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1. Einleitung und Fragestellung

In nahezu allen Bereichen der klinischen Medizin besitzt die Gefilversorgung der
Organsysteme und deren Regulation eine groBe Bedeutung. Aus diesem Grund ist es
wichtig die endogenen und exogenen Einflussfaktoren auf den Gefafltonus zu kennen. Da
eine geordnete, bedarfsgerechte Durchblutung und damit Sauerstoffversorgung der
Gewebe im Vordergrund der Kreislaufregulation steht, kdnnen bereits kleine
Tonusverdanderungen im vaskuldren System zu massiver Beeintrichtigung der Organe
fiihren. Diese Einflussfaktoren sind vielfdltig und durch verschiedene Mechanismen
modulierbar.  Eine  wichtige Rolle spielt dabei auch das individuelle
Gesundheitsbewusstsein, welches z.B. durch Erndhrung und Sport auch Einfluss auf den
GefiaBtonus nehmen kann.

Einerseits spielt heutzutage die sogenannte ,,Naturmedizin® und die individuelle Erndhrung
eine grofle Rolle in der Bevolkerung der westlichen Welt, andererseits wird in Teilen
Afrikas und Asiens versucht, mit Nahrungsergdnzungsmitteln das Néhrstoffangebot zu
erweitern.

Daher st es sinnvoll eine systematische Analyse der Wirkung von
Nahrungserginzungsmitteln auf das vaskulidre System zu untersuchen. Es konnen mit Hilfe
derartiger Untersuchungen nicht nur mégliche schiadliche Effekte belegt werden, sondern
es konnen auch eventuell positive Eigenschaften einer biologischen Substanz
nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Studie wurde die motorische Antwort glatter Muskulatur auf Extrakte
des Moringa oleifera Baumes systematisch untersucht. Diese Extrakte genieen als

Nahrungserginzungsmittel in Afrika und mittlerweile auch in Europa, gro3e Popularitit.

1.1. Durchblutungsregulation der Gefal3e

Es gibt verschiedene Wege, iiber welche die Zirkulation des Blutes im Korper reguliert
wird. Die Regulation des Blutflusses ist vor allem fiir die Versorgung der Organe mit
Sauerstoff und den Abtransport von Abbauprodukten und CO; entscheidend (Logsdon et
al. 2014). Blutdruck, Blutfluss und Blutverteilung stehen dabei im Vordergrund. Diese
werden durch den Vasotonus starkt beeinflusst.

Es stehen sich Vasokonstriktion und Vasodilatation gegeniiber. Ob GefdBle konstringiert

oder dilatiert werden, hdangt von vielfdltigen, auf die Gefdl3e wirkenden Einfliissen ab. Die

1



Tonusmodulation wird sowohl nerval als auch lokal gesteuert und reguliert. Die lokale

Regulation umfasst dabei lokale Metabolite und Hormone.

Fiir das Verstindnis der Durchblutungsregulation ist es wichtig zu wissen, dass der
Blutfluss, also die Versorgung der jeweiligen Organe, an die aktuelle Anforderung
angepasst werden muss. Auch wenn Gefdle im Sinne einer myogenen Antwort
autoreguliert sind, dominieren die lokalen metabolischen Einfliisse die autoregulatorisch
eingestellte Vasokonstriktion (Muller et al. 1996).

Zum Beispiel fiihrt eine durch NA induzierte Vasokonstriktion zu einer Steigerung der
NO-Produktion aufgrund von vermehrter Schubspannung in den GefdBen. Dies hat zur
Folge, dass NO der Vasokonstriktion entgegenwirkt und die sympathisch vermittelten

Einfliisse liberlagert (Chilian et al. 1993).

Sowohl die Vasokonstriktion als auch die Dilatation des GefiaBmuskels sind stark von der
intrazelluldren Calciumkonzentration abhdngig. Kommt es intrazellulir zu einem
Calciumanstieg fiihrt dieses zur Konstriktion, eine intrazellulire Reduktion des Calciums
fiihrt zu einer Dilatation. Es gibt verschiedene Wege, iiber die die intrazelluldre
Calciumkonzentration verdndert werden kann. Einerseits kann die Konzentration durch
einen Einstrom der Ionen von extrazelluldr ansteigen, andererseits kann Calcium aus
intrazelluldren Speichern, dem sogenannten sarkoplasmatischen Retikulum, freigesetzt

werden.

Der initiale Anstieg des intrazelluldren Calciums basiert auf der Freisetzung von Calcium
aus intrazelluliren Speichern. Dies fiihrt zu einer initialen phasischen Kontraktion. Uber

den Einstrom des Calciums von extrazelluldr wird die tonische Kontraktion gehalten.

Das arterielle Netzwerk umfasst verschieden groe und in ihrer Beschaffenheit
unterschiedliche GefdaBBe: grofe Arterien, kleine Arterien, Arteriolen und Kapillaren
(Kanaris et al. 2012). Da der Gesamtquerschnitt der Gefia3e in den kleinen Arterien und
Arteriolen am groften ist, haben diese iiber eine Verdnderung ihres Lumendurchmessers
den groBten Einfluss auf den Gesamtwiderstand (Fronek und Zweifach 1975).

Das bedeutet, dass diese kleinen sogenannten Widerstandsgefile den grofiten
physiologischen Einfluss auf die Einstellung der Durchblutung der einzelnen Organe haben
(Lang et al. 1995). AuBBerdem hat der Druck in den GefaBBen laut der Starling- Gleichung
einen Einfluss auf den Stoffaustausch und die Mikrozirkulation iiber die Gefalmembran.

Ein erhohter Druck in den Kapillaren geht mit einer Filtration, ein erniedrigter Druck mit



einer Absorption einher (Fronek und Zweifach 1975). Dies ist bei der Entstehung von

Odemen ein entscheidender Faktor.

Die einzelnen Gefidllabschnitte unterscheiden sich nicht nur in ihrem Lumendurchmesser,
sondern sie unterscheiden sich auch in ihrer Sensitivitit gegeniiber der auf sie wirkenden
Einflisse.

Kleine Arterien und Arteriolen reagieren vorwiegend auf Schubspannung. Terminale
Arteriolen sind besonders empfindlich gegentiber Metaboliten und Agonisten.

Sollte die Substanz des Moringa oleifera Baumes als Agonist wirksam sein, konnte man
davon ausgehen, dass sie ihre Wirkung vor allem an den terminalen Arteriolen entfaltet
und dass der Effekt der Substanz einen Einfluss auf die genannten Faktoren Durchblutung,

Blutdruck und Filtration haben konnte.

1.1.1. Nerval vermittelte Tonusmodulation

Fiir die nerval vermittelte Vasokonstriktion ist vor allem das sympathische Nervensystem
mit seinen Transmittern verantwortlich. Hier ist vorwiegend NA ausschlaggebend (Bevan
und Su 1973, S. 270). Die sympathischen Fasern laufen zwischen der Adventitia und der
Media der GefdaBBwand (Sancesario et al. 1982).

Das NA wird aus Varikosititen der Nervenfasern freigesetzt. An der Muskelzelle wirkt es
vorwiegend iliber ai- Adrenorezeptoren vasokonstriktorisch; az- und B-Adrenorezeptoren
wirken modulierend. An den Varikosititen selbst befinden sich ebenfalls ao-
Adrenorezeptoren, iiber die NA seine eigene Freisetzung hemmt. Uber einen Re-up-take

wird ein Grofiteil des NA wieder in die Varikositdt aufgenommen (Berg 2015).



Aktionspotenzial
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Abbildung 1: Adrenerg vermittelte Tonusmodulation. Ca’* (Calcium), NA (Noradrenalin),
a1 (Alpha-1-Adrenorezeptor), a> (Alpha-2-Adrenorezeptor), [3> (Beta-2-Adrenorezeptor),
+ (Forderung), - (Hemmung)

Der Parasympathikus spielt bei der Innervation der GefaBmuskelzellen eine untergeordnete
Rolle. Parasympathisch innerviert sind die Gefd3e der Genitalregion, die Piaarterien und
die Koronararterien.

Das heiBit es ist vor allen Dingen, bezogen auf den gesamten Kreislauf, die
Sympathikusaktivitit iiber eine Vasokonstriktion der Gefia3e fiir die Grundeinstellung des
Vasotonus und somit fiir die Blutverteilung zusténdig. Diese Grundeinstellung kann iiber
die metabolische Regulation angepasst werden. Dies bedeutet, dass die Gefdlle der Organe,
die einen erhohten Bedarf an Blut und Sauerstoff haben, iiber die metabolische Regulation
so eingestellt werden, dass sie stidrker durchblutet werden, wohingegen die Durchblutung
der Organe, die in dem Moment einen geringeren Blut- und Sauerstoftbedarf haben,

weiterhin liber die Sympathikusaktivitét niedrig gehalten wird.



1.1.2. Das Endothel

1.1.2.1. Aufbau, Vorkommen und Funktion

Das GefdBBendothel besteht aus Endothelzellen, welche das Lumen der Blutgefile
auskleiden. Abhdngig von der Organart besitzt das Endothel der versorgenden Gefile
unterschiedliche Formen und Eigenschaften und kann in kontinuierliches, fenestriertes und

diskontinuierliches Endothel unterteilt werden.

Das kontinuierliche Endothel ist durch eine Diffusionsbarriere zwischen Blut und Gewebe
charakterisiert. Es besitzt tight junctions mit einem Porenradius von ca. 4-5 nm. Diese Art
Endothel findet sich vor allem in GefiBen der Lunge, der Skelettmuskulatur, des

Nervensystems (Blut-Hirn-Schranke) und des Herzens.

Das fenestrierte Endothel ist auf den Austausch von Fliissigkeiten ausgelegt und befindet
sich beispielsweise in den Nieren, den exokrinen Driisen und der Darmschleimhaut. Die

intrazelluldren Poren sind ca. 50-60 nm groB.

Das diskontinuierliche Endothel kommt in den Sinusoiden von Leber, Milz und

Knochenmark vor. Es hat inter- und intrazelluldre Liicken von 0,1- 1 pm Groéfe.

Neben der Barrierefunktion besitzt das Endothel eine Vielzahl weiterer Aufgaben, so ist es
z.B. an der Regulation des vaskuldren Tonus beteiligt. Verschiedene Stimuli fithren dazu,
dass das Endothel vasoaktive Substanzen sezerniert. Diese Reaktion kann durch von
Nerven freigesetzte Substanzen (z.B. ACh), durch im Blut frei zirkulierende Hormone
(z.B. Insulin) oder durch Autakoide (z.B. ADP/ATP, Endothelin), diec von dem Endothel
und dem glatten Muskel selbst gebildet werden, hervorgerufen werden (Mombouli und
Vanhoutte 1999, S. 61). Diese vom Endothel sezernierten Substanzen wirken dann an der
darunterliegenden Muskelzelle (Furchgott und Zawadzki 1980, S. 375) und sorgen so
dafiir, dass die Gefdf3e sich an die regionalen Besonderheiten und Anforderungen anpassen

konnen.



1.1.2.2. Endothelabhingige vasoaktive Substanzen

Besonders gut charakterisiert wurden die Substanzen EDRF und EDHF.

In verschiedenen Studien wurde EDRF, was NO entspricht, als eine der wichtigsten
endothelialen vasodilatatorischen Komponenten identifiziert. Endothelzellen exprimieren
ein Enzym, das aus L-Arginin unter Abspaltung von L-Citrullin NO bildet. Dieses Enzym
ist die NO-Synthase (NOS) (Mombouli und Vanhoutte 1999, S. 62). Es gibt drei
verschiedene Typen der NOS. Typ I ist die neuronale (nNOS), Typ II die induzierbare
(INOS) und Typ III die endotheliale (eNOS) NO Synthase. Typ I und III werden als
inaktive Apoenzyme gebildet. Uber die Bindung an einen Ca**-CAM-Komplex werden sie
funktionsfihig (Hellermann 1997, S. 12030). Uber muscarinerge Rezeptoren wird die NOS
Signalkaskade aktiviert (Waid et al. 2000, S. 37). So konnte u. a. in den groBen Gefillen
der Ratte die Bedeutung der M3 Rezeptoren, iiber die die eNOS aktiviert wird, gezeigt
werden (McCormack et al. 1988, S. 296).

Neben den muscarinergen Rezeptoren haben Studien gezeigt, dass die Gruppe der Purin-
Rezeptoren ebenfalls vom Endothel exprimiert werden. Purinrezeptoren werden in P2X-
und P2Y-Rezeptoren unterteilt. Fiir die NO-Freisetzung interessiert vor allem die Gruppe
der P2Y-Rezeptoren. Vom Endothel exprimiert werden P2Y- und P2Y>- Rezeptoren, die
iiber die Bindung von ATP oder ADP zum Anstieg des intrazelluldren Calciums in der
Endothelzelle durch Freisetzung aus intrazelluldren Speichern fiihrt (Kaiser und Buxton
2002). Dieser intrazelluldre Calciumanstieg hat eine Aktivierung der eNOS zur Folge.

ADP ist ein P2Y| Agonist und ATP ein P2Y> Agonist (Guns et al., S. 572).

Das im Endothel gebildete NO aktiviert in der Muskelzelle die 16sliche Guanylatcyclase,
welche GTP zu cGMP umwandelt (Arnold et al. 1977, S. 3203). Durch den intrazelluléren
Anstieg von ¢cGMP werden Proteinkinasen aktiviert, die iiber die Aktivierung der
Myosion-leichte-Ketten- Phosphatase und die Absenkung des intrazelluldren Calciums zu

einer Relaxation fithren.

Neben NO wird EDHF aus dem Endothel freigesetzt. Diese Freisetzung wird ebenfalls
durch ACh induziert (Chen et al. 1988, S. 1171). In Studien wurde gezeigt, dass EDHF
resistent gegeniiber einer Blockade der eNOS ist; was bedeutet, dass EDHF von der eNOS
unabhingig agiert. Es ruft eine Hyperpolarisation der glatten Muskulatur hervor (Félétou
und Vanhoutte 1996, S. 1082). EDHF fiihrt zur Offnung von Kalium-Kanilen, was einen

Ausstrom von Kalium aus der Zelle zur Folge hat. Ein Ausstrom von Kalium aus der Zelle



bedeutet, dass das Membranpotenzial herabgesetzt wird (Hyperpolarisation). Zusétzlich
filhrt diese Hyperpolarisation zur SchlieBung spannungsabhédngiger Calcium-Kanile. Die
dadurch herabgesetzte intrazelluldre Calciumkonzentration miindet in einer Vasodilatation

(Nagao und Vanhoutte 1993).

Neben NO und EDHF hat auch das im Endothel gebildete Prostazyklin eine Wirkung auf
den Vasotonus. Prostazyklin zéhlt zu den Eikosanoiden. Es wird von der Cyclooxygenase
aus Arachidonsdure gebildet (Campbell et al. 1996) und wirkt {iber einen Anstieg des
intrazelluldren cAMPs vasodilatatorisch (Dinerman und Mehta 1990). Die Vasodilatation
wird, dhnlich dem cGMP, durch eine Forderung der Aufnahme von Calcium in das
sarkoplasmatische Retikulum und zusitzlich iiber einen Ausstrom von Calcium aus der
Zelle vermittelt (Sperelakis 1989). Neben seinem Effekt auf den Vasotonus hemmt
Prostazyklin die Thrombozytenaggregation (O'Grady et al. 1980, S. 322).

Wie eingangs erwdhnt, kann eine Vasodilatation auch durch Scherkréfte hervorgerufen
werden (Vanhoutte et al. 1986; Liischer und Barton 1997). Die Scherkrifte sind umgekehrt
proportional zum GefaBradius. Das bedeutet, je kleiner der GefaBradius, desto hdher ist die
auf die Endothelzelle wirkende Schubspannung. Eine Erhéhung der Scherkréfte fiihrt zur
Aktivierung der Phosphorylase C und somit zu einer Freisetzung von Calcium aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum in das Zytosol der Endothelzelle. Durch eine erhdhte
intrazelluldre Calciumkonzentration wird die eNOS aktiviert und NO produziert (Shen et

al. 1992).

Zusdtzlich zu den genannten vasodilatatorischen Substanzen werden im Endothel auch

potente Vasokonstriktoren synthetisiert.

Ein potenter Vasokonstriktor ist Endothelin. Endotheline sind eine Gruppe von Peptiden
(Yanagisawa et al. 1988, S. 189). Drei Unterformen des Endothelins wurden identifiziert:
ET-1, ET-2 und ET-3. ET-1 scheint dabei den gréfiten Einfluss auf den vaskuldren Tonus
zu haben (Webb und Vallance 2000, S. 31). Obwohl sich die Peptide in ihrer Struktur
dhneln, ist ET-1 das hauptsichlich vom vaskuldren Endothel gebildete Peptid (Vane 1990,
S. 673). Die Synthese des ET-1 wird z.B. durch Thrombin (Yokokawa et al. 1993, S. 2081)
und Angiotensin induziert (Boulanger und Liischer 1990).

Endothelin vermittelt seine Wirkung iiber zwei Rezeptortypen: ETa und ETs (Masuda et
al. 1989, S. 210). Beide Rezeptoren werden vom glatten GefdBmuskel exprimiert
(Van&ckova et al. 2015, S. 161). Uber die Bindung an den ETa Rezeptor kommt es zum



Anstieg des intrazelluldren Calciums: einerseits tiber die Aktivierung der Phosphorylase C,
welche iiber IP3 zu einer Freisetzung des intrazelluldren Calciums fiihrt (Vanéckova et al.
2015, S. 162), und andererseits liber den langanhaltenden Einstrom von extrazellulirem
Calcium iiber nicht selektive Kationenkanile (Miwa et al. 1999, S. 285). Der intrazellulére
Calciumanstieg vermittelt die Vasokonstriktion.

Gehemmt wird die ET-1 Freisetzung durch cGMP (aus der NO Signalkaskade), (Boulanger
und Liischer 1990) cAMP und Prostazyklin (Yokokawa et al. 1991).

Weitere endothelabhingige Vasokonstriktoren sind Thromboxan A, Prostaglandin H> und
Angiotensin II. Das Angiotensin converting Enzym (ACE) wird u.a. vom Endothel
exprimiert und spaltet Angiotensin I in das vasokonstriktorisch wirkende Angiotensin II

(Vaughan et al. 1995).

1.1.3. Gewebemetabolite und Hormone

Neben den schon beschriebenen Substanzen NO (EDHF), EDRF, Prostazyklin und
Endothelin haben noch weitere nicht vom Endothel gebildete Hormone und Metabolite

einen Einfluss auf den Vasotonus.

1.1.3.1. Adenosin

Adenosin ist ein Nucleosid. Es ist Bestandteil der energiereichen Verbindungen ATP, ADP
und AMP und entsteht als Abbauprodukt bei deren Verbrauch. Aufgrund des ubiquitidren
Energieverbrauchs von Zellen kann theoretisch jede Zelle Adenosin herstellen. Adenosin
wirkt in den allermeisten GefiBen vasodilatatorisch. Uber den A2-Rezeptor am GefiB wird
die Adenylatcyclase aktiviert (Shryock und Belardinelli 1997), was zu einem
intrazelluldren Anstieg von cAMP fiihrt, das seinerseits eine Abnahme des intrazelluldren
Calciums bewirkt und eine Vasodilatation hervorruft. In den Koronararterien ist Adenosin
der potenteste Vasodilatator. Bei verstirkter Herzarbeit und dem daraus resultierenden
gesteigerten ATP Umsatz kommt es zu einem vermehrten Anfall von Abbauprodukten wie
Adenosin, welches zu einer Vasodilatation der Koronararterien fithrt und damit zu einer

verstirkten Durchblutung.



1.1.3.2. Histamin

Bei Gewebeschiddigung oder auch bei allergischen Reaktionen wird Histamin aus
Mastzellen und basophilen Granulozyten freigesetzt. Histamin produziert eine dosis- und
endothelabhéngige Vasodilatation (Yousif et al. 2002) hauptsédchlich iiber H1-Rezeptoren.
Zusatzlich konnte eine endothelunabhingige vasodilatatorische Komponente gezeigt
werden. Diese wird liber H2-Rezeptoren vermittelt. Diese H2-Rezeptoren befinden sich auf
der GefdBmuskelzelle und bewirken {iber calciumabhingige Kaliumkanéle geringer
Leitfahigkeit (SKca-Kandle) eine Hyperpolarisation, die durch Schliefen von
spannungsabhingigen Calcium-Kanédlen zu einer Dilatation fiihrt (Kyseld und Torok

1996).

1.1.3.3. Eikosanoide

Die in Abschnitt 1.1.2.2. bereits erwéhnten Eikosanoide Thromboxan Az und Prostaglandin
H; haben ebenfalls eine direkt vasokonstriktorische Wirkung am glatten Muskel. Dort
aktivieren sie den Thromboxanrezeptor und wirken so auf die NO vermittelten

Vasodilatation modulierend (Liischer und Barton 1997).

1.1.3.4. Serotonin

Serotonin kommt vor allem in den enterochromaffinen Zellen des Gastrointestinaltraktes
vor. Dariiber hinaus wird es bei der Aktivierung von Thrombozyten von diesen freigesetzt.
Die Wirkungsweise auf die Durchblutungsregulation ist wie auch bei anderen schon
beschriebenen Stoffen davon abhéngig, ob Serotonin an seinem Rezeptor am Endothel

oder direkt an der glatten Muskelzelle wirkt.

Uber seinen 5-HT-Rezeptor am Endothel initiiert Serotonin die Aktivierung der eNOS (s.
1.1.2.2.) und somit eine Vasodilatation (Martin et al. 1992). Am GefaBmuskel direkt wirkt

Serotonin iiber den 5-HT-Rezeptor als Vasokonstriktor (Edvinsson et al. 1978).

Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht des Zusammenspiels zwischen Muskel- und

Endothelzelle.
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Abbildung 2: Zusammenspiel zwischen Endothelzelle und Muskelzelle. R (Rezeptor), ACh
(Acetylcholin), A (Adrenalin), AT Il (Angiotensin II), EDHF (endothelium-derived
hyperpolarizing factor), eNOS (endotheliale NO Synthase), PGI> (Prostazyklin), COX
(Cyclooxygenase), ET-1 (Endothelin 1), ECE (Endothelin converting Enzym), PrPrET
(PrePro Endothelin), sGC (soluble Guanylylcyclase), GTP (Guanosintriphosphat), cGMP
(zyklisches Guanosinmonophosphat), MLCP (Mysion-leichte-Ketten-Phosphatase), SR
(sarkoplasmatisches Retikulum), L-Typ Ca’" (spannungsabhdngiger long-lasting Calcium-
Kanal), AC (Adenylatcyclase), cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat), IP3
(Inositoltriphosphat), PLC (Phospholipase C), ET4+/ETp (Endothelin Rezeptor A/B), NSCC
(nicht selektiver Kationen Kanal). Es werden die verschiedenen Wege der Regulation des
Calciumhaushaltes, im Zusammenspiel mit der Endothelzelle, in der glatten Muskelzelle
gezeigt. Ein Anstieg des intrazelluldren Calciums fiihrt zu einer Konstriktion, ein Abfall zu

einer Dilatation.
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1.1.4. Endothelabhingige Pathogenese verschiedener vaskuldrer

Krankheitsbilder

Ist die Funktion oder Beschaffenheit des Endothels verdndert, fithrt dies zu einer
Einschrinkung in der Regulation der Mikrozirkulation und es konnen eine Vielzahl
vaskuldrer Erkrankungen resultieren (Mombouli und Vanhoutte 1999, S. 61). Allgemein
kann man sagen, dass eine Einschrinkung in der Funktion des Endothels darin miindet,
dass die Synthese der vasodilatatorisch wirkenden Substanzen ab- und die der
vasokonstriktorisch wirkenden Substanzen zunimmt (Mombouli und Vanhoutte 1999, S.
65). Endothelschdden konnen sowohl Folge von Erkrankungen wie Hyperlipiddmie,
Hypertonie und Diabetes mellitus sein, konnen jedoch auch den Ursprung weiterer

GefiaBerkrankungen wie Arteriosklerose darstellen (Nabel 1991).

Schon ziemlich zu Beginn der Untersuchung der endothelabhéngigen Krankheitsbilder hat
man in Tierversuchen einen Zusammenhang zwischen der Entstehung von
kardiovaskuldren Erkrankungen und Dysfunktionen am Endothel gesehen (Vanhoutte et al.
1986). Dieser Zusammenhang konnte im weiteren Verlauf auch am Menschen festgestellt

werden (Kubo et al. 1991).

Neben der Regulation des Vasotonus hat das Endothel auch eine positive Wirkung auf den
Blutfluss. Durch seine antithrombotische Oberfliche werden die Thrombozytenaggregation
und somit auch die Gerinnung verhindert (Cines et al. 1998). Aus einer Storung dieser
Funktion, konnen ebenfalls Krankheitsbilder resultieren. Dazu zdhlen arteriosklerotische
und thrombotische Ereignisse.

Insgesamt kommt dem Endothel somit eine wichtige Funktion in der Feinregulation und

Untersetzung hormoneller und metabolischer Einflussfaktoren auf den glatten Muskel zu.

1.1.4.1. Hypertonie

Hypertonie stellt sowohl in Deutschland als auch weltweit ein weit verbreitetes
Krankheitsbild dar. Laut der Leitlinien fiir das Management der arteriellen Hypertonie ist
eine Hypertonie Grad 1 ab einem in der Praxis gemessenen systolischen Blutdruck von
140-159 mmHg oder einem diastolischen Blutdruck von 90-99 mmHg definiert (Leitlinien
fiir das Management der arteriellen Hypertonie 2013, S. 7).
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Hypertonie ist weltweit der fiihrende Risikofaktor beziiglich vermeidbarer Todesfille
(Prugger et al. 2006, S. 289). Beobachtende Studien haben einen Zusammenhang zwischen
der Hohe des Blutdrucks und dem Risiko, einen Schlaganfall oder andere kardiovaskulére
Erkrankungen zu erleiden, gezeigt (Macmahon et al. 1990, S. 772). Bei einem Grofteil der
Félle handelt es sich um eine primére, idiopathische Hypertonie, d. h. es lassen sich keine
definierbaren Ursachen finden (Schaller und Wolzt 2006, S. 489). Dem gegeniiber steht die
sekunddre Hypertonie. Dies bedeutet, dass eine organische Ursache flir die Hypertonie
vorliegt und diese potenziell reversibel ist. Wie bereits erwihnt kann ein Uberwiegen der
vasokonstriktorischen Substanzen zu einer Engstellung der Gefd3e fiihren. Dies hat einen
gesteigerten peripheren Widerstand und somit eine Erhohung des intravasalen Druckes,
was eine Hypertonie darstellt, zur Folge. Studien haben gezeigt, dass die
endothelabhéngige Vasodilatation bei Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen
herabgesetzt ist (Kubo et al. 1991). Im Umkehrschluss wiirde also eine Gefillerweiterung
zu einer Druckabnahme fiihren und der Hypertonie entgegenwirken. Demnach kommt der
Verhinderung einer Hypertonie oder dem Herabsetzen des bereits erhohten mittleren

arteriellen Blutdrucks eine besondere Bedeutung zu.

1.1.4.2. Arteriosklerose

Unter physiologischen Umstédnden wirken das im Endothel gebildete NO und Prostazyklin
der Thrombozytenaggregation entgegen (Radomski et al. 1987). Kommt es zur Schidigung
der Endothelzellen kann dies dazu fiihren, dass das subendotheliale Gewebe freigelegt wird
(Ross 1979, S. 436). Ist dieses Ereignis kein Einzelfall, sondern ein immer
wiederkehrender Reiz, kann dieser Zustand Folgen haben: Es kommt zur Adhésion,
Aggregation und Degranulation von Thrombozyten an dem subendothelialen Gewebe
(Stemerman 1972). Glatte Muskelzellen der GefiBwand werden aktiviert was wiederum
eine Intimahyperplasie zur Folge haben kann (Liischer und Barton 1997). Zusétzlich kann
es zur Durchdringung der Endothelzellschicht mit Makrophagen kommen. Die
Makrophagen lagern Fett ein und werden zu Schaumzellen (Ross 1993). Im weiteren
Verlauf kommt es durch die genannten Einfliisse zum Umbau der Arterienwand, der in
dem bekannten Bild der Arteriosklerose, namlich der ,,Arterienverkalkung®, miinden kann.

Zusitzlich werden, bedingt durch den Einfluss von Thrombozyten und Makrophagen
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Wachstumsfaktoren wie PDGF und M-CFS von Endothelzellen produziert, was den
Verlauf der Krankheit unterstiitzt (Ross 1993).

Dieser Vorgang kann auch in den Koronararterien stattfinden. Dies fiihrt zur Entstehung
der koronaren Herzkrankheit, die im Endstadium einen Myokardinfarkt als Folge haben
kann. Ein funktionsfdhiges Endothel ist demnach nicht nur in den peripheren Gefdflen von
grofler Bedeutung, sondern auch in den kleinen Koronararterien fiir eine regelhafte

Funktion essentiell.

1.2. Angiogenese

Die Angiogenese beschreibt die Neuentstechung von Blutgefdlen aus bereits bestehenden
Blutgefiflen. Davon abzugrenzen ist die Vaskulogenese, bei der es zu einer Neubildung
von Blutgefdflen aus Vorlduferzellen des GefdBBendothels kommt. Die Angiogenese kann

sowohl physiologischer als auch pathologischer Genese sein.

1.2.1. Physiologische Angiogenese

Zur Neubildung von Gefialen kommt es unter physiologischen Umstinden im Zuge der
Wundheilung oder wenn Gewebe unzureichend mit Sauerstoff versorgt werden (Shweiki et
al. 1992). Letzteres fiihrt dazu, dass es zur Expression des hypoxieinduzierbaren
Transkriptionsfaktors (HIF) kommt. HIF wiederum induziert die Expression endothelialer
Wachstumsfaktoren wie dem Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Forsythe et al.
1996). Die Rezeptoren fiir VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2 wurden bislang fast
ausschlieBlich auf Endothelzellen nachgewiesen. Es wurde gezeigt, dass VEGF als
Stimulus zur Ausbildung von KollateralgefaBen fiihrt (Ferrara und Alitalo 1999). Die
Wichtigkeit dieses Faktors konnte damit unterstrichen werden, dass es zum embryonalen
Tod in utero kommt, wenn nur ein fiir den VEGF zustdndiges Allel fehlt (Ferrara et al.

1996).
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1.2.2. Pathologische Angiogenese

Die Angiogenese kann auch bei der Entstehung von Krankheitsbildern eine Rolle spielen.
Unkontrollierte Angiogenese kann beispielsweise zu Rheumatoider Arthritis, Psoriasis
(Koch 1998) und zur diabetischen Retinopathie fiihren (Patz 1980). Auch in der
Versorgung von Tumoren und Tumormetastasen ist die Angiogenese ein entscheidender
Faktor und ist daher ein Angriffspunkt der Therapie (Ferrara und Alitalo 1999). Es konnte
eine verstirkte Expression von VEGF mRNA in Tumorzellen nachgewiesen werden
(Ferrara 1997). Bei der Betrachtung der von den GefdBlen ausgehenden Krankheitsbilder

darf die Angiogenese demnach nicht auler Acht gelassen werden.

1.3. Moringa oleifera

Der Moringa oleifera Baum, auch Meerrettichbaum oder ,,Wunderbaum® genannt, gehort
zur Familie der Moringaceae. Er stammt urspriinglich aus der Himalayaregion in Nord-
West Indien. Mittlerweile wird er jedoch auf Grund seiner Vielseitigkeit in vielen
tropischen und subtropischen Landern kultiviert. Der Baum ist sehr schnellwiichsig und
wéchst im ersten Jahr bis zu 8 Metern. Trotzdem vertrdgt er trockenen, néhrstoffarmen,
sandigen Boden. Den Namen Wunderbaum hat er auf Grund seiner vielseitigen
Eigenschaften und Anwendungsgebiete erhalten. In Asien und Afrika ist Moringa schon
lange fester Bestandteil der traditionellen Medizin und wird als Nahrungserginzungsmittel
eingesetzt. Man fand heraus, dass alle Teile des Baumes wie Blétter, Rinde, Samen,
Wurzeln und Friichte reich an Proteinen, Vitaminen und Mineralien sind. Es ist Kalium,
Calcium, Folsdure, Eisen, Phosphor und B-Carotin enthalten. Die Blitter konnen roh oder
gekocht gegessen werden. In Pulverform konnen die Blétter lange gelagert werden, ohne

an Nahrstoffen zu verlieren (Pandey 2012).

Den einzelnen Bestandteilen des Baumes werden verschiedene gesundheitliche Benefits
zugeschrieben. Beispielsweise sollen die Samen eine antipyretische Wirkung haben
(Oliveira et al. 1999), Bldtter und Samen antibakteriell wirken (Caceres et al. 1991) und
die Blitter radioprotektiv und antioxidativ wirksam sein (Rao et al. 2001).

Faizi et al. haben auBlerdem in mehreren Studien eine hypotensive Wirkung verschiedener

Bestandteile des Baumes (wie z.B. Blitter und Wurzel) herausstellen konnen. Es wurden
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sowohl reine Bestandteile des Baumes als auch verschiedene Extrakte (z.B. wissrige und
alkoholische Extrakte) aus den Bestandteilen des Baumes hergestellt und die Wirkung auf
den mittleren arteriellen Blutdruck (MABP) von normotensiven anaesthesierten Ratten in
verschiedenen Dosen untersucht. Dabei konnte eine Senkung des MABP um 41% durch
das alkoholische Extrakt der Schoten und eine Senkung um 43% durch das alkoholische

Extrakt der Samen bei einer Dosis von 30 mg/kg gemessen werden (Faizi et al. 1998).

Wie auch von Kreuzbliitlern, beispielsweise von Brokkoli bekannt ist, enthdlt Moringa
gesundheitsfordernde Isothiocyanate, die aus den glykosylierten Vorldufern Glucosinolat
durch Myrosinasen gebildet werden. Ein Vorteil der Moringa Isothiocyanaten gegeniiber

denen der Kreuzbliitler ist eine hohere chemische Stabilitidt (Waterman et al. 2014).

Studien haben ergeben, dass Moringa oleifera auch in der Behandlung des Diabetes
mellitus Typ 2 eine Rolle spielen konnte. In Tierversuchen hat der Inhaltstoff Moringa
Isothiocyanat aus den Blédttern die Gewichtszunahme und die Leberverfettung signifikant
reduziert. Aullerdem wurden die Insulin-Sensitivitdt und die Lipolyse gefordert (Waterman

et al. 2015).

Neben den genannten didtetischen Vorteilen konnen die Samen des Baumes zur Klarung

von Grundwasser verwendet werden (Senthil Kumar et al. 2015).

Zu dem Thema dieser Arbeit, ndmlich der Wirkung von Moringa oleifera auf den glatten
Muskel, gibt es bisher nur wenige Daten. Es konnten hypotensive Effekte der Bestandteile
des Baumes Moringa stenopetala in-vivo und in-vitro an Meerschweinchen (Mengistu et
al. 2013) und des Moringa oleifera an Ratten (Gilani et al. 1994) beobachtet werden.
Genauere Angaben iiber die pharmakologische Wirkung, involvierte Rezeptoren und

Signalkaskaden fehlen jedoch bisher.
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1.4. Fragestellung

Ausgehend von der vorgestellten Vielfaltigkeit der Wirkung von Moringa oleifera und der
weiten Verbreitung von GefdBerkrankungen sollten in dieser Arbeit die Fragestellungen

untersucht werden:

e Wirkt das getrocknete Pulver der Blitter, Wurzeln und Aste des Moringa oleifera
Baumes auf den glatten Muskel?

e [st eine mdgliche Wirkung der Substanz auf die glatte Muskulatur organspezifisch?

Oben genannte mogliche Wirkung vorausgesetzt:
e Uber welche Mechanismen vermittelt die Substanz ihre Wirkung an der
GefdBmuskulatur und hat diese Wirkung eine Bedeutung fiir die

Durchblutungsregulation?

Diese Fragestellungen sind vor allem unter dem Gesichtspunkt interessant, dass das
getrocknete Pulver der Blitter, Wurzeln und Aste als ein sogenanntes ,superfood
freiverkduflich ist und sich einer zunehmenden Konsumbeliebtheit erfreut, ohne dass der

genaue Wirkmechanismus bekannt ist.

Als Modell fiir glatte Muskulatur auBerhalb des GefdBsystems wurden orientierende
Studien an Magenfunduspréparaten der Ratte im Organbad durchgefiihrt.

Um den Einfluss von Moringa auf das zentrale Organ des Herz-Kreislauf-Systems und den
Druck und Fluss in den Koronararterien zu untersuchen, wurde das isolierte perfundierte

Herz der Ratte nach Langendorff gewéhlt.

Als Modell fiir die GefdBe wurde die Aorta der Ratte gewdhlt. Die Aorta stellt im
Organismus der Ratte zwar kein kleines Gefdl3 dar, hat sich allerdings in der Geschichte
der Forschung als sehr gutes Modell erwiesen, um NO- und somit endothelabhdngige
Signalwege zu erforschen. Diese Besonderheit der Rattenaorta wurde schon in den 1970er
Jahren von V.A.W. Kreye et al. publiziert (Kreye et al. 1975) und erreichte ein Maximum

an Interesse zwischen 1990-2000.

Das Hauptaugenmerk der Arbeit liegt auf den Experimenten an der Rattenaorta im

Organbad.
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2. Material und Methoden

2.1. Losungen

2.1.1. Priparierlosung

Zur Préaparation, zum Transport und zur Aufbewahrung der Priparate wurde eine

Préparierl6sung mit folgender Zusammensetzung verwendet:

Tabelle 1: Zusammensetzung der Prdparierlosung
Substanzen NaCl KCl CaCl,
mmol/l 143 59 3,6

2.1.2. Krebs-Henseleit-Puffer

Zur Versorgung der Aorten- und Magenfudusprdparate wihrend der Experimente im

Organbad wurde Krebs-Henseleit-Puffer mit der folgenden Zusammensetzung verwendet:

Tabelle 2: Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers

Substanzen |NaCl KCl NaHCO3 |MgCl, |CaCl, KH>POs | Glucose

mmol/l 112 4,7 25 1,2 2,5 1,2 11,5

Vor jedem Experiment wurde diese Losung neu angesetzt und bei 7°C aufbewahrt. Erst
kurz vor Beginn des Experiments wurde das Calciumchlorid zugesetzt. Zusétzlich wurde
die Losung wihrend des gesamten Experiments mit Carbogengas (95% Oz und 5% CO»)
begast, um das Gewebe mit Sauerstoff zu versorgen, den Bikarbonatpuffer zu stabilisieren
und so den pH-Wert bei 7,4 zu halten. Zur Aktivierung der Préparate wurde das Kalium in
der Losung erhoht, so dass eine extrazellulire Kaliumkonzentration von 20 mM vorlag.
Die Erhohung des Kaliums fand als dquimolarer Austausch von Natrium gegen Kalium

statt.
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2.1.3. Langendorff-Perfusionslosung
Zur Versorgung des Herzens wihrend der Experimente in der Langendorffapparatur wurde

eine Losung mit der folgenden Zusammensetzung verwendet:

Tabelle 3: Zusammensetzung der Langendorff-Perfusionslosung
Substanzen | NaCl | KCI | CaCl, | MgCl, | Na;SO4 | NaH2PO4 | NaHCO3 | Glucose
mmol/l 127 5 2,6 2,6 1,2 2,6 20 10

Vor jedem Experiment wurde diese Losung neu angesetzt und bei 7°C aufbewahrt. Erst
kurz vor Beginn des Experiments wurde die Glucose zugesetzt. Zusétzlich wurde die
Losung wihrend des gesamten Experiments mit Carbogengas (95% Oz und 5% CO»)
begast, um das Gewebe mit Sauerstoff zu versorgen, den Bikarbonatpuffer zu stabilisieren

und so den pH-Wert bei 7,4 zu halten.

2.1.4. Kardioplege Losung nach Buckberg
Zum Transport und zur Priparation wurde das Herz nach Entnahme in kardioplege Losung

gelegt.

Tabelle 4: Zusammensetzung der kardioplegen Losung
Substanzen NaCl KCl CaClx Mannitol Glucose
mmol/l 83 30 5 55 30

Kardioplege Losung ist eine kaliumreiche Losung, deren Kaliumkonzentration hoher als
die normale extrazelluldre Konzentration [3,5-4,5 mmol/l] liegt. Aufgrund des verénderten
Mambranpotentials kommt es zum Herzstillstand. Mit Hilfe der Kardioplegie wird der

Sauerstoff- und Energieverbrauch des Herzens stark herabgesetzt (Doring et al., S. 449).
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2.1.5. Testsubstanzen

2.1.5.1. Moringa-Auszug

Zur Herstellung der Testsubstanz wurde getrocknetes Pulver der Blitter, Wurzeln und Aste
des Moringa oleifera Baumes der Firma Hirundo Products verwendet. Hiervon wurden
450 mg Pulver mit 6 ml DMSO der Firma Carl Roth GmbH gemischt. Nach Vermischung
des Pulvers mit DMSO mithilfe eines Magnetriihrers wurde das Gemisch in 1,5 ml grofe
Eppendorfgefde umgefiillt und mittels eines Vortex nochmals gemischt. Danach wurde
das Gemisch flir 5 Minuten bei 8944 G zentrifugiert. Es wurde davon ausgegangen, dass
der Wirkstoff in dem entstandenen Uberstand enthalten ist. Der Uberstand wurde
abpipettiert und anschlieBend mithilfe einer Spritze durch einen Filter mit 0,2 pm
Porengrofe filtriert und erneut in braune, vor Licht schiitzende Eppendorfgetaf3e abgefiillt.
Geht man davon aus, dass der gesamte Wirkstoffgehalt der 450 mg Pulver in dem
Uberstand enthalten ist, erhilt man den ldslichen Anteil des Wirkstoffgehaltes von
75 mg/ml der Trockenmasse im Auszug. Aufgrund der Beschaffenheit und Unreinheit des
Moringanaturstoffes ist dies keine reale Grof3e, wird aber im Folgenden als Mengenangabe

verwendet und bezieht sich immer auf die beschriebene Herstellungsweise.

2.1.5.2. Weitere Substanzen

Die Substanzen wurden gemif ihrer allgemein bekannten Wirkungen als Agonisten oder

Antagonisten eingesetzt.

2.1.5.2.1. Acetylcholin

Acetylcholin ist ein Muscarinrezeptor Agonist. Zur Herstellung einer Acetylcholin
Stammldsung [10 mol/l] wurde das Pulver Acetylcholin chlorid (MW 181,66 g/mol) der
Firma Sigma-Aldrich in aqua dest. gelst. Im Organbad wurde die Konzentration 10°° mol/l

verwendet.

2.1.5.2.2. Atropin

Atropin ist ein nicht selektiver Muscarinrezeptor Antagonist. Es wurde eine Atropin
Stammlosung [10° mol/l] hergestellt. Dazu wurde die pulverisierte Form des Atropins
(MW 289,37 g/mol) der Firma Sigma-Aldrich in aqua dest. gelost. Im Organbad wurde die

Konzentration 10 mol/l verwendet.
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2.1.5.2.3. Cimetidin

Cimetidin ist ein H»-Rezeptor Antagonist. Es wurde eine Cimetidin Stammldsung
[102 mol/I] hergestellt. Dazu wurde die pulverisierte Form des Cimetidins (MW
252,3 g/mol) der Firma Sigma Aldrich in aqua dest. gelost. Im Organbad wurde die

Konzentration 10~ mol/l verwendet.

2.1.5.2.4. Indometacin

Indometacin ist ein Cyclooxygenase 1 und 2 Hemmer. Durch Hemmung der
Cyclooxygenase wird die Prostaglandinsynthese gehemmt. Es wurde eine Indometacin
Stammldsung [102 mol/1] hergestellt. Dazu wurde die pulverisierte Form des Indometacins
(MW 357,79 g/mol) der Firma Sigma-Aldrich in Ethanol geldst. Im Organbad wurde die

Konzentration 10~ mol/l verwendet.

2.1.5.2.5. N,-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)

L-NAME hemmt die endotheliale NO-Synthase. Es wurde eine L-NAME Stammldsung
[10mol/l] hergestellt. Dazu wurde die gefrorene pulverisierte Form des L-NAMEs
(MW 269,69 g/mol) der Firma Sigma-Aldrich in aqua dest. gelost. Im Organbad wurde die

Konzentration 10 mol/l verwendet.

2.1.5.2.6. MRS2179

MRS2179 ist ein selektiver P2Y 1- Rezeptorantagonist (Guns et al., S. 573). Es wurde eine
MRS2179 Stammldsung [102mol/l] hergestellt. Dazu wurde die pulverisierte Form des
MRS2179 ammonium salt hydrate (MW 425,23 g/mol) der Firma Sigma-Aldrich in aqua

dest. geldst. Im Organbad wurde die Konzentration 107 mol/l verwendet.

2.1.5.2.7. Noradrenalin

Noradrenalin gehort zu der Gruppe der Katecholamine und ist ein Adrenorezeptor Agonist
mit einer besonders hohen Affinitdt zu oi-Rezeptoren. Es wurde eine Noradrenalin
Stammldsung [10° mol/l] hergestellt. Dazu wurde die pulverisierte Form des
Noradrenalins (MW 169,18 g/mol) der Firma Sigma-Aldrich in aqua dest. geldst. Im

Organbad wurde die Konzentration 10 mol/l verwendet.
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2.1.5.2.8.0DQ
ODQ hemmt die 16sliche Guanylatzyklase. Die 16sliche Guanylatzyklase fiihrt iiber eine

Steigerung der Konversionsrate von GTP zu cGMP zu einer Vasodilatation. Es wurde eine
ODQ Stammldsung [102 mol/l] hergestellt. Dazu wurde die pulverisierte Form des ODQ
(MW 187,2 g/mol) der Firma Sigma-Aldrich in DMSO gel6st. Im Organbad wurde die

Konzentration 10~ mol/l verwendet.

2.1.5.2.9. Propranolol

Propranolol ist ein unselektiver B- Rezeptorblocker. Es wurde eine Propranolol
Stammldsung [107 mol/1] hergestellt. Dazu wurde die pulverisierte Form des Propranolol
hydrochlorids (MW 295,8 g/mol) der Firma Sigma-Aldrich in aqua dest. geldst. Im

Organbad wurde die Konzentration 10 mol/l verwendet.

2.1.5.2.10. Urapidil

Urapidil ist ein selektiver ai-Rezeptorblocker. Es wurde eine Urapidil Stammldsung
[102mol/l] hergestellt. Dazu wurde die pulverisierte Form des Urapidil hydrochlorids
(MW 423,94 g/mol) der Firma Sigma-Aldrich in aqua dest. geldst. Im Organbad wurde die

Konzentration 107 mol/l verwendet.

2.2. Materialien
2.2.1. Gerate

Absaugpumpe, KNF LAB Laboport

Analog- Digital- Wandler, ADInstruments

Filter Filtropur, SARSTEDT

Langendorff- Apparatur, ADInstruments, Deutschland
Magnetriihrer IKA RH basic 2

Messverstirker, ADInstruments

Mikroskop, Olympus SZ

Organbad, EXPERIMETRIA LTD., BIOMEDICAL RESEARCH, MANUFACTURER,
Hungary

Pipetten, Eppendorf AG

Pipettenspitzen, Eppendorf AG
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PowerLab, ADInstruments
Vortex Genie, JANKE & KUNKEL IKA Labortechnik
Waage, Sartorius

Centrifuge 5415, Eppendorf AG

2.3. Priparationen

2.3.1. Praparation der Aorta und des Magenfundus

Wistar und CD Ratten beiderlei Geschlechts mit einem Alter von 200-250 Tagen und
einem Gewicht zwischen 300-500 g werden gemél Tierschutzgesetzt (§4 TierSchG)
getdtet. Dazu werden sie mit Ather narkotisiert und anschlieBend mittels Dekapitierung
durch eine Guillotine getotet.

Zur Organentnahme werden Abdomen und Thorax vorsichtig eréffnet. Durch Beseitigung
der Rippen, des Zwerchfells und der Lunge wird die thorakale Aorta freigelegt und
anschlieBend wunter traumaarmen Bedingungen entnommen. Zur Herstellung der
Spiralschnitte, an denen die isometrische Kontraktionskraft gemessen werden soll, wird die
Aorta in einer Prdparierschale mittels zweier Stecknadeln, die am Rand ins Lumen
eingefiihrt werden, fixiert. Dies erfolgte ebenfalls traumaarm und ohne Spannung. Zum
Schneiden wird eine feine Pinzettenschere verwendet. Die Préparation wird unter einem
Kaltlichtmikroskop bei angemessener VergroBerung durchgefiihrt. Dabei ist das Organ
stetig von Priparierlosung umgeben und bedeckt. Bevor die Spiralschnitte angefertigt
werden, wird das Gewebe von Fett- und Bindegewebe befreit. Wahrend der kompletten
Priparation wird eine Beschddigung des Endothels vermieden. Hierzu wird die Beriihrung
des Priparationsbestecks mit dem Endothel weitestgehend vermieden.

Das entstandene Aortenstiick wird anschlieBend in 2 x 10 mm grof3e Streifen geschnitten
und auf einer Silikonplatte in der Préiparierschale festgepinnt. Das Endothel zeigt dabei
nach oben, um es schonend zu behandeln.

Der Magen der Tiere wird, ohne diesen zu beschéddigen, aus dem erdffneten Abdomen
entnommen. Anschlieend wird er ebenfalls in einer Priparierschale festgepinnt und mit
Préparierlosung bedeckt. Unter einem Kaltlichtmikroskop in angemessener Vergréf3erung
werden 2 x 10 mm groBe Streifen des Magenfundus von auflen bis auf die Submucosa
abprépariert. Um die Gewebe der Aorta und des Magens an den dafiir vorgesehenen

Organhaltern befestigen zu konnen, wird jeweils an die kurzen Enden ein langer und ein
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kurzer Garnfaden gekniipft. Der kurze Faden wird am Organhalter fixiert und dann das
Prédparat samt Organhalter direkt in ein 37°C warmes, mit Krebslosung gefiilltes Organbad
tiberfiihrt. Der lange Faden wird mit einem Kraft-Spannungswandler verbunden. Im letzten
Schritt werden die Préparate einer leichten Vorspannung von 5 mN unterzogen.

Die Registrierung von mechanischer und elektrischer Aktivitdt beginnt direkt nach
Einbringung der Préparate in die Organbédder. Die Testung jeglicher Substanzen wird

frithestens nach 30 miniitiger Equilibrierung durchgefiihrt.

2.3.2. Herzpréiparation

Wistar und CD Ratten beiderlei Geschlechts mit einem Alter von 100-150 Tagen und
einem Gewicht von 200-300 g werden mit Rompun 2% 0,44 ml/100 g Korpergewicht und
Ketanest 0,06 ml/100 g Korpergewicht narkotisiert. Der Thorax der Ratten wird eréffnet
und das Herz freigelegt. In die Herzspitze des noch schlagenden Herzens wird 1 ml
25.000 IE Heparin (ratiopharm) gespritzt. AnschlieBend wird das Herz samt Aortenbogen
aus der Ratte entnommen und in kardioplege Losung gelegt. Unter einem
Kaltlichtmikroskop bei einer angemessenen Vergroflerung wird iiberschiissiges Fett- und
Bindegewebe entfernt. Der Aortenbogen wird freiprapariert und der linke Vorhof entfernt.
AnschlieBend wird der Aortenstumpf iiber eine Kaniile der Langendorff-Apparatur
gezogen und festgebunden. In den linken Ventrikel wird {iber den entfernten linken Vorhof

ein mit destilliertem Wasser gefiillter Latexballonkatheter eingefiihrt.

2.4.  Versuchsaufbau

2.4.1. Langendorff-Apparatur

Die Experimente an den entnommenen Herzen werden mit der Langendorff-Apparatur
durchgefiihrt. Uber eine Rollerpumpe wird Perfusat aus zwei Vorratsbehiltern zum Herzen
transportiert. Das Perfusat wird iiber einen Parallelkreislauf mittels Zirkulationsthermostat
auf 37°C (+/- 0,5) erwédrmt und tiber eine am Boden der Vorratsbehédlter miindenden Fritte
mit Carbogengas versorgt. Ein zusitzlicher Warmemantel um das Herz ermdglicht eine
kontinuierliche Kontrolle der Temperatur des Herzens. Das erwédrmte und begaste Perfusat
wird liber die im Aortenstumpf befindliche Kaniile in das Herz geleitet. Da dies einer

retrograden Perfusion der Aorta entspricht, kommt es zum Verschluss der Aortenklappen
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und die Losung wird in die Koronararterien geleitet. Dies entspricht der physiologischen
Versorgungsrichtung des Herzens iiber das Koronargefabett. Die Herzvorhofe und die
Ventrikel sind wéhrend der gesamten Versuche leer. Kurz iiber der Aortenkaniile befindet
sich ein Abzweig zu einem Druckmesssystem (Combitrans Transducer), welches die
Registrierung des koronaren Perfusionsdruckes ermdglicht. Das Signal wird iiber einen
Briickenverstirker verstirkt und in einem PC verarbeitet. Die Perfusion wird iiber
Einstellung der Rollerpumpe konstant gehalten und ermoglicht so, den koronaren
Perfusionsdruck als MaB fiir den koronaren GefaBwiderstand zu registrieren.

Der Latexballon im linken Ventrikel ist ebenfalls iiber einen Schlauch mit einem
Druckmesssystem gekoppelt und ermdoglicht so die Registrierung des linksvertrikuldren
systolischen und diastolischen Druckes. Dies kann als Mal3 der Kontraktilitit gewertet
werden. Auch hier werden die gemessenen Signale iiber einen Briickenverstirker verstarkt
und von einem PC verarbeitet. Aus diesen Daten kann zusdtzlich die Herzfrequenz
ermittelt und aufgezeichnet werden. Uber zwei Einstichelektroden unterhalb des rechten
Vorhofs und an der Herzspitze kann zusétzlich ein EKG abgeleitet werden. Die
Speicherung der Messungen erfolgt iiber einen PC. Die Verarbeitung und Auswertung der
Daten erfolgt {iber die Software Chart5 for Windows von ADInstruments. Bevor das Herz
in die Langendorff- Apparatur iiberfiihrt wird, muss das gesamte Schlauchsystem mit der
Langendorff-Perfusionslosung luftblasenfrei befiillt werden. Danach wird das Herz iiber
die Kaniile im Aortenstumpf in die Apparatur eingehédngt. Die Rollerpumpe wird auf einen

konstanten Fluss von 6 ml/min eingestellt.

2.4.1.1. Kalibrierung des Messgerites

Druckkalibriert wird das Messgerit mittels einer Zweipunktkalibrierung iiber eine 21 cm
hohe Wassersdule, welche einen hydrostatischen Druck von 14,7 mmHg erzeugt. Das
durch den Druck der Wassersdule entstechende Signal wird am PC auf 14,7 mmHg
eingestellt. Lastet der Druck der Wassersdule nicht mehr auf dem Messfiihler, entspricht

dieser Druck 0 mmHg und wird ebenfalls im Messprogramm eingestellt.

2.4.2. Organbadexperimente

Die Experimente an den Aortenstiicken und den Magenpriparaten werden im Organbad
durchgefiihrt. Dieses besteht aus einer Aufnahme fiir fiinf temperierte Organbehélter mit

einem Fassungsvermdgen von je 30 ml, welche iiber einen getrennten Kreislauf mittels
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Zirkulationsthermostat auf einer Temperatur von 37°C (+/- 0,5°C) gehalten werden.
Oberhalb der Organbehélter befinden sich Vorratsbehilter fiir frische Krebslosung. Diese
werden ebenfalls durch den Parallelkreislauf auf 37°C vorgewdrmt und stehen mit den
Organbehiltern iiber ein Schlauchsystem in Verbindung. Uber ein Pumpsystem kann die
verwendete Krebslosung aus den Organbehiltern abgesaugt und durch die Vorratsbehélter
neu befiillt werden. Im unteren Teil der Organbehélter miindet die Fritte, liber die das
Carbogengas in die Losung entweicht. Die Kontraktionen und Dilatationen der
Aortenpraparate werden mit einem Kraft- Spannungswandler gemessen. Dieser befindet
sich knapp iiber dem Organbehélter und ist vertikal einstellbar. Das transduzierte
mechanische Signal wird mittels Messverstirker verarbeitet. Der Messverstirker ist mit
einem Analog-Digital-Wandler verbunden. Die Speicherung der Messungen erfolgt iiber
einen PC. Die Verarbeitung und Auswertung der Daten erfolgt mit der Software Chart5 for

Windows von ADInstruments.

2.4.2.1. Kalibrierung des Messgerites

Kalibriert wird das Messgerdt mittels einer Zweipunktkalibrierung mit einer Kraft von
10,7 mN. Das Gewicht wird fiir jeweils 20 Sekunden an den Kraft-Spannungswandler
angehingt. Der Kraftausschlag, den der Computer anzeigt, wird auf 10,7 mN eingestellt.
Das Signal des unbelasteten Kraftwandlers entspricht 0 mN.

2.5. Versuchsdurchfiihrung

2.5.1. Organbadexperimente an Magenfundusprédparaten
Als orientierende Studien werden Organbadexperimente an Magenfunduspréiparaten
durchgefiihrt. Dies soll den Einfluss des Moringas auf glatte Muskulatur auflerhalb des

Gefdllsystems aufzeigen. Der Versuchsaufbau stellt sich folgendermallen dar:

( ) ( ) . A e a
Aktivierung
Equilibrierung Aktivierung adrenerger ‘
der Préparate der Préiparate Rezeptoren , M(erzga |
mit ACh 1 uM mit NA 1 uM ugabe r.na
30 min 10 min 10 min alle S min
\ J \. y, _ ) S )
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Um den FEinfluss der ai-Rezeptoren auf die Moringawirkung zu testen, wird das

Versuchsschema erweitert und Urapidil [10 pM] vor der Moringagabe hinzupipettiert:

/ﬁ 4 . . \
Equilibrie- Aktivierung
rung der er Praparate
Praparate mit ACh
p IuM
30 min .
_ /) ( 10min

(Aktivierung\
adrenerger
Rezeptoren
mit NA
IuM

10 min

—

Urapidil
10 uM

~—

SR
Moringa
Zugabe
2mal

)

alle 5 min
—

2.5.2. Experimente am perfundierten Herzen nach Langendorff

Um den Einfluss des Moringas auf die Herzversorgung, also auf die koronare Perfusion zu
untersuchen, wurden Studien am perfundierten Herzen nach Langendorft durchgefiihrt.

Nach Einbringung der Herzen in die Langendorff-Apparatur wurden diese einer

30 miniitigen Equilibrierungsphase unterzogen. Der weitere Verlauf stellte sich
folgendermallen dar:
N . N N
Equilibrierung Aktivierung Moringa
der Préparate der' Praparate Zugabe 2mal
mit KCI 20 Herzstillstand
mM
30 min 10 min alle 5 min
J J

Nach Erhoéhung der Kaliumkonzentration in der Perfusionslosung kam es zum
Herzstillstand. Da die Perfusion der Koronarien iiber die Rollerpumpe konstant gehalten
wurde, konnten trotz Herzstillstand die durch Moringa hervorgerufenen Veranderungen der
Koronarienperfusion gemessen werden.

In einem weiteren Schritt wurde als Kontrolle der Einfluss von ACh auf die koronare

Perfusion gemessen:

N\ I
Equilibrierung Aktivierung
der Priparate der Préparate
mit KC1 20 Herzstillstand ACh 1 uM
mM
30 min 10 min
J J

Die Reaktionen wurden miteinander verglichen.
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2.5.3. Organbadexperimente an Aortenpriparaten

Die Experimente umfassten vier verschiedene Schemata.

Das Ausgangsexperiment an den Aortenpriparaten stellte sich folgendermalen dar:

e Aktivierung der .
Equlll)lb.rlerung der Préiparate mit KCI 20 Moringa Zugabe
rdparate mM 2mal

30 min 10 min alle S min

Die Priparate werden auf eine Vorspannuung von 5 mN vorgedehnt. Nach einer
30 miniitigen Equilibrierungsphase wird die extrazellulire Kaliumkonzentration auf
20 mM erhoht und die Prédparate so aktiviert. Nachdem die gemessene Kontraktion nach
ca. 10 Minuten ihr Maximum erreicht hat, wird Moringa in den Konzentrationen
112,5 pg/ml und 225 pg/ml in einem Abstand von 5 Minuten hinzupipettiert. Die Reaktion
wird gemessen. Abbildung 4 zeigt den typischen Verlauf der Reaktion auf Moringa nach

KCl1 Stimmulation.

Moringa 112,5 pg/ml

Moringa 225 pg/ml

10

KCI120 mM

Kraft [mN]

4

5 10 15 20 25

Zeit [min]

Abbildung 3:Reaktion eines mit KCI aktivierten Aortenpriparates auf Moringa. Beispiel

einer Originalregistrierung.
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Um die Priparate auf die Funktionalitidt ihres Endothels zu testen, wird das Schema

erweitert:
per N\ . .
Equilibrierung der Aktivierung der ACh 1 uM
Préparate Préparate mit KCl
20 mM
30min ) 10 min 10 min

Equilibrierung der Aktivierung der

Praparate Praparate mit KCl Morzllfi_fllllgabe
20 mM ©
. 5 min
30 min 10 min

Abbildung 4. Erweiterung des Schemas A. Durch die Zugabe von ACh 10°° mol/l werden
die Priparate auf die Funktionstiichtigkeit ihres Endothels hin getestet.

Durch Zugabe von ACh [1 uM] wird das Endothel auf seine Funktionalitit getestet.
Abbildung 5 zeigt die typische Reaktion auf eine Endotheltestung.

- ACh 10 mol/l

v

KCI 20 mM \

10|

Kraft [mN]

5 10 15
Zeit [min]

Abbildung 5: Testung der Funktionsfihigkeit des Endothels mit ACh 1 uM. Beispiel einer

Originalregistrierung.
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Zur Messung des Einflusses verschiedener Substanzen auf die durch Moringa

hervorgerufene Reaktion wird folgendes Versuchsschema durchgefiihrt:

Equilibrierung Ifilnzuplp cttieren Aktivierung der Morinea Zugab
der Priparate €s Vermute.ten Priiparate mit KCI oringa Zugabe
Wirkantagonisten 20 mM 2mal
. von Moringa . alle 5 min
30 min 30 min 10 min

Vor jedem Experiment werden die Prdparate wie in Abbildung 4 beschrieben auf die
Funktionalitét ihres Endothels getestet.

Die vermuteten Wirkantagonisten von Moringa sind Atropin [1 uM], Cimetidin [10 pM],
Indometacin [10 uM], L-NAME [100 uM], MRS2179 [10 uM], Noradrenalin [1 uM],
ODQ [10 uM], Propranolol [1 uM] und Urapidil [10 uM].

Um die Wirkung des ODQ zu sichern, wird ein weiteres Versuchsschema angewandt:

Equilibrierung Aktivierung Moringa
der Préparate der Préparate Zugabe 2mal |:>
mit KCI 20 ODQ
mM
30 min 10 min alle Smin

ODQ [10 uM] wird nach der Moringagabe hinzupipettiert, um die Wirkung des ODQ auf

die bereits erfolgte Reaktion durch Moringa zu testen.

2.6. Methode der Statistik

Zur Darstellung der Ergebnisse der Organbadversuche wurden
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) in Prozent berechnet und in Bezug
auf die jeweilige Kaliumkontraktion, die als Vergleichsparameter mit 100% gleichgesetzt
wurde, angegeben. Zur Darstellung der Ergebnisse der Langendorff-Experimente wurden

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) in Prozent berechnet und in Bezug auf
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den jeweiligen Grundtonus, der als Vergleichsparameter mit 100% gleichgesetzt wurde,
angegeben.

Die statistische Auswertung wurde unter Annahme einer Normalverteilung der Messwerte
vorgenommen.

Fiir die Kontraktionsmessungen der Einzelextrakte erfolgte ein Vergleich der Mittelwerte
fiir abhéngige Stichproben durch zweiseitigen t-Test in IBM SPSS Statistics Version 22.
Das Signifikanzniveau wurde auf *p<0,05 festgelegt, in Einzelfillen konnte noch
**p<0,01 angegeben werden (vgl. Ergebnisteil). Fiir Tests mit einer geringen
Stichprobenzahl weisen die statistischen Verfahren nur eine geringe Power auf und es
missen vorallem die Resultate jener Tests mit geringer Stichprobenzahl, die keine
Signifikanz erreichen, kritisch interpretiert werden. Trotzdem ist es moglich auch bei einer

geringen Stichprobenzahl den t-Test anzuwenden ( de Winter 2013).
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3. Ergebnisse
3.1.0rganbadexperimente

3.1.1. Experimentelle Ausgangssituation und Versuchsplanung

Aus fritheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe war bekannt, dass Moringa am
glatten Muskel und am GefdBmuskel motorische Reaktionen auslost. An der glatten
Muskulatur des Magens wurden bisweilen exzitatorische Reaktionen beobachtet,
wohingegen an Gefdllen anscheinend eine relaxierende Komponente iiberwog. Bisher
konnten diese gemessenen Reaktionen keinem System zugeordnet werden. Zundchst
sollten diese Ergebnisse reproduziert werden, um darauf aufbauend diese Effekte genauer

zu untersuchen und systematisch zu entschliisseln.

3.1.2. Orientierende Studien an Magenfunduspriaparaten

Um den Einfluss von Moringa auf die glatte Muskulatur zu untersuchen, wurden
Magenfunduspriparate mit ACh 2x 10°mol/l aktiviert. Nach Aktivierung des cholinergen
Systems wurde das adrenerge System mittels NA 10 mol/l aktiviert. Dies erzeugte
regelhaft eine partielle Relaxation. Durch die Aktivierung des cholinergen und adrenergen
Systems lésst sich jedwede Interaktion mit Moringa detektieren. Auf das so voraktivierte
Gewebe wurde Moringa in den Konzentrationen 112,5 ug/ml und 225 pg/ml
hinzupipettiert. Abbildung 6 zeigt die Reaktion eines Magenfunduspriparates auf die
verschiedenen Reize. Wie man sieht, wird durch die Moringagabe eine exzitatorische
Reaktion hervorgerufen. Setzt man den verbliebenen Tonus nach NA-Gabe mit 100%
gleich, so erzeugt Moringa im Mittel (n=3) eine Tonuszunahme um 38,11%

(+ 15,7% SEM). Diese Tonuszunahme ist statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 6: Reaktion eines Magenfundusprdparates auf ACh, NA und Moringa. Die
markierten Bereiche zeigen die durch Moringa hervorgerufenen exzitatorischen
Reaktionen. Beispiel einer Originalregistrierung.

In weiteren Experimenten wurde das Ziel verfolgt, den Rezeptor, liber den Moringa seine
scheinbar exzitatorische Wirkung am Magen vermittelt, zu identifizieren. Dazu wurde
Urapidil 10°mol/l als selektiver ai-Rezeptorantagonist vor der Moringagabe
hinzupipettiert. Abbildung 7 zeigt die Reaktion eines Magenfunduspréiparates auf die
Konditionierung mit ACh, NA und Urapidil. Der Tonus wird durch die Urapidilgabe stark
gehemmt, woraus man schlieBen kann, dass an diesem Priparat viele ai-Rezeptoren
vorhanden sind, die durch Urapidil effektiv blockiert werden. In diesem Szenario wirkt
Moringa nur sehr schwach exzitatorisch, was als Interaktion zwischen Moringa und a.-

Rezeptor interpretiert wird.
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10
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Abbildung 7: Reaktion eines Magenfundusprdparates auf Moringa unter Blockade der a;-
Rezeptoren mittels Urapidil. Die markierten Bereiche zeigen eine starkt abgeschwdchte
exzitatorische Reaktion auf Moringa.

Auf diese orientierenden Ergebnisse wird in der Diskussion genauer eingegangen.

3.2. Langendorff- Experimente

Um den Effekt des Moringas auf das Koronarbett zu testen wurden Experimente am
Langendorff-Herzen durchgefiihrt. Nachdem sich die Herzen mindestens 30 Minuten
equilibriert haben, wurden die glatten GefiaBmuskelzellen der Koronararterien mit
KC120 mM aktiviert. AnschlieBend wurde Moringa in den Konzentrationen 112,5 pg/ml
und 225 pg/ml hinzupipettiert (Abb. 8). Wie man in Abbildung 8 erkennen kann, zeigte
sich auf den Moringa-Reiz keine Abnahme des Druckes in den Koronarien, was auf eine
Dilatation der Gefdle schlieBen lassen wiirde. Im Gegenteil, der Druck nahm unter
Moringa  signifikant zu.  Diese = Druckzunahme  betrug durch  Moringa

225% (+ 24,43% SEM) (n=3) des Grundtonus nach KCI Gabe (100%).
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Abbildung 8: Beeinflussung des Druckes in den Koronararterien durch KCI und Moringa
Gezeigt wird der Anstieg des Druckes in den Koronararterien auf die Zugabe von
Moringa. Beispiel einer Originalregistrierung.

Die Ergebnisse der gezeigten Experimente an Magenfunduspriparaten und an dem
perfundierten Herzen nach Langendorff zeigen in erster Linie exzitatorische Reaktionen,
die auf eine Beteiligung von ai-Rezeptoren hindeuten. Am perfundierten Herzen nach
Langendorff konnten jedoch zum Teil auch biphasische Reaktionen gemessen werden, d.h.
es waren nach einer starken exzitatorischen Antwort durch Moringa-Applikation auch
inhibitorische Reaktionen zu beobachten. Hinzu kommt, dass neben dem Druckanstieg, der
der direkten Moringa-Applikation zuzuordenen war, es auch zu einer kontinuierlichen
Zunahme des Drucks tliber der Zeit kam. Insbesondere Mehrfachapplikationen sind so
schwer zu interpretieren. Deshalb wurde die Strategie der weiteren Experimente gedndert
und Experimente an der thorakalen Aorta der Ratte durchgefiihrt, um zu erarbeiten, ob an

diesem Modell eindeutigere Ergebnisse erzielt werden konnen.
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3.3. Untersuchung der adrenergen Signalkaskade an Aortenpriparaten

Aufgrund der Ergebnisse der Experimente an Magenfunduspriparaten, musste
angenommen werden, dass Moringa seine Wirkung iiber die adrenerge Signalkaskade
vermittelt. Um das Vorhandensein adrenerger Rezeptoren zu belegen, wurde nach der
Aktivierung mittels KCI NA 10%mol/l hinzupipettiert. Der Tonus stieg daraufhin an
(Abb. 9a), wodurch in diesen Experimenten die maximale Kontraktion nach NA Gabe, die

die 100% der KCI Kontraktion iiberschreitet, als Vergleichsparameter gesehen werden.

Wie schon in den Experimenten an den Magenfunduspriparaten, wurde Urapidil 10~ mol/l
verwendet. Abbildung 9 zeigt die Reaktion der Préparate (n=6) auf die beschriebene
Vorgehensweise. Nach Urapidilgabe nimmt der Tonus im Mittel um 37,74%
(+ 16,74% SEM) (verglichen mit dem Tonus nach NA-Gabe =100%) ab. Unter Moringa
sinkt der nach Urapidil-Gabe verbliebene Tonus weiter signifikant um im Mittel 18,53%
(+4,29% SEM). Dieses Ergebnis wurde als Hinweis gewertet, dass Moringa neben der

exzitatorischen Komponente auch eine inhibitorische Reaktion erzeugt.

Urapldll 10_5 mol/l Moringa 112’5 Hg/ml

NA 10 mol/l d :
60 Moringa 225 pg/ml
’ M V‘_ N i_ — _I
= || KC120 mM l— - e
g verbliebener Tonus = 100%
= als Vergleichsparameter fiir
v, die Moringareaktion
5,0
A
M2
45
|5 [12 17| 24|
5 10 15 20 25
Zeit [min]
Abbildung 9a
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Abbildung 9: Wirkung von Urapidil an Gefdfstreifen (n=6)
Abbildung 9a) zeigt das Beispiel einer Originalregistrierung.

Abbildung 9b) zeigt die signifikante Tonusabnahme unter Moringa trotz Blockade der a;-
Rezeptoren. Der nach Urapidilgabe verbliebene Tonus wurde als Vergleichsparameter mit
100% gleichgesetzt. Unter Moringa sinkt der Tonus um weitere 18,53% (+ 4,29% SEM)
k3

‘p<0,01

Unter Blockade der B-Rezeptoren mittels Propranolol 10°mol/l ergab sich ein #hnliches

Bild (hier nicht gezeigt) wie unter Urapidil.

3.4. Weiterfiihrende Organbadexperimente an der thorakalen Aorta der Ratte
In den folgenden Experimenten wurden Aortenpridparate, wie auf Seite 27 unter 2.5.3.
beschrieben, mit KCI aktiviert und die Wirkung von Moringa in steigenden

Konzentrationen getestet.

In diesen und in allen weiteren Experimenten wurde die durch KCIl hervorgerufene
Kontraktion als Vergleichsparameter mit 100% gleichgesetzt. Abbildung 10 und 11 zeigen
die Reaktionen der Aortenpridparate auf die Zugabe von Moringa in steigenden

Konzentrationen.
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Abbildung 10: Dosisabhdngige Wirkung von Moringa auf ein mit KCI vorstimuliertes
Aortenprdparat. Ausgewertet wurde die durch KCI hervorgerufene Kontraktion A und die
durch die ansteigenden Moringakonzentrationen hervorgerufene Relaxation B. Beispiel
einer Originalregistrierung.
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Abbildung 11: Moringa Konzentrationswirkungskurve. Die Abbildung zeigt die Reaktion
der mit KCI 20 mM aktivierten Aortenprdparate auf die Zugabe von Moringa in steigenden
Konzentrationen. In Abbildung 11a wird die KCI Kontraktion als 100% gesetzt und die
Abnahme der Kontraktion unter Moringa gezeigt. In Abbildung 11b wird der Moringa-
sensitive Anteil aus 11a als steigende Relaxation dargestellt.

Es wurde eine Konzentrations-Wirkungskurve fiir Moringa erstellt. AnschlieBend wurden
fiir die weiteren Experimente die Konzentrationen 112,5 pg/ml und 225 pg/ml gewahlt,
sodass sich eine kumulative Konzentration von 337,5 ug/ml im Organbad ergibt. Mit
diesen Konzentrationen konnte man, wie sich aus der Konzentrations-Wirkungskurve
entnehmen ldsst, mit einer beinahe 100 prozentigen Wirkungsstirke von Moringa rechnen.
Durch die Zugabe dieser Konzentrationen wurde im Mittelwert eine signifikante
(**p<0,01) Relaxation um 39,31% (+7,92% SEM) der vorher mit KCI aktivierten
Aortenpraparate erzeugt (n= 10) (Abb.13). Aullerdem konnte man bei dieser Konzentration
davon ausgehen, dass das Losungsmittel des Moringawirkstoffes DMSO keine eigene

Wirkung entfaltet. Dieses wurde in Kontrollversuchen bestitigt (Abb.12).
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Abbildung 12: Reaktion eines Aortenpriparates auf ACh und DMSO.

Im néchsten Schritt wurde das gezeigte Versuchsschema insofern erweitert, dass Schema A

nach einem Spiildurchlauf erneut wiederholt wurde.

S —— N % N S S
Equilibrie- Akt1glerung Moringa
rung der der Zugabe ederho-
Priiparate \| Préparate 2mal Spiildurch- \Y&Ielde(rle;)
/| mit KCI 20 lauf Sch g )
mM chemas
30 min 10 min alle Smin
— — — - -

Hierbei zeigte sich, dass bei erneuter Applikation von Moringa kein relaxierender Effekt
im zweiten Durchlauf erzeugt werden konnte (Abb. 13). Der Tonus nahm im Mittel (n=9)
um 5,9% (= 3,95% SEM) zu. Diese Tonuszunahme war statistisch nicht signifikant. In
einem Kontrollexperiment wurde getetstet, ob ACh 10 mol/I nach Moringagabe erneut zu
einer Relaxation aktivierter Aortenpréparate fiihrt. Hierbei konnte qualitativ eine erneute

Relaxation gemessen werden.
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Abbildung 13:

13a) Wirkung von Moringa auf ein mit KCI aktiviertes Aortenprdparat im ersten
Versuchsdurchgang und bei erneuter Applikation zu demselben Prdparat. Gemessen wird
die durch KCI hervorgerufene Kontraktion A und die Wirkung von Moringa B. Beispiel
einer Originalregistrierung.

13b) Zusammenfassung der Ergebnisse an Aortenstreifen bei wiederholter Moringa
Applikation zu demselben Prdparat als gepaarte Stichprobe (n=9). Die erste Applikation
von Moringa erzeugt eine signifikante Relaxation **p<0,01, bei erneuter Aktivierung und
anschlieffender Applikation von Moringa kann keine Relaxation gemessen werden.

In weiteren Experimenten zeigte sich, dass die sorgfiltige und umsichtige Préparation der
Aortenpraparate von essentieller Bedeutung fiir den Versuchsablauf ist. Ein wesentlicher
Faktor der Dilatation an Blutgefden ist das Endothel. Dieses kann bei der Préparation zu
Schaden kommen. Um eine moglichst identische experimentelle Ausgangssituation
vorzufinden, musste ausgeschlossen werden, dass das Endothel bei der Prdparation
beschadigt wurde. Dafiir wurden die Praparate mit KCI 20 mM aktiviert und anschlieBend
ACh in einer Konzentration von 10°mol/l hinzupipettiert (Abb. 4, S.28). ACh fiihrt iiber
endotheliale muscarinerge Rezeptoren zur Produktion von NO, welches seinerseits zu einer

Relaxierung der glatten Muskulatur fiihrt.

In Abbildung 14 sieht man die Reaktion eines Aortenpriparates auf ACh 10 mol/l. Durch
die Reaktion auf ACh konnte davon ausgegangen werden, dass das Endothel der Priparate

intakt ist.
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Abbildung 14: Reaktion eines Aortenpriparates auf ACh 10°mol/l. Beispiel einer
Originalregistrierung.

Im Folgenden wurden die Préparate im ersten Durchgang immer mittels ACh auf die

Funktionalitit ihres Endothels getestet und im Weiteren ihre Reaktion auf Moringa

gemessen. Die Reaktionen der Priparate auf ACh 10 mol/l waren vergleichbar mit den

gemessenen Reaktionen derselben Préparate auf Moringa. Im Mittel wurde eine Relaxation
um 28,36% (£ 3,74% SEM) durch ACh gemessen (n=16) (**p<0,01). Die Beobachtung
der Abhédngigkeiten der Reaktion zwischen Moringa und ACh wurde statistisch

ausgewertet: Abbildung 15 zeigt den Vergleich zwischen den Reaktionen auf Moringa und

ACh.
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Abbildung 15:

15a: Korrelation der dilatatorischen Reaktion der Prdiparate auf Moringa und ACh nach
Stimmulation mit KCI. Trendlinie linear berechnet: y=0,583x + 0,0633; R’=0,3437.

15b: Vergleich der Reaktionen auf Moringa und ACh (n=16), beide Substanzen erzeugen
eine signifikante Tonusabnahme der aktivierten Prdparate **p<0,01
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Um die Abhédngigkeit der Reaktionen vom Endothel zu beweisen, wurde im nichsten

Versuchsschritt das Endothel von einigen Préparaten entfernt. An diesen Préparaten wurde

das in Abbildung 4 auf Seite 28 abgebildete Versuchsschema durchgefiihrt. Abbildung 16

zeigt die Reaktion eines Aortenpraparates ohne Endothel auf ACh und Moringa.
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Abbildung 16: Reaktion von Prdparaten ohne Endothel auf a) ACh und b) Moringa.
Beispiele einer Originalregistrierung.

An Priparaten ohne Endothel zeigten sowohl ACh als auch Moringa keine relaxierende

Wirkung (n=3) (Abb. 17). Die Tonuszunahme war statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 17: Vergleich der Reaktion der Priparate mit und ohne Endothel (n=3) auf
Moringa. Die Prdparate mit intaktem Endothel reagierten auf Moringa mit einer
signifikanten Tonusabnahme. Prdparate ohne Endothel zeigten diesen Effekt nicht;

**p< 0}

01
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3.4.1. Untersuchung der endothelvermittelten Tonusmodulation

Da die Reaktion der Préparate auf ACh als guter Indikator fiir die Funktionsfahigkeit des
Endothels der Priparate gilt, wurde in den weiteren Versuchen vor jedem Versuch die
Intaktheit des Endothels mittels ACh getestet.

Aufgrund der festgestellten Ahnlichkeit der Reaktionen auf ACh und Moringa wurde die
Signalkaskade, die durch ACh aktiviert wird, genauer verfolgt. ACh aktiviert {iiber
endotheliale Rezeptoren die eNOS. Wird die eNOS iiber L-NAME gehemmt, zeigten
sowohl ACh (n=4) als auch Moringa (n=7) keinen relaxierenden Effekt an den
Aortenpraparaten. Préparate (n=7) unter L-NAME Einfluss zeigten eine signifikante
(*p<0,05) Zunahme der gemessenen Kraft im Mittel um 26,85% (+ 10,67% SEM) auf die
Moringagabe (Abb. 18).
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Abbildung 18: Reaktion von Prdparaten auf a) Moringa und b) ACh, die mit L-NAME
vorbehandelt wurden. Moringa und ACh zeigen nicht den bekannten relaxierenden Effekt.

3.4.2. Untersuchung der NO vermittelten Signalkaskade

Das im Endothel gebildete NO fiihrt in der glatten Muskelzelle {iber eine Bindung an eine
Untereinheit der loslichen Guanylatzyklase zu einer Konformationsdnderung des
benachbarten katalytischen Zentrums. Dies fiihrt zur Steigerung der Konversionsrate von
GTP zu cGMP. Durch den intrazelluliren Anstieg von cGMP werden Proteinkinasen
aktiviert, die zu einer Relaxation flihren. Die Substanz ODQ hemmt diese losliche
Guanylatzyklase. Aortenpriparate, die mit ODQ vorbehandelt wurden, zeigten im
Vergleich zu nicht vorbehandelten Priparaten keine Relaxation als Antwort auf den
Moringareiz. Der Tonus der Préparate (n=4) nahm im Mittel um 14,63% (+ 3,65% SEM)
iiber die 100% der KCI Kontraktion zu (Abb. 19). Um den Effekt von ODQ zu sichern,
wurde an einer Gruppe Priparate (n=3) zuerst eine durch Moringa hervorgerufene
Reduzierung des durch KCI ausgelosten Tonus um im Mittel 39,31% (= 7,92 SEM)
erzeugt. Dieselben Priparate erhielten nach Erreichen eines stabilen Minimums nach

Moringagabe ODQ. Auf diesen Reiz reagierten alle Préparate mit einer Tonuszunahme.
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Die Wirkung von Moringa wurde durch ODQ komplett aufgehoben und der Tonus stieg
iiber das Ausgangsniveau der Kaliumkontraktion auf 124,91% (+ 11,18% SEM) (Abb.20).
Die Tonuszunahme {iber die 100% der KCI Kontraktion durch die ODQ Gabe im

Anschluss an Moringa ist statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 19: Reaktion von Prdparaten auf Moringa, die mit ODQ vorbehandelt wurden.
Beispiel einer Originalregistrierung.
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Abbildung 20: Reaktion von Prdparaten, zu denen nach der Moringagabe ODQ appliziert
wurde. Abbildung 20a zeigt eine Originalregistrierung. Abbildung 20b zeigt den Vergleich
zwischen Prdparaten, zu denen nur Moringa gegeben (n=10) wurde und Prdparaten, zu
denen ODQ vor (n=4) oder nach (n=3) der Moringagabe appliziert wurde (**p<0,01;
*»<0,05)

3.4.3. Untersuchung der Wirkung von Moringa an endothelialen Rezeptoren

Durch die vorangegangenen Experimente schien die Dependenz der Moringareaktion vom
Endothel gesichert. Um herauszufinden, iiber welchen endothelialen Rezeptor Moringa
seine Wirkung vermittelt, wurden verschiedene Antagonisten wichtiger endothelialer

Rezeptoren in den Versuchsablauf eingebaut.

3.4.3.1. Muscarinerge Rezeptoren

Wie in Abbildung 15 zu erkennen ist, gab es deutliche Parallelen zwischen den Reaktionen
der Préparate auf Moringa und ACh. Daher lag es nahe, den Rezeptor, iiber den ACh seine
Wirkung erzeugt, genauer zu untersuchen. ACh wirkt {iber muscarinerge Rezptoren. Um
diese Rezeptoren zu blockieren, wurde vor der Moringaapplikation Atropin als nicht
selektiver Muscarinrezeptorantagonist hinzugegeben. Abbildung 21a zeigt die Wirkung
von Moringa unter Atropin. Trotz der Blockade der muscarinergen Rezeptoren durch

Atropin erzeugte Moringa eine signifikante (**p<0,01) Relaxation um 28,7%
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(+ 6,53% SEM) (n= 8). Abbildung 21b zeigt den Vergleich der Reaktionen auf Moringa

mit und ohne Zusatz von Atropin.
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Abbildung 21: Reaktion der Priparate auf Moringa unter Atropin. Abbildung 21a zeigt
eine Originalregistrierung. Abbildung 21b zeigt den Vergleich der Reaktionen
verschiedener Prdparate auf Moringa ohne (n=10) und mit (n= 8) Atropin. Es wurde kein
signifikanter Unterschied in den Reaktionen der Prdparate auf Moringa gemessen. Trotz
Blockade der muscarinergen Rezeptoren erzeugte Moringa eine signifikante Relaxation.
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3.4.3.2. Der non-adrenerge non-muscarinerge Signalweg

Sowohl in eigenen orientierenden Studien (s. 3.1.2.) als auch in anderen Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Moringa eine exzitatorische Wirkung
auf die glatte intestinale Muskulatur besitzt (Kupke et al. 2014, S. 196). Da am Magen
Histaminrezeptoren eine groBe Bedeutung haben, wurden auch die durch Histamin
hervorgerufenen Signalwege fiir die durch Moringa ausgeloste Reaktion in Betracht
gezogen. Um diese Signalkaskade genauer zu untersuchen wurde Cimetidin gewihlt.
Cimetidin ist ein selektiver Ho-Rezeptorantagonist (Aktories et al. 2010, S. 123) und wiirde
eine Wechselwirkung zwischen Moringa und H>-Rezeptoren detektieren. Aortenpriparate,
die mit Cimetidin 10°mol/l vorbehandelt wurden, zeigten keinen signifikanten
Unterschied in ihrer Reaktion auf Moringa zu Prdparaten, die ohne Cimetidin Moringa
erhalten haben. Der Tonus sank trotz des Cimetidins im Mittel (n=9) um 23,57% (+/-

5,04% SEM) (Abb.22).
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Abbildung 22: Reaktion der Prdparate unter der Einwirkung von Cimetidin. Cimetidin
wurde 30 Minuten vor der Aktivierung mit KCI hinzugegeben. Abbildung 22a zeigt eine
Originalregistrierung. Abbildung 22b zeigt den Vergleich der Reaktionen auf Moringa
ohne (n=10) und mit (n= 9) Cimetidin; es konnte kein signifikanter Unterschied gemessen
werden.

Ein weiterer wichtiger Vasodilatator, der seinen Effekt ebenfalls iiber einen endothelialen
Rezeptor vermittelt, ist Adenosin. Adenin und Uridin rufen iber vier
P2Y-Rezeptorsubtypen ein Ca®" Signal in der glatten Muskulatur der Aorta hervor
(Govindan und Taylor 2012, S. 763). P2Y-Rezeptoren werden vom Endothel exprimiert.
Um auszuschlielen, dass Moringa seine Wirkung iiber diese Rezeptoren vermittelt, wurde
der Antagonist MRS2179 verwendet. Trotz der Vorbehandlung einer Gruppe von
Priparaten (n=12) mit MRS 2179 10 mol/l sank der Tonus unter dem Einfluss von
Moringa signifikant (**p<0,01) um 35,07% (5,34% SEM) (Abb. 23).
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Abbildung 23: Reaktion der Prdparate unter der Einwirkung von MRS2179. MRS2179
wurde 30 Minuten vor der Aktivierung mit KCI hinzugegeben. Abbildung 23a zeigt eine
Originalregistrierung. Abbildung 23b zeigt den Vergleich der Reaktionen auf Moringa
ohne (n=10) und mit (n= 13) MRS2179; es konnte kein signifikanter Unterschied in der

Reaktion der Prdparate auf Moringa gemessen werden.

Um zu testen, ob Moringa seine Wirkung iiber die Aktivierung der Cyclooxygenase und

somit tiber die endogene Herstellung von PGI; vermittelt, wurde die Cyclooxygenase mit
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Indometacin gehemmt. Abbildung 24a zeigt die Reaktion eines Aortenpriparates auf
Moringa unter Hemmung der Cyclooxygenase. Trotz der Vorbehandlung einer Gruppe der
Praparate (n=7) mit Indometacin, sank der Tonus unter dem Einfluss von Moringa
signifikant (*p<0,05) um im Mittel 29,16% (+9,36% SEM) (Abb.24b).

Die Messungen ergaben, dass unter Hemmung der muscarinergen, der Histamin- und der
P2Y-Rezeptoren, sowie unter der Hemmung der Cyclooxygenase 1 und2 Moringa
weiterhin eine signifikante Tonusreduktion erzeugt. Es konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Reaktionen der Préparate auf Moringa ohne und mit einem

Antagonisten gemessenen werden.
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Abbildung 24: Reaktion eines Aortenpriparates auf Moringa unter der Hemmung der
Cyclooxygenase mittels Indometacin.

Abbildung 24a zeigt eine Originalregistrierung, 30 Minuetn vor Aktivierung mittels KCI
wurde Indometacin hinzugegeben.

Abbildung 24b zeigt den Vergleich der Reaktionen auf Moringa zwischen Prdparaten, an
denen die Cyclooxygenase gehemmt wurde (n=7) und Prdparaten, zu denen nur Moringa
hinzugegeben wurden (n=10), es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den

Reaktionen der Priparate auf Moringa gemessen werden.
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4. Diskussion

Die in dieser Studie durchgefiihrten Experimente sollten die Auswirkung der Substanz des
Moringa oleifera Baumes auf die glatte Muskulatur zeigen. Die Wirkung wurde an dem
perfundierten Herzen nach Langendorff, dem Magenfundus und der thorakalen Aorta der
Ratte untersucht. Dabei erwies sich das perfundierte Herz nach Langendorff als eine nicht
adidquate Methode und es konnten nur schwer zu interpretierende Ergebnisse dokumentiert
werden. Die Experimente an der thorakalen Aorta im Organbad erwiesen sich als
aussagekriftig und haben es ermdglicht, den Einfluss der Substanz auf die Gefdfle unter
verschiedenen Ausgangssituationen in-vitro zu testen. Zuerst wurde der alleinige Effekt
der Substanz getestet. Im weiteren Vorgehen wurde versucht, Rezeptoren und weitere

Faktoren, die fiir den beobachteten Effekt verantwortlich sind, zu identifizieren.

4.1. Orientierende Experimente am perfundierten Herzen nach Langendorff
Um den Einfluss des Moringas einerseits auf kleinste Gefdle und andererseits auf das
zentrale Organ des Herz-Kreislauf-Systems zu testen, wurden Versuche am perfundierten
Herzen nach Langendorff durchgefiihrt.

In den Experimenten an der thorakalen Ratten Aorta konnte gezeigt werden, dass Moringa
am glatten GefaBmuskel eine endothelabhéngige Relaxation hervorruft. Da auch die
kleinen Koronararterien mit Endothel ausgekleidet sind und das vom Endothel freigesetzte
NO eine wichtige Funktion in der Durchblutungsregulation hat (Couto et al. 2015) wurde

demnach auch eine Dilatation der Koronararterien erwartet.

Da die Perfusionslosung frei von Blutbestandteilen ist und somit keine Erythrozyten zur
Sauerstoffbindung und zum Sauerstofftransport zur Verfiigung stehen, kann der Sauerstoff
nur physikalisch in der Perfusionslosung gelost werden. Dies hat eine schlechtere
Sauerstoffversorgung des Herzens zur Folge. Daher kann man davon ausgehen, dass die
Koronarien keinen basalen Tonus besitzen und maximal dilatiert sind. Um einen Effekt
von Moringa messen zu konnen, musste diese maximale Dilatation der Koronarien
aufgehoben werden. Dies geschah iiber die Aktivierung der glatten GefaBmuskulatur

mittels Kalium.

Unter Hinzugabe von Moringa wurde aufgrund der Beaobachtungen am Magen und an der
Aorta demnach eine Dilatation der zuvor aktivierten Koronararterien erwartet.

Unerwarteter Weise konnte keine Dilatation gemessen werden. Moringa fiihrte zu einer
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Konstriktion der Koronararterien. Es ergaben sich zwei Erkldarungsmdglichkeiten, warum
es zu einer Konstriktion der Koronarien kommen konnte, die allerdings keine ,,echte®

Reaktion der Praparate auf die Substanz darstellen wiirden:

Einerseits ist es denkbar, dass der hergestellte Auszug der Substanz Schwebstoffe enthilt,
die die Koronararterien verstopfen. Dies wurde im Vorhinein der Experimente fiir
unwahrscheinlich gehalten, da der Auszug durch einen Filter mit 0,2 um Porengréf3e
filtriert wurde. Diese Porengrof3e ist in ihrem Durchmesser kleiner als bisher beschriebene

Koronargefille der Ratte (Sakamoto et al. 2015).

Andererseits ist das Herz in der Langendorff-Apparatur nicht gegen duBlere Einfliisse,
geschiitzt. Trotz der Bemiihungen ein anndhernd &hnliches Milieu, wie es im Korper
besteht, herzustellen, ist es mdglich, dass es auf Grund dieser duBleren Einfliisse und einem
Fehlen von kolloidosmotisch wirksamen Bestandteilen in der Perfusionslosung zu einer
kontinuierlichen Auswirtsfiltration in das umliegende Gewebe kommt. Diese
Auswirtsfiltration wiirde zu Odemen im umliegenden Gewebe fithren. Da das Herz vor der
Testung der Substanzen einer 30 miniitigen Equilibrierungsphase unterzogen werden
musste und sich die Experimente insgesamt iiber einen Zeitraum von ca. zwei Stunden
hinzogen, ist es moglich, dass die in dieser Zeit entstandenen Odeme die Koronarien von
auBen komprimieren. Diese Odementwickelung und die damit entstandene Komprimierung
der Koronarien konnte auch tatsdchlich beobachtet werden, war jedoch bei genauer
Betrachtung der Messkurve klar von der eigentlichen Reaktion auf Moringa abzugrenzen.
Neben einem an die Moringa-Gabe gekoppelten sprunghaften Anstieg des Druckes ist eine

kontinuierliche Druckzunahme iiber die Zeit zu beobachten (Abb. 25).

Die These der Odementstehung konnte dadurch unterstiitzt werden, dass bei Betrachtung
des Herzens (nach Versuchsdurchfiihrung) unter dem Mikroskop Ablagerungen der
Substanz im Gewebe festgestellt wurden (Abb. 26). Dies spricht dafiir, dass der Stoff durch
Auswirtsfiltration in das extravasale Gewebe gepresst wurde. Es ist zu vermuten, dass die
Langendorff-Methode fiir solche Stoffe wie Moringa nicht geeignet ist, da sich die
Substanz aufgrund der Druckverhéltnisse laut der Starlingschen-Filtrationstheorie im
Interstitium ablagert und nicht geniigend extravasaler Druck vorhanden ist, um die

Substanz im Gefdl zuhalten oder zuriick in die Gefdlle zu transportieren.
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Neben der eindeutigen Konstriktion der Koronargefa3e konnten teilweise auch biphasische

Reaktionen gemessen werden: In Folge einer iiberschieenden Konstriktion war eine

geringgradige Dilatation zu beobachten (Abb.25).
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Abbildung 25: Unterscheidung zwischen der kontinuierlichen Zunahme des Druckes in den

Koronarien des Herzens iiber die Zeit und der , echten’ Reaktion auf die Zugabe von

Moringa. Beispiel einer Originalregistrierung.

Abbildung 26: Foto des Rattenherzens nach den Versuchen unter einem Mikroskop. Die

schwarzen Pfeile markieren griinliche Ablagerungen des Moringas im Gewebe.
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Da in den Organbadexperimenten an der Rattenaorta sowohl ACh als auch Moringa eine
Relaxation hervorgerufen haben, ist man davon ausgegangen, dass dies auch in
Experimenten am Herzen der Fall sein miisste. Daher wurde im Vergleich des Einflusses
von ACh und Moringa auf die Durchblutung der Koronararterien eine Mdglichkeit
gesehen, zu iiberpriifen, ob es nur durch extravasale Ablagerungen und Odementstehung
zu der gemessenen Druckzunahme kommt oder auf Grund einer ,,echten* Reaktion. Wie in
der Literatur beschrieben, sollte ACh auch in den Koronarien zu einer endothelabhingigen
Vasodilatation fiihren (Komaru et al. 1991).

Es wurde eine biphasische Reaktion gemessen (Abb. 27). Auf eine starke Druckzunahme

in den Koronararterien durch ACh folgt eine schwéchere Dilatation.
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Abbildung 27: Reaktion der Koronararterien auf ACh. Es konnte eine Konstriktion

gemessen werden. Beispiel einer Originalregistrierung.

Eine Aktivierung liber ms-Rezeptoren der glatten Muskulatur der Koronarien ist offenbar
der endothelabhingigen Relaxation iiberlegen.

Um bei diesen Messungen sicher zu gehen, dass es nicht auf Grund von zu hoch gewéhlten
Konzentrationen zu dieser Reaktion gekommen ist, wurde ACh auch in niedrigeren

(0,01-0,1 uM) Konzentrationen als der von uns gewihlten Standardkonzentration (1 uM)
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getestet. Trotzdem wurde eine Konstriktion gemessen. In Studien konnte gezeigt werden,
dass es bei Herzen von fettleibigen Ratten zu einer Beeintrichtigung der durch ACh
ausgelosten Vasodilatation der Herzkranzgefile kommt. Allerdings war bei diesen
fettleibigen Ratten auch die endothelabhidngige Vasodilatation der Aorta reduziert (Kagota
et al. 2010); diese Parallele konnte in der beschriebenen Versuchsreihe nicht gezogen
werden und ist daher keine Erklérung fiir die gemessene Konstriktion der Koronararterien
auf ACh- und Moringa-Gabe. So ist eher anzunehmen, dass die gemessene Reaktion durch
die gleichzeitige Wirkung von ACh am Endothel und am glatten Muskel zustande kommt
und dabei die konstriktorische Wirkung am glatten Muskel die endotheliale Dilattaion
iiberwiegt. Dieser Effekt konnte bereits in fritheren Studien herausgearbeitet werden (Su et

al. 1993).

Es ist eher unwahrscheinlich, dass es bei der Préparation des Herzens und bei der
Einbringung des Herzens in die Langendorff-Apparatur zu einer Schddigung des Endothels

der Herzkranzgefaf3e in ihrer Funktion gekommen ist.

Es ist wahrscheinlicher, dass ACh einen starken konstriktorischen Einfluss auf die

Koronararterien der Ratte hat, welche stirker, als die dilatatorische Komponente ist.

Es ist davon auszugehen, dass in-vivo bei verstirkter Herzarbeit die anfallenden Metabolite
wie Adenosin autoregulatorisch wirken und deswegen eine Vasodilatation in-vivo

liberwiegen wiirde.

Das perfundierte Herz nach Langendorff hat sich als eine ungiistig gewihlte Methode
herausgestellt, da es zu viele mdgliche Storfaktoren bietet, die eine sichere Untersuchung
der Substanz behindern. Diese Gegebenheit wird durch die schwer zu interpretierenden
Ergebnisse unterstrichen. Aus diesem Grund wurden orientierende Studien an
Magenfuduspraparaten und der thorakalen Aorta der Ratte durchgefiihrt. Das
Hauptaugenmerk der Studie konzentriert sich auf die Wirkung an der thorakalen

Rattenaorta.

4.2. Endothelunabhéngiger Signalweg

Wie zuvor in der Arbeit beschriecben, wurden orientierende Studien an
Magenfunduspréparaten der Ratte durchgefiihrt. In dieser Versuchsreihe konnte ein

exzitatorischer Einfluss des Moringas gemessen werden. Diese leicht exzitatorische
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Wirkung konnte auch an Aortenprédparaten, an denen das Endothel entfernt wurde, und an
Priparaten, an denen der NO-Signalweg gehemmt wurde, gemessen werden. Diese
Ergebnisse waren in der statistischen Auswertung nicht signifikant, was sich jedoch
eventuell mit der geringen Stichprobenzahl erkldren ldsst und an groeren Populationen
genauer untersucht werden miisste. Aus den in dieser Studie gemessenen Ergebnissen
konnte man daher trotzdem vermuten, dass die Wirkung von Moringa davon abhingig ist,
ob es am Endothel oder am glatten Muskel direkt wirkt. Dies wiirde fiir eine
organspeziefische Wirkung der Substanz sprechen.

In der Literatur werden auch andere Agonisten/Metabolite beschrieben, deren Wirkung
davon abhéngig ist, ob die Substanz am Endothel oder am GefidBmuskel direkt wirkt bzw.
ob Endothel vorhanden ist oder entfernt wurde.

Sowohl ACh als auch Substanz P bewirken iiber das Endothel eine Relaxation von
vorstimulierten GefaBBpriparaten. Ist das Endothel vorher entfernt worden, kann keine oder

nur eine sehr schwache Relaxation gemessen werden (Furchgott und Zawadzki 1980).

Eine weitere Substanz mit unterschiedlichem Wirkmuster am Endothel und am glatten
Muskel ist Serotonin. Uber seinen 5-HT-Rezeptor am Endothel initiiert Serotonin die
Aktivierung der eNOS und somit eine Vasodilatation (Martin et al. 1992). Am
GefaBmuskel direkt wirkt Serotonin iiber den 5-HT-Rezeptor als Vasokonstriktor

(Edvinsson et al. 1978).

Da Moringa ein Naturstoff und somit ein Gemisch verschiedener Stoffe ist, ist es moglich,
dass diese verschiedenen Inhaltsstoffe {iber unterschiedliche Rezeptoren wirken und daher
auch ein endothelunabhégiger Signalweg gemessen werden kann.

An der glatten Muskulatur des Magenfundus konnten Hinweise darauf gesammelt werden,
dass Moringa eine aktivierende Wirkung iiber a-Rezeptoren hat (s.Ergebnissteil). Daher
muss auch die adrenerge Signalkaskade in Betracht gezogen werden.

Es finden sich auch andere Stoffe, deren Wirkung iiber verschiedene Rezeptoren vermittelt
wird, wobei entweder die relaxierende oder die aktivierende Komponente iiberwiegt, je
nach Konzentration des Stoffes und der Dichte der Rezeptoren an dem jeweiligen Organ.
So wirkt Adrenalin iiber al-adrenerge Rezeptoren konstringierend, iiber B-adrenerge
Rezeptoren bewirkt es jedoch eine Erschlaffung der glatten Muskulatur (Whelan und De
La Lande, I S 1963; Glover et al. 1962).

Auch die Wirkung von NA ist abhiingig davon, {iber welchen Rezeptor es wirkt. NA hat

eine hohe Affinitdt zu a-adrenergen Rezeptoren und filihrt iiber diese zu einer Konstriktion
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der Widerstands- und KapazititsgefiBe. Uber B-Rezeptoren an den KoronargefiBen
vermittelt NA jedoch eine Dilatation (Abdelrahman et al. 1990).

Diese Dilatation kann auch an peripheren Gefdllen gezeigt werden, wenn die a-Rezeptoren
blockiert werden (Whelan und De La Lande, I S 1963).

Dies bestitigt die Annahme, dass verschiedene Substanzen ihre Wirkung tiiber ein
Gleichgewicht bzw. ein Ungleichgewicht der vorherrschenden Rezeptoren und Affinititen

zu diesen Rezeptoren vermitteln, was auch bei Moringa der Fall sein konnte.

4.3. Moringa induzierte Relaxation an der thorakalen Aorta der Ratte

In ersten Experimenten konnte eine durch Moringa induzierte Relaxation der zuvor
aktivierten Aortenpréparate nachgewiesen werden. Im anschlieBenden Versuchsverlauf
zeigte sich, dass eine sorgfiltige und umsichtige Prédparation der thorakalen
Aortenpréparate wesentlich fiir den weiteren Erfolg der durchgefiihrten Experimente ist. In
der Literatur wird beschrieben, dass es wihrend der Prdparation der Gefdle zur
Beschiddigung des Endothels kommen kann (Furchgott und Zawadzki 1980). Diese
Tatsache hat demnach zur Folge, dass endothelabhdngige Reaktionen nicht mehr
stattfinden. So wurde deutlich, dass die durch Moringa hervorgerufene Relaxation
endothelabhdngig ist. Diese Annahme wurde in weiteren Versuchen bestétigt: Wurde das
Endothel absichtlich entfernt, konnte Moringa keine Relaxation erzeugen.

AuBlerdem konnte durch die Hemmung verschiedener wichtiger in Frage kommender
Signalkaskaden herausgestellt werden, dass diese endothelabhéngige Reaktion {iber eine
Produktion von NO hervorgerufen wird.

Um den Rezeptor und die Signalkaskade, iiber die die Relaxation vermittelt wird, zu
identifizieren, wurde 1im Weiteren der Einfluss verschiedener endothelialer
Rezeptorantagonisten auf Moringa getestet. Hierbei konnten wichtige Rezeptoren
ausgeschlossen werden (Abb. 28). Sowohl muscarinerge Rezeptoren als auch Histamin-
und Purinrezeptoren sowie die endogene Prostaglandinsynthese spielen in der

Signalkaskade des Moringas keine Rolle.
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Abbildung 28: Einfluss der additiven Wirkung verschiedener Rezeptorantagonisten auf die
Wirkung von Moringa im Vergleich zur Wirkung des reinen Moringas ohne Antagonisten.
Trotz Einflusses der verschiedenen Antagonisten konnte eine signifikante Relaxation
durch Moringa gemessen werden. Es konnte kein signifikanter (p>0,05) Unterschied
zwischen der gemessenen Relaxation unter dem Einfluss des reinen Moringas und unter

additiver Wirkung der Antagonisten gemessen werden.

4.4. Irreversible Rezeptorbesetzung durch Moringa

Wie sowohl in der Versuchsdurchfiihrung als auch im Ergebnisteil beschrieben, konnte die
durch Moringa ausgeldste Relaxation nur bei erstmaliger Gabe gemessen werden. Bei
erneuter Gabe der Substanz zu demselben Priparat wurde in einem zweiten
Versuchsdurchlauf keine Relaxation gemessen. Es konnte also nicht in einem ersten
Versuchsdurchlauf die Wirkung des reinen Moringas und in einem zweiten
Versuchsdurchlauf die additive Wirkung eines Antagonisten auf die Moringareaktion an

ein und demselben Priparat getestet werden.

Um trotzdem mogliche Wechselwirkungen zwischen Moringa und einer zweiten Substanz
zu untersuchen, wurde die Versuchssequenz an einer groen Population durchgefiihrt und
die gemessenen Daten statistisch aufgearbeitet. So wurde eine Korrelation zwischen der
Wirkung von ACh und Moringa festgestellt. ACh war reversibel und konnte von seinen
Rezeptoren gelost werden. Aus der jeweils gemessenen Reaktion auf ACh konnte ein
Schitzwert fiir die jeweilige Reaktion desselben Praparates auf Moringa erhoben werden.
So konnte durch ACh eine Vorhersage getroffen werden, wie Moringa auf dieses Préaparat

ohne Antagonist gewirken hitte (Abb.15).
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Uber diese Methode konnte sichergestellt werden, dass die durch Moringa ausgeldste
Reaktion tatsdchlich nicht durch die Antagonisten beeinflusst wurde. Es bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen der vorhergesagten Reaktion auf Moringa ohne
Antagonisten und der gemessenen Reaktion auf Moringa unter Einfluss des Antagonisten.

Abbildung 29 zeigt den Vergleich der Werte am Beispiel des Antagonisten MRS2179.
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Abbildung 29: Vergleich der gemessenen Werte als Reaktion auf Moringa unter Einfluss
von MRS2179 und der auf Grund der gemessenen Reaktion auf ACh berechneten Werte
ohne MRS2179 (n=12). Es besteht kein signifikanter Unterschied in der Reaktion auf
Moringa unter dem Einfluss von MRS2179.

Aus der beschriebenen Situation ergibt sich die Frage, warum Moringa nur in dem ersten
Versuchsdurchlauf eine Wirkung hat und warum es nicht {iber Erneuern der Ldsung
reversibel ist.

Das Auswaschen von Moringa aus der Losung bzw. von den Rezeptoren war auch in
einem 24-stiindigen Zyklus nicht moglich. Nach 24 Stunden in frischer Losung im
Organbad waren die Praparate noch funktionsfdhig und reagierten adidquat auf eine erhohte
Kaliumkonzentration mit einer Konstriktion. Auf Moringa war jedoch keine Reaktion in
Form einer Relaxation messbar (Daten nicht gezeigt).

Es gibt bekannte Substanzen, die Rezeptoren oder Enzyme irreversibel blockieren. Dazu

zdhlen beispielsweise ASS (Gonzalez-Bello 2016), Penicillin, Cephalosporine (Kluge und
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Petter 2010) und Omeprazol (Lindberg et al. 1990). All diese Substanzen werden im
klinischen Alltag hiufig eingesetzt.

Eine der am besten untersuchten Substanzen ist dabei ASS (Gonzélez-Bello 2016). ASS ist
ein NSAID. Uber eine Hemmung der COX-1und-2 wird die Synthese von
Prostaglandinen gehemmt (Warner und Mitchell 2002). Es miissen neue Enzyme
synthetisiert werden, damit wieder Prostaglandine gebildet werden kénnen. Hier konnte

eine Parallele zu Moringa bestehen.

In manchen Fillen miissen sich erst neue Rezeptoren bilden, da diese durch ihren
Agonisten z.B. internalisiert und abgebaut wurden. Es konnte also moglich sein, dass
Moringa zu diesen Stoffen gehort und erst neue Enzyme oder Rezeptoren gebildet werden
miissten, die von Moringa wieder neu aktiviert oder besetzt werden konnen, um eine

erneute Reaktion hervorzurufen.

4.5. Vergleich zwischen Moringa oleifera und anderen natiirlich

vorkommenden vasoaktiven Substanzen
Es gibt eine Vielzahl von natiirlich vorkommenden Stoffen, die einen gesundheitlichen
Nutzen mit sich bringen sollen und beispielsweise hypotensive Effekte haben.
Tabelle 5: Beispiele natiirlich vorkommender Substanzen, die einen gesundheitlichen

Nutzen haben

Substanz Effekt Quelle

S-allyl cysteine sulphoxide | Hypotensive Wirkung, (Asdaq und Inamdar 2010)
(enthalten in frischem antithrombotisch

Knoblauch)

Polyphenole (enthalten in Hypotensiv, (Almeida Rezende et al.
z.B. dunkler Schokolade, antithrombotisch, 2015), (Heiss et al. 2005)
grilmem Tee und Wein) antikarzinogen

Isothiocyanate ( enthalten in | antikarzinogen (Hecht 2000)
Kreuzbliitlern wie z.B.

Brokkoli)

Cucurmin (enthalten in Antiinflammatorisch, (Agrawal und Mishra 2010)
Kurkuma) antikarzinogen
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In zuriickliegenden Untersuchungen wurde Moringa mit solchen Substanzen verglichen.

Dazu zihlen z.B. die Kreuzbliitler und die Flavonoide.

Die natiirlichen Polyphenole, die Flavonoide, sind in verschiedenen Nahrungsmitteln wie
dunkler Schokolade, Wein und griinem Tee enthalten (Almeida Rezende et al. 2015).
Ihnen wird eine dhnlich gesundheitsfordernde Wirkung wie Moringa nachgesagt. Auch die
Flavonoide wirken iiber eine Freisetzung von NO aus dem Endothel (Heiss et al. 2005).
Neben der hypotensiven und antithrombotischen Wirkung sollen Flavonoide auch
antikarzinogen sein. Aufgrund der festgestellten Ahnlichkeit zwischen der Wirkung von
Moringa und der von Flavonoiden sollte dariiber diskutiert werden, ob auch Moringa solch

eine antikarzinogene Wirkung haben konnte.

Dieser Aspekt kann, rein auf die Motorik der GefiaB3e bezogen, unter zwei Gesichtspunkten

betrachtet werden:

Einerseits konnte gezeigt werden, dass Moringa an Gefédl3en, die mit Endothel ausgekleidet
sind, einen hypotensiven Effekt hat und zu einer Weitstellung der Gefél3e fiihrt. Daraus
konnte geschlussfolgert werden, dass Moringa einen positiven Effekt auf die Angiogenese
hat und so zu einer besseren Versorgung von Tumoren und Metastasen fiihrt. Wie in der
Literatur beschrieben, ist einerseits das Tumorwachstum von der Versorgung, also von der
Neovaskularisation des Tumors abhéngig und andererseits werden Tumorzellen iiber den
Blutfluss im Korper verstreut (Ferrara 1997). Wire dies der Fall, so konnte man annehmen,

dass Moringa eher eine fordernde Wirkung auf bereits bestehende Tumore hat.

Andererseits wird das Gewebe durch die gesteigerte Blutversorgung besser fiir das
Immunsystem zugédnglich. Dies ist notwendig, um den Tumor zu bekdmpfen und
Abfallprodukte abzutransportieren (Ferrara 1997). Das wiirde dafiir sprechen, dass
Moringa die Entstehung von Tumoren erschwert. Dies wiirde allerdings ein intaktes
Immunsystem voraussetzen. Ist das Immunsystem bereits geschwécht, konnte eine
Verwendung von Moringa kontraindiziert sein.

AulBlerdem wurde eine konstriktorische Wirkung von Moringa an Gefdflen ohne oder mit
beschddigtem Endothel gezeigt. Dies konnte demnach bedeuten, dass wenn Moringa an
pathologisch verdnderten GefdBen wirkt, die Blutversorgung des Tumors iiber eine
Gefallkonstriktion gehemmt wird.

Fiir eine antikarzinogene Wirkung von Moringa spricht weiterhin der Vergleich mit den

Kreuzbliitlern wie z.B. Brokkoli. Die in Moringa enthaltenen Isothiocyanate haben

66



pharmakologische Ahnlichkeit zu den gut untersuchten Isothiocyanaten der Kreuzbliitler
(Waterman et al. 2014). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Isothiocyanate
das Tumorwachstum hemmen koénnen (Hecht 2000). Bestimmte Bestandteile der
Isothiocyanate von Moringa sollen sogar eine stirkere Hemmung der NF-kB Expression
und des Myelomawachstums haben als die Sulforaphane des Brokkolis (Brunelli et al.

2010).

Mit den durchgefiihrten Experimenten kann die Frage nach der Wirkung von Moringa auf
die Karzinogenese nicht genau beantwortet werden. Fiir die Beantwortung dieser Frage
miissen andere experimentelle Settings geschaffen werden. Diese Frage war jedoch kein

Teil der durchgefiihrten Studien.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung des Moringa oleifera-Extraktes auf die
glatte Muskulatur getestet. Bisher war aus vorherigen Studien bekannt, dass sowohl
Moringa oleifera, als auch die Gattung Moringa stenopetala hypotensive Effekte haben

soll. In unserer Studie konnten diese Beobachtungen bestitigt werden.

Des Weiteren wurden Experimente an der glatten Muskulatur des Magens und am Herzen
der Ratte durchgefiihrt.
Am Magen entfaltet Moringa cher eine exzitatorische Reaktion, die iiber a-Rezeptoren

vermittelt werden konnte.

Die Messung der Wirkung auf die Herzkranzgefile ergab schwer zu interpretierende
Ergebnisse. Es wurden zum Teil biphasische aber auch konstriktorische Reaktionen
gemessen. Es ist zu diskutieren, in wie weit die gemessenen Effekte des Moringas auf das
Herz und die Koronarien einen negativen Einfluss in-vivo haben. Es ist anzunehmen, dass
Moringa an den Koronararterien einerseits iiber das Endothel eine Dilatation hervorruft
und andererseits am glatten Muskel der Gefdlle eine Vasokonstriktion vermittelt, welche
die dilatatorische Komponente iibersteigt. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass in-vivo die
lokal dilatatorisch wirksamen Metaboliten einer Konstriktion entgegen wirken wiirden.

Dies konnte in weiteren Experimenten und z.B. in-vivo Studien getestet werden.

An der Regulation des Vasotonus und des Herz-Kreislauf-Systems sind viele verschiedene
Einfliisse beteiligt. Fiir eine komplikationslose und regelrechte Funktion miissen diese
verschiedenen Einfliisse in einem stetigen Gleichgewicht stehen. Kommt es zu einem

Ungleichgewicht, kdnnen daraus Krankheitsbilder entstehen.

Eine wichtige Rolle spielt dabei das Endothel. Die Funktion des Endothels ist vielfaltig
und umfasst neben der Regulation des Vasotonus auch den Schutz der GefiaBle und

ermoglicht einen regelrechten Blutfluss.

In den beschriebenen Experimenten an der thorakalen Rattenaorta konnte gezeigt werden,
dass Moringa als vorrangige Wirkung eine Vasodilatation hervorruft. Die Vasodilatation
ist von der Funktionsfahigkeit des Endothels abhingig. Aulerdem konnte gezeigt werden,
dass die Reaktion iiber die Produktion und den Signalweg des NOs vermittelt wird. Des
Weiteren wurde herausgearbeitet, dass die endothelabhingige Wirkung von Moringa iiber

keine der wichtigsten endothelialen Rezeptoren hervorgerufen wird. Dazu zdhlen
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muscarinerge Rezeptoren, Histamin- und Purinrezeptoren. AuBlerdem konnte
ausgeschlossen werden, dass Moringa seinen vasodilatatorischen Effekt tiber die endogene

Prostaglandinsynthese erzeugt.

Uber die Hemmung der NO-Signalkaskade konnten, wie schon am Magen, auch an der
Aorta zum Teil exzitatorische Reaktionen gemessen werden. Dies hat zur Annahme
gefiihrt, dass Moringa neben der Wirkung am Endothel auch eine direkte Wirkung am

glatten Muskel hat. Demnach scheint die Wirkung von Moringa organspezifisch zu sein.
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8. Thesen

1. Das Extrakt aus dem Pulver der getrockneten Blitter, Wurzeln und Aste des
Moringa oleifera Baumes hat eine Wirkung auf die glatte Muskulatur. Die Art der

Wirkung ist organspezifisch.

2. Auf die glatte GefdBmuskulatur wirkt das Pulver endothelabhéngig relaxierend. Die

endothelabhédngige Relaxation wird iiber eine Produktion von NO vermittelt.

3. Unter Hemmung der endothelabhidngigen Signalkaskade wirkt das Extrakt auf die

glatte GefaBmuskulatur nicht relaxierend sondern exzitatorisch.

4. Die Wirkung des Extraktes ist davon abhéngig, ob es an der glatten Muskulatur
direkt oder iiber das GefdBBendothel wirkt.

5. Das Extrakt des Moringa oleifera Baumes hat Ahnlichkeit mit der Wirkung von
ACh auf die Gefdmuskulatur.

6. Das Extrakt wirkt nicht wie ACh {iber muscarinerge Rezeptoren. Auch wirkt es

nicht iiber Histamin- und Purinrezeptoren.

7. Das Extrakt vermittelt seine Wirkung nicht iiber die endogene Produktion von

Prostaglandinen.

8. Auf die Koronararterien wirkt das Extrakt des Moringa oleifera Baumes
iiberwiegend vasokonstriktorisch und fiihrt zu einer Druckerh6hung in den

Koronararterien. Es werden biphasische Reaktionen gemessen.
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