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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die glatte Muskulatur des menschlichen Korpers ist essentiell fur die Regulation verschiedener
Organfunktionen. Sie moduliert beispielsweise den Blutdruck, die Magen- und Darmmotilitat,
den Atemfluss sowie das scharfe Sehen.

Von besonderem pharmakologischem Interesse sind die Funktion und Regulation der glatten
Muskulatur des Gastrointestinaltraktes und des kardiovaskuldren Systems. Pathologien des
Gastrointestinaltraktes werden haufig durch Motilitatsstérungen verursacht.
Motilitatsstorungen bewirken Beschwerden wie Spasmen, Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoen und
Maldigestion. Im vaskularen System &ufern sich Motilitdtsstérungen durch pathologische
Veranderungen des Blutdrucks und deren Folgen wie Durchblutungsstérungen, Schwindel und

Synkopen sowie Aneurysmen und Schlaganfalle.

Naturstoffe erlangen in der Bevolkerung immer starkere Beliebtheit, da sie in der Offentlichkeit
als ungefahrlicher und komplikationsarmer als synthetisch hergestellte Pharmaka angesehen
werden.? Campher, gewonnen aus dem Baum Cinnamomum Camphora, ist ein wichtiges
medizinisches Naturprodukt, das seit Jahrhunderten in verschiedensten
Anwendungsbereichen eingesetzt wird. Friher wurde Campher besonders bei
kardiovaskularen Erkrankungen eingesetzt, jedoch hat der Naturstoff durch neuere
Therapeutika in dem Bereich an Bedeutung verloren. Heutzutage findet der Wirkstoff vor allem
im respiratorischen System sowie in Form von Cremes und Salben zur lokalen Analgesie oder
Kiihlung Anwendung.'3#

Trotz der groRRen Vielfalt des Wirkspektrums Camphers sind viele Aspekte der potenziellen
Wirkungsweise unerforscht, wie etwa der genaue Einfluss von Campher auf die glatte
Muskulatur. In der Arbeitsgruppe von Noack et al. konnte mithilfe von Kraftmessungen
verschiedener Arterien im Organbad die These aufgestellt werden, dass Camphenol eine

starke Hemmung der Vasomotion verschiedener arterieller und venoser GefaRe bewirkt.>®

In dieser Arbeit wurde die Wirkung und Wirkweise von Campher auf den glatten Muskel an
Modellsystemen des vaskuldren und gastrointestinalen Systems der Ratte mittels
Organbadmethode und Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Im Folgenden werden zunachst
die Kontraktion und Regulation der Kontraktilitat des glatten Muskels sowie bekannte Aspekte

der Wirkweise von Campher auf den glatten Muskel beschrieben.
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1.1 GLATTE MUSKULATUR

Die glatte Muskulatur ist in verschiedenen Organen des Kdrpers zu finden, beispielsweise dem
vaskularen System, dem Gastrointestinaltrakt, den Atemwegen und dem Urogenitaltrakt. Eine
Kontraktion des glatten Muskels erfolgt durch eine Verkirzung seiner Muskelzellen. In
schlauchférmigen Organen fihrt dies zur Verkleinerung des Radius und dadurch zur
Regulation der Flussgeschwindigkeit im Lumen des Organs. Somit spielt der glatte Muskel von
der Fortleitung und Speicherung des Speisebreis im Verdauungstrakt bis hin zur Regulation
des Blutkreislaufes eine wichtige Rolle. Weitere Aufgaben der glatten Muskulatur sind das
Aufrichten der Haare auf der Haut sowie die Fokussierung und die Regulation des Lichteinfalls
im Auge.

Um den verschiedenen Aufgaben, die der glatte Muskel erfiillen muss, gerecht zu werden,
besitzt er in unterschiedlichen Organen oder Organabschnitten verschiedene
Kontraktionsformen. Dementsprechend ist der Entnahmeort des glatten Muskels fir die

Kontraktilitat, Reagibilitat und Rhythmizitat des Gewebepraparates entscheidend.”

1.1.1 DIE AKTIVITAT DES GLATTEN MUSKELS

Kalzium spielt sowohl bei der Kontraktion als auch der Relaxation des glatten Muskels eine
entscheidende Rolle. Eine Erhdhung der zytosolischen Kalziumkonzentration fuhrt zur
Kontraktion und beeinflusst die Dauer der Kontraktion. Ein Abfall der intrazelluldren
Kalziumkonzentrationen reguliert die Relaxation des glatten Muskels.

Mechanismen, die eine zytosolische Kalziumkonzentrationserhdhung bewirken, kdnnen
extrazellularer und intrazelluldarer Genese sein. Der primadre Mechanismus zur
Konzentrationserhéhung ist eine Offnung von L-Typ-Kalziumkanélen, bewirkt durch die
Depolarisation der glatten Muskelzelle durch ein Aktionspotential. Dadurch kommt es zu einem
Einstrom extrazellularen Kalziums in die Muskelzelle. L-Typ-Kalziumkanéle sind darliber
hinaus fir den myogenen Tonus des glatten Muskels verantwortlich.

Weiterhin bewirken Botenstoffe wie Acetylcholin (ACh) und Noradrenalin (NA) die Aktivierung
einer Signalkaskade zur Freisetzung von Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3). Das freigesetzte I1P3
aktiviert die am sarkoplasmatischen Retikulum befindlichen Inositol-1,4,5-triphosphat-
Rezeptoren (IPsR). Zuséatzlich werden dort Ryanodinrezeptoren (RYR) durch das eingestromte
zytosolische Kalzium aktiviert. Durch die Aktivierung der beiden Rezeptoren erfolgt eine
Freisetzung intrazelluldren Kalziums aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in das Zytosol.%°
Zu Beginn einer Kontraktion bindet das zytosolische Kalzium an Calmodulin, wodurch die

katalytische Untereinheit der Myosinleichtkettenkinase (MLCK) aktiviert wird und die leichte
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Kette von Myosin (MLCx) phosphorylieren kann. Aufgrund dieser Phosphorylierung wird die
Myosin-ATPase durch den Gegenspieler Aktin, ein dinnes Filament des glatten Muskels,
aktiviert. Myosin und Aktin schieben sich nun tbereinander und es kommt zu einer Kontraktion
der Muskelzelle &0

Ein Abfall der intrazellularen Kalziumkontraktion fihrt zur Inaktivierung der MLCK und zur
Dephosphorylierung der MLCy durch die Myosinleichtketten-Phosphatase. Dadurch wird die
Myosin-ATPase inaktiviert. Aufgrund des komplexen Mechanismus der Kontraktion des glatten
Muskels kommt es zu Verzégerungen von 300 ms nach dem zytoplasmatischen Anstieg der
Kalziumkonzentration bis zur Kontraktion.?1°

Eine gute Ubersicht zur Kontraktion und Relaxation des glatten Muskels sowie deren
kanalikularen Mechanismen bieten die Arbeiten von Somylo und Somylo, sowie Amberg und

Navedo.®"

1.1.2 MODULATION DER KONTRAKTILITAT DES GLATTEN MUSKELS

Die Kontraktion des glatten Muskels kann durch verschiedene inhibitorische oder erregende
Mechanismen reguliert werden. Diese Modulation der Kontraktion erfolgt auf myogener,
mechanischer, neurogener oder humoraler Ebene, oder mithilfe von freigesetzten Metaboliten
und Substanzen.

Veranderungen des Membranpotentials des glatten Muskels bewirken Uber die sogenannte
elektromechanische Kopplung eine Veranderung der intrazellularen Kalziumkonzentration.
Eine Depolarisation des glatten Muskels kann spannungsabhangige Kalziumkanale &ffnen
und somit Uber eine Erhéhung des zytoplasmatischen Kalziums eine Kontraktion hervorrufen.
Diese elektromechanische Kopplung kann pharmakologisch direkt mit Kalziumkanalblockern
oder indirekt mit Kaliumkanal&ffnern inhibiert werden, was unter anderem eine wichtige Rolle
in der Behandlung von Bluthochdruck spielt.?

Myogen wird der glatte Muskel durch Aktionspotentiale reguliert, die von sogenannten
Schrittmacherzellen autark generiert werden. Diese sogenannten basalen organspezifischen
Rhythmen bilden die Grundlage fir die Magenperistaltik, die Blutdruckrhythmik und die
Segmentationsrhythmik des Dinndarms. Im Magen-Darm-Trakt werden periodische myogene
Rhythmen vor allem von den interstitiellen Zellen von Cajal (ICCs) gebildet.®'® Cajalzellen sind
modifizierte Muskelzellen mit synzytialem Charakter.'* Die phasische Muskulatur bildet eine
funktionelle Einheit. Das heilt, dass nebeneinanderliegende Muskelzellen durch
Aktionspotentiale, die sich entlang dieser Muskelzellen schnell ausbreiten, ein koordiniertes
Kontraktionsmuster aufweisen.'>'>-7 Die Schrittmacherzellen besitzen einen zytosolischen

Oszillator, der ein repetitives Kalziumsignal auslést. Diese Kalziumpulsationen bewirken




EINLEITUNG

Depolarisationen der Muskelzellen durch einen priméaren extrazelluldren Kalziumeinstrom, der
meist ligandengesteuert ausgeldst wird. Das Signal der Depolarisation wird Uber Gap
Junctions an benachbarte Zellen weitergeleitet.

Bei einer Depolarisation der glatten Muskulatur tGber ICCs werden zusatzlich der RYR und der
IPsR des sarkoplasmatischen Retikulums aktiviert. Dies flhrt zu einem Ausstrom von Kalzium
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in das Zytosol der glatten Muskelzellen. Wird ein
gewisses Schwellenpotential erreicht, o6ffnen sich die spannungsabhangigen L-Typ-
Kalziumkanale, die ein Aktionspotential auslésen und zu einer Kontraktion des glatten Muskels
fihren.®''8 Im Anschluss werden Kalzium-ATPasen, die an der Zellmembran (PMCA) oder
am sarkoplasmatischen Retikulum (SERCA) sitzen, aktiviert. Dies flhrt zu einem
Kalziumausstrom und zur Auffullung von intrazellularen Kalziumspeichern sowie zur
Relaxation des glatten Muskels. Bei synchronisierten Oszillationen von Zellverb&nden entsteht
so eine phasische Muskelaktivitat. Dieser Schrittmachermechanismus wird besonders von
Neurotransmittern und Hormonen beeinflusst. Zusatzlich kommunizieren die ICCs mit
Nervenzellen, von denen sie beeinflusst werden.®'®

Uber ,Hot spots” werden einzelne Areale, in denen sich die Cajalzellen befinden, zeitgleich
angesteuert. Dies fiihrt zur zeitgleichen, koordinierten Kontraktion.'*192° Dieser Mechanismus
der Cajalzellen lasst sogenannte “slow waves®, also rhythmische Kontraktionen des glatten
Muskels im Sekunden- bzw. Minutenrhythmus entstehen.

Neurotransmitter und Hormone erfillen verschiedene Funktionen und tragen teilweise zu
unterschiedlichen Wirkweisen der glatten Muskulatur bei.® Sie binden an spezifische
Rezeptoren, die durch nachgeschaltete intrazellulare Signalkaskaden aktivierend oder
inhibitorisch wirken.

Transmitter des vegetativen Nervensystems, wie Noradrenalin und Acetylcholin, haben einen
regulierenden Einfluss auf den Tonus und die phasische Aktivitdt des glatten Muskels.
Acetylcholin fuhrt zu einer Bildung von IPs und Diacylglyerol (DAG), wodurch es zu einer
Aktivierung von Kalziumoszillatoren im glatten Muskel und somit dort zu einer verstarkten
Kontraktion kommt.”

Eine Freisetzung von DAG hemmt die Myosinphosphatase und fuhrt so zu einer erhdéhten
Ansprechbarkeit der Myosinfilamente auf Kalzium, was in einer Erhdhung der
Kontraktionskraft resultiert. IP3 bindet weiterhin an den IP3-Rezeptor des sarkoplasmatischen
Retikulums und flhrt so zu einer Ausschittung von intrazellularen Kalziumspeichern in das
Zytosol des glatten Muskels.

Besonders durch die Autoregulation von Arteriolen ist die mechanische Modulation der
Aktivitat des glatten Muskels bekannt. Bei mechanischer Dehnung kommt es zu einer erhéhten
Depolarisation von Schrittmacherzellen. Das erhéht die Aktionspotentialfrequenz, wodurch

eine starkere Kontraktion entsteht. Dieser Effekt wird auch Bayliss-Effekt genannt.”-2-23
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Beim glatten Muskel anderer Organe kann eine Dehnung bei einem anfanglichem
Spannungsanstieg eine Stressrelaxation bewirken, sodass der Muskel auch im gedehnten
Zustand vollkommen entspannt ist.??

Die glatte Muskulatur im Gastrointestinaltrakt wird zusatzlich durch das Darmnervensystem
innerviert. Es Ubernimmt Teile der Koordination und Regulation der Motilitat des glatten
Muskels des Magen-Darm-Traktes und kontrolliert dariber hinaus die Durchblutung des
Magen-Darm-Traktes. Das enterische Nervensystem unterteilt sich anatomisch in zwei Plexus,
den Plexus myentericus (Auerbach) und den Plexus submucosus (Meissner).'? Die Nerven
der Plexus sind direkt an den ICCs der glatten Muskulatur anliegend, wodurch die Motilitat

Uber den myogenen Tonus gesteuert und kontrolliert werden kann.

1.1.3 PHASISCHE UND TONISCHE KONTRAKTIONEN GLATTER MUSKEL

Vaskular und gastrointestinal werden hauptsachlich zwei Typen von glatter Muskulatur anhand
ihrer Kontraktion unterschieden: die tonische und die phasische Muskulatur.

Die Kontraktion tonischer und phasischer glatter Muskulatur basiert auf dem Mechanismus der
Depolarisation der Zellmembran, um eine zytosolische Erhdhung der Kalziumkonzentration
hervorzurufen. Diese Depolarisation kann durch Neurotransmitter oder zytosolische
Kalziumoszillatoren induziert werden.?#2°

Die phasische Muskulatur ist spontan aktiv und kontrahiert schnell und transient durch
spasmogene Stimuli. Sie erzeugt ihre Spontanaktivitat durch bestimmte Schrittmacherzellen,
wie die interstitiellen Cajalzellen. Schrittmacherzellen unterscheiden sich besonders
elektrophysiologisch von anderen glatten Muskelzellen, da sie durch zytosolische
Kalziumoszillatoren periodische Kalziumpulsationen an der Zellmembran generieren. Die
dadurch entstehenden Membrandepolarisationen werden zu den weiteren glatten
Muskelzellen Gber Gap Junctions weitergeleitet. Dadurch entstehen Spikesalven, die bei
phasischer Muskulatur zu rhythmischen Kontraktionen fuhren. Diese sogenannten basalen
organspezifischen Rhythmen bilden die Grundlage fiur die Magenperistaltik, die
Blutdruckrhythmik und die Segmentationsrhythmik des Dinndarms. So kann eine rhythmische
fortlaufende Kontraktion, wie die Peristaltik im Gastrointestinaltrakt oder die Vasomotion,
generiert werden. 526

Die tonische glatte Muskulatur kontrahiert langsam und anhaltend.'®?® Die Kontraktion des
tonischen glatten Muskels vollzieht sich im Gegensatz zur phasischen Muskulatur in mehreren
kleinen Einheiten. Diese Motor Units kénnen graduelle Anderungen im Membranpotential

hervorrufen und somit graduelle Anderungen des Muskeltonus verursachen.'® Eine Fortleitung
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der Aktivitat erfolgt hier nicht. Die tonische Muskulatur ist zum Beispiel in groRen Arterien und
Venen vertreten. 2

Verschiedene Arbeiten haben darauf hingewiesen, dass die ATPase der phasischen
Muskulatur durch verschiedene Isoformen von Myosin eine héhere Aktivitat aufweist als in der
tonischen Muskulatur. Dies fuhrt zu einer schnelleren Relaxation des glatten Muskels.?’~2°
Zusatzlich ist typischerweise das sarkoplasmatische Retikulum in tonischer Muskulatur starker
ausgepragt als in phasischer Muskulatur.'®

Eine frihere Klassifizierung unterschied die Kraftaktivierung des glatten Muskels durch
elektromechanische oder pharmakomechanische Kopplung. Jedoch ist heute evident, dass

beide Arten der Muskulatur durch die jeweiligen Mechanismen beeinflusst werden kénnen. %30

1.1.4 SPANNUNGSABHANGIGE KALZIUMKANALE

Der starkste lonenstrom im glatten Muskel, der ein Aktionenpotential erzeugt, ist der
Kalziumeinstrom, der durch spannungsabhéngige Kalziumkanale flieRt.3' Hierbei werden
hauptsachlich L-Typ-Kalziumkanale (long lasting) und T-Typ-Kalziumkanale (transient)
unterschieden, wobei der L-Typ-Kalziumkanal in der Zellmembran des glatten Muskels
anteilsmaRig am starksten exprimiert wird.®!

Vaskulare und viszerale L-Typ-Kalziumkanale werden durch Depolarisation aktiviert, sind
durchlassiger fur Barium als fur Kalzium, werden durch Kalziumkanalblocker inhibiert und
werden durch langfristige Membrandepolarisation und eine erhdhte intrazellulare
Kalziumkonzentration inaktiviert.®!

L-Typ-Kalziumkanale (LTCCs) gelten als primare Mediatoren des myogenen Tonus von
vaskuldren und viszeralen glatten Muskeln.82' Da spannungsabhangige LTCCs die
vorherrschenden Vermittler des Kalziumeinstroms in den glatten Muskel sind, spielen sie eine
Schlisselrolle in der Modulation des myogenen Tonus. Durch eine Vielfalt an direkten und
indirekten Regulationsmechanismen seiner Aktivitat zeigt der L-Typ-Kalziumkanal eine
erhebliche Auswirkung auf die muskuléare Reagibilitat.?!

LTCCs bilden nach Erzeugung des Aktionspotenzials den hauptsachlichen Weg des
Kalziumeinstroms in den glatten Muskel zur Generierung der Kontraktion. Sie besitzen einen
Spannungssensor, eine kalziumpermeable Pore und regulatorische Einheiten. Sie halten den
Tonus des vaskularen glatten Muskels aufrecht. Dartber hinaus sind LTCCs wichtige Ziele
von Second Messengern und kinasegesteuerten Signalkaskaden. Modulationen der L-Typ-
Kalziumkanalaktivitat tragen so zur Aktivitat von viszeralen und vaskularen glatten Muskeln
bei.?! L-Typ-Kalziumkanéle zeigen eine Upregulation bei der Entwicklung des Angiotensin II-

induzierten Hypertonus.?'-3
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Durch ihre Schlusselrolle in der Kontraktion des glatten Muskels erfahren LTCCs ein
besonderes Interesse in der Pharmakologie. Verschiedene Hypotonika, sogenannte
Dihydropyridin-Antagonisten (Nifedipin, Isradipin, Nicardipin), hemmen den druckinduzierten
Anstieg von intrazellularem Kalzium. Sie sorgen dadurch fiir eine Relaxation des glatten
Muskels und wirken somit inhibitorisch auf den arteriellen Grundtonus.?2!

Anders als die LTCCs werden T-Typ-Kalziumkanale (TTCCs) bereits durch niedrige
Membrandepolarisationen geodffnet, besitzen Resistenzen gegeniber Dihydropyridin-
Derivaten und zeigen eine rasche Inaktivierung.?' Es wird vermutet, dass die Aktivierung von
TTCCs bei deutlich geringeren vaskularen Driicken und niedrigeren Membranspannungen zur
Optimierung der Regulation des myogenen Tonus beitragt.?! Zusatzlich wird auch eine

Regulation der TTCCs durch Proteinkinasen beschrieben.3334

1.1.5 EIGENSCHAFTEN VON KALIUMKANALEN DES GLATTEN MUSKELS

Kaliumkanale des glatten Muskels spielen eine zentrale Rolle bei der Regulation und dem
Erhalt des zellularen Membranpotentials. Im glatten Muskel sind insbesondere vier Gruppen
vertreten: spannungsabhangige Kaliumkanale, die in ,delayed rectifier®- und transiente
Kaliumkanale unterschieden werden, kalziumabhéangige Kaliumkanale, ,inward rectifier*-
Kaliumkanale sowie Karp-Kanale.3%%

Bei spannungsabhangigen Kaliumkanalen fihrt das gleiche Schwellenpotential wie bei
Natriumkanalen zum Auslésen einer Aktivierung. Spannungsabhangige Kaliumkanale des
Typs ,delayed rectifier” aktivieren jedoch langsamer, sodass bei Depolarisation zunachst ein
Aktionspotential ausgeldst wird und erst anschlieRend eine Offnung von Kaliumkanalen erfolgt.
Der daraus resultierende verzdgerte Kaliumausstrom bewirkt eine Repolarisation der
Zellmembran und damit die Beendigung des Aktionspotentials.®'37

Transiente Kaliumkanale sind schnell aktivierende und inaktivierende spannungsabhangige
Kaliumkanéle. Durch ihr schnelles Ansprechverhalten modulieren sie vermutlich die
Erregbarkeit des glatten Muskels.83136.38

Kalziumabhangige Kaliumkanadle werden durch Veranderungen der intrazellularen
Kalziumkonzentration und der Depolarisation der Zellmembran aktiviert. Insbesondere in
vaskularer glatter Muskulatur fihren sie so zu einer Gegenreaktion zu Depolarisationen und
Vasokonstriktionen unterschiedlicher Genese.3%36:3940

.inward rectifier* des glatten Muskels sind hauptsachlich in Arteriolen und kleinen Arterien
beschrieben. Die genaue Funktion des Kanals im glatten Muskel ist noch nicht vollstandig
erforscht. Es wird vermutet, dass ,inward rectifier zum Ruhemembranpotential und zum

Ruhetonus von Arterien und Arteriolen beitragen.3!:3%:36.36.41.42
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Katp-Kanéle spielen insbesondere in der glatten Muskulatur der Portalvene sowie des Gl-
Traktes eine wichtige Rolle. Sie zeigen Eigenschaften eines ,inward rectifiers“, werden jedoch
spannungsunabhéngig rezeptorgesteuert (Adenosin, Somatostatin, Galanin) aktiviert.>' Die
Kate-Kanale des glatten Muskels werden aullerdem durch verschiedene Metabolite bei
ischamischen Zustanden im vaskularen Bereich aktiviert. Dartber hinaus konnen Karp-Kanale
mit Vasodilatatoren Uber die Proteinkinasen PKA und PKG gedéffnet und mit Vasokontriktoren
Uber die PKC geschlossen werden.*! Eine Offnung der Karp-Kanale fiihrt zu einer
Hyperpolarisation der Zellmembran und somit zur Unterdrickung der Erzeugung von
Aktionspotentialen.3'43 So kdnnen sie die Offenwahrscheinlichkeit von L-Typ-Kalziumkanalen
verringern. Im GI-Trakt von Kaninchen wurde gezeigt, dass der Kare-Kanal-Offner Cromakalim
die Amplitude, Dauer und den maximalen Anstieg von sogennanten ,slow waves“ des glatten
Muskels reduziert, ohne Einfluss auf die Frequenz zu haben.3!4!43 Sulfonylharnstoffe wie

Glibenclamid inhibieren gedffnete Karp-Kanale.®

1.1.6 TRP-KANALE

TRP-Kanale oder ,transient receptor potential“-Kanale gehéren zur Familie der
Kationenkanale mit Permeabilitat fur Kalzium- oder Magnesiumionen und weisen grofde
Variabilitdt in ihrer Funktion auf. Die Kanale spielen eine grofle Rolle in der
Geschmackserkennung und der Sensorik, insbesondere zur Warme- und Kalteempfindung.
Die TRP-Kanéale werden in sechs Untergruppen eingeteilt.

Im glatten Muskel kdnnen einige TRP-Kanale die Mechanosensibilitat, die Kontraktion und das
Membranpotential modulieren.?#* Im Folgenden werden insbesondere die TRP-Kanéle
beschrieben, bei denen ein Effekt durch Campher nachgewiesen wurde.

Der TRP-Kanal TRP-A1 besitzt vermutlich eine vasodilatative Komponente, jedoch wurde
seine direkte Wirkung an glatter Muskulatur noch nicht nachgewiesen.*46 Im
Gastrointestinaltrakt wird durch den TRP-A1-Kanal hauptsachlich eine Ausschittung von
Serotonin durch enterochromaffine Zellen der Mukosa ausgeldst, was indirekt zur Forderung
der Peristaltik fuhrt.46

Der TRP-V1-Kanal zeigte vasokonstriktive Eigenschaften im vaskularen glatten Muskel und
vasorelaxierende Effekte in mesenterischen Arterien.*

Der TRP-M8 Kanal wird in der vaskularen glatten Muskulatur exprimiert, Uber seine Funktion
ist jedoch noch nicht viel bekannt.?' Es konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung von TRP-

M8-Kanalen zu einer Erhohung der intrazelluldren Kalziumkonzentration fiihrt.#8-°
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1.1.7 EINFLUSS DES MEMBRANPOTENTIALS AUF DIE KONTRAKTION UND DIE
OFFENWAHRSCHEINLICHKEIT VON SPANNUNGSABHANGIGEN KANALEN DES GLATTEN
MUSKELS

Die Potentialdifferenz des glatten Muskels ist entscheidend zur Generierung von
Aktionspotentialen. Diese Potentialdifferenz ist abhangig von der Membranspannung und den
intra- und extrazellularen lonenkonzentrationen. Dabei ist das Gleichgewichtspotential des
glatten Muskels besonders von der Permeabilitat fir und der lonenkonzentration von Kalium
abhangig.®52

Besonders hohen Einfluss auf die Polarisation der Zellmembran haben die Elektrolyte
Kalium (K*), Natrium (Na*) und Chlorid (CI). Um sich dem Gleichgewichtspotential einer Zelle
mithilfe der Konzentrationen permeierender lonen anzunahern, wird die Goldmann-Hodgkin-
Katz-Gleichung, nach Davis Eliot Goldmann, Alan Lloyd Hodgkin und Bernerd Katz benannt,
verwendet. Dabei wird das Membranpotential mit verschiedenen intra- und extrazellularen
Elektrolytkonzentration und der Permeabilitdt P angendhert. P ist der Quotient aus
Diffusionskonstante und Membrandicke und leitet sich aus dem Fick’schen Diffusionsgesetz
ab.% Fur die Permeabilitat und Elektrolytkonzentrationen werden Werte aus Messungen am

Magenfundus von Meerschweinchen der Arbeit Lammel et al. verwendet.5

RT I (PNa[Na]a+P[K]a+PCl[Cl]i
F PNa[Nali+PK[K]i+PCl[Cl]a

Um=

)

FORMEL 1: GOLDMANN-HODGKIN-KATZ-GLEICHUNG

Uu - Membranpotential

— universelle Gaskonstante
Temperatur (Kelvin)

— Faraday-Konstante

— Aulden

i — Innen

o M 4 0
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1.2 CAMPHER ALS MEDIZINISCHER WIRKSTOFF

Campher als Naturstoff wird in der Regel aus dem Kampferbaum (Cinnamomum Camphora)
destilliert, kann aber auch aus anderen Arten der Familie der Lorbeergewéachse extrahiert
werden. Darlber hinaus kann Campher auch synthetisch hergestellt werden.

Chemisch ist Campher ein bicyclisches, chirales Terpen. Die molare Masse von Campher
betragt 152,23 g.** In der natlirlichen Form tritt Campher vor allem in seiner (+)-Form
(rechtsdrehend) auf. Bei synthetischer Herstellung entsteht hauptsachlich die (-)-Form
(linksdrehend). Die Enantiomere weisen unterschiedliche Toxizitaten auf, wobei die (+)-Form
weniger toxisch ist als die (-)-Form oder das Racemat.%®

Campher wird seit Jahrhunderten vielseitig im medizinischen Bereich eingesetzt. Dadurch ist
der Naturstoff von wissenschaftlichem Interesse und wurde in seiner Anwendung bereits
ausflhrlich erforscht.

Der Wirkstoff hat einen vasodilatierenden®®, antitussiven®’, analgetischen®®°® und kiihlenden®
Effekt. Diese Wirkungen basieren auf der Modulation der Aktivitat verschiedener TRP-
Kanale.®'%2 Die analgetische Komponente wird durch eine Aktivierung von TRP-A1
herbeigefihrt. Dartber hinaus sorgt Campher fir eine Desensitisierung von TRP-V1, wodurch
der Effekt unterstiitzt wird.® Campher aktiviert den TRP-V3-Kanal, einen Kanal, der fir die
Warmeempfindung eine Rolle spielt.?® Auf den TRP-M8-Kanal hat Campher eine zweifache
Wirkung, er wirkt aktivierend und inhibiert die Sensitivitat des Kanals fiir Menthol.®? Eine gute
Ubersicht (iber Campher und seine Eigenschaften bietet die Arbeit von Zuccarini."

Lis-Balchin et al. haben Untersuchungen am glatten Muskel des lleums des Meerschweines
sowie am Skelettmuskel des Diaphragmas einer Ratte mit isoliertem N. phrenicus mithilfe von
elektrischer Feldstimulation durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird der Muskel Uber elektrische
Impulse auf nervaler Ebene stimuliert. In den Experimenten konnte eine Verstarkung der
gemessenen Zuckungen beider Muskeln bei Zufihren von Campher in den Konzentrationen
2*10° M und 2*10* M beobachtet werden.5?

In unserer Arbeitsgruppe zeigten Untersuchungen von Reyes et al. mittels Organbadmethode
eine starke Relaxation der Aktivitat glatter Muskeln des Kreislaufsystems bei Applikation von
Camphenol, einem Arzneistoff, der Campher enthalt.>®

Eine neue Studie von Valtanparast et al. erforschte die Eigenschaft von Campher, bei
Intoxikation Krampfanfalle auszulésen.®* An Schneckenneuronen induziert Campher
epileptiforme Entladungen, gemessen mit der Patch-Clamp-Methode. Eine mdgliche
Erklarung von Valtanparast et al. ist, dass die Entladungen hauptsachlich uber
spannungsgesteuerte Kalium-Kanale (delayed rectifier) erfolgen. Dadurch soll eine sekundare

Hochregulation des Kalziumeinstroms resultieren.%

10



EINLEITUNG

1.3 FRAGESTELLUNG UND METHODISCHER ANSATZ

Ziel dieser Arbeit ist, die allgemeine Wirkung von Campher auf die vaskulare und viszerale
glatte Muskulatur zu beschreiben. Darlber hinaus sollen Wirkunterschiede zwischen den
Enantiomeren von Campher untersucht werden. AbschlieRend soll der genaue
Wirkmechanismus von Campher ermittelt werden.

Bisher wurde die Wirkung von Campher hauptsachlich auf Kanalebene und durch elektrische
Feldstimulation beschrieben.®38* Die in dieser Arbeit angewandte Organbadmethode
hingegen erlaubt es, die Wirkung von Campher auf die glatte Muskulatur verschiedener
Organe in direkter Messung im Zellverband und im physiologischen Milieu zu ermitteln.
Durch die Untersuchung von Campher an Magenfundus, gastrischen Antrum und Portalvene
konnte so die Wirkung des Naturstoffes auf das vaskuldre System und den
Gastrointestinaltrakt getestet werden. Weiterhin konnten so Unterschiede zwischen tonischer
und phasischer Muskulatur untersucht werden.

Mit der Organbadmethode wird in vitro die direkte Kontraktionskraft eines Muskelpraparates
in Abhangigkeit von der Zeit gemessen. Hierzu wurden die Praparate voraktiviert. Eine
Voraktivierung des glatten Muskels ermdglicht ein gleichmaRiges, reproduzierbares
Kontraktionsmuster. Weiterhin werden zu messende Effekte von Wirkstoffen wie Campher mit
einer Voraktivierung starker hervorgehoben.

Die Voraktivierung des glatten Muskels erfolgte entweder tber Acetylcholin oder kaliumreiche
Lésung. Acetylcholin sorgt fur eine Aktivierung des Muskels auf humoraler Ebene. Durch eine
Voraktivierung mit kaliumreicher Losung wird eine direkte Depolarisation der Zellmembran
erzeugt.

Durch graduelle Verschiebung des Membranpotentials tiber Anderungen der extrazelluldren
Kaliumkonzentration kann die Kontraktionsfahigkeit des glatten Muskels sowie die Reagibilitat
und die Offenwahrscheinlichkeit verschiedener lonenkanale beeinflusst werden. So kdnnen
Schlisse zum genauen Wirkmechanismus von Campher auf den glatten Muskel gezogen
werden. Um sein Wirkmuster kategorisieren zu kdnnen, wurde Campher mit weiteren
Wirkstoffen verglichen, deren Wirkmechanismen auf den glatten Muskel bereits bekannt sind.
Eine mdgliche Reversibilitdt der Wirkung von Campher wurde mittels Kalziumtitration im
Organbad untersucht.

Weiterhin wurden mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie Anderungen der zytosolischen
Kalziumkonzentration im glatten Muskel unter Einfluss von Campher gemessen. Hiermit
konnte untersucht werden, ob die Wirkung von Campher eher durch eine direkte Verringerung
der zytosolischen Kalziumkonzentration oder durch Anderungen der intrazelluléren

Kalziumsensibilitat des glatten Muskels erklart werden kann.
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2 MATERIAL UND METHODIK

2.1 LOSUNGEN

Samtliche in den Versuchen verwendete Wirkstoffe wurden von Sigma Aldrich bezogen Als
Trager der Wirkstoffe wurde, je nach ihrer Beschaffenheit, destilliertes Wasser, physiologische
Kochsalzlésung, Ethanol oder Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. Die Lésungen wurden
jeweils unmittelbar vor den Versuchen angemischt. So konnte eine Veranderung der Wirkung

durch etwaige Sedimentierung der gelosten Wirkstoffe vermieden werden.

2.1.1 PRAPARIERLOSUNG

Die Praparierlésung ist eine stabile Losung, die wahrend der Praparation der Muskelstreifen
sowie zur Aufbewahrung und dem Transport der Organe und fertigen Praparate au3erhalb der
Versuche verwendet wurde. In der Praparierldsung kdnnen die jeweiligen Muskelpraparate
Uber einen langeren Zeitraum bei kihlen Temperaturen gelagert werden. Die Kontraktionskraft
des Muskels bleibt dabei gut erhalten. Dazu sind die Elektrolytkonzentrationen der
Praparierlésung einem physiologischen Milieu nachempfunden, ohne dass, wie bei der
Krebsldsung, eine spezielle Begasung zum Erhalt der Kontraktionskraft des glatten Muskels

bendtigt wird.

Substanz Na* K* Ca%* CI
[mmol/l] 144 5,9 3,7 157

TABELLE 1: ZUSAMMENSETZUNG DER ELEKTROLYTKONZENTRATION DER PRAPARIERLOSUNG IN

MM
2.1.2 KREBSLOSUNG
Substanz Na* K* Ca*  Mg* Cl- HCOs;» H:POs  Glucose
[mmol/l] 137 59 2,5 1,2 124 25 1,2 11,5

TABELLE 2: ZUSAMMENSETZUNG DER ELEKTROLYTKONZENTRATION DER PHYSIOLOGISCHEN
KREBSLOSUNG IN MM
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Die Krebslosung ist eine physiologische Elektrolytlésung, in der sich das Praparat wahrend
des Versuchs im Organbad befindet, um das physiologische Milieu des glatten Muskels der
Ratte zu simulieren. Somit kann eine bestandige und langfristige Kontraktilitat des Praparates
gewahrleistet werden. Zu den Versuchen muss die Lésung im Organbad auf eine Temperatur
von ca. 38 °C erwarmt werden und stets mit Carbogen begast werden, um eine ausreichende
Sauerstoffversorgung und einen pH-Wert von 7,4 zu gewéahren.®® Die Krebslosung war die

Grundlage aller Organbadversuche.

2.1.3 ACETYLCHOLIN

Zur Voraktivierung des glatten Muskels wurde einerseits Acetylcholin eingesetzt, welches eine
transmittergesteuerte Aktivierung des glatten Muskels bewirkt, andererseits eine kaliumreiche
Losung von K* = 20 mM (2 -41 mV, s. Tabelle 5), welche durch eine Veranderung der
Zusammensetzung der extrazellularen Elektrolytenkonzentrationen zu einer Depolarisation
des Membranpotentials fiihrt.6%-6”

Acetylcholin (ACh, Molekulargewicht: 146,2 g/mol) wurde zur Voraktivierung des glatten
Muskels durch das cholinerge System genutzt. Acetylcholin ist ein physiologischer Agonist von
muskarinergen Acetylcholin-Rezeptoren und erhéht durch einen Anstieg des intrazelluldren
Kalziums die Kontraktilitat des glatten Muskels.®” Durch die Aktivierung des glatten Muskels
mit Acetylcholin entsteht beim gastrischen Antrum und der Portalvene eine gleichmaRige
phasische Kontraktion, beim Magenfundus eine verstarkte tonische Kontraktion. Dadurch wird
fur eine reproduzierbare Aktivitat des Muskels gesorgt. Auf dieser Basis lasst sich die Wirkung
einer Substanz auf die Kontraktilitdt des glatten Muskels gut mit einer Kontrolle (ohne
zusatzliche Gabe von zu untersuchenden Wirkstoffen) vergleichen.

ACh wurde in den Konzentrationen von 102 bis 10°M im Organbad verwendet. Dafiir wurde
solides Acetylcholin in den Konzentrationen 10 bis 102M in H,O geldst und zu den Versuchen

direkt in das Organbad appliziert.

2.1.4 DIE KALIUMREICHE LOSUNG

Fir die verschiedenen Versuche wurde die Krebslésung so modifiziert, dass unter Erhalt der
Isoosmolaritat der Versuchslésung die Konzentration von Kalium verandert wurde. Dafir

wurde bei Erhéhung der Kaliumkonzentration die Natriumkonzentration verringert.
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Ein extrazelluldres Milieu mit erhdhter Kaliumkonzentration bei Isoosmolaritat sorgt fur eine
Depolarisation der Zellmembran des glatten Muskels und erhéht somit die Erregbarkeit des
glatten Muskels. Daher kann durch eine Erhéhung der extrazellularen Kaliumkonzentration die
Erregungsschwelle des glatten Muskels herabgesetzt werden.®®¢” Eine kaliumreiche Losung
(20 mM 2 -41 mV, s. Tabelle 5) sorgt beim glatten Muskel des Antrum pyloricum und der
Portalvene fur eine kontinuierliche regelmafige phasische Aktivitat, die wahrend des Versuchs
stabil bleibt. Der Magenfundus verstarkt in kaliumreicher Losung seine tonische Kontraktion.
Durch eine Voraktivierung der Praparate mit kaliumreicher Lésung wird eine Veranderung der
Aktivitat des glatten Muskels durch einen Wirkstoff besser sichtbar und reproduzierbar.

Zur Voraktivierung der Praparate wurde dementsprechend eine Konzentration von K* = 20 mM

(K20-L6sung) ausgewahlt.

Substanz Na* K* Mg* CI- HCOs H.PO. Glucose
[mmol/l] 122,9 20 1,2 124 25 1,2 11,5

TABELLE 3: ZUSAMMENSETZUNG KALIUMREICHER LOSUNG (K* =20 MM & -41 MV, S. TABELLE 5)

Je nach Kaliumkonzentration im Organbad andert sich das Membranpotential des glatten
Muskels und somit seine Kontraktilitat. Die Kaliumkonzentration in der Versuchskammer
wurde durch Zugabe von kaliumarmer oder kaliumreicher Losung verandert. Dafir wurden
Lésungen mit Konzentrationen von K* = 1,2 mM (2 -70 mV, s. Tabelle 5) und K* = 118 mM

2 -10 mV, s. Tabelle 5), respektive, verwendet.

Substanz Na* K* Mg* CI' HCO; H;POs Glucose
K-118-Lésung [mmol/l] 24,9 118 1,2 124 25 1,2 11,5
K-1-Lésung [mmol/l] 141,7 1,2 1,2 124 25 1,2 11,5

TABELLE 4: ZUSAMMENSETZUNG VON KALIUMREICHER LOSUNG (K* =118 MM 2 -10 MV, S.
TABELLE 5) UND KALIUMARMER LOSUNG (K* =1,2 MM & -70 MV, S. TABELLE 5)
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2.1.5 CAMPHER

CHz CHs

CHs HzC

CH3 HaC

ABBILDUNG 1: (+)-CAMPHER (LINKS) UND (-)-CAMPHER (RECHTS) IN FISCHER-PROJEKTION.
Campher bildet ein bizyklisches Monoterpen-Keton und leitet sich formal von Bornan ab.

Fur die Versuche wurden die Enantiomere (+)- und (-)-Campher (siehe Abbildung 1585°)
(Molekulargewicht: 152,23 g/mol) genutzt.

Um die Wirkung von Campher auf den glatten Muskel quantitativ zu untersuchen, wurde eine
aufsteigende Konzentrationsreihe von 10 M bis 102 M (im Organbad) hergestellt. Hierzu
wurden, abhangig von der zu erreichenden Zielkonzentration, verschiedene Trager zum Ldsen
von Campher verwendet. Durch diese Verwendung verschiedener Trager konnte jeweils eine
Veranderung der urspringlichen Elektrolytkonzentrationen im Organbad minimiert werden.

In H2O lasst sich Campher bis zu einer Konzentration von 102 M lI6sen. Um Konzentrationen
von 10 bis 10° M im Organbad zu erreichen, wurden 40 ul Losung (103 M bzw. 102 M) in
das Organbad (40 ml Volumen) appliziert. Fiir die Konzentrationen von 104 M und 3 x 10* M
im Organbad wurde Campher in der Konzentration 102 M in physiologischer Kochsalzlésung
gelost. Die Zielkonzentrationen wurden durch Applizieren von 400 pl bzw. 1200 pl dieser
Lésung in das Organbad hergestellt. Durch die physiologische Kochsalzlésung als
Tragerldsung wird ein hypotones Milieu in der Organbadkammer und eine mogliche
Beeintrachtigung der Kontraktionskraft durch das Medium vermieden.

Fir die hochsten Konzentrationen von 5 x 10* M und 10 M im Organbad wurde Campher in
einer Konzentration von 1 M in DMSO gel6st. Von dieser Lésung wurden 20 pl bzw. 40 pl in
das Organbad gegeben. Kontrollversuche zeigten, dass DMSO in diesen Konzentrationen

keine Einwirkung auf die Kontraktionskraft des glatten Muskels besitzt.
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2.1.6 LEVCROMAKALIM (BRL 38227): Karp-KANAL-OFFNER AN GLATTEN MUSKELN

Der Wirkstoff Levcromakalim dient in der Medizin als Vasodilatator und 6ffnet ATP-sensitive
Kaliumkanale des glatten Muskels. Der Wirkmechanismus von Campher auf den glatten
Muskel wurde mit dem Wirkmechanismus von Levcromakalim verglichen. Der Wirkstoff wurde
in der Konzentration 102 M in 70%igem Ethanol gelst und weiter mit Wasser verdiinnt, sodass
Levcromakalim in resultierenden Konzentrationen von 10® M bis 3*10° M in das Organbad
pipettiert werden konnte. Mdglichem Wirkeinfluss von Ethanol auf den glatten Muskel konnte

so vorgebeugt werden.®

2.1.7 GLIBENCLAMID (SULPHONYLHARNSTOFF)

Glibenclamid ist ein Antidiabetikum und zahlt zu der Gruppe der Sulfonylharnstoffe. Es gilt als
spezifischer Blocker von ATP-sensitiven Kaliumkanalen (Kate-Kanale). Die Substanz hemmt
die Wirkung von Karp-Kanal-Offnern und sorgt somit fiir eine erhéhte Kontraktion des glatten
Muskels sofern zuvor Karp-Kanale im Grundzustand gedéffnet wurden. Fir die Versuche wurde

Glibenclamid zu einer resultierenden Konzentration von 10° M in das Organbad pipettiert.
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2.2 ORGANBAD

Die Organbadmethode ist eine in-vitro-Methode zur direkten Messung von Kontraktionskraften
von Muskelpraparaten in physiologischem Milieu. Wirkstoffe kdnnen direkt in das Organbad
(effektiv den Extrazellularraum) appliziert werden, wodurch ein direkter Wirkeffekt dieser Stoffe
auf die Aktivitat des Muskelpraparats gemessen werden kann. Die Organbadmethode wurde
genutzt, um eine direkte Wirkung von Campher auf den glatten Muskel verschiedener Organe
auf multizelluldrer Ebene zu messen. Weiterhin konnten so auch Messungen zur Ermittlung

des genauen Wirkmechanismus von Campher auf den glatten Muskel durchgefuhrt werden.

2.2.1 PRAPARATION

Zur Praparation wurden weibliche und mannliche Ratten von der Art Wistar im Alter von 60-
320 Tagen verwendet. Die Tiere wurden gemal §4 TierSchG artgerecht getdtet. Zunachst
erfolgte eine Betdubung mit Ether, anschlielend wurde die Ratte mithilfe einer Guillotine
dekaptiert. Unmittelbar danach erfolgte die grobe Entnahme der jeweiligen Organe und deren
Lagerung in gekuhlter Praparierldsung zur Schonung der Muskelschichten. Die feine
Praparation wurde unter einem Lichtmikroskop (Olympus SZ) durchgefuhrt.

Fir die Antrumpraparate wurden halbzirkulare, transversale, ca. 3x12 mm grof3e Praparate
am aboralen Teil des Magens geschnitten.

Zur Praparation des Magenfundus wurde longitudinal entlang der grof3en Kurvatur ein ca. 3

mm breites, 7-12 mm langes Teil des Magenfundus enthommen.

Fundus

-

ca. 7 mm

Portalvene

Antrum

ABBILDUNG 2: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER PRAPARATION DER PORTALVENE (LINKS) UND
DES ANTRUMPRAPARATES (RECHTS).

Aus einer Portalvene konnten zwei Muskelpréparate gewonnen werden. Aus einem Magen

konnten mehrere Préparate des gastrischen Antrum und des Magenfundus gewonnen werden.
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Zur Praparation der Portalvene wurde zundchst das Muskelgewebe von Fett- und
Bindegewebe an der Serosaseite freiprapariert und longitudinal eréffnet. Nach der Entfernung
letzter Blutreste wurde die Portalvene in der Mitte quer geteilt. Aus einer Portalvene konnten

so jeweils zwei Praparate in einer Groéf3e von ca. 0,7 x 3 mm gewonnen werden.

2.2.2 AUFBAU

Im ersten Teil der Versuche wurden Messungen des glatten Muskels im Organbad
durchgefiihrt. So konnten alle Reaktionen des glatten Muskels auf verschiedene Wirkstoffe
unmittelbar beobachtet, gemessen sowie verglichen werden.

Das Organbad ist eine Vorrichtung, die aus zwei Kammern besteht. Eine Kammer dient als
Vorratskammer, in der Losungen fur die Versuche vorbereitet werden konnen (Abbildung 3).
Die andere Kammer ist die eigentliche Versuchskammer, in der sich das Praparat befindet.
Beide Kammern wurden zu jeder Zeit auf eine Temperatur von 38°C erwarmt und mit
Carbogen, einer Mischung aus 95% CO- und 5% O-, begast. So konnte einerseits ein pH-Wert
von 7,4 aufrechterhalten sowie eine Sauerstoffversorgung des Praparates garantiert werden.
Die Versuchskammer kann mit bis zu 40 ml Lésung geflllt werden und ist offen, wodurch
bestimmte Wirkstoffe in geringen Mengen direkt in die Versuchskammer appliziert werden
kénnen.

Alle Muskelpraparate wurden mithilfe von Faden an einem Ende kurz an einer glasernen
Hakenvorrichtung befestigt, am anderen Ende lang an einem isometrischen
elektromechanischen Transducer. Der Transducer misst die Kontraktionskraft der jeweiligen
Praparate und wandelt dieses Signal in ein elektrisches Signal um. Er wurde zu Beginn jeder
Versuchsreihe geeicht. Weiterhin wurde im Anschluss die Vorspannung der jeweiligen
Praparate Uber den verschiebbaren Transducer eingestellt.

Die gemessene Kraft der Praparate wurde mithilfe des PC-Programms LabChart von

ADInstruments aufgezeichnet und ausgewertet.
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Carbogen
95% 0,+ 5%C0,

N r
temperiertes
Vorratsgefals

° Transducer —* PC

temperiertes
Organbad
mit Praparat

ABBILDUNG 3: SCHEMATISCHER VERSUCHSAUFBAU DES ORGANBADES (MODIFIZIERT NACH
GOLENHOFEN, 1983).

Das Organbad ist eine in-vitro-Methode und dient der unmittelbaren Messung von Anderungen
der Kontraktionskraft des Muskelpraparates in Abhéngigkeit von der Zeit. Mit Krebslésung wird
ein anndhernd physiologisches extrazelluldres Milieu fiir die Prdparate geschaffen. Im
Organbad ist eine direkte Applikation von Wirkstoffen méglich. So kann eine Reaktion des

Préparates auf verschiedene Wirkstoffe in zeitlicher Abhéngigkeit gemessen werden.

2.2.3 MESSABLAUF

Zunachst wurde die Wirkung von Campher auf den glatten Muskel ermittelt. Hierzu wurden die
Kombinationen aus Enantiomeren, Organen und verschiedenen Voraktivierungen verglichen.
Die Versuche zur Wirkung von Campher auf den glatten Muskel wurden mit der
Organbadmethode durchgefihrt. In allen Versuchen wurde auf eine einheitliche Arbeitsweise
geachtet und Vorspannung, Ruhezeit und Applikationsintervalle der verschiedenen
Wirksubstanzen konstant gehalten.

Zunachst wurden die Transducer mit einem Eichgewicht von 14,3 g (214,3 mN) geeicht und

genullt, um vor jedem Versuch die gleichen Voraussetzungen zu haben. Danach wurden die
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jeweiligen Praparate eingespannt und je nach Beschaffenheit und Art des Praparates auf 4-8
mN vorgespannt.

Zu Beginn des Versuches wurde das Praparat unter Vorspannung ca. 1,5 h im Organbad in
Krebsloésung inkubiert, um die Aktivierbarkeit des glatten Muskels zu gewahren.
Typischerweise erzeugte das Muskelpraparat in dieser Ruhephase bereits eine gleichmaRige
Spontanaktivitat.

Zur Vitalitdtskontrolle wurde Acetylcholin so in das Organbad appliziert, dass es in einer
Konzentration von 10® M vorlag, was bei einem vitalen Muskel zu einer deutlichen Kontraktion
fuhrt. Diese Vitalitdtskontrolle des glatten Muskels erfolgte fir 10 min. Zusatzlich zur Vitalitat
des glatten Muskels konnte so getestet werden, ob ein typisches Kontraktionsmuster des
Muskelpraparates erzeugt werden kann. Abnorme Kontraktionsmuster weisen auf
Ungenauigkeiten der Praparation, eine verminderte Vitalitdt oder eine Pathologie des
Praparates hin.

Nach der Vitalitatskontrolle wurde eine Spullung durchgeflihrt. Zu Beginn des Spilvorgangs
wurde die Ldésung in der Versuchskammer zweimal mit vorgewarmter und begaster
Krebsldosung aus der Vorratskammer ersetzt. Danach erfolgte in Abstanden von jeweils 5 min
ein dritter und vierter Austausch. AnschlieRend wurde eine 15-minitige Anpassungsphase des
Praparates gewahrleistet.

Fir die Voraktivierung des Muskelpraparates fir die jeweilige Versuchsreihe wurde nun die
entsprechende Lésung in das Organbad appliziert. Bei einer Voraktivierung mit ACh wurde ein
Konzentrat des Wirkstoffes so appliziert, dass ACh in der Organbadlésung in einer
Konzentration von 3 x 107 M vorlag. Bei Voraktivierung mit kaliumreicher Lésung wurde die
Lésung in der Versuchskammer mit einer bereits vorgefertigten physiologischen Lésung mit
erhohter Kaliumkonzentration (K* = 20 mM) ausgetauscht.

Um wahrend der Versuchsreihe eine konstante und reproduzierbare Aktivitat der
Muskelpraparate zu erhalten, wurde nach Gabe der voraktivierenden Substanzen in die
Kammer eine Inkubationszeit von 15 min (Voraktivierung mit ACh) bzw. 20 min (Voraktivierung
mit kaliumreicher L6sung) eingehalten. Die jeweiligen Versuchsreihen begannen daraufhin mit
der Applikation der zu untersuchenden Substanzen in einer aufsteigenden
Konzentrationsreihe in 10-Minuten-Schritten. Nach Ende jeder Versuchsreihe wurde das
Praparat wie im bereits beschriebenen Spulprozess vierstufig gespilt. Im Anschluss konnte

eine weitere Versuchsreihe durchgefuhrt werden.
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Einsetzen des Muskelpraparates in das Organbad - Ruhephase

Inkubationszeit zur Wiederherstellung einer reproduzierbaren Spontanaktivitat des Praparates - 90 min

N4

Vitalitatskontrolle

Applikation des Praparates durch 106 M ACh - 10 min

\Z

Spllen und Anpassungsphase - 25 min

Z

Voraktivierung

Verstarkung der phasischen Kontraktionen mit ACh oder kaliumreicher Losung - 15 min bzw. 20 min

\Z

Versuchsreihe mit (+)-Campher

schrittweise Applikation einer Konzentrationsreihe von (+)-Campher von 10-6 M bis 10-3 M - 10 min pro Applikation

N4

Spilen und Anpassungsphase - 25 min

7

Voraktivierung

Verstarkung der phasischen Kontraktionen mit ACh oder kaliumreicher Losung

\Z

Vergleich eines anderen Stoffes mit (+)-Campher

Applikation einer Konzentrationsreihe eines zu vergleichenden Wirkstoffes - 10 min pro Applikation

ABBILDUNG 4: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG ZUR ALLGEMEINEN VERSUCHSDURCHFUHRUNG DER
ORGANBADMETHODE.

Die Vitalitédtskontrolle des glatten Muskels wurde vor Beginn des Versuchs nach dem
Einsetzen des Prédparates im Organbad durchgefiihrt. Danach erfolgte eine Spiilung des
Muskelpréparates und eine anschlieBende, der Versuchsreihe entsprechende, Voraktivierung.
Nach erneuter Spiilung erfolgte typischerweise ein Kreuzversuch. Bei mehreren
Muskelpréparaten, die parallel die Versuchsreihen durchliefen, wurde parallel zuerst der
vergleichende Wirkstoff appliziert und danach die Versuchsreihe mit (+)-Campher
durchgefiihrt. Somit wurden Messfehler durch etwaige Erschépfung der Préparate oder

Einfluss des vorigen Stoffes auf die darauffolgende Versuchsreihe vermieden.
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Da mit dem vierstufigen Spulprozess Campher und die anderen Substanzen gut auswaschbar
waren, erfolgten einige Versuche Uber Kreuz. Dies ermoglichte, zwei Praparate in eigenen
Organbadkammern und jeweils unterschiedlichen Versuchsbedingungen parallel zu
beobachten und miteinander vergleichen zu kénnen. Nach Ende der Versuchsreihe und
adaquater Spulung konnten die jeweiligen Versuchsbedingungen getauscht werden, um einen
reproduzierbaren Vergleich zweier Praparate unter gleichen Bedingungen zu erhalten. Diese
Kreuzversuche wurden zum direkten Vergleich von Enantiomeren, zwei verschiedenen
Wirkstoffen oder Kontrollen genutzt.

Da bis zu acht Organbader zur Verfligung standen, konnten bis zu acht Versuche gleichzeitig

durchgefiihrt werden.

2.2.3.1 WIRKUNG VON CAMPHER AUF DEN GLATTEN MUSKEL

Zu untersuchen war ein potentieller Wirkunterschied zwischen den beiden Enantiomeren von
Campher sowie der Einfluss von Campher auf unterschiedliche Muskelgewebe verschiedener
Organe. Dazu wurden Muskelpraparate der Ratte aus Magenfundus und Magenantrum sowie
der Portalvene genutzt. Die Versuche wurden uUber Kreuz mit Wechsel der Enantiomere

wiederholt.

2.2.3.2 VERGLEICH DER WIRKUNG VON CAMPHER AUF VERSCHIEDENE ORGANE

Verschiedene Stoffe konnen auf den gleichen Gewebstyp unterschiedlicher Organe ein
anderes Wirkmuster zeigen.”! Entsprechend wurde die Wirkung von Campher auf den glatten
Muskel von Verdauungsorganen sowie aus dem vaskularen System untersucht.

Verglichen wurden Praparate des gastrischen Fundus, des gastrischen Antrum und der
Portalvene. Der glatte Muskel des Magenfundus zeigt lediglich eine tonische Aktivitat.

Praparate der Portalvene und des gastrischen Antrum zeigen wiederum phasische Aktivitat.
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2.2.3.3 WIRKMECHANISMUS VON CAMPHER AUF DEN GLATTEN MUSKEL

Vergleich von Campher und Kaliumkanalmodulatoren

Um das Wirkmuster von Campher mit gangigen Kaliumkanaléffnern zu vergleichen, wurde ein
K20-K80-Test an der Portalvene durchgefihrt. Dafir wurden zunachst zwei Praparate der
Portalvene mit einer kaliumreichen Lésung von K* = 20 mM voraktiviert. Nach 20 min wurde
an einem Praparat eine Konzentrationsreihe von Levcromakalim in 5-Minuten-Abstanden in
den Konzentrationen von 10 M bis 3*10® M in das Organbad appliziert.

Parallel dazu wurde nach gleicher Voraktivierung an einem anderen Portalvenenpraparat in 5-
Minuten-Absténden (+)-Campher in den Konzentrationen 10° M bis 10 M in das Organbad
appliziert.

Im Anschluss wurde zu beiden Versuchsansatzen der spezifische Kare-Kanalblocker
Glibenclamid (resultierende Konzentration im Organbad: 10-° M) fiir 10 min hinzugegeben. So
konnte eine mdgliche Reversibilitat der Wirkstoffe untersucht werden.

Nach dem vierstufigem Spulvorgang wurden die Portalvenenpraparate mit einer kaliumreichen
Lésung von K* = 80 mM (2 -10 mV, s. Tabelle 5) voraktiviert. Nach 20 min Inkubationszeit
wurden die Versuche mit den gleichen Konzentrationsreihen und Intervallen erneut
durchgefihrt.

AnschlieRend erfolgte ein weiterer Spullvorgang und die Praparate wurden Uber Kreuz

getestet, um eine Reproduzierbarkeit und Validitat der Versuche zu gewahren.”

Wirkung von Campher auf den glatten Muskel bei Membranpotentialverschiebung

Normalerweise betragt die Konzentration extrazellularen Kaliums in Krebslosung 5,9 mM.
Durch den schrittweisen Ersatz von Krebslésung durch vorgewarmte kaliumarme (K* = 1,2
mM) bzw. kaliumreiche Lésung (K* = 118 mM) konnte eine kontinuierliche Hyper- bzw.
Depolarisation des glatten Muskels erzeugt werden.

Der erste Teil der Versuchsreihe erfolgte durch fiinfmaliges Ablassen von 10 ml der bereits im
Organbad vorhandenen Lésung mit Ersatz durch 10 ml kaliumarme Ldsung. Zu Beginn und
nach jedem Austausch wurde eine Messung durchgefiihrt. Der zweite Teil bestand aus
achtmaligem Austausch in gleicher Weise von 5 ml vorhandener Losung durch 5 ml
kaliumreiche Losung, ausgehend vom Endpunkt des ersten Teils. Die Losung wurde jeweils
in Zeitintervallen von jeweils 10 min ausgetauscht.

Im Anschluss wurde der Versuch nach mehrmaligem Spulen erneut mit einer Konzentration

von 5*104 M Campher in allen Lésungen durchgefiihrt.
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Mithilfe der Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung lasst sich das Membranpotential bei
unterschiedlichen Elektrolytzusammensetzungen anndhernd ermitteln (s. Formel 1). Die
folgende Tabelle zeigt die verschiedenen Kaliumkonzentrationen und das jeweils errechnete

Membranpotential des Versuches:

Kaliumkonzentration [mM] | Membranpotential [mV]
1,2 -70
2,4 -67
2,7 -66,1
3,2 -64,1
3,8 -63,5
4,7 -61,9
5,9 -59,3

16,5 -44,2
20 -40,1
29,1 -33,3
40,3 -26,4
49,4 -21,7
58,5 -18,1
65,9 -15,5
72,4 -13
78,1 -11
80 -10,74

TABELLE 5: ERMITTELTES MEMBRANPOTENTIAL UNTER VERSCHIEDENEN
KALIUMKONZENTRATIONEN DURCH DIE GOLDMANN-HODGKIN-KATZ-GLEICHUNG ERRECHNET

Besonders die Kaliumkonzentration spielt bei der Generierung eines Membranpotentials eine
wichtige Rolle. In Abhéngigkeit von der Temperatur, der Permeabilitdt und den intra- und
extrazelluldren lonenkonzentrationen I&sst sich anndherungsweise das Membranpotential bei
verschiedenen Kaliumkonzentrationen errechnen. Werte der Permeabilitdt und

Elektrolytkonzentrationen wurden aus vorigen Versuchen von Lammel et al. entnommen.>?
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Effekt von Campher auf den glatten Muskel bei Kalziumtitration in kalziumarmer Lésung

Mithilfe einer Titration von Kalzium in kalziumarme Ldsung konnte bestimmt werden, ob die
Wirkung von Campher auf den glatten Muskel kalziumabhangig reversibel ist.

Um den Effekt der Titration von Kalzium besser darstellen zu kénnen, wurde zu Beginn des
Versuches eine kalziumarme Losung von Ca?* = 1 mM ausgewahlt. Die Titration erfolgte direkt
in die Versuchskammer des Organbades alle 15 min in je 0,2 mM-Schritten. Es erfolgte je eine
Kontrolle ohne Campher in der Organbadlésung und eine Titration mit (+)-Campher in einer

Konzentration von 3*10“* M im Organbad.

2.2.4 AUSWERTUNG

Die Auswertungen der Messungen der Organbadversuche erfolgten Uber das Messprogramm
LabChart von ADInstruments. Hierzu wurden verschiedene Messparameter erhoben.

Fir die Organe mit phasischer Kontraktion wahrend der Organbadversuche wurden folgende
Messparameter ausgewahlt: die durchschnittliche Maximalkraft, d.h. die durchschnittliche
Amplitudenhdhe der phasischen Kontraktionen, die Frequenz der phasischen Kontraktionen,
d.h. die Anzahl der Amplituden geteilt durch die Messzeit, und die Durchschnittskraft der
Kontraktion.

Als Messintervall wurden jeweils die letzten 3 min eines Versuchsintervalls fur jeden
Messparameter ausgewahlt. So wurde eine gleichmafRige Auswertung ohne Artefakte durch
Applikation und ohne Ungenauigkeiten durch unzureichende Verteilung des Wirkstoffes in der
L6sung ermdglicht.

Fir die Durchschnittskraft wurde das Integral mithilfe von LabChart erhoben und durch die Zeit
des ausgewahlten Intervalls geteilt. Fir die Maximalkraft und die Durchschnittskraft der
Messungen wurde jeweils die Vorspannung von den gemessenen Werten abgezogen. Fir die
Frequenz wurde die Anzahl der phasischen Kontraktionen durch die Messzeit dividiert.

Bei tonischen Muskelkontraktionen wurde die Durchschnittskraft der Kontraktion im Verhaltnis
zur Kontrolle gemessen. Auch hierbei wurde das Integral der Kontraktion durch LabChart
ermittelt und durch den angegebenen Messzeitraum dividiert. Es wurde ebenfalls die
Vorspannung von der Messung abgezogen.

Zusammengefasst wurden die einzelnen ausgewerteten Messergebnisse im
Kalkulationsprogramm Excel. Alle Messwerte wurden im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent
ausgewertet. Dadurch konnte die Streumenge der Messungen durch die urspringlich

unterschiedliche Kontraktionskraft der Praparate reduziert werden.
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Anzahl der Kontraktionen /Zeit
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ABBILDUNG 5: DARSTELLUNG ZUR AUSWERTUNG DER PHASISCHEN KONTRAKTION EINES GLATTEN
MUSKELS.

Die drei Parameter zur Messung der Aktivitdt von Magenantrum und Portalvene sind die
durchschnittliche Maximalkraft, die Frequenz und die Durchschnittskraft des glatten Muskels.
Die Frequenz wird aus der Anzahl der Amplituden in dem Messintervall von drei Minuten
berechnet. Die durchschnittliche Maximalkraft ist die mittlere Amplitudenhéhe der phasischen
Aktivitat im selben Messzeitraum. Hiervon wird der Wert der Nulllinie subtrahiert. Die Nulllinie
der Muskelprdparate zeigt eine Relaxation des glatten Muskels zwischen den Amplituden der
phasischen Kontraktion an und entspricht der Vorspannung. Die Durchschnittskraft des glatten
Muskels ist der Quotient aus Integral der phasischen Kontraktion und dem Messintervall. Der

Wert der Nulllinie wird ebenfalls subtrahiert.
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2.3 FLUORESZENZMIKROSKOPIE

Die Fluoreszenzmikroskopie mit dem Farbstoff Fluo-3 ist eine in-vitro-Methode, die
Messungen von Veranderungen der zytosolischen Kalziumkonzentration des glatten Muskels
in rAumlich-zeitlicher Darstellung erméglicht. Hierzu wird der glatte Muskel der Portalvene mit
dem Farbstoff Fluo-3 beladen und im Anschluss in einem kleinen Organbad unter einem

konfokalen Mikroskop mithilfe eines Argon-Lasers dargestellt.

2.3.1 FLUO-3: INDIKATOR FUR KALZIUM

Fir die Fluoreszenzmikroskopie wurde der Indikatorfarbstoff Fluo-3 AM (Molekulargewicht:
1129,86 g/mol) ausgewahlt.

Fluo-3 ist ein Farbstoff, der kalziumgebunden unter Aktivierung durch Licht mit einer
Wellenlange von 488 nm ein Fluoreszenzsignal in einer Wellenlange von 525 nm ausstrahlt.
Der Farbstoff hat die Eigenschaft, passiv in das Zytosol der Muskelzellen einzudringen ohne
ihre Zellaktivitat zu zerstoren.?’ Fluo-3 bindet an intrazelluldres Kalzium und kann dadurch die
intrazellulare Kalziumkonzentration einer Muskelzelle im zeitlichen Verlauf mithilfe der
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie sichtbar machen.

Fluo-3 AM ist zunachst an Acetoxymethylester (AM-E) gebunden. Die Substanz in Losung ist
lipophil, nicht fluoreszierend und nicht kalziumsensitiv. In dieser Form kann Fluo-3 AM die
Zellmembran passieren. Intrazellular wird der Farbstoff durch Hydrolysierung vom AM-E-Teil
abgespalten und somit die Lipidldslichkeit verringert. Ein Ricktransport in den
Extrazellularraum ist nicht mehr mdglich. Zusatzlich kann der Fluo-3-Teil nach Spaltung von
AM-E an intrazellulares Kalzium binden, wodurch die Fluoreszenzeigenschaft von Fluo-3 auf
das vierzigfache gesteigert wird.'®2%72 Das emittierte Fluoreszenzsignal kann nun durch das
konfokale Mikroskop aufgenommen und gemessen werden.

Da der Farbstoff nicht ratiometrisch ist, sind die Aussagen Uber die Aktivitdt des glatten
Muskels anhand der Anderung der intrazelluldren Kalziumkonzentration mithilfe des

Fluoreszenzsignals semi-quantitativ.

2.3.2 PRAPARATION

Zunachst erfolgte eine Freilegung des glatten Muskels der Portalvene von Fett- und

Gewebsresten und eine longitudinale Eréffnung des Gefaltes. Danach wurde eine Fixierung
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des Praparates mit der Serosaseite an einem Silikonkissen (1 x 3 x 2 mm) durch feine Nadeln
vorgenommen, die seitlich an dem Silikonkissen angebracht wurden.
Nach Praparation und Fixation der Portalvene wurde das Muskelpraparat in einer

Farbstofflésung mit dem Indikator Fluo-3 AM beladen.

/ Portalvene
— 7 74— Fixationsnadeln
— [
— o
1 mm Silikonkissen

ABBILDUNG 6: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG ZUR FIXATION DER PORTALVENE ZUR
FLUORESZENZMIKROSKOPIE.

Eine korrekte Fixation der Portalvene auf das Silikonkissen erlaubt eine optimale Messung der
Aktivitat glatter Muskelzellen. Das Préparat sollte unter Spannung am Silikonkissen fixiert
werden, sodass ein Verrutschen bei Kontraktion der Muskelzellen im Organbad vermieden
wird. Das Préparat wird vor der Inkubation mit dem fluoreszierenden Farbstoff fixiert. Nach
Inkubation kann das Préparat durch das Silikonkissen im Organbad schonend mit der

Préparatseite in Richtung Objektiv befestigt werden.

2.3.3 FLUORESZENZBELADUNG

Fir die Farbstofflésung wurden 5 ug Fluo-3 in 10 yl DMSO geldst, dann mit 10 pl Pluronic
vermischt und fir 3 min in einem Ultraschallbad inkubiert. Pluronic dient als Emulgator und
sorgt fur eine verbesserte Verteilung des Indikatorfarbstoffs. Dadurch gewahrt Pluronic eine
bessere Diffusion in die Muskelzellen. Im Anschluss wurden 980 pl Praparierlésung sowie 5 pl
Cremophor hinzugeflugt und ein weiteres Mal fir 3 min im Ultraschallbad inkubiert, um eine
ausreichende Verteilung des Farbstoffes in der Lésung zu erhalten. Zusatzlich wurden weitere
5 ul Cremophor mit der LOsung vermischt und erneut im Ultraschallbad inkubiert. Cremophor
verbessert die Diffusionskapazitat des Farbstoffes in die Zellen des glatten Muskels. Zuletzt
wurde das Praparat hinzugegeben. Das Praparat wurde dann ca. 2,5 h in Dunkelheit und bei
Raumtemperatur inkubiert, um eine ausreichende Beladung des Praparates mit dem Farbstoff

zu gewahrleisten.
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2.3.4 AUFBAU

2.3.4.1 ORGANBAD

Wahrend der Messung wurde das Muskelpraparat in ein kleines Organbad gelegt, um eine
bestmdgliche Aktivitat in einer annahernd physiologischen Umgebung zu gewahren.

Das nun mit Fluo-3 beladene Praparat wurde mithilfe von Drdhten in einer
Objekttragerkammer mit gldsernem Boden befestigt, wobei die Seite des Silikonkissens mit
dem befestigten Gewebe nach unten in Richtung des Objektivs zeigte. Zur Messung wurde so

die dem Kammerboden anliegende Muskelschicht verwendet.

Fixierung

Objektschale

Abfluss

Préaparat

Objektiv

ABBILDUNG 7: SCHEMATISCHER VERSUCHSAUFBAU DES ORGANBADTEILS DER
FLUORESZENZMIKROSKOPIE.

Dargestellt ist der Teil des Fluoreszenmikroskops, der als kleines Organbad fiir das fixierte
Préparat dient. Das Silikonkissen wird mit der Préparateseite in Richtung Objektiv fixiert, um
eine méglichst genaue Messung zu erméglichen. Durch das Objektiv wird das fixierte Préparat
in 20- oder 60-facher Vergré3erung dargestellt. Die Vitalitét des Préparates wird durch ein Zu-
und Abflusssystem mit carbogenisierter Krebslésung erhalten.

Die Objekttragerkammer mitsamt Praparat fasst ca. 2 ml Lé6sung. Die Kammer wurde wahrend
der Nutzung des Fluoreszenzmikroskops konstant erwarmt, sodass in der Kammer eine
Temperatur zwischen 35 und 38 °C herrscht. Wahrend der gesamten Versuchszeit wurde die
Temperatur in der Kammer gemessen und kontrolliert, um ein mdglichst gut reproduzierbares

Ergebnis zu erhalten.
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Ein Pumpsystem transportiert kontinuierlich frische vorgewarmte Losung von einem mit
Carbogen begasten Reservoir zur Objekttragerkammer, welches hierfir ca. 20 s bendtigt.
Zeitgleich fliel3t Losung vom Organbad Uber das Pumpsystem in einen Abfallbehalter ab. So

erfolgt eine kontinuierliche Spulung des Muskelpraparates.

2.3.4.2 KONFOKALES MIKROSKOP

Far die Versuchsreihen, die fluoreszenzmikroskopisch gemessen wurden, wurde ein
konfokales Mikroskop (Nikon Eclipse TE-2000-S, Nikon Instruments Inc.) mit einer integrierten
Scannereinheit (CSU-10, Yokogawa) zum zeitlich schnellen Erfassen der Kalziumsignale der
Muskelzellen genutzt. Die integrierte Scannereinheit besteht aus zwei verbundenen
rotierenden Scheiben (1800 rpm), dem sogenannten Spinning-Disc-System. Die Praparate
wurden mithilfe von Objektiven mit 20-facher und 60-facher Verstarkung betrachtet. Zwischen
Objektiv und Objekttragerkammer wurde zusatzlich Immersionsél eingesetzt.

Zur Generierung eines Fluoreszensignals wurde ein Argon-Laser (643 lon Laser, CVI Melles
Griot) verwendet. Der Argon-Laser strahlt zu den Messzeiten monochromatisches Licht mit
einer Wellenlange von 488 nm aus. Die Fokussierung des Lasers auf das Praparat erfolgt
mithilfe des Spinning-Disc-Systems durch ca. 20 000 Mikrolinsen auf Lochblenden einer
sogenannten Nipkow-Scheibe. Der Laserstrahl wird durch den Objekttrager fokussiert und trifft
dann auf das zu messende Praparat. Durch das Lasersignal wird der Indikatorfarbstoff, der an
das intrazelluldre Kalzium gebunden ist, angeregt. Der angeregte Farbstoff emittiert dann ein
Lichtsignal mit einer Wellenlange von 525 nm.

Das emittierte Fluoreszenzsignal passiert retrograd das Objektiv und die Lochblenden der
Nipkow-Scheibe. Es wird daraufhin an einem dichroitischen Spiegel reflektiert und trifft auf die
CCD-Kamera. Diese erfasst die emittierten Strahlen und wandelt das Signal mit einem A/D-
Wandler in ein Bild um, welches an den PC Ubermittelt wird und mithilfe des Programms

UltraView eingesehen werden kann.
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Objekttragerkammer
mit Préparat

) Qf ..............

PC .
I Objektiv
Linse
A/D-Wandler 4[
CCD-Kamera — | dichroititscher Spiegel

T CSU 10

%::’X Scheibe mit Lochblenden

T Scheibe mit Mikrolinsen
Laser

ABBILDUNG 8: SCHEMATISCHER VERSUCHSAUFBAU DER KONFOKALEN
FLUORESZENZMIKROSKOPIE.

Der schematische Aufbau zeigt den Mechanismus des konfokalen Mikroskops zur
Untersuchung der intrazelluldren Kalziumkonzentration durch den Indikatorwirkstoff Fluo-3.
Der Laser mit einer Wellenldnge von 488 nm strahlt durch das Objektiv auf die Messfléche.
Dort wird der Indikatorfarbstoff Fluo-3, der an intrazelluldrem Kalzium gebunden ist, angeregt,
woraufhin er ein Lichtsignal in einer Wellenlénge von 525 nm emittiert. Das Fluoreszenzsignal
strahlt durch das Objektiv, wird an einem dichroitischen Spiegel reflektiert und gebiindelt von
der CCD-Kamera erfasst. Durch das Programm UltraView wird das Fluoreszenzsignal als
zweidimensionales Bild wiedergegeben. Hier werden Signale anhand einer Farbskala
dargestellt, wobei blau und griin ein niedriges Signal und rot ein hohes Signal darstellen. Ein
hohes Fluoreszenzsignal zeigt eine hohe intrazelluldre Kalziumkonzentration an. Eine
Erhéhung des Kalziumsignals kann auf eine direkte Verstédrkung der Kontraktion des Muskels

deuten.
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2.3.5 BILDAUFNAHME DES FLUORESZENZSIGNALS

Der Argon-Laser wurde auf eine Starke von 50-75% der maximal mdglichen Strahlung
eingestellt, um einerseits ein gut messbares Fluoreszenzsignal der Praparate zu erhalten,
andererseits aber die mit Farbstoff beladenen Praparate wahrend des Versuches nicht zu stark
auszubleichen.

Mit dem PC-Programm UltraView konnte nun das Bild des Fluoreszenzsignals gemessen,
gespeichert und bearbeitet werden. Uber UltraView wurden verschiedene Parameter zur
Ermittlung des Signales eingestellt.

Alle gemessenen Bilder wurden mit einem Binning von 2 x 2 erstellt, was bedeutet, dass
jeweils 2 x 2 Bildpunkte als Mittelwert zusammengefasst wurden, um ein optimales Verhaltnis
zwischen guter Aufldsung und Ausblenden unerwinschten Hintergrundrauschens zu erhalten.
Die Belichtungszeit betrug je 500 ms, sodass zwei Signalbilder pro Sekunde aufgenommen
wurden. Dies flhrt zu einem verminderten Abblassen des Fluoreszenzsignals. Es wurden
Messlangen abhangig der Messung (zusatzliche Applikation, Wechsel der Lésung) entweder

von 120 s oder 240 s gewahlt. Die z-Ebene blieb wahrend der Versuche konstant.

2.3.6 MESSABLAUF

Zum Messen wurde zunachst das mit Krebslésung perfundierte Praparat fur 30 min in der
Objekttragerkammer inkubiert. AnschlieRend wurde eine zur Messung geeignete Stelle des
Praparates ausgesucht. Je nach Starke der Beladung wurde der Laser auf 50%-75% der
maximalen Strahlung eingestellt. Ein bis zwei Kontrollmessungen erfolgten dann fir je 120 s,
um ein gleichmaRiges Fluoreszenzsignal des Praparates gewahrleisten zu koénnen.
Anschlieend wurde eine Erholungsphase des Praparates von 15 min eingehalten.

Die nachste Messung stellte einen Wechsel der Reservoire von Krebslésung zu 20 mM
kaliumreicher Losung nach 30 s dar, wobei eine Erhéhung des intrazellularen Kalziumsignals
durch Depolarisation des glatten Muskels erwartet wird.“. Insgesamt wurde hierfur Gber einen
Zeitraum von 240 s gemessen, um den Effekt komplett zu erfassen. Nach einer weiteren
Regenerationsphase von 15 min begann eine Messung von 240 s, in der nach 50 s ein Bolus
von 100 pl Campher in physiologischer Kochsalzlésung (5*10* M Campher im Organbad)
appliziert wurde. Nach weiteren 15 min Regenerationsphase erfolgte eine Nachkontrolle, um
auf eine Auswaschung des applizieten Camphers und eine Reversibilitat des

Camphereffektes auf den glatten Muskel unter kaliumreicher Losung (K* = 20 mM) zu prufen.
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Kontrolle

Krebslosung, 120 s Messung

NI

Krebslésung zu K*=20 mM

Wechsel der Krebslosung mit kaliumreicher Losung [20 mM], 240 s Messung, Wechsel nach 30 s Messung

NI

K*=20 mM in Campher

Applikation von Campher (+) in K20-Lésung [5*10“*M], 240 s Messung, Gabe nach 50 s

N2

Nachkontrolle

K20-Lésung, 120 s

TABELLE 6: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG ZUR VERSUCHSDURCHFUHRUNG DER MESSUNG VOM
EINFLUSS VON CAMPHER AUF DIE PORTALVENE MITTELS FLUORESZENZMIKROSKOPIE.

Durch die verschiedenen Messungen kann die Vitalitat des Muskels und die Reaktion des
Préparates auf Wirkstoffe aufgenommen werden. Bei einem Wechsel der perfundierenden
Krebslésung zu einer kaliumreichen Lésung mit K* = 20 mM wird eine Erhéhung des
intrazelluldren Kalziumsignals durch Depolarisation des glatten Muskels erwartet. Die
Nachkontrolle zeigt vor allem die Vitalitdt des glatten Muskels an. Durch sémtliche Messungen
am Préparat erfolgen Ausbleichungen des Fluoreszenzwirkstoffes, sodass (ber mehrere

Messungen eine gewisse Abschwéchung des Fluoreszenzsignals zu erwarten ist.

2.3.7 AUSWERTUNG

Im Programm UltraView wurden die Aufnahmen pixelweise Uber den ausgewahlten Zeitraum
gespeichert. Die Aktivitdt des glatten Muskels wurde Uber das Programm in Grey-Leveln
gemessen. Ausgewertet wurden bestimmte Areale, die eine hohe Konzentration von
intrazellularem Kalzium und somit eine hohe Aktivitat des glatten Muskels zeigten. Diese
Areale wurden als ,Region of Interest” (ROI) bezeichnet, wobei eine ausgewahlte Flache die
einzelnen Messpunkte in dem ausgewahlten Bereich zum Durchschnitt nimmt.

Die gemessenen Daten der ROl wurden mithilfe von Excel ausgewertet.
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2.4 STATISTIK

Die gemessenen Daten der Organbadversuche wurden mit LabChart erfasst, in das
Kalkulationsprogramm Excel Ubertragen und dort analysiert. Fir die Auswertung und zur
statistischen Beschreibung der gemessenen Daten wurden Mittelwert, Standardabweichung
und Standard Error of the Mean (S.E.M.) ermittelt.

Far die Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie wurden die in UlfraView gemessenen Werte
der ROIls in das Programm Excel Ubertragen. Dort wurden der Median der ausgewahlten
Zeitabschnitte, Mittelwert sowie Standardabweichung und S.E.M. berechnet.

Zum Vergleich der Ergebnisse mit der Kontrolle und untereinander wurde eine Varianzanalyse
verwendet (ANOVA: analysis of variance), welche die Moéglichkeit zum Vergleichen von mehr
als zwei Gruppen bietet und so eine Alternative zum t-Test bei einer Normalverteilung der
Ergebnisse darstellt.

Die Ergebnisse werden als arithmetisches Mittel + S.E.M. im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent
angegeben, wobei das Signifikanzniveau der Ergebnisse auf p < 0,05 festgelegt wurde (im

Text mit * hinter den Ergebnissen markiert).

Mittelwert oder arithmetisches Mittel:

i=1%i
n
FORMEL 2

Xarithm =

Standardabweichung:

n
1 _
s= * z (x; — xarilfhm)2

n—1 .
i=1

FORMEL 3

Standard error of the mean:

S
SSEM = —
Vn
4

FORMEL

t-Test fir unverbundene Stichproben:

|, — X, ny *n;
t = *
S ny +n,

FORMEL 5
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3 ERGEBNISSE

3.1  WIRKUNG VON CAMPHER AUF DEN GLATTEN MUSKEL

An den Modellsystemen Magen und Portalvene sollte die Wirkung und im weiteren Verlauf der
Wirkmechanismus von Campher ermittelt werden. Zuerst wurden die Enantiomere von
Campher in Bezug auf ihre Wirkung bzw. Wirkunterschiede auf die glatte Muskulatur
untersucht. Weiterhin wurde die Wirkung von Campher auf Praparate der glatten Muskulatur
von gastrischem Fundus, Antrum und Portalvene unter verschiedenen Voraktivierungen
gemessen. Mit den Resultaten der verschiedenen Messungen konnte im Anschluss
annadhernd die EDsp von Campher auf Magen und Portalvene bei unterschiedlichen

Voraktivierungen ermittelt werden.

3.1.1 VERGLEICH DER ENANTIOMERE VON CAMPHER UND DEREN EINFLUSS AUF DEN GLATTEN
MUSKEL DES MAGENANTRUM

Zunachst galt es, eine generelle Wirkung von Campher auf den glatten Muskel zu ermitteln.
Dazu sollten mdgliche Unterschiede zwischen (+)-Campher und (-)-Campher beschrieben
werden sowie ein moglicher Unterschied zwischen verschiedenen Typen des glatten Muskels
gemessen werden.

Um das starker wirksame Enantiomer der chiralen Formen von Campher zu ermitteln, wurden
die Enantiomere in ihrer Wirkung auf die Frequenz der Kontraktionen, Maximalkraft und
Durchschnittskraft des glatten Muskels gemessen.

Der Wirkunterschied von (+)- und (-)-Campher wurde am glatten Muskel des gastrischen
Antrum ermittelt. Voraktivierung durch eine kaliumreiche Lésung von K* = 20 mM (ca. -41 mV,
s. Tabelle 5 ) fuhrte zu einer konstanten und gut reproduzierbaren Aktivitdt. Nach der
Voraktivierung und anschlieRender Wartezeit von 20 min wurden (+)- und (-)-Campher in einer
aufsteigenden Konzentrationsreihe von 10 bis 3*10* M in 10-Minuten-Abstanden appliziert

und nach Spulung der Praparate Uber Kreuz getestet.
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Konzentration (+)-Campher

Durchschnittskraft = Maximalkraft Frequenz n
10 M 103,04+£3,05% 105,69£1,24%  97,13x0,47% 5
10°M 95,76+4,51% 105,69£3,3% 93,49+1,97% 6
104M 77,91£3,99%* 85,07+3,94%* 95,23+0,94%* 27
3*10“M (in 0,9% NaCl)  60,39+5,03%* 70,1414,6%" 92,07£2,11%* 27

TABELLE 7: DURCHSCHNITTLICHE WIRKUNG VERSCHIEDENER KONZENTRATIONEN VON (+)-
CAMPHER AUF DIE AKTIVITAT DES GLATTEN MUSKELS DES GASTRISCHEN ANTRUM UNTER
VORAKTIVIERUNG MIT 20MM KALIUMREICHER LOSUNG.

Mit steigender Konzentration von (+)-Campher ist eine Hemmung der Aktivitdt des glatten
Muskels, besonders der Durchschnittskraft um ca. 40% und der Maximalkraft um ca. 30% bei
einer Konzentration 3*10* M, zu erkennen. In der Frequenz der periodischen Aktivitét des
glatten Muskels ist nur eine leichte Hemmung von ca. 8+2% unter maximaler Konzentration
von Campher im Vergleich zur Voraktivierung zu erkennen. Die Wirkung von Campher zeigt

sich signifikant zur Kontrolle (p < 0,05).

Konzentration (-)-Campher

Durchschnittskraft = Maximalkraft Frequenz n
10 M 99,94+2,02% 105,17£1,5% 98,52+1,6% 6
10°M 93,69+3,21% 105,124¢2,01%  95,80+1,37% 6
10*M 79,30+3,08%* 84,7+3,19%" 96,2310,92%* 28
3*10“M (in 0,9% NaCl)  58,15+4,9%* 67,4515,48%* 96,43+1,57%* 28

TABELLE 8: DURCHSCHNITTLICHE WIRKUNG VERSCHIEDENER KONZENTRATIONEN VON (-)-
CAMPHER AUF DIE AKTIVITAT DES GLATTEN MUSKELS DES GASTRISCHEN ANTRUM UNTER
VORAKTIVIERUNG MIT 20MM KALIUMREICHER LOSUNG

Der Einfluss von (-)-Campher auf den glatten Muskel &uB3ert sich in einer deutlichen Hemmung
der Durchschnittskraft um ca. 42 % und der Maximalkraft um ca. 32% bei einer Konzentration
von 3*10* M. Es ist nur eine leichte Hemmung der Frequenz der periodischen Aktivitét des
glatten Muskels um 3,5+1,57% bei einer Konzentration von 3*10* M (-)-Campher gemessen

worden. Die Wirkung von Campher zeigt sich signifikant zur Kontrolle (p < 0,05).

Bei Konzentrationen von 10® M wurden bei beiden Enantiomeren eine geringe Verstarkung

der Maximalkontraktion, sowie der Durchschnittskraft bei (+)-Campher, festgestellt. In hdheren
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Konzentrationen wurde vor allem eine Inhibition der phasischen Kontraktionen bei nur geringer
Hemmung der Frequenz der Kontraktionen des glatten Muskels gemessen.

Bei der maximalen Campher-Konzentration von 3*10* M betrug die Durchschnittskraft
60%x5%* unter (+)-Campher bzw. 58+5%* unter (-)-Campher im Vergleich zur Kontrolle. Die
durchschnittliche Maximalkraft fir 3*10“* M (+)-Campher lag bei 70%*4,6%* und bei (-)-
Campher bei 67,5%15,5%™* im Vergleich zur Kontrolle. Die Frequenz des Antrum sank bei (+)-
Campher auf 92,1+2,1%* und bei (-)-Campher auf 96+1,6%"*.

Bei keiner der Messungen wurden signifikante Unterschiede (p = 0,1) in der Wirkung der
Enantiomere festgestellt. Somit konnte kein signifikanter Unterschied in der Wirkung der
Enantiomere von Campher auf die Hemmung des glatten Muskels des Antrum beschrieben
werden. Fir die weiteren Untersuchungen wurde ausschlielich (+)-Campher verwendet, da
hauptsachlich (+)-Campher in der medizinischen Anwendung vertreten ist und in vivo

geringere Toxizitaten aufweist.'®

3.1.2 UNTERSCHIEDLICHE WIRKSTARKEN VON RECHTSDREHENDEM CAMPHER AM GLATTEN
MUSKEL

Um weitere Wirkunterschiede von Campher auf die glatte Muskulatur untersuchen zu kénnen,
wurden drei verschiedene Arten von Muskelpraparaten der Ratte verglichen. Das gastrische
Antrum und die Portalvene der Ratte zeigten beide unter Voraktivierung periodische
Kontraktionen. Der gastrische Fundus der Ratte zeigte unter Voraktivierung tonische
Kontraktionen. Als Voraktivierung wurde Acetylcholin und kaliumreiche Losung verwendet.
Rechtsdrehendes Campher wurde in aufsteigender Konzentration zwischen 10 M und 103 M
verwendet. Der Magenfundus wurde mit Acetylcholin voraktiviert und Campher wurde in den
Konzentrationen 10° M und 3*10* M verwendet.

So konnten Schllisse Uber die Wirkung von Campher auf den Verdauungstrakt und auf das
kardiovaskulare System der Ratte sowie Uber die Wirkung auf phasische Aktivitat und

Haltetonus von glatter Muskulatur gezogen werden.
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Vergleich der Wirkung von Campher auf verschiedene Organe

10-M ACh 10°M 10°M 104 M 3*104M
Campher Campher Campher Campher

| L

8 mN

- 5 Min

ABBILDUNG 9: ORIGINALAUFZEICHNUNG ZUR VERSUCHSDURCHFUHRUNG DER WIRKUNG VON
CAMPHER AUF DEN FUNDUS DES MAGENS.

Bei der tonischen Kontraktion des Magenfundus unter Voraktivierung durch ACh = 10° M

wurde im Vergleich zur Nullprobe kein signifikanter Effekt von Campher bei einer Anzahl von

n = 9 beobachtet.

Der gastrische Fundus der Ratte zeichnet sich vor allem dadurch aus, dass er unter

Voraktivierung lediglich tonische Kontraktionen aufweist. Bei tonischer Kontraktion wurde die

Durchschnittskraft im zeitlichen Vergleich zur Kontrolle gemessen

Bei Voraktivierung durch Acetylcholin in den Konzentrationen 10 M und 10° M wurde kein

signifikanter Effekt von Campher auf die tonische Kontraktion beobachtet. Die Anzahl der

Versuche betrug n = 9.
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ACh 3*107 M 106 M 10°M 104M 5*104 M 10-°M Campher (+)

l I

10 Min

20 mN

ABBILDUNG 10: ORIGINALAUFZEICHNUNG ZUR VERSUCHSDURCHFUHRUNG DER WIRKUNG VON
CAMPHER AUF DAS ANTRUM DES MAGENS.

In der Aufnahme ist eine signifikante Hemmung durch Campher auf die phasische Kontraktion
des Magenantrum, insbesondere eine starke Hemmung der Durchschnittskraft, erkennbar.
Durchschnittlich ist eine komplette Hemmung der phasischen Aktivitéat des gastrischen Antrum

ab einer Konzentration von Campher = 10 M gemessen worden.

Unter der Voraktivierung mit ACh = 3*10" M wiesen die Praparate des gastrischen Antrum der
Ratte gleichmaRige phasische Kontraktionen auf. Bei niedrigeren Konzentrationen von
rechtsdrehendem Campher war zunachst nur eine leichte Hemmung der Kontraktionskraft des
Antrumpraparates zu sehen. Bei steigenden Konzentrationen von Campher wurden stetig
starkere Hemmungen der Durchschnittskraft und der Maximalkraft gemessen. Ab einer
Konzentration von (+)-Campher = 103 M im Organbad wurde haufig eine komplette Hemmung
der phasischen Aktivitat des glatten Muskels gemessen. Wenn eine Restaktivitat zu erkennen
war, zeigte sich eine gesteigerte Frequenz der geringen Aktivitdt bei 136,5+11,5%. Die
Messungen in der Konzentration von 5*10* M Campher im Organbad zeigen eine
Maximalkraft von 15,7+4,5%*, eine Frequenz von 118,617,4%* und eine Durchschnittskraft

von 18,6+1,3%* im Verhaltnis zur Kontrolle. Die Anzahl der Versuche betrug n = 17.
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Konzentration Magenantrum (Voraktivierung mit 3*107 M Acetylcholin)
Durchschnittskraft = Maximalkraft Frequenz n
10°M 100,49+1,32% 99,35+2,45% 98,89+1,42% 17
10°M 99,74+2,40% 99,55+3,16% 94,04+1,63% 17
104M 88,57+2,60% 85,93+3,72% 92,68+1,87% 17
5*10*M (in DMSO) 18,63+1,33%" 15,69+4,48%*  118,64+7,37%* 17
103*M (in DMSO) 3,73+1,32%* 6,97+3,27%" 136,51£11,51%* 17

TABELLE 9: DURCHSCHNITTLICHE WIRKUNG VERSCHIEDENER KONZENTRATIONEN VON (+)-
CAMPHER AUF DIE AKTIVITAT DES GLATTEN MUSKELS DES GASTRISCHEN ANTRUM UNTER
VORAKTIVIERUNG MIT 3*10”" M ACETYLCHOLIN.

Mit steigender Konzentration von (+)-Campher ist am gastrischen Antrum eine graduelle
Hemmung, besonders der Durchschnittskraft und der Maximalkraft der phasischen Aktivitét
des Préparates zu erkennen. Bei stédrkerer Hemmung durch 5*10*% M Campher ist eine
Erhéhung der Frequenz der phasischen Aktivitéat der Antrumpréparate zu sehen gewesen. Ab
einer Konzentration von 10° M zeigt sich eine nahezu komplette Hemmung der phasischen
Aktivitdt des glatten Muskels des gastrischen Antrum. Hierbei zeigte sich ein signifikanter

Wirkunterschied in allen drei Messparametern im Vergleich zur Kontrolle.
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ACh 3*10"M 105 M 105M 104M  5*104M  10°M  Campher (+)

L T B

8 mN

n=9

L 3

ABBILDUNG 11: ORIGINALAUFZEICHNUNG ZUR VERSUCHSDURCHFUHRUNG DER WIRKUNG VON
CAMPHER AUF DIE PORTALVENE.

Die Messung der phasischen Kontraktionen der Portalvene unter Voraktivierung mit ACh =
3*107 M bei einer Konzentrationsreihe von (+)-Campher zeigt eine signifikante Senkung der
Maximalkraft der Kontraktionen und eine signifikante Hemmung der Durchschnittskraft.
Zusétzlich ist bei erhbhten Konzentrationen von (+)-Campher auch eine Erhéhung der

Frequenz der phasischen Kontraktion erkennbar.

Die Portalvene ist Teil des kardiovaskuldaren Systems der Ratte und weist ein phasisches
Kontraktionsmuster auf. Es wurden signifikante Hemmungen von Durchschnittskraft und
Maximalkraft der phasischen Kontraktion durch Campher gemessen. Die Frequenz der
Kontraktionen war erhoéht.

Unter Voraktivierung mit ACh = 3*107 M betrug die starkste gemessene durchschnittliche
Hemmung der Maximalkraft der Portalvene bei einer Konzentration von Campher = 102 M
24, 4+4%*, die Frequenz betrug 164,9+11%* und die Durchschnittskraft 38,4+4,9%*. Die
Anzahl der Versuche betrug n = 9.
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Konzentration Portalvene (Voraktivierung mit 3*107 M Acetylcholin)
Durchschnittskraft = Maximalkraft Frequenz n
10°M 101,06+1,67% 87,66+4,73% 102,2543,22% 9
10°M 93,55+1,95% 78,24+2,67% 98,73+3,53% 11
10“4M 77,99+2,85% 71,75+3,43% 99,4415,34% 11
5*10“M (in DMSO) 54,91+2,24%* 60,104£9,03%* 139,9748,98%* 6
10*M (in DMSO) 38,35+4,92%* 24,39+3,98%" 164,88+11,0%* 9

TABELLE 10: DURCHSCHNITTLICHE WIRKUNG VERSCHIEDENER KONZENTRATIONEN VON (+)-
CAMPHER AUF DIE AKTIVITAT DES GLATTEN MUSKELS DES GASTRISCHEN ANTRUM UNTER
VORAKTIVIERUNG MIT 3*107 M ACETYLCHOLIN.

In den verschiedenen Portalvenen-Praparaten ist insgesamt bereits bei einer Konzentration
von 10° M (+)-Campher eine gewisse Hemmung der Durchschnittskraft und Maximalkraft bei
gleichbleibender Frequenz zu erkennen. Diese Hemmung verstarkt sich mit hbheren
Konzentrationen, jedoch ist die Hemmung der phasischen Aktivitét der Portalvene nicht so
ausgepragt wie die in den Versuchen mit dem gastrischen Antrum gemessene Hemmung.
Dies weist méglicherweise auf eine héhere Wirkstdrke von Campher auf das gastrische
Antrum als auf die Portalvene hin. Es zeigte sich hierbei eine signifikante Wirkung von

Campher auf alle drei Messparameter (p < 0,05).
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Vergleich der Wirkung von Campher auf verschiedene Muskelpraparate in

kaliumreicher Lésung

Im Unterschied zur Voraktivierung des glatten Muskels mit Acetylcholin erfolgt eine Aktivierung
des glatten Muskels durch kaliumreiche Ldsung nicht transmittergesteuert, sondern
spannungsgesteuert. So konnte ein Einfluss von Campher auf den glatten Muskel bei
Membrandepolarisation alleine, zum Ausschluss weiterer Aktivierungsmaoglichkeiten, ermittelt
werden.

Die Praparate des gastrischen Antrum und der Portalvene zeigten auch bei
spannungsgesteuerter Voraktivierung mit 20 mM Kalium (entspricht -41 mV It GHK, s. Tabelle
5) eine stark signifikante Hemmung der Maximalkraft und der Durchschnittskraft des glatten
Muskels.

Bei aufsteigenden Konzentrationen von (+)-Campher zwischen 10° M und 102 M zeigte die
Portalvene eine steigende Hemmung der Durchschnittskraft und der Maximalkraft. Bei einer
Konzentration von 5*10* M (+)-Campher betrug die Durchschnittskraft 90,35+3,07%*, die
Maximalkraft 84,03+3,89% und die Frequenz 143,5£10,43% im Verhaltnis zur Kontrolle. Bei
maximaler Hemmung der Portalvene durch 10 M (+)-Campher betrug die Durchschnittskraft
42,17+3,12%*, die Maximalkraft 28,58+3,16%* und die Frequenz 167+11,67%".

Die Wirkung von Campher (3*10* M) auf den glatten Muskel des gastrischen Antrum zeigt
eine Durchschnittskraft von 60,39+5,03%*, eine Maximalkraft von 70,14+4,6%* und eine
Frequenz von 92,07+2,11%* im Vergleich zur Kontrolle.

Insgesamt ist bei einer spannungsgesteuerten Voraktivierung der Praparate bei gleicher Dosis
eine weniger starke hemmende Wirkung auf den Muskel zu beobachten als bei Voraktivierung
durch Acetylcholin. Nichtsdestotrotz zeigt Campher auch hier eine signifikante Hemmung der

Durchnitts- und der Maximalkraft der phasischen Muskelaktivitat.

Ermittlung der EDso, von (+)-Campher bei unterschiedlichen Organen unter

Voraktivierung mit Acetylcholin

Um verschiedene Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Organbadversuche darzustellen,
wurden die berechneten Ergebnisse verschiedener Konzentrationen von Campher mit einer
gangigen Formel fir eine Fittingkurve verglichen.” Die ,Wirkung des Stoffes bei einer
Konzentration X* und der ,slope factor® stellen veranderbare Variablen dar.

Hierzu wurde eine gangige Boltzmann-Funktion zur Errechnung einer Sigmoidkurve mit den

zu ermittelnden Parametern der EDsp und des ,slope factors® (Steigung) so angeglichen, dass
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die Messwerte die kleinstmdgliche Differenz zum Quadrat der errechneten Werte der

Sigmoidkurve besitzt. Daflir wurde das Programm ,Excel Solver” genutzt.
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ABBILDUNG 12: DOSIS-WIRKUNGSBEZIEHUNG DER INHIBITION VON (+)-CAMPHER AUF DIE
DURCHSCHNITTSKRAFT DER PORTALVENE (LINKS) UND DES MAGENANTRUM (RECHTS) UNTER
VORAKTIVIERUNG VON 3*107 M ACH.

Mithilfe der Messungen der jeweiligen Wirkung von Campher auf das gastrische Antrum und
die Portalvene konnte eine sigmoidale Dosis-Wirkungs-Kurve der hemmenden Wirkung von
Campher erstellt werden. Zu erkennen ist, dass die EDsy beim Antrumpréparat geringer ist.
Zusétzlich ist die Trendlinie der Dosis-Wirkungsbeziehung von Campher auf die

Durchschnittskraft des Magenantrum steiler als der Trendlinie der Portalvene.

Die EDso des Magenantrum unter Voraktivierung mit ACh = 3*107 M liegt bei 2,5*10* M (+)-
Campher (n = 19), die EDso der Portalvene liegt bei 5,8*10*M (+)-Campher (n = 9).
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Zusammenfassung der Wirkung von Campher auf verschiedene Muskelpraparate mit

unterschiedlichen Voraktivierungen.

Die Dosis-Wirkungs-Beziehung und die EDso von (+)-Campher auf die Aktivitat des glatten
Muskels wurde mit den Messungen der Portalvene und des gastrischen Antrum unter
Voraktivierung der Praparate mit sowohl Acetylcholin als auch kaliumreicher Losung ermittelt.
So konnte ein unmittelbarer Vergleich der Wirkung von Campher unter verschiedenen
Voraktivierungen und Organen gezogen werden.

Es zeigt sich, dass eine Halbierung der Aktivitdt des gastrischen Antrum sowohl unter
Voraktivierung mit Acetylcholin als auch mit kaliumreicher Losung bei deutlich geringeren
Konzentrationen von (+)-Campher eintritt als bei der Portalvene. Zusétzlich tritt die EDso unter
einer Voraktivierung mit kaliumreicher Losung erst bei hdheren Konzentrationen von Campher
ein als unter Voraktivierung mit Acetylcholin. Auf den gastrischen Fundus der Ratte wurde

unter Voraktivierung mit Acetylcholin kein Effekt von Campher nachgewiesen.

Praparat Voraktivierung: Acetylcholin | Voraktivierung: kaliumreiche Losung

Magenfundus | Kein Effekt nachgewiesen n =9 | Keine Messungen durchgefuhrt.

Hemmung der
Hemmung der Durchschnittskraft

Magenantrum | Durchschnittskraft
EDso = 4,9*10“*M (n = 26)

EDso = 2,5*104M (n = 19)

Hemmung der .
Hemmung der Durchschnittskraft

EDso = 9,3*102M (n = 5)

Portalvene Durchschnittskraft
EDso=4,9*10*M (n = 27)

TABELLE 11: VERGLEICH DER EDso VON CAMPHER AUF DIE DURCHSCHNITTSKRAFT
VERSCHIEDENER GLATTER MUSKELPRAPARATE UNTER VERSCHIEDENEN VORAKTIVIERUNGEN.

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass die Durchschnittskraft von Portalvene und Antrum des
Magens unter Voraktivierung mit Acetylcholin im Vergleich zu kaliumreicher L6sung bereits bei
geringeren Konzentrationen von Campher eine Inhibition von 50 % zeigt. Im Vergleich der
Muskelpréaparate zueinander ist eine Hemmung der Spontanaktivitét des Magenantrum schon
bei geringeren Konzentrationen als bei der Portalvene zu erkennen. Am gastrischen Fundus

konnte kein Effekt von Campher nachgewiesen werden.
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Die Ergebnisse zeigen eine deutliche und gleichmalige inhibitorische Wirkung von Campher
auf den gastrischen und vaskuldren phasischen glatten Muskel, insbesondere auf die
Kontraktionskraft. Eine Hemmung des glatten Muskels ist unmittelbar nach Applikation von
Campher zu erkennen gewesen. Nach Spulung stellte sich eine normale Aktivitat des Muskels
ein, was eine gute Auswaschbarkeit von Campher belegt. Auf Basis dieser Informationen

wurde daraufhin der genaue Wirkmechanismus untersucht.
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3.2 WIRKMECHANISMUS VON CAMPHER

Das Wirkungsprofil von Campher auf die phasische Aktivitat des glatten Muskels zeigte in den
vorigen Versuchen eine signifikante Inhibition der Durchschnittskraft und der Maximalkraft. Die
Frequenz der phasischen Aktivitdt wurde entweder nur leicht inhibiert oder bei starker
Hemmung erhoht. Es ist kein Effekt von Campher auf die Aktivitat von tonischer glatter
Muskulatur nachgewiesen worden. Insgesamt ist eine Hemmung des phasischen glatten
Muskels von gastrointestinalen und kardiovaskuldren Organen durch Campher nachgewiesen
worden. Diese Hemmung konnte sowohl bei transmittergesteuerter als auch
spannungsgesteuerter Aktivierung gemessen werden. Eine Membrandepolarisation durch
kaliumreiche Losung fuhrt hauptsachlich zu einer Aktivierung von spannungsgesteuerten L-
Typ-Kalziumkanalen unter Ausschluss weiterer Aktivierungsmdglichkeiten. Eine Hemmung
der erhdhten phasischen Aktivitat Iasst entweder auf eine direkte Inhibition von L-Typ-
Kalziumkanalen oder einen indirekten Mechanismus, wie durch reflektorische
Hyperpolarisation Uber Karp-Kanale, schlielRen.

Da durch vorige Arbeiten zur Wirkung von Campher auf neuronaler Ebene eine Wirkung auf
spannungsgesteuerte Kalziumkanale sowie eine sekundare Regulation von Kaliumkanalen
vermutet wurde,? wurden die hemmenden Eigenschaften von Campher zunachst mit denen
von Kare-Kanal-Offnern verglichen. Hierfir wurde Campher direkt dem Karp-Kanal-Offner
Levcromakalim (BRL 34915) gegenubergestellt.

Es wurde eine Kaliumtitration am glatten Muskel unter Einfluss von Campher durchgefihrt.
Durch die Anderung der extrazellulédren Kaliumkonzentration konnte die Wirkung von Campher
auf den glatten Muskel bei unterschiedlichen Membranspannungen ermittelt werden.

Im Anschluss wurde weiterhin die Wirkung von Campher auf den glatten Muskel bei einer
Kalziumtitration gemessen, um eine mogliche Reversibilitdt des hemmenden Effektes
nachzuweisen.

SchlieRlich wurde Uber die Fluoreszenzmikroskopie das Verhalten intrazellularen Kalziums der

glatten Muskulatur der Portalvene unter Einfluss von Campher beobachtet.

3.2.1 VERGLEICH VON CAMPHER UND KALIUMKANALMODULATOREN

Um einen unmittelbaren Vergleich zwischen den Eigenschaften von (+)-Campher und den
Eigenschaften von Kaliumkanalmodulatoren zu erzielen, wurde ein K20-K80-Test
durchgefinhrt.

Durch eine kaliumreiche Losung von 20 mM wird das Membranpotential des glatten Muskels

depolarisiert. Levcromakalim (BRL 38227) 6ffnet ATP-sensitive Kaliumkanale, wodurch das
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Membranpotential wieder hyperpolarisiert und somit die Spontanaktivitat inhibiert wird. Der
Sulfonylharnstoff Glibenclamid, welcher unter anderem zur Behandlung von Diabetes Mellitus
Typ 2 verwendet wird, blockiert spezifisch ATP-sensitive Kaliumkanale und sorgt so fir die
Reversibilitit der hemmenden Eigenschaften des Karp-Kanal-Offners. Mit der héchsten
Konzentration von Levcromakalim im Organbad war eine komplette Hemmung der

Spontanaktivitat der Portalvene zu beobachten.

BRL 38227

K*=20 mM 104M 10°M 106M 3*105M Glibenclamid

| ol

5 Min

4 mN

ol W i NLN\H\NWJ ‘ ikl

ABBILDUNG 13: ORIGINALAUFZEICHNUNG ZUR KONZENTRATIONSREIHE VON BRL 38227 MIT
ANSCHLIERENDER APPLIKATION VON GLIBENCLAMID BEI K* = 20 MM.

Levcromakalim zeigt eine hemmende Wirkung auf die phasische Aktivitdt der Portalvene.
Glibenclamid hebt als Kare-Kanal-Blocker den Wirkmechanismus von Levcromakalim teilweise

auf.

Nach der Gabe von Glibenclamid zeigte sich ein Rluckgang der Hemmung auf eine
Maximalkraft von 81,45+4,33%*, eine Durchschnittskraft von 79,66+4,58%* und eine
Frequenz von 105,47+8,21%* vom Ursprungswert. Dies zeigt ein typisches Wirkmuster von

Kaliumkanaloffnern.
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Campher (+)

K*=20 mM 10°M 10*M 5%10*M 10°M Glibenclamid

l b

5 Min

LIl WMWWM

ABBILDUNG 14: ORIGINALAUFZEICHNUNG ZUR KONZENTRATIONSREIHE VON (+)-CAMPHER MIT
ANSCHLIERENDER APPLIKATION VON GLIBENCLAMID BEI K* = 20 MM.

6 mN

Der Wirkeinfluss von Campher auf die Portalvene wird nicht durch Glibenclamid aufgehoben.

Die Anzahl der Versuchsreihen liegt bei n = 5.

Im Vergleich dazu wurde der Wirkeinfluss von Campher auf die Portalvene nicht durch
Glibenclamid aufgehoben, wie es fir Kaliumkanal6ffner typisch ist, sondern es wurde eine
fortgehende Hemmung der Aktivitat des glatten Muskels beobachtet. Dieses Verhalten ist
typisch fur Kalziumkanalblocker.

Die Hemmung der Portalvene bei einer Konzentration von 103 M (+)-Campher reduzierte die
Maximalkraft auf 51,2+3,16%*, die Durchschnittskraft auf 70,28+3,13%* und erhohte die
Frequenz auf 167+11,61%* des Ursprungswertes. Die Hemmung blieb nach Applikation von
Glibenclamid bestehen.

Bei einer kaliumreichen Lésung von K* = 80 mM ist das Membranpotential so stark
depolarisiert, dass die Offenwahrscheinlichkeit von Kate-Kanalen stark erhdht ist. Zusatzlich
wird durch ein Einstellen der extrazellularen Kaliumkonzentration auf 80 mM die extrazellulare
der intrazelluldren Konzentration angeglichen. Karp-Kanal-Offner zeigen dadurch keinen
starken Einfluss auf die Aktivitdt eines glatten Muskels. Dementsprechend konnte keine

Hemmung durch Levcromakalim auf die Aktivitat des glatten Muskels gemessen werden.
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K*=80 mM BRL 38227

104M 10°M 108M 3*106M

Pl

5 Min

3mN

ABBILDUNG 15: ORIGINALAUFZEICHNUNG ZUR KONZENTRATIONSREIHE VON BRL 38227 BEI EINER
KALIUMKONZENTRATION VON 80 MM AUF DIE PORTALVENE.

Bei einer Kaliumkonzentration von 80 mM ist bei Kare-Kanal-Offnung kein Wirkeffekt von

Levcromakalim zu erkennen.

Campbher zeigt am glatten Muskel nicht die Eigenschaften von Kare-Kanal-Offnern, da bei einer
Konzentration von K* = 80 mM nichtsdestotrotz eine starke Hemmung der Aktivitat der
Portalvene zu erkennen war. Campher hemmte die tonische Aktivitat der Portalvene auf
41,09+6,29%*. Dementsprechend ware der Wirkmechanismus von Campher als Karp-Kanal-
Offner untypisch. Eine Hemmung durch Campher (ber eine direkte Blockade von

Kalziumkanalen ist wahrscheinlicher.
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Campher (+)

10°M 104M 5*104M 103M

!

6 mN

ABBILDUNG 16: ORIGINALAUFZEICHNUNG ZUR KONZENTRATIONSREIHE VON (+)-CAMPHER BEI
EINER KALIUMKON-ZENTRATION VON 80 MM.

Campher zeigt bei einer Konzentration von K* = 80 mM eine starke Hemmung der Aktivitét der
Portalvene. Campher hemmt die tonische Aktivitét der Portalvene auf eine Durchschnittskraft

von 41,09+6,29%* vom Ausgangswert bei n = 5 Préaparaten.

3.2.2 WIRKUNG VON CAMPHER BEI MEMBRANPOTENTIALVERSCHIEBUNG

Veranderungen des Membranpotentials beeinflussen die Offenwahrscheinlichkeiten
spannungsabhangiger Kanale. Um den Wirkmechanismus von Campher auf den glatten
Muskel bei verschiedenen Membranpotentialen zu beobachten, wurde ein Versuch mit
Veranderungen der extrazelluldren Kaliumkonzentration durchgefihrt. Dadurch konnte eine
kontinuierliche Verschiebung des extrazellularen Membranpotentials erzeugt und somit eine

Annaherung an die Wirkweise von Campher gefunden werden.
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Zunachst wurde die Kaliumkonzentration verringert, was zu einer Hyperpolarisation des
glatten Muskels fuhrt, danach stark erhéht, was wiederum mit einer Depolarisation des glatten
Muskels einhergeht. Eine Verringerung der Kaliumkonzentration fihrt zu einer Abschwachung
der phasischen Aktivitat des glatten Muskels. Bei einer Kaliumerhéhung kommt es bei der
Portalvene zuerst zu einer starkeren phasischen Aktivitat, ab einer Konzentration von K*= 30
mM kommt es zu einem Spasmus der Portalvene und es ist eine gleichmaRige tonische
Kontraktion zu beobachten. Der Versuch wurde dann zur Kontrolle an einer Portalvene ohne
Campher durchgefiihrt.

60 62 -63 -65 -66 68 -44 -33 26 22 18 -15 13 .11  Membran-
potential [mV]

4,7 38 3,2 27 19 16,5 291 40,3 494 585 659 724 781 Kaliumkonzen-

l l l 1 1 1 l 1 1 l 1 1 1 tration in [mM]

5 Min

ABBILDUNG 17: ORIGINALAUFZEICHNUNG ZUR KONZENTRATIONSREIHE VON KALIUM OHNE
CAMPHER.

In der Originalaufzeichnung ist zunéchst eine Verminderung der phasischen Aktivitét des
glatten Muskels der Portalvene durch Verminderung der Kaliumkonzentration zu erkennen.
Bei Erh6hung der Kaliumkonzentration ist eine Verstdrkung der phasischen Kontraktion und
im Anschluss eine Dauerkontraktion ab einer Kaliumkonzentration von 29,1 mM (2 -33 mV, s.
Tabelle 5) zu erkennen. Die Maximalkraft der Portalvene ist am hoéchsten bei einer
Kaliumkonzentration von durchschnittlich 40,3 mM (£ -26 mV, s. Tabelle 5).

Die Hemmung der Portalvene durch Campher bei unterschiedlichen Membranpotentialen
zeigte eine gleichmalige Hemmung des glatten Muskels. Die phasische Aktivitat des glatten
Muskels wurde in kaliumarmer Losung fast komplett aufgehoben. Eine Dauerkontraktion der
Portalvene war wie in der Kontrolle ab einer Konzentration von K* = 29,1 mM (2 -33 mV, s.

Tabelle 5) zu erkennen. In der Kontrolle wie unter Camphereinfluss wurde die starkste
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Kontraktion des glatten Muskels bei einer Konzentration von K* = 40,3 mM (2 -26 mV, s.

Tabelle 5) gemessen.

Membran-
-60 -62 -63 -65 -66 -68 -44 -33 -26 -22 -18 -15 -13 -11  potential [mV]

4,7 38 3,2 2,7 19 16,5 29,1 40,3 494 585 659 724 78,1 Kaliumkonzen-

O N AR

5mN

v 5 Min

ABBILDUNG 18: ORIGINALAUFZEICHNUNG ZUR KONZENTRATIONSREIHE VON KALIUM BEI EINER
KONZENTRATION VON CAMPHER BEI 5*10-4 M.

Es ist eine gleichmélBige Hemmung der Aktivitdt des glatten Muskels unter Einfluss von
Campher zu erkennen, wobei hier wiederum das Muster des Aktivitdtsverhaltens dem der

Kontrollversuche bei verminderter Maximal- und Durchschnittskraft entspricht.

Insgesamt wurde bei der Messung der Durchschnittskraft im Verhaltnis zur Kontrolle eine
Hemmung durch Campher auf maximal 26,05+0,3%* bei der physiologischen Konzentration
von 5,9 mM Kalium (& -60 mV) gezeigt. Bei der maximalen Durchschnittskraft der Portalvene
wurde einer Hemmung der Aktivitat auf 56,1%+10,2%* bei einer Kaliumkonzentration von 40,3
mM (£ -26 mV) gemessen. Die Anzahl der Versuche lag bei n = 4.

Bei hohen Kaliumkonzentrationen (ab ca. 60 mM) glich sich die Aktivitat des glatten Muskels
unter Camphereinfluss der Kontrolle an. Zur Veranschaulichung der Hemmung der Portalvene
durch Campher wurde ein Graph der Durchschnittskraft des glatten Muskels im Verhaltnis zur
Kaliumkonzentration erstellt (Abb. 15). Hier zeigt sich eine maximale Hemmung des glatten
Muskels bei K* = 40,3 mM sowie eine Angleichung der Aktivitat bei héheren und niedrigeren
Kaliumkonzentrationen in Richtung der Kontrolle.

Das Muster des hemmenden Einflusses von Campher auf den glatten Muskel der Portalvene
bei Membranpotentialverschiebung gleicht dem  Muster der Wirkung von

Kalziumkanalhemmern durch Beeinflussung des Membranpotentials.”™
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ABBILDUNG 19: VERGLEICH DER DURCHSCHNITTSKRAFT DER PORTALVENE MIT UND OHNE 10* M
CAMPHER UNTER VERSCHIEDENEN KALIUMKONZENTRATIONEN.

Der Graph zeigt, dass Campher bei unterschiedlichen Membranpotentialen ein gleichméaliiges
Verhéltnis der Hemmung auf den glatten Muskel aufweist.

Bei der Messung der Durchschnittskraft im Verhéltnis zur Kontrolle wurde eine Hemmung
durch Campher auf maximal 26,05+0,3%* bei 5,9 mM Kalium (£ -60 mV, s. Tabelle 5)
festgestellt. Bei der Messung der maximalen Durchschnittskraft der Portalvene wurde eine
Reduktion auf 56,1%+10,2%* bei einer Kaliumkonzentration von 40,3 mM (2 -26 mV, s.
Tabelle 5) festgestellt. Die stdrkste Hemmung der Durchschnittskraft ist somit auch bei der
héchsten Durchschnittskraft der Portalvene (bei K* = 40,3 mM) zu erkennen. Die Anzahl der
Versuchsreihen liegt bei n = 4. Die Wirkung von Campher zeigt sich hier signifikant im
Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05).
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3.2.3 WIRKUNG VON CAMPHER AUF DIE PORTALVENE BEI MODULATION VON EXTRAZELLULAREM
KALzIUM

Um eine mogliche Reversibilitat des Wirkmechanismus von Campher bei Veranderung der
Kalziumkonzentration zu testen, wurde der Einfluss von Campher auf den glatten Muskel bei
Kalziumtitration gemessen. Begonnen wurde mit einer kalziumarmen Losung mit Ca?* = 1 mM,
in die Kalzium in Schritten von Ca?* = 0,2 mM auftitriert wurde.

Bei anfanglichen Kalziumkonzentrationen im physiologischen Bereich (2 2,5 mM) konnten
Wirkeffekte von Campher erst bei hohen Titrationswerten gemessen werden, weshalb eine
niedrige anfangliche Kalziumkonzentration (1 mM) gewahlt wurde. Hierdurch wurde die
Aktivitat des glatten Muskels zwar zunachst durch die verminderte Konzentration
extrazellularen Kalziums gehemmt, konnte durch die nachfolgende Erhéhung aber schnell
wiederhergestellt werden.”® Dadurch wurde eine bessere Darstellung des Effektes von

Campher ermdglicht.

Maximalkraft bei Kalziumtitration unter 3*10-4 M
Campher - Antrum
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—@— Antrum mit Camphereinwirkung —@— Antrum ohne Camphereinwirkung

ABBILDUNG 20: WIRKUNG VON CAMPHER AUF DAS MAGENANTRUM BEI MODULATION VON
EXTRAZELLULAREM KALZIUM.

Die Hemmung von Campher auf das gastrische Antrum zeigt unter Kalziumtitration ein parallel
zur Kontrolle versetztes Wirkmuster. Bei einer Konzentration von Ca?* = 1,4 mM ist die Aktivitét
des gastrischen Antrum mit einer Hemmung durch Campher gleich der Aktivitét der Kontrolle
bei einer Konzentration von Ca®* = 1 mM. Die Aktivitét des glatten Muskels unter Hemmung
mit (+)-Campher zeigt ein &hnliches Muster wie das der Kontrolle mit einer konstanten
Hemmung von je ca. 30-40% im Vergleich zur Kontrolle bei gleicher Kalziumkonzentration.

Das Ergebnis zeigt signifikante Unterschiede (p < 0,05) bei einer Versuchsanzahl von n = 6.
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Die Wirkung von Campher auf das gastrische Antrum war ab einer Konzentration von Ca?* =
1,4 mM im Vergleich zur initialen Kalziumkonzentration aufgehoben.

Die Aktivitat der Portalvene mit Campher in der Konzentration 3*10* M bei Ca?* = 1,2 mM
gleicht dem Wert der Kontrolle mit einer Konzentration von Ca?" = 1 mM.

Bei der Titration von Kalzium ist ein im Verhaltnis zur Kontrolle gleiches, aber schwacheres

Aktivitatsmuster von je Maximalkraft, Durchschnittskraft und Frequenz zu erkennen.

Insgesamt konnte eine gleichmaliige Hemmung des glatten Muskels unter Campher im
Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der
Wirkmechanismus wahrscheinlich kaliumunabhangig und kalziumabhangig ist. Um den
Wirkmechanismus von Campher naher beschreiben zu kénnen, wurden die Veranderungen
der intrazellularen Kalziumkonzentration unter (+)-Campher mithilfe der

Fluoreszenzmikroskopie gemessen.

Maximalkraft bei Kalziumtitration unter 3*10-4M
Campher - Portalvene
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ABBILDUNG 21: WIRKUNG VON CAMPHER AUF DIE PORTALVENE BEI MODULATION VON
EXTRAZELLULAREM KALZIUM.
Der Effekt von Campher auf die Portalvene bei Ca** = 1,2 mM gleicht dem Wert von 1 M Ca**
der Kontrolle. Die Aktivitét des glatten Muskels unter Hemmung mit (+)-Campher gleicht sich
zuné&chst der Kontrolle an. Insgesamt ist bei weiterer Titration eine Minderung der Wirkung um
ca. 20 % im Vergleich zur Kontrolle bei gleicher Kalziumkonzentration zu sehen. Das Ergebnis
zeigt signifikante Unterschiede (p = 0,05) bei der Anzahl n = 4.
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3.2.4 WIRKUNG VON CAMPHER AUF DIE PORTALVENE BEI RAUMLICH-ZEITLICHER DARSTELLUNG
EINES INTRAZELLULAREN KALZIUMSIGNALS MITTELS FLUORESZENZMIKROSKOPIE

Fir eine Messung der Wirkung von Campher auf intrazellularer Ebene wurde die Methode der
Fluoreszenzmikroskopie mit dem Indikator Fluo-3 gewahlt. So kann mithilfe einer raumlich-
zeitlichen Darstellung von intrazelluldren Kalziumsignalen ein direkter Nachweis eines
Einflusses von Campher auf das intrazellulare Kalzium des glatten Muskels der Portalvene
erbracht werden. Die Messungen wurden unter Aktivierung der Portalvene mit kaliumreicher
Lésung (K™ = 20 mM) durchgefuhrt.

Bei Bolusapplikation von Campher zeigt der glatte Muskel zunachst eine leichte Erh6hung des
Kalziumsignals von ca. 50 s, bevor eine Hemmung des intrazellularen Kalziumsignals zu

erkennen ist.

ABBILDUNG 22: WIRKUNG VON CAMPHER AUF DIE PORTALVENE BEI RAUMLICH-ZEITLICHER
DARSTELLUNG VON INTRAZELLULAREN KALZIUMSIGNALEN MITTELS FLUORESZENZMIKROSKOPIE.

Bild einer Messung des glatten Muskels der Portalvene mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie.
Die roten Flachen zeigen eine erhéhte Konzentration des intrazelluldren Kalziums. Gemessen
wurden Regions of Interest (ROI) mit einem starken initialen Kalziumsignal. Es ist zusétzlich
die graphische Darstellung der Fluoreszenzaktivitdt der ROIs des Prédparates in Abhdngigkeit
der gemessenen Zeit dargestellt. Der blaue Pfeil markiert den Zeitpunkt der Applikation von
Campher.
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Insgesamt ist bei einem hohen intrazellularem Kalziumsignal und dadurch einer héheren
gemessenen Spontanaktivitat der Praparate eine hohere Inhibition des intrazellularen
Kalziumsignals durch Campher beobachtet worden.

Verglichen wurde in den Messungen der Median einer 20-sekiindigen Periode der initialen
K20-Voraktivierung mit dem Median einer 20-sekiindigen Zeitspanne nach Bolusgabe von
Campher in dem gemessenen Zeitabschnitt ,K20toCampher“. Es wurde ein Median als
Messparameter ausgewahlt, da in den erfassten Daten oft ein ,Hintergrundrauschen® (d.h. ein
Graph mit sehr wechselhaften Messwerten) durch die verschiedenen Muskelschichten des
Praparates zu sehen war und so starke Ausschlage des Hintergrundrauschens besser in den
Rechnungen ausgeblendet werden konnten.

Bei der Erhebung wurden nur Kalziumsignale berlcksichtigt, wenn bei der Voraktivierung
Signale von >250 Grey-Leveln im Median gemessen werden konnten, da ein niedrigeres
Kalziumsignal eine zu niedrige Ausgangssignalstarke zur Darstellung eines Effektes durch

Campher auf den glatten Muskel liefert.

Kalziumsignale der Portalvene mit und ohne
Campher
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ABBILDUNG 23: VERGLEICH DER KALZIUMSIGNALE DER PORTALVENE MIT UND OHNE CAMPHER IN
DER KONZENTRATION 5*104 M.

Die Werte zeigen die Signalstdrke des Fluoreszenzsignal der Portalvene vor und nach
Applikation von 5*10* M (+)-Campher. Hier zeigt sich eine Hemmung der gemessenen
Aktivitat des glatten Muskels auf durchschnittlich 75,6+5,8 %. Diese Hemmung gilt bei n = 6
Préparaten als signifikant (p = 0,05).

Bei direkter Gabe von 5*10* M (+)-Campher auf den glatten Muskel im Organbad war eine
Hemmung der Fluoreszenzaktivitat ca. 100 s nach Applikation zu erkennen. Bei den
gemessenen Praparaten mit ausreichendem Kalziumsignal von >250 Grey-Leveln (n = 6)

betrug die Hemmung des Kalziumsignals durchschnittlich 24,415,8%*. So flhrte die
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Applikation von Campher auf den glatten Muskel insgesamt zu einer intrazellularen

Kalziumverminderung.
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4 DISKUSSION

Das Ziel dieser Arbeit ist die Analyse der Wirkung von Campher auf den glatten Muskel
verschiedener Organe, um somit auf den zelluldren Wirkmechanismus schlieRen zu kénnen.
Zunachst wurde ein potentieller Wirkunterschied der Enantiomere von Campher untersucht.
Im Anschluss wurden weitere Experimente zur Wirkung und schliellich dem
Wirkmechanismus von (+)-Campher durchgeflhrt. Die Untersuchungen des gastrischen
Antrum, des Fundus und der Portalvene der Ratte erfolgte mithilfe der Organbadmethode

sowie der Fluoreszenzmikroskopie.

4.1 DISKUSSION DER METHODIK

Die Methodik der Versuche unterteilt sich in mehrere grole Teilgebiete. Die
Organbadmethode ist eine bewahrte Methode zur direkten Untersuchung und Messung des
Aktivitatsverhaltens von Organen auf multizellularer Ebene unter in-vitro-Bedingungen. Mit ihr
wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung ermittelt sowie die Methodik der Kalzium-
Titration und der Kalium-Titration durchgefiihrt. Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden in-

vitro-Messungen der zytosolischen Kalziumkonzentration an einzelnen Zellgebieten getatigt.

4.1.1 ORGANBADMETHODE

Das Organbad ist besonders gut geeignet, um die direkte Wirkung eines Stoffes auf ein
Gewebe im physiologischen Milieu beurteilen zu kénnen. Um Messfehler zu reduzieren und
fur eine kontinuierliche Aktivitat des glatten Muskels zu sorgen, wurden verschiedene Aspekte
in der Methodik berucksichtigt.

Far eine gute Vergleichbarkeit und den bestmdglichen Erhalt der Vitalitdt der Gewebe wurden
Magen und Portalvene unmittelbar nach der Dekaptierung der Wistar-Ratten entnommen und
in einer geklhlten Praparierlésung zum Transport und zur Praparation aufbewahrt. Die
Eigenschaft der Praparierldsung, pH-Schwankungen zu puffern, ist nitzlich, um bei méglichem
Austritt von Magensaure ein stabiles extrazellulares Milieu zu garantieren und so potenzielle
Schéadigungen des Gewebes zu vermeiden. Die Praparation der Muskelschichten erfolgte
entlang der Fasern, um das bestmdgliche Kontraktionsverhalten der Gewebspraparate zu
erhalten, sowie in gleich grof3e Streifen, um eine gute Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit

der Versuche zu gewahrleisten. Schwankungen der Dicke der Praparate kénnen nicht
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behoben werden, da diese abhangig von der Beschaffenheit der individuellen Organe ist. Zur
Praparation von Antrum und Fundus des Magens erfolgte eine Entnahme der aufleren
Muskelschicht, damit eine Beschadigung der Schleimhaut moglichst vermieden wird. So
konnten mdgliche Einflisse von Botenstoffen, die in der Mukosa entstehen und einen Einfluss
auf die Aktivitat der Muskelschichten haben, vermieden werden.

Der Transducer wurde vor jedem Versuch mit einem Eichgewicht kalibriert, damit mdgliche
Messfehler minimiert wurden.

Im Organbad befanden sich die Praparate in vorgewarmter Krebslésung. Die Krebsldsung ist
eine physiologische Elektrolytldsung zur Maximierung der Vitalitat und Aktivitat der Praparate.
Sie wurde so erwarmt, dass die Temperatur, wahrend sich das Praparat im Organbad befand,
konstant bei 38 °C lag. Zusatzlich wurde der Krebsldsung durchgehend Carbogen zugefihrt,
um den natlrlichen pH-Wert von 7,4 zu erhalten und eine eventuelle Sedimentierung von
Salzen in Lésung zu vermeiden. So wurde ein mdglichst physiologisches Milieu geschaffen,
um Spontanaktivitat und Reaktionsfahigkeit des glatten Muskels in vitro zu beobachten.”®7”
Zur Gewdhnung des Praparates an das neue Milieu nach Praparation wurde vor Beginn der
Versuchsreihe eine Wartezeit von ca. 1,5 h gewahlt. Dadurch wurden eine konstante
Spontanaktivitat sowie eine gleichbleibende Reaktion auf Aktivierung und Hemmung des
glatten Muskels sichergestellt. Zum besseren Vergleich der Versuchsreihen und zum Erhalt
der Reproduzierbarkeit wurden die Applikationen und Spilungen des Muskelpraparates
zeitlich in gleichbleibenden Intervallen durchgefuhrt. Zusatzlich wurde zur Auswertung ein
spezifisches Zeitintervall an einem genauen Zeitpunkt nach Applikation der verschiedenen

Wirkstoffe gewahlt, um Messfehler zu minimieren.

Die Goldmann-Hogdkin-Katz-Gleichung

Die Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung wurde als mathematische Anndherung des
Membranpotentials genutzt. Das Membranpotential einer Zelle wird insbesondere durch
extrazellulare Kaliumveranderungen beeinflusst. Die Permeabilitdten und intrazellularen
Elektrolytkonzentrationen wurden aus einer vorigen Arbeit von Lammel et al. am Magenfundus
eines Meerschweinchens entnommen.®® Hier koénnen gewisse Abweichungen der
intrazellularen Elektrolytkonzentrationen vorhanden sein, jedoch sind diese bei geringem
Einfluss auf die Veranderung des Membranpotentials zu vernachlassigen, da genaue Angaben
fur das extrazellulare Kalium als Hauptfaktor fur die Anderung des Membranpotentials

vorliegen.
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Ermittlung der EDspvon Campher bei verschiedenen Organen

Mithilfe einer gangigen Boltzmann-Funktion wurde ermittelt, bei welcher Konzentration von
rechtsdrehendem Campher eine Hemmung der Aktivitat des glatten Muskels von 50 %
besteht. Hierbei wurden Uber die sigmoidale Funktion die Parameter EDso und ,slope factors®
so angeglichen, dass die Messwerte die kleinstmogliche Differenz zum Quadrat zu den
errechneten Werten der Sigmoidkurve haben. Hierbei kdnnen die Steigung und die EDso durch
eine niedrige Hemmung der Aktivitat der glatten Muskulatur eine niedrigere Aussagekraft
haben als bei Messungen, bei denen etwa eine komplette Inhibition des glatten Muskels
ermoglicht wurde. Dartber hinaus kann die EDsg einer Dosis-Wirkungs-Kurve durch weitere

Bedingungen wie Temperatur oder Art bzw. Starke der Voraktivierung beeinflusst werden.

4.1.2 FLUORESZENZMIKROSKOPIE

Die Fluoreszenzmikroskopie erlaubt eine direkte Messung der intrazellularen Kalziumaktivitat
durch die Fluoreszenz des Indikatorfarbstoffes Fluo-3. Kalziumgebundenes Fluo-3 kann durch
Licht mit einer Wellenlange von 488 nm angeregt werden, woraufhin es ein Fluoreszenzsignal
mit einer Wellenlange von 525 nm ausstrahlt. Das emittierte Licht wird dann mit einer CCD-
Kamera gemessen.

Die Praparation der Portalvene erfolgte, wie fir die Organbadmethode, direkt nach der
Dekaptierung der Wistar-Ratte. Zur Praparation und Anfarbung wurde die Portalvene stets mit
Praparationsldésung gekuhlt, um die Vitalitat bestmoglich zu erhalten.

Der Farbstoff, Fluo-3, muss in die Muskelzelle transportiert werden, um ein intrazellulares
Signal anzeigen zu kdnnen. Trotz strikter Einhaltung des Anfarbeprotokolls unter Verwendung
einiger Hilfsmittel zeigten einige Gewebsschnitte jedoch keine oder nur ungentigende Signale.
Es wurden daher nur angefarbte Praparate mit adaquater SignalUbertragung von Beginn bis
zur letzten Kontrolle verwendet.

Trotz der Ahnlichkeiten zum experimentellen Aufbau der Organbadmethode wurden
Anpassungen und Optimierungen durchgefihrt, um Veranderungen des extrazellularen
Milieus weiter zu minimieren und den Erhalt der Vitalitat der Portalvene bis zum Versuchsende
zu maximieren. Zum einen wurden die Losungen sowohl in den Aufbewahrungsbehaltern als
auch im Organbad mit Carbon begast. Weiterhin sorgte das Pumpsystem dafir, dass wahrend
der gesamten Versuchszeit frische Krebslésung in das Organbad gelangte und die alte
ausgetauscht wurde, um gleichmafige Versuchsbedingungen zu erhalten. Dartber hinaus

konnten durch die Vorwarmung der verschiedenen Losungen im Warmebad sowie die direkte
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Erwdrmung des Organbades mit konstanter Temperaturmessung eine gleichmaRige
Temperatur und gleichbleibende Versuchsbedingungen ermdglicht werden.

Zur verbesserten Aufnahme und Einsicht der Signalwirkung des intrazellularen Fluo-3 wurde
am Objektiv Immersionsdl appliziert. Weiterhin wurde eine Anderung an der urspriinglichen
Versuchsdurchfiihrung zur Applikation von Campher gemacht. Anstatt Campher in
kaliumreicher Losung von K* = 20 mM in einem Vorratsbehalter anzumischen und die
Versuchslésung Uber das Pumpsystem zu applizieren, wurde Campher als Bolus direkt in das
Organbad pipettiert. Dadurch konnte eine direkte Veranderung des intrazellularen
Kalziumsignals beobachtet und besser verglichen werden. Weiterhin wurden Ungenauigkeiten
durch Auswaschung mit dem Pumpsystem oder Ungenauigkeiten der Konzentration von
Campher vermieden und eine starkere Ausbleichung bzw. verminderte Aktivitat des glatten
Muskels durch schnellere Applikation und Mdglichkeit der Messung der Muskelaktivitat
verhindert.

Um zusatzlich eine Signalminderung durch Ausbleichen aufgrund des Lasers zu vermeiden,
wurde die Intensitdt des Lasersignals so gewahlt, dass eine Signalwahrnehmung des
Fluoreszenzsignals gerade noch gut mdglich war. Die Versuchsdurchfiihrung wurde so kurz
wie moglich gehalten. Im Anschluss wurde der Versuch wiederholt, um eine gleichbleibende
Signalstarke einsehen zu kdénnen.

Es wurden konstante Zeitintervalle zur Messung des Fluoreszenzsignals bestimmt, wobei der
Laser die Praparate nur zur Zeit der Messintervalle bestrahlte. Die Auswertung erfolgte auch
anhand bestimmter, gleicher Zeitintervalle, um eine bestmdgliche Vergleichbarkeit und
Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten.

Mit Fluo-3 als Farbstoff kann keine ratiometrische Angabe zur Senkung des Kalziumsignals
gemacht werden.”® Weiterhin missen bei der Messung potentielle Ungenauigkeiten durch die
Signalwirkung mehrerer Zellschichten eines Gewebes und dem daraus resultierenden
Grundrauschen berlcksichtigt werden.

Um zwei Zeitintervalle vergleichen zu kdnnen, mussten Ungenauigkeiten der Messwerte durch
das Hintergrundrauschen minimiert werden. Daflr wurde fur jedes Intervall reprasentativ der
Median der gemessenen Werte verwendet.

Zur statistischen Auswertung der verschiedenen Stichproben wurden das arithmetische Mittel
der verschiedenen Medianwerte der Stichproben, die Standardabweichung, der
Standardfehler und eine ANOVA gewahilt.
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4.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

4.2.1 WIRKUNG VON CAMPHER AUF DEN GLATTEN MUSKEL VERSCHIEDENER ORGANE

Obwohl Campher viel erforscht wurde, wurde der Naturstoff hauptsachlich in Bezug auf seine
Toxizitat und seine Reaktion auf dermaler Ebene, hier besonders die Sensibilitdt und
Kalteempfindung, beschrieben.#%°€07®  Pharmakologisch werden dem  Naturstoff
vasodilatierende®, antitussive®” und analgetische®® Eigenschaften zugeschrieben. Zusatzlich
wird (+)-Campher heute noch therapeutisch bei orthostatischer oder hypotensiver
Dysregulation eingesetzt.®!

Die direkte Wirkung von Campher auf den glatten Muskel wurde von Lis-Balchin und Hart 1997
in vitro durch Feldstimulation am lleum des Meerschweinchens erforscht. lhre Ergebnisse
zeigten, dass sich die nerval induzierten Zuckungen des Muskels unter einer Konzentration
von Campher von 2*10°% M und 10* M verstarkten.®® Bei vorigen Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe konnte hingegen gezeigt werden, dass Camphenol, ein Campher enthaltendes
Arzneimittel, sowohl bei humoraler Stimulation als auch bei Aktivierung durch Depolarisation
eine Relaxation glatter Muskeln des kardiovaskularen Systems hervorruft.

Um die Wirkung von Campher auf die glatte Muskulatur zu ermitteln wurde die Aktivitat der
Praparate mit Acetylcholin oder kaliumreicher Losung induziert. Acetylcholin wurde verwendet,
um einen moglichen Einfluss von Campher auf den glatten Muskel unter humoraler
Voraktivierung zu zeigen und damit einen Einfluss auf die Aktivitat, die Uber intrazellulare
Kaskaden und Membrankanale generiert wird, zu beschreiben. Unter kaliumreicher Lésung
kann ein Einfluss auf eine spannungsgesteuerte Aktivierung unter Ausschluss weiterer
Einflussfaktoren gezeigt werden. Eine spannungsgesteuerte Aktivierung des glatten Muskels
flhrt hauptsachlich zu einer Offnung von spannungsgesteuerten L-Typ-Kalziumkanalen.'®
Durch Praparation einer isolierten Muskelschicht wurde keine Wirkung von Campher auf
neurogener Ebene gemessen. Zusatzlich wurde die Vorspannung des Muskelpraparates nach
Beginn der Versuche nicht verandert, weshalb weiterhin keine mechanischen Aktivierungen
auf den glatten Muskel ausgetbt wurden. Gemessen wurde also besonders die Auswirkung
von Campher auf humoraler und myogener Ebene des glatten Muskels.

Es zeigte sich sowohl bei transmittergesteuerter als auch spannungsgesteuerter Aktivierung
eine starke Hemmung der phasischen Aktivitat. Dementsprechend lasst sich vermuten, dass
Campher entweder eine direkte Hemmung spannungsgesteuerter L-Typ-Kalziumkanale oder
eine indirekte Hemmung tber Offnung von ligandengesteuerten Karp-Kanalen, die wiederum
zu einer SchlieBung von L-Typ-Kalziumkanalen fihrt, bewirkt. Die Effekte von Campher auf
spannungsgesteuerte Kalzium- und Kaliumkanale werden in der Arbeit von Vatanparast et al.

anhand ihrer Untersuchung des 6sophagealen Ganglions beschrieben.%
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4.2.2 EINFLUSS VON CAMPHER AUF DEN GLATTEN MUSKEL DES GASTROINTESTINALTRAKTES

Zunachst wurde die Wirkung von Campher auf unterschiedliche Organe der Wistar-Ratte
untersucht. Aus dem Gastrointestinaltrakt wurden gastrisches Antrum und Fundus untersucht,
um Beispiele fur phasische als auch tonische Muskulatur, respektive, zu haben.

Hierbei zeigte sich eine signifikante Hemmung der phasischen Aktivitat des gastrischen
Antrum durch Hemmung der Maximalkraft und Hemmung der Durchschnittskraft. Die
Frequenz der phasischen Aktivitat wurde durch Campher zunachst nur leicht reduziert. Bei
hdéheren Konzentrationen von Campher konnte teilweise eine Frequenzsteigerung der
phasischen Aktivitat nachgewiesen werden. Die hemmende Eigenschaft von Campher auf den
glatten Muskel des gastrischen Antrum konnte sowohl unter Voraktivierung mit Acetylcholin,
als auch unter Voraktivierung mit kaliumreicher Lésung nachgewiesen werden.

Der gastrische Fundus wurde unter einer Voraktivierung von 106 M Acetylcholin bis zu einer
Konzentration von 3*10* M Campher getestet. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Effekt von
Campher auf die phasische Aktivitat der glatten Muskulatur. Bei einer Aktivierung des
Magenfundus mit erhéhten Konzentrationen von Acetylcholin wird vor allem die intrazellulare
Signalkaskade Uber eine Aktivierung des IPs-Weges und somit intrazellulares Kalzium
genutzt.828% Zusatzlich gilt der Tonus des gastrischen Fundus als elektrisch weniger
erregbar,’>2® weshalb hier von einer Versuchsreihe mit Voraktivierung durch kaliumreiche
Losung abgesehen wurde. Eine Aktivierung von L-Typ-Kalziumkanalen ist bei solch hohen
Aktivierungen mit Acetylcholin eher gering. Dementsprechend kann ein méglicher Effekt von
Campher auf den Magenfundus durch eine zu hohe Aktivierung durch Acetylcholin verdeckt
werden.

Insgesamt weisen die Resultate auf eine Hemmung der sowohl transmitter- als auch
spannungsgesteuert induzierten phasischen Aktivitdt der glatten Muskulatur des

Gastrointestinaltraktes hin.

4.2.3 EINFLUSS VON CAMPHER AUF DEN GLATTEN MUSKEL DES KARDIOVASKULAREN SYSTEMS

Bei vorigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass Camphenol,
ein Campher enthaltendes Arzneimittel, sowohl bei humoraler Stimulation als auch bei
Aktivierung durch Depolarisation eine Relaxation glatter Muskel des kardiovaskularen
Systems hervorruft.®

Campher zeigte in den hier durchgefihrten Versuchen eine Inhibition der Durchschnittskraft
und Maximalkraft der Portalvene. Eine Anderung der Frequenz der phasischen Aktivitat lieR

sich lediglich unter h6heren Konzentrationen von Campher darstellen.

65



DISKUSSION

Eine Hemmung der phasischen, aber nicht der tonischen Aktivitat des glatten Muskels kann
auch bei verschiedenen Karp-Kanal6ffnern, wie Cromakalim,*' sowie verschiedenen L-Typ-
Kalziumkanalblockern, wie Nifedipin,3 beobachtet werden.

Die starke Hemmung der Kontraktilitdt und die vergleichsweise geringe Hemmung der
Frequenz der Spontanaktivitat des glatten Muskels des Magenantrum und der Portalvene lasst
dementsprechend eine Hemmung von L-Typ-Kalziumkanélen oder eine Offnung von Karte-

Kanalen vermuten.88%

4.2.4 WIRKWEISE DER VERSCHIEDENEN ENANTIOMERE AUF DIE GLATTE MUSKULATUR

Da Naturprodukte und medizinische Stoffe, die eine Chiralitdt aufweisen, haufig ein aktiveres
und ein weniger aktiveres Enantiomer (Eutomer bzw. Distomer) besitzen, galt es in dem
Versuch, das Eutomer von Campher herauszufinden.

Zunachst unterscheiden sich die beiden Enantiomere in der Art ihrer Produktion. Wahrend (+)-
Campher Uiberwiegend bei natlrlicher Herstellung durch Destillation des Naturstoffes entsteht,
geht (-)-Campher vor allem aus synthetischer Herstellung hervor.

Weiterhin  zeigen die  Enantiomere eine  unterschiedliche  Wirkstarke  flr
Intoxikationserscheinungen im Menschen. Hier liegt eine erhdhte Toleranz fur (+)-Campher im
Vergleich zu (-)-Campher oder einem Racemat der Enantiomere vor. Daher findet vor allem
(+)-Campher in der Medizin Anwendung."®

In den Versuchen war kein signifikanter Unterschied (p > 0,1) in der Wirkung von (+)- und (-)-
Campher auf den glatten Muskel aller getesteten Gewebearten zu erkennen.
Dementsprechend geht kein eindeutiges Eutomer aus den Versuchen hervor.

Die Toxizitdt von Campher konnte durch die durchgefiihrten Versuche am Gewebe nicht
erfasst werden. Unter Berucksichtigung der aktuellen Studienlage und fur die Vergleichbarkeit
der Versuche mit der Literatur, in der hauptsachlich (+)-Campher untersucht wird, wurden die

Experimente auf die Erforschung des Wirkungsmechanismus dieses Enantiomers fokussiert.
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4.2.5 UNTERSCHIEDE DER HEMMUNG DES GLATTEN MUSKELS DURCH CAMPHER UND DURCH DIE
HEMMUNG VON SCHRITTMACHERZELLEN

Die interstitiellen Cajalzellen (ICCs) spielen als Schrittmacherzellen der glatten Muskulatur des
Gl-Traktes eine wichtige Rolle in der Entstehung der phasischen Aktivitat des glatten
Muskels.'”?425 Zusatzlich wird den ICCs eine konduktive Funktion zugeschrieben."”

Vor allem bestimmen ICCs bei glatter Muskulatur mit phasischer Aktivitat die Frequenz der
spontanen Kontraktion. Dementsprechend wird bei Hemmung der ICCs eine Verringerung der
spontanaktiven Frequenz beobachtet.8®

Der Wirkungseinfluss von Campher auf den glatten Muskel zeigt hingegen keine Verringerung
der spontanaktiven Frequenz, sondern eher der Durchschnittskraft. Dementsprechend ist die
Art der Wirkung von Campher auf den glatten Muskel untypisch flr eine Hemmung der ICCs

und lasst auf einen direkten Einfluss auf die glatten Muskelzellen schliel3en.

4.2.6 VERGLEICH ZWISCHEN DER WIRKUNG VON CAMPHER UND KALIUMKANALOFFNERN SOWIE
L-TYP KALZIUMKANALBLOCKERN

Die Arbeit von Vatanparast et al. untersuchte mit der Patch-Clamp-Methode die Wirkung von
Campher auf Neuronen in vitro. Um seinen epileptiformen Wirkmechanismus auf neuronaler
Ebene zu verstehen, wurden die subdsopharyngealen Ganglien einer Schnecke untersucht.
Die Publikation postuliert, dass die epileptiforme Wirkung von Campher am wahrscheinlichsten
auf einer Hemmung von Kaliumkanalen (delayed rectifier) beruht. Zusatzlich beschreibt sie
eine Potenzierung dieses Wirkungseffekts durch einen erhohten Einwartsstrom an
spannungsabhangigen Kalziumkandlen. Durch die Arbeit wurde der epileptiforme
Wirkungseffekt von Campher zum ersten Mal auf Kanalebene nachgewiesen.®*

In dieser Arbeit wurde unter Verwendung der Organbadmethode ein hemmender Effekt auf
den glatten Muskel gemessen. Dies steht im Gegensatz zu dem aktivierenden Effekt von
Campher auf nervaler Ebene. Das gleiche Wirkungsprofil mit Hemmung der Durchschnittskraft
und Maximalkraft des glatten Muskels mit geringerem Einfluss auf die Frequenz der
Kontraktionen wird auch bei ATP-sensitiven Kaliumkanalen beschrieben.?'364143 Daher
wurden in einem K20-K80-Test die Wirkeigenschaften von Campher mit denen des Karp-
Kanaloffners Levcromakalim (BRL 38227) unter verschiedenen extrazelluldaren
Kaliumkonzentrationen verglichen.

Durch eine Erhohung der extrazellularen Kaliumkonzentration kann indirekt eine
Membranpotentialverschiebung hervorgerufen werden, die die Offenwahrscheinlichkeit der

Kalzium- und Kaliumkanale des glatten Muskels sowie den Ein- und Ausstrom von Kationen
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beeinflusst.®? Kare-Kanale der Portalvene zeigen in Voltage-Clamp-Experimenten einen
Einwartsstrom von Kalium bei Membranpotentialen negativer als -20 mV. Der Einwartsstrom
fuhrt zu einer Hyperpolarisation der Zellmembran. Bei Membranpotentialen von 0 mV und
hoher ist ein Auswartsstrom von Kalium zu messen.*'8 Campher zeigt bei
Kaliumkonzentrationen von 20 mM und 80 mM (nach Goldman-Hodgkin-Katz ca. -41 mV bzw.
ca.-10 mV, s. Tabelle 5) eine Hemmung der Kontraktionskraft der Portalvene.

Weiterhin wurde eine Hemmung der muskularen Aktivitat durch Campher unter verschiedenen
extrazellularen Kaliumkonzentrationen gemessen, um ein genaueres Wirkprofil der Hemmung
der Portalvene durch Campher in Abhangigkeit des Membranpotentials erstellen zu kénnen.
Dabei ist zu berlcksichtigen, dass eine Ermittlung des Membranpotentials mithilfe der
vereinfachten Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung als Annaherung gilt und als Methode
ungenauer als die Patch-Clamp-Methode ist. Zusatzliche Einflisse auf den glatten Muskel,
beispielsweise auf humoraler Ebene, kdnnen bei einer Kaliumskalierung und Ermittlung des
Membranpotentials durch die Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung nicht ausgeschlossen
werden.®

Der Einfluss von Campher auf die Aktivitat der Portalvene ist eine zur Kaliumkonzentration
proportionale Hemmung der Durchschnittskraft des glatten Muskels mit einer maximalen
Hemmung bei einer Konzentration von 40,3 mM (2 -26 mV, s. Tabelle 5).

Da Campher in den Messungen bei starker Depolarisation einen hemmenden Effekt und somit
ein nicht fur Kare-Kanal-Offner typisches Wirkprofil aufweist, wurde eine mégliche Ahnlichkeit
zu L-Typ-Kalziumkanalblockern untersucht. Tatsachlich ahnelt das Wirkprofil dem der Wirkung
von Kalziumkanalhemmern auf die Portalvene. Ein Beispiel hierfur bietet Cicletanin, in der

Arbeit von Noack et al. mittels Patch-Clamp Methode gemessen (s. Abbildung 23, rechts).”®"
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Konzentration von Kalium in [mM]
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ABBILDUNG 24: VERGLEICH: INHIBITION DER L-TYP-KALZIUM-KANALE DURCH CICLETANIN"
Links: inverse Abbildung der Hemmung der Durchschnittskraft von Campher unter
verschiedenen  extrazelluldren  Kalziumkonzentrationen.  Rechts:  Abbildung  des
Kalziumeinstroms von L-Typ-Kalziumkanélen unter Einfluss von Cicletanin (Noack et al.,
1993).7

4.2.7 REVERSIBILITAT DES WIRKEFFEKTES VON CAMPHER DURCH DIE TITRATION VON KALZIUM

Um den hemmenden Charakter von Campher weiter zu verstehen, wurde in anschlieRenden
Versuchen nach Applikation des Naturstoffes Kalzium in das Organbad titriert. Wenn zu
Beginn eine Kalziumkonzentration im physiologischen Bereich (Ca?* = 2,5 mM) gewahlt wurde,
wurden Wirkeffekte erst bei hohen Titrationswerten gemessen. Durch die Wahl einer
anfanglich niedrigen Kalziumkonzentration (Ca?* = 1 mM) wurde die Aktivitdt des glatten
Muskels zwar zunachst durch die verminderte Konzentration extrazellularen Kalziums
gehemmt, konnte durch die nachfolgende Erhéhung aber schnell wiederhergestellt werden.”
Dadurch wurde eine bessere Darstellung des Effektes von Campher ermdéglicht.

Die Messungen zeigten bei Erhohung der Kalziumkonzentration eine Reversibilitat des

hemmenden Effektes von Campher auf den glatten Muskel. Eine Erhdéhung der
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Kalziumkonzentration um 0,2 mM bewirkte bei der Portalvene zunachst eine
Wiederherstellung der Durchschnittskraft auf ein mit der Kontrolle (bei Ca?* = 1 mM)
vergleichbares Level. Beim gastrischen Antrum konnte der Camphereffekt im Vergleich zur
anfanglichen Spontanaktivitat der Kontrolle mit einer Erhéhung der Kalziumkonzentration um
0,4 mM ausgeglichen werden.

Nach weiterer Erhéhung der Kalziumkonzentration verlief die Aktivitat des glatten Muskels von
sowohl Magenantrum als auch Portalvene parallel zur Kontrolle mit einer Minderung der
Aktivitat um 20-40% der Aktivitat der Kontrolle.

Diese Resultate weisen darauf hin, dass Campher einen Einfluss auf den Kalziumhaushalt des
glatten Muskels hat. Die Reversibilitat des hemmenden Effektes lasst auf eine kompetitive
Hemmung eines extrazellularen Kalziumeinstroms in den glatten Muskel schlieRen. Diese
kompetitive Hemmung ist dementsprechend durch Kalziumerhéhung reversibel.
Nichtsdestotrotz sind starke Erhéhungen des extrazellularen Kalziums vonnéten, um eine

Reversibilitdt des Effektes von Campher im physiologischen Milieu zu erzielen.

4.2.8 MESSUNG VON INTRAZELLULAREN KALZIUMKONZENTRATIONEN MITHILFE DER
FLUORESZENZMIKROSKOPIE

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine geeignete Methode zur Messung von intrazellularen
Kalziumkonzentrationen des glatten Muskels.”® Die Ergebnisse zeigen eine signifikante
Signalabschwachung des intrazellularen Kalziumsignals bei Applikation von Campher, wobei
zusatzlich eine Abschwachung durch eine Ausbleichung des Signals durch den Laser
bertcksichtigt werden muss. Die beobachtete Verminderung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration kann die in den vorherigen Experimenten festgestellte verminderte
Kontraktionskraft des glatten Muskels erklaren.

Bei der direkten Applikation von Campher in das Organbad bei erhdhter extrazellularer
Kaliumkonzentration (K* = 20 mM) und entsprechender erhdhter Depolarisation wurde eine
rasche Minderung des intrazellularen Kalziumsignals gemessen, was eine typische
Eigenschaft von spannungsabhangigen Kalziumkanalblockern auf den glatten Muskel ist.8%-92
Aufgrund dieser Resultate kann die Hypothese unterstlitzt werden, dass die Hemmung der
phasischen Aktivitdt durch Campher durch eine zytosolische Kalziumminderung und nicht

durch eine Kalziumdesensibilisierung des glatten Muskels verursacht wird.
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4.2.9 DIE ROLLE VON TRP-KANALEN BEI DER AKTIVITAT DES GLATTEN MUSKELS

TRP-Kanale und ihre Rolle im vaskularen und viszeralen glatten Muskelgewebe sind noch
nicht exakt erforscht worden, jedoch sind einige Funktionen bekannt.®*%* Da Effekte von
Campher auf verschiedene TRP-Kanale beschrieben sind, werden hier einige Aspekte der
prasentierten Resultate im Hinblick auf den aktuellen Forschungsstand beurteilt.586162.95

Es ist beschrieben, dass TRP-Kanale eine modellierende Wirkung auf den glatten Muskel
ausiiben kénnen.?'%% |n den Arbeiten von Xu et al. wurde die Wirkung von Campher auf
verschiedene TRP-Kanale, wie die Aktivierung und Desensitivierung von TRP-V1 sowie die
Hemmung von TRP-A1, grundlich untersucht. Durch ihre Ergebnisse konnte die analgetische
Eigenschaft von Campher in Salben und Cremes begriindet werden.%86' Insgesamt wurde der
Einfluss von Campher auf die Kanale TRP-V1, TRP-V3, TRP-M8 und TRP-A1 beobachtet.58°7

Campher zeigt eine bimodale Wirkung auf TRP-A1-Kanale, wobei geringere Konzentrationen
(100 uM) zu einer Aktivierung und erhdhte Dosen (1 mM) zu einer Hemmung des Kanals
fuhren.®®8" TRP-A1 ist besonders fiir seine Funktion in sensiblen Neuronen als Kaltesensor
und Chemonozizeptor bekannt.®®'% Es wird vermutet, dass TRP-A1 im Endothel der
Portalvene exprimiert wird. Zusatzlich stellt TRP-A1 durch Depolarisation Uber
kalziumabhangige Kaliumkanale eine vasodilatative Komponente in Arteriolen dar.*>'%" An
Zellen des glatten Muskels direkt wurden jedoch bis heute keine beweisenden Ergebnisse
eines Einflusses von TRP-A1-Kanalen erbracht.*®

Eine Aktivierung von TRP-A1-Kanalen im GI-Trakt fihrt zur Ausschittung von Serotonin aus
enterochromaffinen Zellen der Mukosa. Da nur die duf3ere Muskelschicht des Magenantrum
fur die Versuche verwendet wurde, kann ein Einfluss der enterochromaffinen Zellen
ausgeschlossen werden."!

Die Arbeit von Xu et al. beschreibt eine Aktivierung und Desensitivierung des TRP-V1-Kanals
durch Campher. TRP-V1 zeigte vasokonstringierende Eigenschaften im vaskuldren glatten
Muskel und vasorelaxierende Effekte in mesenterischen Arterien*’. Jedoch wirkt der TRP-V1-
Kanal im glatten Muskel eher modulativ, weshalb eine so starke Hemmung, wie sie in den
Versuchen gemessen wurde, nicht allein durch einen Einfluss auf den TRP-V1-Kanal
begriindet werden kann.*’

Die Arbeit von Selescu et al. beschreibt eine Aktivierung des TRP-M8 Kanals durch Campher
sowie eine Hemmung der aktivierenden Wirkung von Campher durch Menthol. Uber die
Funktion von TRP-M8 ist noch nicht viel bekannt, der Kanal wird jedoch in der vaskularen
glatten Muskulatur exprimiert.?! Die Arbeiten von Zholos et al. zeigen, dass eine Aktivierung

von TRP-M8-Kanalen zu einer Erhdhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration fuhrt, was
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gegen eine TRP-M8-vermittelte Wirkweise des Camphereffekts durch die Senkung der
zytosolischen Kalziumkonzentration spricht.'92-104

Campher kann zur kompletten Hemmung der phasischen Aktivitat des glatten Muskels flihren.
Einige TRP-Kanale besitzen Eigenschaften, mit denen eine Hemmung der phasischen
Aktivitat moglich ware, jedoch zeigen die TRP-Kanale, die durch Campher beeinflusst werden,
nach heutigem Kenntnisstand nicht die entsprechende Starke und Art der Hemmung oder
sogar gegensatzliche Effekte.®% Dementsprechend ist der Effekt von Campher auf die
Aktivitat des glatten Muskels durch einen Einfluss auf TRP-Kanéle alleine nach heutigem
Kenntnisstand nicht wahrscheinlich. Vielmehr lasst dies darauf schlieen, dass die hemmende
Wirkung Camphers primar durch einen anderen Mechanismus, wie eine Blockade von L-Typ-

Kalziumkanalen, realisiert wird.

4.3 KLINISCHE RELEVANZ

Campher spielt seit Jahrhunderten als Naturprodukt in der Medizin in verschiedenen
Darreichungsformen eine Rolle. Heutzutage wird Campher vor allem in Form von Cremes und
Salben verabreicht. Durch diese topische Anwendung ist die systemische Konzentration von
Campher eher niedrig.

Untersuchungen zeigten, dass die tagliche therapeutische Dosis bei 1,43 mg/kgKG (kg
Korpergewicht) liegt, was einer Konzentration von etwa 10® M Campher im Blut entspricht.
Eine Dosis von (+)-Campher ab 450 mg/kgKG gilt bereits als toxisch (= 3*10% M). (-)-Campher
und Racemate zeigen bereits bei niedrigeren Dosen Anzeichen von Toxizitat."®

Haufig treten Vergiftungen durch Campher bei Kindern auf, da campherhaltige Produkte frei
verkauflich sind und daher als ungefahrlich gelten. Dementsprechend wird auf die vor Kindern
sichere Aufbewahrung weniger Wert gelegt.

In den Experimenten wurden Konzentrationen von Campher von 10® M bis hin zu 10 M im
Organbad verwendet. Dabei gilt schon die niedrigste Dosis fir den Menschen als ansatzweise
toxisch. Um eine entsprechende Wirkung von Campher genau definieren zu kdnnen, wurde
der glatte Muskel zuséatzlich aktiviert. Somit kdnnen die experimentell in vitro gewonnenen
Erkenntnisse nur bedingt auf den Menschen im therapeutischen Kontext Ubertragen werden.

Campher wird als Darreichungsform heutzutage selten per os eingesetzt. Es sollte aber
bertcksichtigt werden, dass gerade die untersuchten Organe bei Ingestion von Campher einer
erhdhten Konzentration des Wirkstoffes ausgesetzt sind, da der Wirkstoff zunachst
konzentriert den GI-Trakt und die Pfortader passieren muss, um sich systemisch im Koérper
ausbreiten zu kdnnen. Zusatzlich sind der Gastrointestinaltrakt und das vaskulare System von

besonderem pharmakologischem Interesse. Hier werden haufig Motilitatsstérungen
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beschrieben, die zu einer Vielzahl an Beschwerden wie Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoen,
Schmerzen durch Spasmen, oder Ischamien und daraus resultierende teils letale Folgen,
fuhren kénnen. Eine Anwendung von Campher per os konnte eine Mdglichkeit darstellen,
solche Motilitatsstérungen unter Bericksichtigung der toxischen Dosis zu therapieren. Hierzu
mussten jedoch weitere Versuche in vivo durchgefiihrt werden, um eine genaue Aussage zu
dem therapeutischen Effekt Camphers im Gastrointestinaltrakt und in der Pfortader treffen zu

konnen.
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4.4 THESEN

1. Campher wirkt inhibitorisch auf die phasische Kontraktion glatter Muskel des Magenantrum
und der Portalvene. Insbesondere wurde eine Hemmung der maximalen Kontraktionskraft
und der Durchschnittskraft des glatten Muskels gemessen. Die Frequenz phasischer
Kontraktionen wurde nur leicht verandert. Diese Hemmung der phasischen Muskulatur trat
sowohl bei humoraler Aktivierung (Acetylcholin) als auch bei Aktivierung durch

Depolarisation auf.

2. Es wurde kein Effekt von Campher auf die tonische (zeitinvariante) Kontraktion des

Magenfundus beobachtet.

3. Der inhibitorische Wirkmechanismus von Campher liegt nicht in der Offnung von Kare-
Kanalen. Dieses konnte im Vergleich von Levcromakalim, einem Katp-Kanal-Offner, mit

Campher gezeigt werden.

4. Bei indirekter Membranpotentialverschiebung durch Veranderung der extrazellularen
Kaliumkonzentration steigt der Tonus bei zunehmender Depolarisation an. Campher zeigt
auf diesen Tonus einen proportional inhibitorischen Effekt, was auf eine Hemmung der L-

Typ-Kalziumkanale schliel3en lasst.

5. Die hemmende Wirkung von Campher auf Magenantrum und Portalvene ist durch

Erhdhung der extrazellularen Kalziumkonzentration zu kompensieren.

6. Durch Fluoreszenzmikroskopie und Markern des intrazellular freien Kalziums wurde

gezeigt, dass Campher eine Erniedrigung der zytosolischen Kalziumkonzentration bewirkt.

7. Aus den Ergebnissen wird geschlossen, dass die inhibitorische Wirkung von Campher auf
den glatten Muskel auf einer Hemmung von L-Typ-Kalziumkanalen beruht. Die EDso des
Wirkstoffs liegt bei ungefahr 5*104 M.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Campher wird seit Jahrhunderten in der Medizin in verschiedenen Formen angewendet. Einige
Wirkeinflisse von Campher auf den menschlichen Organismus sind bereits grindlich
erforscht.5964.105

Da Campher starke systemische Einfliisse zeigt, wurde im Speziellen die Wirkung und der
Wirkmechanismus von Campher auf den glatten Muskel des vaskuldren und des gastrischen
Systems untersucht. Dazu wurden Muskelpraparate des gastrischen Antrum, des
Magenfundus und der Portalvene mit der konventionellen Organbadmethode untersucht.
Weiterhin wurden Versuche an der Portalvene mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie
durchgefiihrt. Anhand der Organbadmethode konnte ermittelt werden, dass Campher keinen
Einfluss auf die tonische Muskulatur des Magenfundus hat. Auf die phasische Kontraktion des
Magenantrum und der Portalvene hingegen wurde eine Inhibition der Maximalkraft und der
Durchschnittskraft ermittelt. Mithilfe eines K20-K80-Tests wurde die Wirkung von Campher auf
die Portalvene mit der Wirkung des Karp-Kanal-Offners Levcromakalim verglichen. Hier zeigte
sich im Gegensatz zur Wirkung von Levcromakalim keine Reversibilitat der Wirkung von
Campher bei Applikation des Kare-Kanal-Blockers Glibenclamid. Zusatzlich konnte selbst bei
einer Kaliumkonzentration von K*= 80 mM eine Hemmung der Aktivitat der Portalvene durch
Campher gemessen werden. Mithilfe einer Kaliumskalierung der Portalvene wurde die
hemmende Wirkung von Campher bei Membranpotentialverschiebung gemessen. Hier zeigte
sich eine proportionale Hemmung des glatten Muskels bei starkster Hemmung unter starkster
Aktivitat des glatten Muskels. Durch eine Kalziumtitration wurde gezeigt, dass die Wirkung von
Campher bei Erhéhung der Kalziumkonzentration reversibel ist. Dartiber hinaus wurde mithilfe
der Fluoreszenzmikroskopie eine Verringerung der intrazellularen Kalziumkonzentration der
Portalvene unter Einfluss von Campher gemessen.

Die erhobenen Daten deuten auf eine direkte Blockade von L-Typ-Kalziumkanalen durch
Campher, mit Reversibilitdt des Effektes bei extrazellularer Kalziumerhdéhung, hin. Ein
genaueres Zusammenspiel von Campher mit weiteren Einflissen auf den glatten Muskel in

vivo bleibt Gegenstand der Forschung.
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