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1 Einleitung 

 

Die Muskulatur des menschlichen Körpers ist nicht nur Voraussetzung für die Haltung 

und Bewegung, sondern auch essentiell für Funktionen wie Miktion, Verdauung und 

Regulationsprozesse. Zu diesen zählt auch die Reaktion auf Blutdruckveränderungen. 

Durch Erweiterung oder Verengung des Durchmessers von Blutgefäßen können 

Anpassungen von Druck und Durchflussmenge erfolgen. Diese 

Regulationsmechanismen können bei Bluthochdruckpatienten gestört sein und 

Folgeerkrankungen auslösen. Die arterielle Hypertonie weist in Industrienationen eine 

Prävalenz von > 20% [1] auf und erhöht zusammen mit weiteren Risikofaktoren das 

Auftreten von kardiovaskulären Erkrankungen [2], wie z.B. dem Schlaganfall und der 

koronaren Herzkrankheit (KHK). Diese Folgeerkrankungen verursachen nicht nur 

erhebliche Kosten im Gesundheitssystem, sie sind zudem noch eine der 

Haupttodesursachen in Deutschland.  

Von arterieller Hypertonie spricht die Deutsche Hochdruckliga basierend auf den 

Leitlinien der Europäischen Gesellschaft für Bluthochdruck (ESH) ab einem 

individuellen Schwellenwert, bei dem ein erhöhtes Risiko für kardiovaskuläre 

Erkrankungen auftritt [3]. Um eine für die Praxis vereinfachende und anschaulichere 

Definition zu erhalten, wurden Richtwerte im Rahmen einer Tabelle aufgestellt. Nach 

dieser Einteilung spricht man von einer Hypertonie ab einem arteriellen Bluthochdruck 

von systolisch > 140 mmHg und diastolisch von > 90 mmHg. Des Weiteren kann in 

verschiedene Schweregrade eingeteilt werden, wie in Tabelle 1-1 abgebildet. 

Nach ihrer Ätiopathogenese wird zwischen primärer und sekundärer arterieller 

Hypertonie unterschieden. Zur Hypertonie der sekundären Form, d.h. durch eine 

Grunderkrankung hervorgerufen, zählen nur etwa 10% der Erkrankungen. In 90% der 

Fälle liegt bei Patienten mit erhöhtem Blutdruck die essentielle Hypertonieform vor [4]. 

Mit verschiedenen v.a. medikamentösen Therapiemöglichkeiten ist eine Einstellung des 

Blutdruckes auf Normalwerte oft gut durchführbar, allerdings konnten die Genese und 

die Pathomechanismen der primären Hypertonie bisher nicht vollständig aufgeklärt 

werden. Aus diesen Gründen ist es von allgemeinem Interesse die Funktionsweise der 

muskulären Bestandteile der Blutgefäße zu verstehen, neue Einflussmöglichkeiten auf 

die Gefäßmuskulatur zu untersuchen und Wirkungen von Arzneimitteln zu erforschen. 
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Tab. 1-1: Einteilung der Hypertonie nach Leitlinien der European Society of Hypertension (ESH) 
2009 [3] 
 

Klassifikation Systolisch (mmHg) Diastolisch (mmHg) 

optimal < 120 < 80 

normal < 130 < 85 

hoch-normal 130-139 85-89 

leichte Hypertonie 

(Grad 1) 
140-159 90-99 

mittelschwere Hypertonie 

(Grad 2) 
160-179 100-109 

schwere Hypertonie 

(Grad 3) 
 180 110 

isolierte systolische 

Hypertonie 
140 < 90 

 

 

 

2 Theoretische Vorbetrachtung 
 

2.1 Glatte Muskulatur  

 

Der vorherrschende Muskeltyp der Gefäße unterscheidet sich zum Skelettmuskel in 

mehreren Punkten und wird auch als glatter Muskel bezeichnet. Der glatte Muskel 

besitzt im Gegensatz zur quergestreiften Skelettmuskulatur einen etwas abweichenden 

Aufbau. Schon das Ausmaß der Muskelfaser ist ca. 30-mal schmaler und etwa 100-mal 

kürzer als das des Skelettmuskels [5]. Dies erlaubt sehr feine und differenziertere 

Kontraktionen, welche für die Funktion z.B. in Wänden von Blutgefäßen unerlässlich 

sind. Auch findet man nicht die für den Skelettmuskel typische gleichmäßige 

Anordnung der Quervernetzungen in Sarkomeren, welche dessen mikroskopisch 

sichtbare Querstreifung erzeugen. Vielmehr zeigt sich ein eher geflechtartiger Aufbau, 

welcher eine Verkürzung der Gesamtzelle um bis zu 80% der Länge ermöglicht. Im 

Vergleich dazu erreicht die Skelettmuskelzelle lediglich eine Kontraktion von 30% ihrer 

Gesamtlänge [5]. Strukturell findet man in glatten Muskelzellen sogenannte dense 

bodies, welche die Funktion der Z-Scheiben des quergestreiften Muskels übernehmen 

[6]. In den dense bodies sind die Aktinfilamente verankert und zusammen mit 
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Kollagenfasern und elastischen Fasern bilden sie das Zytoskelett dieser zylindrischen 

Zelle. Weiterhin gibt es neben intrazellulären auch randständige dense bodies, die 

zusätzlich über gap junctions Zellkontakte bilden und so ein wichtiges Element der 

Erregungsausbreitung darstellen. Die einzelnen länglichen Zellkerne sind zentral 

gelegen und von Mitochondrien umgeben, die auch im Bereich der Zellmembran 

vorkommen. Der Anteil an sarkoplasmatischem Retikulum in der glatten Muskelzelle 

liegt meist unter dem anderer Muskeltypen und bildet kein tubuläres System. 

Stattdessen finden sich dort Caveolen, die eine Oberflächenvergrößerung erzeugen. Die 

eigentlichen kontraktilen Bestandteile des glatten Muskels sind wie in der 

quergestreiften Muskulatur die Aktin- und Myosinfilamente. Das Aktinfilament besteht 

aus zwei helikal gewundenen Ketten von jeweils 13 globulären Aktinmolekülen und 

weist eine Länge von etwa 1 μm auf. Das Myosinfilament besteht aus mindestens 200 

Myosinmolekülen, die in sechs Ketten angeordnet sind. Es finden sich zwei Trimere, 

die jeweils aus einer schweren Kette und zwei leichten Ketten zusammengesetzt sind. 

Die leichten Ketten werden in eine essentielle und eine regulatorische Kette 

unterschieden. An der regulatorischen Kette wird die Adenosintriphosphatase-Aktivität 

des Myosins durch phosphorylierende Kinasen bestimmt. Der Aufbau des Filaments 

wird in drei Abschnitte gegliedert: eine Kopf-, Hals- und Schwanzregion. Der Kopf tritt 

während des Querbrückenzyklus in Kontakt mit dem Aktinfilament. Der Hals erzeugt 

durch Konformationsänderung eine räumliche Veränderung und damit das 

Ineinandergleiten der Filamente [7]. 

Weiterhin kann man die glatte Muskulatur nach ihrer nervalen Versorgung in zwei 

Grundtypen unterteilen, den Single-Unit-Typ und den Multi-Unit-Typ [7]. Beim Single-

Unit-Typ verhalten sich bis zu 1000 Muskelfasern wie eine Einheit, d.h. nur wenige 

Zellen erhalten eine direkte synaptische Stimulation vom autonomen Nervensystem. Die 

Stimulation wird über gap junctions elektrisch weitergeleitet und führt so zu einer 

funktionellen Einheit [8] der Zellen. Diese Art der glatten Muskulatur ist besonders im 

Gastrointestinaltrakt, den Ureteren, dem Uterus und vielen Gefäßwänden zu finden. Im 

Gegensatz dazu steht der Multi-Unit-Typ, der hauptsächlich in der Iris, dem Ziliarkörper 

und den Pilomotoren vorkommt. Hier werden nahezu alle Fasern durch einzelne 

Neuronen stimuliert, so dass sie die Möglichkeit haben, unabhängig voneinander zu 

kontrahieren. 

Eine weitere Besonderheit der glatten Muskulatur sind die verschiedenen Möglichkeiten 

der Kontraktionsauslösung. Neben der nervalen Stimulation über das autonome 
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Nervensystem kann u.a. eine hormonelle Stimulation, Dehnung oder die chemische 

Veränderung des umgebenden Milieus Auslöser einer Kontraktion sein. Die 

verschiedenen Kontraktionsauslöser besitzen eine gemeinsame Endstrecke, welche sich 

durch einen Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration kennzeichnet. Für diesen 

Anstieg gibt es zwei grundlegende Mechanismen [9]. 

Ein Prinzip ist die Öffnung von spannungsabhängigen membranständigen Ionenkanälen. 

Dieser Mechanismus der spannungsgesteuerten Kalziumkanäle wird auch als 

elektromechanische Kopplung bezeichnet, da ein elektrisches Signal, d.h. 

Membrandepolarisation durch langandauernde Aktionspotentiale, in einer 

mechanischen Reaktion, der Muskelkontraktion, resultiert.  

Das zweite Prinzip bei der Auslösung einer Kontraktion stellt die 

pharmakomechanische Kopplung dar. Hierbei kommt es nicht zu einer Veränderung des 

Membranpotentials, sondern zu einer Reaktion rezeptorgesteuerter Kalziumkanäle auf 

die Bindung von Pharmaka, Hormonen oder Neurotransmittern. Auch rezeptorvermittelt 

ist die Bildung des second messengers Inositoltrisphosphat, welcher zur intrazellulären 

Freisetzung von Kalziumionen aus dem sarkoplasmatischen Retikulum führt. 

 

 

2.2 Kontraktionsablauf  

 

Der Anstieg der intrazellulären Konzentration von Kalziumionen ist für die Kontraktion 

der glatten Muskulatur essentiell, da er schrittweise zur Aktivierung der ATPase-

Aktivität des Myosins führt. Das Kalzium bindet an das dünne Filament Kalmodulin, 

welches Ähnlichkeiten zum Troponin der quergestreiften Muskulatur aufweist. Der 

gebildete Kalzium-Kalmodulin-Komplex aktiviert das Enzym Myosin-leichte-Ketten-

Kinase (MLCK) [7]. Die Funktion dieses Enzyms besteht in der Übertragung einer 

Phosphatgruppe von ATP auf die regulatorische Kette des Myosins. Nur im 

phosphorylierten Zustand ist das Myosinköpfchen in der Lage, mit dem Aktinfilament 

in Kontakt zu treten. Weiterhin aktiviert der Kalzium-Kalmodulin-Komplex eine 

abhängige Kinase, die das inhibierende Protein Kalponin phosphoryliert und dadurch 

dessen hemmende Wirkung auf die Myosin-ATPase-Aktivität aufhebt. Nachfolgend 

läuft der Querbrückenzyklus gleich dem der quergestreiften Muskulatur ab, indem sich 

unter ATP-Spaltung Myosin- und Aktinfilamente ineinander verschieben und zu einer 
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Muskelverkürzung führen. Abbildung 2-1 zeigt die Kontraktion der glatten Muskulatur 

sowie die den Querbrückenzyklus regulierenden Enzyme MLCK und MLCP. 

 

 
 

Abb. 2-1: Kontraktion der glatten Muskulatur nach Siverthorn [7]. Gezeigt werden die kontraktilen 
Filamente Aktin und Myosin sowie die zur Myosinphosphorylierung führende Aktivierung der MLCK 
durch Kalzium und den Kalzium-Kalmodulin-Komplex. Weiterhin ist die dephosphorylierende MLCP 
dargestellt. Beide Enzyme sind an der Regulation des Querbrückenzyklus beteiligt. 
 

 

Eine Besonderheit der glatten Muskulatur ist die Durchlauffrequenz des 

Querbrückenzyklus. Diese kann bei langanhaltenden tonischen Kontraktionen der 

glatten Muskulatur deutlich abgesenkt werden und bis zu 100-mal langsamer ablaufen 

als bei anderen Muskeltypen. Damit ergibt sich eine erhebliche Energieersparnis, 

welche Grundlage für die Ausdauerfähigkeit der glatten Muskeln ist. Diese Fähigkeit 

wird auch als latch bezeichnet [10] und spielt in Hohlorganen eine wichtige Rolle. 
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2.3 Rolle des second messengers cGMP 

 

Eine zentrale Rolle in der Regulation des Kontraktionsvorganges der glatten Muskulatur 

nimmt das zyklische Guanosinmonophosphat (cGMP) ein. cGMP entsteht aus 

Guanosintriphosphat (GTP) unter dem Einfluss des Enzyms Guanylatzyklase (GC), 

welches in löslicher (sGC) und in membrangebundener (pGC) Form vorkommt [9]. Die 

sich im Zytoplasma befindende lösliche Guanylatzyklase wird neben Kohlenmonoxid 

und Sauerstoff hauptsächlich durch Stickstoffmonoxid (NO) aktiviert. Die Bindung 

dieser Liganden führt zur Konformationsänderung an der katalytischen Domäne der GC 

[11], die in der Umwandlung von GTP in cGMP resultiert. Die membrangebundene 

Guanylatzyklase ist in vielen Geweben verbreitet, wandelt ebenfalls GTP in cGMP um 

und existiert in mehreren Formen [12]. Diese Formen unterscheiden sich durch ihre 

Liganden, wobei atriales natriuretisches Peptid (ANP), B-Typ natriuretisches Peptid 

(BNP) und natriuretisches Peptid Typ C (CNP) die Hauptvertreter sind.  

Über zwei unterschiedliche Mechanismen führt ein Anstieg der cGMP-Konzentration 

zu einer Relaxation des Muskelgewebes. Zum einen wird der aktive Abtransport von 

Kalzium in den Extrazellularraum bzw. in das sarkoplasmatische Retikulum angeregt 

und zum anderen erfolgt eine Einschränkung der Sensitivität des kontraktilen Systems 

auf Kalzium [13]. Intrazellulär wirkt die Erhöhung des cGMP-Spiegels dabei auf 

verschiedene Zielstrukturen, wie cGMP-gesteuerte Ionenkanäle, cGMP-hydrolysierende 

Phosphodiesterasen und cGMP-abhängige Proteinkinasen.  

Einer der wichtigsten Wege, über den ein erhöhter cGMP-Spiegel auf Zellabläufe 

Einfluss nimmt, ist die Aktivierung der Proteinkinase G (PKG) [14]. Sie ist eine Serin-

Threonin-Kinase und existiert in den zwei Isoformen PKG 1 und PKG 2, wobei hier die 

Proteinkinase G 1 die in glatten Muskelzellen vorkommende und für die 

Muskelspannung relevante Form darstellt. Diese wiederum wird in die Unterformen 

Alpha und Beta differenziert. Beide Formen greifen über eine Vielzahl von Wegen in 

die Muskelspannung ein. 

Ein Mechanismus, durch den die Relaxation des Muskels ausgelöst wird, ist der der 

Reduzierung des intrazellulären Kalziums. Dies geschieht, indem die PKG den Inositol-

1,4,5-trisphosphat(IP3)-Rezeptor, welcher ein ligandenaktivierter Kalziumkanal im 

sarkoplasmatischen Retikulum ist, phosphoryliert [15, 16]. Als Zielprotein für die PKG 

fungiert hierbei das IP3-Rezeptor-assoziierte cGMP-Kinase-Substrat (IRAG) [17]. Das 

Resultat der Phosphorylierung ist ein Abfallen der Kalziumfreisetzung in die 
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Intrazellulärflüssigkeit und damit verbunden eine geringere Bildung des Kalzium-

Kalmodulin-Komplexes, dessen Bedeutung im Kontraktionsprozess im Abschnitt 2.2 

beschrieben wurde. Die anschließende Relaxation beruht auf einer sinkenden Anzahl 

von Querbrücken, die zwischen Myosin- und Aktinfilamenten gebildet werden können. 

Weiterhin kann es durch eine PKG-vermittelte Hemmung der Proteinkinase C (PKC) 

[18] zur verminderten IP3-Bildung kommen, wodurch die Liganden für den IP3-

Rezeptor fehlen und die oben beschriebene Endstrecke ebenfalls gehemmt wird. 

Außerdem können durch die PKG Kaliumkanäle in der Zellmembran inhibiert werden, 

was einen verminderten Kaliumefflux aus dem Intrazellularraum zur Folge hat. Es 

kommt zu einer Hyperpolarisation der Zellmembran, was daraufhin 

spannungsabhängige Kalziumkanäle in der Membran hemmt und den Kalziumeinstrom 

senkt [13, 19]. Auch eine direkte Hemmung der spannungsabhängigen Kalziumkanäle 

durch die PKG und ein verminderter Kalziumeinstrom in die Zelle wird beschrieben 

[20]. Ein weiterer Mechanismus, der eine Senkung des intrazellulären Kalziumspiegels 

bewirkt, ist die Aktivierung der Kalzium-ATPase. Dieses Transportprotein findet sich 

sowohl in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums als auch in der äußeren 

Membran der Zelle. Die Steigerung der ATPase-Aktivität geht mit der 

Phosphorylierung des Proteins Phospholamban durch die PKG einher [21], welches den 

Transport reguliert.  

Ein Mechanismus, der die Sensitivität der Zelle für Kalzium herabsetzt, ist die 

Stimulierung der Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) durch cGMP [22]. Auch 

dieser Weg ist über die PKG vermittelt, indem regulatorische Untereinheiten bzw. 

inhibitorische Proteine durch Phosphorylierung gehemmt werden. Bei diesen 

inhibitorischen Proteinen handelt es sich u.a. um die RhoA-GTPase und deren 

Zielprotein die RhoA-Kinase [23], welches seinerseits hemmend auf die regulatorische 

Untereinheit der MLCP wirkt. Dadurch wird trotz eines hohen intrazellulären 

Kalziumspiegels das Myosinfilament nur eingeschränkt phosphoryliert und der 

Querbrückenzyklus vermindert. Auch der PKC wird die Fähigkeit der 

Sensitivitätserhöhung für Kalzium zugeschrieben. Zum einen durch Übertragung eines 

Phosphatrestes auf Kaldesmon, einem inhibitorischen Protein der Aktin-Myosin-

Interaktion, was zu dessen Hemmung führt [13, 24]. Zum anderen steigt die Sensitivität 

für Kalzium durch direkte MLCP-Inhibition durch die PKC [13]. Somit kann eine z.B. 

durch ANP ausgelöste und über den GC-PKG-Signalweg vermittelte Hemmung der 

PKC [25] die Sensitivität für Kalzium verändern. Die zentrale Stellung der durch 



2.          Theoretische Vorbetrachtung                                                                            8 

cGMP-beeinflussten PKG 1 in der glatten Muskelzelle, sowie einige der beschriebenen 

Einflussmechanismen auf die Kontraktion, sind in Abbildung 2.2 dargestellt. Eine von 

Kalzium unabhängige Funktion wird dem Hitzeschockprotein 20 (HSP 20) 

zugeschrieben, welches mit den dünnen Filamenten des kontraktilen Apparates 

interagiert. Durch cGMP-induzierte Phosphorylierung kann es die Interaktion der 

kontraktilen Filamente einschränken und trotz ausreichend hoher intrazellulärer 

Kalziumkonzentration zur Relaxierung der Muskelfasern führen [26, 27]. 

 

 
 

Abb. 2-2: Zentrale Stellung der cGMP-beeinflussten PKG 1 (hier als cGK I gekennzeichnet) in 
einer glatten Muskelzelle [28]. Es sind Beispiele für Mechanismen dargestellt, über welche die PKG 
Einfluss auf die Kontraktion bzw. Relaxation der glatten Muskelzelle nimmt. Verminderung des 
intrazellulären Kalziums durch Aktivierung des IRAG und des G-Protein-Regulators 2 (RGS2) führt zu 
verminderter MLCK-Aktivität. Hemmung des inhibitorischen RhoA und direkte Aktivierung durch die 
PKG steigern die Aktivität der MLCP. Es resultiert eine geringere Myosinphosphorylierung, was zur 
Muskelrelaxation führt. 

Direkt durch cGMP gesteuerte Ionenkanäle sind hauptsächlich in Zellen des 

olfaktorischen Systems, der Retina und im Epithelium der Niere zu finden [18]. Sie 

zeigen unterschiedliche Reaktionen auf die Bindung von cGMP. Während die 

olfaktorischen und retinalen Kanäle aktiviert werden, hat das zyklische Nukleotid in der 

Niere eine Hemmung der Kanäle zur Folge. Da jedoch in den glatten Muskelzellen 

bisher keine direkt durch cGMP gesteuerten Ionenkanäle gefunden wurden, scheinen sie 

bei der Muskelrelaxation keine Rolle zu spielen [18].   
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Ein weiteres wichtiges Enzym stellt die Phosphodiesterase (PDE) dar. Diese ist in der 

Lage, die Hydrolyse des cGMP in GMP zu katalysieren, womit das cGMP die 

aktivierenden Eigenschaften auf die PKG verliert. In glatten Muskelzellen finden sich 

mehrere Arten von Phosphodiesterasen (PDE 1, 3, 4 und 5), wobei die PDE 4 spezifisch 

für zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) ist und nicht durch cGMP reguliert wird 

[29]. Eine wichtige Stellung nimmt die PDE 5 ein. Sie weist eine hohe 

Hydrolyseaktivität bei niedrigen intrazellulären Kalziumspiegeln auf und stellt auch ein 

Zielprotein für die PKG dar. Mit Phosphorylierung der regulatorischen Untereinheit 

steigt die Affinität der PDE für cGMP, was einen positiven 

Rückkopplungsmechanismus darstellt [30]. Auch kann sich cGMP direkt an die 

regulatorische Untereinheit der PDE 5 binden und deren Aktivität erhöhen, wodurch es 

zu einer autoregulatorische Funktion kommt [30].  

Bei höheren Kalziumkonzentrationen steigt außerdem die Bedeutung der PDE 1. Ihre 

Aktivität ist abhängig von Kalzium-Kalmodulin und nimmt mit steigenden 

Kalziumspiegeln bezüglich der cGMP-Hydrolyse zu. 

Die hohe Anzahl der über cGMP vermittelten Signalwege verdeutlicht, wie wichtig und 

eng verknüpft die cGMP-Konzentration für die Spannung in glatter Muskulatur ist. 

 

 

2.4 cGMP-Modulatoren   

 

Um den cGMP-Gehalt in Muskelzellen zu beeinflussen, gibt es mehrere Ansatzpunkte. 

Drei pharmakologische Möglichkeiten bzw. Substanzen werden nachfolgend dargestellt 

(Abb. 2-3).  

Mit dem erstmals von Garthwaite et al. beschriebenen Effekt der Substanz 1H-

[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-on (ODQ) auf die lösliche Guanylatzyklase kann 

die intrazelluläre cGMP-Konzentration nachhaltig beeinflusst werden [31]. ODQ bindet 

kompetitiv zu NO an der Hämgruppe des Enzyms und ist dabei hochselektiv für die 

lösliche Form der Guanylatzyklase. Es zeigt keine Wirkung auf die membranständige 

Guanylatzyklase und interferiert nicht mit den Schritten der NO-Synthese [32]. Die 

durch das ODQ erzeugte irreversible Hemmung der löslichen Guanylatzyklase führt zu 

einem intrazellulären Absinken des cGMP-Spiegels. 

Ein gegenteiliger Effekt, d.h. eine Erhöhung der cGMP-Konzentration, wird mit der 

Wirkung von Sildenafil erreicht. Sildenafil ist ein selektiver Inhibitor der PDE 5. Es 
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bindet an der katalytischen Seite und versetzt das Enzym in einen inaktiven Zustand. 

Dabei kommt es zur transitorischen Veränderung der allosterischen Bindungsstelle. 

Diese kann weiter cGMP binden, allerdings besitzt das inaktivierte Enzym eine deutlich 

reduzierte katalytische Effizienz [29, 33, 34]. Die aktivierte PDE 5 zeigt eine höhere 

Sensitivität gegenüber Sildenafil als die inaktive Form [29]. 

Ein weiterer Angriffspunkt des Sildenafils ist der Export des cGMP durch die multidrug 

resistance associated proteins (MRP). Es handelt sich hierbei um die MRP-Transporter 

4 und 5. Diese können durch Verbindungen, die als PDE-Inhibitoren entwickelt wurden 

und strukturelle Ähnlichkeit zu cGMP aufweisen, gehemmt werden [35, 36]. Allerdings 

bestehen unterschiedliche Ansichten über die Sensitivität der MRP-Transporter für 

Sildenafil. So sind u.a. Reid et al. und Wielinga et al. der Ansicht, dass dem PDE 5-

Inhibitor keine bemerkenswerte Hemmung der Transportproteine zugeschrieben werden 

sollte, bzw. dieser Effekt erst bei hohen Konzentrationen auftritt [37, 38].  

Der Einfluss von Sildenafil auf die Spannung glatter Muskulatur besitzt also mit der 

Hemmung der PDE 5 und der Hemmung der MRP-Transporter verschiedene 

Angriffspunkte, wobei die Hemmung der PDE 5 allgemein akzeptiert und die Wirkung 

auf die MRP-Transporter bisher eher kontrovers betrachtet wird. 

Bei der dritten Substanz handelt es sich um Probenecid. Dieses Urikosurikum ist 

allgemein als Inhibitor von organischen Anionentransportern anerkannt und hemmt 

sowohl MRP 4-Transporter als auch MRP 5-Transporter [35]. Dabei inhibiert 

Probenecid MRP 5 schon bei niedrigeren Konzentrationen als MRP 4 [37]. 
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Abb. 2-3: Angriffspunkte der cGMP-Modulatoren. ODQ hemmt die sGC, was zu einer geringeren 
Umwandlung von GTP in cGMP und zu einem geringeren intrazellulären cGMP-Spiegel führt. Sildenafil 
hemmt die PDE und vermindert den Abbau von cGMP in GMP. Weiterhin inhibiert es wie auch 
Probenecid die MRP-Transporter 4 und 5, welche cGMP aus der Zelle transportieren. Sowohl Sildenafil 
als auch Probenecid führen zur Erhöhung der zellulären cGMP-Konzentration. 

2.5 Multidrug resistance associated proteins/ MRP-Transporter 

Die multidrug resistance associated proteins (MRP) sind eine Gruppe von 

Transportproteinen, welche den ABC-Transportern (ATP-binding casette) zugeordnet 

werden. Dort gehören sie zur Untergruppe C und werden deshalb auch als ABCC-

Transporter bezeichnet. Sie haben die Eigenschaft ATP zu binden, zu hydrolysieren und 

die freiwerdende Energie für den Transport spezifischer Substrate über Zellmembranen 

zu verwenden. 

Erstmalig wurden sie in Tumorgeweben nachgewiesen, wo eine Überexpression dieser 

Proteine zu einem verstärkten Abtransport von Xenobiotika aus Zellen und Geweben 

führte [39, 40]. Die Folge daraus ist eine verminderte intrazelluläre 

Wirkstoffkonzentration, was zur Prägung des Begriffes der multidrug resistance führte. 

Die Gruppe der MRP-Transporter lässt sich aufgliedern in verschiedene Untergruppen, 

die sowohl verschiedene Expressionsorte als auch unterschiedliche Substrate aufweisen. 
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Klassische Beispiele für erhöhtes Vorkommen von MRP-Transportern sind Gewebe in 

schrankenbildenden Organen wie Prostata, Leber, Darm, Hoden, Ovar, Hirn und Niere. 

Die Proteine setzen sich aus mehreren transmembranären Domänen zusammen und sind 

sowohl apikal als auch basal in den Plasmamembranen zu finden. Jedes MRP-

Transportprotein besitzt ein charakteristisches, meist breites Spektrum an Substraten. 

Allerdings finden sich auch viele Überschneidungen zwischen den Untergruppen.  

Der Einfluss auf den Wirkstoffspiegel von Medikamenten macht die MRP-Proteine 

neben der Absorption und Biotransformation zu einem wichtigen Element der 

Pharmakokinetik.  

Beim Menschen sind bisher neun Isoformen der MRP-Transporter bekannt, zwei davon 

sollen in dieser Arbeit näher charakterisiert werden, dabei handelt es sich um MRP 4 

und 5. Es bestehen große Homologien zwischen menschlichen MRP-Proteinen und 

denen anderer Säugetiere wie der Maus oder der Ratte. Im Gewebe von Ratten konnten 

bisher die Formen MRP 1-6, sowie MRP 12 nachgewiesen werden [41], die in ihren 

Aminosäuresequenzen größtenteils mit denen des Menschen übereinstimmen. 

Demzufolge ist anzunehmen, dass Forschungsergebnisse bezüglich MRP-Transportern 

von Ratten zu großen Teilen auf den Menschen übertragen werden können. 

 

  

2.5.1 MRP 4-Transporter 

 

Der MRP 4-Transporter oder ABCC 4 ist auf dem Chromosom 13q32.1 lokalisiert [42], 

besteht aus 1325 Aminosäuren und ist sowohl an der basalen als auch an der apikalen 

Zellmembran zu finden. Er ist in mehreren Geweben des Körpers verbreitet und wurde 

erstmals in epithelialen Zellen der Prostata nachgewiesen [43]. Seitdem folgten 

Nachweise in Niere [44], Gehirn, Leber, Erythrozyten, Thrombozyten, im Epithel des 

Ureters und in glatten Muskelzellen des Urogenitaltraktes [45]. Das MRP 4-Protein 

transportiert organische Anionen unter ATP-Verbrauch und weist dabei ein weites 

Substratspektrum auf. Zu den Substraten zählen u.a. Nukleosid-Analoga wie 9-(2-

Phosphonylmethoxyethyl)adenin (PMEA) [43, 46], Purin-Analoga wie 6-Mercaptopurin 

und 6-Thioguanin [46, 47] sowie das in der antiviralen Therapie eingesetzte Ganciclovir 

[48]. Da viele dieser Substrate in der Chemotherapie gegen Krebserkrankungen 

eingesetzt werden und aufgrund der den MRP-Transportern zugeschriebenen Rolle bei 



2.           Theoretische Vorbetrachtung                                                                            13 

  

Resistenzen, sind diese von Interesse bei der Erforschung und Optimierung von 

Krebstherapien [49].  

Als weiteres Substrat gelten die zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP [35, 46, 47]. 

Es ist jedoch nicht eindeutig geklärt, wie groß die physiologische Relevanz des 

Transportes durch MRP-Proteine ist [37, 38, 50]. Neuere Untersuchungen legen nahe, 

dass der Einfluss des Transporters in verschiedenen Zelltypen variiert. So konnte in 

präglomerulären glatten Gefäßmuskelzellen eine erhebliche Einwirkung der MRP 4-

Transporter auf den cAMP-Adenosin-Signalweg aufgezeigt werden [51]. 

Andere Forschungsergebnisse zeigten einen antiproliferativen Effekt auf glatte 

Muskelzellen in menschlichen Koronarien durch MRP 4-Hemmung [52]. Vermittelt 

über den Anstieg der intrazellulären Nukleotide werden cAMP-responsive element 

binding Proteine (CREB) phosphoryliert und Gene des Zellzyklus in ihrer Expression 

verändert. Die so verminderte Zellproliferation könnte ein zukünftiger Ansatz zur 

Prävention von Arteriosklerose sein. 

 

         

2.5.2 MRP 5-Transporter 

 

Der MRP5-Transporter konnte bisher in epithelialen Zellen der Urogenitaltraktes [53], 

im Gehirn, in der Plazenta sowie in glatten Muskelzellen und endothelialen Zellen des 

Herzens [54] nachgewiesen werden. Das Genom ist auf dem Chromosom 3q27 

lokalisiert und verschlüsselt das Gesamtprotein, welches aus 1437 Aminosäuren besteht. 

Wie auch MRP 4 kann der MRP 5-Transporter abhängig vom Zelltyp sowohl apikal als 

auch basal in der Basalmembran vorkommen. Ähnlich sind auch die bisher 

nachgewiesenen Substrate PMEA, 6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, 5-Fluorouacil, 

Methotrexat [55, 56] und ebenfalls die Nukleotide cAMP und cGMP [35]. Wobei auch 

bei den MRP 5-Transportern umstritten ist, wie hoch die physiologische Relevanz des 

Nukleotidtransportes einzuschätzen ist [38]. Am wahrscheinlichsten ist, dass auch die 

MRP 5-Proteine in verschiedenen Zelltypen variierend starken Einfluss auf die 

zyklischen Nukleotide besitzen. Unterstützt wird diese These durch In-vivo-

Untersuchungen von Xu et al., die sich mit glatten Muskelzellen in Hirnhautgefäßen 

befassten. Dabei konnte bei Tieren mit expressionsgeminderten MRP 5-Transportern 

und unter sGC-Stimulation ein größerer Gefäßdiameter gemessen werden als bei 

Kontrolltieren mit normaler MRP-Expression [57]. Diese Ergebnisse legen nahe, dass 
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das MRP 5-Transportprotein zumindest in glatten Muskelzellen einen wichtigen 

Mechanismus der cGMP-Regulation darstellt [57]. Die Bedeutung von cGMP für die 

muskuläre Kontraktion und der Einfluss von MRP 5 auf die zelluläre cGMP-

Konzentration stärken die Annahme, dass die MRP-Proteine eine wichtige Rolle bei der 

Gefäßregulation einnehmen. 

 

 

2.6 Voruntersuchungen 

 

Bei Voruntersuchungen von Mahmoud mit extrahierten Rattenaorten wurde die 

Kontraktionsstärke der glatten Muskulatur der Gefäßwand nach unterschiedlich langer 

Stimulation durch das Sympathomimetikum Phenylephrin untersucht [58]. Dazu 

wurden mit proteinchemischen Verfahren (modifiziert nach Weber et. al [59]) 

Phosphomyosin und Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) detektiert, 

photometrisch gemessen und über Bildung des Quotienten ein Vergleichswert zwischen 

den Versuchsgruppen für die Kontraktionsstärke erzeugt. Diese Messungen beruhen auf 

der Grundlage, dass im kontrahierten Zustand von Muskelfasern der Anteil an 

phosphoryliertem Myosin steigt und damit Rückschlüsse auf die Intensität der 

Muskelverkürzung zulässig sind. 

Es zeigte sich, dass bei 30- und 60-sekündiger Stimulation mit Phenylephrin die 

höchsten Phosphomyosinkonzentrationen festgestellt werden konnten, was in der 

Abbildung 2-4 aufgezeigt ist.  
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Abb. 2-4: Phosphpomyosin-GAPDH-Quotient bei unterschiedlich langen Stimulationszeiten mit 
Phenylephrin nach Mahmoud [58]. Nach proteinchemischer Aufarbeitung der Aorten und 
densitrometrischer Messung von Phosphomyosin und GAPDH sind die Phosphomyosin-GAPDH-
Quotienten der Proben mit Standardabweichung bei unterschiedlich langen Simulationszeiten mit 
Phenylephrin gegenübergestellt. 

Die Inkubationszeit von 60 Sekunden wurde aufgrund der dargestellten Ergebnisse für 

weitere Versuche mit Aortengewebe als Standardinkubationszeit für Phenylephrin 

verwendet.   

Weitere Versuche stellten den intrazellulären cGMP-Gehalt und dessen Einfluss auf die 

Muskelkontraktion in den Mittelpunkt. Die intrazelluläre cGMP-Konzentration wurde 

dabei durch Einwirkung an verschiedenen Angriffspunkten wie der Guanylatzyklase, 

der PDE 5 und den MRP-Transportern beeinflusst [58]. Die Abbildung 2-5 zeigt die 

ermittelten Resultate von fünf verschiedenen Versuchsgruppen.   
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Abb. 2-5: Versuche mit cGMP-Modulatoren und 60-sekündiger Phenylephrinstimulation nach 
Mahmoud [58]. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung des Phosphomyosin-GAPDH-
Quotienten nach proteinchemischer Aufarbeitung von Aorten und densitrometrischer Messung. 
Verglichen werden eine unstimulierte Versuchsgruppe mit einer Versuchgruppe, die eine 60-sekündige 
Stimulation mit Phenylephrin erhalten hat (PE-60) und mit Versuchsgruppen, welche mit Probenecid (Pn-
60), Sildenafil (Sd-60) bzw. ODQ vorinkubiert und anschließend 60 Sekunden mit Phenylephrin 
stimuliert wurden. Die Versuchsgruppengröße beträgt n=5. 

In der zweiten bis fünften Versuchsgruppe wurde eine 60-sekündige Stimulation mit 

Phenylephrin (PE) durchgeführt. Die Gruppen 3 bis 5 erhielten vorher zusätzlich 60-

sekündige Vorinkubationen mit cGMP-Modulatoren, wie dem Inhibitor von 

Anionentransportern Probenecid (Pn), dem PDE 5-Inhibitor Sildenafil (Sd) sowie dem 

Inhibitor der löslichen Guanylatzyklase ODQ.  

Die in Abbildung 2-5 dargestellten Ergebnisse dieser Voruntersuchungen weisen 

deutliche Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen auf. Die Höhe des 

Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten stellt den Phosphorylierungsgrad der 

Myosinfilamente der glatten Gefäßmuskelzellen in den Aortenwänden dar und korreliert 

mit der Kontraktionsstärke des Muskels. Die Verhältnisse der Quotienten zueinander 

lassen Rückschlüsse auf den intrazellulären cGMP-Spiegel zu. Dabei ist unter 

Berücksichtigung der theoretischen Vorbetrachtungen nach ODQ-Einfluss wenig cGMP 

in den Muskelzellen vorhanden, was eine starke Kontraktion ermöglicht. Unter 

Sildenafilinkubation verhalten sich der cGMP-Gehalt und damit die Muskelkontraktion 

entsprechend umgekehrt. Besonders interessant ist die Versuchsgruppe mit 

Probenecidvorinkubation, deren Phosphorylierungsgrad etwas über dem der 

Sildenafilgruppe liegt, aber geringer als bei der Kontrollgruppe ohne Vorinkubation ist. 

Hier ist nun zu hinterfragen, ob durch die Hemmung der MRP-Transporter der zelluläre 
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cGMP-Spiegel angehoben werden konnte und damit ein Effekt auf den 

Phosphorylierungsgrad ausgeübt wurde. 

 

 

3 Aufgabenstellung  

 

Ziel der Versuche war die Beeinflussung der in den Muskelzellen von Gefäßmuskulatur 

vorhandenen Konzentration an zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) mit Hilfe 

von Modulatoren. Zwischen diesen Versuchsgruppen sollten nach induzierter 

Kontraktion Vergleiche der Phosphomyosinspiegel erfolgen, um Rückschlüsse auf die 

Kontraktionsstärke zu ziehen. Dazu sollten Modulatoren eingesetzt werden, die über 

verschiedene Punkte auf den cGMP-Spiegel einwirken. Die Auswirkungen sollten an 

Gefäßmuskelzellen von Rattenaorten proteinchemisch über Messung des 

Phosphomyosinspiegels, als auch direkt mechanisch über Kontraktionsmessungen 

abgeleitet werden. Ein besonderes Augenmerk sollte dabei auf das Urikosurikum 

Probenecid gelegt werden, wobei hier von Interesse ist, welchen Einfluss die Hemmung 

der MRP-Transporter im Vergleich zu den anderen Modulatoren aufweist. 

 

 

3.1 Fragestellungen 

 

Können die beeinflussten cGMP-Spiegel proteinchemisch über den 

Phosphomyosingehalt und mechanisch über die Aufzeichnung der Kontraktion 

nachgewiesen werden? 

Inwiefern zeigen die proteinchemischen Untersuchungen und die 

Kontraktionsmessungen vergleichbare Resultate? 

Welchen Einfluss zeigt die Inhibition der MRP 4- und MRP 5-Transporter auf 

die Kontraktion? 

In welchem Maße werden durch cGMP-Modulatoren die Sensitivität auf 

Stimulation sowie die Spannung bei maximaler Stimulation verändert?
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4 Material und Methoden 

 

4.1 Material 

 

4.1.1 Laborgeräte und Verbrauchsmaterialien 

 

Laborgeräte und  
Verbrauchsmaterialien Hersteller und Herkunft 

Aufsichtmikroskop Zeiss, Jena 

Elektrophoresekammer  

Minigel Twin 
Serva, Heidelberg/Biometra®, Göttingen 

Eppendorf Biophotometer Eppendorf, Hamburg 

Feinwaage Sartorius, Göttingen 

Filterpapier Whatman International, Buckinghamshire, England 

Gefrierschrank Liebherr, Ochsenhausen 

Heizblock Grant QBT Grant Instruments, Cambridgeshire, England 

Homogenisator Ultratutax T25 basic, IKA®-Labortechnik, Staufen 

isometrischer Transducer  Technikal & Scientific Equipment, Bad Homburg 

Magnetrührgerät MR 3001 Heidolph, Schwabach 

Mikrotiterplatten, 96-well Falcon, Meylon Cedex, Frankreich 

Mikrozentrifuge MC-13 Heraeus Instruments, Hanau 

Multikanalschreiber  
Rikadenki, Hugo Sachs Elektronik,  

March-Angstetten 

Photometer Viktor² 1420  

multilabel counter 
Wallac, Freiburg 

Röntgenfilme Agfa, Fellbach 

Röntgenkassette Hyperkassette, Amersham biotech, Freiburg 

Schüttler, Rocking Plattform Biometra®, Göttingen 

Stromversorgungsgerät Standard Power Pack P25, Biometra®, Göttingen 
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Trans-Blot   

SD Semi-Dry Transfer Cell 
BioRad Laboratories, München 

Transfermembran Schleicher und Schüll, Dasse 

Trockenschrank Memmert GmbH, Schwabach 

Ultrazentrifuge  Beckmann, München 

Verstärker Technikal & Scientific Equipment, Bad Homburg 

Vortexer Reax top, Heidolph, Schwabach 

Wasserbad Julabo, Seelbach 
 

 

4.1.2 Chemikalien 

 

Chemikalien Hersteller und Herkunft 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth, Karlsruhe 

Aprotinin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Aqua ad injectabilia B. Braun, Melsungen 

Bicinchoninic acid solution (BCA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Bovines Serumalbumin (BSA) Roche Diagnostics, Mannheim 

Bromphenolblau Roth, Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe 

ECL-Reagenz Amersham biotech, Freiburg 

Glukose Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Glycerol 87% Roth, Karlsruhe 

Glycin Roth, Karlsruhe 

High-Range Rainbow  

Molecular Weight Markers 
Amersham biotech, Freiburg 

Isopropanol Merck, Darmstadt 

Kaliumchlorid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
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Kaliumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Kalziumchlorid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Kupfer(II)-sulfat-Lösung Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Leupeptin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Magermilchpulver Töpfer GmbH, Dietmannsried 

Magnesiumsulfat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Methanol Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Natriumbikarbonat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Oxadiazoloquinoxalin (ODQ) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth, Karlsruhe 

Ponceau S Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Probenecid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Rotiphorese® Gel 30  

(Acrylamid, Bisacrylamid) 
Roth, Karlsruhe 

Sildenafil 
bereitgestellt durch Dr. Baumhäkel,  

Universitätsklinikum Homburg/Saar 

Tetramethyl-ethylen-diamin (TEMED) Roth, Karlsruhe 

Trapanal ALTANA, Konstanz 

Tris Ultra Qualität Roth, Karlsruhe 

Tris-HCl Roth, Karlsruhe 

Tween 20 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe 
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4.1.3 Puffer und Lösungen 

 

Puffer Inhaltsstoffe Menge 

1xTBST Waschpuffer  10x TBS 100 ml 

 Tween 20 400 μl 

 Aqua dest. ad 1000 ml 

   

   

10xTBS Waschpuffer pH 7,4 Tris 30 g 

 Natriumchlorid 80 g 

 Kaliumchlorid 2 g 

 Aqua dest. ad 1000 ml 

   

   

Trenngelpuffer Tris-HCl 45,5 g 

 mit Natriumhydroxid auf pH 8,8 

 Aqua dest. ad 250 ml 

   

   

1x Transferpuffer 10x Transferpuffer 80 ml 

 Methanol 200 ml 

 Aqua dest. ad 1000 ml 

   

   

10x Transferpuffer Tris 116 g 

 Glycin 59 g 

 SDS 7 g 

 Aqua dest. ad 2 000 ml 

   

   

1x Tankpuffer 10x Tankpuffer 10 ml 

 Aqua dest. ad 1000 ml 
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10x Tankpuffer Tris-Base 60 g  

 Glycin 288 g 

 SDS 7 g 

 Aqua dest. ad 1600 ml 

   

   

Stripping Puffer Tris 7,75 g 

 SDS  20 g 

 mit HCl auf pH 6,8 

 Aqua dest. ad 1000 ml 

   

   

Sammelgelpuffer Tris-HCl 6 g 

 mit NaOH auf pH 6,8 

 Aqua dest. ad 100 ml 

   

   

4x Laemmli-Puffer  Tris pH 6,8 3,125 ml 

 SDS 1 g 

 Glycerol (100%) 5 ml 

 Bromphenolblau 0,005 g 

 ß-Mercaptoethanol 25 ml 

 Aqua dest. ad 12,5 ml 

   

   

Blockierungslösung Magermilchpulver   2,5 g 

 TBST 47,5 ml 
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Krebs-Henseleit-Puffer Natriumchlorid 113 mM 

 Kaliumchlorid 4,8 mM 

 Magnesiumsulfat 1,3 mM 

 Kaliumhydrogenphosphat 1,2 mM 

 Natriumbikarbonat 25 mM 

 Kalziumchlorid 2,5 mM 

 Glukose 5,7 mM 

   

   

Proteinprobenpuffer mit 

Proteaseinhibitoren 

Aprotinin-Stammlösung    
(2 mg/ml) 1 μl 
Leupeptin-Stammlösung 
(0,5 mg/ml) 1 μl 

 PMSF (10 mM) 1 μl 

 Tris-HCl (5 mM) pH 7,4 ad 1 ml 
 

 

4.1.4 Antikörper 

 

Antikörper Hersteller und Herkunft 

Ziege-Anti-Maus IgG-HRP-Konjugat BioRad, München 

Phospho-Myosin Light Chain 2 (Ser19) Mouse mAb New England Biolabs, Frankfurt 

Anti-GAPDH-Antikörper Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
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4.2 Methoden 

 

4.2.1 Proteinchemischer Nachweis 

4.2.1.1 Präparation der Rattenaorta für die quantitative 

Phosphomyosinbestimmung 

 

Für die Versuche wurden Ratten vom Lewis Stamm verwendet, welche durch die 

Charles River Wiga GmbH zur Verfügung gestellt worden waren. Alle Tiere hatten ein 

Alter von 55 bis 65 Tagen und ein Gewicht zwischen 200 und 280 g. 

Es erfolgte die Betäubung der Ratten mit 60 mg/kg Thiopental-Natrium und die 

anschließende zügige Exzision der thorakalen Aorta. Diese wurde unmittelbar in 

modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer überführt, um ein Absterben des Gewebes zu 

verhindern. Daraufhin wurde anliegendes Fett- und Bindegewebe sorgfältig unter 

mikroskopischer Kontrolle entfernt, ohne die Struktur der Aortenwand zu beschädigen 

(Abb. 4-1). Abschließend wurde das ca. 4 cm lange Gefäß in zwei etwa gleich große 

Teile geschnitten und die Stücke in jeweils ein Eppendorfgefäß zur nachfolgenden 

Inkubation überführt. 

 

 

Abb. 4-1: Rattenaorta. Dargestellt ist eine exzedierte Rattenaorta vor (links) und nach (rechts) 
Entfernung des umliegenden Bindegewebes. 

a b 
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4.2.1.2 Inkubation der Aorta  

 

Vor Beginn der Versuche wurden die präparierten Aortenhälften 30 min in Krebs-

Henseleit-Puffer vorinkubiert. Dies stellte sicher, dass eventuell vorzeitige 

Kontraktionen der Gefäßmuskulatur, verursacht durch die Manipulation der Exzision, 

vollständig abgebaut werden konnten und sich alle Aorten im Ruhezustand befanden. Es 

folgte die eigentliche Inkubationsphase von weiteren 30 min, bei der dem Krebs-

Henseleit-Puffer ein cGMP-Modulator zugesetzt wurde. Als cGMP-Modulatoren 

wurden Probenecid, Sildenafil und Oxadiazoloquinoxalin (ODQ) verwendet. Dazu 

wurden Probenecid in 10 μM und 100 μM, Sildenafil in 1 μM und 50 μM und ODQ in 

10 μM eingesetzt. Als Kontrolle diente jeweils die zweite Hälfte jeder Aorta. Diese 

wurde anstelle des Modulators lediglich mit dem zugehörigen Lösungsmittel in 

entsprechender Konzentration inkubiert. Als Lösungsmittel dienten Aqua dest. bei 

Sildenafil, Natriumhydroxid bei Probenecid und Dimethylsulfoxid (DMSO) bei ODQ. 

Um einen einheitlichen Kontraktionsreiz auf die Gefäßmuskulatur zu induzieren, 

erfolgte bei beiden Hälften die Zugabe von Phenylephrin in einer Konzentration von 10 

μM und die Inkubation der Proben für 60 s. Das vasokonstriktorisch wirkende 

Phenylephrin ist ein Sympathomimetikum, Agonist am 1-adrenergen Rezeptor und 

weist strukturelle Ähnlichkeit mit Adrenalin auf. Nach Ablauf der Inkubationszeit 

wurden die Aortenhälften umgehend in leere Eppendorfgefäße überführt und in 

flüssigem Stichstoff schockgefroren. Die Proben konnten nun bei –80 °C gelagert 

werden. 

Des Weiteren wurde eine Kontrollgruppe untersucht, bei der keine Inkubation mit 

einem cGMP-Modulator durchgeführt wurde. Innerhalb dieser Gruppe wurde lediglich 

eine Hälfte der Proben mit Phenylephrin kontrahiert und mit der unkontrahierten Hälfte 

verglichen. Die Inkubationszeiten dieser Kontrollgruppen in Krebs-Puffer entsprachen 

dabei denen der anderen Versuchsgruppen. 

 

 

4.2.1.3 Homogenisierung der Proben 

 

Den gefrorenen Aortenhälften wurden nun jeweils 200 μl Puffer, bestehend aus 5 mM 

Tris-HCl, sowie den Proteaseinhibitoren Leupeptin (1 M), Aprotinin (1 M) und PMSF 

(0,01 M) zugefügt. Daraufhin wurden die Proben wieder unverzüglich gekühlt. 
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Anschließend erfolgte die Homogenisierung des Gewebes bei 2500 rpm für 1,5 min im 

Homogenisator. Dazu wurden sowohl das Gefäß und die Stahlkugel des 

Homogenisators als auch Spatel, Proben und Pinzetten in flüssigem Stickstoff 

vorgekühlt. Das erhaltene zerkleinerte Gewebe wurde wieder in ein Eppendorfröhrchen 

überführt und gekühlt.  

Vor jedem Durchgang wurden die Gefäße des Homogenisators sorgfältig gereinigt. 

Hierbei wurden drei Waschschritte mit Leitungswasser, Aqua dest. und 70%igem 

Alkohol durchgeführt. 

 

 

4.2.1.4 Zellaufschluss durch Einfrieren und Auftauen 

 

Das homogenisierte Zellmaterial wurde durch einen viermaligen Wechsel zwischen 

Schockgefrieren und Auftauen aufgeschlossen. Dazu wurden die Proben alternierend in 

einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und wieder in flüssigem Stickstoff bei           

-196 °C eingefroren.  

 

 

4.2.1.5 Entfernung von Zelltrümmern 

 

Um überschüssige Zelltrümmer zu entfernen, wurden die Proben für 60 min bei 4 °C 

und 13000 x g zentrifugiert. Der Überstand konnte in ein neues Eppendorfgefäß 

überführt und das entstandene Zelltrümmerpellet verworfen werden.    

 

 

4.2.1.6 Proteinquantifizierung mittels BCA-Methode 

 

Um im weiteren Verlauf mit gleichen Proteinmengen arbeiten zu können, war es 

notwendig, den Proteingehalt der einzelnen Proben genau zu bestimmen. Dazu wurde 

die BCA-Methode verwendet, welche auf der Biuret-Reaktion basiert. Hierbei bilden 

Proteine in alkalischer Lösung Komplexe mit Kupfer(II)-Ionen und es kommt zu einer 

Reduzierung der Kupfer(II)-Ionen zu Kupfer(I)-Ionen. Diese wiederum reagieren mit 

Bicinchoninsäure (BCA), wobei ein violetter Farbkomplex entsteht. Infolgedessen kann 

der Reduktionsgrad photometrisch bei einer Wellenlänge von 562 nm gemessen 
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werden. Von jeder Probe wurden dafür in Doppelbestimmung jeweils 2 x 10 μl in einer 

1:5 Verdünnung mit A. dest. auf eine Mikrotiterplatte aufgebracht. Anschließend wurde 

Färbereagenz bestehend aus einem Teil 4%iger Kupfer(II)-sulfat-Lösung und 50 Teilen 

1%iger Bicinchoninsäure angesetzt und jeder Probe 200 μl hinzugefügt. Es schloss sich 

eine Inkubation von 30 min bei 37 °C an. Daraufhin konnte die Extinktion der Proben 

im Viktor²1420 multilabel counter gemessen werden. Zur Kalibrierung diente dabei eine 

Verdünnungsreihe aus Aqua dest. und Bovinem Serum Albumin (BSA) in 

Konzentrationen von 0, 10, 20, 30, 40 und 50 μg/ml, welche bei den Messungen 

mitgeführt wurde. Dadurch konnte eine Eichgerade erstellt und der Proteingehalt der 

Proben bestimmt werden. 

 

 

4.2.1.7 Western-Blot 

 

4.2.1.7.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) 

 

Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, ist die SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese nach Laemmli [60] eine verbreitete und anerkannte Methode. 

Grundlage bildet das Natriumdodecylsulfat (SDS), welches als anionische Substanz mit 

Proteinen negative Komplexe bildet. Dadurch erhalten die Proteine eine negative 

Ladung und wandern im elektrischen Feld, das über ein Polyacrylamidgel gelegt wird, 

zur Anode. Die Proteine werden dabei, abhängig von ihrer Größe, unterschiedlich durch 

die Poren des Polyacylamidgels durchgelassen. Die Größe der Poren wird bestimmt 

durch das Verhältnis von Acrylamid und Bisacrylamid, deren Polymerisation durch 

Zugabe von Ammoniumperoxodisulfat (APS) ausgelöst wird. Als Katalysator dient 

dabei Tetramethylethylendiamin (TEMED), das tertiäre Aminogruppen zur 

Radikalfreisetzung zur Verfügung stellt. Ein weiterer wichtiger Bestandteil des Gels ist 

ß-Mercaptopurin, das durch Spaltung von Disulfidbrücken zu einer vollständigen 

Entfaltung der Proteine führt. Um eine höhere Trennschärfe zu erreichen, wird ein 

diskontinuierliches Gel verwendet. Dieses besteht aus einem grobporigen Sammelgel 

und einem kleinporigerem Trenngel. Durch diesen Aufbau werden die Proteine 

zunächst im Sammelgel konzentriert und später im Trenngel der Größe nach aufgeteilt. 
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4.2.1.7.2 Gelvorbereitung 

 

Zur Herstellung eines diskontinuierlichen Gels wurde zuerst das Trenngel zwischen 

zwei Glasplatten gegossen, welche mit Gummidichtungen und spacern 

(Abstandshaltern) versehen waren. Die spacer garantierten eine gleichmäßige Geldicke 

von 1,5 mm. Das Trenngel endete dabei ca. 2 cm unterhalb des Glasplattenoberrandes. 

Anschließend wurde Isopropanol aufgetragen, um eine glatte Trennlinie und 

Luftabschluss bei der Polymerisation zu erreichen. Nach ca. 45 min Aushärten und der 

Entfernung des Isopropanols konnte nun darauf das Sammelgel aufgebracht werden. In 

dem Sammelgel wurden mit Hilfe von Kämmen kleine Taschen erzeugt, womit eine 

Trennung der Proben beim Auftragen sichergestellt werden sollte. Mit Polymerisierung 

des Sammelgels konnten Gummidichtungen sowie spacer entfernt und das Gel in eine 

Elektrophoresekammer eingespannt werden. Dort wurde es mit Tankpuffer bedeckt, 

wobei darauf zu achten war, dass sich keine Luftblasen unterhalb des Gels zwischen den 

Glasplatten befinden.  

 

Zusammensetzung des Sammelgels: 

Stoff:                                          Menge: 

Aqua dest. 3,0 ml 

Sammelgelpuffer (pH 6,8) 1,23 ml 

SDS (10%) 50 μl 

Rotinophorese® Gel 30 650 μl 

TEMED (0,05%) 5 μl 

APS (10%) 50 μl 

 

Zusammensetzung des Trenngels: 

Stoff:                                           Menge: 

Aqua dest. 1,7 ml 

Trenngelpuffer (pH 8,8) 1,9 ml 

SDS (10%) 75 μl 

Rotinophorese® Gel 30 3,8 ml 

TEMED (0,05%) 7,5 μl 

APS (10%) 75 μl 
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4.2.1.7.3 Probenvorbereitung 

 

Vor dem Auftragen auf das Gel wurden von jeder Probe jeweils 30 μg Protein auf ein 

Volumen von 37,5 μl durch Verdünnen mit 5 mM Tris-HCl pH 7,4 gebracht. Zusätzlich 

wurde jeder Probe 12,5 μl vierfach Laemmli-Puffer zugefügt. Dieser beinhaltet u.a. 

SDS, welches positive Ladungen der Proteine überdeckt und die Wanderung zur Anode 

gewährleistet. Nach der Pufferzugabe erfolgte die Denaturierung der Proben und eines 

Proteinmarkers (Rainbow Molecular Weight Marker) in einem Heizblock bei 95 °C für 

5 min. Der Proteinmarker besteht aus Proteinen mit bekanntem Molekulargewicht und 

erlaubt so das Ziehen von Rückschlüssen auf das Molekulargewicht der Banden nach 

Probenauftrennung. Nach Entfernung der Kämme aus dem Sammelgel konnten die 

Proteine mit einer Mikroliterpipette in die Taschen des Gels eingebracht werden. 

 

 

4.2.1.7.4 Elektrophorese 

 

An die Elektrophoresekammer wurde eine Spannung von 90 V angelegt. Durch die 

große Porengröße im Sammelgel kommt es hier nicht zu einer 

Molekulargrößenauftrennung der Proteine, sondern zu einer Konzentration der 

Moleküle. Die Proteine sammeln sich auf einer Linie, was zu einer höheren 

Trennschärfe der Banden nach Auftrennung des Proteingemisches führt. Sobald die 

Lauffront die Grenze zum Trenngel erreicht hatte, wurde die Spannung auf 120 V 

erhöht. Daraufhin kommt es zu unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten der 

einzelnen Proteine. Durch die Poren werden kleinere Bestandteile weniger stark 

aufgehalten und können in gleicher Zeit weiter wandern, was die Auftrennung zur Folge 

hat. Nach ungefähr 90 bis 120 min konnte die Elektrophorese beendet werden. Die 

Glasplatten wurden aus der Elektrophoresekammer entnommen und die obere vorsichtig 

entfernt. Das Sammelgel wurde verworfen. 
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4.2.1.7.5 Western Blot (Transfer) 

 

Der Western Blot wird auch als Immunoblot bezeichnet und beinhaltet die Übertragung 

der im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran. Dies 

erfolgt indem das Gel auf eine Membran aufgebracht und ein senkrecht verlaufendes 

elektrisches Feld angelegt wird. Durch die Spannung wandern die Proteine auf die 

Membran und werden dort durch hydrophobe Wechselwirkungen gebunden. Damit 

erfolgt die Immobilisierung der Proteine, welche z.B. durch Immunfärbungen weiter 

untersucht werden können.  

Die für den Westernblot benötigte Membran sowie Filterpapier wurden der Größe nach 

zurechtgeschnitten und in Transferpuffer eingeweicht. Das Polyacrylamidgel wurde 

vorsichtig von der Glasplatte abgehoben und in Transferpuffer gewaschen. 

Anschließend wurde das Gel auf die Nitrozellulosemembran aufgelegt und zwischen 

jeweils drei Lagen Filterpapier eingebettet. Wichtig ist, dass der Kontakt zwischen 

Membran und Gel nicht durch Luftblasen unterbrochen wird. Das entstandene Paket 

wurde nun in der Blotapparatur Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell platziert und 

mit einer Stromstärke von 300 mA versehen. Dabei muss die Membran zwischen dem 

Gel und der Anode liegen, damit eine Proteinübertragung stattfinden kann. 

 

Der Aufbau der Blotapparatur entspricht folgendem Schema: 

 

Kathode 

3 Lagen Filterpapier 

Polyacrylamidgel 

Nitrozellulosemembran 

3 Lagen Filterpapier 

Anode 

  

Nach etwa zwei Stunden konnte der Blotvorgang abgeschlossen werden. Um den Erfolg 

des Transfers zu überprüfen, wurde die Membran in Ponceau S-Lösung, bestehend aus 

0,2% Ponceau gelöst in 3%iger Trichloressigsäure, geschwenkt. Die Proteinbanden 

konnten so reversibel angefärbt werden. Danach wurde mit Aqua dest. gespült und die 

20,1 kDa-Bande des Markerproteins auf dem Blot gekennzeichnet, da diese dem 

Phosphomyosin mit 18 kDa am nächsten liegt.   
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4.2.1.7.6 Immundetektion 

 

Um unspezifische Bindungsstellen der Proteine zu blockieren, wurde die 

Nitrozellulosemembran über Nacht in einer 5%igen Magermilchpulverlösung mit TBST 

bei 4 °C geschwenkt und anschließend dreimal 5 min mit TBST-Puffer gespült. 

Nachfolgend wurde die Membran zwölf Stunden lang mit dem Primärantikörper gegen 

die leichte Kette des Phosphomyosins (Phospho-Myosin Light Chain 2 (Ser19) Mouse 

mAb) inkubiert. Dieser wurde im Verhältnis 1:1000 in TBS mit 0,1% Tween-20 und 

5%iger Magermilchpulverlösung gelöst. Der Antiköper bzw. die mit dem Antikörper 

behandelte Membran musste bei allen Arbeitsschritten stets bei 4 °C kühl gehalten 

werden, um den Zerfall des Antikörpers zu vermeiden. Es folgte ein fünfmal 5 min 

Waschprozess mit TBST bei 4 °C und ein erneutes Blockieren mit 5%iger Milchpulver-

TBST-Lösung für 30 min. Anschließend wurde der Sekundärantikörper (goat anti-

mouse Ig-HRP) im Verhältnis 1:2000 in TBST gelöst und eine Stunde unter Schwenken 

bei 4 °C aufgetragen. Dieser bindet an die Fc-Bindungstelle des Primärantikörpers und 

ist mit einer Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Wieder folgten vier Waschschritte. 

Abschließend wurde auf die Membran 1,5 ml frisch angesetztes ECL-Reagenz 

aufgetragen und 5 min inkubiert. Die gebundene Peroxidase oxidiert das Luminol des 

ECL-Reagenz und erzeugt so eine Chemilumineszenz. Die Lichtemission kann durch 

fünfminütiges Auflegen eines Röntgenfilms detektiert werden. Um eine Belichtung des 

Röntgenfilms zu vermeiden, wurde eine lichtdichte Röntgenkassette verwendet und die 

Entwicklung in einer Dunkelkammer vorgenommen. 

Um einen Vergleich zu einem Referenzprotein durchführen zu können, erfolgte eine 

Gegenfärbung mit einem gegen das Protein GAPDH gerichteten Antikörper (anti-

GAPDH-AP). Dazu wurde die Nitrozellulosemembran nochmals über Nacht mit 5%iger 

Milchpulver-TBST-Lösung blockiert. Daraufhin folgten nacheinander das Auftragen 

des Primärantikörpers, Waschschritte und die Inkubation mit dem alkalische 

Phosphatase gekoppelten Sekundärantikörper. Durch Auftragen von 1,5 ml LumiPhos-

Reagenz wurde erneut eine Chemilumineszenz erzeugt, welche wiederum auf einem 

Röntgenfilm abgebildet werden konnte. 

Die erhaltenen Bandensignale auf den Filmen wurden mit einem Scanner und dem 

Programm Image-Quant eingelesen und quantifiziert, so dass indirekt die Menge des 

gesuchten Proteins festgestellt werden konnte. 
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4.2.1.8 Stripping 

Um auf einer Nitrozellulosemembran mehrere Proteine, die sich in ihrer Molekülgröße 

sehr ähnlich sind, zu untersuchen, kann es nötig sein, die Antikörper des vorher 

bestimmten Proteins zu entfernen. Dazu wird die Membran für 15 min bei 52 °C mit 

einem -Mercaptoethanol und 25 ml Stripping-Puffer inkubiert und 

anschließend mehrfach mit TBST gespült. Nach einer Blockierungsphase von einer 

Stunde kann erneut ein Primärantikörper aufgetragen werden. Allerdings geht bei jedem 

Stripping-Vorgang auch ein Teil der Proteine von der Membran verloren, so dass dieser 

Vorgang nur begrenzt wiederholbar ist. 

 

 

4.2.2 Kontraktionsmessungen der Aorten 

 

4.2.2.1 Vorbereitung der Aorten für die Kontraktionsmessungen  

 

Verwendet wurden auch bei diesen Versuchsreihen Ratten vom Lewis Stamm, die 

ebenfalls durch die Charles River Wiga GmbH (Deutschland) zur Verfügung gestellt 

worden waren. Das Alter und Gewicht der Tiere betrug wie bei den Versuchen zur 

quantitativen Phosphomyosinbestimmung zwischen 55 und 65 Tage und 200 bis 280 g. 

Wieder wurden die Ratten mit 60 mg/kg Thiopental-Natrium betäubt und die thorakale 

Aorta exzidiert. Es erfolgte die zügige Überführung in Krebs-Henseleit-Puffer und 

Befreiung des Gefäßes von umliegendem Fett- und Bindegewebe. Daraufhin wurden die 

gereinigten Aorten in etwa 2 bis 3 mm breite Ringe geschnitten (Abb. 4-2). 

 

 

Abb. 4-2: Aortenring. Dargestellt ist ein präparierter Aortenring (links) und ein auf den Metallhaken der 
Versuchsapparatur aufgespannter Aortenring (rechts). 
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4.2.2.2 Versuchsaufbau 

 

Der Aufbau des Versuchs beruht darauf, dass mechanische Veränderungen des 

Gewebes aufgezeichnet werden. Dazu wurden die Aortenringe zwischen zwei vertikal 

angeordneten Haken gespannt (Abb. 4-2 rechts). Einer der Metallhaken war starr und 

bildete einen Fixpunkt, der zweite konnte durch eine Stellschraube in der Höhe 

verändert werden. Dadurch war es möglich, die Ringe schonend aufzuspannen ohne das 

Gewebe zu beschädigen und gleichzeitig ihren Verbleib auf den Haken während der 

Versuche zu sichern. Der mobile Metallhaken war mit einem isometrischen Transducer 

verbunden, welcher wiederum an einen Mikromanipulator gekoppelt war. Dadurch 

konnten Längenänderungen des Aortenringes detektiert werden. Die 

Spannungsveränderungen an den Metallhaken wurden durch einen Verstärker potenziert 

und mit einem Multikanalschreiber aufgezeichnet. 

Die Haken mit den Ringen befanden sich während des Versuches in einem Organbad. 

Darin befanden sich 20 ml Krebs-Henseleit-Puffer, der konstant auf 37 °C gehalten 

wurde. Für die Temperaturregulation wurde durch das doppelwandige Behältnis des 

Organbades ein Kreislauf mit aufgeheiztem Wasser geleitet (Abb. 4-3). Weiterhin gab 

es eine Zuleitung von Sauerstoff und Kohlendioxid im Verhältnis 95% O2 zu 5% CO2, 

die am Boden des Gefäßes endete. Damit konnte bei gleichbleibenden 

Versuchsbedingungen sichergestellt werden, dass die Funktionalität des Gewebes nicht 

eingeschränkt wurde. 
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Abb. 4-3: Skizze des Versuchsaufbaus [61]. Dargestellt ist der aufgespannte Aortenring im Organbad 
der Versuchsapparatur sowie die Temperaturregulation und der Anschluss der Messinstrumente. 

4.2.2.3 Verlauf 

Zu Beginn wurden die Aortenringe auf eine optimale Vorspannung eingestellt. Diese 

wurde in Vorversuchen ermittelt und entspricht ca. 1,5 g Gegengewicht. Um die Ringe 

vorzuspannen, wurde die Spannung schrittweise erhöht und an das Optimum 

angenähert. Diese Vorbereitungsphase dauerte etwa 90 min. 

Nachfolgend wurden die aufgespannten Aortenringe auf Vitalität getestet. Dazu wurde 

dem Krebs-Puffer Phenylephrin in einer Konzentration von 5x10-7 M zugesetzt. Ließ 

sich durch das Sympathomimetikum eine Kontraktion der glatten Gefäßmuskulatur in 

dem Aortenring auslösen, war die Vitalität des Gewebes bewiesen. Konnte bei einem 

Ring keine Kontraktion ausgelöst werden, musste er verworfen und ein neuer Ring 

getestet werden. 

Anschließend erfolgte mehrfaches Spülen des vitalen Aortenrings mit frischem Krebs-

Puffer, um das Phenylephrin wieder herauszuwaschen und den Gefäßring wieder in den 

Ausgangszustand zu relaxieren. Nachdem wieder ein konstanter Ruhezustand erreicht 
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worden war, wurden die Aortenringe 30 min mit einem cGMP-Modulator inkubiert. 

Hierbei wurden Probenecid bzw. Sildenafil oder ODQ in den in Kapitel 4.2.3 

beschriebenen Konzentrationen in das Organbad eingebracht.  

Nach Ablauf der Inkubationszeit folgte die erneute Zugabe von Phenylephrin in einer 

logarithmisch aufsteigenden Konzentrationsreihe von 100 pM bis 100 μM. Die 

eingesetzten Konzentrationen wurden jedes Mal um eine Stufe erhöht, sobald die 

Kontraktion ein Plateau erreicht hatte. Die Anstiegskurve der Muskelverkürzung 

näherte sich schließlich asymptotisch einem Maximum an, bei dem auch eine weitere 

Erhöhung der Phenylephrinkonzentration keine Kontraktionssteigerung mehr 

hervorrufen konnte. Mit dem Erreichen der beschriebenen Plateauphase konnte der 

Versuch beendet werden. 

Die Aortenringe wurden nun vorsichtig von den Haken entfernt und je Versuchsgruppe 

in eine Petrischale überführt. Darin wurden sie einige Tage bei Raumtemperatur 

aufbewahrt bis das Gewebe vollständig ausgetrocknet war. Nun konnte das Gewicht der 

Ringe einer Versuchsgruppe mit einer Feinwaage bestimmt und durch die Anzahl der 

Versuchstiere geteilt werden. Das ermittelte durchschnittliche Aortenringgewicht 

ermöglichte es für jede Gruppe die Kontraktionskraft einer definierten Masse ermitteln 

zu können. 

 

 

4.2.3 Versuchsgruppen 

 

Für die proteinchemischen Versuche wurden den folgenden Versuchsgruppen jeweils 

eine Hälfte der Aorten von fünf Versuchstieren zugeordnet. 

 

Probenecid 10 μM 

Probenecid  100 μM 

Sildenafil   1 μM 

Sildenafil 50 μM 

Oxadiazoloquinoxalin (ODQ) 10 μM 

 

Die zweiten Hälften der Aorten bildeten parallel zu jeder Versuchsgruppe eine 

Kontrollgruppe, welche ohne Vorinkubation mit einem cGMP-Modulator mitgeführt 

wurde. 
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Für die Versuche mit mechanischer Ableitung der Kontraktion wurden aufgrund der 

begrenzten Kapazität der Versuchsapparatur zwei Versuchsreihen zu je vier 

Versuchsgruppen eingeschlossen. 

 

Versuchsreihe 1 (Sildenafil): 

 

Sildenafil      1 μM 

Sildenafil 50 μM 

Oxadiazoloquinoxalin (ODQ) 10 μM 

ohne Vorinkubation mit einem cGMP-Modulator 

 

Versuchsreihe 2 (Probenecid): 

 

Probenecid    10 μM 

Probenecid    100 μM 

Oxadiazoloquinoxalin (ODQ) 10 μM 

ohne Vorinkubation mit einem cGMP-Modulator 

 

In jede Gruppe wurden auch hier fünf Tiere eingeschlossen. 

 

 

4.2.4 Statistische Methoden 

 

Die Daten der proteinchemischen Untersuchungen wurden als Quotienten von 

Phosphomyosin und GAPDH laut den photometrischen Messungen dargestellt. 

Anschließend erfolgte die Bestimmung der Mittelwerte und des Standardfehlers je 

Versuchsgruppe. Wegen stark divergierender Ergebnisse und dementsprechend hohen 

Standardabweichungen wurde hier auf eine weitere Varianzanalyse verzichtet. 

Bei der Aufzeichnung der Kontraktion wurden die Muskelkontraktionen direkt in 

Gramm gemessen. Nach Trocknung der Aortenringe und Feststellung ihres Gewichts 

unter zu Hilfenahme einer Feinwaage konnte die Muskelreaktion als Spannung in 

Gramm pro Gramm Gewebe ermittelt werden. Für die statistische Auswertung und 

Varianzanalyse wurde der ANOVA-Test (analysis of variance) mit anschließendem 

Dunnett`s-Test für gepaarte Stichproben durchgeführt. Der Test erfolgte mit dem 



4.           Material und Methoden                                                                                     37 

  

Programm Primer in Biostatistics in der Version 5 von S.A. Glantz, herausgegeben von 

McGraw-Hill-Companies (New York, 2002). Als statistisch signifikant wurde p<0,05 

angesehen.  

 

 

4.2.4.1 Berechnung der EC50-Werte 

 

Die Berechnung der EC50-Werte, d.h. der mittleren effektiven Konzentration, erfolgte 

durch nichtlineare Regression der erhobenen Mittelwerte mit der Hill-Langmuir-

Gleichung in der Statistik-Software GraphPad Prism (Version 3), veröffentlicht durch 

GraphPad Software Inc. (California, 1999). Die Ergebnisse werden in negativem 

dekadischen Logarithmus angegeben. 

 

 

5 Ergebnisse 

 

Das Ziel der Experimente bestand darin, den Einfluss von quantitativen Modulatoren 

des cGMP-Gehaltes in glatten Muskelzellen auf deren Kontraktionsstärke zu 

bestimmen. Dazu wurde proteinchemisch der Phosphomyosingehalt des Gewebes 

ermittelt und verglichen. Als zweite Methode wurde direkt die Kontraktion betrachtet, 

welche nach entsprechender Inkubation mit den Modulatoren unter Verwendung von 

Schreibern aufgezeichnet werden konnte. 

 

 

5.1 Ergebnisse der proteinchemischen Untersuchungen 

 

Nach Auftrennung der Proteine im SDS-Page und Übertragung auf eine 

Nitrozellulosemembran wurde ein monoklonaler Antikörper gegen phosphoryliertes 

Myosin eingesetzt, um die gesuchten Proteine zu detektieren. Die Phosphorylierung des 

Myosins ist ein essentieller Schritt im Kontraktionsvorgang der Muskelzelle, wobei die 

Menge des Phosphomyosins mit der Kontraktionsstärke korreliert. Daraus folgend 

sollten über eine Messung des Phosphomyosins Rückschlüsse gezogen werden, in 

welcher Intensität der zelluläre cGMP-Gehalt und damit die Kontraktionsstärke durch 

cGMP-Modulatoren beeinflusst werden kann.    
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5.1.1 Phenylephrin kontrahiert gegen unkontrahiert   

 

Es wurde der Phosphomyosingehalt in Aortenhälften betrachtet, welche mit 

Phenylephrin 10 μM stimuliert worden waren. Als Vergleich dienten dabei Proben, die 

keine Stimulation erhalten hatten. Um interindividuelle Unterschiede zwischen den 

Versuchstieren zu berücksichtigen, wurde jede Aorta eines Tieres in zwei Hälften geteilt 

und jeweils ein Teil der Phenylephrin- bzw. der Kontrollgruppe zugeordnet. Die Größe 

der beiden Gruppen betrug n=4. Die stimulierte und unstimulierte Hälfte einer Aorta 

wurde im SDS-Page nebeneinander aufgetragen (Abb. 5-1). 

 

 
 

Abb. 5-1: Darstellung der Phosphomyosinbande auf Röntgenfilm bei 18 kDa. Dargestellt sind die 
Phosphomyosinbanden von vier Aorten (n=4) nach proteinchemischer Aufarbeitung. Jeweils 
nebeneinander befinden sind die mit Phenylephrin stimulierte (+) und die unstimulierte (-) Gefäßhälfte 
eines Versuchstieres.  

Die mit dem Antikörper detektierten Proteine wurden anschließend unter Verwendung 

von Image Quant densitrometrisch gemessen und mit dem Vergleichsprotein GAPDH 

normalisiert (Abb. 5-2). 

 

 

Abb. 5-2: Darstellung der GAPDH-Bande auf Röntgenfilm bei 38 kDa. Dargestellt sind die GAPDH-
Banden von vier Aorten (n=4) nach proteinchemischer Aufarbeitung. Jeweils nebeneinander befindet sind 
die mit Phenylephrin stimulierte (+) und die unstimulierte (-) Gefäßhälfte eines Versuchstieres. 
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Es zeigte sich ein sehr uneinheitliches Bild. Dabei traten große Schwankungen beim 

Phosphomyosingehalt in den Proben der verschiedenen Versuchstiere als auch zwischen 

Phenylephrin- und Kontrollgruppe auf. 

Die Abbildung 5-3 zeigt die Ergebnisse dieser Testgruppe in einer grafischen 

Darstellung. Hierbei wird der erwartete Effekt eines höheren Phosphomyosinspiegels 

unter Phenylephrinstimulation lediglich bei den Proben der Versuchstiere 2 und 3 

deutlich. Insgesamt zeigt sich jedoch ein uneinheitliches Bild. Die ursprünglich mit fünf 

Versuchstieren angelegte Gruppe reduzierte sich auf vier, da eine Probe beim 

Zellaufschluss verunreinigt wurde und verworfen werden musste. Nach diesen 

Ergebnissen ließ sich kein einheitlicher Effekt durch die Stimulierung ausmachen, was 

sich bei Bildung der Mittelwerte in hohen Standardabweichungen verdeutlichte.  

 

 
 
Abb. 5-3: Grafische Darstellung des Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten. Gezeigt sind die 
ermittelten Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten nach densitrometrischer Messung als Vergleich der 
phenylephrinstimulierten und der unstimulierten Aortenhälften (links), sowie deren Mittelwerte mit 
Standardabweichung gegeneinander (rechts) (n=4). 

Die in den Vorversuchen beobachteten deutlichen Unterschiede zwischen den 

phenylephrinstimulierten Geweben im Gegensatz zu denen ohne chemische 

Kontraktionsauslösung konnten somit in dieser Versuchsgruppe nicht bestätigt werden. 
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Da bei den weiteren Versuchsgruppen beide Aortenhälften mit Phenylephrin stimuliert 

wurden, werden nachfolgend die ohne Inkubation mit einem cGMP-Modulator 

behandelten Gefäßhälften als Kontrollgruppe bezeichnet.  

 

 

5.1.2 Sildenafil 1 μM  

 

Die nächste Versuchsgruppe beinhaltete mit 1 μM Sildenafil vorinkubierte 

Aortenhälften, welche mit einer Kontrollgruppe verglichen wurden. Die Vorinkubation 

betrug 30 min, wobei der Kontrollgruppe anstelle des Sildenafils nur dessen 

Lösungsmittel Aqua dest. in entsprechender Konzentration zugesetzt wurde. 

Anschließend folgte in beiden die Auslösung einer Kontraktion mit Phenylephrin und 

die Aufarbeitung der Proben nach Protokoll.  

Wie die Abbildung 5-4 zeigt, konnte im Western-Blot-Verfahren eine gleichmäßige 

Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erreicht werden. Als 

Orientierungspunkt diente dabei die 20,1 kDa-Bande der Markerproteine. Bei sauberer 

Bandentrennung bis zu dieser Molekülstärke konnte von einer ausreichenden 

Separierung des Zielproteins Phosphomyosin ausgegangen werden, da es mit einem 

Molekulargewicht von 18 kDa in direkter Nähe der Markerbande zu finden ist. 

 

 
 
Abb. 5-4: Auftrennung der Proteinbanden nach dem Western-Blot, mit Kennzeichnung der 
20,1 kDa-Bande. Aufgetragen sind die aufgetrennten und mit Ponceau gefärbten Proben von fünf 
Versuchstieren (n=5). Dabei sind die Hälften einer Aorta mit (+) und ohne (-) Sildenafilvorinkubation 
nebeneinander angeordnet. Markiert ist die 20,1 kDa-Bande des Markerproteins, welche sehr nah der 
Phosphomyosinbande mit 18 kDa zu finden ist und als Orientierungshilfe dient. 
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Unter Verwendung der spezifischen Antikörper gegen Phosphomyosin und GAPDH 

konnten die entsprechenden Proteine wiederum auf einem Röntgenfilm abgebildet 

werden (Abb. 5-5).   

 
 
Abb. 5-5: Darstellung der Phosphomyosinbande bei 18 kDa und der GAPDH-Proteinbande bei 38 
kDa auf Röntgenfilm. Aufgetragen sind die Phosphomyosinbanden (oben) und GAPDH-Banden (unten) 
von fünf Aorten (n=5) nach proteinchemischer Aufarbeitung. Jeweils nebeneinander befindet sind die mit 
Sildenafil 1 μM vorinkubierte (+) und die nicht vorinkubierte (-) Gefäßhälfte eines Versuchstieres. Beide 
Hälften erhielten eine Stimulation mit Phenylephrin. 

Die anschließende densitrometrische Messung der Banden ergab die in der Abbildung 

5-6 dargestellten Ergebnisse. 
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Abb. 5-6: Grafische Darstellung des Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten. Gezeigt sind die 
ermittelten Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten von fünf Versuchstieren (n=5) nach densitrometrischer 
Messung als Vergleich der mit Sildenafil 1 μM vorinkubierten Aortenhälften gegen die Kontrollhälften 
(links), sowie Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung (rechts). 

Die Auswertung der erhaltenen Daten zeigt auch in dieser Versuchsgruppe keine 

eindeutigen Trends, dafür starke Schwankungen bei den einzelnen Aortenringen. Der 

erwartete Effekt einer einheitlichen Verminderung der Kontraktionsstärke unter dem 

Einfluss von Sildenafil konnte nicht aufgezeigt werden.

5.1.3 Sildenafil 50 μM 

 

Im Vergleich zur vorhergehenden Versuchsgruppe wurde hier eine Konzentration des 

Sildenafils bei der Vorinkubation von 50 μM verwendet. Die Bearbeitung der Proben 

erfolgte nach der gleichen schon beschriebenen Vorgehensweise. Dabei wurden die 

Proteine wieder in gleichen Mengen auf ein Gel aufgetragen und aufgetrennt. Die 

gleichmäßige Proteinauftrennung wird in der Abbildung 5-7 deutlich. 
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Abb. 5-7: Auftrennung der Proteinbanden nach dem Western-Blot, mit Kennzeichnung der 
20,1 kDa-Bande. Aufgetragen sind die aufgetrennten und mit Ponceau gefärbten Proben von fünf 
Versuchstieren (n=5). Dabei sind die Hälften einer Aorta mit (+) und ohne (-) Sildenafilvorinkubation 
nebeneinander angeordnet. Die Sildenafilkonzentration betrug 50 μM. Markiert ist die 20,1 kDa-Bande 
des Markerproteins, welche sehr nah der Phosphomyosinbande mit 18 kDa zu finden ist und als 
Orientierungshilfe dient. 

Es folgten erneut die Detektierung des Proteins mit Antikörpern und die Bestimmung 

des Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten mit Image Quant (Abb. 5-8). Auffällig ist im 

oberen Teil der Abbildung, dass mehrere Banden durch den Antikörper markiert 

wurden. Der eigentlich spezifische Antikörper lagerte sich dabei an zusätzliche Proteine 

an. Dieser Effekt trat zum Teil auch bei anderen Versuchsgruppen auf und ist 

wahrscheinlich auf höhere Konzentrationen des neu eingesetzten Antikörpers 

zurückzuführen. Zu vermuten ist eine Bindung an strukturähnliche 

Phosphomyosinbruchstücke. Da jedoch Proben und Kontrollen auf der selben 

Blotmembran aufgetragen wurden, dürfte dieses Phänomen keinen Einfluss auf die 

Versuchsergebnisse haben. Die Zielbande des Phosphomyosins konnte durch Abgleich 

mit den Markerbanden identifiziert werden. 
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Abb. 5-8 Darstellung der Phosphomyosinbande bei 18 kDa und der GAPDH-Proteinbande bei 38 
kDa auf Röntgenfilm. Aufgetragen sind die Phosphomyosinbanden (oben) und GAPDH-Banden (unten) 
von fünf Aorten (n=5) nach proteinchemischer Aufarbeitung. Jeweils nebeneinander befindet sind die mit 
Sildenafil 50 μM vorinkubierte (+) und die nicht vorinkubierte (-) Gefäßhälfte eines Versuchstieres. 
Beide Hälften erhielten eine Stimulation mit Phenylephrin. 

Die Auswertung der photometrischen Messwerte zeigt wiederholt starke Unterschiede 

zwischen den Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten der verschiedenen Versuchstiere. 

Auch bei der differenzierten Betrachtung der Proben gegen ihre Kontrollen sind keine 

einheitlichen Reaktionen auf die Vorinkubationen zu erkennen. Vielmehr zeigen sich 

Abfälle sowie paradoxerweise auch extreme Anstiege des Quotienten in der 

Versuchsgruppe im Vergleich zu den Kontrollhälften. Deutlich wird dies in der 

Abbildung 5-9. 
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Abb. 5-9: Grafische Darstellung des Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten. Gezeigt sind die 
ermittelten Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten von fünf Versuchstieren (n=5) nach densitrometrischer 
Messung als Vergleich der mit Sildenafil 50 μM vorinkubierten Aortenhälften gegen die Kontrollhälften 
(links), sowie Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung (rechts). 

 

 

5.1.4 Probenecid 10 μM 

 

In dieser Versuchsgruppe wurde Probenecid in einer Konzentration von 10 μM für den 

Inkubationsschritt eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug ebenfalls 30 Minuten, danach 

schloss sich die Kontraktion mit Phenylephrin an. Nach Aufarbeitung der Proben 

wurden die Proteine nach Protokoll im Western-Blot aufgetrennt. Die Färbung der 

Nitrozellulosemembran mit Ponceau S-Lösung zeigt eine gleichmäßige Aufgliederung 

der Proteinfraktionen (Abb. 5-10). 
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Abb. 5-10: Auftrennung der Proteinbanden nach dem Western-Blot, mit Kennzeichnung der 
20,1 kDa-Bande. Aufgetragen sind die aufgetrennten und mit Ponceau gefärbten Proben von fünf 
Versuchstieren (n=5). Dabei sind die Hälften einer Aorta mit (+) und ohne (-) Probenecidvorinkubation 
nebeneinander angeordnet. Die Probenecidkonzentration betrug 10 μM. Markiert ist die 20,1 kDa-Bande 
des Markerproteins, welche sehr nah der Phosphomyosinbande mit 18 kDa zu finden ist und als 
Orientierungshilfe dient. 

Um den Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten zu bestimmen, wurden erneut spezifische 

Antikörper gegen die Proteine Phosphomyosin und GAPDH verwendet. Unter Einsatz 

eines Sekundärantikörpers und der Erzeugung einer Chemilumineszenz sollte eine der 

quantitativen Proteinmenge entsprechende Darstellung auf einem Röntgenfilm erzielt 

werden (Abb. 5-11). Die Bande des Phosphomyosins bildete sich bei 18 kDa ab und 

konnte im Abgleich mit den entsprechenden Markerbanden auf der 

Nitrozellulosemembran bestimmt werden. Das GAPDH-Protein besitzt mit 38 kDa ein 

deutlich höheres Molekulargewicht. Aus diesem Grund wandert es bei der 

Gelelektrophorese weniger weit und kann in einem höheren Abschnitt der Membran 

detektiert werden. Nach dem Einscannen der Banden und deren Quantifizierung konnte 

ein Quotient aus den Messwerten für Phosphomyosin und GAPDH gebildet werden. 

Damit wurden mögliche Differenzen bei den aufgetragenen Proteinmengen 

berücksichtigt und die Auswirkungen auf die Ergebnisse aufgehoben. 
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Abb. 5-11: Darstellung der Phosphomyosinbande bei 18 kDa und der GAPDH-Proteinbande bei 38 
kDa auf Röntgenfilm. Aufgetragen sind die Phosphomyosinbanden (oben) und GAPDH-Banden (unten) 
von fünf Aorten (n=5) nach proteinchemischer Aufarbeitung. Jeweils nebeneinander befindet sind die mit 
Probenecid 10 μM vorinkubierte (+) und die nicht vorinkubierte (-) Gefäßhälfte eines Versuchstieres. 
Beide Hälften erhielten eine Stimulation mit Phenylephrin. 

 

Anschließend konnten die Quotienten zur Auswertung im folgenden Diagramm 

dargestellt werden (Abb. 5-12). 

   

 

Abb. 5-12: Grafische Darstellung des Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten. Gezeigt sind die 
ermittelten Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten von fünf Versuchstieren (n=5) nach densitrometrischer 
Messung als Vergleich der mit Probenecid 10 μM vorinkubierten Aortenhälften gegen die Kontrollhälften 
(links), sowie Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung (rechts). 
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Der Vergleich zwischen der mit Probenecid inkubierten Versuchsgruppe und der 

Kontrollgruppe zeigte wie bei den Versuchen mit Sildenafil ein unerwartetes Ergebnis. 

Nach den theoretischen Überlegungen und den Voruntersuchen (Kap. 2.6) war durch die 

Inkubation mit Probenecid ein Abfall des Phosphomyosins zu erwarten. In den 

Diagrammen zeigt sich jedoch tendenziell eher ein leichter Anstieg des Quotienten. 

Allerdings fallen die Unterschiede insgesamt, doch besonders bei den Proben 1 und 2, 

sehr gering aus. Die Probe 5 zeigt einen gegenteiligen Effekt, d.h. ein Abfallen des 

Quotienten. Folglich kann keine genaue Aussage über einen möglichen Effekt des 

Probenecids getroffen werden. Die Betrachtung der gebildeten Mittelwerte zeigt 

basierend auf den ermittelten Einzelwerten keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den mit Probenecid inkubierten Aortenhälften und den Kontrollhälften.   

 

 

5.1.5 Probenecid 100 μM 

 

Im Vergleich zu der vorhergehenden Versuchsgruppe wurde die Konzentration des 

Probenecids auf 100 μM angehoben. Die Inkubationszeiten und das Protokoll zur 

Aufbereitung der Proben wurde beibehalten. Die gleichmäßige Auftrennung der 

Proteine konnte auch hier erfolgreich durchgeführt werden, wie in der Abbildung 5-13 

deutlich wird. 

 

 
 
Abb. 5-13: Auftrennung der Proteinbanden nach dem Western-Blot, mit Kennzeichnung der 
20,1 kDa-Bande. Aufgetragen sind die aufgetrennten und mit Ponceau gefärbten Proben von fünf 
Versuchstieren (n=5). Dabei sind die Hälften einer Aorta mit (+) und ohne (-) Probenecidvorinkubation 
nebeneinander angeordnet. Die Probenecidkonzentration betrug 100 μM. Markiert ist die 20,1 kDa-Bande 
des Markerproteins, welche sehr nah der Phosphomyosinbande mit 18 kDa zu finden ist und als 
Orientierungshilfe dient.
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Die anschließende Detektion von Phosphomyosin und GAPDH mit spezifischen 

Antikörpern wird in der Abbildung 5-14 gezeigt. 

 

 
 

Abb. 5-14: Darstellung der Phosphomyosinbande bei 18 kDa und der GAPDH-Proteinbande bei 38 
kDa auf Röntgenfilm. Aufgetragen sind die Phosphomyosinbanden (oben) und GAPDH-Banden (unten) 
von fünf Aorten (n=5) nach proteinchemischer Aufarbeitung. Jeweils nebeneinander befindet sind die mit 
Probenecid 100 μM vorinkubierte (+) und die nicht vorinkubierte (-) Gefäßhälfte eines Versuchstieres. 
Beide Hälften erhielten eine Stimulation mit Phenylephrin. 

Unter Verwendung des Programms Image Quant wurde wiederum die quantitative 

Messung der Proteine vorgenommen und anschließend der Quotient aus 

Phosphomyosin und GAPDH in Diagrammen dargestellt (Abb. 5-15).  

 

 

Abb. 5-15: Grafische Darstellung des Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten. Gezeigt sind die 
ermittelten Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten von fünf Versuchstieren (n=5) nach densitrometrischer 
Messung als Vergleich der mit Probenecid 100 μM vorinkubierten Aortenhälften gegen die 
Kontrollhälften (links), sowie Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung (rechts). 
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Wie in der vorhergehenden Versuchsgruppe ist auch in den Diagrammen in Abbildung 

5-15 kein eindeutiger Effekt des Probenecids auf den Phosphomyosin-GAPDH-

Quotienten zu erkennen. Vielmehr zeigt sich ein sehr uneinheitliches Bild beim 

Vergleich der Versuchstiere 1 bis 5 untereinander. Auch die Betrachtung der mit 

Probenecid inkubierten Aortenhälften im Vergleich zu den Kontrollhälften weist 

gegensätzliche Ergebnisse auf. Bei den Versuchstieren 1, 2 und 4 zeigt sich in etwa eine 

nach den Vorbetrachtungen zu erwartende Tendenz eines geringeren 

Phosphomyosingehaltes. Allerdings verhält es sich bei den Tieren 3 und 5 genau 

umgekehrt. Die zusammenfassende Darstellung der Mittelwerte verdeutlicht dies 

zusätzlich.

 

5.1.6 Oxazoloquinoxalin 10 μM 

Als dritter cGMP-Modulator wurde das Oxazoloquinoxalin (ODQ) in der Konzentration 

von 10 μM eingesetzt. Die Inkubation der Aortenhälften erfolgte nach dem gleichen 

Protokoll wie in den Gruppen mit Probenecid und Sildenafil. Auch die 

Probenaufarbeitung und Auftrennung der Proteine wurde nach dem selben Muster wie 

in den anderen Versuchsgruppen durchgeführt. Das Ergebnis der Gelelektrophorese 

zeigt die Abbildung 5-16, wo erneut eine gleichmäßige Auftrennung der Proteine nach 

ihren Molekülgrößen zu erkennen ist. 

 

 
 
Abb. 5-16: Auftrennung der Proteinbanden nach dem Western-Blot, mit Kennzeichnung der 
20,1 kDa-Bande. Aufgetragen sind die aufgetrennten und mit Ponceau gefärbten Proben von fünf 
Versuchstieren (n=5). Dabei sind die Hälften einer Aorta mit (+) und ohne (-) ODQ-Vorinkubation 
nebeneinander angeordnet. Die ODQ-Konzentration betrug 10 μM. Markiert ist die 20,1 kDa-Bande des 
Markerproteins, welche sehr nah der Phosphomyosinbande mit 18 kDa zu finden ist und als 
Orientierungshilfe dient. 
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Die Detektion von Phosphomyosin und GAPDH mit spezifischen Antikörpern ergab die 

in der Abbildung 5-17 dargestellten Ergebnisse. 

 

 
 
Abb. 5-17: Darstellung der Phosphomyosinbande bei 18 kDa und der GAPDH-Proteinbande bei 38 
kDa auf Röntgenfilm. Aufgetragen sind die Phosphomyosinbanden (oben) und GAPDH-Banden (unten) 
von fünf Aorten (n=5) nach proteinchemischer Aufarbeitung. Jeweils nebeneinander befindet sind die mit 
ODQ 10 μM vorinkubierte (+) und die nicht vorinkubierte (-) Gefäßhälfte eines Versuchstieres. Beide 
Hälften erhielten eine Stimulation mit Phenylephrin.

Die oben abgebildeten Banden wurden photometrisch gemessen und es konnte 

wiederum aus den Werten der Phosphomyosin-GAPDH-Quotient gebildet werden. Die 

ermittelten Quotienten sind in den folgenden Diagrammen aufgetragen (Abb. 5-18).   

 
 
Abb. 5-18: Grafische Darstellung des Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten. Gezeigt sind die 
ermittelten Phosphomyosin-GAPDH-Quotienten von fünf Versuchstieren (n=5) nach densitrometrischer 
Messung als Vergleich der mit ODQ 10 μM vorinkubierten Aortenhälften gegen die Kontrollhälften 
(links), sowie Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung (rechts). 
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Zum wiederholten Male zeigten sich uneinheitliche Reaktionen auf die Inkubation mit 

einem cGMP-Modulator. Der erwartete Anstieg des Phosphomyosin-GAPDH-

Quotienten der ODQ-Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe war lediglich 

bei den Versuchstieren 1 bis 3 zu beobachten. Bei den Tieren 4 und 5 fällt der Quotient 

der mit ODQ inkubierten Hälften unerwarteterweise ab. Diese Gegensätze gleichen sich 

in der Mittelwertbestimmung aus, so dass keine signifikanten Unterschiede ersichtlich 

werden. 

 

 

5.1.7 Nachkontrolle (stimuliert gegen unstimuliert) 

 

Aufgrund der unerwarteten Schwankungen in den Ergebnissen der in den Kapiteln 5.1.1 

bis 5.1.6 beschriebenen Versuchgruppen wurden erneut Proben für einen zusätzlichen 

Abgleich von phenylephrinstimulierten gegen unstimulierte Aortenhälften gewonnen. 

Diese ebenfalls fünf Tiere umfassende Kontrollgruppe wurde mit verbliebenem 

Probenmaterial der ersten Kontrollgruppe (Kap. 5.1.1) ergänzt. Die Proben der nun 

neun Tiere umfassende Versuchsgruppe wurden entsprechend des mehrfach 

beschriebenen Versuchsprotokolls aufgearbeitet und untersucht.  

Das Ergebnis dieser Messungen zeigte sich abermals ungleichmäßig. Einerseits konnte 

wiederholt kein einheitlicher Trend erkannt werden, andererseits zeigten die nochmals 

aufgetragenen Proben der ursprünglichen Versuchsgruppe nun zum Teil andere 

Ergebnisse als vorhergehend.  

Nach mehrmaligem Abgleichen und Kontrollieren der aktuellen Versuchsabläufe zum 

Protokoll der Voruntersuchungen konnten keine Unterschiede festgestellt werden, was 

die grundsätzliche Wirksamkeit der gesamten Untersuchungsmethodik in Frage stellt. 

Mögliche Ursachen für Fehler und Schwachstellen im Versuchsablauf werden in der 

Diskussion (Kap. 6.1) aufgegriffen.  
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5.2 Ergebnisse der Kontraktionsmessungen 

 

Die Messungen der Aortenringkontraktionen boten die Möglichkeit, Kontraktionen des 

Aortengewebes direkt aufzuzeichnen. Dabei wurden die proteinchemischen 

Bearbeitungen der Proben umgangen und die Effekte der cGMP-Modulatoren konnten 

durch Aufzeichnung der Kontraktionen beurteilt werden. Während eines 

Versuchsdurchlaufes konnten vier unterschiedlich inkubierte Aortenringe eines 

Versuchstieres gleichzeitig untersucht werden. Die Abbildung 5-19 zeigt den Ablauf für 

die Untersuchung eines Aortenringes. Dabei erfolgte nach der Einstellung der 

Vorspannung ein Vitalitätstest des Gewebes mit Phenylephrin, dreifaches Waschen 

sowie die eigentlichen Versuchsphasen mit Inkubation und Stimulation in ansteigender 

Phenylephrinkonzentration. 

 

 
 
Abb. 5-19: Aufzeichnung der Phasen des Versuchsablaufes durch den Schreiber (von links nach 
rechts). Nach Einstellung der Vorspannung von ca. 1,5 g folgt der Vitalitätstest mit Phenylephrin. Es 
schließt sich ein dreifacher Waschvorgang an, bevor die 30-minütige Inkubation mit einem cGMP-
Modulator durchgeführt wird. Daraufhin erfolgt die Stimulation mit Phenylephrin in steigender 
Konzentration bis zum Erreichen der maximalen Kontraktion. 
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5.2.1 Sildenafil (Versuchsreihe 1) 

 

Nach dem in Kapitel 4.2.2.2 beschriebenem Ablauf erfolgte die Präparation und 

Vorbereitung des Gewebes so, dass die Geweberinge in die Versuchsapparatur 

eingebracht werden konnten. Die vier mit Aortenringen bestückten Haken des 

Arbeitsplatzes wurden mit verschiedenen Inkubationen von cGMP-Modulatoren 

versehen. Dabei wurden die gleichen Konzentrationen wie bei den proteinchemischen 

Untersuchungen verwendet. So wurden die Aortenringe eines Versuchstieres unter 

Vorinkubation mit Sildenafil 1 μM und 50 μM, sowie ODQ 10 μM und einer Kontrolle 

untersucht. Durch die Aufteilung der Aorta eines Versuchstieres in die einzelnen 

Gruppen konnten interindividuelle Unterschiede vernachlässigt werden.  

Nach Untersuchung des Kontraktionsablaufes von fünf Versuchstieren wurden aus den 

Messwerten Mittelwerte errechnet und Dosis-Wirkungskurven der absoluten Kraft 

erstellt (Abb. 5-20). 
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Abb. 5-20: Darstellung der gemittelten Muskelspannung in g. Gezeigt sind die Mittelwerte mit 
Standardabweichung der durch einen Schreiber gemessenen Muskelspannungen bei ansteigender 
Phenylephrinkonzentration. Verglichen werden vier Versuchsgruppen mit je fünf Versuchstieren (n=5), 
wobei Vorinkubationen mit Sildenafil in einer Konzentration von 1 μM und 50 μM sowie mit ODQ in 
einer Konzentration von 10 μM durchgeführt wurden. Als Referenz dient eine Kontrollgruppe ohne 
Vorinkubation. 

 

 



5.           Ergebnisse                                                                                                         55 

  

Die grafische Darstellung verdeutlicht, dass zwischen den einzelnen Versuchsgruppen 

deutlich erkennbare Unterschiede in den Maximalspannungen (Tmax) aufgetreten sind. 

Diese werden bei den höchsten Konzentrationen von Phenylephrin erreicht und sind in 

einer Wertetabelle (Tab. 5-1) noch einmal verdeutlicht.  

 
Tab. 5-1: Vergleich der maximalen Spannungswerte (Tmax) zwischen den Versuchsgruppen. 
Gegenübergestellt sind die Mittelwerte der maximalen Spannungen in g mit der jeweiligen 
Standardabweichung in g sowie die Gruppengröße und die Signifikanz zur Kontrollgruppe. 
 

Gruppen 
Mittelwert Tmax in 

g 
Standardabweichung 

in g Anzahl 
Signifikanz zur 

Kontrolle (P<0,05) 

1,16 0,42 n=5

n 1 0,47 0,25 n=5 ja

na 50 0,14 0,26 n=5 ja

10 2,13 0,47 n=5 ja

 

 

Die mit ODQ vorinkubierten Aortenringe erzeugten bei gleicher Stimulation die 

stärksten Spannungen. Diese liegen deutlich über den Werten der Kontrollgruppe sowie 

den beiden Sildenafilkonzentrationen. Bei der Betrachtung der mit Sildenafil 

behandelten Proben zeigt sich, dass beide Gruppen geringere Maximalspannungen 

aufweisen als die Kontrollgruppe. Ein Vergleich beider Gruppen untereinander 

verdeutlicht, dass nach einer Inkubation mit 50 μM Sildenafil, selbst bei starker 

Stimulation, kaum eine muskuläre Reaktion zu detektieren ist. Allgemein sind innerhalb 

der Gruppen relativ große Schwankungen festzustellen, die zu erheblichen 

Standardabweichungen führen. Trotz dieser Standardabweichungen wiesen alle Tmax-

Werte Signifikanz zur Kontrollgruppe auf. 

Um Massenunterschiede bei den Aortenringen zu berücksichtigen, wurden die Ringe 

nach den Versuchen getrocknet und gewogen. Unter Einbeziehung des ermittelten 

Gewichtes sind in der Abbildung 5-21 die Dosis-Wirkungskurven der relativen Kraft 

dargestellt. Dabei ist die erzeugte Spannung in g pro Gramm Muskelgewebe 

aufgetragen. 
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Abb. 5-21: Darstellung der gemittelten Muskelspannung in g je Gramm Muskelgewebe. Gezeigt 
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der gemessenen Muskelspannungen entsprechend des 
Trockengewichtes der Aortenringe hochgerechnet auf ein Gramm Gewebe bei ansteigender 
Phenylephrinkonzentration. Verglichen werden vier Versuchsgruppen mit je fünf Versuchstieren (n=5), 
wobei Vorinkubationen mit Sildenafil in einer Konzentration von 1 μM und 50 μM sowie mit ODQ in 
einer Konzentration von 10 μM durchgeführt wurden. Als Referenz dient eine Kontrollgruppe ohne 
Vorinkubation. 
 

 

Auch in dieser Grafik, sowie in der zugehörigen tabellarischen Aufstellung (Tab. 5-2) 

der gemittelten Maximalspannungen pro Gramm Muskelgewebe, zeigen sich 

signifikante Unterschiede.  

 
Tab. 5-2: Vergleich der maximalen Spannungswerte (Tmax) in g pro Gramm Muskelgewebe 
zwischen den Versuchsgruppen. Gegenübergestellt sind die Mittelwerte der maximalen Spannungen in 
g pro Gramm Muskel mit der jeweiligen Standardabweichung in g sowie die Gruppengröße und die 
Signifikanz zur Kontrollgruppe.  
 

Gruppen 
Mittelwert Tmax in g 
pro Gramm Muskel 

Standardabweichung in 
g Anzahl 

Signifikanz zur 

Kontrolle 
(P<0,05) 

n 1757,58 348,16 n=5

na 1 689,15 365,10 n=5 ja

na 50 187,17 345,40 n=5 ja

10 3132,35 696,77 n=5 ja
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Aus den Messungen mit der Feinwaage und der starken Ähnlichkeit zwischen den 

Kurvenverläufen in den Abbildungen 5-20 und 5-21 ist nachvollziehbar, dass die frei 

Hand präparierten Aortenringe fast gleiche Massen aufwiesen.  

Um Unterschiede in der Sensitivität des Gewebes auf die Phenylephrinstimulation 

festzustellen, betrachtet man die idealisierten Dosis-Wirkungskurven in prozentualer 

Darstellung. Dabei lassen sich sowohl bei Inkubation mit ODQ als auch mit Sildenafil 

kaum Differenzen zur Kontrollgruppe erkennen (Abb. 5-22). 
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Abb. 5-22: Darstellung der Muskelspannung in Prozent der Maximalspannung. Bei steigender 
Stimulation mit Phenylephrin werden die jeweils gemittelten Werte der Kontrollgruppe mit den Werten 
der mit ODQ 10 μM (links) bzw. Sildenafil 1 μM (rechts) vorinkubierten Gruppe verglichen. Die 
Darstellungen beinhalten jeweils die Standardabweichungen und die Gruppengröße beträgt jeweils n=5.   
 

 

Weiterhin lassen sich aus den Spannungskurven die mittleren effektiven 

Konzentrationen (EC50) errechnen. Die EC50-Werte geben Konzentrationen des zur 

Stimulation eingesetzten Sympathomimetikums Phenylephrin an, bei der die 

halbmaximale Kontraktion des Gewebes erreicht worden ist. Durch Vergleiche der 

EC50-Werte der Versuchsgruppen lässt sich eine Aussage darüber treffen, ob die 

Sensitivität des Gewebes auf die Stimulation durch den jeweiligen cGMP-Modulator 

verändert wurde. Tabelle 5-3 zeigt eine Aufstellung der EC50-Mittelwerte. 
 



5.           Ergebnisse                                                                                                         58 

  

Tab. 5-3: Aufstellung der EC50-Mittelwerte. Verglichen werden die EC50-Mittelwerte, welche aus den 
Kontraktionsverläufen errechnet wurden. Gegenübergestellt sind die EC50-Mittelwerte in (-log) sowie die 
jeweilige Standardabweichung und das Konfidenzintervall. Die EC50-Mittelwerte in μM angegeben. Es 
finden sich keine signifikanten Unterschiede. 

 

 

Es wird deutlich, dass im Gegensatz zu den Maximalspannungen keine signifikanten 

Unterschiede in den EC50-Werten auszumachen sind. Somit lässt sich vermuten, dass 

sich der Einfluss der Modulatoren hauptsächlich in einer veränderten Spannung und 

weniger in einer veränderten Sensitivität niederschlägt.   

Sowohl bei der grafischen Darstellung in der Abbildung 5-22 als auch bei der 

Berechnung der EC50-Werte wurden die Daten der mit Sildenafil 50 μM inkubierten 

Gruppe nicht berücksichtigt. Hintergrund dafür ist die nahezu ausgebliebene 

Kontraktion in dieser Gruppe (siehe Abb. 5-20 und 5-21), was die Berechnung eines 

EC50-Wertes unsinnig macht.   

 

 

5.2.2 Probenecid (Versuchsreihe 2) 

 

In der zweiten Versuchsreihe der Kontraktionsmessung wurden Aortenringe mit 

Probenecid in Konzentrationen von 10 μM und 100 μM vorinkubiert. Diese wurden 

wiederum mit einer Kontrollgruppe sowie einer Gruppe mit ODQ-Behandlung 

verglichen. Abbildung 5-23 zeigt die ermittelten Ergebnisse in Bezug auf die absolute 

Spannung der Aortenringe bei zunehmender Stimulation. 

 

Gruppen 

n=5 
EC50-Mittelwert 

in (-log) Standardabweichung 
95% 

Konfidenzintervall 
EC50 in 
μM  

10 6,092 0,1006 5,890 6,295 0,81

n 6,238 0,1353 5,966 6,511 0,58

na 1 6,225 0,1741 5,873 6,577 0,60
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Abb. 5-23: Darstellung der gemittelten Muskelspannung in g. Gezeigt sind die Mittelwerte mit 
Standardabweichung der durch einen Schreiber gemessenen Muskelspannungen bei ansteigender 
Phenylephrinkonzentration. Verglichen werden vier Versuchsgruppen mit je fünf Versuchstieren (n=5), 
wobei Vorinkubationen mit Probenecid in einer Konzentration von 10 μM und 100 μM sowie mit ODQ 
in einer Konzentration von 10 μM durchgeführt wurden. Als Referenz dient eine Kontrollgruppe ohne 
Vorinkubation. 
 

 

Wie in der vorhergehenden Versuchsreihe weist die Gruppe mit ODQ-Vorinkubation 

die höchste Maximalspannung auf. Die Grafen der Versuchsgruppen mit 

Probenecideinwirkung verlaufen relativ ähnlich und liegen beide erkennbar unterhalb 

der Kontrollgruppe. Untersucht man nun die Mittelwerte der Maximalspannungen auf 

Unterschiede, ist festzuhalten, dass zwischen der Kontrollgruppe und den 

Probenecidgruppen keine signifikante Unterscheidung gegeben ist. Ein gewisser Trend 

zu einer geringeren Maximalkontraktion bei den mit Probenecid vorinkubierten 

Aortenringen lässt sich dennoch erkennen (Tab. 5-4).   

Auch in dieser Versuchsreihe zeigt sich die mittlere Maximalspannung der mit ODQ 

behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant. 
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Tab. 5-4: Vergleich der maximalen Spannungswerte (Tmax) zwischen den Versuchsgruppen. 
Gegenübergestellt sind die Mittelwerte der maximalen Spannungen in g mit der jeweiligen 
Standardabweichung in g sowie die Gruppengröße und die Signifikanz zur Kontrollgruppe. 
 

Gruppen 

Mittelwert Tmax 

in g 

Standardabweichung 

in g Anzahl 

Signifikanz zur 

Kontrolle (P<0,05) 

n 0,82 0,135 n=5

n 10 0,50 0,215 n=5 nein

ene i 100 0,48 0,199 n=5 nein

10 1,71 0,413 n=5 ja

 

 

Betrachtet man wiederum die erbrachte relative Spannung pro Gramm Muskelgewebe, 

so bestätigt sich der vorher gezeigte Trend auch in dieser Darstellung (Abb. 5-24).  
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Abb. 5-24: Darstellung der gemittelten Muskelspannung in g je Gramm Muskelgewebe. Gezeigt 
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der gemessenen Muskelspannungen entsprechend des 
Trockengewichtes der Aortenringe hochgerechnet auf ein Gramm Gewebe bei ansteigender 
Phenylephrinkonzentration. Verglichen werden vier Versuchsgruppen mit je fünf Versuchstieren (n=5), 
wobei Vorinkubationen mit Probenecid in einer Konzentration von 10 μM und 100 μM sowie mit ODQ 
in einer Konzentration von 10 μM durchgeführt wurden. Als Referenz dient eine Kontrollgruppe ohne 
Vorinkubation. 
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Dabei weisen auch hier die beiden Probenecidgruppen eine geringere Maximalspannung 

als die Kontrollen auf. Eine Signifikanz dieses Unterschiedes ist allerdings nicht 

vorhanden (Tab. 5-5). Die mit ODQ inkubierten Aortenringe erreichen wiederum eine 

signifikant höhere Spannung als die Kontrollen. 
 

Tab. 5-5: Vergleich der maximalen Spannungswerte (Tmax) in g pro Gramm Muskelgewebe 
zwischen den Versuchsgruppen. Gegenübergestellt sind die Mittelwerte der maximalen Spannungen in 
g pro Gramm Muskel mit der jeweiligen Standardabweichung in g sowie die Gruppengröße und die 
Signifikanz zur Kontrollgruppe. 
 

Gruppen  

 

Mittelwert Tmax in g 

pro Gramm Muskel 

Standardabweichung 

in g Anzahl 

Signifikanz zur 
Kontrolle 

(P<0,05) 

n e 1242,42 204,69 n=5

ene i 10 783,70 337,08 n=5 nein

ene i 100 693,64 287,20 n=5 nein

10 2514,70 607,23 n=5 ja

 

 

Bei der Untersuchung der EC50-Werte dieser Versuchsreihe fällt ein signifikant 

kleinerer Wert der Gruppe mit Probenecid 10 μM Vorinkubation auf (Tab. 5-6). Das 

bedeutet, dass diese Aortenringe erst bei einer höheren Konzentration von Phenylephrin 

die halbmaximale Spannung erreicht haben und somit eine geringere Empfindlichkeit 

aufweisen. Im Unterschied dazu ist der EC50-Wert der mit Probenecid 100 μM 

behandelten Proben mit dem der Kontrollgruppe und der ODQ-Gruppe vergleichbar.  

 
Tab. 5-6: Tabellarische Aufstellung der EC50-Mittelwerte. Verglichen werden die EC50-Mittelwerte, 
welche aus den Kontraktionsverläufen errechnet wurden. Gegenübergestellt sind die EC50-Mittelwerte in 
(-log) sowie die jeweilige Standardabweichung, das Konfidenzintervall und die Signifikanz zur 
Kontrollgruppe. Weiterhin sind die EC50-Mittelwerte in μM angegeben. 
 

Gruppen  

n=5 

EC50-

Mittelwert 

in (-log) 

Standard-
abweichung 

95% 
Konfidenzintervall 

EC50 in 

μM 

Signifikanz zur 

Kontrolle 

P<0,05  

n e 6,322 0,106 6,108 i 6,537 0,48

ene i 10 5,987 0,098 5,788 i 6,186 1,03 ja

ene i 100 6,298 0,202 5,889 i 6,706 0,50 nein

10 6,467 0,096 6,328 i 6,605 0,34 nein
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Dieser Unterschied zwischen den Probenecid behandelten Gruppen ist auch in der 

prozentualen Darstellung der Spannungsverläufe an einer Rechtsverschiebung der 

Kurve dieser Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe erkennbar (Abb. 5-25).  
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Abb. 5-25: Darstellung der Muskelspannung in Prozent der Maximalspannung. Bei steigender 
Stimulation mit Phenylephrin werden die jeweils gemittelten Werte der Kontrollgruppe mit den Werten 
der mit ODQ 10 μM (links oben) bzw. Probenecid 10 μM (rechts oben) und Probenecid 100 μM (unten) 
vorinkubierten Gruppe verglichen. Die Darstellungen beinhalten jeweils die Standardabweichungen und 
die Gruppengröße beträgt jeweils n=5. 

 

 

Zusammenfassend ist für diese Versuchsreihe ein deutlich erkennbarer Trend für eine 

herabgesetzte Maximalkontraktion unter Probenecidvorinkubation festzuhalten. 

Gleichzeitig wurde eine verminderte Sensitivität in der 10 μM Probenecidgruppe 

gemessen, was jedoch im Vergleich zur Gruppe der höheren Konzentration eher 

diskussionswürdig erscheint.   
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5.2.3 Gesamtvergleich der Versuchsreihen 1 und 2 

 

Vereint man die Ergebnisse aller Versuchsgruppen der Kontraktionsmessungen 

miteinander, können zwar interindividuelle Unterschiede nicht ausgeschlossen werden, 

allerdings lassen sich so die Versuchsreihen untereinander vergleichen. Des Weiteren 

erhöht sich die Datenmenge der Kontroll- und ODQ-Gruppe, da die Proben mit 

gleichem Behandlungsschema aus beiden Versuchsreihen zusammengefasst werden 

können. In Abbildung 5-26 sind alle Versuchsgruppen gemeinsam abgebildet und direkt 

als relative Spannung in g pro Gramm Muskel dargestellt. 
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Abb. 5-26: Darstellung der gemittelten Muskelspannung in g je Gramm Muskelgewebe. Gezeigt 
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der gemessenen Muskelspannungen entsprechend des 
Trockengewichtes der Aortenringe hochgerechnet auf ein Gramm Gewebe bei ansteigender 
Phenylephrinkonzentration. Verglichen werden sechs Versuchsgruppen zusammengefasst aus 
Versuchsreihe 1 und 2. Dabei wurden Vorinkubationen mit Probenecid in einer Konzentration von 10 μM 
und 100 μM sowie Sildenafil in einer Konzentration von 1 μM und 50 μM bei jeweils fünf 
Versuchstieren (n=5) durchgeführt. Je neun Tiere umfassten die Gruppen mit ODQ-Vorinkubation in 
einer Konzentration von 10 μM und die als Referenz dienende Kontrollgruppe ohne Vorinkubation (n=9).  
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Es zeigen sich in etwa gleiche Kurvenverläufe für die Versuchsgruppen unter Einfluss 

von Sildenafil 1 μM und Probenecid 100 μM, sowie ein leicht darüber liegender Graph 

der Gruppe mit 10 μM Probenecidinkubation. 

Interessant ist nun die Untersuchung der Spannungswerte bei maximaler Stimulation auf 

signifikante Unterschiede bei vergrößerter Kontrollgruppe (Tab. 5-7).    

 
Tab. 5-7: Vergleich der maximalen Spannungswerte (Tmax) in g pro Gramm Muskelgewebe 
zwischen den Versuchsgruppen. Gegenübergestellt sind die Mittelwerte der maximalen Spannungen in 
g pro Gramm Muskel mit der jeweiligen Standardabweichung in g sowie die Gruppengröße und die 
Signifikanz zur Kontrollgruppe.  
 

Gruppen 

Mittelwert Tmax in g 

pro Gramm Muskel 

Standard- 

abweichung in g Anzahl 

Signifikanz zur 

Kontrolle (P<0,05) 

n e 151,15 557,99 n=9

ene i 10 783,70 337,08 n=5 nein

ene i 100 693,64 287,20 n=5 ja

i ena i 1 689,15 365,10 n=5 ja

i ena i 50 187,17 345,40 n=5 ja

10 2761,44 709,20 n=9 ja

 

 

Durch die erhöhte Anzahl an Versuchstieren in der Kontrollgruppe fallen die weiterhin 

hohen Standardabweichungen weniger stark ins Gewicht, so dass sich nun auch die 

Versuchsgruppe unter 100 μM Probenecidinkubation signifikant in der Spannung bei 

maximaler Stimulation von der Kontrollgruppe unterscheidet. Damit bestätigt sich der 

schon in der Abbildung 5-26 erkennbare Trend zu einer geringeren Kontraktion unter 

Probenecideinwirkung. Dieser wäre bei noch größerer Versuchstierzahl wahrscheinlich 

auch in der geringeren Probenecidkonzentration statistisch signifikant nachweisbar. 

Der Gesamtvergleich der EC50-Werte beider Versuchsreihen ergibt keine neuen 

Erkenntnisse bezüglich der Sensitivität der Versuchsgruppen auf die Stimulation. 

Vielmehr liegen die Werte mit relativ geringen Standardabweichungen beieinander, 

wobei weiterhin die niedriger konzentrierte Probenecidgruppe abweicht. Lässt man 

diesen Wert außen vor, kann die Aussage getroffen werden, dass die cGMP-

Modulatoren scheinbar keinen Einfluss auf die Sensitivität der Kontraktion glatter 

Muskelzellen ausüben (Tab. 5-8). 
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Tab. 5-8: Tabellarische Aufstellung der EC50-Mittelwerte. Verglichen werden die EC50-Mittelwerte, 
welche aus den Kontraktionsverläufen errechnet wurden. Gegenübergestellt sind die EC50-Mittelwerte in 
(-log) sowie die jeweilige Standardabweichung, das Konfidenzintervall, die Gruppengröße und die 
Signifikanz zur Kontrollgruppe. Die EC50-Mittelwerte in μM angegeben. 
 

Gruppen 

EC50 –
Mittelwert 

in (-log) 

Standard-

abweichung 

95% 

Konfidenzintervall Anzahl  

EC50 in 

μM 

 

Signifi-

kanz 

10 6,291 0,072 6,148 i 6,434 n=9 0,51 nein

n e 6,254 0,093 6,069 i 6,439 n=9 0,56

ene i 10 5,989 0,103 5,780 i 6,198 n=5 1,03 ja

ene i 100 6,298 0,202 5,889 i 6,706 n=5 0,50 nein

i ena i 1 6,257 0,164 5,927 i 6,588 n=5 0,55 nein

 

 

6 Diskussion  

 

Die Auswertung der beschriebenen Ergebnisse erfolgt in einer geteilten Betrachtung der 

proteinchemischen Versuche und der Kontraktionsmessungen. Es konnten nur in den 

Versuchsreihen der Kontraktionsmessungen verwertbare Daten erhoben werden, die 

eine weitere Interpretation der Effekte von cGMP-Modulatoren auf glatte 

Gefäßmuskelzellen zulassen. In Bezug auf die Fragestellung nach der Nachweisbarkeit 

des cGMP-Spiegels mittels der angewandten Versuchsmethoden ist festzustellen, dass 

dieser Nachweis in dieser Arbeit lediglich als Rückschluss aus den 

Spannungsmessungen des Aortengewebes möglich war. Mit der Methode der direkten 

Kontraktionsmessung konnten Differenzen zwischen den einzelnen Versuchsgruppen 

wiederholbar aufgezeigt werden, was über die proteinchemischen Versuche nicht 

erreicht werden konnte. Als Folge daraus muss die Frage nach der Vergleichbarkeit 

beider Nachweisverfahren verneint werden.    

Um nachzuvollziehen, warum die Ergebnisse der Voruntersuchungen von Mahmoud 

[58] nicht reproduziert werden konnten, soll nachfolgend eine Fehlerbetrachtung der 

proteinchemischen Versuchsmethode durchgeführt werden. 
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6.1 Fehlerbetrachtung der proteinchemischen Versuche 

 

Bei Betrachtung der Ergebnisse der proteinchemischen Versuche scheinen keine klaren 

Aussagen über Effekte der cGMP-Modulatoren möglich. Es zeichneten sich weder 

Trends entsprechend den theoretischen Vorbetrachtungen ab, noch konnte eine 

verlässliche Wiederholbarkeit der Ergebnisse erreicht werden, wie die in Kapitel 5.1.7 

beschriebene Nachuntersuchung der Kontrollgruppe zeigte. Daraus ergibt sich 

retrospektiv die Frage, weshalb der in den Voruntersuchungen von Mahmoud scheinbar 

funktionierende Versuchsaufbau hier nicht zu aussagekräftigen Ergebnissen führte. Im 

Vergleich der Versuchsabläufe können bei gleichem zugrundeliegendem 

Versuchsprotokoll keine Unterschiede ausgemacht werden, die maßgeblichen Einfluss 

auf die Ergebnisse gehabt haben könnten. So wurden die in den Vorversuchen 

verwendeten laboreigenen Versuchstiere hier durch Ratten des Lewis Stammes ersetzt, 

welche von der Charles River Wiga GmbH zur Verfügung gestellt worden waren. 

Dadurch wurde für genetische Gleichheit des Probenmaterials und auch für eine 

vergleichbare Größe der Versuchstiere zwischen 200 und 280 g gesorgt. Demzufolge ist 

ein negativer Einfluss auf die Ergebnisse durch diese Veränderungen unwahrscheinlich. 

Auch eine erhöhte Varianz der Versuchstiere ist durch die Teilung des Aortengewebes 

und die Verwendung der jeweiligen zweiten Hälfte als Kontrolle eher untergeordnet in 

Betracht zu ziehen. Die verwendeten Versuchsmaterialien und Geräte entsprachen 

denen der Vorversuche. Möglich wären auch systematische Fehler bei der 

Versuchsdurchführung und Probenaufarbeitung, allerdings sprechen mehrmaliger 

Abgleich mit dem Versuchprotokoll und die in den Ergebnissen dargestellten 

Zwischenschritte eher dagegen. Womöglich könnte es sich um andere Fehlerquellen 

handeln oder um ein instabiles Versuchssystems.  

Dabei ist festzustellen, dass Phosphomyosin durchaus detektiert und gemessen werden 

konnte, sich jedoch nicht die erwarteten Verhältnismäßigkeiten zwischen Proben und 

Kontrolle einstellten. Vor diesem Hintergrund wirft sich die Frage auf, wo 

möglicherweise ein verändernder Einfluss auf den Phosphorylierungsgrad der Proben 

gewirkt haben könnte. Denkbar sind zu geringe Konzentrationen der Modulatoren und 

des Stimulanziums Phenylephrin an den intra- und extrazellulären Zielstrukturen, so 

dass mögliche Effekte nicht ausgelöst wurden. Weiterhin könnte es bei Überführung der 

Aorten zwischen den verschiedenen Inkubationsphasen zu einer mechanisch 

getriggerten Kontraktion der glatten Muskulatur gekommen sein, was aber bei der 
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angewandten Sorgfalt und gleicher Durchführung wie in den Vorversuchen als eher 

unwahrscheinlich zu erachten ist. Auch ein hydrolytischer Abbau des Phosphomyosins 

durch die Myosin-Leichtketten-Phosphatase (MLKP) ist denkbar. Allerdings wurden, 

wie in Kapitel 4.2.1.3 beschrieben, präventiv Proteaseinhibitoren verwendet und auch 

auf durchgehende Kühlung geachtet. Aufgrund der thermischen Instabilität des 

Phosphomyosinantikörpers könnte in dessen Zerfall eine Fehlerquelle vermutet werden. 

Dagegen sprechen jedoch der ausschließliche Einsatz des Antikörpers in einer 

Kühlkammer, der durchaus aufgezeigte Nachweis von Phosphomyosin sowie die 

Tatsache, dass ein Zerfall bei Proben und Kontrollen gleichermaßen zutreffen müsste 

und somit die Verhältnisse konstant bleiben sollten. 

Betrachtet man die Versuche von Weber et al. [59], deren Versuchsmethoden als 

Grundlage für die Vorversuche dienten, sind einige Differenzen im Vergleich zu den 

hier angewandte Methoden festzustellen. Bei Weber et al. wird z.B. Harnstoff als 

Bestandteil im Elektrophoresegel verwendet, was eine feinere Auftrennung von 

Proteinen mit ähnlicher Molekülgröße ermöglicht. Dadurch können z.B. die Banden von 

Phosphomyosin und nicht phosphoryliertem Myosin in einem Maße voneinander 

getrennt werden, dass sie mit spezifischen Antikörpern sicher separat darstellbar sind 

und Myosin als Vergleichsprotein beim Phosphomyosinnachweis verwendet werden 

kann. Weiterhin beinhaltet die Versuchsanordnung von Weber et al. die Beachtung 

einer Vorspannung des Muskelgewebes von 50 mg. Der Einfluss einer Vordehnung auf 

Muskelgewebe für die Kontraktion basiert auf der Struktur des Myosinfilaments. Die 

Steigerung der Vordehnung führt bis zu einem gewissen Grad zur Erhöhung der 

Kontraktionsstärke [62]. Demnach könnte die Berücksichtigung einer Vorspannung im 

Versuchsprotokoll möglicherweise zu einer verstärkten Kontraktion und auch einer 

deutlicheren Abgrenzung modulierter Kontraktionen führen. Die technische Umsetzung 

einer wiederholbar gleichmäßigen Vordehnung im Durchmesser der ca. 2 cm langen 

Aortenstücke konnte bisher nicht erreicht werden. Allerdings zeigte sich in 

Nachuntersuchungen, dass dies ein Ansatz sein könnte, um die Versuchsmethode zu 

verbessern. Einen weiteren Punkt könnte die Entfernung der Endothelmembran 

darstellen, da aus dem Endothel das die Guanylatzyklase stimulierende 

Stickstoffmonoxid freigesetzt werden kann. Dadurch steigt die zelluläre cGMP-

Konzentration und es kommt zur Vasodilation. Die Berücksichtigung dieses Einflusses 

durch Entfernung des Endothels könnte zusätzlich zur stabilen Etablierung der 

proteinchemischen Versuchsmethode führen. 
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6.2 Kontraktionsversuche 

 

Bei allgemeiner Betrachtung der Kontraktionsmessungen wird deutlich, dass die 

Ergebnisse grundsätzlich den theoretischen Vorbetrachtungen entsprechen. Das 

Versuchssystem der Kontraktionsmessungen lieferte konstant verwertbare Ergebnisse, 

war jedoch auch mit hohen Standardabweichungen behaftet. Ein Grund dafür kann in 

der relativ geringen Gruppengröße (n=5) vermutet werden. Die Messungen der 

einzelnen Versuchsgruppen werden nachfolgend diskutiert.  

 

 

6.2.1 ODQ 

 

Die Dosis-Wirkungs-Kurven der mit 10 μM vorinkubierten Proben hoben sich in beiden 

Versuchsreihen der Kontraktionsmessungen deutlich von der Kontrollgruppe ab. 

Besonders zeigte sich bei Stimulation mit maximaler Phenylephrinkonzentration ein 

signifikant höheres Plateau der Spannung als in den Vergleichsgruppen. Die Hemmung 

der löslichen Guanylatzyklase durch ODQ führt zu einem verminderten Umbau des 

zellulären GTP in cGMP. Einer verminderten cGMP-Konzentration folgt eine 

entsprechend geringere Aktivierung von cGMP-abhängigen Proteinen wie z.B. der 

PKG. Letztendlich kommt es zu einem erhöhten Anteil an phosphoryliertem Myosin, 

was eine stärkere Kontraktion ermöglicht. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen 

Daten (Kapitel 5.2.1 bis 5.2.3) zeigen eine erhöhte Kontraktion unter ODQ-

Vorinkubation. Da ODQ die unabhängige Variable cGMP beeinflusst und dies über 

Spannungsänderungen messbar ist, kann die Aussage getroffen werden, dass ODQ über 

Senkung der intrazellulären cGMP-Konzentration zu einer verstärkten Kontraktion der 

glatten Gefäßmuskulatur von Ratten führt. Die Ergebnisse decken sich mit den von 

Garthwaite et al. beschriebenen Einwirkungen von ODQ auf die Guanylatzyklase und 

den cGMP-Spiegel [31]. Zudem wird die hohe Bedeutung der Guanylatzyklase in 

Bezug auf Regulation von Gefäßspannung und Blutdruck verdeutlicht. So beschreiben 

Groneberg et al. die Entstehung von Hypertonie bei Ratten nach Tamoxifen induzierter 

globaler Defizienz der Guanylatzklase in glatten Muskelzellen [63]. Außerdem wird in 

verschieden Veröffentlichungen die Aktivierung der sGC als Ansatzpunkt für die 

Therapie der pulmonalen Hypertonie beschrieben [64, 65]. Sowohl den Effekt eines 

sGC-Aktivators als auch die Einwirkung von ODQ auf die Muskelrelaxation zeigen 
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Teixera et al. In Versuchen mit Ringen der Basilarisarterie von Ratten konnte unter 

ODQ-Einfluss erst bei signifikant höheren Konzentrationen des sGC-Aktivators eine 

maximale Relaxation erreicht werden [66]. Bemerkenswert ist bei den Ergebnissen von 

Teixeira et al. die deutliche Differenz der EC50-Werte bei Relaxation mit ansteigender 

BAY 41-2272-Konzentration zwischen ODQ-behandelten Geweberingen und den 

Kontrollen. Dies zeigt eine geringere Sensitivität des Gewebes auf den Relaxationsreiz 

unter ODQ an. Im Umkehrschluss wäre eine höhere Sensitivität von glatten 

Muskelzellen auf Stimulationsreize wie z.B. mit Phenylephrin unter ODQ denkbar. Die 

in dieser Arbeit erhobenen EC50-Werte der Phenylephrinstimulation zeigten jedoch 

keine Unterschiede zwischen mit ODQ behandeltem Gewebe und der Kontrolle. Damit 

ist nach den hier erhobenen Daten lediglich ein Einfluss von ODQ auf die Spannung bei 

maximaler Stimulation, nicht aber auf die Sensitivität der Muskelzellen, festzustellen. 

Eine mögliche Erklärung dieser gegensätzlichen Ergebnisse könnte in den 

entgegengerichteten Wirkungsweisen von BAY 41-2272 und ODQ auf die 

Guanylatzyklase zu suchen sein. 

 

 

6.2.2 Probenecid 

 

Die Ergebnisse der Versuchsreihe mit Probenecidvorinkubation sind schwieriger zu 

interpretieren. In Kapitel 5.2.2 konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe ein Trend zu 

einer geringeren Muskelspannung unter maximaler Phenylephrinstimulation gezeigt 

werden. Statistische Signifikanz wurde von beiden Probenecidkonzentrationen (10 μM 

und 100 μM) für diesen Unterschied allerdings nicht erreicht. Möglich ist, dass hier 

durch eine relativ geringe Anzahl an Versuchstieren, ein vorhandener Effekt nicht 

ausreichend abgegrenzt werden konnte. Gleichzeitig besteht ebenfalls die Gefahr der 

Überinterpretation einer Wirksamkeit. Für einen tatsächlich vorhandenen Effekt spricht, 

dass nach Vergrößerung der Kontrollgruppe durch Zusammenfassung der 

Versuchsreihen aus Kapitel 5.2.1 und 5.2.2 eine signifikante Differenz zwischen 

Kontrollgruppe und der mit Probenecid 100 μM vorbehandelten Versuchsgruppe 

festzustellen war (Tab. 5-7). Somit ist anzunehmen, dass bei einer größeren Anzahl an 

Versuchstieren sich auch für die geringere Probenecidkonzentration der erkennbare 

Trend statistisch stärker darstellen würde.  
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Schon in den theoretischen Vorbetrachtungen wurden die unterschiedlichen Meinungen 

zur Bedeutung der MRP-Transporter auf die intrazelluläre cGMP-Konzentration 

genannt. So messen Wielinga et al., Reid et al. und Borst et al. den Transportproteinen 

MRP 4 und 5 lediglich Bedeutung als Überschusspumpen bei und erachten deren 

Einfluss als physiologisch nicht relevant [37, 38, 50]. Im Gegensatz dazu schätzen 

Jedlitschky et al., Chen et al. und Lai et al. die Wertigkeit der MRP-Transporter 4 und 5 

bei der Regulation der Konzentration von zyklischen Nukleotiden deutlich höher ein 

[35, 46, 47]. Damit unterstützen sie die These, dass durch eine Einwirkung auf die 

Transporter der zellulärer cGMP-Spiegel und damit die Spannung der Muskelfasern 

beeinflusst werden kann. Vergleichbare Ergebnisse veröffentlichten Andric et al., die in 

hypophysären Zellen unter Hemmung des Effluxes einen zeitabhängigen Anstieg der 

cGMP-Konzentration feststellen konnten [67]. Daraus schlussfolgerten sie eine hohe 

Affinität aber geringe Kapazität der MRP-Transporter für cGMP. Letztendlich scheint 

die Bedeutung der MRP-Transporter 4 und 5 für den cGMP-Gehalt von der Zellart 

abzuhängen. Für glatte Muskelzellen ist nach den Untersuchungen von Xu et al. an 

Gewebe mit verminderter MRP 5-Expression [57] und den Ergebnissen dieser Arbeit 

ein hoher Einfluss der MRP-Proteine auf die intrazelluläre cGMP-Regulation 

wahrscheinlich.  

Die in Tabelle 5-6 ersichtliche Differenz des EC50-Wertes der 10 μM- 

Probenecidgruppe zur Kontrollgruppe und der Gruppe unter 100 μM Probenecid ist 

schwierig nachzuvollziehen. Sollte eine Wirkung von Probenecid auf die Sensitivität 

der Muskelzellen stattfinden, müsste diese erst recht bei höher konzentriertem 

Probenecid deutlich werden. Da jedoch die Versuchsgruppe unter 100 μM Probenecid 

einen vergleichbaren EC50-Wert wie die Kontrollgruppe aufwies, bedarf es weiterer 

Untersuchungen, um eine klare Aussage treffen zu können.  

 

 

6.2.3 Sildenafil 

 

In den mit Sildenafil vorinkubierten Versuchsgruppen zeigten sich deutliche 

abgrenzbare Effekte zur Kontrollgruppe. Sildenafil führt über Hemmung der PDE 5 und 

der MRP-Transportproteine 4 und 5 zu einer Steigerung des cGMP-Spiegels in den 

Muskelzellen und wirkt sich negativ, d.h. relaxierend, auf die Muskelkontraktion aus. 

Dieser Effekt konnte in den Versuchen bei Inkubation sowohl mit einer Konzentration 
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von 1 μM als auch von 50 μM beobachtet werden. Die sich ergebenden geringeren 

Spannungen bei maximaler Stimulation sind in der Abbildung 5-20 ersichtlich. Auch ist 

erkennbar, dass die höhere Konzentration des Wirkstoffes eine stärkere Auswirkung auf 

die Muskelverkürzung zeigte, so dass eine Stimulierbarkeit selbst bei der maximalen 

verwendeten Phenylephrinkonzentration kaum noch gegeben war.  

Vergleichbare Ergebnisse bei ähnlichem Versuchsaufbau wie in dieser Arbeit erzielten 

Teixera et al., die bei Relaxierung von Gefäßringen mit dem GC-Aktivator BAY 41-

2272 unter Sildenafileinwirkung eine stärkere Muskelentspannung messen konnten als 

in einer Vergleichsgruppe ohne Sildenafil [66]. 

Der relaxierende Effekt von Sildenafil auf glatte Muskelzellen in Gefäßwänden ist 

vielfach untersucht und begründet den Einsatz von Sildenafil in der Therapie erektiler 

Dysfunktionen, aber auch bei pulmonararterieller Hypertonie [68, 69].  

Da die cGMP-erhöhende Wirkung von Sildenafil sowohl auf der Hemmung der PDE 5 

als auch auf der Hemmung der MRP-Transporter 4 und 5 beruht, stellt sich die Frage, 

ob es Unterschiede in der Bedeutung der Mechanismen gibt, bzw. überhaupt ein Effekt 

durch die MRP-Inhibition abgegrenzt werden kann. Um eine Beurteilung abzugeben, 

hilft die Betrachtung der verschiedenen hier angewandten Sildenafilkonzentrationen. 

Nach den Untersuchungen von Turko et al. wird deutlich, dass die Phosphodiesterase 5 

eine hohe Affinität zu Sildenafil besitzt und schon bei sehr niedrigen Konzentrationen 

zu einer Hemmung der PDE 5 führt (Ki = 1 nM) [34]. Demnach müsste die bei dieser 

Arbeit verwendete Konzentration von 1 μM Sildenafil die PDE 5 nahezu vollständig 

inhibieren. Demzufolge könnte vermuten werden, dass die nochmals verminderte 

Kontraktion der mit 50 μM Sildenafil inkubierten Aortenringe gegenüber der Gruppe 

unter 1 μM Sildenafil zu großen Teilen durch MRP-Inhibition verursacht wurde (Abb. 

5-26 und Tab. 5-7). Dafür sprechen auch die von Jedlitschky et al. erhobenen Werte an 

Hamster-Lungenfibroblasten, in welche menschliche MRP 5 cDNA transfiziert wurde. 

Der cGMP-vermittelte Transport wurde dort durch Sildenafil-Einwirkung erheblich 

gesenkt [35]. Um eine endgültige Aussage zu treffen, müssten weitere Versuche 

durchgeführt werden, bei denen die PDE 5 unabhängig von Sildenafil ausgeschaltet und 

der alleinige Einfluss von Sildenafil auf die MRP-Transporter herausgestellt wird. 

Bezüglich der Sensitivität des Gewebes spielte die Inkubation mit Sildenafil 

anscheinend keine Rolle. Die EC50-Werte zwischen der mit 1 μM Sildenafil inkubierten 

Aortenringe zeigte bei Phenylephrinstimulation kaum Abweichung zum Kontrollwert.  
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6.3 Einordnung im Bezug zur Hypertonie 

 

Mit dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine Beeinflussung der intrazellulären cGMP-

Spiegel einen Einfluss auf die Spannung der glatten Muskelzellen in Rattenaorten 

ausüben kann. Dies geht größtenteils konform mit früheren Veröffentlichungen, die sich 

mit Auswirkungen des NO-cGMP-PKG-Signalweges und dessen Zielstrukturen auf den 

Muskeltonus beschäftigt haben [70-74]. Die Ansatzpunkte auf den Signalweg waren 

dabei vielfältig, wie z.B. an der Guanylatzyklase [63, 66], der Proteinkinase G [73, 74], 

oder auch direkt an den Ionenkanälen des sarkoplasmatischen Retikulums und der 

Zellmembran.  

Die angeführten Arbeiten machen deutlich, welchen hohen Stellenwert der NO-cGMP-

PKG-Signalweg und besonders die intrazelluläre cGMP-Konzentration für die 

Spannung glatter Gefäßmuskelzellen und letztendlich den Blutdruck besitzen. Mit den 

in dieser Arbeit verwendeten Modulatoren konnte gezeigt werden, dass die 

Kontraktionsstärke über den cGMP-Spiegel in beide Richtungen veränderbar ist. So 

wurde einerseits durch ODQ die zelluläre cGMP-Konzentration gesenkt, was in 

verstärkter Muskelspannung messbar war. Andererseits wurde über Hemmung der 

PDE 5 durch Sildenafil bzw. Hemmung der MRP-Transporter 4 und 5 durch Probenecid 

oder Sildenafil das cGMP erhöht und eine geringere Muskelkontraktion nachgewiesen. 

Bezüglich der Fragestellung nach dem Einfluss der Inhibition von MRP 4 und 5 auf den 

cGMP-Spiegel und damit die Kontraktion, konnte festgestellt werden, dass unter 

Inkubation mit Probenecid durchaus ein Effekt in glatten Gefäßmuskeln im Sinne einer 

Verringerung der Gefäßspannung gezeigt werden konnte. Hohe Standardabweichungen 

in den gemittelten Messungen führten dazu, dass erst die Zusammenfassung der 

Versuchsreihen und die Erhöhung der Kontrollgruppengröße zu einer signifikanten 

Abgrenzung führte (Kap. 5.2.3). Nichtsdestotrotz zeigen auch die Ergebnisse in Kapitel 

5.2.2 deutliche Hinweise auf eine physiologisch wichtige Funktion der MRP-

Transporter 4 und 5 bei der Regulation des zellulären cGMP-Spiegels.  

Auch die Inhibition der MRP-Proteine durch Sildenafil ist nach den in dieser Arbeit 

gewonnen Daten nachvollziehbar. Es bedarf jedoch weiterer Untersuchungen, um eine 

genauere Aussage treffen zu können, welchen Stellenwert die MRP-Transporter im 

vergleich zur PDE 5 einnehmen. Wie in Kapitel 6.2.3 beschrieben, weisen die 

Ergebnisse dieser Arbeit auf ähnlich starke Bedeutungen von einerseits MRP 4 und 5 

und andererseits PDE 5 auf die cGMP-Konzentration in glatten Muskelzellen hin.  
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Somit reiht sich die Hemmung der MRP-Transportproteine in die Mechanismen ein, 

welche an der Regulation der cGMP-vermittelten Vasodilatation beteiligt sind. Als 

weitere Beispiele wurden schon die lösliche Guanylatzyklase, Phosphodiesterasen und 

die Proteinkinase G genannt. 

Die festgestellten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen nach Inkubation mit den 

drei eingesetzten cGMP-Modulatoren beschränkte sich auf die absoluten und relativen 

Kontraktionsspannungen der Aortenringe bei maximal hoher Phenylephrinstimulation. 

Die Untersuchungen der EC50-Werte als Maßstab für die Sensitivität der Muskelzellen 

auf die Stimulation durch Phenylephrin zeigte kaum Differenzen (Tab. 5-8). Diese 

Ergebnisse stimmen überein mit vergleichbaren Messungen an NO-GC-knock-out-

Mäusen, bei denen ebenfalls keine Veränderungen der Sensitivität auf den 

Stimulationsreiz Phenylephrin festgestellt werden konnten [75]. Eine Beeinflussung der 

1-adrenergen Rezeptor gezeigt 

werden. Gierke et al. konnten eine erhöhte Kontraktion bei vermehrter Rezeptordichte 

1-Rezeptoren und erhielten bei 

gleichem Stimulationsreiz eine Linksverschiebung, d.h. eine höhere Sensitivität [76]. 

Auch über Blockier 1-Rezeptoren mit selektiven Substanzen wie Prazosin, 

Doxazosin oder Terazosin kann die Sensitivität verändert werden [77]. Bei einer 

Blockierung stehen weniger Rezeptoren zur Verfügung, um die Stimulation in das 

Zellinnere weiterzuleiten. Es ergibt sich eine verminderte Kontraktion auf 

Stimulationsreize, was den Einsatz dieser Medikamente z.B. bei 

Blasenentleerungsstörungen begründet. Dabei wird der zur Abdichtung der Harnröhre 

führende sympathische Einfluss auf den Sphinktermuskel vermindert und die 

Harnblasenentleerung erleichtert. 

Die ausschließliche Wirkung der cGMP-Modulatoren auf die Spannung bei maximaler 

Stimulation, nicht aber auf die Sensitivität auf den Stimulationsreiz, lässt sich mit den 

unterschiedlichen zellulären Signalwegen erklären, die an der Muskelkontraktion bzw. 

1-Rezeptors hauptsächlich über 

die Phospholipase C, Diacylglycerol und Proteinkinase C vermittelt zu einer Hemmung 

der MLCP führt, greifen die cGMP-Modulatoren besonders in den NO-GC-PKG-

Signalweg ein [62]. Letztgenannter aktiviert die MLCP und führt zur Relaxation der 

glatten Muskulatur. Trotz vorhandener Querverbindungen zwischen den Signalwegen 

ist nachvollziehbar, dass sich Veränderungen des cGMP-Spiegels über den NO-GC-

PKG-Signalweg zwar auf die Kontraktionsstärke auswirken, jedoch die Sensitivität auf 
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Stimulation 1-Rezeptors davon kaum beeinflusst wird. Somit kann bei dem in 

dieser Arbeit durchgeführten Vergleich zwischen der Einwirkung von cGMP-

Modulatoren auf die Sensitivität bzw. die Maximalkontraktion von glatten Muskelzellen 

bei Stimulation mit Phenylephrin lediglich eine verändernde Wirkung auf die 

Kontraktion festgehalten werden.  

Die Verbreitung der Hypertonie, deren Folgeerkrankungen sowie die Vielzahl an 

wissenschaftlichen Arbeiten zu diesem Thema zeigen, dass es sinnvoll ist, die 

Bestandteile und Abläufe des NO-cGMP-PKG-Signalweges in Hinsicht auf 

Gefäßspannung und Blutdruck weiter zu untersuchen. Da komplexe Prozesse wie die 

Blutdruckregulierung oftmals über verschiedene Mechanismen gesteuert werden, ist es 

notwendig, v.a. die einzelnen Mechanismen zu erforschen, um letztendlich einen 

genaueren Gesamtüberblick zu erhalten. Das betrifft besonders neue Ansatzpunkte für 

die Entwicklung von Medikamenten und Therapiemöglichkeiten. Die Hemmung der 

MRP-Transportproteine 4 und 5 könnte eine neue Methode sein, um in die Regulation 

von Gefäßspannungen einzugreifen und neue pharmakologische Möglichkeiten für die 

Behandlung der Hypertonie hervorzubringen. Dazu bedarf es aber noch weiterer 

nachhaltiger Forschung. 
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7 Zusammenfassung 

 

Die arterielle Hypertonie ist in Deutschland sehr weit verbreitetet und einer der 

Hauptrisikofaktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen, wie beispielsweise der 

koronaren Herzkrankheit und dem Schlaganfall.  

In vielen wissenschaftlichen Studien konnte die Bedeutung des NO-cGMP-PKG-

Signalweges für die Regulation der Spannung von glatten Muskelzellen gezeigt werden.  

Diese Muskelzellen haben als Bestandteil der Gefäßwand durch die Veränderung des 

Gefäßdurchmessers einen großen Einfluss auf den Blutdruck. Im Mittelpunkt früherer 

Untersuchungen standen oftmals die Guanylatzyklase, die Proteinkinase G oder 

zelluläre Kalziumkanäle und deren Bedeutung für die Muskeltätigkeit. 

In der vorliegenden Arbeit sollte über Modulatoren der zelluläre cGMP-Spiegel in 

glatten Gefäßmuskelzellen von Ratten verändert und durch Bestimmung der 

Phosphomyosinspiegel bzw. Messung der Kontraktionsstärken dessen Einfluss auf das 

Kontraktionsverhalten nachgewiesen werden. Dabei sollte sowohl die Auswirkung von 

cGMP-Veränderungen auf die Kontraktionsspannung bei maximaler Stimulation als 

auch auf die Sensitivität für Phenylephrin untersucht werden.  

Nach Inkubation der Aorten mit einem cGMP-Modulator und Stimulation mit 

Phenylephrin wurden zwei unterschiedliche Verfahren angewendet, um die Effekte zu 

detektieren. Einerseits wurden die Phosphomyosinspiegel der Proben in 

proteinchemischen Verfahren bestimmt und gegen Kontrollen verglichen. Andererseits 

wurden die Kontraktionen von Aortenringen über Schreiber direkt aufgezeichnet. Als 

Modulatoren wurden das Urikosurikum Probenecid, der Phosphodiesterasehemmer 

Sildenafil und der Inhibitor der löslichen Guanylatzyklase ODQ eingesetzt.  

Ein besonderer Fokus sollte auf die MRP-Transportproteine 4 und 5 (multidrug 

resistance associated proteins) gelegt werden. Dabei wurde betrachtet, inwiefern sich 

Probenecid- und Sildenafilinkubation über Hemmung dieser Nukleotidtransporter auf 

den cGMP-Spiegel und damit die Spannung der glatten Muskelzellen auswirkt.   

Die Auswertung der proteinchemischen Versuche ergab keine aufschlussreichen 

Ergebnisse in Bezug auf die Wirkung der cGMP-Modulatoren. Die Inhomogenität der 

Ergebnisse führte zu dem Schluss, dass die angewandte Versuchsmethodik Schwächen 

enthält und keine Vergleiche mit den direkten Kontraktionsmessungen zulässt.  

In den Aufzeichnungen der Kontraktionen zeigten sich unter ODQ-Einfluss deutlich 

gesteigerte Spannungen der Aortenringe bei maximaler Stimulation mit Phenylephrin. 
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Unter Vorinkubation mit Sildenafil konnten sowohl mit der geringeren Konzentration 

von 1 μM als auch bei 50 μM signifikant geringere Kontraktionen festgestellt werden. 

Dabei wurde deutlich, dass in höherer Konzentration neben der Inhibition der PDE auch 

der hemmende Einfluss von Sildenafil auf die MRP-Transporter zum Tragen kommt. 

Auch nach der Inkubation mit Probenecid konnte sowohl mit 10 μM als auch mit 

100 μM eine verminderte Gefäßspannung festgestellt werden. Eine signifikante 

Abgrenzung zur Kontrollgruppe konnte allerdings nur für die höhere Konzentration und 

auch erst bei Vergrößerung der Kontrollgruppe durch Zusammenfassung der 

Versuchsreihen erreicht werden. 

Die Untersuchung der Sensitivität der Aorten auf Phenylephrin ergab, dass insgesamt 

durch den Einsatz von cGMP-Modulatoren keine Veränderungen der Sensitivität 

verursacht werden. 

Schlussfolgernd ergibt sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit, dass glatte 

Gefäßmuskulatur über cGMP-Modulatoren hinsichtlich der Maximalspannungen 

beeinflussbar ist und dass der cGMP-Transport über MRP 4 und 5 für die Kontraktion 

von glatten Muskelzellen physiologisch bedeutsam ist. Die Gefäßweite stellt einen 

wichtigen Faktor der Blutdruckregulation dar, so dass MRP-Transporter unter diesem 

Ansatzpunkt die Entwicklung neuer Medikamente für die Therapie der Hypertonie 

ermöglichen könnten.   
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