 grofl3e Nieren,
Hyperfunktionsstadium GFR und RPF erhéht
Il histologische Verinderungen 2-5 Verdickung der kapillaren
ohne klinische Symptome Basalmembran,

Ausweitung des Mesangiums

[l beginnende Nephropathie 5-15 Mikroalbuminurie
(30-300 mg/d),
Anstieg des Blutdrucks

IV klinisch manifeste 10-25 persistierende Proteinurie,
Nephropathie GFR und RPF abnehmend,
Hypertonie ca. 60 %

V Niereninsuffizienz 15-30 Serumkreatinin erhoht,
Hypertonie ca. 90%

GFR = glomeruldre Filtrationsrate
RPF = renaler PlasmafluR

Diabetische Polyneuropathie

Die diabetische Polyneuropathie umfasst chronische Stérungen an motorischen, sensiblen und
autonomen Nerven. Je ldnger die Krankheit besteht, desto hoher wird das Risiko fiir das Auf-
treten einer diabetischen Polyneuropathie (PARTANEN et al. 1995). Besonders weit verbrei-
tet unter Diabetikern, die mehr als 10 Jahre erkrankt sind, ist die periphere sensomotorische
Polyneuropathie. Diese tritt symmetrisch meist an den distalen Unterschenkeln und Fiiflen
auf. Als Symptome werden brennende Schmerzen in den unteren Extremitdten, Waden-
krampfe, Taubheitsgefiihl, Kribbeln, Ameisenlaufen und Kéltegefiihl beschrieben. Es beste-
hen Hypo-, Dys- und Pardsthesien. Zusitzlich kann ein vermindertes Vibrationsempfinden

auftreten. Typischerweise nehmen die Beschwerden nachts zu (FOSTER 1998). Bei der
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asymmetrischen, motorischen Neuropathie treten Schwiche, Atrophie und Schmerzen im Be-
reich der Oberschenkel und der Beckenmuskulatur auf (WAHL 2001, LENNEKE et al. 2003).
Diabetische Mononeuropathien sind selten, sind aber durch ihre Ausfallserscheinungen gut
erkennbar. Zum einen konnen einzelne Gehirnnerven (N. facialis, N. oculomotorius) oder
periphere Nerven wie der N. medianus und der N. peroneus betroffen sein. Klinisch &duf3ert
sich die Mononeuropathie als Parese (FRERCKS und RENZ-POLSTER 2001).

Die autonome diabetische Neuropathie kann grundsétzlich das gesamte vegetative Nerven-
system beeintrichtigen. Die einzelnen Organe kdnnen jedoch unterschiedlich stark betroffen
sein. Meist zeigen sich Symptome erst lange Zeit nach dem Auftreten des Diabetes mellitus.
Frithe Symptome sind beispielsweise trockene Haut, Verlust der Schweillbildung, Entwick-

lung von Fissuren, in denen sich Mikroorganismen ansiedeln (VINIK et al. 2003).

Tabelle 3: Folgen der diabetischen autonomen Neuropathie

(nach FRERCKS und RENZ-POLSTER 2001)

Folgen der diabetischen autonomen Neuropathie

Herz: (Vagusschidigung):

Ruhetachykardie, fehlende Frequenzvariation bis
hin zur ,,Frequenzstarre"

Gefilisystem:

Gefifidilatation durch ,,Autosympathektomie" be-
sonders an den FiiBen sowie asympathikotone or-
thostatische Hypotonie

Gastrointestinaltrakt: (diabetische Enteropathie):

Motilitdtsstorung durch Schiddigung des Parasym-
pathikus
e Osophagus: Dysphagie
e Magen: Entleerungsstorung (Gastroparese)
mit sekundirem gastroosophagealem
Reflux,
Storung der Sekretion von Magenséure
und Pankreasenzymen (Folge: Dyspepsie).
e Darm: Verdnderte Motilitdt (Obstipa-
tion/Diarrh6e im Wechsel)

Urogenitaltrakt:

Miktionsbeschwerden, durch Para-
sympathikusschiddigung atone Blase,
eventuell mit Restharnbildung (Infek-
tionsgefahr), erektile Impotenz

Haut:

Sistieren der  SchweiB3produktion,
Atrophie der Haut durch verinderte
GefaBlversorgung

Knochen:

Aseptische Osteolysen mit herabge-

setzter Stabilitdt und ,,zusammenge-
brochenem" FuBlgewolbe (Charcot-
FuB).
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Pathogenese der diabetischen Polyneuropathie

Fiir die Entstehung einer Neuropathie werden verschiedene Faktoren in Erwdgung gezogen.
Grundsatzlich geht man davon aus, dass in erster Linie metabolische Stérungen eine Rolle
spielen, die zu einer reduzierten Versorgung der Nervenscheiden und zu einer endoneuronale
Hypoxie fithren (CAMERON et al. 2003). Zum einem kommt es, bedingt durch metabolische
Verdnderungen, zu einer Anhdufung von Sorbit in den Schwannschen Zellen zum anderen
werden Myoinositolmangel und Glycosilierung von Myelinproteinen diskutiert. Auferdem
konnen auch Mikroangiopathien der Vasa nervorum mit hypoxischer Schidigung und Stérung
des axonalen Transportes festgestellt werden. Eine Studie von THRAINSDOTTIR et al.
(2003) zeigt, dass sowohl bei Patienten mit Typ 2 Diabetes als auch bei Patienten mit redu-
zierter Glucosetoleranz und peripherer Neuropathie eine Verminderung der myelinisierten
Nervenfasern auftritt. Metabolische und vaskuldre Faktoren sind gleichermaflen fiir die Pa-
thogenese verantwortlich. Da Diabetiker ohne klinische Symptome einer Neuropathie hdufig
endoneurale Mikroangiopathien zeigen, kann angenommen werden, dass die Mikroangio-
pathie der peripheren Neuropathie vorausgeht, bzw. diese einleitet (THRAINSDOTTIR et al.
2003).

Das Diabetische Fu3-Syndrom
Ein besonderes Problem bei diabetischen Patienten ist die Entwicklung von Geschwiiren und
Gangrén, die vor allem an den unteren Extremitéten entstehen.

Folgende Storungen kdnnen auftreten:

Neuropathischer Fuly
Es entsteht das sogenannte ,,Mal perforans®, darunter ist ein wie ausgestanzt wirkendes
FuBulcus zu verstehen. Es tritt besonders an mechanisch stark belasteten Bereichen wie an

GroB- und Kleinzehenballen auf und ist meist schmerzlos und trocken (WAHL 2001).

Ischimisch-gangrinoser Fuf}
Diese Form ist durch feuchte Gangrian gekennzeichnet, die sich meist an Druckstellen bzw. im
Bereich starker Verhornung wie den Fersenballen und den Zehenspitzen manifestiert. Diese

Verletzungen sind in der Regel schmerzhaft (WAHL 2001).
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Pathogenese des diabetischen Ful3-Syndrom

An der Entstehung des diabetischen Fulles wirken verschiedene Faktoren zusammen.

Stehen Mikro- und Makroangiopathie als Ursache im Vordergrund, kann der FuBlpuls nicht
mehr getastet werden. Man spricht dann von einem angiopathischen Fuf3. Im Gegensatz dazu
wird der sogenannte neuropathische Ful3 vorwiegend durch eine vorangegangene Neuropathie
ausgelost. Typisch fiir diese Erscheinungsform (neuropathischer FuB3) ist die Schmerzlosigkeit
der Lasionen und der gut tastbare Fullpuls. Geringe lokale Traumen bzw. Druckstellen oder
Schwielen an den Extremititen (verursacht z.B. durch driickendes Schuhwerk, FuBpilz,
Fremdkorper usw.) werden aufgrund der Schmerzunempfindlichkeit der Patienten nicht be-
merkt und konnen sich zu schwerwiegenden Lisionen entwickeln. Zusitzlich besteht immer
die Gefahr einer Infektion mit verschiedensten Erregern. Die Verletzungen erreichen oftmals
ein so starkes Ausmal, dass nur noch eine Amputation des Fufles den Patienten retten kann

(MULLER-WIELAND und KRONE 2000).

2.3.1.2 Diabetische Makroangiopathie

Verdnderungen an grof3en und mittleren Gefa3en bezeichnet man als Makroangiopathien.

Bei den Verdnderungen handelt es sich vor allem um Arteriosklerose und Thrombembolien.
Als die hdufigste bei Diabetikern (besonders Typ 2) auftretende Komplikation gilt die
Arteriosklerose (STEHOUWER 1997, UKPDS 1998, LAIGHT et al. 1999). Die pathologi-
schen Verdnderungen der Makroangiopathie sind nicht diabetesspezifisch aber
diabetestypisch. Im Gegensatz zu Nicht-Diabetikern tritt jedoch die Arteriosklerose haufiger
und schwerer auf. Durch die diabetische Stoffwechsellage werden bestimmte pro-atherogene
Mediatoren freigesetzt, die den Prozess der Arteriosklerose zusitzlich beschleunigen. Daher
werden auch die glycosilierten Endprodukte (vgl. Mikroangiopathie) fiir die Entstehung von
Gefafldsionen und einer damit verbundenen Entstehung von Arteriosklerose verantwortlich
gemacht (PARK et al. 1998). Die Arteriosklerose beginnt meist in einem fritheren Alter als
beim Nicht-Diabetiker und betrifft die peripheren Arterien, besonders die Koronar-, Becken-
und Zerebralarterien. Uber 65 % aller Diabetiker sterben an koronarer Herzerkrankung und
am Schlaganfall. Bei Typ 2 Diabetikern handelt es sich zumeist um &dltere Menschen, die
eventuell schon an Hypertension, Adipositas (bzw. Hyperlipiddmie) und Hyperinsulindmie
leiden und dadurch ein noch groBeres Risiko tragen (LAIGHT et al. 1999, MULLER-
WIELAND und KRONE 2000, WAHL 2001, SOWERS 2004).

Lebensqualitdt und -erwartung der Diabetiker sind heutzutage vor allem von den vaskuldren

Komplikationen abhédngig. Als Todesursache wird nur bei 1 % der an Diabetes erkrankten
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Patienten eine Stoffwechselentgleisung genannt, wohingegen 70 bis 80 % der Diabetiker an
den vaskuldren Komplikationen sterben (WAHL 2001).

Je nach Typ des Diabetes stehen die verschiedenen Gefdlerkrankungen im Vordergrund.

Typ 1 Diabetiker sind hadufiger von mikroangiopathischen Verédnderungen wie Glomerulo-
sklerose, Retinopathie, Neuropathie und Gangrin betroffen. Beim Typ 2 Diabetiker
manifestieren sich eher makroangiopathische Komplikationen wie koronare Herzerkrankung

und zerebrovaskuldre Schidigung (FRECKS und RENZ-POLSTER 2001).

Pathogenese der Makroangiopathien

Auch wenn die typischen Risikofaktoren wie Hypertension, Hyperlipidimie und Ubergewicht
reduziert werden, sind Diabetiker immer noch stark gefdhrdet, arteriosklerotische Geféal3er-
krankungen zu entwickeln. Auch bei extrem héufiger Blutzuckerkontrolle und sehr guter
Blutzuckereinstellung kann es zur Manifestation von Makroangiopathien kommen.

Wie schon bei der Mikroangiopathie beschrieben, fiihrt die langerandauernde Hyperglykémie
zu einer nichtenzymatischen Glykosilierung und Oxidation von Proteinen. Durch die vorherr-
schende Stoffwechsellage der Hyperlipiddmie koénnen vor allem Lipoproteine glykosiliert
werden (PARK et al. 1998). Es entstehen glykosilierte Produkte (advanced glycosylated
endproducts; AGE), die mallgeblich an den Verletzungen des Endothels beteiligt sind.
Zusétzlich begiinstigt auch oxidiertes ,,Jow density lipoprotein* (LDL) die Arteriosklerose. Im
Tierexperiment ist die Oxidation von LDL beschleunigt (FOSTER 1998). Entscheidend ist
auch das Verhiltnis von HDL zu LDL. Eine niedriges HDL/LDL Verhéltnis unterstiitzt die
Entwicklung der Arteriosklerose wahrscheinlich vor allem deshalb, weil der Riicktransport
des Cholesterols aus den Arterien zur Leber vermindert stattfindet.

Andere Ursachen fiir eine Makroangiopathie sind das vermehrte Anhaften der Blutplattchen,
die gesteigerte Endothelin-Sekretion bei gleichzeitig verminderter Stickoxid- (NO-) Bildung.
Endothelin besitzt eine stark vasokonstriktorische Wirkung am glatten Muskel, wohingegen
NO vasodilatierend wirkt und die Pléttchen-Adhésion verhindert (FOSTER 1998).

Im Vordergrund der pathologischen Auswirkungen der diabetischen Stoffwechsellage stehen
eine proliferative Wirkung auf die glatten Muskelzellen in den Arterien und die zunehmende
Entgleisungen des Fettstoffwechsels. Storungen in den Arterien treten als arteriosklerotische
Stenosen und/oder ulcerdse Plaques z.B. in den Karotiden auf. Zusitzlich kénnen auch
thrombembolische Vorginge zum Gefdlverschluss fiihren. Dies fiihrt schlieBlich zu chroni-
schen GefiaBBverengungen und zur Entstehung von Bluthochdruck. Des Weiteren kommt es zu

koronaren Herzerkrankungen und zu zerebralen und anderen Durchblutungsstérungen. Aus
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diesem Grund stellen Myokardinfarkte bei Diabetikern eine der hdufigsten Todesursachen
dar. Diese sind besonders gefdahrlich, weil sie oft stumm ablaufen, wobei die warnenden An-

zeichen einer Angina pectoris fehlen (BELL 2003, TABIBIAZAR und EDELMAN 2003).

2.4 Diabetes mellitus beim Tier

Wie beim Menschen ist auch beim Tier der Diabetes mellitus eine verbreitete Krankheit. In
den letzten Jahren stieg die Zahl der als Diabetiker diagnostizierten Hunde und Katzen an.
Nach Schétzungen werden etwa 1 aus 500 bis 1 aus 100 Hunden und Katzen jihrlich in der
tierdrztlichen Praxis mit Diabetes mellitus vorgestellt (NELSON 2000). Als mogliche
Ursachen werden wie beim Menschen Uberernihrung und Bewegungsmangel vermutet.
Weitere Risikofaktoren stellen Alter, minnliches Geschlecht, Kastration und Adipositas dar.
Ein moéglicher Grund fiir ein erhdhtes Risiko mit zunehmendem Alter ist eventuell eine
altersbedingte Abnahme der B-Zellfunktion, was dann zu erhdhter Empfindlichkeit gegentiber
diabetogenen Faktoren fiihren kann. Beim Hund gelten auch einige Rassen, wie Keeshund,
Alaskan Malamute, Zwergschnauzer, Zwergpudel und Englischer Springer Spaniel als
pradisponiert fiir Diabetes mellitus (HOENIG 2002). In der Katzenpopulation besteht
besonders flir Burma-Rassekatzen ein erhohtes Risiko an Diabetes mellitus zu erkranken
(RAND et al. 2004).

Die Einteilung der Diabetes-Typen orientiert sich an der des Menschen. Typ 1 Diabetes geht
héufig mit einer autoimmunvermittelten Zerstdrung der B-Zellen einher und daraus resultiert
eine starke Reduktion oder ein vdlliges Sistieren der Insulinproduktion. Diese Form tritt bei
der Mehrzahl aller Hunde und nur bei 50 % der Katzen auf. Im Gegensatz dazu findet man
den Typ 2 Diabetes bei 30 bis 50 % der vorgestellten Katzen (NELSON 2000). Typ 2 Diabe-
tes zeichnet sich sowohl durch periphere Insulinresistenz als auch durch eine beeintrachtigte
Insulinsekretion aus (APPELTON et al. 2001). Die typische diabetische Katze (Typ 2 Diabe-
tes) ist adipds, in mittlerem Alter (9 bis 13 Jahre) und weist eine verminderte, aber noch vor-

handene Insulinsekretion auf (APPELTON et al. 2001, BRIAN 2002).

Die typischen klinischen Symptome der an Diabetes mellitus erkrankten Tiere sind Polyurie,
Polydipsie und Polyphagie, wobei Katzen, die an Typ 2 Diabetes erkrankt sind, oft Anorexie
statt Polyphagie zeigen. Wie auch fiir den Menschen beschrieben, treten zusitzlich bzw. be-
dingt durch den chronischen Verlauf der Krankheit Spétfolgen bzw. Sekundirerkrankungen
bei den Patienten auf. Beim Hund zeigt sich vermehrt Blindheit, bedingt durch Katarakt,
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sowie chronische Pankreatitis. Aulerdem kommt es zu rezidivierenden Infektionen des Harn-
traktes, des Atmungsapparates und der Haut. Die Katarakt stellt die haufigste Sekundirer-
krankung dar und ist oft der Grund, warum die Tiere in der Praxis vorgestellt werden. Die Ur-
sache wird in einem gestorten Glucosemetabolismus vermutet, durch den besonders viel Sor-
bitol entsteht, das sich in der Linse anlagert und Fliissigkeit nach sich zieht. Dadurch kommt
es zum Anschwellen der Linse, zur Ruptur der Linsenfasern und der Entwicklung einer Kata-
rakt. Der Vorgang ist irreversibel, die Entwicklung kann aber durch optimale Blutzuckerein-
stellung verlangsamt werden. Die diabetische Retinopathie tritt wesentlich weniger hiufig als
beim Menschen auf. Diabetische Neuropathien treten beim Hund nur sehr selten in
Erscheinungen, zeigen sich aber hédufiger bei der Katze. Die Symptome manifestieren sich
zumeist an den Hintergliedmalen und gehen mit Schwiche, Muskelatrophie sowie
plantigradem Gang einher. Bei der diabetisch bedingten Nephropathie, die vor allem bei der
Katze auftritt, kommt es zu vergleichbaren Verdnderungen an der Niere wie beim Menschen.
Abhingig von der Dauer der Erkrankung und der Blutzuckereinstellung konnen
Glomerulonephropathie, Verdickung der glomeruldren und tubuldren Basalmembran bzw.
glomeruldre Fibrose und Sclerose auftreten (NELSON 2000).

Die Therapie des Diabetes erfolgt beim Hund fast ausschlieBlich mit Insulin. Bei der Katze
wird im Fall eines Typ 2 Diabetes mit ausreichender Insulinsekretion auch mit oralen
Antidiabetika behandelt, wobei v.a. Sulfonylharnstoff-Derivate zum Einsatz kommen

(NELSON 2000).

2.5 Hintonia-latiflora-Extrakt als Phytotherapeutikum

Die moderne medikamentdse Therapie basiert vor allem auf den Grundlagen naturwissen-
schaftlicher Forschungsmethoden und —ergebnisse. Die eigentlichen Wurzeln der Therapie
liegen aber Jahrtausende zuriick. Arzneipflanzen wurden schon in der Volksmedizin der je-
weiligen Ursprungsldnder als Arzneien genutzt und werden heute sozusagen wiederentdeckt.
Auf dem Gebiet der Phytotherapie begegnen sich rationale Medizin und traditionelle Erfah-
rungsheilkunde. Vor allem in den letzten Jahren wurden weltweit neuartige Substanzen in
einer Reihe verschiedener Pflanzen entdeckt und dementsprechend iiberlieferte Arzneipflan-
zenanwendungen mit modernen Methoden tliberpriift. Mit Hilfe neuer technischer Methoden
ist es heute moglich, bestimmte Wirkstoffe zu isolieren und exakte Bestimmungen von In-
haltsstoffen durchzufiihren. Unter Phytopharmaka sind Arzneimittel zu verstehen, bei denen

Pflanzen, Pflanzenteile bzw. -zubereitungen oder Pflanzeninhaltsstoffe therapeutisch ange-
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wendet werden. Fir den Wirksamkeitsnachweis werden die selben Methoden wie bei che-

misch-synthetischen Arzneien verwendet (HANSEL 1991).

2.5.1 Hintonia latiflora

Hintonia latiflora ist urspriinglich auch unter der Bezeichnung Coutarea latiflora oder
Copalchi bekannt. In den jeweiligen Lidndern gibt es noch eine Reihe volkstiimlicher Be-
zeichnungen. Die aus Mexiko stammende Copalchi-Rinde wurde zu Beginn des 19. Jahrhun-
derts in Mitteleuropa eingefiihrt. Etwa 1817 gelangte die sogenannte Copalchi-Rinde erstmals
nach Deutschland (Hamburg). Zu dieser Zeit wurden vor allem einige Arten der Gattung
Croton (Fam. Euphorbiaceae) unter dem Namen Copalchi-Rinde zusammengefasst. Ab 1868
wurden erstmals auch Rubiaceen der Gattung Hintonia und Exostema zu den Copalchi-Rin-

den-liefernden Stammpflanzen gezéhlt (REHER 1982, NOSTER 1992).

2.5.1.1 Botanik

Hintonia latiflora gehort zur Familie der Rubiaceae. Diese Familie umfasst anndhernd 6000
Arten und {iber 600 Gattungen und ist die drittgroBte Familie der Dicotyledonen.

Hintonia latiflora BULLOCK

Familie: Rubiaceae

Unterfamilie: Cinchonoideae

Tribus: Cinchoneae

Neben Hintonia latiflora ist auch die Bezeichnung Coutarea latiflora

(SESSE et MOC ex D.C.) oder Portlandia pteroxperma S. WATSON gebrauchlich.

Neben dem Typus Hintonia latifora ist als Varietdt Hintonia latiflora var. leiantha BULLOCK
beschrieben (HAGER’S HANDUCH 1998).

2.5.1.2 Botanische Beschreibung

Die busch- oder baumartige Pflanze kann bis zu 5 m hoch werden. Die Blattstellung ist
kreuzgegenstindig. Die ovalen bis elliptischen Blitter sind etwa 4 bis 12 cm lang und 2,5 bis
5 cm breit. Sie verschmélern sich an der Basis und besitzen einen kurzen Stiel. Die Inflores-
zenz ist vielbliitig und terminal. Die Bliiten zeigen sich sechszéhlig, weil3, duftend und in ei-
ner auffallende Trichterform. Der Kelchsaum wird als sechsteilig mit lanzettahnlichen Zipfeln

beschrieben. Die Pflanze besitzt einen zweifdcherigen Fruchtknoten, eine kahle Kapsel mit
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zahlreichen Samen in jedem Fach. Die Samen, die hautchenartige Fliigel besitzen, sind etwa 2
bis 2,5 cm lang, gedrungen und liegen dachziegelartig aufeinander (HAGER’'S HANDUCH
1998).

Abbildung 5: Hintonia-latiflora-Busch in Bliite.

2.5.1.3 Hintonia-latiflora-Rinde

Hintonia latiflora ist in mittel- und siiddamerikanischen Staaten beheimatet, vor allem aber in
Mexiko und Kolumbien. Die Rinde zur Herstellung des verwendeten Extraktes stammt zu-
meist aus Wildbestidnden, wobei das Hauptlieferland Mexiko ist (GEHRLICHER 2003).

Zur Herstellung des Hintonia-latiflora-Extraktes wird nur die Rinde von diinnen Zweigen
bzw. Asten, selten von Stimmen verwendet. Als Synonym fiir den Ausdruck Hintonia-la-
tiflora-Rinde exsistiert auch der Ausdruck Cortex Copalchi, Copalchi-Rinde, mexikanische
Fieberrinde, Corky Copalche Bark (corky engl.: korkartig; bark engl.: Rinde).

Die Droge besteht aus Stiicken der Stamm- und Astrinde, die luftgetrocknet werden. Die ge-
wonnenen Rindenstiicke sind verschieden groB3, wobei sie teilweise vollkommen oder nur
wenig eingerollt sind. Besonders die jungen Rindenstiicke zeigen noch keine differenzierte
Ausbildung der Schuppenborke. Die Rinde ist meist mittelbraun, eventuell mit leicht griinli-
cher Tonung und mit kleinen hellbraunen Flecken versehen. Zahlreiche Léngsstreifen und -
risse durchziehen die Rinde, wobei Querrisse selten vorkommen (KRAUS und NOSTER
1993). Altere Rinde zeigt oft ausgesprochene Schuppenborkenbildung, mit tiefen (5 mm)
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Langs- und Querrissen. Die Farbe variiert von graubraun bis dunkelbraun, mit ab und zu auf-
tretender violetter Tonung. Der Bruch wird als sehr hart und kurz beschrieben, wobei er im

unteren Teil auch faserig oder schuppig sein kann (KRAUS und NOSTER 1993).

Abbildung 6: Gewinnung der Hintonia-latiflora-Rinde.

2.5.1.4 Inhaltsstoffe

Urspriinglich wurden Chinidin (Conchinin; B-Chinin) C,0H,4N,0,, und Chinin Cyy Ha4 N; Oo,
als Inhaltsstoffe angegeben, nach neueren Untersuchungen kommen diese Substanzen aber
nicht vor. Zusédtzlich berichten GEYER (1955) von der Entdeckung eines Flavonglykon
Ci5H 1206 bzw. Ci5H;¢Os sowie von den Flavonglycosiden B und C.

In Hintonia latiflora wurden verschiedene polyphenolische Substanzen gefunden, die als Neo-
flavonoide (4-Phenylcumarine), 4, 5-Dihydroxy-7-methoxy-4-phenyl-5,2-oxidocumarin und
5,3,4-Trihydroxy-7-methoxy-4-phenylcumarin bezeichnet wurden. Neoflavonoide sind eine
wenig verbreitete und noch sehr unerforschte Stoffgruppe (REHER 1982, MATA 1990).
Spéter wurde Coutareagenin, ebenfalls ein Neoflavonoid, als Leitwirkstoff des Rinden-Ex-
traktes identifiziert. Coutareagenin wird auch fiir die Blutzucker-senkende Wirkung des Hin-
tonia-latiflora-Extraktes verantwortlich gemacht. Allerdings ergibt sich die Wirkung eines
Extraktes zumeist aus dem Zusammenspiel der Wirkungen seiner verschiedenen Inhaltsstoffe
und kann haufig nicht ganz eindeutig auf eine Substanz festgelegt werden. Zusitzlich bein-
haltet die Hintonia-latiflora-Rinde als Zuckerkomponenten Glucose, Arabinose und Rham-

nose. Weitere Inhaltsstoffe sind Saponine, Harze, Gummi und Catechingerbstoffe

(KRAUS und NOSTER 1993).
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Coutareagenin in Sucontral®

MeO,

OH

(5-Hydroxy-7-methoxy-4-(3,4-dihydroxyphenyl)-2H-benzo-1-pyran-2-on)

Abbildung 7: Chemische Formel von Coutareagenin, eine der Leitsubstanzen des Phyto-
Antidiabetikums Sucontral®

2.5.1.5 Anwendung

In der Volksmedizin wurde Hintonia latiflora urspriinglich als Tee bei Malaria und
dyspeptischen Beschwerden angewendet. In der Veterindrmedizin wurde es bei Pferden und
Rindern gegen Fieber und Geschwiire eingesetzt (HAGERS HANDBUCH 1998).

1913 wurde sowohl von TERRES als auch von LANDA zum ersten Mal eine antidiabetische
Wirkung von Hintonia latiflora beschrieben, die von den Autoren im Instituto Medico
Nacional in Mexiko bei klinischen Versuchen beobachtet wurde. Hintonia latiflora ging als
wissrig-alkoholischer Extrakt unter dem Namen Sucontral® in die Diabetesbehandlung in
Europa ein. Berichte von RITZMANN (1950), WINTER (1951), SCHMID (1951), VIDA
(1951) und KUHR (1953) bestétigten die Blutzucker-senkende Wirkung. Spéter wurde dies
zusitzlich tierexperimentell nachgewiesen (KAISER und GEYER 1955, BASTIEN 1961,
SLIJEPCEVIC und KRAUS 1997, KOREC et al. 2000).
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2.6 Aufbau und Funktion der glatten Gefilmuskulatur
Da die Sekundirerkrankungen des Diabetes mellitus sehr eng mit den Blutgefiaflen verbunden
sind, werden Aufbau und die Funktion der glatten Muskulatur im folgenden Kapitel ausfiihr-

lich beschrieben.

2.6.1 Physiologie der arteriellen Blutgefifle

Arterielle Blutgefa3e bestehen prinzipiell aus drei Schichten: Einer Tunica interna (Intima),
Tunica media (Media) und Tunica externa (Adventitia). Die Tunica interna bildet die innere
Wandauskleidung, das Endothel, die Tunica media enthdlt mehrere Schichten glatter Mus-
kulatur und die Tunica externa steht als lockere Verschiebeschicht mit dem angrenzenden
Gewebe in Verbindung (LIEBICH 1999). Das glatte Muskelgewebe der Tunica media besteht
aus langlichen, vorwiegend spindelférmigen Zellen mit einer Lange von 50 bis 200 um und
einer Dicke von 5-10 pm. Sie enthalten als kontraktile Elemente Myosin-und Aktinfilamente.
Zellen dieses Gewebes zeigen im Gegensatz zur Skelett- und Herzmuskulatur keine Querstrei-
fung, weil die typische parallele und regelméfige Anordnung der Myofibrillen in Sarkomere
fehlt. Man unterscheidet dicke Myosin- und diinne Aktinfilamente, die ldngsorientiert im Zy-
toplasma liegen, wobei diese beiden Elemente wie bei der quergestreiften Muskulatur
ineinandergeschoben sind. Die Aktinfilamente sind eventuell an der Innenseite der Zellmemb-
ran angeheftet, bzw. haben vermutlich bipolare Verbindungen zu den Myosinfilamenten. Der
eigentliche Kontraktionsmechanismus der glatten Muskelzellen ist weniger gut untersucht, als
der der Skelettmuskulatur, ist aber im Ablauf dhnlich (EHRLEIN 2000). Da der Kontrak-
tionsmechanismus 100- bis 1000mal langsamer ablduft als beim Skelettmuskel, eignet sich
die glatte Muskulatur besonders fiir unermiidliche, energiesparende Halteleistungen (RUEGG

1990)

2.6.1.1 Mechanismus der Kontraktion glatter Muskelzellen

Wihrend der Kontraktion gleiten Myosin und Aktinfilamente ineinander, dadurch verkiirzt
sich die Zelle. Da die Aktinfilamente im Zellgeriist verankert sind, kommt es zu einer Verkiir-
zung der Muskelzelle (HARTSHORNE und GORECKA 1980, HUXLEY 2004).

Dieses Ineinandergleiten kommt durch wiederholte Querbriickenbildung zwischen Myosin-
kopfchen und Aktinfilamenten zustande. Die Energie wird mit Hilfe einer Myosin-ATP-ase
durch hydrolytische Spaltung von MgATP geliefert. Ein Myosinmolekiil weist eine Hals- und

eine Kopfregion auf. Diese bestehen aus je zwei schweren Ketten (220 kDa) und zwei leich-
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ten Myosinkettenpaaren (,,myosin light chain“; MLC) mit 20 und 17 kDa am Ende der Kopf-
region (ADELSTEIN und SELLERS, 1996). Die 20 kDa Myosin-Leichtkette, die bei Auslo-
sung der Kontraktion posphoryliert wird, {ibt eine regulatorische Funktion aus (,,regulatory
myosin light chain®; RLC). Im Myosinkopf befindet sich eine MgATP- und eine Aktin-
bindungsstelle (BARANY und BARANY 1996).

Die Kontraktion bzw. Relaxation der glatten Muskelzellen wird, wie in der Skelett- und der
Herzmuskulatur, durch Anstieg bzw. Absinken der freien intrazelluliren Ca®’-Konzentration
ausgeldst. Das Ansteigen des intrazelluliren Calciums kann zum einen durch Offnen von Cal-
cium-Kanélen in der Zellmembran, zum anderen tiber die Freisetzung von Calcium aus intra-
zelluldren Speichern erfolgen (SOMYLO und SOMYLO 1994). Bei der intrazelluldren Frei-
setzung spielt Inositoltriphosphat (IP;) eine wesentliche Rolle. Calcium bindet an das
Modulatorprotein Calmodulin (SOMLYO 1997), was eine Konformationsidnderung dieses
Molekiils bewirkt. Dadurch wird die Bindung dieses Komplexes an eine inaktive Myosin-
Leichtketten-Kinase (,,myosin light chain kinase®; MLCK) moglich. Die Folge dieser
Bindung ist die Umwandelung der MLCK in ihre aktive Form, wodurch wiederum die
regulatorische Myosin-Leichtkette (RLC) posphoryliert wird (GILBERT-MCCLAIN et al.
1998, SOMLYO und SOMLYO 2000). Diese Posphorylierung der RLC steigert die Aktivitét
der MgATPase. Dies fiihrt zur Kippbewegung des Myosinkopfchens und dadurch zur
Kontraktion. Anschlielend sinkt die Calcium-Konzentration in der Zelle, Calmodulin 16st
sich von der MLCK und dadurch konvertiert die Kinase wieder in ihre inaktive Form. Durch
eine Myosin-Leichtketten-Phosphatase (,,myosin light chain phosphatase*; MLCP) kommt es
zu einer Dephosphorylierung der RLC. Dies fiihrt zur Relaxation des Muskels (STULL et al.
1996).

Wird die MLCP gehemmt, erfolgt keine Dephosphorylierung der RLC und der Muskel kann
weiter in Kontraktion bleiben (KAMM und GRANGE 1996).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Kontraktion glatter Muskelzellen. Gezeigt wird
der Ca®"-Einstrom tiber Ca*-Kanile und die Freisetzung von Ca®" aus dem Endoplasmati-
schen Reticulum (ER), die Erhéhung der MgATPase-Aktivitdt des Myosins vermittelt tiber
Calmodulin (CaM) und die Phosphorylierung der regulatorischen Myosin-Leichtkette (RLC)
durch die Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) und die Querbriickenbildung zwischen Actin
und Myosin (modifiziert nach BARANY und BARANY 1996).

2.6.1.2 Mechanismus der Erregungsiibertragung

Zwischen dem Stimulus und der kontraktilen Antwort einer GefdBmuskelzelle liegen zahlrei-
che Schritte. Der zentrale Trigger fiir die Kontraktion der glatten Muskelzelle ist das Anstei-
gen der intrazellulidren Calcium-Konzentration. Diese erfolgt durch Offnen der Calcium—Ka-
nile in der Zellmembran und die Freisetzung von Ca’" aus intrazelluliren Speichern. Der Cal-
cium-Einstrom nach Offnung der Kaniile beruht auf einem starken Konzentrationsgefille zwi-
schen extra- und intrazellulirem Raum. Am ruhenden Muskel kann von einer extrazelluldren
Konzentration von 1,2 mM und einer intrazelluldren von nur 100 bis 300 nM ausgegangen
werden (HUGHES 1995). Calcium-Kanéle werden entweder durch Verdnderung des Mem-
branpotentials (spannungsgesteuerte Kanéle ,,voltage-operated channels* VOC) reguliert oder
direkt durch Hormone, bzw. Neurotransmitter aktiviert (liganden- bzw. rezeptorgesteuerte

Kanile ,,receptor-operated channels* ROC) (BOLTON et al. 1999).

2.6.1.3 Spannungsgesteuerte Calcium-Kaniile

In glatten Muskelzellen sind L- (long lasting) und T- (transient) Typ-Calcium-Kanédle von

Bedeutung. L-Typ-Kanile produzieren einen relativ langanhaltenden Ca**-Einwirtsstrom,
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T-Typ-Kanile dagegen zeigen eine schnelle Inaktivierung des Ca**-Einwirtsstromes. An der
Gefalmuskelzelle spielen vor allem L-Typ-Kanéle eine wichtige Rolle (HUGHES 1995,
WEGENER et al. 2004).

Zum Calcium-Einwirtsstrom kommt es durch eine Offnung der spannungsgesteuerten Cal-
cium-Kanile, was durch eine Anderung des elektrischen Membranpotentials erreicht wird.
Das Ruhemembranpotential einer glatten Muskelzelle liegt physiologischerweise bei etwa

-60 mV. Durch Depolarisation wird dieses Ruhepotential abgesenkt, wodurch die Calcium-
Kanile 6ffnen und extrazellulires Ca®" in die Zelle einstrdmt (SOMLYO und SOMLYO
1994, HIMPENS et al. 1995). Zusitzlich kann die Depolarisation der Zelle auch durch eine
von anderen Zellen kommende Erregung, durch Aktivierung ligandengesteuerter Kanéle oder
durch intrazelluldre Vorginge verursacht werden. L-Typ-Calcium-Kanéle konnen durch Kat-
ionen wie z.B. Magnesium blockiert werden, sie besitzen aber auch Bindungsstellen fiir 1,4-
Dihydropyridine (z.B. Nifedipin), Phenylalkylamine (z.B. Verapamil) und Benzothiazepine
(z. B. Diltiazem). Diese Substanzen wirken als Calcium-Kanal-Blocker, hemmen somit den
Ca”*-Einwirtsstrom und fiilhren so zu einer Vasodilatation (FLECKENSTEIN und
FLECKENSTEIN-GRUN 1988, FLECKENSTEIN 1990, HAGIWARA et al. 1993).

2.6.1.4 Ligandengesteuerte Calcium-Kanile

Im Gegensatz zu Spannungs-abhingigen Calcium-Kanélen sind ligandengesteuerte Calcium-
Kanile nicht vom Membranpotential abhingig, sondern werden direkt durch entsprechende
Agonisten reguliert. Das Offnen der Calcium-Kanile fiihrt auch zu einer Depolarisation der
Zellmembran und das wiederum kann ein Offnen der spannnungsabhiingigen Calcium-Kanile
zur Folge haben (SOMLYO und SOMLYO 1994). Bisher wurden in glatten Muskelzellen u.a.
ATP-, Angiotensin II- und Serotonin-gesteuerte Calcium-Kanile gefunden (RUEGG et al.
1989).

2.6.1.5 Calcium-Freisetzung aus intrazellulidren Speichern

Ein weiterer, sehr wichtiger Mechanismus der Erregungsiibertragung ist die Freisetzung von
Ca®" aus intrazelluliren Speichern nach Bindung eines Liganden an einen Membranrezeptor.
Dies liuft unabhingig von einer Anderung des Membranpotentials ab. Eine sehr wichtige
Stellung bei der Signaltransduktion nimmt dabei die Phosphatidylinositol-Kaskade ein
(BERRIDGE und IRVINE 1984).
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2.6.1.6 Regulation der Gefille

An der Regulation des Gefdtonus sind neben dem Sympathicus u.a. die Peptidhormone
Angiotensin und Adiuretin sowie Faktoren des Endothels beteiligt. Der Tonus der Gefille
wird vor allem iiber a- und B-Adrenozeptoren gesteuert. Die Gefdlle sind von einem Netz
postgangliondrer sympathischer Nerven umgeben. Noradrenalin, der Ubertriigerstoff des
sympathischen Nervensystems wird vor allem in den Nervenzellen aus Dopamin durch
Hydroxylierung gebildet. AnschlieBend wird es in Vesikeln gespeichert, die in bestimmten
Bereichen (Varikositdten) der sympathischen Nervenfasern vorliegen. Noradrenalin wirkt
hauptséchlich tiber a;-Adrenorezeptoren und 16st liber diese G-Protein-gekoppelten Rezepto-
ren eine Kontraktion der GefiBe aus (FORSTERMANN 2001). Adrenalin wird im Nebennie-
renmark und Paraganglien des Sympathicus gebildet. Als Hormon wirkt es sowohl an a;- als
an P,-Adrenorezeptoren. Dabei liberwiegt aber der Einfluss auf o;-Adrenorezeptoren und
damit die vasokonstriktorische Wirkung. Eine weitere vasokonstriktorisch wirkende Substanz
stellt das Angiotensin II (Vorstufe Angiotensinogen wird in der Leber gebildet) dar.
Angiotensin II ist eine der am stdrksten wirkenden vasokonstriktorischen Substanzen des
Organismus und wirkt direkt an den Arteriolen. Gleichzeitig fordert es auch iiber das
Kreislauf-Zentrum im ZNS eine Vasokonstriktion, wodurch der direkte Effekt an den Arterien
verstirkt wird (FORSTERMANN 2001). Adiuretin (Vasopressin) wird im Hypophysen-
hinterlappen gebildet und direkt in den Blutkreislauf abgegeben. Es wirkt ebenfalls iiber G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren verengend auf die Gefale.

Im Gegensatz zum sympathischen Anteil besitzt der parasympathische Anteil des vegetativen

Nervensystems keinen wesentlichen Einfluss auf die Gefdfle (RANG et al. 2003a).

2.6.2 Gefiflspannungs-verindernde Substanzen

2.6.2.1 Der Einfluss von Noradrenalin auf die Gefalmuskulatur

Noradrenalin 16st als vasokonstriktorisch wirksame Substanz iiber o;-Adrenozeptoren eine
Kontraktion der glatten Muskulatur der Gefélle aus. Nachdem es an den Rezeptor gebunden
hat, wird iiber G-Protein die Phospholipase C (PLC) aktiviert, die ein bestimmtes
Phospholipid der Zellmembran, das Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP;) abspaltet. Aus
diesem Phospholipid entstehen diacyliertes Glycerin (Diacylglycerin, DAG) und Inositol-
1,4,5-triphosphat (IP3). DAG und IP; werden auch als sekundire Botenstoffe (second
messenger) bezeichnet. Dabei bleibt DAG in der Membran und stimuliert die Proteinkinase C

(PKC). IP5 bindet an den IP3-Rezeptor des Endoplasmatischen Reticulums (ER). Diese IPs-
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Rezeptoren konnen auch als intrazelluldre Ca**-Kanile bezeichnet werden (BERRIDGE und
IRVINE 1984, SOMLYO und SOMLYO 1994). Nach Bindung des IP; erfolgt eine Konfor-
mationsinderung des Kanals, der Kanal wird gedffnet und Ca®* aus dem ER freigesetzt. Die
durch den zweiten Botenstoff DAG aktivierte Proteinkinase C bewirkt schlieBlich eine
Phosphorylierung spezifischer Zielproteine, die iiber eine Sensibilisierung der kontraktilen

Proteine fiir Ca>" an der Regulation der Kontraktion beteiligt sein kénnen.

b w
a®**—»Ca*.CaM
2 Sy ;
m IP;-Rezeptor Kontr‘aktuon

Rmuskelzelle

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Signaltransduktion bei der Kontraktion der Ge-
faBmuskelzelle. Gezeigt werden spannungsgesteuerte (VOC) und rezeptorgesteuerte (ROC)
Calcium-Kanile in der Zellmembran. Nach Bindung von Noradrenalin (NA) an a;-Adreno-
zeptoren wird die Phosphatidylinositol-Kaskade aktiviert. IP; vermittelt als intrazelluldrer
second messenger die Freisetzung von Ca’’ aus intrazelluliren Speichern (ER). DAG
stimuliert die Proteinkinase C (PKC). Daneben ist wahrscheinlich der Einstrom von
extrazellulirem Ca’" durch spannungsgesteuerte Calcium-Kanile der Zellmembran an der
NA-induzierten Kontraktion beteiligt. Moglicherweise erfolgt zunichst G-Protein-vermittelt
die Offnung rezeptorgesteuerter Calcium-Kanile (nach MULLER 1997).

2.6.2.2 Der Einfluss von Milrinon auf den glatten Muskel

Milrinon wirkt als Hemmstoff der Phosphodiesterase III (PDE III). Dadurch wird in der Zelle
gebildetes cAMP weniger stark abgebaut. cAMP aktiviert eine Proteinkinase A, wodurch
Proteine phosphoryliert werden. Mit groBer Wahrscheinlichkeit kommt es durch Aktivierung
der Magnesium-abhédngigen Calcium-Pumpen (Mg-abhingige Ca-ATPasen) des Endoplas-
matischen Reticulums und der Zellmembran zur Absenkung der intrazelluldren Calcium-Kon-
zentration und damit zur Relaxation der Muskelzelle (KOMAS et al. 1991, SEGARRA et al.
2002).
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2.6.2.3 Der Einfluss von Kalium auf den glatten Muskel

Pysiologischerweise kommt es bei einer Depolarisation der glatten Muskelzelle zum Offnen
der L-Typ-Calcium-Kanédle und dadurch zum Einstrom von extrazellulirem Calcium. Expe-
rimentell kann man die Depolarisation durch Erh6hung der extrazelluldren Kalium-Konzent-
ration erzeugen, wodurch sich die Spannungs-abhéngigen Calcium-Kanéle 6ffnen, Calcium in
die Zelle flieBt und eine Kontraktion ausgeldst wird. Entsprechend wirken Calcium-Kanal-

Blocker besonders stark auf die Kalium-induzierte Kontraktion (MULLER 1997)

Das Endothel

Eine wichtige Rolle fiir die Regulation des GefdBitonus spielt auch das Endothel. Das Endo-
thel kleidet das Gefdll innen aus und bildet dadurch eine glatte Oberflache. Gleichzeitig be-
sitzt es aber auch steuernde Funktionen auf die GefaBweite und dadurch auf die Durchblutung
der Gewebe. Von entscheidender Bedeutung dafiir sind die vasoaktiven Faktoren Stickstoff-
monoxid (NO) und Endothelin (FURCHGOTT und ZAWADSKI 1980, YANAGISAWA et
al. 1988).

2.6.2.4 Synthese und Wirkmechanismus des NO

Die Synthese von NO wird zum einem durch Acetylcholin und Serotonin zum anderen aber
auch durch Mediatoren, die aus den Blutplittchen stammen, wie z.B. ADP und ATP angeregt.
Diese Substanzen sind in der Lage iiber Rezeptoren die freie Ca**-Konzentration in den En-
dothelzellen zu erhdhen, wodurch die NO-Synthase aktiviert wird (SHIN und MORGAN
2003). NO wird aus L-Arginin in der Endothelzelle gebildet. Es wird anschlieBend freigesetzt,
diffundiert aufgrund seiner hohen Lipophilie in die GefaBmuskelzelle und bindet an die 16sli-
che Isoform der Guanylatcyclase. Diese geht in ihre aktive Form iiber und fordert die Syn-
these von cGMP aus GTP. cGMP 16st als second messenger iiber die Proteinkinase G eine

Relaxation der GefaBmuskelzelle aus (FURCHGOTT 1983, PEARSON 1993).
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Abbildung 10: Synthese und Wirkmechanismus von NO. Acetylcholin- (Ach)-induzierte Bil-
dung von NO in den Endothelzellen durch Stimulierung einer NO-Synthase (NOS). Aus L-
Arginin gebildetes NO aktiviert in der GefaBmuskulatur die 16sliche Guanylatcyclase (sGC),
wodurch cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) gebildet wird, welches die Relaxation
vermittelt (nach MULLER 1997).

2.6.2.5 Endothelin

Endothelin (ET) ist ein stark vasokonstriktorisch wirkendes Peptid. Es wurde erstmals 1988
aus dem Kulturmedium von Schweineaortenzellen isoliert (YANAGISAWA et al. 1988). In-
zwischen unterscheidet man mehrere Isoformen wie ET-1, ET-2 und ET-3. Nur ET-1 kommt
in Endothel- und GefaBmuskelzellen vor. Es gibt mindestens zwei Typen von ET-Rezeptoren,
ETA und ETg, wobei ETg vor allem auf der Oberfliche von glatten GefaBmuskelzellen zu
finden ist und bevorzugt das ET-1 bindet (KWON et al. 2003). ET-1 wird iiber Exocytose aus
der Endothelzelle freigesetzt und an die Rezeptoren gebunden. Ahnlich wie bei Noradrenalin
kommt es zur Aktivierung der Phosphatidylinositol-Kaskade. Uber IP; erfolgt eine Calcium-
Freisetzung aus den intrazelluldren Speichern des ER. Zusitzlich wird die Proteinkinase C
aktiviert. Die durch Endothelin ausgeloste Kontraktion entwickelt sich im Verhiltnis zu
Noradrenalin sehr langsam, zeichnet sich aber durch eine lange Wirkdauer aus (KWON et al.
2003). Man nimmt an, dass das stindige Freisetzen von ET-1 aus den Endothelzellen fiir die

Erhaltung des Basaltonus der Gefia3e mitverantwortlich ist (GRAY und WEBB 1996).
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2.6.3 In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen zur Bestimmung von Gefifitonus und

Kontraktilitit des Herzens

Zur Uberpriifung des Einflusses des Hintonia-latiflora-Extraktes auf GefiBtonus und Herz-
kontraktilitit werden etablierte In-vitro-Methoden wie Kontraktionsmessungen an isolierten
Aortenringen, Kontraktionsmessungen am isolierten Papillarmuskel und fluoreszenz-

mikroskopische Bestimmung der intrazelluldren Calcium-lonenkonzentration verwandt.

2.6.3.1 Kontraktionsmessungen an isolierten Aortenringen

Um einen generellen Einfluss des Hintonia-latiflora-Extraktes auf die GefdBle darzustellen
sind In-vitro-Versuche an isolierten Aortenringen sehr gut geeignet. Die Aorta bietet als
einfach zu préparierendes Gefdll die Moglichkeit gezielter Untersuchungen der Funktion des

glatten GefaBBmuskels.

Messprinzip

Das Testsystem beruht auf der isometrischen Messung der Kontraktionskraft isolierter
Aortenringe. Die Registrierung erfolgt liber einen induktiven Kraftaufnehmer. Ziel ist es, den
Einfluss von Testsubstanzen auf die durch Noradrenalin bzw. Kalium (als Beispiele fiir vaso-
konstringierende Substanzen) induzierte Kontraktion der glatten Muskulatur zu ermitteln.

Die Methode zur Untersuchung der Noradrenalin-induzierten Kontraktion basiert auf Arbeiten

von NELSON (1984), HAGIWARA et al. (1993) und MULLER (1997).

2.6.3.2 Papillarmuskel

Bedeutung und Lage des Papillarmuskels

Das Herz wird in Vorhofe und Herzkammern unterteilt. Zwischen diesen beiden Komparti-
menten liegen die Artrioventrikularklappen (AV-Klappen). Diese hdutigen, trichterférmigen
Segelklappen stehen iiber Sehnenfaden mit den Papillarmuskeln in Verbindung. Wahrend der
Kontraktion der Herzkammern verhindern die Papillarmuskeln ein Durchschlagen der AV-
Klappen in die Vorhdfe. Sie ermoglichen somit in der Systole eine sichere Abdichtung der

Ventrikel gegeniiber den Vorhofen (THEWS et al. 1999a).
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2.6.3.3 Kontraktionsmessungen am isolierten Papillarmuskel

Das verwendete Testsystem basiert auf der Messung der Kontraktionskraft isolierter Papil-
larmuskeln des Meerschweinchens mit Hilfe induktiver Kraftaufnehmer. Anhand dieser Mes-
sungen kann eine Beurteilung der Wirkung der Testsubstanzen auf die Kontraktion des Her-
zens erfolgen. Die Papillarmuskeln, als ein Teil des Kammermyokards, konnen wegen ihrer
Form und Struktur gut pripariert werden. Bei der Entnahme aus dem Herzen werden sie nur
an der Basis verletzt. Aufgrund ihres sehnigen Fortsatzes lassen sie sich problemlos an einem
Kraftaufnehmer fixieren. Die Papillarmuskeln des Meerschweinchens verhalten sich physio-
logisch @hnlich wie das Ventrikelmyokard des Menschen (REITER 1966, SENSCH 1995,
MULLER 1997).

2.6.34 Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der intrazelluliren Calcium-

Ionenkonzentration

Mit bestimmten Fluoreszenzfarbstoffen ldsst sich die intrazelluldre Calcium-Ionenkonzentra-
tion bestimmen. Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 fungiert als Calcium-Indikator
(GRYNKIEWICZ et al. 1985). Innerhalb der Zelle bildet er mit den Calcium-Ionen einen
Chelatkomplex aus und dndert dabei seine Fluoreszenz. Dieser Vorgang lauft spezifisch ab
und ist quantitativ bestimmbar. Lebende Zellen werden durch den Farbstoff nicht geschadigt.
Das fiir die Messung benétigte Fura-2-Salz kann nur schwer die Zellmembran passieren, des-
halb wird der Zellmembran-permeable Acetmethoxyester des Fura-2 verwendet. Nach Per-
meation in die Zelle wird dieser von zelleigenen Esterasen hydrolysiert und die Acetmethoxy-
Gruppen abgespalten, so dass Fura-2 als Ion in der Zelle vorliegt (LODISH 1995). In dieser
Konfiguration kann Fura-2 die Zelle nicht mehr verlassen. Fura-2 wird alternierend mit Licht
der Wellenldnge 340 und 380 nm angeregt und die Fluoreszenz bei 510 nm gemessen. Bei
Bindung der Calcium-lonen wird das Emissionsspektrum modifiziert, so dass sich eine
Anderung der Ca”*-Konzentration bestimmen ldsst. Bei steigender Ca®"-Konzentration nimmt
die Fluoreszenz bei einer Anregung von 340 nm zu, bei Anregung mit 380 nm dagegen ab.
Das Verhiltnis (Ratio) der Emissionsintensititen bei 340 und 380 nm Anregung gilt als ein
MaB fiir die Ca**-Konzentration. Die Bildung einer Ratio besitzt den Vorteil, dass diese die
Calcium-Konzentration unabhéngig vom Beladungszustand der Zelle mit Farbstoff und vom
Ausbleichen des Farbstoffes (bleaching) wiahrend des Versuches wiedergibt. Ein Problem bei
der Calcium-lonenbestimmung ergibt sich durch das ebenfalls in der Zelle vorhandene

Chelat-bildende Magnesium-Ion. Da die Affinitit von Ca*” zu Fura-2 wesentlich hoher ist als
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die von Mg”", ist aber eine Stérung durch Magnesium-Ionen nicht zu erwarten

(GRYNKIEWICZ et al. 1985).

2.6.3.5 Der Einfluss von Vasopressin auf den glatten Muskel

Vasopressin (Adiuretin) wirkt wie Angiotensin als stark vasokonstringierende Substanz auf
den GefdlBmuskel. Es verursacht eine Konstriktion der Kapillaren und Arteriolen in der Haut,
im Bindegewebe und in den inneren Organen, einschlieBlich der Koronargefil3e. Dieser Ef-
fekt beruht auf einer direkten Wirkung iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren auf den glatten
Muskel. Die Wirkung kann auch durch Adrenozeptorenblocker nicht antagonisiert und durch
Denervation nicht aufgehoben werden (GARTNER und HAEN 2001). An geziichteten Zellen
wie den A10-Zellen (Aortenzellen der Ratte) kann mit Vasopressin ein Calcium-Transient
(voriibergehende Erhohung der Calcium-Konzentration) ausgelost werden (GRIER et al.

1989, DI SALVIO und RAATZ NELSON 1998).

2.6.3.6 Ultraschallverfahren zur vaskuliren Diagnostik

Farbkodierte Duplexsonographie

Duplexsonographie (duplex lat.: doppelt, zweifach) bezeichnet eine Kombination aus Impuls-
echoverfahren, dem sogenannten B-Bildverfahren und einem kontinuierlichen (CW) oder
gepulsten (PW) Dopplerverfahren. Es ermoglicht die gleichzeitige Darstellung von
makroskopischen Strukturen und Blutstromungen. Das B-Bildverfahren zeigt die Struktur
bzw. Lokalisation des GefaBles und das Dopplerspektrum gibt Auskunft {iber die Blutflussge-
schwindigkeit an dieser Stelle (BARR 1992).

B-Mode

Im B-Mode (B = brightness, engl.: Helligkeit, mode engl.: Verfahren) oder B-Bildverfahren
werden reflektierende Grenzflachen, die in einer Ebene liegen, als Punkte auf dem Monitor
sichtbar gemacht. Diese Punkte weisen unterschiedliche Helligkeit auf und es entsteht ein ein-
oder zweidimensionales Bild. Die unterschiedlichen Reflexionseigenschaften der verschiede-
nen Gewebe konnen in Grauwertabstufungen sichtbar gemacht werden (FRITSCH und
GERWING 1993). Dieser Bildtyp zeigt das gesamte Gewebe, das vom Ultraschall durchquert
wird. Im Gegensatz zu anderen Verfahren (A-Mode oder M-Mode) werden mehrere Ultra-

schallstrahlen verwendet und anschlieBend das Echo jedes einzelnen Strahles analysiert.
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Wenn mehrere B-Mode-Bilder hintereinander geschaltet werden, spricht man von Real-time-

Bildern (PALMER 1999).

Real-time-Mode

Der Real-time Mode zeigt Bewegungen, indem die Bilder des Korperteils unter dem Schall-
kopf so angezeigt werden, wie sie gerade abgetastet werden. Alle Bewegungen des Korpers
bzw. der zu schallenden Struktur (z.B. Fetus, pulsierende Blutgefdf3e) verursachen auch eine
Bewegung in der Abbildung. Auf dem Monitor erscheint die Bewegung in Echtzeit, so wie sie
ablauft (PALMER 1999). Diese Methode erlaubt die Beurteilung anatomischer und pathologi-
scher Strukturen und gibt teilweise auch Riickschliisse auf die Funktion von Organen
(POULSEN-NAUTRUP 2001).

Bei den meisten Real-time-Gerédten ist es moglich, das angezeigte Bild als Standbild festzu-
halten (einzufrieren). Dadurch ergibt sich die Mdglichkeit einer detaillierten Betrachtung bzw.

einer genauen Messung (PALMER 1999).

2.6.3.7 Dopplereffekt

Schon 1842 beschrieb der Osterreichische Physiker Christian J. Doppler (1803-1853) die nach
ihm benannten optischen und akustischen Phinomene (BOLLINGER und PARTSCH 2003).
Der Dopplereffekt ist die Verdnderung der Schallwellenfrequenz als Ergebnis der Relativbe-
wegung zwischen Schallsender und Empfénger. Die Frequenzverdnderung ist proportional zur
Geschwindigkeit der Bewegung (PALMER 1999). Wenn Schallwellen von einem unbeweg-
ten Objekt reflektiert werden, haben die reflektierten Schallwellen eine geringere Energie als
die ausgesandten Wellen, besitzen aber die gleiche Frequenz und Wellenlidnge wie diese. An-
ders verhélt es sich bei bewegten Objekten. Bei ihnen unterliegen die reflektierten Schallwel-
len einer Frequenzverschiebung. Diese Verschiebung wird als Dopplershift (fj) bezeichnet.
Unter dieser Dopplerverschiebung (fq) versteht man auch die Differenz aus der reflektierten
Frequenz (f) und der urspriinglich ausgesandten Frequenz (fp). Daraus ergibt sich: fg = fi- fo
Zusitzlich gilt es jedoch zu beriicksichtigen, ob sich das Objekt auf den Schallkopf zu bewegt
(z. B. Blutkdrperchen), dann gilt: f; > f; und f; > 0. Ublicherweise stellt man das auf den
Schallkopf zuflieBende Blut im farbkodierten Dopplerverfahren rot dar und oberhalb der Null-
Linie. Bewegt sich das Objekt hingegen vom Schallkopf weg, ergibt sich: f; < f, und damit

fq < 0. Es wird meist in blauer Farbe sichtbar gemacht und zeigt sich unterhalb der Null-Linie
(POULSEN-NAUTRUP 2001). Die Farbzuordnungen rot und blau sind willkiirlich gewahlt
und unabhéngig von dem jeweiligen GefdBityp (Arterie, Vene) und der Qualitit des Blutes
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(arteriell, venos). Die GroBle der Dopplerverschiebung ist abhingig von der Stromungsge-
schwindigkeit der reflektierenden Objekte (V), von der Bewegungsrichtung der Objekte im
Verhiltnis zur Ausbreitungsrichtung der Ultraschallwellen (cos ®) und der Geschwindigkeit

des Schalls im Gewebe (c).

Dadurch ergibt sich:

V-cos ®

fd=2'fu' C

fq = Dopplershift
fo = urspriinglich ausgesandte Frequenz
V = Stromungsgeschwindigkeit der reflektierenden Objekte
® = Winkel zwischen Schallstrahl und Blutstromungsrichtung
¢ = Geschwindigkeit des Schalls im Gewebe
Entspricht die FlieBrichtung des Blutes genau dem Einfallswinkel der Schallwellen, so ist der
Winkel ® gleich 0° und der Kosinus von ® gleich 1. Daraus ergibt sich, dass die gemessene
FlieBgeschwindigkeit mit der tatsdchlichen tibereinstimmt und der Messfehler bei 0 % liegt.
Bei allen Messungen muss deshalb der Einfallswinkel des Schalls mitberiicksichtigt werden.
Ist das reflektierende Gewebe nicht parallel zum Schallstrahl, wird die angezeigte Frequenz-
dnderung niedriger ausfallen als die eigentliche Geschwindigkeit. Die Winkelabweichung
sollte nie 60° iiberschreiten, da sonst nicht vertretbare Messfehler auftreten. Bei einem Dopp-
lereinfallswinkel von 90° (Kosinus von ® gleich 0) lassen sich keine Blutstrome mehr
registrieren (KOPP und LUDWIG 2001). Fiir die Anwendung in der Diagnostik liegt der
Dopplershift etwa im Bereich zwischen 100 Hz und 11 kHz, das entspricht einer Geschwin-
digkeit von 10-100 cm/s (BARR 1992), bzw. zwischen 0 und 20 kHz (POULSEN-
NAUTRUP 2001). Durch den Vergleich zwischen reflektiertem Ultraschallsignal und ur-
spriinglich ausgesandter Frequenz kann der Doppler-Shift akustisch wahrgenommen werden
(FEHSKE 1988). Frequenzen in dem oben beschriebenen Bereich sind horbar und manifestie-
ren sich je nach Geschwindigkeit in unterschiedlich hohen Toénen. Schnelle Blutstromungen
mit grolem Dopplershift werden als hohe Tone wahrgenommen, langsame FlieBgeschwin-
digkeiten mit geringem Dopplershift als tiefe Tone und Gerdusche. Graphisch werden die
Flusskurven als zweidimensionales Diagramm aufgetragen, indem die Hohe des Dopplershifts
proportional zur Geschwindigkeit der zu untersuchenden Blutstromung in der Y-Achse gegen
die Zeit in der X-Achse dargestellt wird. Durch klare Bezeichnung der Null-Linie ist es
moglich, den Dopplershift zu jeder Zeit abzulesen (FEHSKE 1988). Uber die Doppler-Formel
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(siche oben) kann unter Berticksichtigung des Winkels ® die Flussgeschwindigkeit berechnet
werden (vgl. FEHSKE 1988).

Dopplerfrequenzspektrum

Da sich die Blutkdrperchen mit unterschiedlicher Geschwindigkeit in der Blutbahn bewegen,
spricht man von einem Dopplerfrequenzspektrum. Uber das Dopplerspektrum koénnen Fluss-
Signale akustisch und graphisch dargestellt werden. Von der Dopplersonde wird nicht nur
eine einzige Frequenz registriert, sondern sehr viele Frequenzen erfasst. Fiir jede Frequenz
bzw. Geschwindigkeit existiert daher eine eigene Dopplerkurve, die sich libereinandergestellt
zu einem Spektrum vereinigen. Es entsteht ein Frequenzgemisch, das mit Hilfe der Fast-Fou-

rier-Transformation aufgelost werden kann (POULSEN-NAUTRP 2001).

Verschiedene Dopplerverfahren

Um die Bewegungen von Blutkdrperchen zu messen, gibt es zwei unterschiedliche Grundty-
pen des Doppler-Ultraschalls: Das CW-Dopplerverfahren (C = continuous, engl., kontinuier-
lich; W = wave, engl., Welle) und das PW-Dopplerverfahren (P = pulsed, engl., gepulst; W =

wave, engl., Welle). Beide Verfahren werden mit dem B-Bildverfahren kombiniert.

CW-Dopplerverfahren

Bei der Continous-Wave-Doppler-Echographie werden iiber einen Sendekristall kontinuier-
lich Schallwellen ausgesandt. Ein weiterer Kristall (Empfanger) registriert die reflektierten
Signale. Die Echos entstehen an bewegten Objekten iiber die gesamte Eindringtiefe. Aus die-
sem Grund ist eine genaue Tiefenzuordnung ausgeschlossen. Verschiedene sich iiberlagernde
Flussereignisse konnen simultan analysiert werden (FEHSKE 1988). Die Vorteile dieses Ver-
fahrens liegen in der Darstellung von hohen Blutflussgeschwindigkeiten. Eine zweidimen-
sionale Darstellung ist nicht moglich. Deshalb wird diese Methode vor allem in der Kardiolo-
gie und zur Bestimmung von GefaB3-Stenosen angewendet (POULSEN-NAUTRP 2001). Der
CW-Doppler kann also als eine kontinuierliche Messung {liber die gesamte eindimensionale

Mess-Strecke bezeichnet werden (LUTZ 1989).

PW-Dopplerverfahren
Das gepulste Dopplerverfahren wurde entwickelt, um sich iiberlagernde Stromungsrichtungen
und -geschwindigkeiten analysieren zu konnen. Bei dieser Methode ist nur ein Kristall vor-

handen, der sowohl Impulse aussendet als auch empfingt. Es wird jeweils nur ein einzelner
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sehr kurzer Impuls ausgesendet und die Laufzeit der Schallwelle bis zu einer bestimmten
Tiefe (Reflexionsort) und die Zeit die der Schall von dieser Tiefe zuriick zur Sonde braucht
registriert. Die Haufigkeit, mit der die Impulse ausgesendet werden, bezeichnet man als Puls-
wiederholungsfrequenz (PRF). Diese ist abhingig von der gewlinschten Messtiefe. Mit Hilfe
eines Analyse-Fensters, bzw. Dopplertores werden nur die Reflexionen aus einer bestimmten
Tiefe analysiert. Das Dopplertor 6ffnet nur fiir einen bestimmten Zeitraum. Erst wenn der
ausgesandte Schall ausgewertet worden ist, kann ein neuer Impuls losgeschickt werden. Da-
durch ergibt sich eine eindeutige Tiefenzuordnung. Vorteile dieses Systems sind der genau
festgelegte Messbereich und die Mdglichkeit eine Winkelkorrektur durchfiihren zu kénnen.
Dadurch ist keine exakt parallele Anschallung der Gefdlle notwendig. Ein Nachteil besteht
darin, dass sehr hohe Geschwindigkeiten nicht mehr genau erfasst werden konnen und das
sogenannte Messvolumen auf einen einzigen Bereich beschrinkt ist (EVANS und

MCDICKEN 2000).

Farbkodiertes Dopplerverfahren

Beim farbkodierten Dopplerverfahren wird das zweidimensionale Stromungsbild durch Farb-
kodierung dem zweidimensionalen statischen B-Bild aufgelagert. Die Geschwindigkeitsdaten
werden auf dem gesamten Schnittbild erfasst und als farbige Punkte wiedergegeben (BARR
1992). Dieses Verfahren dient vor allem der qualitativen Darstellung von Blutstromung, das
bedeutet, dass die Farbe und die Farbintensitit wie auch die Richtung und die Geschwindig-
keit der Stromung wiedergeben werden. Mit diesem System ist es mdglich, eine exakte Zu-
ordnung des jeweiligen Gefilles zu treffen. Im Gegensatz zu herkdmmlichen Duplex-Syste-
men baut ein Farbduplexgerit nicht nur ein Messvolumen, sondern eine Vielzahl von Mess-
volumina auf. Eine mit mehreren Sample volumes ausgestattete Dopplerlinie wird {iber das B-
Bild gefahren. Innerhalb des Farbdopplerfensters wird das Bild zum einem von Dopplerlinien
und zum anderem von B-Bildlinien aufgebaut. Durch B-Bildlinien wird ein herkommliches
Grauwertbild hergestellt, durch die Dopplerlinien erfolgt die Darstellung der Blutflussge-
schwindigkeit. Die Stromungsinformation kann flichenhaft dargestellt werden. Auf diese
Weise gibt es einen raschen Uberblick iiber die himodynamischen Verhiltnisse im Untersu-
chungsgebiet. Die Farbzuordnung alleine erlaubt jedoch keine genaue quantitative Bestim-
mung von Stromungsgeschwindigkeiten, ist aber zum Auffinden der Gefdlle wichtig (KOPP

und LUDWIG 2001).
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Anwendung

Besonders in der Arterioskleroseforschung und in diesem Zusammenhang auch in der Diabe-
tesforschung nimmt die Ultraschalldiagnostik einen wichtigen Platz ein, da Verdnderungen an
GefdBwinden und dadurch bedingte Blutflussdnderungen sehr genau dargestellt werden kon-
nen (WICKLINE et al. 1993, ALLOT et al. 1999, CHIESA et al. 2001).

Das farbkodierte Dopplerverfahren wird vor allem zum Auffinden und zur Bestimmung ein-
zelner Gefdle verwendet. Mit dem gepulsten Dopplerverfahren konnen anschlieBend der
systolische und diastolische Blutfluss in den arteriellen Gefdflen gemessen und berechnet
werden (POULSEN-NAUTRUP 2001). Wichtig ist es, den Messbereich exakt zu wihlen. Bei
korrekter Positionierung des Schallkopfes ist das GefaBlumen vollstindig mit Farbe
ausgefiillt, die GefaBumgebung jedoch frei von Farbsignalen. Auch sollte die farbkodierte
Stromungsdarstellung nicht auf die GefiBwand iibergreifen (KOPP und LUDWIG 2001). In
der Regel erscheint das auf den Schallkopf zuflieBende Blut rot, das von der Sonde
wegstromendes Blut blau, wéhrend die Turbulenzen gelb bis griin auf dem Monitor dargestellt
werden. Je schneller die Blutflussgeschwindigkeit ist, desto heller zeigt sie sich auf dem
Bildschirm. Da aufgrund laminarer parabolischer Stromungsverhéltnisse die Flussge-
schwindigkeit in der Mitte des gesunden GefdBes immer am hochsten ist, stellt sich dieser
GefaBBbereich heller dar als die Randgebiete (POULSEN-NAUTRUP 2001). Wenn die
Bestimmung der maximalen Blutflussgeschwindigkeit mit Hilfe der gepulsten
Dopplersonographie erfolgt, muss das Messvolumen oder sample volume dabei zentral in das
Gefal gelegt werden und betrigt etwa 2/3 des GefaBdurchmessers (KOPP und LUDWIG
2001). Die Dopplersonographie nimmt als nicht invasive Technik eine wichtige Rolle in der
Diagnostik ein. Sie wird vor allem zur Messung und Untersuchung von Blutflussge-
schwindigkeiten und Stromungstypen (laminar oder turbulent) in den Gefdflen und den Herz-
kammern verwendet (BARR 1992). Die Ergebnisse konnen mit bekannten Flussprofilen der

GefaBe verglichen werden (FEHSKE 1988).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Zielsetzung der Studie

Die Sekundirerkrankungen des Diabetes mellitus stellen ein grof3es Problem dar. Besonders
die im Verlauf der Erkrankung entstehenden Gefdlverdnderungen tragen zu einer Ver-
schlechterung des Allgemeinbefindens und einer verkiirzten Lebenserwartung bei. Aufgrund
der diabetischen Makroangiopathien kann Arteriosklerose mit der Folge von Angina
pectoris, Herzinfarkt, Schlaganfall und peripheren Durchblutungsstérungen auftreten. Dia-
betische Mikroangiopathien filhren dagegen zu Komplikationen wie diabetische Retino-
pathie, Nephropathie und Polyneuropathie. Aus diesem Grund erscheint es sinnvoll, ein
Antidiabetikum mit zusitzlich vasodilatierendem Effekt einzusetzen. In den folgenden Un-
tersuchungen soll {iberpriift werden, ob der antidiabetisch wirkende Hintonia-latiflora-Ex-
trakt einen Einfluss auf das Gefdl3-System ausiibt. Fiir die pharmakologische Untersuchung
Herz-Kreislauf-wirksamer Substanzen stehen im Prinzip drei Arten von Testmodellen zur
Verfiigung: In-vivo-Versuche am lebenden Tier, In-vitro-Versuche an isolierten Organen
und In-vitro-Versuche an einzelnen Zellen bzw. Zellbestandteilen.

Mit Hilfe dieser Verfahren soll eine definitive Aussage iiber einen vasodynamischen Effekt
dieses Extraktes sowohl am isolierten Organ, an einzelnen Zellen als auch am lebenden Tier
gemacht werden. In-vitro-Versuche am isolierten Organ wie der Aorta sollen die Wirkung
des Extraktes auf die mechanische Funktion des glatten GefaBBmuskels zeigen. Versuche an
einzelnen Zellen helfen den Wirkungsmechanismus zu kléren. In-vivo-Versuche am
lebenden Tier beschreiben den Effekt der Testsubstanz auf das Gefd-System des
Organismus. Im Vordergrund stehen die Untersuchungen der Vasodynamik von Aorta
abdominalis und A. carotis communis. Als Parameter zur Herzkreislauf-Uberwachung
werden die intraarterielle Messung des Blutdruckes und die Herzfrequenz gewihlt.
Zusitzlich dazu wird die antidiabetische Wirkung anhand der Blutzuckerwerte iiberpriift.
Die Untersuchungen sollen dazu beitragen, antidiabetisch wirkende Arzneimittel zu finden,
mit denen Sekundirerkrankungen des Diabetes mellitus erfolgreicher behandelt werden

konnen.
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In-vitro-Untersuchungen:

» Meerschweinchenaorten-Kontraktionsversuche:
Noradrenalin-induzierte Kontraktion

Kalium-induzierte Kontraktion
» Meerschweinchenpapillarmuskel-Kontraktionsversuche

» Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen der intrazelluldren Ionenkon-

zentration

In-vivo-Untersuchungen

» Sonographische Untersuchungen von Kaninchen an:

o Aorta abdominalis

(GefaBdurchmesser, maximale systolische und enddiastolische

Blutflussgeschwindigkeit)
o Arteria carotis communis
(GefaBdurchmesser, maximaler systolische und enddiastolische
Blutflussgeschwindigkeit)
» Herz-Kreislauf-Parameter
o intrarterieller mittlerer Blutdruck

o Herzfrequenz

» Blutzuckerspiegel
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 In-vitro-Messungen an isolierten Aortenringen

3.2.1.1 Versuchstiere fiir die In-vitro-Versuche

Fiir die Versuche werden Meerschweinchen (Fa. Charles River, Kisslegg) beiderlei Ge-
schlechts mit Korpergewichten zwischen 250 bis 300 g verwendet.

Die Tiere werden im Tierstall des Instituts fiir Pharmakologie und Toxikologie der TU Miin-
chen in Gruppen von jeweils 6 Tieren gehalten. Die Haltung erfolgt in Kéfigen mit geloch-
tem Bodenbereich, wobei Papier als Versteck- und Riickzugsmoglichkeit zur Verfiigung
gestellt wird. Im Tierstall herrscht eine gleichmifige Temperatur von 21°C, bei einer relati-
ven Luftfeuchte zwischen 50 bis 60 %. Eine 12-stiindige Hell-Dunkelphase mit einer Be-
leuchtungsintensitét von 50 bis 100 Lux wéhrend der Tagphase und vollige Dunkelheit wih-
rend der Nachtphase wird durch einen automatischen Beleuchtungswechsel gewihrleistet.

Es steht pelletiertes Alleinfutter und Wasser ad libitum zur Verfiigung.

3.2.1.2 Verwendete Substanzen

Badlosungen

Fiir die Herstellung der Stammldsungen wird demineralisiertes Wasser verwendet.

Wihrend des Versuches werden die Badlosungen auf 35°C temperiert und mit

Carbogen (95 % COy/ 5 % O,) begast.

Als Badlosung dient bei allen Aortenversuchen eine modifizierte Krebs-Henseleit-Losung

mit 2,0 mM Calcium

Tabelle 4: Modifizierte Krebs-Henseleit-Losung (Konzentration in mM)

NaCl 115,0
KClI 2,8
CaCl, 2,0
NaHCO; 25,0
KH,PO, 12
MgCl, 1,2
Glucose 10,0
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Noradrenalin
Eine 10 mM Stammldsung Noradrenalin (=-Noradrenalin-Hydrochlorid, Fa. Sigma, Deisen-

hofen) wird durch Lésen von 20,56 mg Noradrenalin in 10 ml Wasser hergestellt.

Ascorbinsiure

Fiir die Herstellung der Stammldsung wird Ascorbinsdure (Fa. VWR, Merck, Darmstadt) in
Wasser in einer Menge von 250 mg in 10 ml Wasser gelost. Es liegt in einer Konzentration
von 150 mM vor. Ascorbinséure wird sowohl zur Noradrenalin-Losung als auch zur Badlo-
sung, kurz vor Beginn des Versuches zugegeben, um eine Oxidation von Noradrenalin zu

verhindern.

Kalium-Chlorid-Losung
Die Konzentration der KCI-Stammlosung betragt 1,875 M.

3.2.1.3 Testsubstanzen

Hintonia latiflora Extrakt

Der fiir die Untersuchung eingesetzte Extrakt stammt aus Hintonia latiflora Rinde (zur Ver-
fiigung gestellt durch Fa. Gehrlicher GmbH & Co KG, Pharmazeutische Extrakte Euras-
burg/Obb.). Es handelt sich um einen Spissum-Nativextrakt (Charge Nr. 7618), der eine
dunkelbraune Farbe, zéhfliissige Konsistenz, einen fruchtigen Geruch und einen bitteren
Geschmack besitzt.

Zur Herstellung des Extraktes wird die Rinde der buschartig wild wachsenden Hintonia la-
tiflora Pflanze beniitzt. Als Extraktionsmittel dient Ethanol 32 % V/V (Ethanol-Wasserge-
misch 32:68) und Aqua purificata fiir den wéassrigen Auszug (2. Phase). Der angegebene
Wassergehalt nach Karl Fischer (Europdische Pharmakopoe) liegt bei 26,7 % m/m. Der mit
HPLC bestimmte Gehalt an Coutareagenin belduft sich auf 12,9 % (m/m) (Analysen-Zertifi-
kat der Fa. Gehrlicher GmbH & Co 2003). Die Konzentrationsangaben erfolgen in pg/ml da
das Molekulargewicht des Extraktes nicht zu bestimmen ist. Zur Herstellung der
Stammlosung werden 10 mg Extrakt in 1 ml 50 %-igem Ethanol (Ethanol-Wasser Gemisch
50:50) gelost. AnschlieBend wird ein Teil dieser Losung fiir eine Stunde in ein
Ultraschallbad verbracht und im Verhéltnis 1:4 mit 50 %-igem Ethanol weiter verdiinnt
(Konzentration 2,5 mg/ml). Nach einem festgelegten Pipettierschema (sieche Tabelle 5 bis 7)

werden die Losungen dem Versuchsbad zugegeben.
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Coutareagenin

Synthetisch hergestelltes Coutareagenin stammt von der Fa. Gehrlicher GmbH & Co, Euras-
burg/Obb.. Die fiir die Versuche verwendete Coutareagenin-Stammldsung weist eine Kon-
zentration von 5 mg/ml auf. Als Losungsmittel eignet sich 50 %-iges Ethanol. Um eine voll-
stindige Auflosung zu gewihrleisten, wird das Coutareagenin-Alkohol-Gemisch in einem

Reaktionsgefal} fiir eine Stunde mit Ultraschall behandelt.

Milrinon

Zur Beurteilung der GefaBBwirkung der beiden Testsubstanzen wird der Phosphodiesterase-
Hemmer Milrinon (Fa. Sigma, Deisenhofen), der eine vasodilatative Wirkung besitzt, als
Referenzsubstanz verwendet. Zur Herstellung der 10 mM Stammldsung werden 2,1 mg/ml

Milrinon eingewogen.

3.2.1.4 Versuchsapparatur

Die Versuchsapparatur beinhaltet sechs identische Mess-Stationen mit sechs Organbadern,
die jeweils ein Badvolumen von 5 ml aufweisen (Versuchsaufbau: Abbildung 11). Das Or-
ganbad, ein zylindrisches 1-Kammergefa3 aus Borsilikatglas (Fa. TSE, Bad Homburg), be-
sitzt im unteren Teil ein Hakchen aus Wolframdraht, das der Fixierung der Aortenringe
dient. Im unteren Teil jedes Gefa3es befindet sich auBerdem eine Glasfritte mit Schlauchan-
schluss, iiber den die Badlosung kontinuierlich begast werden kann. Zusitzlich ist ein
weiterer Anschluss zum Absaugen der Badlosung vorhanden. Ein etwa 2 mm breiter Aorten-
ring wird zwischen zwei S-formige Stahlhdkchen vertikal eingespannt. Dabei erfolgt die
Fixierung des unteren Hékchens an dem Wolframdrahthdkchen, wéhrend das obere Hakchen
iiber einen Ring und ein 10 cm langes Goldkettchen mit einem induktiven Kraftaufnehmer
(Q11, 10p, Fa. Hottiger Baldwin Messtechnik, Darmstadt) verbunden ist (HOOKER et al.
1977). Die mit Hilfe des induktiven Kraftaufnehmers gewonnenen Mess-Signale konnen auf
dem Monitor eines Oszilloskopes (Fa. Tektronix, Typ 5111A, Baeverton, Oregon, USA)
dargestellt werden. Die Ubertragung der Signale auf einen Computer erfolgt iiber einen
Analog-Digital-Wandler (Fa. Keithley, Typ DAS-1602, Germering) mit dem EDV-
Programms ASYST-Software (Fa. Keithley, Germering). Mit diesem Programm wird auch

die Auswertung der aufgezeichneten Signale durchgefiihrt.
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11

Abbildung 11: Versuchsanordnung zur Messung der Kontraktionskraft
isolierter Aortenringe.
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3.2.1.5 Versuchsvorbereitung

Das Wasserbad mit den Organbédern wird mit einer Heizspirale auf 35°C erwérmt. Zur Be-
festigung der Organbdder im Wasserbad dienen Plexiglasplatten, die in das Wasserbad ein-
gehédngt sind. Die Organbidder werden mit jeweils 5 ml modifizierter Krebs-Henseleit-Lo-
sung aufgefiillt. Die Warmeabgabe des Wassers hat zur Folge, dass sich auch die Losung in
den Organbddern auf 35°C erwérmt. Gleichzeitig verfiigt jedes Organbad {iber einen eigenen
Schlauchanschluss, tiber den Carbogen (95 % CO,/5 % O;) einstromt, wodurch eine Satti-

gung der Badlosung mit Carbogen erreicht wird.

Praparation

Das Meerschweinchen wird durch Concussion getotet (CLOSE et al. 1997). Nach Eréffnung
der Brusthohle und Entfernen des Herzens und der Lunge wird der thorakale Anteil der
Aorta entnommen und das Gefal3 in einen runden Préparierbehélter mit kalter, sauerstoffge-
sittigter Krebs-Henseleit-Losung (2,0 mM Ca®") verbracht. Das GefdB wird zunichst von

Fett- und Bindegewebe befreit und anschliefend in etwa 2 mm breite Ringe geschnitten.

Befestigung, Vorspannung und Einlaufzeit der Aortenringe

Nach der Préparation wird der Aortenring zwischen dem Wolframdraht am Boden des Or-
ganbades und dem Ring, der an der Goldkette befestigt ist, vertikal eingespannt.

Nachdem alle Aortenringe ordnungsgemal3 befestigt sind, erfolgt durch Drehen am Feintrieb
der Versuchsapparatur die exakte Einstellung der Vorspannung. Diese wird auf 9,8 mN ein-
gestellt. Die Mess-Signale der verschiedenen Muskeln werden mit Hilfe eines Oszilloskopes
beobachtet. Unter wiederholtem Wechsel der Badlosung (alle 20 min) wird {iber eine Stunde
dquilibriert. Wahrend dieser Zeit relaxieren die Muskeln etwas, werden aber durch Nach-

stellen der Vorspannung auf 9,8 mN gehalten.

Funktionspriifung mit Kalium-Chlorid-Losung

Nach ausreichender Aquilibrierung werden die Aortenringe einer Funktionspriifung unter-
zogen. Durch Zugabe von 80 ul KCI-Losung aus einer 1,875 M Losung wird die Konzen-
tration in der Badlosung auf 30 mM KCI erhdht, um so die Kontraktilidt der Muskeln zu
iiberpriifen. Fiir die nachfolgenden Untersuchungen werden nur solche Muskeln verwendet,
die nach Zugabe der KCI-Losung einen Anstieg der Kontraktionskraft um mehr als 4 mN

aufweisen. AnschlieBend wird die KCI-Lésung durch Wechseln der Badlosung wieder aus-
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gewaschen. Weitere 30 Minuten lang werden die Aortenringe unter wiederholtem Wechseln

der Badlosung (alle 15 min) und Nachstellen der Vorspannung redquilibriert.

Abbildung 12: Typischer zeitlicher Verlauf einer durch Kalium (30 mM) induzierten Kon-

traktion am Aortenring des Meerschweinchens; W = Auswaschen.

3.2.1.6 Versuchsdurchfiihrung

Noradrenalin-vorkontrahierte Priparate

Durch Zupipettieren von 5 pl einer 10 mM Noradrenalin-Losung zu 5 ml Badlosung erreicht
man eine Endkonzentration von 10 uM Noradrenalin. Der Noradrenalin-Losung wird zuvor
Ascorbinsdure in einer Endkonzentration von 30 uM zugesetzt, um eine oxidative Um-
wandlung von Noradrenalin zu vermeiden. Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten sind
die Muskeln konstant vorkontrahiert (steady state) und die Zugabe der Testsubstanzen kann

beginnen.

mi

’ NA(1pM)

0 min 5

Abbildung 13: Typischer Verlauf einer durch Noradrenalin (1 uM) induzierten Kontraktion
am Aortenring des Meerschweinchens.
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Zugabe der Testsubstanzen

Der Hintonia-latiflora-Extrakt, Coutareagenin und Milrinon werden nach dem folgenden

Schema (Tabelle 5, 6, 7) zupipettiert. Zwischen den einzelnen Zugaben kann eine Wartezeit

bis zu 50 Minuten entstehen, bis alle Muskeln ihr steady state erreicht haben.

Tabelle 5: Pipettierschema Hintonia-latiflora-Extrakt

Zugabe zu 5 ml Stammlésung Konzentration in 5
Badlosung (ul) (g/D ml Badlosung
(ng/ml)

20 10 40

10 2,5 45

10 2,5 50

10 2,5 55

10 2,5 60

10 2,5 65

Tabelle 6: Pipettierschema Coutareagenin

Zugabe zu 5 ml Stammldsung Konzentration in
Badldsung (ul) (/) furg}rrl?l?dlosung

15 5 15

> 5 20

10 5 30

10 5 20

10 5 30

10 5 60

Tabelle 7: Pipettierschema Milrinon

Zugabe zu 5 ml Stammldsung Konzentration in | Konzentration in
Badlosung (mM) 5 ml Badldsung 5 ml Badldsung
(1D (LM) (ng/ml)

5 1 1 0,21

10 1 3 0,63

3,5 10 10 2,11

10 10 30 6,34

35 10 100 21,12

100 10 300 63,36
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3.2.1.7 Kalibrierung

Vor jedem Versuch erfolgt eine Kalibrierung der induktiven Kraftaufnehmer mit Eichge-
wichten. Nach deren Befestigung an den Kraftaufnehmern werden die {iber den Analog-Di-
gital-Wandler digitalisierten Mess-Signale mit Hilfe des verwendeten EDV-Programms re-

gistriert und in die Berechnung der Kraftwerte einbezogen.

3.2.1.8 Auswertung

Die nach Zugabe von Noradrenalin induzierte Kontraktionskraft (AF.) ist als Differenz zwi-
schen der Vorkontraktion (F.V, Kraftwert vor Zugabe) und der Endkontraktionskraft (F.E,
nach Erreichen des steady state) definiert.

Die durch Noradrenalin induzierte Kontraktionskraft (AF.) wird mit 100 % gleichgesetzt.
Nach Zugabe der Testsubstanz wird die jeweils verbleibende induzierte Kontraktionskraft

(AF.) gemessen und in Relation zum Ausgangswert (100 %) gesetzt.

‘ 20 -
AFg (%) A(MN)
100 - _15 ............................... -
15 - Endkontraktion
(FeB)
z
E N
107 induzierte
N Kontraktion
(4F¢) N
5 pu—
0 D=0 rerrrivefaed Y.
Vorkontraktion (FgV)/ £
T T T 1
L 10 20
min
F. gemessene Kontraktion

F.V  Kontraktionskraft der Vorkontraktion vor Zugabe von Noradrenalin

F.E  Kontraktionskraft der Endkontraktion nach Zugabe von Noradrenalin

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

Abbildung 14: Auswertung der Kontraktionskurven von Aortenringen
am Beispiel einer Noradrenalin-induzierten Kontraktion.
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3.2.2 In-vitro-Messungen am isolierten Papillarmuskel

3.2.2.1 Gerite und Versuchsaufbau

Fiir die Papillarmuskelversuche wird ein dhnlicher Versuchsaufbau wie zur Kontraktions-
messung an der Aorta benutzt. Die verwendeten Organbéder mit einem Volumen von 50 ml,
besitzen zwei, durch einen Kanal miteinander verbundene Kammern. Die eine Kammer
dient der Aufnahme des vertikal eingespannten Muskels (Muskelkammer), die andere
Kammer (Sattigungsgefa) ist liber eine Glasfritte mit einem Schlauch verbunden, iiber den
kontinuierlich Carbogen in die Badlosung einstromt. Die Muskelkammer erhélt keine di-
rekte Begasung, um eine mechanische Artefaktbildung zu vermeiden. Durch die Begasung
des Sattigungsgefdfles kommt es zu einer kontinuierlichen Zirkulation der Badlosung, so
dass stindig Carbogen-gesittigte Losung in die Muskelkammer einflieft. Das Wasserbad
wird auf einer konstanten Temperatur von 35,0°C + 0,5°C gehalten. Um die Kontraktions-
kraft messen zu konnen ist ein induktiver Kraftaufnehmer (Q11, 10p, Fa. Hottinger Baldwin
Messtechnik, Darmstadt) notwendig. Dieser steht {iber ein Goldkettchen, an dessen Ende
eine Mikroklammer aus V 2 A-Stahl befestigt ist, mit dem eingespannten Muskel in Verbin-
dung.

Dariiber hinaus ist ein Stativ mit Stativschlitten vorhanden, an dem {iiber einen Feintrieb ein
Reizfull mit Muskelhalterung und Reizelektrode befestigt ist.

Das Reizgerit ist ein im Haus eigens hergestelltes Gerit, das den Reizimpuls iiber zwei Pla-
tin-Elektroden im Reizfufl auf den Muskel iibertridgt. Die Signale, die iiber den induktiven
Kraftaufnehmer registriert werden, konnen auf dem Monitor eines angeschlossenen
Oszilloskopes (Fa. Tektronix, Typ R 561 B, Beaverton Portland, Oregon, USA) sichtbar
gemacht und fotografiert werden. Gleichzeitig werden die Mess-Signale iiber den Zeitraum
des gesamten Versuches mit Hilfe eines Pigmentschreibers (Fa. Hellige, Freiburg), mit einer
Papiervorschub-Geschwindigkeit von 0,25 mm/s aufgezeichnet. Fiir die Beurteilung der

Kontraktionskurven kann die Schreibergeschwindigkeit auf 250 mm/s umgeschaltet werden.
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3.2.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Praparation, Einspannen, Vorspannen

Fiir den Versuch werden Meerschweinchen (Fa. Charles River, Kisslegg) beiderlei Ge-
schlechts mit Korpergewichten zwischen 250 bis 300 g verwendet. Die Tétung der Tiere
erfolgt durch Concussion. Nach sofortiger Eréffnung des Thorax wird das Herz freipripa-
riert und entnommen. Unmittelbar danach wird es in kalte modifizierte Krebs-Henseleit-Lo-
sung (3,2 mM Ca®") (siche Tabelle 4) verbracht. Nach Entfernung des Herzbeutels und der
beiden Vorhofe wird die rechte Herzkammer mit einem Schnitt entlang des Septums eroft-
net. Die Prdparation eines Papillarmuskels erfolgt unter moglichst geringer Dehnung. Es
wird sowohl ein kleiner Teil des Herzklappenrandes an der Muskelsehne als auch ein kleiner
Teil der Kammermuskulatur an der Muskelbasis belassen. Dabei werden nur Muskeln mit
einem Durchmesser unter 1 mm verwendet, da sonst keine ausreichende Sauerstoffdiffusion
gewihrleistet werden kann, die aber fiir die empfindlichen inotropen Messungen unbedingt
notig ist (KOCH-WESER 1963).

Die Basis des Papillarmuskels mit dem Restanteil der Kammermuskulatur wird am Reizfuf}
befestigt und die Sehne mit dem Anteil der Herzklappe durch die Mikroklammer iiber das
Goldkettchen mit dem induktiven Kraftaufnehmer verbunden.

Es erfolgt nun ein Absenken der gesamten Organhalterung in die Muskelkammer des Or-
ganbades. Mit Hilfe des Feintriebs, der den Abstand zwischen Reizful und Kraftaufnehmer
reguliert, wird der Muskel auf 3,9 mN vorgespannt. Nach dem Préiparieren und Einspannen
werden die Papillarmuskeln bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz fiir etwa eine Stunde

dquilibriert. AnschlieBend beginnt die kumulative Zugabe der Testsubstanz.

Tabelle 8: Pipettierschema Hintonia-latiflora-Extrakt

Zugabe zu 50 ml | Stammldsung Konzentration
Badlosung (ul) (g/h) in 50 ml Bad-
16sung(pg/ml)

50 10 10

100 10 30

20 100 70

15 100 100

100 100 300
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3.2.3 In-vitro-Calcium-lonenbestimmung

3.2.3.1 A10-Zellen

Die Ziichtung der fiir den Versuch benétigten A10-Zellen erfolgt im Institut fiir Pharmako-
logie und Toxikologie der Technischen Universitdt Miinchen. Als Ursprungszellen dienen
isolierte Aortenzellen der Ratte bezogen von der DMSZ (Deutsche Sammlung von Mikroor-

ganismen und Zellkulturen), Braunschweig.

3.2.3.2 Zellkultur

Die folgenden Schritte finden im Allgemeinen unter sterilen Bedingungen in einer sterilen
Werkbank unter Laminar-Air-Flow (Hera Safe, Fa. Heraeus, Miinchen) und unter Beachtung

der liblichen Arbeitsregeln statt.

Auftauen und Kultivierung

Die Lagerung der Zellen erfolgt in einem Kryordhrchen bei —70°C im Tiefkiihlschrank. Bei
Bedarf werden die A10-Zellen nach einem bestimmten Verfahren vorsichtig aufgetaut: Nach
Entnahme aus dem Gefrierschrank wird zunichst abgewartet, bis sich bei Zimmertemperatur
eine Schmelzschicht im obersten Bereich des Rohrchens bildet. Anschlieend stellt man das
Rohrchen fiir 20 Minuten in ein mit kaltem Wasser gefiilltes Glas. Der letzte Schritt des
Auftauens erfolgt iiber 20 Minuten in einem 37°C warmem Wasserbad. Nach dem Auftauen
werden die Zellen in der sterilen Werkbank sorgfiltig resuspendiert und in ein Zentrifugen-
Rohrchen (15 ml) tiberfiihrt. Zusitzlich zu der Zellsuspension werden 5 ml DMEM-Medium
in das Rohrchen gegeben. Die anschlieBende Zentrifugation erfolgt bei 800 Umdrehun-
gen/min iiber 5 Minuten bei Raumtemperatur.

Danach wird unter Laminar-Air-Flow der Uberstand mit einer Pipette abgesaugt. Die im
unteren Teil des Gefélles liegenden Zellen lassen sich durch Zugabe von 1 ml Medium wie-
der 16sen und in eine 25 cm® Gewebekulturflasche (Fa. Greiner Labortechnik, Frickenhau-
sen) geben. Diese wird mit 10 ml Medium (DMEM) aufgefiillt. AnschlieBend wird die Fla-
sche in den Brutschrank verbracht und bei einer Temperatur von 37°C und bei 6,0 % CO,
bebriitet. Nach ca. 12 Stunden setzten sich die freischwimmenden Zellen am Boden der
Gewebskulturflasche ab und bilden eine feste Haftung am Boden aus.

Am darauffolgenden Tag findet ein Mediumwechsel statt, um das beim Einfrieren verwen-
dete DMSO, das nach dem Auftauen bei langer dauernder Einwirkung zelltoxisch wirken

kann, zu entfernen. Dabei werden auch tote Zellen und Zelltrimmer mit abgesaugt.
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In den ndchsten Tagen erfolgt eine tigliche mikroskopische Kontrolle bzw. Beurteilung der
Zellen. Je nach Wachstumsrate wird das Medium in den darauffolgenden Tagen ca. alle 3
bis 4 Tage gewechselt. Sobald etwa 70 bis 80 % des Flaschenbodens komplett mit Zellen
bedeckt sind, bedarf es einer Zellpassage. Hierbei wird das Medium unter sterilen Bedin-
gungen vorsichtig abgesaugt. Danach werden die Zellen mit 5 ml PBS umspiilt und gewa-
schen. Anschliefend wird das PBS wieder entfernt.

Der néchste Schritt besteht darin, 1 ml Trypsin/EDTA-L6sung in die Flasche zu geben. Bei
gleichzeitigem Hin- und Herschwenken und vorsichtigem Beklopfen der Flasche 16sen sich
die Zellen vom Boden ab. Durch Zugabe von 9 ml Medium wird die Trypsinkonzentration
vermindert, damit es zu keiner Schadigung der Zellen kommt.

Mit einer Pipettierhilfe wird das Medium ca. 20-mal in eine 10 ml Pipette aufgezogen und
wieder abgegeben um dadurch die Zellen zu resuspendieren. SchlieBlich werden 2 ml des
Mediums in der Flasche belassen und die restlichen 8 ml zu je 2 ml auf neue Gewebekultur-

flaschen verteilt.

Herstellung von Gefrierstocks

Zur Konservierung der Zellen werden Gefrierstocks von den in Kultivierung befindlichen
Zellen angefertigt. Nach Ablosung von der Flaschenwand, Inaktivierung des Trypsin durch
Mediumzugabe und Vereinzelung der Zellen wird die Zellsuspension fiir 10 Minuten bei
1000 Umdrehung/min zentrifugiert. Nun erfolgt die Zugabe von 9 Teilen DMEM und

1 Teil DMSO. Die Zellen werden nochmals resuspendiert, anschlieBend auf Kryoréhrchen
verteilt und in einer Styroporbox langsam auf —70°C heruntergekiihlt. Am darauffolgenden
Tag konnen die Rohrchen aus der Styroporbox in eine Zellaufbewahrungsbox umgesetzt

werden, um sie bei —70°C bis zu einem Jahr aufzubewahren.

Aussien der A10 Zellen

Zur Durchfithrung eines Experimentes miissen die Zellen unter sterilen Bedingungen auf
Deckgldschen (Stirke 0, VWR International GmbH, Ismaning) gebracht werden. Vor dem
Aussden ist darauf zu achten, die Deckgldschen fiir 24 Stunden in 80 %-igen Alkohol ein-
zulegen, um eine Kontamination des Brutschrankes zu vermeiden. Danach erfolgt ein
Trocknen der Glaschen und ein Verteilen auf Gewebekulturschalen. Die nach der Zellpas-
sage abgelosten und suspendierten Zellen tiberfiihrt man in ein 15 ml R6hrchen und zieht sie

in eine 5 ml Pipette auf. Von dieser Zellsuspension wird nun jeweils ein Tropfen auf ein
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Deckglas pipettiert. AnschlieBend wird jede Gewebskulturschale mit DMEM aufgefiillt und

je nach Zelldichte fiir ein bis zwei Tage bebriitet.

3.2.3.3 Verwendete Substanzen

Fura-2/AM
Fiir die Herstellung einer | mM Fura-2/AM-Stammlosung werden 1 mg des Fluoreszenz-

Farbstoffes in 1 ml DMSO geldst und bei —20°C gelagert.

Vasopressin

Zur Herstellung der Vasopressin-Stammlosung werden 5,42 mg Vasopressin (Fa. Sigma
Aldrich Chemie, Steinheim) in 5 ml Aqua bidest. eingewogen, so dass die Konzentration der
Losung 1 mM betrédgt. Diese 1 mM Losung wird auf 1 pM verdiinnt und davon 2pul in die

Versuchskammer zugegeben.

Tabelle 9: Modifizierte Krebs-Henseleit-Losung (Konzentration in mM)

NaCl 115,0
KCl 2,8
CaCl 1,2
NaHCO; 25,0
KH,PO4 1,2
MgCl, 1,2
Glucose 10,0
Coutareagenin

Coutareagenin (Fa. Gehrlicher GmbH & Co, Eurasburg/Obb.) wird in einer Stammldsung
von 5 mg/ml hergestellt. Als Losungsmittel dient 50 %-iger Alkohol.

3.2.3.4 Versuchsaufbau

Das Schema in Abbildung 15 zeigt den Aufbau und die Anordnung der Gerite zur Messung
der intrazelluldren Calcium-lonenkonzentration. Fiir die Fluoreszenzmikroskopie wird ein
inverses Mikroskop (IM 35 Fa. Zeiss, Oberkochem), das auf einem Erschiitterungs-redu-
ziertem Tisch platziert ist, verwendet. Auf dem beweglichen Objekttisch befindet sich die

Versuchskammer mit einem Volumen von 1 ml, dessen Boden das Deckglédschen mit den zu
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untersuchenden Zellen bildet. Zusitzlich ist am Objekttisch eine Pumpe mit verschiedenen
Anschliissen angebracht, mit deren Hilfe die Losungen in der Versuchskammer gewechselt
werden konnen. Der Schlauch der Pumpe, der in das Versuchsbad hineinfiihrt, ist mit einer
Heizung ausgestattet. Uber einen Temperaturfiihler, der mit einem Temperaturregelgerit
(PETC 80-3S npi, Fa. npi-Polder, Tamm) verbunden ist, kann die Temperatur im Versuchs-
bad konstant auf 35°C gehalten werden. Des Weiteren befindet sich eine Absaugvorrichtung
an der Versuchskammer. Mit Hilfe einer selbst hergestellten Glasmikropipette, die oberhalb
der Versuchskammer angebracht ist und durch einen Mikromanipulator (Fa. Narishige,
Osaka, Japan) exakt auf eine Zelle eingestellt werden kann, ist eine gezielte Uberstromung
einer einzelnen Zelle moglich.

Die Anregung und Messung der Fluoreszenz erfolgt mit Hilfe eines 2-Wellenldngen-Gerites
(AMKO Multilight, Fa. AMKO, Tornesch). Als Lichtquelle dient eine Xenon-Lampe (75 W
XBO 75, Fa. AMKO, Tornesch). Das Licht wird mit einem Spiegelrad alternierend auf In-
terferenzfilter mit Durchldssigkeit fiir Licht der Wellenldngen 340 und 380 nm gelenkt und
dann iiber einen Lichtleiter in das Mikroskop gefiihrt. Im Strahlengang des Mikroskops ist
ein halbdurchlédssiger Spiegel eingelassen, der Licht der Wellenldnge unter 500 nm auf die
Versuchskammer lenkt (Fura-2-Anregung bei 340 und 380 nm) und Wellenldngen groBer
500 nm (Emission) durchtreten ldsst, das dann auf den Single Photon Counting Detektor (Fa.
AMKO, Tornesch) weitergeleitet wird.

Vor dem Single Photon Counting Detektor, der auf den Okularausgang des Mikroskops
montiert ist, wird zusdtzlich ein Interferenzfilter (Fa. Zeiss, Oberkochem) mit Durchgangs-
spektrum 510 nm vorgeschaltet. Die vom Single Photon Counting Detektor abgegebenen
Signale werden iiber einen A/D-Wandler digitalisiert und im Computer gespeichert bzw. auf
einem Monitor sichtbar gemacht. Die Steuerung des Filterrades und die Aufnahme und
Auswertung der Daten erfolgt mit einem Computerprogramm der Firma AMKO. Fiir einen
Teil der Versuche wird ein Fluoreszenzmessgerit mit schnelldurchlaufendem Monochro-
mator und mit CCD-Kamera (Fa. Till, Martinsried) verwendet. Damit ist es moglich, zu-

satzlich zu den Intensitdten der Signale deren raumliche Verteilung aufzulsen.
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Abbildung 15: Versuchsaufbau fiir die fluoreszenzmikroskopische Calciummessung.

3.2.3.5 Versuchsvorbereitung

Wenn die ausgeséten Zellen in ausreichender Anzahl an das Deckgldschen angeheftet sind,
kann die eigentliche Versuchsvorbereitung beginnen. Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2/AM
(Fa. Microprobes, Eugene, Oregon, USA) ist unter Ausschluss von Tageslicht aufzutauen.
Ferner ist ein Rohrchen mit 15 ml DMEM-Medium in einem Wasserbad bei 37°C aufzu-
wirmen. Die ausgewdhlten, mit Zellen bewachsenen Deckgldschen werden mit einer Pin-
zette in die Versuchskammern eingespannt und die Kammern mit jeweils 1 ml Medium be-
fiillt. Danach werden die Kammern fiir 10 Minuten im Brutschrank bei 37°C und 6 % CO,
inkubiert. Im Anschluss daran findet in einem abgedunkelten Versuchsraum die Beladung
mit dem Farbstoff statt. Aus einer Fura-2/AM-Stammlosung (Losungsvermittler DMSO) mit
der Konzentration von 1 mM werden 8 bis 10 pl zu 1 ml modifizierter Krebs-Henseleit-
Lésung (1,2 mM Ca **) zugegeben und dann das Gemisch in die Versuchskammer pipettiert.
Die Endkonzentration des Fura-2/AM in der Versuchskammer betrdgt entsprechend 8 bis

10 uM. Dann kommt die Versuchskammer fiir weitere 30 Minuten in den Brutschrank.
Anschliefend wird die Versuchskammer auf dem Tisch des inversen Mikroskops befestigt
und zur Beseitigung des iiberschiissigen Fura-2/AM 15 Minuten lang mit 35°C warmer

modifizierter Krebs-Henseleit-Losung perfundiert.
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3.2.3.6 Versuchsdurchfithrung

Aufgrund der Photoinstabilitidt von Fura-2 ist es notwendig, in einem vollstindig abgedun-
kelten Raum bzw. zur Messvorbereitung unter Natrium-Licht und mit Rotlichtfilter im
Strahlengang des Mikroskops zu arbeiten. Um ideale Messbedingungen zu erreichen, wird
die Versuchskammer kontinuierlich mit Carbogen-gesittigter, auf 35°C + 0,5 °C
temperierter Krebs-Henseleit-Losung (1,2 mM Ca **) durchstrémt. Die auf dem Boden der
Versuchskammer befindlichen Zellen werden mit Hilfe eines Neofluar-Objektives (63-fache
VergroBerung) und Okularen (12,5-fache VergroBerung) unter Verwendung von Ol-
Immersion eingestellt. Nach Durchmusterung des gesamten Deckglases wird eine Zelle
ausgewdhlt, die eine deutliche und gleichmiBig tliber die Zelle verteilte Fluoreszenz
aufweist. Ziel ist es, nur eine Zelle optisch zu erfassen. Aus diesem Grund wird mit einer
Rechteckblende vor dem Single Photon Counting Detektor die Umgebung der Zelle
ausgegrenzt. Um die Moglichkeit einer gezielten Umspiilung der ausgewihlten Zelle zu
garantieren, wird eine Mikropipette mit Hilfe eines Mikromanipulators direkt iiber bzw.
neben der fokusierten Zelle platziert. An die Mikropipette ist eine Infusionspumpe mit
Spritze angeschlossen. Durch Anschalten der Infusionspumpe kann durch Superfusion der
Zelle ein schneller Wechsel der die Zellen umspiilenden Lésung erfolgen. Die Messung
erfolgt nach einem festgelegten Muster. Zunéchst wird die Versuchsapparatur so eingestellt,
dass die Fluoreszenz durch den Single Photon Counting Detektor registrierbar ist. Das
Ergebnis ist auf einem Monitor zu sehen. Dadurch ist es moglich, die Reaktion der Zelle
wihrend des Versuches zu iiberwachen.

Nach einer Vorlaufzeit von 1 bis 2 Minuten, in der sich das Signal sowohl von 340 als auch
von 380 nm als konstant erweisen muss, wird die Zelle mit 2 nM Vasopressin-Losung um-
spiilt und dadurch ein voriibergehender Anstieg des intrazelluldren Calciums (Calcium-
Transient) ausgelost. Auf dem Bildschirm stellt sich der Transient durch einen Anstieg des
Signals bei 340 nm und ein Absinken des Signals bei 380 nm dar.

Die Einwirkdauer von Vasopressin betrdgt 6 Minuten. Nach Abschalten der Superfusion
wird die Losung durch Perfusion wieder ausgetauscht und die Zelle von Vasopressin befreit.
Wenn sichergestellt ist, dass die Zelle unter Vasopressin einen deutlichen Transienten zeigt,
wird die gesamte Versuchskammer {iber einen Zeitraum von 40 Minuten mit 60 pg/ml
Coutareagenin-Losung durchstromt. AnschlieBend erfolgt eine erneute Stimulation durch
Vasopressin. Mit Hilfe einer CCD-Kamera kann die rdumliche Calcium-Verteilung in den

Zellen als Bild festgehalten werden.
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3.2.3.7 Auswertung

Die bei einer Frequenz von 50 Hz gesammelten Einzelwerte der Lichtintensitidten von 340
und 380 nm werden vom Computer gemittelt und gespeichert. Zur Auswertung ist ein spe-
zielles Computer-Programm der Firma AMKO notwendig, mit dem das Verhiltnis der In-
tensitdten bei den Wellenldngen 340 und 380 nm, die sogenannte Ratio 340/380, berechnet
wird. Die Ratio dient als Mal} fiir die intrazelluldre Calciumkonzentration. Um eine genaue
Beurteilung der Calcium-Konzentration zu ermoglichen, wird bei der Auswertung die Ratio
verwendet, weil diese unabhingig von der Farbstoffkonzentration und dem sogenannten

,photobleaching® des Farbstoffes die Calcium-Konzentration wiedergibt.

3.2.3.8 Medium und Losungen

Dulbecco’s Minimum Essential Medium (DMEM)

DMEM (Fa. Biochrom Seromed, Berlin; Zusammensetzung siche Tabelle 11) mit FCS (fetal
calf serum) und Penicillin/Streptomycin (Tabelle 12) dient als Standardmedium fiir die A10-
Zellen. Das sterile Medium steht in 500 ml Einheiten zur Verfiigung. Unter Einhaltung ste-
riler Arbeitsschritte ist es in zwei 250 ml Flaschen umzufiillen. Dem fiir den sofortigen
Gebrauch bestimmten Medium werden unter Laminar-Air-Flow FCS (10 %), Penicillin (100
U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) zugegeben. Die derart priaparierte Menge von 250 ml
Medium ist fiir den Verbrauch innerhalb von 1 bis 2 Wochen bestimmt. Die andere Halfte
des Mediums ohne FCS ist wesentlich ldnger haltbar und wird erst bei Bedarf mit FCS ver-
setzt. Die Lagerung erfolgt bei 2 bis 4°C im Kiihlschrank.
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Tabelle 10: DMEM Zusammensetzung (Angaben in mg/1)

NaCl 6999,50 L-Leucin 59,00
KClI 311,80 L-Lysin-HCI 91,25
Na,HPO4 71,00 L-Methionin 17,25
Na H,PO4*H,0O 62,50 L-Phenylalanin 35,50
MgS04*7 H,0O 100,00 L-Prolin 17,25
MgCl,*6 H20 61,00 L-Serin 26,25
CaCl, 116,61 L-Threonin 53,50
Fe(NO?);*9 H,0 0,05 L-Tryptophan 9,00
FeSO4*7 H,O 0,417 L-Tyrosin 38,70
CuSO4*5 H,O 0,00125 L-Valin 52,85
ZnS04*7 H,O 0,432
D-Glucose 4500,00 Cholinchlorid 9,00
NaHCO; 3700,00 a-Biotin 0,00365
Na-Pyruvat 55,00 Folsdure 2,65
Phenolrot 12,50 D-Ca-Pantothenat 2,24
myo-Inositol 12,60
L-Alanin 4,50 Nicotinamid 2,02
L-Arginin-HCl 147,50 Pyridoxal-HCI 2,00
L-Asparagin*H,0 7,50 Pyridoxin-HCI 0,031
L-Asparaginséure 6,65 Riboflavin 0,22
L-Cystein-HCI 15,75 Thiamin-HCl 2,17
L-Cystin 24,00 Vitamin B, 0,68
L-Glutamin 1028,00 Hypoxanthin 2,05
L-Glutaminsiure 7,35 Thymidin 0,37
Glycin 18,75 Liponsédure 0,11
L-Histidin-HCI*H,O 31,50 Linolsaure 0,042
L-Isoleucin 54,50 Putrescin-2 HC1 0,081

Tabelle 11: Zusatz zum DMEM-Zellmedium

FCS dialysiert 100 ml/1
Penicillin 100 000 U/1
Streptomycin 100 000 pg/1

PBS Waschlosung

Tabelle 12: Zusammensetzung der PBS Waschldsung
NaCl 8 g/l
KCI 0,2 g/l
Na,HPO4* 2H,0 1,44 g/l
KI‘I2P04 0,24 g/ 1

64



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Die PBS Waschlosung (Tabelle 12) wird mit 1N NaOH auf pH 7,4 eingestellt und autokla-
viert. Sie ist zum Spiilen und zum Entfernen von Trypsinriickstinden der mit Zellen be-

wachsenen Kunststoffflaschen bestimmt.

Trypsin/EDTA-Losung

Die Trypsin/EDTA-L6sung (Tabelle 13) enthélt 0,05 % Trypsin und 0,02 % EDTA. Mit IN
NaOH wird der pH Wert auf 7,4 eingestellt. Die Losung dient zum Entfernen der anhaften-
den Zellen vom Flaschenboden.

Zur Herstellung der 0,05 %/0,02 % Losung wird die gelieferte Trypsin/EDTA-Losung um
den Faktor 10 verdiinnt. Es werden 100 ml hergestellt und anschlieBend in Portionen von 10
ml eingefroren. Damit lésst sich ein stindiges Auftauen und Einfrieren der gesamten Losung

vermeiden.

Tabelle 13: Zusammensetzung Trypsin/EDTA-Losung

Trypsin 0,5 % 10 ml
EDTA 0,2 % 10 ml
PBS 80 ml

3.2.4 In-vivo-Versuche am Kaninchen

3.2.4.1 Versuchstiere

Die Durchfiihrung der In-vivo-Untersuchungen findet in den OP-Réumen des Institutes fiir
Experimentelle Onkologie und Therapieforschung im Klinikum rechts der Isar (Technische
Universitit Miinchen) statt.

Es werden 8 weibliche, adulte Weile Neuseeldnder Kaninchen (Fa. Charles River, Kisslegg)
im Alter von ca. 16 bis 32 Wochen und einem Korpergewicht von ca. 2,6 bis 4,5 kg einge-
setzt. Da jedes Versuchstier im Abstand von mindestens 2 Wochen als Interventions- und
Kontrolltier eingesetzt wurde, ergibt sich diese Alters- und Gewichtsdifferenz in den Grup-

pen.
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3.2.4.2 Haltungsbedingungen

Die Kaninchen werden in Kolonien von 5 Tieren in einem Raum von ca. 4,2 m? Grundfliche
gehalten. Der gesamte Stallboden besteht aus einer Gummimatte und diese wiederum ist mit
Holzgranulat-Einstreu bedeckt.

Die Raumtemperatur betrdgt 16 bis 19°C, relative Luftfeuchte betrigt 50 bis 60%. In dem
fensterlosen Raum wird ein kiinstlicher Tag-Nachtrhythmus {iber automatischen Beleuch-
tungswechsel gewéhrleistet. Die 12-stiindige Tagphase hat eine Beleuchtungsintensitit von
50 bis 100 Lux. In der Nachtphase herrscht vollige Dunkelheit.

Den Tieren steht pelletiertes Alleinfutter und Wasser ad libitum zur Verfligung.

Einmal tiglich bekommen sie zusitzlich Heu, Karotten und hartes Brot, um ihren Nagetrieb
befriedigen zu konnen.

Zwischen der Anlieferung der Tiere und dem Einsatz in Versuchen liegt jeweils eine Einge-

wohnungsphase von mindestens 7 Tagen.

3.2.4.3 Verwendete Substanzen

Hintonia-latiflora-Extrakt gelost in Macrogol 300®

Um eine Direktwirkung des Losungsvermittlers Ethanol am Kaninchen zu vermeiden, wird
als Losungsmittel Polyethylenglycol (Macrogol 300®) verwendet (KOREC et al. 2000). Zur
Herstellung einer Losung wird Hintonia-latiflora-Extrakt in ein Reagenzrohrchen eingewo-
gen und mit Macrogol 300® aufgefiillt, wobei 200 mg Extrakt pro 1 ml Macrogol 300®
eingesetzt werden. Um eine gleichméfBige Auflosung aller Bestandteile zu erreichen, muss
die Losung fiir zwei Stunden in ein Ultraschallbad verbracht werden. Die Dosierung des oral

zu verabreichenden Extraktes im Versuch betrdagt 200 mg/kg KGW pro Kaninchen.

Polyethylenglycol (Macrogol 300®)

Da Macrogol 300® eine gute Vertrdglichkeit und dariiber hinaus die Fahigkeit besitzt, ge-
bundene Substanzen komplikationslos und schnell wieder abzugeben, wird es in diesem
Versuch als Losungsvermittler fiir Hintonia-latiflora-Extrakt verwendet. Die Kontroll-

Gruppe erhilt entsprechend Macrogol 300® in einer oralen Dosierung von 1 ml/kg/KGW.
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Tabelle 14: Verwendete Medikamente

Substanz Handelsname | Firma Anwendungsform Konzentration
Hintonia-latiflora-Extrakt | Sucontral® Gehrlicher GmbH Spissum Extrakt 200 mg/kg
Herbal Extracts, Euras- KGW
burg/Obb.
Polyaethylenglycolum Macrogol Caelo, Caesar & Lorentz, 1 ml/’kg KGW
300® Hilden
Tabelle 15: Versuchsbegleitende Medikamente
Medikament Handelsname Firma Anwendungsform | Konzentration
Propofol Propofol® 1% Frese- | Fresenius Kabi GmbH, Injektionslosung | 10 mg/ml
nius Bad Homburg
Dexapenthanol | Bepanthen® Hoffman-La Roche GmbH,
Augen- und Nasen- | Grenzach-Wyhlen Augensalbe 0,05 mg/g Salbe
salbe
Infusionslosung | Isotonische Natrium- | Delta Select GmbH Infusionslosung | 8,6 g NaCl
chloridlésung 0,3 gKCl
0,33g CaCL2 H20
pro 1000 ml
Propanol Cutasept® F Bode Chemie Hamburg Hautdesinfizienz |63 g/100 g
Pumpspray
Heparin Heparin-Na® B. Braun Melsungen AG Injektionslosung | 5000 I.E./ml

Braun

25000 I: E:/5 ml

3.2.4.4 Allgemeiner Versuchsplan

Mit Hilfe der Gefdflsonographie soll in vivo am Kaninchen untersucht werden, ob der Hin-

tonia-latiflora-Extrakt (gelost in Macrogol 300®) bzw. die Kontrollsubstanz, das Losungs-

mittel Macrogol 300® einen vasodynamischen Effekt produziert. Pro Versuchstag werden

zwei Kaninchen untersucht, wobei jeweils ein Tier den Hintonia-latiflora-Extrakt

(200 mg/kg KGW in einer Konzentration von 200 mg/ml Macrogol 300®) das andere nur

das Losungsmittel Macrogol 300® (1 ml/kg/KGW) erhilt.
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Es werden pro Tier jeweils zu 6 Messzeitpunkten (basal vor Applikation, und dann 0,5, 1, 2,
3 und 4 Stunden nach Applikation) folgende Parameter erhoben: Mittlerer arterieller Blut-
druck (MAP), Herzfrequenz (HF), Blutzucker (BZ), sonographische Messungen (Gefdl3-
durchmesser, maximale systolische Blutflussgeschwindigkeit, enddiastolische Blutflussge-
schwindigkeit, Resistenz-Index) an der Aorta abdominalis und der Arteria carotis communis
(siehe Tabelle 16). Zunichst wird die Aorta abdominalis und dann die Arteria carotis com-
munis sonographisch dargestellt. Um einen genauen Vergleich mdglich zu machen, finden
die Ultraschall-Messungen beider Tiere durch einen geblindeten Untersucher in geringem
zeitlichem Abstand statt. Nach Abnahme aller Basalwerte erfolgt unter Propofolkurznarkose
die einmalige orale Eingabe der jeweiligen Substanz {iber eine Schlundsonde.

Die gesamte Versuchsdauer betrigt etwa 6 Stunden. Die Lénge der Versuchsdauer ergibt
sich zum einem aus anderen tierexperimentellen Studien (KOREC et al. 2000), zum anderen
aus der Beobachtung am Menschen, dass das Medikament eine Langzeitwirkung besitzt. Um
das Kreislaufsystem der Tiere nicht durch Anésthetika zu beeinflussen, bleiben die Tiere,
aulBer zur Applikation der Substanzen, wihrend des ganzen Versuches im Wachzustand.
Nach der letzten Messung werden die Verweilkatheter entfernt, die Tiere noch etwa 20 Mi-

nuten beobachtet und dann in den Stall zuriickgebracht.

Der Tierversuch wurde gemél § 8a des Deutschen Tierschutzgesetzes bei der Regierung von

Oberbayern angezeigt.

3.2.4.5 Versuchsgruppe

Fiir die vorliegenden Untersuchungen werden die Kaninchen 2 Gruppen zugeordnet. Die
beiden Gruppen (Hintonia-latiflora-Gruppe und Kontroll-Gruppe) bestehen aus jeweils n=8
Tieren, wobei jedes Tier im Abstand von mindestens 2 Wochen der Hintonia-latiflora-
Gruppe und der Kontroll-Gruppe zugeteilt wurde. Da zwischen den einzelnen Versuchen
mindestens 2 Wochen Pause liegen, ist es den Tieren mdglich, sich ausreichend zu erholen.
Pro Versuchstag werden zwei Kaninchen untersucht, wobei einem Kaninchen die Testsub-
stanz (Hintonia-latiflora-Extrakt) und dem zweiten Tier nur die Kontrollsubstanz

(Macrogol 300®) verabreicht wird.

68



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.2.4.6 Versuchsverlauf

Tabelle 16: Versuchsverlauf des In-vivo-Versuches.

Sonographische Darstellung
Monitoring GefiBdurchmesser

Maximaler systolische Blutflussgeschw.
Enddiastolische Blutflussgeschw.

Mittlerer ar- |Herzfrequenz | Blutzucker |Aorta abdominalis | A. carotis communis
terieller Blut-
druck

Basalwert (1. Messung)

Kurznarkose (Propofol)

Applikation von Hintonia-latiflora-Extrakt (200 mg/kg/KGW)

bzw. Applikation von Losungsmittel Macrogol 300® (1 ml/kg/KGW)
(t=0)

2. Messung nach 0,5h

3. Messung nach 1 h

4. Messung nach 2 h

5. Messung nach 3 h

6. Messung nach 4 h

3.2.4.7 Versuchsvorbereitung

Um narkosebedingte Artefakte zu vermeiden wird das Ausscheren und Rasieren der Tiere
bereits 2 Tage vor dem eigentlichen Versuch durchgefiihrt. Zunichst wird das Korperge-
wicht der beiden ausgewdhlten Tiere erhoben, um eine exakte Dosierung der Substanzen zu
ermOglichen. Anschlieend erfolgt eine kurze Allgemeinuntersuchung des jeweiligen Tieres
und danach eine Kurznarkose mit Propofol (1 %, Fresenius, Bad Homburg) (7 mg/kg/KGW
intravends), um das Kaninchen an der linken Seite des Abdomens und an der linken Hals-
seite zu scheren und zu rasieren.

Dazu wird die Haut mit Emla® —Creme eingerieben. Durch leichtes Beklopfen des Ohres
tritt das Gefd3 gut sichtbar hervor. Dadurch kann ein Venenverweilkatheter (VasofixTM
Brauniile, 22 G1,0,9 x 25 mm) perkutan in die Vene vorgeschoben werden. Um das
Herausgleiten des Katheters zu verhindern wird er mit Klebeband (Leukoplast® 2,5 cm x

5 m, BSN medical GmbH & Co KG) am Ohr befestigt. Der vendse Zugang wird in die V.
auricularis des rechten Ohres gelegt, liber ihn erfolgt anschlieBend die Narkoseeinleitung.
Sofort nach Narkoseeinleitung wird Augensalbe (Bepanthen®) verabreicht, um die Augen
vor Austrocknung wéhrend der Narkose zu schiitzen. Nach Erloschen des Stellreflexes

erfolgt das Scheren mit der Schermaschine (Aesculap®, Tuttlingen) und das Rasieren mit
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einem Nassrasierer. Danach wird das Kaninchen in einen Kéfig verbracht und bis zum

vollstindigen Erwachen warm gehalten.

3.2.4.8 Versuchsdurchfithrung

Am Versuchstag steht den Kaninchen bis zum Versuchsbeginn Futter und Wasser ad libitum
zu Verfiigung. Zundchst wird das vorgesehene Tier einer kurzen klinischen Untersuchung
unterzogen. AnschlieBend wird ein arterieller Zugang iiber die A. auricularis media gelegt,
um die intraarterielle Blutdruckmessung durchfiihren zu kénnen.

Nach Desinfektion mit Cutasept® (Bode Chemie) und leichtem Beklopfen der Ohrarterie
tritt das GefdB deutlich hervor und erméglicht das Einschieben des Katheters (Vasofix ™
Brauniile, 20 G Y4, 1,1 33 mm). Mit Hilfe von Klebebdndern (Leukoplast®) lasst sich die
Verweilkantiile am Ohr befestigen. Am anderen Ohr wird wie bereits in der Vorbereitung
beschrieben ein Venenverweilkatheter in der V. auricularis lateralis angebracht. Vor Beginn
des Versuches erhilt das Kaninchen 100 I.E./kg KGW Heparin intravends zur Thrombose-
prophylaxe. Nach Abschluss der Vorbereitung erfolgt die Erhebung der Basalwerte:

Blutdruck und Herzfrequenz

Zur Messung des systolischen, diastolischen und mittleren arteriellen Blutdruckes und der
Herzfrequenz wird ein Gerit der Firma Datex-Ohmeda GmbH (Datex Ohmeda S/5, Type F-
CM1.00, Helsinki, Finnland) verwendet.

Fiir die Messung wird das Kaninchen auf den Behandlungstisch gesetzt und von einer Hilfs-
person leicht fixiert. An den arteriellen Verweilkatheter wird ein Druckabnehmer (Hellige
Type 4-327-1, Datex Ohmeda Helsinki, Finnland) angeschlossen, der mit dem Datex-
Ohmeda-Gerit verbunden ist.

Auf dem Gerdtemonitor konnen nun die oben aufgefiihrten Parameter abgelesen werden.

Es werden pro Messzeitpunkt und Parameter im Abstand von 5 Sekunden 4 Werte erhoben

und ein Mittelwert daraus errechnet.

Blut-Glucose-Spiegel

Zur Registrierung des Blutzuckers wird ein ACCU-CHECK® Sensor-Gerdt (ACCU-
CHECK® Sensor Blutzuckermessgerit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) verwendet.
Das Blut wird fiir die Messung aus dem arteriellen Verweilkatheter entnommen.

Nach Offnen des Katheters werden die ersten Blutstropfen verworfen. AnschlieBend wird

ein Teststreifen (ACCU-CHECK Sensor Comfort, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
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seitlich neben die Offnung des Katheters gehalten. Der Teststreifen zieht dann automatisch
eine ausreichende Menge Blut ein. Durch Einfiihren des Teststreifens in das Blutzucker-
messgerét ist es moglich, nach ungefdhr 1 Minute den Blutzuckerwert abzulesen.

Pro Messzeitpunkt werden jeweils zwei Blutzuckermessungen durchgefiihrt und gemittelt.

Sonographische Darstellung der Gefifle

Mit Hilfe eines Ultraschallgerites (GE Vingmed Ultrasound A/S System VIVID FIVE,
N-3191 Horten, Norwegen) und einer 10-MHz-Linearsonde (FLA 10 MHz 1A, N-3191
Horten, Norwegen) ist es mdglich, die Aorta abdominalis und die Arteria carotis communis
sinistra darzustellen.

Folgende sonographische Gefd3parameter werden erhoben: Gefi3durchmesser (mm), maxi-
male systolische und enddiastolische Blutflussgeschwindigkeit (cm/sec) und der Resistenz-
Index (RI). Pro Messzeitpunkt werden die aufgefiihrten Parameter viermal erhoben und

anschlieend fiir die Auswertung gemittelt.

B-Mode und Doppler-Echographie der Aorta abdominalis

Da das Kaninchen iiber den Zeitraum der gesamten Untersuchung in wachem Zustand
bleibt, ist es unbedingt notwendig, um stressbedingte Artefakt zu vermeiden, fiir eine ruhige
Umgebung und eine sehr umsichtige Handhabung zu sorgen.

Das Tier wird auf den SchoB3 des Untersuchers platziert, so dass die linke, rasierte Flanke,
lateral zugénglich ist. Gleichzeitig werden die hinteren Extremitéten leicht nach kaudal ge-
zogen, um das gesamte Abdomen leicht gestreckt zu halten.

Um eine optimale Ankoppelung zwischen Haut und Ultraschallsonde zu erzielen wird eine
etwa 2 cm dicke Schicht Ultraschall-Gel (TMP Tiishaus Medical Produkte GmbH, Velen-
Ramsdorf) auf den Sondenkopf aufgetragen. Der Schallkopf wird mit seiner Langsachse,
parallel zur Wirbelsdule, zwischen Rippenbogen und Hintergliedmafe unter leichtem Druck
am Abdomen positioniert. Mit dem B-Mode mit zusitzlich zugeschaltetem Farbdoppler
sucht man das GefdB auf. Es wird dabei im Liangsschnitt gezeigt.

Die farbige Doppler-Darstellung des Blutstromes macht eine Unterscheidung zwischen Ge-
faBen unterschiedlicher Blutflussrichtung moglich. Das auf den Schallkopf zuflieBende Blut
erscheint in rotem, das vom Schallkopf wegflieende Blut in blauem Farbton.

Da bei jeder nachfolgenden Messung moglichst dieselbe Mess-Stelle des Gefédlles betrachtet
werden soll, dienen die Niere und die Arteria renalis als Orientierungshilfen. Die

sonographischen Messungen werden kaudal der A. renalis an der Aorta abdominalis
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durchgefiihrt. Durch Einstellung des Tiefenausgleichs oder Gain (gain, engl., Verstirkung)
werden die Grauwerte des Bildes so eingestellt, dass eine mdglichst gute Detailerkennung
und alle zur Verfiigung stehenden Grautdne einschlielich schwarz und wei3 erkennbar
sind. Durch den Tiefenausgleich kommt es zu einer gleichmifBigen Verstirkung der Echos
aus allen Gewebetiefen. Die Einstellung des Gerétes ist als optimal zu betrachten, wenn, bei
wieder zugeschalteter Dopplerfunktion, das Gefdl vollstindig von dem Farbsignal
ausgefiillt ist, ohne dass dieses jedoch iiber die Gefdllgrenzen hinaustritt. Zusatzlich zeigt
sich die Farbkodierung in der Mitte des Gefdf3es hellrot, wohingegen es am Rande zu einer
eher dunkleren Firbung kommt. Diese Farbunterschiede kommen durch schnellere
Blutflussgeschwindigkeiten im Zentrum und langsamere am Rande des Gefidlles zustande.
Zur Bestimmung des GefaBdurchmessers wird der Farbdoppler ausgeschaltet und ein zwei-
dimensionales Standbild im B-Mode angefertigt. Der Durchmesser des Gefdfles kann nun
mit Hilfe von Cursormarkierungen, die an der Gefdllendothelschicht von der Intimaschicht
auf der einen Seite zur gegeniiberliegenden Intimaschicht gelegt werden, ausgemessen wer-
den. Insgesamt werden pro Messzeitpunkt jeweils vier Standbilder angefertigt. Nach
Bestimmung des Gefd3durchmessers wird die Blutflussgeschwindigkeit mit Hilfe des PW-
Dopplers gemessen. Zusdtzlich zu einem farbigen Signal im Gefdl ldsst sich das
Dopplerspektrum als fortlaufende Kurve graphisch und akustisch darstellen. Diese Grafik
erscheint unterhalb des Ultraschallbildes auf dem Monitor des Gerites.

Um das Messvolumen im Gefd3 genau eingrenzen zu konnen, wird ein Dopplertor in das
Gefill gelegt und auf etwa zwei Drittel des Gefdlles verbreitert. Zusitzlich erfolgt eine Win-
kelkorrektur. Um Messfehler zu vermeiden und das Dopplersignal moglichst optimal zu
erhalten, darf der Winkel zwischen GefdaBwand und Ultraschallstrahl nicht {iber 60° liegen.
Eine zusitzliche graphische und akustische Darstellung gibt Aufschluss liber die Qualitét der
Einstellung.
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Abbildung 16: Positionierung der Ultraschall-Sonde zur Darstellung der Aorta abdominalis

|

I T e L I T Y

—

Abbildung 17: Aorta abdominalis mit Abgang der Arteria renalis im B-Mode mit zuge-
schaltetem Doppler.

73



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Abbildung 18: Sonographische Darstellung der Aorta abdominalis im B-Mode und zuge-
schaltetem Doppler zum Auffinden des Gefédl3es.
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-

Abbildung 19: B-Mode-Darstellung der Aorta abdominalis zum Ausmessen des Gefal3-
durchmessers.
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Abbildung 20: Dopplerspektrum der Aorta abdominalis zur Messung der maximalen systo-
lischen und enddiastolischen Blutflussgeschwindigkeit.

B-Mode und Doppler-Echographie der A. carotis communis

Im Anschluss an die Ultraschall-Messungen der Aorta abdominalis erfolgt die Darstellung
der A. carotis communis sinistra.

Das Kaninchen ist aus der eher liegenden Stellung in eine sitzende Haltung zu bringen, wo-
bei der Hals, soweit es vom Tier toleriert wird, in eine leichte Streckstellung gebracht wird.
Die Sonde, die in Léngsrichtung zum Hals positioniert wird, ist mit einer etwa 2 cm dicken
Schicht Ultraschall-Gel beladen. Sie wird an der linken Halsseite, paramedian, zwischen
linkem Unterkieferknochen und Sternum angesetzt.

Zum Auffinden des GefdaBBes wird wieder der Farbdoppler zugeschaltet. Hier wird dieselbe
Vorgehensweise wie bei der Darstellung der Aorta abdominalis angewendet. Nach
Auffinden des Gefdlles wird der Farbdoppler weggeschaltet, das Bild optimal eingestellt und
iiber vier Standbilder der GefdaBdurchmesser ermittelt.

Im Anschluss daran erfolgt wieder eine Messung der Blutflussgeschwindigkeit mit Hilfe des
PW-Dopplers. Die akustischen und graphischen Doppler-Signale der A. carotis communis
unterscheiden sich dabei aufgrund unterschiedlicher Endstromgebiete eindeutig von deren

der Aorta abdominalis.
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nis

Abbildung 22: B-Mode-Darstellung der A. carotis communis zur Ausmessung des Gefa3-
durchmessers.
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Abbildung 23: Dopplerspektrum der A. carotis communis zur Messung der maximalen
systolischen und enddiastolischen Blutflussgeschwindigkeit.

3.2.4.9 Auswertung

Nach Anfertigung eines Standbildes ist es moglich, das Dopplerspektrum auszumessen. An-
hand der maximalen Peaks der Dopplerkurve in der Systole und der Dopplerspektrumhohe
in der enddiastolischen Phase kann die Geschwindigkeit des systolischen und enddiastoli-
schen Blutflusses iiber Cursormarkierungen bestimmt werden.

Zur quantitativen Erfassung der Flussgeschwindigkeitskurven werden verschiedene Indizes
definiert. In dieser Arbeit findet die Auswertung des systolischen und enddiastolischen
Flusses tiber den sogenannten Widerstandsindex, Resistenz-Index (RI) oder Pourcelot-Index

statt, der nach folgender Formel berechnet wird:

RI=8-D
S

S = Systolische Flussgeschwindigkeit
D = Enddiastolische Blutflussgeschwindigkeit
Der Widerstandsindex gilt als wichtiger Parameter des peripheren Widerstandes in dem

jeweiligen Endstromgebiet des untersuchten Gefal3es.
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Applikation der Substanzen

Nach Registrierung aller Basalwerte wird das Tier in eine Propofol-Kurznarkose

(7 mg/kg/KGW) gelegt (Dauer ca. 5 Minuten). Nach dem Verschwinden des Stellreflexes
wird Bepanthen® Augensalbe auf die Cornea aufgetragen. Der Kopf des Kaninchens wird
von einer Hilfsperson von kaudal in einer aufrechten Haltung so fixiert, dass von einer
zweiten Person von kranial eine Schlundsonde gelegt werden kann. Die Sonde wird in das
Maul iiber den Kehlkopf und den Osophagus bis in den Magen vorgeschoben. Durch Spiilen
des Schlauches mit Natrium-Chlorid-Losung, bei gleichzeitigem Anlegen eines Stethoskops
an die seitliche Bauchwand, kann die korrekte Lage der Sonde iiberpriift werden. Der
Hintonia-latiflora-Extrakt wird in einer Dosierung von 200 mg/kg KGW in eine Spritze
aufgezogen und {iber die Schlundsonde verabreicht. Um sicher zu gehen, dass die gesamte
Menge der Testsubstanz in den Magen des Kaninchens gelangt, wird mit ca. 2 bis 3 ml
Wasser nachgespiilt. Vor dem Absetzen der Spritze ist darauf zu achten, den Schlauch zu
knicken und zusammenzupressen, um einen Riickfluss beim Entfernen der Sonde zu
verhindern.

Genauso erfolgt auch die Gabe des Losungsvermittlers Macrogol 300® beim Kontrolltier in
einer Dosierung von 1 ml/kg/KGW, entsprechend der Menge des eingegebenen Hintonia-
latiflora-Extraktes beim Testtier. Damit eine mdglichst objektive Durchfithrung und
Auswertung der Untersuchung stattfindet, wird der Versuch geblindet durchgefiihrt. Beim
zweiten Tier erfolgt nun die gleiche Vorgehensweise bei der Registrierung der Basalwerte

und der Gabe der Substanz.

Statistische Auswertung

Die Signifikanzen des In-vitro-Teils (Aortenkontraktionsversuche) werden mit Verteilungs-
freien Tests berechnet. Aus den Messwerten werden jeweils die Mittelwerte (MW,
arithmetisches Mittel) und die Standardabweichung (SD) bzw. die Standardfehler (SE)
bestimmt.

Zum Vergleich des Effektes bei verschiedenen Konzentrationen innerhalb der Gruppe wird
der paarweise Wilcoxon-Test durchgefiihrt. Innerhalb einer Gruppe werden dabei die
einzelnen Konzentrationen auf signifikante Unterschiede zum Ausgangswert hin liberpriift.
Als Signifikanzniveau wird die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 als signifikant und
p<0,005 als hochsignifikant festgelegt. Fiir den In-vitro-Teil der Arbeit

(Aortenkontraktionsversuche) erfolgt zusétzlich die Berechnung der ECsy unter Verwendung
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der GauB3-Newton-Methode mit dem Computerprogramm GraphPad, Prism, Version 3.05,
San Diego, CA, USA. Mit Hilfe des Programms werden die Daten durch ,Fitten” an

folgende Gleichung angendhert und die entsprechenden Parameter einschlieBlich der ECsy-

Werte berechnet.
B~ Hifekt
- K3 C:  Konzentration
E=K,- (Kl KZ) C K;:  asymptotischer Maximalwert
CK 3 K4K3 Ks:  asymptotischer Minimalwert
Ks:  Steigungsparameter
Ki:  EGsy

Eine Uberpriifung der statistischen Zusammenhinge wird ebenfalls fiir die sonographischen
Messungen an der Aorta abdominalis (GefaBdurchmesser, maximale systolische und
enddiastolische  Blutflussgeschwindigkeit) und an der A. carotis communis
(GefdBdurchmesser, maximale systolische und enddiastolische Blutflussgeschwindigkeit)
des In-vivo-Teils der Studie durchgefiihrt. Des Weiteren werden die Herz-Kreislauf-
Parameter (mittlerer arterieller Blutdruck und Herzfrequenz) und Blutzucker statistisch
ausgewertet. Zur Auswertung wird das Statistikprogramm SPSS (Statistical Package for the
Social Science, Version 11.5, SPSS GmbH Miinchen) verwendet. Aus den Messwerten
werden jeweils die Mittelwerte (MW, arithmetisches Mittel) und die Standardabweichung
(SD) bzw. die Standardfehler (SE) bestimmt.

Fiir die Signifikanzberechnungen werden verteilungsfreie Tests benutzt.

Beim Vergleich der Messwerte zu verschiedenen Messzeitpunkten mit dem jeweiligen
Ausgangswert wird ein paarweiser Vorzeichentest und der Friedman-Test gewahlt. Hat sich
der Friedman-Test als signifikant erwiesen, wird zusdtzlich der paarweise Wilcoxon-Test
(Zeitvergleich innerhalb der Gruppe) durchgefiihrt. Dabei werden die einzelnen
Messzeitpunkte eines Messparameters auf signifikante Unterschiede zum Ausgangswert hin
iiberpriift. Beim Vergleich der beiden Gruppen (Hintonia-latiflora-Gruppe mit der Kontroll-
Gruppe) wird der Mann-Whitney-Test benutzt. Als Signifikanzniveau wird die
Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 als signifikant und p>0,05<0,1 als nicht signifikante
Tendenz festgelegt. Sowohl die Uberpriifung der statistischen Signifikanz als auch die
grafische Darstellung der Untersuchungsergebnisse bezieht sich auf die relativen
Mittelwerte und Standardfehler (%), wobei der relative Mittelwert des Ausgangswertes
(Basalwert) jeweils 100 % gleichgesetzt wird.
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Kontraktionskraftmessungen an isolierten Aortenringen

3.3.1.1 Wirkung des Hintonia-latiflora-Extraktes an Noradrenalin-vorkontrahierten
Praparaten
Die Meerschweinchen-Aortenringe werden durch Zugabe von Noradrenalin (10 uM in der
Badlosung) vorkontrahiert. AnschlieBend erfolgt eine kumulative Zugabe des Hintonia-
latiflora-Extraktes. Es kommt zu einer Konzentrations-abhingigen Relaxation der
Aortenringe. Bis zu einer Konzentration von 45 pg/ml erschlafft die GefaBmuskulatur nicht.
Bei hoheren Konzentrationen kommt es zu einer starken Relaxation. Ab 60 pg/ml relaxieren
die Muskeln vollstindig (um 99,18 + 2,35 % bei 60 pg/ml). Die ECs liegt bei 51,98 pg/ml.
Die Wirkung des Extraktes entfaltet sich demnach in einem sehr engen

Konzentrationsbereich.

Hintonia latiflora
Einfluss auf die Noradrenalin-Kontraktion
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Abbildung 24: Der Einfluss des Hintonia-latiflora-Extraktes auf Noradrenalin-
vorkontrahierte Aortenringe des Meerschweinchens. Mean % = Mittelwert in %,
SE % = Standardfehler in %, n = 8

80



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Tabelle 17: Hintonia latiflora Einfluss auf die Noradrenalin-induzierte Kontraktion (mN)
(Zahlenwerte zu Abbildung 24)

Hint. lat. Absolut (mN) Relativ (%) Wilcoxon (rel.) |Wilcoxon (rel.)
Zugabe (ug/ml) MW + SE MW + SE p< 0,05 p<0,005

0 15,58 + 1,22 100,00 + 0

40 16,16 + 1,30 103,32 + 0,96 + -

45 16,18 + 1,35 102,72 + 1,63 - -

50 11,12 + 1,70 71,91 + 10,58 - +

55 3,77 + 1,26 21,79 + 7,48 - +

60 0,30 + 0,39 0,82 + 2,53 - +

65 -0,13 + 0,36 -2,24 + 2,33 - +

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. mN, Wilcoxon = statistischer
Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte
p<0,05 = signifikant, p<0,005 = hochsignifikant

3.3.1.2 Wirkung von Coutareagenin an Noradrenalin-vorkontrahierten Priparaten

Wie bei den Versuchen mit Hintonia-latiflora-Extrakt werden die Aortenringe mit 10 uM
Noradrenalin in der Badlosung vorkontrahiert und anschlieBend Coutareagenin kumulativ
zugegeben. Coutareagenin ist einer der Leitwirkstoffe des Extraktes. Seine relaxierende
Wirkung tritt bereits bei Konzentrationen iiber 20 pg/ml auf. Eine Konzentration von

60 pg/ml fiihrt zu einer weitgehenden Erschlaffung der Muskeln (um 93,81 + 5,62 %). Die
ECsp liegt bei 32,55 pg/ml. Die Substanz weist eine weniger steile Konzentrations-
Wirkungskurve als die des Hintonia-latiflora-Extraktes auf, d.h. die Wirkung spielt sich in

einem etwas weiteren Konzentrationsbereich als bei dem Hintonia-latiflora-Extrakt ab.

Coutareagenin
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Abbildung 25: Der Einfluss von Coutareagenin auf die Noradrenalin-vorkontrahierten
Aortenringe des Meerschweinchens. Mean % = Mittelwert in %,
SE % = Standardfehler in %, n = 8
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Tabelle 18: Coutareagenin Einfluss auf die Noradrenalin-induzierte Kontraktion (mN)

(Zahlenwerte zu Abbildung 25)

Couta. Absolut (mN) Relativ (%) Wilcoxon Wilcoxon

Zugabe ug/ml MW + SE MW + SE p< 0,05 p<0,005
0 18,39 + 1,25 100,00 + 0
15 20,40 +1,54 | 109,98 + 1,48 - +
20 19,42 + 1,53 104,10 + 2,51 - -
30 12,79 + 1,40 66,43 + 4,46 - +
40 6,67 + 1,01 33,02 + 4,98 - +
50 3,64 +1,01 15,82 + 6,59 - +
60 1,85+ 0,77 6,19 + 5,62 - +

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. mN, Wilcoxon = statistischer
Test fiir die Verdanderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte
p<0,05 = signifikant, p<0,005 = hochsignifikant

3.3.1.3 Milrinon an Noradrenalin-vorkontrahierten Praparaten

Unter Milrinon, das als vasodilatierende Referenzsubstanz verwendet wird, kommt es
bereits ab 0,21 pg/ml zu einem frithen kontinuierlichen Abfall der Kontraktionskraft. Eine
maximale Relaxation um 88,39 + 4,91 % zeigt sich bei einer Konzentration von

21,12 pg/ml. Die ECsy liegt bei 2,43 pg/ml. Im Vergleich zu den Wirkungskurven von
Coutareagenin und des Hintonia-latiflora-Extraktes ist die Konzentrations-Wirkungskurve

sehr flach.
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Abbildung 26: Der Einfluss von Milrinon auf die Noradrenalin-vorkontrahierten
Aortenringe des Meerschweinchens. Mean % = Mittelwert in %, SE % =
Standardfehler in %, n =8
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Tabelle 19: Milrinon Einfluss auf die Noradrenalin-induzierte Kontraktion (mN)
(Zahlenwerte zu Abbildung 26)

Milrinon Absolut (mN) Relativ(%) Wilcoxon Wilcoxon

Zugabe pug/ml MW + SE MW + SE p< 0,05 p<0,005
0,00 17,28 + 1,42 100,00 + 0
0,21 13,41 + 1,54 76,23 + 4,59 - +
0,63 10,98 + 1,46 61,89 + 5,28 - +
2,11 8,75 + 1,37 50,03 + 6,50 - +
6,34 5,04 + 1,13 28,98 + 5,70 - +
21,12 2,08 + 1,08 11,61 + 4,91 - +
63,36 2,86 + 0,81 17,30 + 4,52 - +

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. mN, Wilcoxon = statistischer
Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte
p<0,05 = signifikant, p<0,005 = hochsignifikant

33.14 Zusammenfassung der Wirkungen von Hintonia-latiflora-Extrakt,

Coutareagenin und Milrinon auf die Noradrenalin-vorkontrahierten

Aortenringe

Vasorelaxierende Wirkungen von
Hintonia latiflora, Coutareagenin und Milrinon
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<
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Abbildung 27: Der Einfluss von Hintonia latiflora, Coutareagenin und Milrinon auf
Noradrenalin-vorkontrahierte Aortenringe des Meerschweinchens. Die Ethanol-Kurve gibt
die Wirkung des Losungsvermittlers Ethanol in den Konzentrationen wieder, die bei Couta-
reagenin verwendet wurden. Mean % = Mittelwert in %, SE % = Standardfehler in %,

n jeweils = 8
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Tabelle 20: Ethanol-Einfluss auf die Noradrenalin-Kontraktur

(Zahlenwerte zur Abbildung 27)

Kontrolle Absolut (mN) Relativ (%) Wilcoxon Wilcoxon

Zugabe pg/mi

bei CoutareageninMW + SE MW + SE p< 0,05 p<0,005
0 21,26 + 1,42 100+ 0
15 22,88 + 1,95 107,09 + 2,11 - -
20 24,32 + 2,18 113,72 + 2,67 - -
30 24,46 + 2,43 114,20 + 4,25 + -
40 25,03 + 2,73 116,58 + 5,56 - +
50 25,03 + 2,97 116,25 + 6,88 - +
60 25,13 + 2,99 116,84 + 7,17 - +

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. mN, Wilcoxon = statistischer
Test fiir die Verdanderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte
p<0,05 = signifikant, p<0,005 = hochsignifikant

3.3.1.5 Wirkung des Hintonia-latiflora-Extraktes an Kalium-vorkontrahierten Pri-

paraten

Der Einfluss von Hintonia latiflora auf isolierte Aortenringe des Meerschweinchens wird an
Priparaten untersucht, bei denen durch Zugabe von KCI die extrazelluldre Kalium-Konzent-
ration auf 30 mM erhoht wird. Diese Erhohung der Kalium-Konzentration fiihrt zur Kon-
traktion der Priparate. Danach erfolgt eine kumulative Zugabe von Hintonia-latiflora-Ex-
trakt. In Gegenwart von Kalium kommt es bei Hintonia-latiflora-Konzentrationen von 40 bis
100 pg/ml zu einem leichten Anstieg (um 10,73 + 6,73 % bei 100 pg/ml), wihrend eine Er-
hohung auf 300 pg/ml eine geringgradige Minderung bewirkt (um 18,94 + 8,19 %). Eine
ECso konnte wegen der geringen Unterschiede im Kurvenverlauf nicht berechnet werden.
Die Wirkung von Hintonia latiflora auf Kalium-vorkontrahierte Praparate muss deshalb als

ausgesprochen schwach beschrieben werden.
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Abbildung 28: Der Einfluss von Hintonia-latiflora-Extrakt auf die Kalium-vorkontrahierten
Aortenringe des Meerschweinchens. Mean % = Mittelwert in %,
SE % = Standardfehler in %, n=6

Tabelle 21: Hintonia-latiflora Einfluss auf die Kalium-induzierte Kontraktion (mN)
(Zahlenwerte zur Abbildung 28)

Hint. lat. Absolut(mN) |Relativ(%) Wilcoxon Wilcoxon
Zugabe (ug/mHMW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,005
0 14,20 +1,81| 100,00+ 0
40 15,50 + 1,87| 111,37 + 4,11 + -
60 15,24 + 1,90 110,50 + 6,74 - +
80 15,14 + 1,96| 109,12 + 6,42 - -
100 15,30 + 1,81 110,73 + 5,11 - -
300 11,87 +1,99| 81,06 + 7,98 +

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. mN, Wilcoxon = statistischer
Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte
p<0,05 = signifikant, p<0,005 = hochsignifikant
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3.3.1.6 Wirkung von Coutareagenin an Kalium-vorkontrahierten Priaparaten

Wie schon bei Hintonia latiflora beschrieben, werden die Aortenringe durch die Zugabe von
Kalium (30 mM in der Badldsung) vorkontrahiert und anschlieBend erfolgt eine kumulative
Zugabe von Coutareagenin. Im Gegensatz zur Wirkung des Hintonia-latiflora-Extraktes
kommt es bereits bei einer Konzentration von 40 pg/ml Coutareagenin zu einer leichten Re-
laxation der Kalium-induzierten Kontraktion (um 9,29 + 17,52 %). Eine maximale Abnahme
der Kontraktionskraft zeigt sich bei einer Konzentration von 90 pg/ml (um 92,00 + 6,27 %).
Die ECs liegt bei 61,86. Im Unterschied zu den durch Noradrenalin vorkontrahierten Priapa-
raten miissen hier wesentlich hohere Konzentrationen eingesetzt werden, um eine ausrei-

chende Wirkung zu erzielen
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Abbildung 29: Der Einfluss von Coutareagenin auf die Kalium-vorkontrahierten Aorten-
ringe des Meerschweinchens. Mean % = Mittelwert in %,
SE % = Standardfehler in %, n =8

Tabelle 22: Coutarecagenin Einfluss auf die Kalium-induzierte Kontraktion (mN)
(Zahlenwerte zur Abbildung 29)

Coutareagenin|/Absolut(mN) |[Relativ(%) Wilcoxon Wilcoxon
Zugabe pg/ml MW + SE MW + SE p< 0,05 p<0,005
0 8,98 + 0,97 100,00 + 0

40 7,88 +1,29 | 90,71 + 12,19 - -
60 5,36 + 0,99 | 65,59 + 13,07 - -
70 1,78 + 0,44 | 23,45+ 6,44 + -
80 0,88 +0,28 | 12,58 + 4,34 + -
90 0,45+0,36 | 8,00 + 4,87 + -
100 0,73+0,39| 11,13+5,10 + -

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. mN, Wilcoxon = statistischer
Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte
p<0,05 = signifikant, p<0,005 = hochsignifikant
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3.3.2 Kontraktionen des Papillarmuskels

Die Kontraktion des Papillarmuskels wird durch den Hintonia-latiflora-Extrakt nur wenig
verdndert. Abbildung 30 zeigt die Kontraktionen eines Papillarmuskels vor Zugabe und nach
Zugabe von 30 pg/ml, 100png/ml und 300 pg/ml Hintonia-latiflora-Extrakt. Die Kontraktion
wird durch den Extrakt weder in der Hohe (Kontraktionskraft) noch in ihrem Zeitverlauf
wesentlich verdndert. Im Mittel zeigt sich bei kumulativer Zugabe von Hintonia-latiflora-
Extrakt eine geringe Abnahme der Kontraktionskraft des Papillarmuskels bis 100 pg/ml
wiéhrend es bei 300 ug/ml zu einem leichten Wiederanstieg kommt (Abbildung 31). Die Ab-
nahme der Kraft unter Kontrollbedingungen (mit Ethanol, aber ohne Zugabe von Extrakt) ist

etwas starker.

VAVAVAVAN

Kontrolle 30 pg/ml 100 pg/ml 300 ng/ml
Z
L
N‘\
o
50 ms

Abbildung 30: Kontraktionskurven eines Papillarmuskels bei verschiedenen Konzen-
trationen (30, 100, 300 pg/ml) von Hintonia-latiflora-Extrakt im Vergleich zur Kontrak-
tionskurve (Kontrolle) vor Zugabe des Extraktes (unten angegeben ist der Mafistab in mN
und ms, der fiir alle Kontraktionskurven gilt).
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Hintonia latiflora
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Abbildung 31: Der Einfluss von Hintonia latiflora auf die Kontraktionskraft des

Papillarmuskels des Meerschweinchens. Mean % = Mittelwert in %,
SE % = Standardfehler in %, n =8

Tabelle 23: Hintonia-latiflora-Extrakt Einfluss auf den Papillarmuskel (mN)
(Zahlenwerte zur Abbildung 31)

Hint lat. Absolut(mN) |Relativ(%)  |Wilcoxon(rel)Wilcoxon(rel)
Zugabe (ug/mHMW + SE MW + SE p< 0,05 p<0,005

0 6,60 + 1,50 | 100,00 + O

10 6,67 + 1,62 | 98,94 + 2,72 - -

30 6,67 + 1,61 | 99,34 + 3,29 - -

70 6,73 + 1,68 | 99,30 + 6,36 - -

100 6,60 + 1,72 | 95,86 + 7,32 - -

300 6,83 + 1,76 101,05 + 9,00 - -
Kontrolle Absolut(mN) |Relativ(%) Wilcoxon(rel)Wilcoxon(rel)
Zugabe (ug/mHMW + SE(mN)MW + SE(%)  |p< 0,05 p<0,005

0 8,94 + 1,81 100,00 + 0
10 8,59 +1,73 | 96,30 +1,76 - -

30 8,41+1,71 | 93,83 + 3,53 - -

70 8,27 +1,73 | 91,45+4,43 - -

100 8,17 +1,78 | 89,38 + 4,11 - -

300 8,02 +1,81 | 87,24 +4,72 - -

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. mN, Wilcoxon = statistischer
Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte

p<0,05 = signifikant, p<0,005 = hochsignifikant
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3.3.3 Fluoreszenzmikroskopische Calcium-Messungen

In den fluoreszenzmikroskopischen Calcium-Messungen kann gezeigt werden, dass der
vorilibergehende Calcium-Anstieg (Transient) in A10-Zellen, der durch die Zugabe von

2 nM Vasopressin erreicht wird, unter dem Einfluss von Coutareagenin wesentlich
schwécher ausfillt. Abbildung 32 zeigt den Zeitverlauf der intrazelluldren freien Calcium-
Konzentration nach Zugabe von 2 nM Vasopressin in Abwesenheit und Anwesenheit von
Coutareagenin (60 pg/ml). Die Einwirkdauer von Coutareagenin betrdgt 40 Minuten. Im
Mittel sinkt die Ratio, die ein MaB fiir die freie Calcium-Konzentration ist, von 0,66 + 0,08
(=100 %) auf 0,18 + 0,03 (=27,78 + 4,61 %) ab (Abbildung 33).

Mit Hilfe einer CCD-Kamera kann die rdumliche Verteilung der Calcium-Konzentration in
der Zelle bildlich dargestellt werden (Abbildung 34). Nach Zugabe von Vasopressin steigt
die Calcium-Konzentration in der Zelle an (Anderung des Farbtones von blau nach rot) und
fallt anschlieBend wieder ab. Durch Coutareagenin wird der Calcium-Konzentrationsanstieg

in der gesamten Zelle unterdriickt.

Intrazellulare Calcium-Konzentration

1,4

-
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Abbildung 32: Zeitverlauf der intrazelluliren Calcium-Konzentration in einer einzelnen
Zelle nach Zugabe von Vasopressin (2 nM) ohne und mit Anwesenheit von Coutareagenin.
(VP = Vasopressin, VP + Cout = Vasopressin in Anwesenheit von Coutareagenin)
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Coutareagenin Einfluss auf den Calcium-Transienten
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Abbildung 33: Der Einfluss von Coutareagenin auf den durch 2 nM Vasopressin
induzierten Calcium-Transienten in Fura-2 beladenen A10-Zellen.
Mean (%) = Mittelwert in %, SE (%) = Standardfehler in %, n = 8§
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Abbildung 34: Die intrazelluldre Calcium-Verteilung einer Zelle vor und nach Zugabe
von Vasopressin (2 nM) ohne (linke Spalte) und mit (rechte Spalte) Einwirken von
Coutareagenin. Die Bilder der 1. Reihe zeigen die Zelle vor Zugabe von Vasopressin. In
der 2. Reihe ist die Zelle 30 s nach Zugabe von Vasopressin wiedergegeben. Die 3.
Reihe stellt die Zelle 5 min nach der Zugabe von Vasopressin dar. Aufnahmen mit einer
CCD-Kamera. Wiedergegeben werden farbcodierte Ratio-Werte. Die Abbildung 35
zeigt den Zusammenhang zwischen Ratio-Werten und Farbskala. Niedrige Calcium-
Konzentrationen werden durch blaue, hohe durch rote Farbtone reprisentiert.

00 FO0&00900)100

Abbildung 35: Farbskala der Calcium-Konzentrationen im Bezug auf die Ratio-Werte. Die
angegebenen Ratio-Werte miissen durch Faktor 1000 dividiert werden, um mit den Werten
der Abbildung 32 zu korrelieren.
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3.3.4 Sonographische Untersuchungen am Kaninchen

Die sonographischen Untersuchungen werden sowohl an 8 Tieren der Hintonia-latiflora-
Gruppe als auch an 8 Tieren der Kontroll-Gruppe durchgefiihrt.

Die Versuchsdurchfiihrung verlduft komplikationslos. Bei keinem der Versuchstiere kann
wihrend und nach dem Versuch eine Beeintrdchtigung des Allgemeinbefindens festgestellt

werden.

3.3.4.1 B-Mode Sonographie an der Aorta abdominalis

Bestimmung des Gefif3durchmessers der Aorta abdominalis

Der Basalwert wird vor der Gabe von Hintonia-latiflora-Extrakt bzw. der Kontrollsubstanz
gemessen und entspricht 100 %. Eine halbe Stunde nach Gabe des Extraktes erweitert sich
der Gefaldurchmesser von 100 % auf 105,28 + 1,53 % (von 3,16 + 0,12 mm auf 3,32 + 0,11
mm). Im Verlauf von 2 Stunden sinkt der Durchmesser auf 102,38 + 1,32 %, um nach

3 Stunden wieder deutlich anzusteigen (auf 105,80 + 1,66 %). Nach 4 Stunden zeigt das
Gefdl eine Durchmessererweiterung auf 107,03 + 1,99 % (3.38 + 0,11 mm). Im
Zeitvergleich innerhalb der Gruppe ergibt sich eine signifikante Erweiterung nach einer
halben Stunde, nach 3 und nach 4 Stunden. Im Unterschied dazu weist die Kontroll-Gruppe
zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Anderung auf. Hier kommt es nach einer halben
Stunde zu einer Minderung des Gefa8durchmessers auf 95,86 + 2,69 % (von 3,45 + 0,10
mm auf 3,32 + 0,11 mm), und nach einer Stunde zu einem Wiederanstieg auf 97,05 + 2,73
%, wobei aber im weiteren Verlauf der Ausgangswert nicht mehr erreicht wird. Im
Gruppenvergleich zwischen der Hintonia-latiflora-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-
Gruppe ergibt sich ein signifikanter Unterschied eine halbe Stunde nach Applikation der
Substanzen. Bei den Messzeitpunkten nach 3 und 4 Stunden zeigt sich ein deutlicher, aber

nicht signifikanter Unterschied.
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Abbildung 36: Sonographische Darstellung des GefaBdurchmessers der Aorta abdominalis
unter dem Einfluss von Hintonia-latiflora-Extrakt beim wachen Kaninchen. Mean % = Mit-
telwert in %, SE % = Standardfehler in %, n = jeweils 8

Tabelle 24: Aorta abdominalis GefaBdurchmesser (mm) (Zahlenwerte zur Abbildung 36)

Hin. lat. Absolut(mm)  |Relativ(%) Wilcoxon(rel)  |Wilcoxon (rel)  |Mann-W.(rel)  [Mann-W.(rel)
Messungen |MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 3,16 + 0,12 100,00 + 0

MO0,5h 3,32 + 0,11 105,28 + 1,53 + - + -
M1h 3,23 + 0,12 102,38 + 1,32 - + - -
M2h 3,25 +0,12 102,90 + 1,20 + - - -
M3h 3,33+ 0,10 105,80 + 1,66 + - - +
M4 h 3,37 + 0,11 107,03 + 1,99 + - - +
Kontrolle Absolut(mm)  |[Relativ(%) Wilcoxon (rel) |Wilcoxon (rel) |Mann-W.(rel) Mann-W.(rel)
Messungen [MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 3,45 + 0,10 100,00 + 0

MO0,5h 3,32 + 0,11 95,86 + 2,69 - - + -
M1h 3,33 + 0,10 97,05 + 2,73 - - - -
M2h 3,35+ 0,13 97,08 + 3,33 - - - -
M3 h 3,36 + 0,09 (97,88 + 3,07 - - - +
M4 h 3,40 + 0,10 98,93 + 3,09 - - - +

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. (mm), Wilcoxon = statistischer
Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte,
Mann-Whitney-Test = Unterschied zwischen Kontrolle und Hintonia latiflora, p<0,05 = sig-
nifikant, p>0,05<0,1 = tendenziell
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Maximale systolische Blutflussgeschwindigkeit (MSB) der Aorta abdominalis

Bei der Hintonia latiflora Gruppe kommt es anfangs zu einem Anstieg der Blutflussge-
schwindigkeit, die im weiteren Verlauf jedoch langsam abnimmt und nach 3 Stunden deut-
lich unter den Ausgangswert von 100 % auf 92,34 + 6,04 % (von 69,30 + 2,67 cm/s auf
65,76 + 3,84 cm/s) sinkt. Die Werte im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe sind fiir die
Hintonia-latiflora-Gruppe nicht signifikant. In der Kontroll-Gruppe steigt der Blutfluss in
der Aorta nach einer Stunde deutlich an und erreicht nach 2 Stunden sein Maximum von
113,66 + 13,14 % (Anstieg von 69,43 + 5,96 cm/s auf 74,64 + 4,00 cm/s). Auch nach 4
Stunden liegt die Blutflussgeschwindigkeit in der Kontroll-Gruppe noch iiber dem Basal-
wert. Der Vergleich zwischen der Hintonia-latiflora-Gruppe und der Kontroll-Gruppe ergibt
einen deutlichen Unterschied zwischen den Gruppen zum Messzeitpunkt nach 3 Stunden

wobei sich aber keiner der Unterschiede als signifikant erweist.

Aorta abdominalis
Maximale systolische Blutflussgeschwindigkeit

140,00
130,00 -
120,00 -
110,00 -
100,00 -

90,00 -

Mean (%) +/- SE (%)

80,00 -
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—l—Hintonia latiflora
|

70,00 A

60,00
0 (basal) 0,5 1 2 3 4

Zeit (Stunden)

Abbildung 37: Sonographische Darstellung der maximalen systolischen
Blutflussgeschwindigkeit in der Aorta abdominalis unter Hintonia-latiflora-Extrakt
am wachen Kaninchen. Mean % = Mittelwert in %, SE = Standardfehler in %,

n = jeweils 8

94



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Tabelle 25: Aorta abdominalis Maximale systolische Blutflussgeschwindigkeit (cm/s)
(Zahlenwerte zur Abbildung 37)

Hin. lat. Absolut(cm/s) |Relativ(%) Wilcoxon (rel) |Wilcoxon (rel) [Mann-W.(rel) Mann-W.(rel)

Messungen [MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1

Basalwert 69,30 + 2,67 100,00 + 0

MO0,5h 78,63 +4,12 | 110,86 + 5,76 - - - -

M1h 75,78 + 3,87 | 103,89 + 11,82 - - - -

M2h 74,80 + 3,01 | 107,84 + 6,63 - - - -

M3 h 65,76 + 3,84 | 92,77 + 5,75 - - - +

M4 h 66,32 +6,34 | 93,13 +7,70 - - - -

Kontrolle Absolut(cm/s) |Relativ(%) Wilcoxon (rel) | Wilcoxon (rel) |Mann-W.(rel) |Mann-W.(rel)

Messungen |MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1

Basalwert 69,43 + 5,96 100,00 + 0

MO0,5h 67,04 +3,62 | 101,09 +9,78 - - - -

M1h 72,91 +3,54 | 109,32 + 8,83 - - - -

M2h 74,64 + 4,00 | 113,66 + 13,14 - - - -

M3 h 76,10 + 4,34 112,94 + 8,21 - - - +

M4 h 71,50 + 3,58 106,20 + 7,55 - - - -

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. (cm/s), Wilcoxon = statisti-
scher Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-
Werte, Mann-Whitney-Test = Unterschied zwischen Kontrolle und Hintonia latiflora,
p<0,05 = signifikant, p>0,05<0,1 = tendenziell

Enddiastolische Blutflussgeschwindigkeit der Aorta abdominalis

Nach Verabreichung von Hintonia-latiflora-Extrakt steigt die enddiastolische Blutflussge-
schwindigkeit nach 30 Minuten von 100 % auf 118,22 + 17,85 % (von 13,38 + 1,23 cm/s
auf 14,74 + 1,82 cm/s). Zum Messzeitpunkt von 2 Stunden sinkt die enddiastolische
Blutflussgeschwindigkeit auf 110,48 + 18,99 % ab und liegt nach 4 Stunden bei

110,90 + 15,49 %. Im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe ist keiner der Werte signifikant.
Im Gegensatz dazu féllt die enddiastolische Blutflussgeschwindigkeit in der Kontroll-
Gruppe nach 30 Minuten von 100 % auf 96,66 + 9,24 % (14,87 + 1,53 cm/s auf 13,65 + 1,14
cm/s) ab. AnschlieBend steigt der Wert zum Messzeitpunkt von 2 Stunden auf 119,00 +
18,75 % an und erreicht nach 4 Stunden sein Maximum von 120,93 + 9,32 %. Keiner der
Werte zeigt im Zeitvergleich innerhalb der Gruppen einen signifikanten Unterschied. Auch
im Vergleich zwischen Hintonia latiflora und Kontroll-Gruppe ergeben sich keine

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 38: Sonographische Darstellung der enddiastolischen Blutflussgeschwindigkeit
in der Aorta abdominalis unter Hintonia-latiflora-Extrakt am wachen Kaninchen. Mean % =
Mittelwert in %, SE = Standardfehler in %,
n = jeweils 8

Tabelle 26: Aorta abdominalis Enddiastolische Blutflussgeschwindigkeit (cm/s)

(Zahlenwerte zur Abbildung 38)

Hin. lat. Absolut(cm/s) |Relativ(%) Wilcoxon (rel) |Wilcoxon (rel) |[Mann-W.(rel)  |Mann-W.(rel)
Messungen |MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1)
Basalwert 13,38 + 1,23 100,00 + 0
MO0,5h 14,74 + 1,82 118,22 + 17,85 - - - -
M1h 14,08 + 1,68 115,37 + 21,02 - - - -
M2h 13,65 + 1,93 110,48 + 18,99 - - - -
M3h 13,70 + 1,16 113,67 + 20,25 - - - -
M4 h 14,36 + 2,29 110,90 + 15,49 - - - -
Kontrolle Absolut(cm/s) |Relativ(%) Wilcoxon (rel)  |Wilcoxon (rel) [Mann-W.(rel)  |Mann-W.(rel)
Messungen |MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 14,87 + 1,53 100,00 + 0
MO,5h 13,65 + 1,14 96,66 + 9,24 - - - -
M1h 15,61 + 1,95 105,67 + 7,50 - - - -
M2h 16,07 +1.12 | 119,00 + 18,75 - - - -
M3h 15,01+ 0,84 | 108,85 + 13,48 - - - -
M4 h 17,49 + 1,54 120,93 + 9,32 - + -

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. (mm), Wilcoxon = statlst1scher
Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte,
Mann-Whitney-Test = Unterschied zwischen Kontrolle und Hintonia latiflora, p<0,05 = sig-
nifikant, p>0,05<0,1 = tendenziell
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Resistenz-Index (RI) der Aorta abdominalis

Zusitzlich zur Bestimmung der systolischen und enddiastolischen Blutflussgeschwindigkeit
wurde der Resistenz-Index ausgewertet. Der Resistenz-Index errechnet sich aus der maxi-
malen systolischen und enddiastolischen Blutflussgeschwindigkeit (Formel siehe Seite 77)
Dieser Parameter korreliert mit der maximalen systolischen und enddiastolischen Blutfluss-
geschwindigkeit und erlaubt eine Aussage iiber die Gefalspannung und indirekt iiber den
peripheren Widerstand im Endstromgebiet des untersuchten Gefdes. Der RI kann somit zu
einer Beurteilung der Wirkung des Hintonia-latiflora-Extraktes in der Peripherie beitragen.
Der RI der Hintonia-latiflora-Gruppe zeigt keine signifikante Anderung im Zeitvergleich
innerhalb der Gruppe. Auch bei der Kontroll-Gruppe stellt sich beim Zeitvergleich innerhalb
der Gruppe keine signifikante Verdnderung ein. Bei Vergleich beider Gruppen ergeben sich
nur geringe, nicht signifikante Unterschiede zwischen der Hintonia-latiflora- und der Kon-

troll-Gruppe.
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Abbildung 39: Resistenz-Index der Aorta abdominalis unter dem Einfluss von Hintonia-
latiflora-Extrakt. Mean % = Mittelwert in %, SE = Standardfehler in %, n = jeweils 8
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Tabelle 27: Aorta abdominalis Resistenz-Index (Zahlenwerte zur Abbildung 39)

Hin. lat. Absolut Wilcoxon (rel) |Wilcoxon (rel)]Mann-W.(rel) |Mann-W.(rel)
Messungen MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 [p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 0,81 + 0,01

MO0O,5h 0,81 + 0,02 - - - -

M1h 0,80 + 0,02 - - - -

M2h 0,82 + 0,03 - - - +

M3h 0,79 + 0,02 - - - -

M4 h 0,78 + 0,03 - - - -
Kontrolle |Absolut Wilcoxon (rel) [Wilcoxon (rel)[Mann-W. (rel)  |Mann-W.(rel)
Messungen MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 |p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 0,78 + 0,02

MO0,5h 0,80 + 0,01 - - - -

M1h 0,79 + 0,02 - - - -

M2h 0,79 + 0,01 - - - +

M3h 0,80 + 0,01 - - - -

M4 h 0,76 + 0,01 - - - -

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler, Wilcoxon = statistischer Test fiir die
Veranderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte, Mann-Whit-
ney-Test = Unterschied zwischen Kontrolle und Hintonia latiflora, p<0,05 = signifikant,
p>0,05<0,1 = tendenziell

3.3.4.2 B-Mode Sonographie an der A. carotis communis

Bestimmung des Gefildurchmessers der A. carotis communis

Nach Verabreichung des Hintonia-latiflora-Extraktes erfolgt innerhalb einer halben Stunde
eine Erweiterung des Geféalles von 100 % auf 103,07 + 2,89 % (von 1,82 + 0,07 mm auf 1,89
+ 0.05 mm) die im Verlauf der nichsten 2 Stunden leicht zuriickgeht, aber nie unter den
Ausgangswert sinkt und am Ende der Messungen wieder bei 103,08 + 4,79 % liegt. Die
Verinderungen sind aber im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe nicht signifikant.

In der Kontroll-Gruppe sinkt der GefaBdurchmesser der A. carotis communis nach 2 Stun-
den von 100 % auf 96,78 + 2,78 % (von 1,91 + 0,08 mm auf 1,83 + 0,07 mm) bleibt dann
weitgehend konstant und liegt bei der letzten Messung nach 4 Stunden bei 97,00 + 3,29 %.
Im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe gibt es keine signifikanten Unterschiede. Auch im
Vergleich zwischen Hintonia-latiflora-Gruppe und Kontroll-Gruppe zeigen sich keine

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 40: Sonographische Darstellung des GefaBdurchmessers der A. carotis
communis unter Hintonia-latiflora-Extrakt am wachen Kaninchen.
Mean % = Mittelwert in %, SE = Standardfehler in %, n = jeweils 8

Tabelle 28: A. carotis communis GefaBdurchmesser (mm) (Zahlenwerte zur Abbildung 40)

Hint. lat. Absolut(mm) |Relativ(%) Wilcoxon (rel)  [Wilcoxon (rel)  [Mann-W.(rel) Mann-W.(rel)
Messungen |MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 1,82 + 0,07 100,00 + 0
MO0,5h 1,89 + 0,05 | 103,07 + 2,89 - - - -
M1h 1,87 + 0,05 | 102,31 + 2,49 - - - -
M2h 1,85+ 0,05 | 101,78 + 2,78 - - - -
M3h 1,85+ 0,06 | 101,14 + 3,05 - - - -
M4 h 1,85+ 0,04 | 103,08 + 4,79 - - - -
Kontrolle Absolut(mm) |Relativ(%) Wilcoxon (rel) [Wilcoxon (rel) |Mann-W.(rel) Mann-W.(rel)
Messungen |MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 1,91 + 0,08 100,00 + 0
MO0,5h 1,91 +0,07 | 100,02 + 2,25 - - - -
M1h 1,88 + 0,07 98,39 + 1,66 - - - -
M2h 1,83 + 0,07 96,18 + 2,78 - - - -
M3h 1,85 + 0,09 97,04 + 2,91 - - - -
M4 h 1,84 + 0,06 97,00 + 3,29 - -

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfe

hler in % bzw

. (mm), Wilcoxon = statistischer

Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte,
Mann-Whitney-Test = Unterschied zwischen Kontrolle und Hintonia latiflora, p<0,05 = sig-
nifikant, p>0,05<0,1 = tendenziell
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Maximale systolische Blutflussgeschwindigkeit (MSB) der A. carotis communis

Eine halbe Stunde nach Applikation des Hintonia-latiflora-Extraktes kommt es im Zeitver-
gleich innerhalb der Gruppe zu einem signifikanten Absinken der MSB von 100 % auf 81,57
+ 4,01 % (von 95,14 + 9,36 cm/s auf 73,81 + 5,94 cm/s). Nach 2 Stunden wird ein Wieder-
anstieg der Blutflussgeschwindigkeit auf 92,91 + 10,20 % (auf 83,63 + 5,96 cm/s) beobach-
tet, der nach 4 Stunden, am Ende der Messungen, auf 88,99 + 6,45 % (auf 81,94 + 5,58
cm/s) abfillt.

Auch in der Kontroll-Gruppe ist nach einer halben Stunde ein deutliches Sinken des MSB
von 100 % auf 89,53 + 6,35 % (von 81,25 + 6,14 cm/s auf 71,38 + 4,62 cm/s) zu registrie-
ren, aber bereits zum Zeitpunkt der ndchsten Messung, nach einer Stunde, ergibt sich ein
Anstieg auf 95,22 + 7,41 %. Im weiteren Verlauf nimmt die MSB kontinuierlich zu und be-
findet sich nach 4 Stunden mit 111,34 + 8,20 % (auf 88,95 + 6,65 cm/s) erheblich iiber dem
Basalwert. Fiir die Kontroll-Gruppe zeigen sich innerhalb des Zeitvergleichs der Gruppe
keine signifikanten Unterschiede. Insgesamt ergibt sich bei der Messung nach 4 Stunden ein
deutlicher Unterschied im Gruppenvergleich zwischen Kontroll-Gruppe und Hintonia-la-

tiflora-Gruppe.

A. carotis communis
Maximale systolische Blutflussgeschwindigkeit

130,00
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0 (basal) 0,5 1 2 3 4
Zeit (Stunden)

Abbildung 41: Darstellung der maximalen systolischen Blutflussgeschwindigkeit der
A. carotis communis am wachen Kaninchen unter dem Einfluss von Hintonia-latiflora-
Extrakt. Mean % = Mittelwert in %, SE = Standardfehler in %, n = jeweils 8
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Tabelle 29: A. carotis communis Maximale systolische Blutflussgeschwindigkeit (cm/s)
(Zahlenwerte zur Abbildung 41)

Hint. lat. Absolut(cm/s)Relativ(%) Wilcoxon(rel)Wilcoxon(rel)Mann-W.(rel)Mann-W.(rel)
Messungen MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 |p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 95,14 +9,36| 100,00 +0

MO5h 73,81 +5,94| 81,57 + 4,01 + - - -

M1h 78,33 + 6,75| 85,54 +7,98 - - - -

M2h 83,63 + 5,96 | 92,91 + 10,20 - - - -

M3h 84,10 + 6,86 | 90,01 + 5,29 - - - -

M4 h 81,94 + 5,58 | 88,99 + 6,45 - - - +
Kontrolle |Absolut(cm/s)Relativ(%) Wilcoxon(rel)Wilcoxon(rel)Mann-W.(rel)Mann-W.(rel)
Messungen MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 |p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 81,20 + 6,14| 100,00 + 0

MO5h 71,38 +4,62| 89,53 + 6,35 - - - -

M1h 75,86 + 5,26 | 95,22 + 7,41 - - - -

M2h 85,83 + 5,16 | 108,44 + 8,44 - - - -

M3h 79,81 + 6,01 | 99,76 + 7,80 - - - -

M4 h 88,95 + 6,65| 111,34 + 8,20 - - - +

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. cm/s, Wilcoxon = statistischer
Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte,
Mann-Whitney-Test = Unterschied zwischen Kontrolle und Hintonia latiflora, p<0,05 = sig-
nifikant, p>0,05<0,1 = tendenziell

Enddiastolische Blutflussgeschwindigkeit der A. carotis communis

Die enddiastolische Blutflussgeschwindigkeit sinkt in der Hintonia-latiflora-Gruppe kon-
stant ab. Nach einer halben Stunde fillt die Blutflussgeschwindigkeit von 100 % auf 95,35 +
8,29 % (von einem Ausgangswert von 21,60 + 2,16 cm/s auf 20,11 + 2,04 cm/s). Zum
Messzeitpunkt von 2 Stunden liegt der Wert bei 88, 37 + 14,27 % , nach 3 Stunden bereits
bei 74,16 + 8,01 und nach 4 Stunden nimmt die enddiastolische Blutflussgeschwindigkeit
auf 70,07 + 7,48 % ab. Im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe erweisen sich die Werte nach
3 und 4 Stunden als signifikant im Vergleich zum Ausgangswert. In der Kontroll-Gruppe
findet nach einer halben Stunde zunéchst eine Senkung von 100 % auf 91,13 + 14,80 % (von
16,83 + 1,28 cm/s auf 14,63 + 1,73 cm/s) statt. AnschlieBend kommt es jedoch zu einem
Wiederanstieg, der nach 2 Stunden bei 104,91 + 17,48 % und nach 4 Stunden bei 104,04 +
13,95 % liegt. Keiner der Werte in der Kontroll-Gruppe zeigt einen signifikanten
Unterschied im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe. Im Vergleich zwischen Hintonia-
latiflora- und Kontroll-Gruppe ist der Messzeitpunkt nach 4 Stunden signifikant

unterschiedlich.
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Abbildung 42: Darstellung der enddiastolischen Blutflussgeschwindigkeit der A. carotis
communis am wachen Kaninchen unter dem Einfluss von Hintonia-latiflora-Extrakt.
Mean % = Mittelwert in %, SE = Standardfehler in %, n = jeweils 8

Tabelle 30: A. carotis communis Enddiastolische Blutflussgeschwindigkeit (cm/s)
(Zahlenwerte zur Abbildung 42)

Hint. lat. Absolut(cm/s) [Relativ(%) Wilcoxon(rel) [Wilcoxon(rel) |[Mann-W. (rel) Mann-W. (rel)

Messungen MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1

Basalwert 21,60 + 2,16 100,00 + 0

M0,5h 20,11 + 2,04 95,35 + 8,29 - - - -

M1h 18,76 + 2,31 88,57 + 8,78 - - - -

M2h 18,43 + 2,72 | 88,37 + 14,27 - - - -

M3h 15,31 + 1,18 74,16 + 8,01 + - - -
M4h 14,87 + 1,79 70,07 + 7,48 + - + -
Kontrolle Absolut(cm/s) [Relativ(%) Wilcoxon(rel) |Wilcoxon(rel) |[Mann-W. (rel)  [Mann-W. (rel)
Messungen |MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1

Basalwert 16,83 + 1,28 100,00 + 0

M0,5h 14,63 + 1,73 | 91,13 + 14,80 - - - -

M1h 14,82 + 2,04 | 92,04 + 16,95 - - - -

M2h 17,17 + 2,89 | 104,91 + 17,48 - - - -

M3 h 15,87 + 2,56 | 98,81 + 18,81 - - - -

M4h 16,82 + 1,80 | 104,04 + 13,95 - + -

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. cm/s, Wilcoxon = statistischer
Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte,
Mann-Whitney-Test = Unterschied zwischen Kontrolle und Hintonia latiflora, p<0,05 = sig-
nifikant, p>0,05<0,1 = tendenziell
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Resistenz-Index (RI) der A. carotis communis

Wie bereits erwihnt, wird der Resistenz-Index als Parameter fiir den peripheren Widerstand
im Endstromgebiet ausgewertet. Der Resistenz-Index ergibt sich aus maximaler systolischer
und enddiastolischer Blutflussgeschwindigkeit. In der Hintonia-latiflora-Gruppe ergibt sich
eine Verminderung des RI nach einer halben Stunde von 0,76 + 0,03 (Ausgangswert) auf
0,74 + 0,01. AnschlieBend erfolgt nach 1 Stunde ein Anstieg auf 0,76 + 0,03. Nach 3 Stun-
den ergibt sich im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe ein signifikanter Anstieg (auf 0,81 +
0,02) und nach 4 Stunden auf 0,82 + 0,02 (nicht signifikant). In der Kontroll-Gruppe erge-
ben sich keine signifikanten Verdanderungen im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe. Der RI
steigt nach einer halben Stunde von 0,78 + 0,02 auf 0,80 + 0,02 an und bleibt etwa auf dem
gleichen Wert bis zum Ende der Messungen. Im Vergleich zwischen der Kontroll-Gruppe

und der Hintonia-latiflora-Gruppe ist ein signifikanter Unterschied nach einer halben Stunde

zu sehen.
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Abbildung 43: Resistenz-Index der A. carotis communis unter dem Einfluss von
Hintonia-latiflora-Extrakt. Mean % = Mittelwert in %, SE = Standardfehler in %,
n = jeweils 8
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Tabelle 31: A. carotis communis Resistenz-Index (Zahlenwerte zur Abbildung 43)

Hint. lat. Absolut Wilcoxon Wilcoxon Mann-W. Mann-W.
Messungen MW +SE  |p< 0,05 p>0,05<0,1 [p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 0,76 + 0,03
MO05h |0,74 +0,01 - - + -
M1h 0,76 + 0,03 - - - -
M2h 0,78 + 0,03 - - - -
M3h 0,81 + 0,02 + - - -
M4 h 0,82 + 0,02 - + - -
Kontrolle  |Absolut Wilcoxon Wilcoxon Mann-W. Mann-W.
Messungen MW +SE  |p< 0,05 p>0,05<0,1 [p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 0,78 + 0,02
MO05h |0,80+0,02 - - + -
M1h 0,80 + 0,02 - - - -
M2h 0,80 + 0,03 - - - -
M3h 0,80 + 0,03 - - - -
M4 h 0,81 + 0,02 - - -

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler, Wilcoxon = statistischer Test fiir die
Veranderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte, Mann-Whit-
ney-Test = Unterschied zwischen Kontrolle und Hintonia latiflora, p<0,05 = signifikant,
p>0,05<0,1 = tendenziell

Herzfrequenz

Eine Stunde nach Applikation der Testsubstanz zeigt die Hintonia-latiflora-Gruppe im Zeit-
vergleich innerhalb der Gruppe eine signifikante Minderung der Herzfrequenz von 100 %
auf 87,76 + 4,19 % (von 208,57 + 8,21 Schldgen/min auf 180,80 + 4,74 Schlidge/min). Nach
2 Stunden steigt die Herzfrequenz wieder auf 91,30 + 5,30 %. Anschliefend sinkt die
Herzfrequenz wieder ab und erreicht zum Zeitpunkt der Messung nach 3 Stunden 89,84 +
3,65 % und nach 4 Stunden 87,68 + 4,23 %. Die Werte nach 1, 3 und 4 Stunden
unterscheiden sich im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe signifikant vom Ausgangswert.
Auch in der Kontroll-Gruppe kommt es zunichst zu einem signifikanten Absinken von

100 % auf 87,56 + 4,63 % (von 213,00 + 10,75 Schldge/min auf 183,29 + 4,00 Schldge/min)
der Herzfrequenz im Messzeitraum von einer halben Stunde. Bei der Messung nach 2
Stunden weist die Herzfrequenz ebenfalls eine signifikante Abnahme im Zeitvergleich
innerhalb der Gruppe auf 88,91 + 3,70 % auf. Danach steigt die Herzfrequenz der Kontroll-
Gruppe jedoch stetig an und liegt am Ende der Messungen nach 4 Stunden bei einem Wert
von 93,50 + 5,09 % des Ausgangswertes. Im Gruppenvergleich unterscheiden sich die

beiden Gruppen in keinem der Werte signifikant.
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Abbildung 44: Herzfrequenz am wachen Kaninchen unter dem Einfluss von Hintonia-
latiflora-Extrakt. Mean % = Mittelwert in %, SE = Standardfehler in %,
= ieweils 7

Tabelle 32: Herzfrequenz (Schldge/min) (Zahlenwerte zur Abbildung 44)

Hint. lat. '(A\Sbsrﬁgjgte/min) Relativ Wilcoxon(rel) Wilcoxon(rel) |Mann-W. (rel) [Mann-W. (rel)
Messungen |MW + SE MW(%) + SE(%) [p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 208,57 + 8,21 100,00 + 0
MO0,5h 187,63 + 5,64 | 91,19 +4,73 - - - -
M1h 180,80 + 4,74 | 87,76 + 4,19 + - - -
M2h 187,89 +7,05 | 91,30 + 5,30 - - - -
M3 h 185,23 + 3,08 | 89,84 + 3,65 + - - -
M4 h 181,19 + 7,01 87,68 + 4,23 + - - -
Absolut
Kontrolle (Schldge/min) Relativ(%) Wilcoxon Wilcoxon Mann-W. (rel) [Mann-W. (rel)
Messungen |MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 213,00 + 10,75 100,00 + 0
MO0,5h 191,51 + 6,66 | 90,85 + 3,22 + - - -
M1h 183,29 + 4,00 | 87,56 + 4,63 - + - -
M2h 186,97 + 4,84 | 88,91 + 3,70 + - - -
M3 h 192,83 +5,39 | 92,12 + 5,24 - - - -
M4 h 199,07 + 5,93 | 93,50 + 5,09 - - -

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. Schldge/min, Wilcoxon = sta-
tistischer Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Rela-
tiv-Werte, Mann-Whitney-Test = Unterschied zwischen Kontrolle und Hintonia latiflora,
p<0,05 = signifikant, p>0,05<0,1 = tendenziell
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Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Nach Gabe von Hintonia latiflora bleibt der Blutdruck wihrend der ersten 30 Minuten zu-
nichst konstant und sinkt anschliefend, nach 2 Stunden, von 100 % auf ein Minimum von
89,23 + 7,65 % bzw. von 83,14 + 3,00 mmHg auf 74,10 + 7,12 mmHg ab. Diese Abnahme
ist im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe nicht signifikant. Darauf erfolgt ein Wiederanstieg
nach 3 Stunden auf 101,46 + 4,91 % und nach 4 Stunden auf 107,68 + 3,11 %.

In der Kontroll-Gruppe kommt es ebenfalls zu einem Abfallen des Blutdruckes. Nach einer
Stunde zeigt sich eine Verminderung von 100 % auf 92,44 + 3,76 % (von 90,33 + 4,33
mmHg auf 77,06 + 7,16 mmHg) und nach 2 Stunden auf 87,48 + 8,78 % des Ausgangswer-
tes. Daraufhin steigt der Blutdruck wie in der Hintonia-latiflora-Gruppe wieder an und bleibt
nach 4 Stunden bei 98,20 + 3,40 % des Ausgangswertes. Im Gruppenvergleich weisen die

Messungen keine signifikanten Unterschiede auf.
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Abbildung 45: Mittlerer arterieller Blutdruck am wachen Kaninchen unter dem
Einfluss von Hintonia-latiflora-Extrakt. Mean % = Mittelwert in %,
SE = Standardfehler in %, n = jeweils 8
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Tabelle 33: Mittlerer arterieller Blutdruck (mmHg) (Zahlenwerte zur Abbildung 45)

Hint. lat. Absolut(mmHg) |Relativ(%) Wilcoxon(rel) [Wilcoxon(rel) |[Mann-W. (rel) [Mann-W. (rel)
Messungen MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 |p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 83,14 + 3,00 100,00 + 0

MO0,5h 83,53 + 5,05 100,87 + 5,77 - - - -

M1h 77,48 + 4,94 93,85 + 6,31 - - - -

M2h 7410 + 7,12 89,23 + 7,65 - + -

M3h 83,48 + 2,60 101,46 + 4,91 - - - -

M4 h 88,41 + 3,40 107,68 + 3,11 - + - +
Kontrolle Absolut(mmHg) |Relativ(%) Wilcoxon(rel) [Wilcoxon(rel) [Mann-W. (rel) [Mann-W. (rel)
Messungen MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 90,33 + 4,33 100,00 + 0
MO0,5h 82,56 + 3,00 92,06 + 2,35 - - - -
M1h 82,65 + 3,04 92,44 + 3,76 - + -
M2h 77,06 + 7,16 87,48 + 8,78 - + -
M3h 85,76 + 2,37 96,29 + 4,53 - - - -

M4 h 88,27 + 4,66 98,20 + 3,40 - - - +

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. mmHg, Wilcoxon = statisti-
scher Test filir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-
Werte, Mann-Whitney-Test = Unterschied zwischen Kontrolle und Hintonia latiflora,
p<0,05 = signifikant, p>0,05<0,1 = tendenziell

Blutzucker

Der Blutzucker wird durch die Gabe von Hintonia latiflora (200 mg/kg KG) gesenkt. Bereits
nach einer halben Stunde féllt der Blutzucker in der Hintonia-latiflora-Gruppe signifikant
von 100 % auf 93,26 + 2,21 % (von 100,50 + 3,55 mg/dl auf 93,56 + 3,30 mg/dl) und bleibt
auch nach 1 Stunde signifikant auf 93,10 + 2,40 % des Ausgangswertes. Der niedrigste Wert
wird nach 2 Stunden mit 89,13 + 2,33 % erreicht. AnschlieBend erfolgt ein Wiederanstieg
des Blutzuckerwertes in der Hintonia-latiflora-Gruppe, ohne den Ausgangswert erneut zu
erreichen. Die Messzeitpunkte nach einer halben Stunde, nach 1 und 2 Stunden zeigen sich
signifikant unterschiedlich im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe. Unter Kontrollbedingun-
gen kommt es nur zu geringfiigigen Schwankungen des Blutzuckerwertes (zwischen 94,38 +
3,27 mg/dl und 89, 94 + 2,42 mg/dl). Nach einer halben Stunde sinkt der Blutzuckerwert
von 100 % auf 97,79 + 2,56 %, anschlieBend steigt er leicht auf 102,06 + 2,62 % an. Nach

3 Stunden erreicht er den niedrigsten Wert mit 96,05 + 2,42 % und nach 4 Stunden liegt er
wieder bei 101,13 + 1,60 %. Im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe ist keiner der Werte
signifikant. Die Unterschiede zwischen Hintonia-latiflora-Gruppe und Kontroll-Gruppe sind

nach 1 und 2 Stunden im Gruppenvergleich signifikant.
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Abbildung 46: Blutzucker am wachen Kaninchen unter dem Einfluss von Hintonia-
latiflora-Extrakt. Mean % = Mittelwert in %, SE = Standardfehler in %. n = jeweils 8

Tabelle 34: Blutzucker (mg/dl) (Zahlenwerte zur Abbildung 46)

Hint. lat. Absolut(mg/dl)  |Relativ(%) Wilcoxon(rel) |Wilcoxon(rel) [Mann-W. (rel) [Mann-W. (rel)
Messungen MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 100,50 + 3,55 100,00 + 0

MO0,5h 93,56 + 3,30 93,26 + 2,21 + - - -

M1h 93,38 + 3,27 93,10 + 2,40 + - + -

M2h 89,14 + 1,86 89,13 + 2,33 + - + -

M3 h 95,75 + 4,79 95,98 + 5,88 - - - -

M4 h 98,19 + 5,19 98,35 + 5,82 - - - -
Kontrolle Absolut(mg/dl)  |Relativ(%) Wilcoxon(rel) |Wilcoxon(rel) |Mann-W. (rel) [Mann-W. (rel)
Messungen MW + SE MW + SE p< 0,05 p>0,05<0,1 |p< 0,05 p>0,05<0,1
Basalwert 94,38 + 3,27 100,00 + 0

MO0,5h 89,44 + 3,77 97,79 + 2,56 - - - -

M1h 92,75 + 3,20 102,06 + 2,62 - - + -

M2h 89,94 + 2,42 98,84 + 3,37 - - + -

M3h 90,63 + 2,72 96,05 + 2,42 - - - -

M4 h 94,19 + 3,46 101,13 + 1,60 - -

MW = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler in % bzw. mg/dl Wllcoxon = statistischer
Test fiir die Verdnderungen innerhalb einer Wirkungskurve bezogen auf die Relativ-Werte,
Mann-Whitney-Test = Unterschied zwischen Kontrolle und Hintonia latiflora, p<0,05 = sig-
nifikant, p>0,05<0,1 = tendenziell
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4 DISKUSSION

In fritheren Zeiten wurde bei der Therapie des Diabetes mellitus das Hauptaugenmerk auf die
Absenkung erhohter Blutzuckerwerte gelegt, um akut lebensbedrohliche Zustinde wie das
Coma diabeticum zu verhindern oder zu behandeln. Diese akuten Komplikationen spielen
durch die verbesserte Uberwachung und Therapie heute nur noch eine untergeordnete Rolle.
Mit zunehmender Lebenserwartung der Diabetiker riickten aber mehr und mehr die Spétfol-
gen in das Blickfeld der Therapeuten. Hier sind insbesondere Retinopathie, Nephropathie und
Polyneuropathie als Ausdruck der Mikroangiopathie sowie koronare Herzerkrankungen und
periphere Durchblutungsstérungen als Folge einer Makroangiopathie zu erwédhnen
(STEHOUWER et al. 1997, PUTTEMANS und NEMRY 1998, CALLES-ESCANDON und
CIPOLLA 2001, TSILIBARY 2003). Dabei sind besonders die makroangiopathischen Verén-
derungen sehr schwer zu verhindern (COLWELL 1997). Durch ein sehr hdufiges Monitoring
und eine sehr genaue Einstellung der Blutzuckerwerte mit Hilfe der intensivierten Therapie
gelang es in letzter Zeit auch diese Komplikationen zurlickzudringen (EDIC 1999,
LUDVIGSSON und HANAS 2003, WOJCICKI und LADYZYNSKI 2003, RIZVI 2004).
Trotzdem ist die Situation nicht optimal. Ein GroBteil der Diabetiker muss bei ldngerer Dauer
der Erkrankung nach wie vor mit solchen Spétfolgen rechnen. Diese beeintrachtigen die Le-
bensqualitdt der Patienten erheblich und kénnen zu Frithmortalitit fithren. Spatkomplikatio-
nen treten besonders bei Typ 2 Diabetikern auf, die meist mit oralen Antidiabetika behandelt
werden, wobei eine so prizise Einstellung wie mit der intensivierten Insulintherapie haufig
nicht erreicht wird. In einer Langzeitstudie (University Group Diabetes Program = UGDP-
study) zeigten die oralen Antidiabetika zwar eindrucksvolle Blutzuckersenkungen, die Aus-
wirkungen auf die Sekundarerkrankungen waren aber enttduschend (RIVELINE et al. 2003).
Von daher besteht nach wie vor Bedarf nach einem moglichst oral verabreichbaren Medika-
ment, mit dem nicht nur der Blutzucker gesenkt, sondern auch ein giinstiger Effekt auf die
Spétfolgen des Diabetes erreicht werden kann. Die Spétfolgen kommen in erster Linie durch
Verianderungen der GefaBle mit der Folge von verminderter Durchblutung und damit ver-
schlechterter Versorgung verschiedener Gewebe zustande. Deshalb konnte ein Medikament
vielversprechend sein, das zusitzlich zu seiner antidiabetischen Wirkung eine vasodilatie-
rende Wirkung besitzt, mit der Folge einer verbesserten Durchblutung. Der Hintonia-latiflora-
Extrakt, der seit iiber 50 Jahren als Sucontral® im Handel ist, zeigt erwiesenermaf3en Blutzu-
cker-senkende Wirkung (KAISER und GEYER 1955, PINTO et al. 1997, SLWEPCEVIC und
KRAUS 1997 und KOREC et al. 2000). In der vorliegenden Arbeit wird nun zum ersten Mal
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gezeigt, dass der Extrakt zusitzlich einen Gefdl-erweiternden Effekt besitzt. Ein groBer Vor-
teil dieses Pflanzenextraktes besteht darin, dass, im Gegensatz zu sehr vielen anderen Pflan-
zenextrakten, die Leitsubstanz bekannt und deshalb ein gezielter Einsatz mit einem standardi-

sierten Extrakt moglich ist.

4.1 Diskussion der In-vitro-Versuchsmodelle

4.1.1 Kontraktionsmessungen an isolierten Aortenringen und am isolierten

Papillarmuskel des Herzens

Entsprechend der Zielsetzung dieser Arbeit erlauben Kontraktionskraftmessungen am isolier-
ten Aortenring und am Papillarmuskel des Meerschweinchenherzens die Charakterisierung
der Wirkung von Pflanzenextrakten und —inhaltsstoffen auf die GefiBe und das Herz
(DONGMO et al. 2004). Sie gestatten es, direkt die Wirkung auf die Funktion des Organs zu
erfassen und Aussagen {liber den zugrunde liegenden Wirkungsmechanismus zu treffen. Die in
dieser Arbeit eingesetzte Methode, mit deren Hilfe an isolierten Aortenringen gepriift werden
kann, ob eine Substanz oder ein Extrakt eine Wirkung auf den Tonus der glatten Gefamus-
kulatur besitzt, basiert auf Untersuchungen von NELSON et al. (1984), NAKAKI et al.
(1985), HAGIWARA et al. (1993) und MULLER (1997). Die Ringe kénnen entweder durch
Zusatz von Noradrenalin oder Erhéhung der extrazelluldren Kalium-Konzentration zur Kon-
traktion gebracht werden. Bei unterschiedlicher Beeinflussung der Kontraktionen, je nach
auslosendem Agens, sind bereits erste Schliisse auf den Wirkungsmechanismus méglich.

Das Aortenmodell gilt als gut etabliertes Versuchsmodell, mit dem Versuche relativ einfach
durchzufiihren sind. Auch andere Autoren, die sich mit den Effekten von pharmakologisch
wirkenden Substanzen, Pflanzeninhaltsstoffen und —extrakten beschéftigen, wenden diese
Methode an (MAGOS et al. 1995, KIM et al. 1997, FORD und BROADLEY 1998,
GUERRERO et al. 2004). In diesem Modell kann grundsitzlich beurteilt werden, ob eine
Substanz oder ein Extrakt eine Wirkung auf den Tonus der glatten GefaBmuskulatur besitzt.
Die Aussagekraft von Untersuchungen an der Aorta ist allerdings beschrinkt, weil hier nur
der Tonus der glatten Muskulatur eines grolen Geféalles beriicksichtigt wird. Ergidnzende In-
formationen konnten Versuche mit Widerstandsgefd3en liefern. Zusétzlich sind noch andere
Methoden (Ultraschall, Blutdruckmessung etc.) nétig, um Einfliisse auf die Kreislaufparame-

ter und speziell auf die GefaBweite bzw. die Durchblutung nachzuweisen.
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Der Papillarmuskel eignet sich sehr gut fiir die Beurteilung der Wirkung eines Extraktes oder
einer Substanz auf die Kontraktionskraft des Herzens (REITER 1966). Giinstig an dieser
Methode ist, dass es sich um einen isolierten Muskel handelt, der in einem definierten Milieu
mit einer bestimmten Frequenz stimuliert werden kann. Damit bestehen Vorteile im Vergleich
zur Kontraktionskraftmessung unter Verwendung des perfundierten Herzens nach Langen-
dorff, bei dem die Kontraktionskraft auch indirekt durch Verdnderungen der Spontanfrequenz
des Sinusknotens und der koronaren Perfusion beeinflusst wird (REITER 1966, SENSCH
1995, MULLER 1997).

4.1.2 Fluoreszenzmikroskopische Calcium-Ionenbestimmung

Die fluoreszenzmikroskopische Messung der freien intrazelluldren Calcium-Ionenkonzentra-
tion trdgt dazu bei, einen Einblick in den Mechanismus der vasodilatativen Wirkung des
Hintonia-latiflora-Extraktes und seiner Inhaltsstoffe zu bekommen. Der Calcium-sensitive
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 wurde von GRYNKIEWICZ et al. synthetisiert und die Calcium-
Messmethode von diesen Autoren 1985 publiziert. Seitdem hat sich diese Methode sehr gut
etabliert (SIMPSON et al. 1990, RECHT et al. 2004). Sie ermdglicht einen Einblick in die
Calcium-Verdnderungen der einzelnen Zelle und ldsst deshalb auch Riickschliisse auf eine
mogliche Beeinflussung der Calcium-Bewegungen zu. In der vorliegenden Arbeit konnten die
Erkenntnisse aus den isometrischen Kraftmessungen an isolierten Aortenringen und den In-
vivo-Ergebnissen mit Hilfe der fluoreszenzmikroskopischen Calcium-Ionenbestimmung er-
weitert werden.

Alternativ zur Methode mit Fura-2/AM gibt es die Calcium-Ilonenbestimmung mit Aequorin,
einem Calcium-sensitiven fluoreszierenden Photoprotein aus einer pazifischen Qualle (Ae-
quorea forskalea) (FAGAN et al. 1993, VYSOTSKI et al. 2003). Diese Methode ist allerdings
wesentlich aufwendiger und eher geeignet fiir die Untersuchung von sehr schnell ablaufenden
Calcium-Konzentrationsdnderungen wie z.B. an Nerven oder Herzmuskelzellen. Im Gegen-
satz dazu, erweist sich Fura-2 als ideal fiir Messungen am glatten Muskel. Die Bindungs-
fahigkeit von Fura-2 fiir Calcium ist ca. 10 mal hdher als die von Aequorin und besser
geeignet flr Einzelzellmessung (KAMM und GRANGE 1996).

Die verwendeten A10-Zellen sind Aortenzellen aus der Aorta thoracica von embryonalen
Ratten (KIMES und BRANDT 1976), die relativ einfach zu ziichten sind und haufig fiir phy-
siologische und biochemische Untersuchungen am glatten Muskel eingesetzt werden
(MULDOON et al. 1989, RAATZ NELSON et al. 1997, ISHIBASHI et al. 1999, BHUGRA

et al. 2003). Sie sind auch fiir Calcium-Messungen mit Fura-2 geeignet, da sie gut reprodu-
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zierbare Ergebnisse liefern (MONCK et al. 1987, SIMPSON et al. 1990, RAATZ NELSON et
al. 1997).

4.2 Aortenkontraktionsergebnisse

Die Effektivitdt des Hintonia-latiflora-Extraktes und seines Leitwirkstoffes Coutareagenin auf
den Tonus der glatten Muskulatur der isolierten Aorta wurde unter zwei verschiedenen Be-
dingungen getestet. Kontraktionen wurden entweder durch Zufiigen von Noradrenalin oder
durch Erhéhung der extrazelluldren Kalium-Konzentration ausgeldst. Durch die Verwendung
von Noradrenalin und Kalium als Kontraktions-auslosende Agentien kann grob unterschieden
werden, ob die muskelrelaxierende Wirkung eines Extraktes oder eines Wirkstoffes durch
eine Blockade von Calcium-Kanélen der Zellmembran oder durch Hemmung der intrazelluli-
ren Calcium-Freisetzung oder iiber eine Verminderung der Calcium-Empfindlichkeit des Ak-
tomyosin-Systems zustande kommt (KAMM und GRANGE 1996, MULLER 1997).

Durch Erh6hung der extrazelluldren Kalium-Konzentration kommt es zu einer Depolarisation
der Muskelzelle, wobei sich Membran-stindige, Spannungs-abhidngige L-Typ-Calcium-Ka-
nile 6ffnen und deshalb vermehrt Calcium in die Zelle einstromt, das intrazelluldre Calcium
ansteigt und eine Kontraktion ausgeldst wird. Bei Blockade dieser Calcium-Kanéle durch den
Extrakt oder einen Wirkstoff (z.B. Nifedipin) nimmt der Calcium-Einstrom ab, das intrazel-
luldre Calcium sinkt und die Zelle relaxiert (CHEN und KWAN 2000).

Die Noradrenalin-induzierte Kontraktion wird {iber einen vergleichsweise wesentlich kompli-
zierteren Weg in Gang gesetzt. Es erfolgt eine Bindung von Noradrenalin an den o;-Adreno-
zeptor. Dieser bewirkt {iber eine Koppelung an G-Protein eine Aktivierung der Phospholipase
C. Dadurch kommt es zur Bildung von Inositoltriphosphat (IP;), das an den IP3-Rezeptor des
endoplasmatischen Retikulums bindet, das wiederum als intrazelluldrer Calcium-Speicher
fungiert. Der IPs;-Rezeptor stellt gleichzeitig einen intrazelluliren Calcium-Kanal dar, der
nach der Bindung von IP; gedffnet wird, wodurch die intrazelluldre Calcium-Konzentration
steigt (BERRIDGE und IRVINE 1984, SOMLYO 2000). Zusétzlich besteht die Méglichkeit,
dass Noradrenalin tliber das aktivierte G-Protein auch ligandengesteuerte Calcium-Kanéle der
Membran 6ffnet und es auch zu einem Einstrom von Calcium aus dem Extrazelluldrraum
kommt (BURT 2002). Das durch Calcium-Einstrom bzw. -Freisetzung erhdhte intrazellulédre
Calcium fiihrt zu einer vermehrten Bindung von Ca®" an Calmodulin und dieser Komplex

aktiviert dann die Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK). Diese wiederum phosphoryliert die
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regulatorische Leichtkette (RLC) des Aktomyosinsystems, die dann iiber eine Myosin-
ATPase die Kontraktion auslést (KAMM und GRANGE 1996, BOLZ et al. 2003).

Eine stirkere Hemmung einer Noradrenalin-induzierten Kontraktion spricht dafiir, dass die
Substanz im Verlauf der Adrenozeptor-G-Protein-IP;-Kaskade wirkt, also z.B. die IP3-abhén-
gige Calcium-Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum hemmt. Wenn sowohl die
Noradrenalin- als auch die Kalium-induzierte Kontraktion etwa gleich stark beeinflusst
werden, kann auch eine Verminderung der Calcium-Sensitivitéit des kontraktilen Systems eine
entscheidende Rolle fiir die Muskelrelaxation spielen. Die Calcium-Sensitivitit des Systems
kann tiber verschiedene Wege vermindert werden und dadurch eine Relaxation herbeigefiihrt
werden (PFITZER 2001). Einerseits kann die MLCK phosphoryliert und dadurch die
Calcium-Sensitivitdt vermindert werden, andererseits besteht die Moglichkeit der Minderung
der Calcium-Sensitivitdit durch Steigerung der Aktivitit der Myosin-Leichtketten-
Phosphorylase (MLCP). Dadurch wird die RLC wieder dephosphoryliert und der Muskel
erschlafft, obwohl es zu keiner entsprechenden Senkung der intrazelluliren Calcium-
Konzentration kommt (KAMM und GRANGE 1996).

Der unterschiedliche Einfluss von Substanzen auf Noradrenalin- oder Kalium-induzierte
Kontraktionen wurde auch von anderen Autoren zur Beurteilung der Wirkungsmechanismen
von Substanzen genutzt (MAGOS et al. 1995, KIM et al. 1997, MULLER 1997, FORD und
BROADLEY 1998, CHEN und KWAN 2000).

Die Ergebnisse mit dem Hintonia-latiflora-Extrakt zeigen, dass der Extrakt eine wesentlich
stirkere Wirkung (Relaxation um 99 % bei 60 pg/ml) auf die Noradrenalin-vorkontrahierten
Muskeln hat als auf die durch Kalium-vorkontrahierten (Relaxation um 19 % bei 300 pg/ml).
Damit kann weitgehend ausgeschlossen werden, dass der Extrakt iiber eine Verminderung der
Calcium-Sensitivitdt des Aktomyosinsystems relaxierend wirkt, da dieser Mechanismus glei-
chermafen die Kalium- wie die Noradrenalin-Wirkung beeinflussen miisste. Aufgrund der
wesentlich starkeren Hemmung der Noradrenalin- im Vergleich zur Kalium-induzierten Kon-
traktion kann gefolgert werden, dass die Wirkung des Hintonia-latiflora-Extraktes nicht pri-
mir durch eine Blockade von membrandren Calcium-Kanilen verursacht wird. Vielmehr
kommt eine Hemmung im Bereich der Phosphatidylinositol-Kaskade und damit eine
Hemmung der Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum als Ursache
fiir die relaxierende Wirkung in Frage.

Coutareagenin, die Leitsubstanz des Hintonia-latiflora-Extraktes wirkt ebenfalls stirker auf
die Noradrenalin-induzierte als auf die Kalium-induzierte Kontraktion, erzielt aber auch unter

Kalium einen deutlichen relaxierenden Effekt, der aber erst bei sehr hohen Konzentrationen
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auftritt. Dies bedeutet, dass auch die Leitsubstanz, dhnlich wie der Extrakt, primir {iber eine
Hemmung der Phosphatidylinositol-Kaskade wirkt.

Es besteht Grund zur Annahme, dass neben Coutareagenin auch noch andere Substanzen des
Hintonia-latiflora-Extraktes an der Wirkung beteiligt sind. Diese Vermutung wird durch die
Tatsache bestétigt, dass der Extrakt im Vergleich zur Reinsubstanz Coutareagenin eine relativ
starke Wirkung zeigt, obwohl er nur 12 % Coutareagenin enthdlt. Die maximale Relaxation
wird beispielsweise sowohl unter Coutareagenin als auch unter dem Hintonia-latiflora-Extrakt
bei einer Konzentration von 60 pg/ml erreicht. Diese 60 ng Hintonia-latiflora-Extrakt enthal-
ten aber nur 7,2 ug Coutareagenin. Vergleicht man den ECso-Wert des Extraktes

(51,98 pg/ml) mit dem des Inhaltsstoffes Coutareagenin (32,55 ug/ml), findet man, dass die
Reinsubstanz nur eine etwa doppelt so starke Wirkung wie der Extrakt besitzt. Wire Couta-
reagenin der einzige Wirkstoff des Extraktes, wiirde man bei 12 % Coutareagenin-Gehalt des
Extraktes aber eine 8-fach stirkere Wirkung der Reinsubstanz Coutareagenin erwarten. Dies
bestitigt die Annahme, dass im Extrakt noch andere Substanzen synergistisch zu Coutareage-
nin wirken. Aus der Analyse des Extraktes geht auch entsprechend hervor, dass dieser neben
Coutareagenin noch andere Neoflavonoide und zusitzlich noch viele weitere Substanzen ent-

hilt. Diese konnen fordernd oder hemmend zur Wirkung des Extraktes beitragen.

4.3 Ergebnisse der Papillarmuskelkontraktionen

Gegen eine Calcium-Kanal-blockierende Wirkung des Hintonia-latiflora-Extraktes spricht
auch das Ergebnis der Papillarmuskelkontraktionen. Am Herzen konnte kein negativ inotroper
Effekt des Hintonia-latiflora-Extraktes beobachtet werden. Im Gegensatz dazu, besitzen Cal-
cium-Kanal-Blocker wie z.B. Verapamil oder Nifedipin, die wie der Extrakt vasodilatierend
wirken, am Herzen eine negativ inotrope Wirkung (BAYER et al. 1977). Vergleicht man die
Konzentrations-Wirkungskurve fiir Hintonia latiflora mit der Kontrollkurve ohne Extrakt,
zeigt sich, dass die libliche Zeit-abhéngige Kraftabnahme (durch ,,Ermiidung®) unter Einwir-
kung des Extraktes geringer ausfillt. Dies kann sogar fiir einen leichten positiv inotropen Ef-
fekt am Herzmuskel sprechen, der mit einer Calcium-Kanal-blockierenden Wirkung unver-

einbar ist.
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4.4 Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Calcium-Ionenbestimmung

Um zu tUberpriifen, ob die Wirkung des Hintonia-latiflora-Extraktes bzw. der Leitsubstanz am
glatten Muskel tatsdchlich iiber eine Beeinflussung des intrazelluldren Calciums zustande
kommt wurde fluoreszenzmikroskopisch die Verdanderung der intrazelluldren Calcium-Kon-
zentration durch Coutareagenin bestimmt. In den Untersuchungen wurde Vasopressin ver-
wendet, weil damit sehr gut an geziichteten, glattmuskuldren A10-Zellen Calcium-Transienten
(voriibergehende Anstiege des intrazelluldren Calciums) ausgelost werden kdénnen
(SIMPSON et al. 1990). Vasopressin ist ein Peptid-Hormon mit vasokonstringierenden Ei-
genschaften aus dem Hinterlappen der Hypophyse, das dhnlich wie Noradrenalin seine Wir-
kung iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren entfaltet. Trotz unterschiedlicher Rezeptoren
bewirkt auch diese Substanz eine Calcium-Freisetzung iiber die Phosphatidylinositol-Kaskade
(CARAMELO et al. 1988, TAKATA et al. 1990, FUJIIHARA et al. 1993, BAUER und
PAREKH 2003, LULLMANN et al. 2004).

Die fluoreszenzmikroskopischen Calcium-Messungen zeigen eindeutig, dass der Hintonia-
latiflora-Extrakt eine Verminderung des Calcium-Transienten bewirkt, der durch Vasopressin
ausgelost wurde. Die durch Vasopressin erzielte maximale Calcium-Konzentration wihrend
des Transienten wird nach Einwirken des Extraktes stark reduziert (um 72 %). Dies zeigt
deutlich, dass die Wirkung des Extraktes iiber eine Beeinflussung des intrazelluldren Calci-
ums ablduft und nicht {iber eine Minderung der Calcium-Sensitivitidt des kontraktilen Sys-
tems. Im Falle einer Beeinflussung der Calcium-Sensitivitit sollte der Calcium-Transient
durch Coutareagenin nicht verdndert werden. Aufgrund der Tatsache, dass Vasopressin iiber
die Phosphatidylinositol-Kaskade wirkt, ist sehr wahrscheinlich, dass die Minderung des Cal-
cium-Transienten unter Coutareagenin durch Hemmung der intrazelluldren Calcium-Freiset-
zung zustande kommt. Auch andere Studien arbeiten mit der Verminderung des durch Va-
sopressin-induzierten Transienten durch Testsubstanzen (KAPLAN und DI SALVIO 1996)
Weitere Versuche sind notig, um den genauen Angriffspunkt des Extraktes bzw. von Couta-
reagenin ausfindig zu machen.

Die Versuche mit Vasopressin zeigen auch, dass die Wirkung des Extraktes bzw. von Couta-
reagenin nicht spezifisch gegen die Wirkung von Noradrenalin gerichtet ist, sondern dass ver-
schiedene vasokonstringierende Agentien, die iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wirken,
beeinflusst werden. Zusitzlich ergibt sich aus den Ergebnissen der Calcium-Messungen an
einzelnen Zellen die klare Schlussfolgerung, dass der Extrakt seine Wirkung unabhéngig vom

Endothel bzw. Faktoren des Endothels wie Stickstoffmonoxid (NO) zeigt.

115



DISKUSSION

In vielen anderen Studien wie z. B. von VINET et al. (1991), KIM et al. (2000), SHIN und
MORGAN (2003), KWON et al. (2003), wird vermutet, dass eine Vasodilatation iiber die

Bildung von NO oder anderen Faktoren des Endothels verursacht wird.

4.5 Diskussion des In-vivo-Versuchsmodells

Wirkungen des Hintonia latiflora auf den lokalen Blutfluss und die GefdBweite wurden mit
Ultraschall bzw. im Doppler-Verfahren an der Aorta abdominalis und der A. carotis commu-
nis bestimmt. Aus den bisherigen Untersuchungen, die sich mit der Blutzucker-senkenden
Wirkung von Hintonia latiflora beim Versuchstier beschiftigten (KAISER und GEYER 1955,
SLIJEPCEVIC und KRAUS 1997, KOREC et al. 2000), geht hervor, dass die Wirkung des
Extraktes verzogert einsetzt und relativ lange anhilt. Da anzunehmen war, dass auch die Wir-
kung auf die GefdBe in einem dhnlichen Zeitraum ablduft, wurde ein Beobachtungszeitraum
von etwa 5 Stunden festgelegt. Obwohl, wegen optimaler Ruhigstellung der Tiere, die Durch-
fiihrung der Messung unter Narkose einfacher gewesen wire, wurde wegen des langen Zeit-
raums auf eine Dauernarkose verzichtet und nur eine Kurznarkose fiir die Applikation des
Extraktes bzw. des Losungsmittels durchgefiihrt. Der Verzicht auf die Langzeitnarkose war
notwendig, um Narkose-induzierte Verdanderungen der kardiovaskuldren Parameter und der
Stoffwechsellage (z.B. des Blutzuckers) zu vermeiden (HENKE et al. 1996, BOLLERHEY
2005). Die Messungen wurden deshalb im Wachzustand der Tiere durchgefiihrt.

Der Nachteil dieses Verfahrens besteht aber darin, dass die Kaninchen in wachem Zustand
vermehrt auf Reize der Umgebung (Gerdusche, Temperatur, Untersuchung) reagieren und
dadurch Stress-induzierte Anderungen der gemessenen Parameter bei der Interpretation der
Ergebnisse mit einbezogen werden miissen.

Fiir die Versuche wurden weil3e Neuseeldnder Kaninchen verwendet, da sich diese Tiere auf-
grund ihrer GroBe fiir die Ultraschall-Messungen gut eignen. Auch dulden sie, nach einer kur-
zen GewoOhnungsphase, die notwendigen Manipulationen, so dass eine ruhige und Stress-arme
Versuchsdurchfithrung moglich wird, was bei Wach-Messungen von grofer Bedeutung ist
(DROLET et al. 2004).

Die Auswahl der geeigneten Blutgefdfe fiir die Ultraschall-Messungen wurde von der Zu-
ginglichkeit der Gefa3e mit der Ultraschallsonde bestimmt. Zusétzlich musste die Gefalllage
so sein, dass auch am wachen Tier immer wieder die gleiche Position eingestellt werden

konnte, um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen.
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Durch Kombination der In-vivo-Methode mit der In-vitro-Methode kann die Auswirkung des
Einflusses auf den Tonus der glatten Muskulatur auf die GefaBweite und Blutflussgeschwin-
digkeit am lebenden Tier beurteilt werden. Auch DROLET et al. (2004) kombinierten Versu-
che an isolierten Aortenringen mit sonographischen Untersuchungen der Aorta abdominalis
an allerdings narkotisierten Kaninchen.

Eine zusétzliche Darstellung von peripheren Gefa3en wire fiir die Beurteilung der Hintonia-
latiflora-Wirkung sehr wiinschenswert gewesen, war aber am wachen Kaninchen in dieser
Form nicht mdglich. Die Erfassung plethysmographischer Parameter hitte moglicherweise
zusitzliche Informationen zur Beurteilung der peripheren Durchblutung erbringen koénnen.
Das Anlegen der Mess-Sonde zur Registrierung der plethysmographischen Kurve wurde aber
im Wachzustand von den Tieren nicht geduldet.

Als weitere diagnostische Moglichkeiten bietet der Ultraschall die Bestimmung der Wand-
starke von Arterien wie z.B. der A. carotis communis (METCALF et al. 2000, BENEDETTO
et al. 2001, O'LEARY und POLAK 2002, CHEN et al. 2004). Dieses Verfahren hat aber nur
in Langzeitstudien einen Sinn. Damit kann z.B. die Wirksamkeit einer Therapiemalnahme fiir
die Verhinderung von Diabetes-induzierten Gefafverdnderungen validiert, bzw die arterio-
sklerotischen Verdnderungen besser eingeschitzt werden (O°'LEARY und POLAK 2002).

Die Ergebnisse der invasiven Messung des mittleren arteriellen Blutdruckes iiber einen Ver-
weilkatheter am Ohr, wie sie auch in der vorliegenden Studie durchgefiihrt wurden, erweisen
sich als gut libereinstimmend mit dem Aortendruck (WESSLAU et al. 1984). Am wachen
Kaninchen konnen allerdings Stress-auslosende Faktoren zu einem schwankenden Geféf3tonus
der Ohrarterie fithren. Um diesen Effekt zu vermeiden, muss der Verweilkatheter moglichst
proximal an der Ohrbasis liegen (TALSETH et al. 1981).

Zusitzlich zu den Kreislaufparametern wurde der Blutzucker gemessen, um zu iiberpriifen, ob
unter den eigenen Versuchsbedingungen auch eine Blutzucker-senkende Wirkung des Hinto-
nia-latiflora-Extraktes nachzuweisen ist, wie sie bereits von KAISER und GEYER (1955),
SLIJEPCEVIC und KRAUS (1997) und KOREC et al. (2000) beobachtet wurden.
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4.6 Ergebnisse der Gefiflsonographie

4.6.1 Gefillsonographie an Aorta abdominalis und A. carotis communis

Ultraschalluntersuchungen werden noch nicht routinemifig, aber immer haufiger in der Dia-
betes-, bzw. in der Arteriosklerosediagnostik eingesetzt (PUTTEMANS und NEMRY 1998).
Die Ultraschalluntersuchung an der Aorta abdominalis zeigt in der Hintonia-latiflora-Gruppe
sowohl im Vergleich mit der Kontroll-Gruppe als auch im Vergleich innerhalb der Gruppe
eine halbe Stunde nach Applikation der Substanz eine signifikante Gefdllerweiterung von

100 % auf 105 %, die tendenziell nach 3 und 4 Stunden gréBer wird ( 107 %). Im Gegensatz
dazu kommt es in der Kontroll-Gruppe zu einer leichten Abnahme des GefdBdurchmessers
(auf 96 %), wobei im weiteren Verlauf der Ausgangswert wihrend der gesamten
Versuchsdauer in dieser Gruppe nicht mehr erreicht wird.

Die maximale systolische Blutflussgeschwindigkeit (MSB) steigt in der Hintonia-latiflora-
Gruppe zunéchst innerhalb von 30 Minuten leicht an und sinkt nach 3 und 4 Stunden tenden-
ziell ab (auf 93 % des Ausgangswertes). In der Kontroll-Gruppe kommt es dagegen zu einem
stetigen Anstieg der Blutflussgeschwindigkeit innerhalb von 2 Stunden auf Werte von 114 %
des Ausgangswertes, was mit der Abnahme des GefdaBdurchmessers korreliert. Nach 4 Stun-
den liegt die Blutflussgeschwindigkeit bei 106 %.

Da besonders die Makroangiopathien bei Diabetikern schwer zu beeinflussen sind (UKPDS
1998, CAMERON et al. 2003), konnte dieses Ergebnis als sehr positiv bewertet werden, weil
die GefiBBerweiterung moglicherweise einer Makroangiopathie vorbeugen bzw. entgegenwir-
ken konnte. Entsprechend der Ergebnisse der maximalen systolischen Blutflussgeschwindig-
keit, der enddiastolischen Blutflussgeschwindigkeit und in Korrelation zur Zunahme des Ge-
faBdurchmessers zeigt der Resistenz-Index (RI) der Aorta abdominalis eine Stunde nach Ap-
plikation eine leichte, nach 3 und 4 Stunden eine deutlichere Abnahme in der Hintonia-
latiflora-Gruppe. Im Vergleich dazu zeigt sich in der Kontroll-Gruppe bei einem
Messzeitpunkt von einer halben Stunde und bei 3 Stunden jeweils ein leichter Anstieg des RI.
4 Stunden nach Applikation kommt es jedoch zu einem deutlichen Abfall des RI. Die
Abnahme des RI in der Hintonia-latiflora-Gruppe deutet auf eine tendenzielle Verminderung
der GefdBBspannung und des peripheren Widerstandes hin.

Diese Ergebnisse miissen aber aufgrund der hohen Anfalligkeit auf Stress-induzierte Arte-
fakte vorsichtig interpretiert werden. Dennoch unterstreichen diese in vivo erhobenen Ergeb-

nisse den in vitro gefundenen vasodilatierenden Effekt des Hintonia-latiflora-Extraktes.
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Auch in der A. carotis communis kann eine tendenzielle Gefdllerweiterung nachgewiesen
werden. Der GefaBBdurchmesser der A. carotis communis der Hintonia-latiflora-Gruppe ver-
groflert sich bei der Messung nach einer halben Stunde auf ca. 103 %, verengt sich voriiber-
gehend leicht und zeigt in der Messung nach 4 Stunden wieder eine Erweiterung auf ca.

103 %. In der Kontroll-Gruppe verengt sich das GefiaBlumen auf ca. 98 % und nach 4 Stunden
auf ca. 97 %. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen ist nicht so deutlich wie bei den
Messungen an der Aorta abdominalis, aber die vasodilatierende Tendenz von Hintonia la-
tiflora ist auch an der A. carotis communis deutlich zu erkennen. Die maximale systolische
Blutflussgeschwindigkeit (MSB) der A. carotis communis féllt entsprechend der Zunahme des
GefaBdurchmessers bei der Hintonia-latiflora-Gruppe anfangs stark ab (auf ca. 82 %) und
steigt anschlieBend wieder leicht an (auf ca. 89 %). Einen deutlich unterschiedlichen Verlauf
zeigt die Kontroll-Gruppe, bei der die MSB anfangs ebenfalls sinkt (auf ca. 90 %), aber im
weiteren Versuchsverlauf auf ca. 111 % ansteigt.

Der RI der A. carotis communis sinkt eine halbe Stunde nach Applikation in der Hintonia-
latiflora-Gruppe, steigt aber, besonders nach 3 und 4 Stunden deutlich an. Es kommt voriiber-
gehend zu einer verminderten Gefdflspannung und Abnahme des peripheren Widerstandes
und anschlieend erfolgt mdglicherweise eine Gegenregulation der Gefdfle. Auch diese Er-
gebnisse miissen aufgrund der hohen Anfilligkeit auf Stress-induzierte Artefakte vorsichtig
interpretiert werden.

Die Ergebnisse der Gefdflsonographie bestétigen die In-vitro-Ergebnisse. Sie zeigen dass eine
einmalige orale Verabreichung des Hintonia-latiflora-Extraktes einen vasodilatierenden Effekt
mit entsprechender Anderung der Blutflussgeschwindigkeit besitzt, der mit Hilfe der GefiR-

sonographie zum Teil signifikant ausfallt, zum Teil nur als Tendenz bestétigt werden kann.

4.6.2 Herz-Kreislauf-Parameter

4.6.2.1 Herzfrequenz

Um die Wirkung des Hintonia-latiflora-Extraktes auf das Herz-Kreislauf-System zu erfassen,
wurden Messungen der Herzfrequenz und des Blutdrucks durchgefiihrt.

Die Herzfrequenz verdnderte sich unter Hintonia latiflora dhnlich wie unter Kontrollbedin-
gungen, nur am Ende des Beobachtungszeitraums ergab sich ein gewisser Unterschied. In
beiden Gruppen kam es zunéchst zu einer Verminderung der Frequenz. Dabei ergab sich in
der Hintonia-latiflora-Gruppe eine im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe signifikante Sen-

kung der Herzfrequenz vom Ausgangswert (100 %) auf ca. 88 % nach einer Stunde und auf
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ca. 90 % nach 3 Stunden nach Applikation. In der Kontroll-Gruppe sank die Herzfrequenz
ebenfalls signifikant im Zeitvergleich innerhalb der Gruppe und zwar nach einer halben
Stunde auf ca. 88 % des Ausgangswertes. Bei der Messung nach 4 Stunden blieb der Wert in
der Hintonia-latiflora-Gruppe signifikant auf 88 % des Ausgangswertes erniedrigt, wihrend er
in der Kontroll-Gruppe wieder etwas anstieg (auf 94 %). Bei den Messungen der Herz-
frequenz muss eine Handling-induzierte Variabilitdt der Werte mitberiicksichtigt werden, da
dieser Parameter bei wachen Tieren durch Umwelteinfliisse auf die Tiere verdndert werden
kann. Anhand der Ergebnisse der Herzfrequenz-Messungen kann deutlich gemacht werden,
dass es nach Gabe von Hintonia-latiflora-Extrakt trotz der vasodilatierenden Wirkung zu
keinem Anstieg der Herzfrequenz kommt. Im Gegenteil bleiben die Werte der Hintonia-
latiflora-Gruppe am Ende des Messzeitraums tendenziell sogar unterhalb der Werte der
Kontrolltiere. Das Ausbleiben einer positiv chronotropen Wirkung unter dem Einfluss des
Extraktes konnte besonders bei linger dauernder Anwendung ein Vorteil gegeniiber anderen
vasodilatierenden Substanzen (z.B. Amrinon oder Nifedipin) sein, weil dadurch ein
frequenzbedingter Anstieg des Sauerstoffverbrauchs des Herzens verhindert wird (SHINKE et
al. 1999, LULLMANN et al. 2004).

4.6.2.2 Mittlerer arterieller Blutdruck

Der mittlere arterielle Blutdruck gibt zusdtzlich zur Herzfrequenz Auskunft iiber den Einfluss
von Hintonia latiflora auf das Herz-Kreislaufsystem. In beiden Gruppen sinkt der Blutdruck
innerhalb der ersten 2 Stunden nach Applikation ab (in der Hintonia-latiflora-Gruppe vom
Ausgangswert 100 % auf 89 % und in der Kontroll-Gruppe von 100 % auf 87 %. Im An-
schluss daran kommt es in beiden Gruppen zu einem Wiederanstieg, der in der Hintonia-la-
tiflora-Gruppe stirker ausfillt (Anstieg auf 107 % nach 4 Stunden) als in der Kontroll-Gruppe
(Anstieg auf 98 %). Im Gruppenvergleich ergibt sich kein signifikanter Unterschied.

Bei der Interpretation dieser Ergebnisse zeigt sich unter Einbeziehung der Ergebnisse der
Herzfrequenz, dass der Blutdruck in der Hintonia-latiflora-Gruppe dhnlich wie in der Kon-
troll-Gruppe moglicherweise als Folge der Herzfrequenz-Minderung zunichst etwas absinkt,
dann aber wieder ansteigt. Die (nicht signifikante) etwas stiarkere Zunahme des Blutdrucks im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe bei niedriger Herzfrequenz am Ende des Beobachtungszeit-
raums kann evtl. durch Gegenregulationsmechanismen im Endstromgebiet bei nachlassender
vasodilatierender Wirkung erkldrt werden. Ein solcher Effekt geht moglicherweise auch aus

der Zunahme des Resistenz-Index der A. carotis hervor. Weitergehende Versuche mit
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wiederholter Gabe von Hintonia-latiflora-Extrakt sind notwendig, um die Verdnderungen die-

ser Herz-Kreislaufparameter bei linger dauernder Anwendung zu beurteilen.

4.6.3 Blutzucker

Zur Uberpriifung, ob auch unter den hier gewihlten Versuchsbedingungen eine Blutzucker-
senkende Wirkung nachgewiesen werden kann, wurde zusétzlich zu der sonographischen
Untersuchung der Gefdfle auch der Blutzucker gemessen. In der Hintonia-latiflora-Gruppe
kommt es zu einer deutlichen Senkung der Blutzuckerwerte innerhalb der ersten 2 Stunden
(signifikante Senkung auf 89 % nach 2 Stunden). Nach 3 Stunden ladsst die Wirkung nach und
nach 4 Stunden ndhern sich die Werte (98 %) wieder knapp dem Basalwert an. In der Kon-
troll-Gruppe kommt es zu leichten, nicht signifikanten Zu- und Abnahmen der Blutglucose-
Konzentration, die wahrscheinlich die physiologischen Blutglucoseschwankungen von gesun-
den, wachen Kaninchen widerspiegeln. Bei der Beurteilung der Ergebnisse ist zu berticksich-
tigen, dass es sich bei den Tieren um gesunde Kaninchen handelt, bei denen kein Diabetes
erzeugt wurde. Deshalb muss bei der Hintonia-latiflora-Gruppe auch davon ausgegangen
werden, dass es bei der Senkung der Blutglucose physiologischerweise tiber Ausschiittung
von Catecholaminen zur Gegenregulation kommt, so dass die Blutzuckerwerte nicht extrem
absinken. Bei zwei Tieren der Hintonia-latiflora-Gruppe konnte bei der Messung nach 3 bzw.
4 Stunden ein plotzlicher Anstieg des Blutzuckers festgestellt werden. Als Ursache fiir diese
Abweichung kommen evtl. Stress- oder Hypoglyciamie-bedingte Gegenregulation in Frage.
Der vermehrte Stress kann zur Ausschiittung von Catecholaminen und Glucocorticoiden und
damit zur Erh6hung der Glucose im Blut gefiihrt haben (JACKSON et al. 2004, URESIN et
al. 2004). Diese abweichenden Ergebnisse wurden trotzdem in die statistische Auswertung

mit einbezogen.
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4.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Diabetes mellitus betrifft als Zivilisationskrankheit immer mehr Menschen. In den nichsten
Jahren werden weiterhin steigende Patientenzahlen erwartet. Die Amerikanische Diabetes
Association erwartet in einer Schidtzung weltweit 221 Millionen Diabetiker fiir das Jahr 2010
(PEPPA et al. 2003). Da bei diesen Patienten GefalBerkrankungen und kardiovaskuldre Er-
krankungen die hdufigste Belastung bzw. Todesursache darstellen, ist es notwendig zusitzlich
zu einer mdglichst exakten Blutzuckereinstellung mit Insulin bzw. oralen Antidiabetika The-
rapiemoglichkeiten zu finden, die vor allem die Sekundéirerkrankungen vermindern.
Besonders Typ 2 Diabetes Patienten miissen vor allem ihre Lebensgewohnheiten radikal
verindern. Neben einer entsprechenden Anderung der Ernihrung ist eine Reduktion des
Korpergewichts von entscheidender Bedeutung. Ubergewicht und die damit verbundenen pa-
thologischen Begleiterscheinungen steigern das Risiko fiir kardiovaskuldre Schidden enorm
(KASSAB et al. 2003). Zusitzlich zur Anderung der Lebensgewohnheiten und der Therapie
mit Insulin bzw. oralen Antidiabetika konnen noch andere medikamentose Mallnahmen (wie
z. B. die Verabreichung von Sucontral®) ergriffen werden (LENNEKE et al. 2004).

In dieser Arbeit wird ausfiihrlich der Einfluss des Hintonia-latiflora-Extraktes auf den Tonus
der glatten GefdBmuskulatur und die Himodynamik gepriift. Die Ergebnisse in den verschie-
denen In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen zeigen alle einen mehr oder weniger stark aus-
gepragten vasodilatierenden Effekt des Extraktes. Dementsprechend wurde bei Messungen an
isolierten Aortenringen eine relaxierende Wirkung gefunden. Mit dieser Versuchsanordnung
lieB sich des Weiteren nachweisen, dass der Hintonia-latiflora-Extrakt im Vergleich zu der
Reinsubstanz Coutareagenin eine relativ starke Wirkung entfaltet. Daraus ergibt sich die
Schlussfolgerung, dass noch andere Bestandteile des Extraktes an der Wirkung beteiligt sind.
Da mit verschiedenen vasokonstringierenden Substanzen wie Noradrenalin und Kalium gear-
beitet wurde, sind Riickschliisse auf den Wirkungsmechanismus moglich. Weitere Informa-
tionen erbrachten die fluoreszenzmikroskopischen Calcium-Messungen an einzelnen Aorten-
zellen. Hier wurde zusétzlich als Substanz Vasopressin verwendet, das iliber eine Erhohung
der intrazelluldren Calcium-Konzentration ebenfalls eine gefdlverengende Wirkung besitzt
(SIMPSON et al. 1990, RAATZ NELSON et al. 1997).

Auch in den In-vivo Experimenten, in Form sonographischer Untersuchungen der Aorta ab-
dominalis und der A. carotis communis, konnte der vasodilatierende Effekt des Hintonia-la-
tiflora-Extraktes am wachen, gesunden Kaninchen nachgewiesen werden. Gleichzeitig besti-
tigten die Versuche am Kaninchen, dass der Extrakt auch am nicht diabetischen Tier eine

Blutzucker-senkende Wirkung entfaltet.
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Diese umfassenden Untersuchungen geben zusammen ein sehr deutliches Bild von der Wir-
kung des Hintonia-latiflora-Extraktes.

Auf Grund der Tatsache, dass der Hintonia-latiflora-Extrakt sowohl blutzuckersenkend wie
auch vasodilatierend wirkt, kann eine Behandlung mit diesem Extrakt als zusétzliche Thera-
piemoglichkeit bei Diabetes mellitus angesehen werden. In erster Linie kommt die Anwen-
dung bei Typ 2 Diabetes in Frage. In orientierenden Untersuchungen (nicht gezeigt) wurde
festgestellt, dass orale Antidiabetika vom Sulfonylharnstoff-Typ, die fiir die Therapie des Typ
2 Diabetes eingesetzt werden, keine Gefdl-erweiternde Wirkung besitzen. Auch in einer Stu-
die von PFISTER et al. (2003) konnte gezeigt werden, dass das orale Antidiabetikum Gli-
benclamid keinen relaxierenden Effekt auf Phenylephrin-vorkontrahierte glatte GefaBmusku-
latur hatte. LEIBOWITZ und CERASI finden 1996 zwar einen blutzuckersenkenden Effekt
der Sulfonylharnstoffe, aber gleichzeitig eine nicht eindeutige Wirkung auf das Myocard.
Deshalb scheint es sinnvoll, Hintonia latiflora als Adjuvans zu diesen oralen Antidiabetika
einzusetzen. Mdglicherweise konnten durch diese Kombination Sekundirerkrankungen ver-
hindert bzw. deren Progression verzogert werden.

In weiterfilhrenden Studien sollte versucht werden, den Mechanismus der vasodilatierenden
Wirkung von Hintonia latiflora néher aufzukldren. Zusétzlich wire interessant, ob die Blutzu-
cker-senkende und die vasodilatierende Wirkung auf einen gemeinsamen Mechanismus zu-
rickgefiihrt werden konnen. Die Auswirkungen einer ldnger dauernden Behandlung auf die
Spétschidden sollten in klinischen Langzeitstudien iiberpriift werden. Zur Zeit lauft bereits
eine derartige Studie von KOREC und KORECOVA (2002), deren Ergebnisse abzuwarten
sind. In fritheren Studien mit Patienten konnte eine Verbesserung des Allgemeinbefindens

(z. B. Abnahme von Miidigkeit, Leistungsschwéche, Juckreiz; sieche z.B. SCHMIDT (1951),
KUHR (1953), RITZMANN (1950) nach Gabe des Hintonia-latiflora-Extraktes festgestellt
werden. Moglicherweise kann fiir diese Verbesserungen ebenfalls der vasodilatierende Effekt
des Extraktes verantwortlich gemacht werden. Die Sekundirerkrankungen des Diabetes mel-
litus beruhen groBtenteils auf einer Schadigung der Gefdfle und der daraus resultierenden
Minderversorgung verschiedener Gewebe. Durch Erweiterung verengter Gefdlle konnte eine
bessere Durchblutung dieser Gewebe erreicht und damit die Spétschaden gemildert oder sogar

verhindert werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wird zum ersten Mal nachgewiesen, dass ein Extrakt aus Hintonia latiflora,
der unter dem Namen Sucontral® als Phytoantidiabetikum Anwendung findet, neben seiner
Blutzucker-senkenden Wirkung auch einen vasodilatierenden Effekt besitzt und deshalb
moglicherweise Diabetes-assozierte Gefa3veranderungen giinstig beeinflusst.

Diese GefiB-erweiternde Wirkung wird sowohl in vitro an der isolierten Aorta von Meer-
schweinchen als auch in vivo am wachen Kaninchen gezeigt.

An isolierten Aortenringen konnen Noradrenalin-induzierte (also G-Protein-vermittelte) Kon-
traktionen durch den Hintonia-latiflora-Extrakt nahezu vollstindig relaxiert werden (Relaxa-
tion um ca. 99 % bei einer Konzentration von 60 pg/ml). Die ECsg liegt bei 51,98 pg/ml.
Kontraktionen, die dagegen durch Erhéhung der extrazelluliren Kalium-Konzentration er-
zeugt werden, reagieren wesentlich schwécher auf die Zugabe des Extraktes. Selbst bei der
hohen Konzentration von 300 pg/ml kommt es nur zu einer geringen Relaxation von ca.

19 %. Die Kalium-induzierte Kontraktion wird in erster Linie durch eine Kalium-induzierte
Depolarisation, eine Aktivierung der membrandren Calcium-Kandle und einen daraus
resultierenden erhdhten Calcium-Einstrom in die Zelle ausgeldst. Aufgrund dieser Ergebnisse
kommt als Wirkungsmechanismus fiir die Gefdflrelaxation nicht eine Calcium-Kanal-
Blockade, sondern primir eine Hemmung des G-Protein-vermittelten intrazelluldren Calcium-
Anstiegs in Frage.

Auch ein Inhaltsstoff des Extraktes, das Neoflavonoid Coutareagenin, das hauptsichlich fiir
die Blutzucker-senkende Wirkung des Extraktes verantwortlich gemacht wird, zeigt die vaso-
dilatierende Wirkung (Relaxation bei Noradrenalin-induzierter Kontraktion um ca. 94 % bei
einer Konzentration von 60 pg/ml) im In-vitro-Testsystem. Der vermutete Wirkmechanismus
wird durch fluoreszenzmikroskopische Versuche an geziichteten Aortenzellen der Ratte mit
dem Calcium-Indikator Fura-2 bestdtigt. In diesen Versuchen wird Vasopressin verwendet,
das ebenfalls iiber G-Proteine auf die Zelle wirkt. Der dadurch ausgeldste Calcium-Transient
wird durch Coutareagenin (60 pg/ml) stark reduziert (um ca. 72 %), was fiir eine Hemmung
des G-Protein-vermittelten intrazelluldren Calcium-Anstiegs spricht.

Auch das Ergebnis, dass Hintonia latiflora keinen wesentlichen negativen Einfluss auf die
Kontraktionskraft des isolierten Herzmuskels zeigt, spricht gegen eine Beeinflussung von
Spannungs-abhidngigen Calcium-Kanélen und stiitzt die G-Protein-Hypothese.

Im In-vivo-Teil der Studie werden Untersuchungen an wachen Kaninchen durchgefiihrt, wo-
bei eine Hintonia-latiflora-Gruppe und eine Kontroll-Gruppe (n=8) erstellt wird. Nach Be-

stimmung der Basalwerte erfolgt die einmalige orale Applikation des Hintonia-latiflora-Ex-
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traktes bzw. die Gabe der Kontrollsubstanz (Ldsungsvermittler Macrogol 300®). Sowohl an
der Aorta abdominalis wie auch an der A. carotis communis kann sonographisch eine Zu-
nahme des Gefal3durchmessers bei gleichzeitiger Abnahme der Blutflussgeschwindigkeit un-
ter dem Einfluss des Extraktes nachgewiesen werden. Zusétzlich kann auch eine signifikante
Blutzucker-senkende Wirkung in der Hintonia-latiflora-Gruppe gezeigt werden. Eine einma-
lige Applikation ruft also am gesunden und wachen Tier sowohl eine Blutzuckersenkung als
auch eine tendenzielle Vasodilatation hervor. Diese Ergebnisse sind bemerkenswert, da in
bisherigen Studien meist davon ausgegangen wurde, dass die Effekte des Extraktes erst bei
langer dauernder wiederholter Anwendung sichtbar werden. Der gezeigte vasodilatierenden
Effekt konnte moglicherweise niitzlich sein, um Spétschiden des Diabetes mellitus wie
Mikro- und Makroangiopathien zu mindern. Aus diesem Grund konnte es sinnvoll sein, den
Hintonia-latiflora-Extrakt besonders bei Typ 2 Diabetikern einzusetzen, um Antidiabetika
vom Sulfonylharnstoff-Typ einzusparen und gleichzeitig im Hinblick auf Mikro- und Makro-

angiopathien durch Vasodilatation giinstige himodynamische Bedingungen zu schaftfen.
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6 SUMMARY

The vasodilating effect of an antidiabetic acting Hintonia latiflora extract.

In this study, it is shown for the first time, that an extract from Hintonia latiflora which has
been used for a long time as phytoantidiabeticum called Sucontral®, is not only able to
decrease blood glucose concentration, but also has a vasodilating effect. Therefore it might
have a positive influence on diabetes-associated dysfunction of blood vessels.

The vasodilating effect is demonstrated in vitro in isolated aortic rings of guinea pigs as well
as in vivo in awake rabbits. The isolated aortic rings which were precontracted with
noradrenaline (G-protein mediated) are nearly completley relaxed by Hintonia latiflora extract
(relaxation by 99 % at a concentration of 60 pg/ml). The ECs is 51,98 pg/ml.

The influence of the extract on contractions induced by increasing the extracellular potassium
concentration is weaker. Even concentrations of 300 pg/ml extract, only result in a mild
relaxation by 19 %. The potassium-induced contraction mainly takes place because of an
increased influx of calcium via membrane calcium channels as a result of potassium-induced
depolarisation.

These findings give way to the conclusion that the vasodilating effect is primarily resulting in
the inhibition of G protein-induced increase of intracellular calcium and not in a blockade of
calcium channels.

Specifically one content of the extract, the neoflavonoid coutareagenin, is mainly responsible
for the decreasing effect of the extract on blood glucose and also produces a vasodilating
effect (relaxation of noradrenaline-induced contraction by 94 % at a concentration of

60 pg/ml). The assumed mechanism can be confirmed by experiments in aortic rat cells using
the calcium indicator fura-2. In these investigations the vasoconstrictive peptide vasopressin
is used, which also has an influence via a G protein pathway on the cell. A calcium transient
evoked by vasopressin is strongly suppressed by coutareagenin (60 pg/ml; relaxation by about
72 %). These results again support the suggestion of inhibition of G protein-induced
intracellular calcium increase. Also the fact that Hintonia latiflora causes no remarkable
negative influence on the isolated papillary muscle argues against an effect on voltage-
dependent calcium channels and supports the G protein hypothesis.

The in vivo part of the study contains investigations in awake rabbits. Ultrasound evaluations
are performed with one group given the Hintonia latiflora extract and the other group given
the control substance (n=8).

After determining the basal values, each group of rabbits receives one single oral application

of Hintonia latiflora extract or control substance (Macrogol 300®). In the abdominal aorta as
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well as in the common carotid artery a dilatation of the vessels and at the same time a
lowering of blood flow velocity under the influence of the extract could be demonstrated.

In addition a significant decrease of blood glucose concentration occurred in the Hintonia
latiflora group. One single application of the extract is able to cause a decrease of blood
glucose concentration and a tendency to vasodilation in healthy, awake rabbits. These results
are quite remarkable because in previous studies, it was assumed that the effect of Hintonia
latiflora needs continuing and repeated applications to supply any effect.

The demostrated vasodilating effect could possibly be useful in reducing late complications
such as micro- and macroangiopathy in patients with diabetes mellitus. Therefore, Hintonia
latiflora extract may be particulary useful in the treatment of type 2 diabetes, in order to
reduce the dosage of sulfonylurea and at the same time to improve the hemodynamic

conditions due to the vasodilating effect.
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