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1. EINLEITUNG

Schwefelwasserstoff (H,S) wurde lange Zeit ausschlieBlich als stechendes toxisches
Gas angesehen, das nach verfaulten Eiern riecht. (Winder and Winder, 1933; Smith
and Gosselin, 1979) Laut der Deutschen Forschungsgemeinschaft, kurz DFG, hat H,S
einen MAK-Wert von 14 mg/m>. Der MAK-Wert ist definiert als die hdchstzulassige
Konzentration eines Arbeitsstoffes als Gas, Dampf oder Schwebstoff in der Luft am
Arbeitsplatz, die nach gegenwartigem Kenntnisstand auch bei wiederholter, taglich 8-
stlindiger, wdchentlich bis zu 40-stlindiger Arbeitszeit im Allgemeinen ohne
gesundheitliche Beeintrachtigung und ohne unangenehme Beldstigung ertragen wird.
(Mutschler et al. 2001)

In niedrigen Konzentrationen ist Schwefelwasserstoff durch seinen charakteristischen
Geruch erkennbar, wohingegen er in héheren Konzentrationen leicht suBlich riecht
und aufgrund der raschen Lahmung des Geruchssinns nicht mehr wahrgenommen
werden kann. Der genaue Wirkungsmechanismus einer H,S-Vergiftung ist noch nicht
geklart. Die Lahmung wird durch eine Blockade der eisenhaltigen Atmungsenzyme
durch Schwefelwasserstoff und durch aus diesem im Korper gebildeten
Hydrogensulfid-Ion  verursacht. Darliber hinaus ist anzunehmen, dass
Schwefelwasserstoff eine Stérung des Zellstoffwechsels mit konsekutiver Hypoxie
bewirkt. Bei einer langsamen Vergiftung kommt es generell meist zur Reizung der
Augen und Atemwege, zu Ubelkeit, Erbrechen, Atemnot und Kréampfen. (Mutschler et
al. 2001)

Als Behandlung wird primar eine kiinstliche Beatmung eingesetzt und in weiterer
Folge erfolgt die Therapie symptomatisch. Neuerdings wird auch
Dimethylaminophenol (Handelsname: 4-DMAP) als Antidot herangezogen.

Trotz der erfolgreichen Therapie kdnnen Schdaden des Myokards und des

Zentralnervensystems zurtickbleiben. (Mutschler et al. 2001)



Mittlerweile ist allerdings auch bekannt, dass H,S ebenfalls ein biologisches Gas ist,
welches endogen durch den Cysteinmetabolismus produziert wird. Im Kdérper wird es
hauptsachlich durch zwei Enzyme, Cystathionin-y-Lyase (CSE) und Cystathionin-3-
Synthase (CBS), gebildet. (Stipanuk and Beck 1982, Griffith 1987, Erickson et al.
1990, Swaroop et al. 1992, Hosoki et al. 1997)

Cystathionin-y-Lyase (CSE) wurde in der Leber, der Niere und auch in geringen
Konzentrationen im Gehirn nachgewiesen. Die Cystathionin-B-Synthase (CBS) wurde
vor allem im Gehirn gefunden, auBerdem lieB sie sich noch in der Leber und der
Niere auffinden. (Abe and Kimura 1996)

CSE ist prinzipiell in verschiedenen GefaBen des vaskuldaren Systems vorhanden,
wahrend CBS im Gehirn stark ausgepragt ist und in den BlutgefaBen nicht
detektierbar ist. (Hosoki et al. 1997, Kimura 2000, Zhao et al. 2001) CBS ist vor

allem im Hipppokampus und Cerebellum stark expremiert. (Abe and Kimura 1996)

Aufgrund der Ahnlichkeit von Schwefelwasserstoff und anderen endogenen
Gasmolekiile, wie Stickstoffmonoxid und Kohlenstoffmonoxid (Wang et al. 1997a,b),
kam man zu der Hypothese, dass H,S eine physiologische Rolle bei der Regulation

des kardiovaskuldaren Systems spielt.

Hosoki et al. (1997) demonstrierten, dass Schwefelwasserstoff in vitro auf die Aorta
von Ratten relaxierend wirkt. Weiters fand man heraus, dass H,S die Vasodilation der
Aortaringpraparate von Ratten aufgrund der Aktivierung ATP-abhanigen
Kaliumkanale verursacht wird. (Zhao et al. 2001) Eine aktuellere Studie (Kubo et al.
2007) zeigte, dass der Karp Kanalblocker Glibenclamid nicht fahig war auf den
zusammenziehenden oder relaxierenden Effekt von NaHS bei Aortaprdparaten von
Mausen einzugreifen und er nur partiellen Einfluss bei Ratten hatte. Teague et al.
2002 schlugen ebenfalls fehl bei dem Versuch tber Glibenclamid die Auswirkung von
NaHS zu blockieren. Sie verwendeten bei ihrer Studie nicht vaskulare
Glattmuskelpraparate.

Diese Studien deuten daraufhin, dass die Karp Kandle wahrscheinlich nicht die
einzigen Wirkungsmechanismen sind, die flr die GefaBdilatation durch

Schwefelwasserstoff verantwortlich sind. Vielmehr wurde nun kirzlich gezeigt, dass
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H,S bei der Regulation des intrazellularen pH eine nicht unwesentliche Rolle spielt,
wodurch es ebenfalls zu einer Relaxation kommt. (Lee et al. 2007) Weiters fand man
unlangst heraus, dass der Effekt von Schwefelwasserstoff auf den GefdBtonus auch

sehr vom Sauerstoff abhangig ist. (Koenitzer et al. 2007)

Der Karp-Kanal ist ein Heterooctamer einschlieBlich zweier Untereinheiten. Die eine ist
eine porenbildende Einheit, Kir6.x (Kir6.1 oder Kir6.2) und die andere ist eine
regulierende Untereinheit, Sulfonylharnstoffrezeptor SUR (SUR1 oder SUR2). (Seino
and Miki 2003)

ATP-abhangige Kaliumkanale werden durch Adenosintriphosphat gesteuert, was bei
einem ATP-Anstieg zu einer SchlieBung der Kanale fiihrt. (Mutschler et al. 2001) Sie
haben verschiedene physiologische und pathophysiologische Bahnen und befinden
sich zum Beispiel in den B-Zellen des Pankreas, in glatten Muskelzellen, im Gehirn, im
Skelett und in der Leber. (Ashcroft F. 1998, Terzic et al. 1995, Seino and Miki 2003)

H,S wurde bereits bei vielen entzindlichen, neuralen und kardiovaskularen
Krankheiten, wie bei einer akuten Pankreatitis (Bhatia et al. 2005a), beim Down-
Syndrom (Kamoun 2001), bei einem septischen Schock (Li et al. 2005) und bei
Hypertonie (Yan et al. 2004) angewendet.

Aufgrund der bisherigen Untersuchungen und Forschungsergebnissen konnten
Pharmaka, die enzymatisch oder chemisch Schwefelwasserstoff freisetzen, neue
Ansatze flir Therapiemdglichkeiten darstellen. Vor allem bei der Behandlung der

essentiellen Hypertonie ware dies ein groBer Fortschritt.

Als Hypertonie bezeichnet man jede die Norm Uberschreitende, anhaltende
Steigerung des arteriellen Blutdrucks.

Ein normaler Blutdruck liegt bei einem systolischen Wert von < 130 mm Hg und
einem diastolischen Wert von < 85 mm Hg vor. (Mutschler et al. 2001)

Infolge des erhdhten Blutdrucks kann es zu einer Arteriosklerose kommen, dessen
Folge apoplektische Insulte, koronare Herzkrankheiten, Linksherzhyperthrophie sowie

Herzinsuffizienz und Niereninsuffizienz sein kdnnen.
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Nach klinischen und organpathogenetischen Gesichtspunkten unterscheidet man die
primdre und die sekundare Hypertonie. Bei der primdren oder auch essentiellen
Hypertonie sind die Ursachen noch weitgehend unbekannt, wahrend die sekundare
Hypertonie oft eine Folge pathologischer Organveranderungen ist. Die moglichen
auslosenden Faktoren, wie zum Beispiel familidre Belastung, Bewegungsarmut,
haufige Stress-Situationen, Ubererndhrung oder dhnliche, werden noch diskutiert.
Wahrend die endokrine, kardiovaskuldre und neurogene Hypertonie wenigstens
teilweise durch eine Behandlung des Primarleidens beeinflusst werden kann, ist bei
der haufigsten Hypertonieform, der essentiellen Hypertonie, lediglich eine
symptomatische medikamentdse Therapie mdglich. (Mutschler et al. 2001)

In mehreren placebokontrollierten Studien wurde nachgewiesen, dass die signifikante
Senkung der Sterblichkeit auf die medikamentdse Behandlung zurlickzufiihren ist.
Das Risiko konnte durchschnittlich um 12 — 15 % gesenkt werden. (Collins et al.
1994, Gueyffier et al. 1997)

Prinzipiell sind aber vor beziehungsweise zusatzlich zu der Anwendung von
Arzneimitteln bei der Therapie von Bluthochdruck folgende MaBnahmen
vorzunehmen:

- Einstellen des Rauchens

- Senkung des Alkoholkonsums auf < 30 g/Tag

- verstarkte kdrperliche Betatigung und Abbau von Stressfaktoren

- Einschrankung der Kochsalzzufuhr

- Gewichtsreduktion bei Ubergewichtigen

Mittel der ersten Wahl sind momentan B-Adrenorezeptorenblocker, ACE-Hemmer,
Diuretika und Calciumantagonisten. Die Auswahl des Antihypertonikums sollte der
Gesamtsituation des Patienten angepasst werden. (Mutschler et al. 2001)

Bei den B-Blockern kommen hauptsachlich Substanzen aus der Gruppe der Bi-
selektiven Wirkstoffe zum Einsatz. Die (;-Rezeptoren sind am Herzen lokalisiert und
ihre Hemmung fiihrt zu einer Abnahme der Auswurfleistung des Herzens, wodurch
der Blutdruck gesenkt wird. Am Markt befindliche Antihypertonika der Klasse der (-

Blocker sind unter anderem Metoprolol, Bisoprolol und Atenolol.
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ACE-Hemmer flihren zu einer Hemmung des Angiotensin-Konversions-Enzmys,
wodurch die Bildung des Angiotensin II, einer der starksten blutdrucksteigernden
Substanzen, unterdriickt wird. Zusatzlich kommt es durch die Abnahme der
Angiotensin II Bildung zu einer schwach diuretischen Wirkung. Captopril, Enalapril
und Lisinopril sind ein paar der vielen wichtigen Wirksubstanzen.

Diuretika, vor allem vom  Thiazid-Typ, bewirken eine vermehrte
Flissigkeitsausscheidung in der Niere, wodurch eine Volumenverminderung im
GefaBssystem verursacht und daraufhin der Blutdruck gesenkt wird.
Calciumkanalantagonisten blockieren den Einstrom von Calciumionen, welche den
Kontraktilitdszustand der glatten GefaBmuskelzellen bestimmen, wodurch eine
Vasodilation und damit eine Abnahme des peripheren Widerstands verursacht
werden. Dieser Effekt flihrt zu einer Blutdrucksenkung. Als Antihypertonika fungiert
hauptsachlich Nifedipin aus der Gruppe der Calciumantagonisten. (Mutschler et al.
2001)

Abgesehen von diesen Wirkstoffklassen kann eine Blutdrucksenkung auch durch a-
Blocker, Kaliumkanaltffner, Vasopeptidase-Hemmer und Angiotensin-II-Rezeptor-
Antagonisten erzielt werden.

Mittlerweile ist es allgemein anerkannt eine antihypertensive Therapie individuell und
nach einem Stufenplan der Deutschen Liga zur Bekampfung des hohen Blutdrucks zu
gestalten. Aus diesem Grund werden je nach Schweregrad der Erkrankung und nach
Erfolg zuerst eine Monotherapie und dann eine Zweierkombination eingesetzt. Bei
wiederum nicht ausreichender Wirkung ist eine Dreierkombination indiziert und mit
dieser lasst sich in ca. 90-95% der Falle eine ausreichende Blutdrucksenkung
erreichen. (Mutschler et al. 2001)



2. ZIELSETZUNG

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurde die Wirkung zweier neu synthetisierter
Wirkstoffe, SWS 4 HCl und WHG 72 T (Kapitel 3.1.), auf die isolierten Organe von
Meerschweinchen getestet.

Um eine erfolgreiche Durchfiihrung und die Reproduzierbarkeit gewadhrleisten zu
kdnnen, musste zu Beginn die exakte Prapariertechnik und die korrekte Handhabung
der Apparaturen erlernt werden.

Einerseits wurde die Auswirkung auf die Inotropie und die Chronotropie der
Herzmuskelpraparate Uberprift, andererseits war das Ziel den Einfluss auf die glatte
Muskulatur abzuklaren.

Die Wirkung der Substanzen auf die glattmuskuldren Organe wurde an isolierten
Praparaten der Aorta, der Arteria pulmonalis und des terminalen Ileums
durchgeflhrt.

Der Einfluss dieser chemischen Verbindungen beziiglich der Herzmuskelpraparate,
wozu der isolierte Vorhof und der isolierte Papillarmuskel herangezogen wurden,
wurde ebenfalls betrachtet.

Bei dem Erreichen einer mittleren effektiven Konzentration (ECsp), das heit wenn
eine Substanz bei einer Konzentration von unter 30 pmol/l einen halbmaximalen
Effekt auf das Organ erreichen konnte, wurden Versuche mit Agonisten
durchgefihrt, die einen ndheren Einblick in den Wirkungsmechanismus geben

sollten.



3. MATERIAL UND METHODIK

3.1. Testsubstanzen

Die beiden zu testenden Wirkstoffe stammten vom Department flir Medizinische
Chemie und Pharmazeutische Chemie, wo sie neu synthetisiert und von Hr. Univ.-

Prof. Dr. Thomas Erker zur Verfligung gestellt wurden.

3.1.1. SWS 4 HCI

Abbildung 1: Struktur von SWS 4 HCl

CH,

s/

S

(L )—en

N Hel
MG = 258,83 g/mol

Nomenklatur:

1-(Methyldithiocarbonyl)-2-methylbenzimidazol Hydrochlorid

Abbildung 2: Originalabbildung der Testsubstanz SWS 4 HCI




3.1.2. WHG 72T

Abbildung 3: Struktur von WHG 72 T

O | O | MG = 528,65 g/mol

Nomenklatur:
N1-{3-[(3,4,5-trimethoxybenzothioyl)amino]phenyl}-3,4,5-trimethoxybenzothioamid

Abbildung 4: Originalabbildung der Testsubstanz WHG 72 T

Die Stammldsungen der beiden Substanzen wurden taglich frisch zubereitet, indem
die Substanz in 100 pl Lésungsmittel geldst wurde. Als Losungsmittel wurde bei den
betreffenden Wirkstoffen Dimethylsulfoxid oder auch kurz DMSO genannt verwendet.
Die Einwaage der Substanz richtete sich nach dem Volumen des verwendeten

Organbades. Es standen ein 8 ml und mehrere 25 ml Organbdader zur Verfiigung. Die
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Substanzmenge musste so berechnet werden, dass nach kumulativer Zugabe am

Ende eine Konzentration von 100 pmol/l im GefaB vorherrschte.

Tabelle 1: Stammldsungen

Molare Volumen Einwaage der Testsubstanz
Substanz Masse Organbad in ml (100 pmol/I1)/0Organbad
8 0,207 mg
SWS 4 HCI 258,83 g/l
25 0,647 mg
8 0,423 mg
WHG 72T 528,65 g/l
25 1,322 mg

Die Substanzzugabe erfolgte bei den Versuchsreihen immer nach folgendem gleich

bleibenden Prinzip. Nachdem das jeweilige Organ eine konstante Kontrollphase

aufwies, konnte die erste Substanzmenge, namlich 1 pl, an Stammlésung mit einer

Finnmikropipette zugespritzt werden. Die darauf folgenden Mengen wurden in 45

Minuten Intervallen zugefligt und zwar 2, 7, 10, 20 und 70 pl. Somit erreichte man

im Organbad die erwlinschte Konzentration von 1, 3, 10, 30 und 100 mmol/I.

Tabelle 2: Vereinfachte Darstellung des Pipettierschemas

Zugefugte Menge

Endkonzentration

1ul 1 pmol/I
2 i 3 pmol/I
7 ul 10 pmol/I
20 pl 30 pmol/I
70 pl 100 pmol/I




3.2. Versuchstiere

Als Versuchstiere filir die entsprechenden Experimente wurden Meerschweinchen
verwendet, da sie in ihrer Charakteristik der Organe dem Menschen sehr ahnlich
sind. Es handelte sich um Meerschweinchen vom Stamm DH (Inzucht, Albinos),
welche vom Institut fiir Toxikologie und Labortierzucht in Dobra Voda, Universitat
Bratislava, stammten. Diese waren ausschlieBlich weiblichen Geschlechtes und
lediglich zwischen vier und acht Wochen alt. Ihr Gewicht betrug im Durchschnitt
zwischen 300 g und 600 g.

Die Meerschweinchen wurden am jeweiligen Versuchstag durch einen gezielten
Genickschlag, ausschlieBlich durch ein qualifiziertes Fachpersonal, getdtet. Dadurch
war ein schneller und schmerzfreier Tod gewahrleistet. AnschlieBend wurde der
Thorax und das Abdomen mit einer Schere gedffnet und das schlagende Herz
inklusive Lunge entnommen. Als nachstes wurden das Ileum und zuletzt die Aorta
entfernt. Alle Organe wurden sofort in eine begaste Nahrlésung (Kapitel 3.3)

Uberfiihrt und bis zur weiteren Praparation dort belassen.

3.3. Physiologische Elektrolytldsung

Die in Kapitel 3.2. bereits erwahnten Organe wurden unmittelbar nach der Entnahme
in eine physiologische Nahrlésung, allgemein Tyrode bezeichnet, eingebracht und mit
einem Sauerstoffgemisch versetzt, um eine optimale Versorgung garantieren zu
kdnnen.

Diese Nahrlésung wurde nach den Vorschriften von Reiter (1967) hergestellt und
entsprach einer modifizierten Krebs-Henseleit-Losung.

Die Organe mussten sowohl wahrend der Dauer der Lagerung, der Bearbeitung, als
auch wahrend der Versuche mit ausreichender Nahrlésung versehen werden.

Fir die vollsténdige Sauerstoffversorgung wurde ein Gemisch aus 95% O, und 5%

CO,, namens Oxymix oder Carbogen, verwendet.
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Tabelle 3: Zusammensetzung der Tyrode

Substanz Molare Stocklésung i Stocklosung/ mmol/I
Masse | Tyrode

NaCl 58,442 g/mol 1000,25 g/5l 33,60 115,01
KCl 74,55 g/mol 50,33 g/5l 35,00 4,73
NaHCO3 84,01 g/mol 125,00 g/5l 83,70 24,91
MgSO4 120,37 g/mol 147,02 g/5I 1,18 0,29
KH,PO4 136,09 g/mol | 62,00 g/250ml 1,18 2,15
CaCly 110,98 g/mol 34 g/250ml 3,20 3,92

Glucose 180,16 g/mol Reinsubstanz 1,98

Die Tyrode wurde jeden Tag in der Frih frisch zubereitet, indem die erforderlichen
Mengen an NaCl, KCI, NaHCOs3;, MgSO4 und KH,PO4, wie in Tabelle 3 angefiihrt, in

einem 2 | Messkolben vermischt wurden. Daraufhin wurde die Glucose hinzugefiigt

und es wurde der Kolben mit destilliertem Wasser cirka dreiviertel voll geftillt. Nach

vollstandigem Losen der Glucose wurde diese Mischung 20 Minuten mit Carbogen

begast. AnschlieBend konnte man vorsichtig die vorgeschriebene Menge an CaCl,

tropfenweise hinzugeben, wobei darauf zu achten war, dass es zu keiner Bildung

schwer |6slicher Calciumsalze kam, was an einer Triibung der Losung zu erkennen

gewesen ware. AbschlieBend wurde der 2 Liter-Kolben bis zur Markierung mit

destilliertem Wasser beflillt.
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3.4. Entnahme und Praparation der Organe

Flr die Untersuchungen der Wirkstoffe mussten das Herz, ein Teil des Darms und die

Aorta isoliert und weiter bearbeitet werden.

3.4.1. Organentnahme

Die Organentnahme erfolgte in der schon in Kapitel 3.2. erwahnten Reihenfolge und

diese Organe werden auch der Entnahme entsprechend gereiht.

Abbildung 5: Sezierbesteck

3.4.2. Organpréaparation

Nachdem die Organe entnommen waren und in der entsprechenden Nahrldsung mit
dem Gasgemisch versetzt wurden, konnte man zur Prdparation der einzelnen
gewlinschten Organsegmente Ubergehen.

Daflir wurden zu Beginn Petrischalen mit einem Korkboden ausgelegt und diese mit
einem Schlauch fixiert. Darin flillte man ebenfalls die Nahrlésung und begaste dies
mit Oxymix. Die Praparation der Organe erfolgte unter der Betrachtung eines
Auflichtmikroskops. Als Praparierbesteck dienten Pinzetten, Federgriffscheren und

Prapariernadeln zur Befestigung der Organe.
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Abbildung 6: Praparierbesteck und Mikroskop

3.4.2.1. Der Rechte Vorhof (Atrium cordis dexter)

Zu allererst musste das Herz mit einer Schere von dem umliegenden Fettgewebe
sowie der Lunge beziehungsweise noch anhaftenden Lungenfragmenten befreit
werden. Dann wurde das Herz mit zwei Prapariernadeln an der Basis und an der
Spitze auf der Korkunterlage befestigt und daraufhin konnte man vorsichtig den
rechten Vorhof mit dem darauf befindlichen Sinusknoten isolieren. Hier musste
darauf geachtet werden, dass man den Vorhof nicht tGberdehnt beziehungsweise in
irgendeiner Art verletzt, wie zum Bespiel durch unvorsichtiges Abbinden. Ein
abruptes Ende des autonomen Schlagens kdnnte ansonsten die Folge sein. Das
eventuell noch vorhandene Fettgewebe oder ein vorhandenes Blutgerinnsel musste
mit extremer Sorgfalt entfernt werden, da der Sinusknoten innerhalb des rechten
Vorhofs nur schwer oder kaum exakt zu lokalisieren ist.

AnschlieBend wurden zwei unterschiedlich gefarbte Bindfaden am Vorhof befestigt.
Dies erfolgte in der Weise, dass man das Ende und die Spitze des Vorhofes mit einer
Nadel fixierte und dann einen Faden unter diesen fixierten Teil legte. Nun konnte
man einen Knoten machen, indem man ein Silberhdkchen einfadelte und zur
Sicherheit zog man daraufhin darliber noch einen zweiten Knoten fest. Dies erledigte
man in beiden Fallen auf dieselbe Art und Weise und nach Vollendung wurde das

Organ wieder in ein mit Oxymix durchperltes, Nahrlésung enthaltendes GefaB gefiigt.
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Abbildung 7: Querschnitt des Herzens (Netter FH 2003)
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3.4.2.2. Lungenarterie (Arteria pulmonalis)

Um zur Pulmonalarterie zu gelangen, musste das bereits flir den Vorhof
herangezogene Herz noch von dem restlichen Fettgewebe befreit werden. Fir unsere
Versuchsreihen wurde nur der Truncus pulmonalis verwendet, das heiBt derjenige
Teil der Pulmonalarterie, der direkt aus der rechten Herzkammer hervorgeht.
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Im Gegensatz zur Aorta, bei der man meist ein cirka 2-3 cm langes Stiick
herauspraparieren konnte, hatte man hier meist nur einen maximal 1 cm langen
Abschnitt. Aus diesem Teil wurden ganz knapp am Herzen ringférmige Praparate von
etwa zwei bis drei Millimeter Breite abgeschnitten. Falls an den Pulmonalisringen
noch Uberschiissiges Fett- oder Muskelgewebe anhaftete, musste dies ebenfalls
feinsauberlich entfernt werden. Die Aufbewahrung der Ringe der Pulmonalarterie bis

zur Einspannung in die entsprechenden Gerate entsprach der des Vorhofes.

3.4.2.3. Papillarmuskel (Musculus papillaris)

Nach der Isolierung des Vorhofes und der Pulmonalarterie wurden die
Papillarmuskeln herausprapariert. Dafiir musste man Uber die Arteria pulmonalis
entlang des Septums den rechten Ventrikel 6ffnen und diesen aufklappen. In dieser
Position wurde das Herz erneut mit Prapariernadeln fixiert und man konnte am
Ansatz der Papillarmuskelsehne wieder einen Silberhaken mit zur Hilfenahme eines
Bindfadens befestigen. Danach wurde der Muskel aus der Herzwand
herausgeschnitten. Eventuell vorhandene Purkinje-Fasern musste man allerdings
noch entfernen, da sie durch ihre Aufgabe als letzter Teil des
Erregungsleitungssystems eine Spontanaktivitdt aufweisen und den Versuchsablauf
negativ beeinflussen wirden. Nach Praparation der Papillarmuskel aus der rechten
Herzkammer, konnte man noch zur weiteren Papillarmuskelentnahme den linken
Ventrikel heranziehen. Die isolierten Fragmente wurden in einem Becherglas mit

Elektrolytlésung unter Begasung aufbewahrt.

3.4.2.4. Der Darm (Terminales Ileum)

Nachdem man das Herz entnommen hatte, wurde der Bauchraum des Tieres
sorgsam mit einer OP-Schere weiter gedffnet. Nun konnte man den Darm mit der
Hand herausziehen, dabei sollte man erneut darauf achten, dass man das Gewebe
nicht Uberdehnt oder sogar verletzt. Man verwendete flir die Versuche den
terminalen Teil des Ileums, dafir musste man den Darm in der Néahe des Caecum
trennen und den jejunalen Teil mit einem Bindfaden abbinden. Dadurch war der

Darm gleich flir die spatere Weiterbearbeitung markiert, um die Enden nicht zu
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verwechseln. Die Sauerstoffversorgung des Darms war hier besonders wichtig und
sollte deswegen extra hervorgehoben werden.

Von dem etwa 25 cm langen Ileum wurde dann ein cirka ein Zentimeter groBes
Stiick abgeschnitten, wobei die Enden schrdg sein sollten. Die Spitzen dieser wurden
vorsichtig mit einer Prapariernadel am Korkboden fest gemacht, wodurch das
Einrollen der Darmwand weitgehend verhindert werden konnte. In Folge dessen
konnte man in gleicher Weise wie bei dem Vorhofpraparat (Kapitel 3.4.1.1) ein
Silberhakchen mit farblich unterschiedlichen Bindfaden fixieren. Hier herrschte groBe
Vorsicht, da man die Wand des Praparates nicht zu sehr verletzen durfte und das
Darmloch nach Anbringen der Haken nach wie vor durchgangig sein musste. Dies
sollte man noch Uberpriifen, indem man eine Pasteurpipette an eine Offnung
ansetzte und mit ein wenig Nahrldésung durchspiilte. Durch diesen Vorgang wurden
auch noch restliche Teile des Chymus entfernt und im darauf folgenden
Versuchsablauf konnte somit auch die Substanzlésung durch das Darmrohr

zirkulieren.

Abbildung 8: Praparat des terminalen Ileums

3.4.2.5. Die Aorta (Aorta descendens)

Als letztes wurde aus dem Tier die Aorta isoliert. Daflir musste der Thorax nun
vollstandig gedffnet werden und die Wirbelsdule durchgebogen werden, um zu dem
oberhalb des Herzens gelegenen Teil der Aorta zu gelangen. Man musste zuerst die
Aorta am oberen Ende durchtrennen, um sie anschlieBend am Rickrand entlang
herausschneiden zu kénnen. Daflir konnte man die Aorta moglicht sanft und locker

mit einer Pinzette am oberen Teil halten und parallel zur Wirbelsdaule mit einer Schere
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vorsichtig die angewachsene Aorta abtrennen. Hierbei musste man darauf achten die

Aorta weder zu stark zu dehnen, noch mit Léchern zu versehen.

Abbildung 9: Verlauf der Aorta entlang des Rilickgrates (Netter FH 2003)
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Nach der vollstandigen Entnahme wurde dieses Aortateilstiick in einer bereits
vorbereiteten Petrischale mit Papariernadeln an beiden Enden befestigt. Nun konnte
man mit einer Federschere das noch vorhandene Gewebe entfernen und dann wurde
die Aorta in cirka 2 Millimeter dicke Ringe geschnitten. Dabei sollten perforierte Teile

rlickstandslos beseitigt werden.

Abbildung 10: Originalabbildung der Aorta und fertig praparierten Aortaringe
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3.5. Veruchsanordnung und Apparaturen

Zur Untersuchung der Testsubstanz an den verschiedenen Organen des
Meerschweinchens standen zwei unterschiedliche Apparaturen zur Verfiigung. In die
Apparatur I (Abbildung 12) wurde der Papillarmuskel eingespannt und die Apparatur
IT (Abbildung 14) wurde fir die Aorta, die Pulmonalis, den Darm und fiir den Vorhof
verwendet. Das jeweilige Organ war Uber einen Draht an einem Kraftwandler fixiert,
welcher einen elektrischen Impuls an den Amplifier weitergab. Dieser hatte die
Aufgabe das Signal zu verstarken, wodurch es dann durch Verbindung mit einem
Schreiber zur Aufzeichnung auf ein Millimeterpapier kam.

Die Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse hatte oberste Prioritat, weshalb die
physiologische Bedingungen, wie die konstante Sauerstoffversorgung, Temperatur
und pH, unbedingt gleich bleiben mussten.

Abbildung 11: Versuchsandordnung
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3.5.1. Apparatur |

Hier wird zunachst einmal die Skizze der Apparatur abgebildet.
Abbildung 12:
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Das verwendete Gerat setzte sich grob aus einer aus Acrylglas bestehenden
Wasserbadwanne, in die eine Muskelkammer hineinragte, und einem Stativ
zusammen. Die Temperatur des Wasserbades wurde (ber ein Thermostat geregelt
und sollte konstant 35°C + 1°C betragen. Diese Apparatur wurde nur fir die
Papillarmuskelpraparate verwendet. Die Muskelkammer wurde mit 25 ml
physiologischer Elektrolytlosung geflllt und Uber die Glasfritte permanent mit
Carbogen begast. Diese Losung musste mindestens 10 Minuten im Wasserbad
verweilen bevor man das Organ hinzufligen konnte, damit die Tyrode die jeweilige
Temperatur erreichte. Der Papillarmuskel wurde wie in Kapitel 3.4.2.3 erwahnt
vorbereitet und anschlieBend auf einen Silberdraht gehangt, der mit dem
Kraftwandler verbunden war. Die Spitze des Muskels wurde zwischen der Elektrode
und einer Plexiglasscheibe eingeklemmt, dabei war es wichtig, dass dieser flach an
der Elektrode anlag. Uber den Draht konnte dann die Kontraktion des Muskels auf
den Kraftwandler Ubertragen und in elektrische Signale umgewandelt werden. Da der

Papillarmuskel von selbst keine Regung zeigt, musste dieser elektrisch stimuliert
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werden. Die Reizung wurde Uber einen Anapulse Stimulator (Model Isostim 301T,
WPI, Hamden, CT, USA) erzielt. Nach vollstandiger Einspannung des Organs konnte
die Organhalterung mit Hilfe des Stativs in die Muskelkammer abgesenkt werden,

sodass dieses komplett mit Nahrlésung umspllt wurde.

Abbildung 13: Originalabbildung der Versuchsapparatur I
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3.5.2. Apparatur Il

Die Apparatur II diente flr die Versuchsreihen an Aorta, Arteria pulmonalis,
terminalem Ileum und rechten Vorhof.

Abbildung 14:
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In dieser Apparatur wurde das Organ durch zwei Silberdréhte befestigt, in die es
eingehangt wurde. Bei den Vorhof- und Darmpraparaten fungierten zwei
angebrachte Haken, wie in Kapitel 3.4.2.1 und 3.4.2.4 beschrieben, als Hilfsmittel flr
ein problemloses Einspannen in das Gerat. Hingegen wurde bei der Aorta und Arteria
pulmonalis das Organ direkt durch Einfadeln der beiden Drahte in die ringférmigen
Stlicke eingespannt. Nun konnten die jeweiligen Organe in die bereits mit Tyrode
beflillten und temperierten Organbader abgesenkt werden und wurden durch das
Gasgemisch sehr schnell wieder optimal versorgt. Durch den Feintrieb konnte die
notwendige Vorspannung der Organe vorgenommen werden und auch hier wurde

die Kontraktion in Stromimpulse transformiert und an den Schreiber weitergeleitet.

Abbildung 15: Originalabbildung der Versuchsapparatur II
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3.5.3. Der Kraftwandler

Der Kraftwandler war das sogenannte Herzstlick der Versuche. Er hatte die Funktion
einen mechanischen Vorgang in eine elektrische, messbare GrtéBe zu Uberfiihren.
Dies wurde in unserem Fall (ber einen Widerstandswandler vollzogen, der eine
Anderung der Dehnung wahrnahm und dadurch kam es zu einer Verdnderung des
Widerstandes im Dehnungssteifes, wodurch ebenfalls der Stromfluss beeinflusst
wurde. Die Kontraktionsanderung wurde Uber den Kraftwandler zu einem Verstarker
(4-Chanel Transducer Amplifier, Firma WPI) gebracht und dieser war mit einem
Schreiber der Firma Kipp & Zonen (Flatbed Recorder Modell BD 112) verbunden, der

die erhaltenen Impulse auf das Millimeterpapier Gbertrug.

Abbildung 16: Schematische Darstellung des Kraftwandlers
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3.5.4. Die Gasversorgung

Wie schon in vorigen Kapiteln erwahnt war die Versorgung der Organe mit dem
Sauerstoff/ Kohlendioxid — Gemisch unabdinglich. Wahrend der Versuchsablaufe
wurden diese ohne Unterbrechung Uber Schldauche, die mit den Apparaturen
verbunden waren, versorgt. Uber die entsprechenden Ventile konnte die Gaszufuhr
grob geregelt werden. Die Schlduche hatten am Ende jeweils eine Glasfritte, welche
als eine Art Filter fungierte und auch eine zusatzliche Regelmdglichkeit der
Carbogenversorgung darstellte, wodurch eine feine Zerstaubung erzielt wurde.
Zusatzlich waren an den Zufuhrschlduchen sogenannte Schraubklemmen angebracht,

welche eine weitere feinere Veranderung der Gasversorgung ermdglichte.
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Die Begasung mit Oxymix durfte auf keinen Fall Licken aufweisen und musste stets
aufrechterhalten werden. Nur so war es mdglich eine ausreichende
Sauerstoffversorgung, einen konstanten physiologischen pH-Wert von ungefahr 7,2
bis 7,4 und eine gleichmaBige Verteilung der Wirkstoffe in den Organbadern zu

gewahrleisten.

3.5.5. Das Wasserbad

Genauso wichtig wie eine optimale Gasversorgung war es eine Temperaturkonstanz
vorweisen zu kdnnen. Dies wurde durch die entsprechenden Wasserbader mit einem
Thermostat ermdglicht.

Die Temperatur des Bades bei Apparatur I, welches wie in Kapitel 3.5.1 angefihrt,
nur flr die Papillarmuskelpraparate verwendet wurde, sollte stets 35 + 1°C
aufweisen. Bei allen anderen Versuchen sollte die Temperatur 37 = 1°C betragen,

um optimale Versuchsbedingungen zu erhalten.
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3.6. Die Versuchsablaufe

In diesem Kapitel wird auf die genaue Durchflihrung der Versuche eingegangen. In
allen Fallen musste vor Versuchsbeginn sichergestellt werden, dass keine
Verunreinigungen der GefaBe vorlagen. Dabei musste man die Organbader mit Aqua
destillata reinigen und mit der modifizierten Krebs-Henseleit-Losung durchspiilen.
Zum Schluss flllte man noch die Nahrlésung in die GefaBe und erreichte die

entsprechende Temperatur durch die aktivierten Wasserbader.

3.6.1. Wirkstarke der Substanzen bei isolierten Meerschweinchenorganen

3.6.1.1. Atrium dexter

Der rechte Vorhof wurde wie in Kapitel 3.4.2.1 naher beschrieben nach der
Entnahme des Herzens isoliert und fiir den weiteren Versuch mit Hékchen versehen.
Dann wurde dieser mit gewisser Sordfalt in die Apparatur II eingehdngt. Dabei sollte
er nicht zu gespannt werden, sondern eher locker befestigt sein. AnschlieBend wurde
die Organhalterung mit dem fixierten Praparat in die exakt 25 ml begaste Nahrlésung
getaucht. Dieser Vorgang sollte relativ schnell vor sich gehen, damit es zu keiner
moglichen Beeinflussung der Schlagfahigkeit des Vorhofes kommt. Der Vorhof
musste somit nicht elektrisch gereizt werden, sondern er schlug spontan.

Nun konnte man den Schreiber einschalten und mit den erforderlichen Einstellungen
beginnen. Als erstes musste der Schreiber auf 5 mV und auf Speed 5 mm/sec gestellt
werden und mit einem Zero-Drehrad auf den Nullpunkt gestellt werden. Danach
wurde der Amplifier in Betrieb genommen und es musste mit diesem der Nullpunkt
nachjustiert werden. Daraufhin wurde mit dem Feintrieb die Vorspannung des
Organs auf 10,4 mN vorgenommen, um wahrend des Versuches eine maximale
Kontraktionskraft zu ermdglichen. Die Vorspannung wurde aufgrund der Plastizitat
der Organe durchgefiihrt und hatte den Zweck immer die gleichen
Ausgangsbedingungen zu schaffen. Nach einer cirka 30 bis 45 mindtigen
Anpassungsphase konnte mit der Kontrollmessung begonnen werden. Daflir wurde
alle finf Minuten der Schreiber mit Pen Down abgesetzt und Uber 12 sec, das
entsprach auf dem Millimeterpapier 6 Kastchen (= 6 cm), die Schlage aufgezeichnet.
Die Anzahl der Schldge musste Uiber mindestens vier Messungen konstant bleiben
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und dann konnte man mit dem eigentlichen Versuch beginnen. Es wurde die erste
Konzentration an Testsubstanz zugegeben und alle finf Minuten die Schlagfrequenz
aufgezeichnet. Dies erfolgte liber eine Dauer von fiinfundvierzig Minuten und dann
wurde die nachst hdhere Konzentration eingebracht bis man zur endgiiltigen
Maximalkonzentration von 100 pmol/I im Organbad kam.

Bei der Zugabe der Substanz mit der Finnmikropipette in die Organbadlésung war
darauf zu achten, dass man sowohl die Silberdrahte, als auch den Kraftwandler nicht

beriihrte, da das ansonsten zu einer veranderten Aufzeichnung gefiihrt hatte.

3.6.1.2. Musculus papillaris

Der bereits praparierte Papillarmuskel wurde in Appartur I (siehe Kapitel 3.5.1)
eingespannt und in die temperierte und mit 25 ml Elektrolytldsung beflillte
Muskelkammer abgesenkt. Daraufhin wurde eine Spannung des Organs von 3,92 mN
vollzogen. Diese musste wahrend des gesamten Versuchsablauf konstant bleiben und
mit dem Feintrieb stets nachjustiert, um eine Abnahme der Kontraktionskraft durch
eine verringerte Ausgangsspannung zu verhindern (Reiter M 1967). Im Gegensatz
zum spontan-schlagenden Vorhof musste der Muskel elektrischen Reizen ausgesetzt
werden, die mithilfe des Reizgerates Accupulser A310 (World Precision Instrument
Hamden, FL, USA) erzeugt und Uiber die Silberchloridelektroden Ubertragen wurden.
Dadurch kam es auch beim Papillarmuskel zur Kontraktion. Wenn man jedoch auch
eine Kontraktion ohne Reizung feststellen konnte, so war dies meist ein Hinweis auf
noch vorhandene und nicht vollstandig entfernte Purkinje Faser. Diese mussten vor
dem weiteren Ablauf entfernt werden. Nach einer kurzen Anpassungszeit wurde der
Papillarmuskel mit Rechteckimpulsen von 10 ms™ Linge bei einer Frequenz von 1
Hertz zur Stimulation gebracht. Die eingebrachte Stromstarke wurde Uber die
Isolation Unit geregelt und lag ungefahr 10% (ber der minimalen Reizschwelle. Dies
war vor allem aus dem Grund wichtig, da es bei einer zu hohen Stromstarke zu einer
Ausschittung der Catecholaminspeicher kommt und in weiterer Folge zu einer
Verfalschung der Versuchsergebnisse flhrt. (Furchgott R. F. et al. 1959) Diese
veranderten Ergebnisse wirden sich vor allem in einem sogenannten ,run down" zu
erkennen geben, das heit die Amplitude des sich kontrahierenden Papillarmuskels

wirde von selbst abnehmen.
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Die Kontrollphase und die Einstellung am Schreiber @hnelt der des rechten Vorhofes
(Kapitel 3.6.1.1). Der einzige Unterschied war, dass die Aufzeichnung nicht Gber eine
Distanz von sechs Zentimeter durchgefiihrt wurde, sondern ausschlieBlich von der
Anzahl der Amplituden abhing. Es wurden immer sieben bis neun Amplituden
aufgezeichnet. Nach vollendeter Kontrolle wurde die Substanzzugabe nach dem
kumulativen Schema in Tabelle 2 im zeitlichen Abstand von 45 min begonnen. Am
Ende jedes Konzentrationsintervalls wurde die letzte Messung mit Speed 20 mm/sec

vorgenommen, da dadurch ein genaueres Vermessen ermdglicht wurde.

3.6.1.3. Terminales lleum

Mit Hilfe der zwei angebrachten Silberhaken wurde das isolierte und praparierte
Ileumstiick in die Organhalterung eingespannt, sodass der im Tier jejunal
zugewandte Abschnitt oben war. Durch die farbigen Faden an beiden Enden war ein
verwechseln der jejunalen und der caecalen Seite ausgeschlossen. Hier musste
wiederum darauf geachtet werden, den Darm behutsam zu behandeln und nicht zu
Uberdehnen. Nach dem Absenken in das temperierte Nahrlésungsbad war der erste
Schritt erneut die Gerateaktivierung, wie schon in Kapitel 3.6.1.1 ausfihrlich erklart.
Die Vorspannung betrug allerdings 4,92 mN bei 5 mV. Nach der vorgeschriebenen
Akklimatisierungsphase des Organs Uber eine Dauer von zwanzig Minuten musste
eine eventuelle Verschiebung des Nullpunktes mit der Stellschraube (= Feintrieb)
nachjustiert werden. Diese Anpassung war meist aufgrund der Peristaltik des Darms
notwendig. Darauf folgend wurde der Schreiber des Kipp & Zonen Gerates abgesenkt
und die Tyrode Uber eine am Ablaufschlauch angebrachte Klammer abgelassen und
exakt 25 ml einer 60 mmolaren Kaliumchlorid-Losung eingefillt. Diese Lésung wurde
ebenfalls taglich neu bereitet, durch Einwaage von 0,45 g KCl und auffiillen mit
Tyrode bis zur Markierung des 100 ml Messkolben. Durch die Zugabe hat man eine
sofortige Kontraktion des Organs erreicht, die mit dem Flatbad-Recoder
aufgezeichnet wurde. Die Kontraktion unterscheidet sich sehr eindeutig von der der
Aorta oder der Arteria pulmonalis. Nach einem sehr starken Beginn der Kontraktion,
fiel diese allerdings auch wieder bis nahezu der Halfte ab und pendelte sich erst
langsam auf eine konstante Kontraktion ein. Nach etwa 45 — 60 min konnte man

dann mit einer Plateauphase rechnen, welche eine gleich bleibende Kontraktion
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anzeigte. Ein Indiz fir ein nicht zu verwendendes Darmpraparat war, eine konstante
permanente Abnahme der Kontraktion, nach lediglich einem kurzen oder kaum
vorhandenen Plateau.

Die Testsubstanz wurde dann wieder nach der Kontrollzeit in 45 min Intervallen

zugefligt.

3.6.1.4. Die Aorta

Die ringférmigen Aortapraparate wurden ohne Beschadigung durch die Enden der
Drahte in die Aufhdangevorrichtung der Apparatur II eingehangt und durften noch
nicht gespannt werden. Die Halterung inklusive Organ wurde in das Bad abgelassen,
sodass die Aorta mindestens 1 cm unterhalb der Flissigkeitsoberflache saf3. Der
Schreiber und Amplifier wurde eingeschaltet und aktiviert. Dann musste man das
Organ bei 10 mV auf 10 cm vorspannen, das entsprach einem Zug von 19,6 mN.
Nach einer 20 minitigen Gewdhnungsphase wurde das Gerat auf 5 mV umgestellt
und der wieder verschobene Nullpunkt am Millimeterpapier mit dem Feintrieb
korrigiert. Die Aufzeichnung wurde gestartet und die Tyrode wurde gegen eine
Kaliumchloridlésung wie in 3.6.1.3 ausgetauscht. Diese Kaliumchloridlésung
unterscheidet sich in ihrer Konzentration von der des Ileums. Hier betragt diese 90
mmol und wird durch Lésen von 0,67 g KCl in 100 ml Nahrlésung hergestellt. Die
KCI-Lésung bewirkte eine unmittelbare Kontraktion, die in den ersten Minuten sehr
rasch passiert und sich dann in den nachsten 45 Minuten langsam auf einem
konstanten Niveau einfindet. Diese Hohe der Kontraktionskraft wurde als Ausgangs-
beziehungsweise Referenzwert angesehen. Von da an konnte mit der

Substanzzugabe nach dem angegebenen Pipettierschema begonnen werden.

3.6.1.5. Die Arteria pulmonalis

Der Versuchsvorgang der Arteria pulmonalis entsprach jenem der Aorta (3.6.1.4). Die
Vorspannung wurde hingegen bei 5 mV vorgenommen und war einer Kraft von 9,81
mN gleichzusetzen. Eine Abnahme der chemisch herbeigefiihrten Kontraktion durch
eine Testsubstanz wurde durch einen Art Kurvenverlauf auf dem Millimeterpapier

sichtbar gemacht.

-29 -



3.6.2. Wirkung der Substanz SWS 4 HCI in Kombination mit Agonisten an

der Aorta

3.6.2.1. Versuchsablauf mit Glibenclamid und Nitro-L-Arginin

Die Aortateilstiicke wurden wie in Kapitel 3.4.2.5 isoliert und prapariert und in die
Apparatur II (Kapitel 3.5.2) eingehangt. Die Vorspannung betrug auch hier 19,6 mN
bei 10 mV. Nach der Akklimatisierungsphase des Organs an die Umgebung wurde
der Flatbad Recorder auf 5 mV umgestellt, eine etwaige Verschiebung des
Nullpunktes durch die Stellschraube reguliert und vor dem Zufiigen der 9 mmolaren
Kaliumchloridlésung die Aufzeichnung begonnen. Das Erreichen der maximalen
Kontraktion und der steady state Phase war auch hier das Ziel. AnschlieBend konnte
man den Agonisten zufligen.

Bei den Glibenclamidversuchen wurden einerseits Versuchsreihen mit 30 pymol/I als
auch mit 100 pymol/l durchgefiihrt. Anders war dies bei Nitro-L-Arginin, wo lediglich
mit einer Konzentration von 100 pymol/l gearbeitet wurde. Nachdem 45 min mit der
jeweiligen Konzentration vergangen waren, wurde von der Testsubstanz SWS 4 HCI
eine Konzentration von 25 pmol/l erganzt und nach weiteren 45 min war man am
Ende des Versuches angelangt. Die Auswertung erfolgte wie in Kapitel 3.8.3 naher

erklart.

3.6.2.2. Versuchsablauf mit Phenylephrin

Zu Beginn war es notwendig eine Verdinnungsreihe zu erstellen, um in den
entsprechenden Erlenmeyerkolben eine Konzentration von 0,1; 0,3; 1; 3; und 10
KMmol/l zu erhalten.

Daraufhin wurde ein Aortaring in die Apparatur II eingespannt und in ein 18 ml
begastes Nahrldsungsbad abgesenkt. Zuvor wurde die Hohe des 18 ml Fiillstandes
auf dem durchsichtigen Organbad markiert. Die notwendigen Einwaagen mussten
ebenfalls auf das 18 ml Organbad berechnet werden. Nach einer rund 20 minttigen
Gewohnungszeit wurde zundachst 0,67 ml der hochsten Konzentration der
Verdinnungsreihe mit einer Injektionsspritze in das Bad eingebracht und mit dem
Schreiber Uber etwa 40 Sekunden aufgenommen. Dann musste man innerhalb von
rund acht Minuten zwei Mal mit frischer Tyrodeldsung spiilen und wieder auf das
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erforderliche Volumen auffiillen, um schlieBlich mit der nachst kleineren
Konzentration fortflihren zu kdnnen. Diesen Vorgang wiederholte man mit der
gesamten Verdiinnungsreihe. Die Versuchsreihe mit dem reinen Agonisten galt als
Kontrolle im Vergleich zu dem Versuch mit der Testsubstanz.

Flr den Versuchsablauf mit der Wirksubstanz wurde die ECsy Konzentration von SWS
4 HCl der Tyrode zugesetzt und mit dieser Losung wurde der vorhergehende
Kontrollversuch weitergefiihrt, indem zu allererst eine Einwirkzeit von 45 Minuten in
der 18 ml Wirkstoff-Tyrode eingehalten wurde. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der
verschiedenen Konzentrationen der Agonisten erneut. Dieses Mal wurde aber immer
mit der Tyrode inklusive 25 pmol/l Wirkstoffkonzentration gespilt, um eine gleich
bleibende Konzentration des Wirkstoffes an der Aorta zu gewahrleisten.

Der Versuchsablauf setzte sich also aus drei wesentlichen Abschnitten zusammen:

e die Kontrollphase
e die Einwirkphase mit der Nahrstofflosung und dem Agonisten

e die Auswaschphase

Dieser Zyklus musste zeitlich genau eingehalten werden, wodurch man fir den 10
Minuten Rhythmus eine Stoppuhr zur Hand nahm. Weiters war es besonders wichtig
moglichst gleichmaBig, an derselben Stelle und ziemlich nahe an dem Organ die

unterschiedlichen Konzentrationen einzuspritzen.
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3.7. Verwendete Agonisten
3.7.1. Glibenclamid

Abbildung 17: Glibenclamid (MG = 494,0 g/mol)
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Glibenclamid zahlt zu den Sulfonylharnstoff-Derivaten und wird aufgrund seiner
blutdrucksenkenden Wirkung als orales Antidiabetikum eingesetzt.

Es blockiert die Kaliumkanadle von B-Zellen, wodurch es zu einer Abnahme der
Kaliumpermeabilitdt und des Membranruhepotentials kommt. In Folge dessen
werden dann spannungsabhdngige Calciumkandle gedffnet. Die Steigerung der
intrazelluldren Calciumionenkonzentration flhrt hiermit zu einer gesteigerten
Exozytose von Insulin.

Als Nebenwirkungen sind vor allem gastrointestinale Beschwerden sowie allergische
Reaktionen bekannt. In seltenen Fallen kann es auch zu Leukopenie und
Thrombozytopenie kommen. Besonders die Gabe von Glibenclamid, welches zu den
stark und lang wirkenden Praparaten zahlt, kann zu schweren hypoglykémischen
Zustanden flihren. (Mutschler et al. 2001)

-32 -



3.7.2. Nitro-L-Arginin

Abbildung 18: Nitro-L-Arginin (MG = 219,20 g/mol)
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Nitro-L-Arginin ist ein kompetitiver Inhibitor der NO-Synthase und zahlt somit zu den
NO-Antagonisten. (Ishii et al. 1990)

Stickstoffmonoxid (NO), friher auch als ,Endothelium-derived relaxing factor"
bezeichnet (Mutschler et al. 2001), ist der endogene Stimulator der Guanylatcyclase
und durch diese  Aktivierung steigt das intrazelluldare  cyclische
Guanosinmonophosphat an. Infolgedessen wird vermehrt Calcium aus dem
endoplasmatischem Retikulum freigesetzt, was zu Relaxation der glatten Muskulatur
fuhrt. (Rosemann 2002)

Wenn hingegen Nitro-L-Arginin diese Kaskade blockiert, kommt es zu keiner
Dilatation der GefaBe.

In verschiedenen Versuchsreihen wurde bereits der Effekt von Nitro-L-Arginin
nachgewiesen, wodurch zum Beispiel die Kontraktilitdét des Darms deutlich erhéht

wurde. (Rosemann 2002)
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3.7.3. Phenylephrin

Abbildung 19: Phenylephrin (MG = 167,21 g/mol)
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Phenylephrin ist ein a — Adrenozeptor-Agonist (a-Sympathomimetika) und erregt
sympathische a-Rezeptoren. Sie werden zur systemischen oder lokalen

Vasokonstriktion eingesetzt. (Mutschler et al. 2001)

Zur systemischen Anwendung werden vor allem Substanzen des Typs
Phenylethanolamin-Derivate  verwendet, die zur Behandlung hypotoner
Blutdruckstérungen dienen.

Phenylephrin  wird hauptsachlich zur lokalen Schleimhautabschwellung bei
unspezifischer und allergischer Konjunktivitis, Sinusitis und Nasopharyngitis
verwendet. (Mutschler et al. 2001)

Bei Sauglingen und Kleinkindern muss vor allem auf die Dosierung und die
Darreichungsform geachtet werden, da es womdglich sonst zu Atemstérungen und
komattdsen Zustanden infolge Resorption kommen kann. Weiters ist auch bei
empfindlichen Patienten (z.B. Hyperthyreotikern und Hypertonikern) eine vorsichtige
Dosierung zu wahlen, da die Gefahr systemischer Nebenwirkungen besteht. Als
Nebenwirkungen kdnnen hier ventrikuldre Rhythmusstérungen, Herzklopfen oder

Miktionsstérungen auftreten. (Mutschler et al. 2001)
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3.8. Auswertung und Statistik
3.8.1. Atrium dexter

Bei den Versuchen am rechten Vorhof wurde die Chronotropie, das heift die
Schlagfrequenz (Schlage/Minute), festgestellt. Durch Zugabe einer Substanz konnte
man nach der vollendeten Kontrollphase die Verdanderung beziiglich der Anzahl
Herzschlage beobachten. Die Messung wurde wie in Kapitel 3.6.1.1 im flinf Minuten
Rhythmus (ber eine Lange von sechs Zentimetern durchgefiihrt. Diese Ausschlage
des Schreibers in dem aufgezeichneten Bereich wurden dann gezahlt und mit fanf
multipliziert, wodurch man somit die Schlagfrequenz pro Minute erhielt. Durch die
kumulative Zugabe des Wirkstoffes konnte man einen positiven oder negativen

chronotropen Effekt auf den Vorhof nachweisen.

3.8.2. Musculus papillaris

Die Papillarmuskelexperimente waren fiir die Ermittlung der Kontraktionskraft in mN
ausgelegt. Wahrend der Versuchsreihen wurden alle flinf Minuten die Amplituden mit
einem Lineal vermessen und die Durchschnittswerte in Zentimeter Angaben notiert.
Diesen Wert musste man anschlieBend mit dem Eichfaktor des Kraftwandlers
multiplizieren, um die tatsachliche GréBe der Kontraktion zu erhalten. Der zu Beginn
ermittelte  Kontrollwert stellte 0% dar und somit konnte jegliche

Inotropieveranderung registriert werden.

3.8.3. Aorta, Arteria pulmonalis, terminales Ileum

Durch die Versuche an der Aorta, Arteria pulmonalis und am terminalem Ileum
wurde eine mdogliche dilatierende Wirkung der Testsubstanz ersichtlich. Die, nach
Zugabe einer Kaliumchloridlésung, erreichten maximalen Kontraktion des Organs,
zeigte nach gewisser Zeit eine Plateauphase, auch steady state genannt, auf. Fir die
Auswertung war es dann entscheidend, das darauf folgende Einspritzen der
unterschiedlichen Substanzkonzentration zu kennzeichnen. Die Abstande zur Nulllinie
wurden an diesen Punkten in Zentimeter ermittelt und wiederum mit dem Eichfaktor,
der von der Einstellung der mV Einstellung am Schreiber abhing, multipliziert. Bei

einer Messung bei 5 mV war 1 cm mit 0,98 mN gleichzusetzen, wohingegen dieser
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Wert noch bei 2 mV mit 0,2 und bei 10 mV mit 2 multipliziert wurde. Die Markierung
der Konzentrationsanderung auf der Kontraktionskurve fungierte als Hilfsmittel flr
die weitere Auswertung, da immer der Zeitpunkt der nachsten Einspritzung als
Endergebnis der vorhergehenden angesehen wurde. Wenn man also den
Kontrollwert (0 %) in cm ermitteln wollte, musste man das Lineal bei dem Punkt der

gekennzeichneten ersten Zugabe des Wirkstoffes (1 pl) anlegen.

3.8.4. Statistik

Bevor man die Werte zu genauen statistischen Angaben heranziehen konnte, wurde
in simultanen Versuchen die Auswirkung des Losungsmittels (DMSO) ermittelt. Diese
Ergebnisse wurden anschlieBend von den Werten mit der Testsubstanz abgezogen,
um eine Verfalschung durch eine bei manchen Organen beachtliche Eigenwirkung
des Dimethylsulfoxid ausschlieBen zu kénnen.

Die Schlagfrequenz (f) und die Kontraktionskraft (f.) wurde sowohl in mN
beziehungsweise in Schlage/min, als auch in Prozent angegeben.

Aus den Messdaten wurden daraufhin der arithmetische Mittelwert und der
Standardfehler errechnet, wobei hierflir nur die mN Werte verwendet wurden, um
eine zusatzliche Streuung der Ergebnisse oder eine héhere Signifikanz zu vermeiden.
Mithilfe des Programms ,Sigma Plot 8.0 wurden ein wenig vereinfacht weitere
statistische Berechnungen durchgefiihrt und der ECsp Wert ermittelt. Dieser stellt
jene Konzentration in mmol/l dar, bei der die Kontraktionskraft oder die
Schlagfrequenz die Halfte ihres Kontrollwertes betragt. Dafiir wurde eine graphische
Darstellung einer Konzentrations-Wirkungskurve erstellt, wodurch man den ECsy Wert
sehr gut ablesen konnte.

Weiters wurden die Ergebnisse mit dem ,Student-T-Test" flir gepaarte
Beobachtungen beurteilt, wonach die Werte mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit P
von < 5% (P < 0,05) bzw. < 1% (P < 0,01) als signifikant anzusehen waren.
Wohingegen eine Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 0,1% (P < 0,001)

hochsignifikant war.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Ergebnisse der Testsubstanz SWS 4 HCI

4.1.1. Wirkung von SWS 4 HCI auf den Vorhof

Der Einfluss der Testsubstanz auf die Schlagfrequenz des Atrium cordis dexter wurde
in funf Versuchen ermittelt. Die Versuche wurden wie unter Punkt 3.6.1.1
durchgefiuihrt und nach Berechnung des arithmetischen Mittels ein Kontrollwert (£
0%) von 218 + 10,56 Schlage pro Minute erreicht.

Der Wirkstoff zeigte bei Konzentrationen, die Uber 30 pmol/l lagen eine immer
deutlich werdende negativ chronotrope Wirkung, wodurch ein ECso von 55,97 pmol/I
erreicht wurde. Bei drei von flnf Versuchen setzte das Vorhofpraparat bei der
maximalen Konzentration (2 100 pmol/l) seine autonome Aktivitat aus und die

Schlagfrequenz sank auf 0.

Tabelle 4: Wirkung von SWS 4 HCI auf das Atrium dexter

Anzahl
Irrtums-
SWS 4 HCI f + SEM f + SEM der
Wahrscheinlichkeit
(nmol/I) (X/min) (%0) Versuche 5
n
Kontrolle 218 + 10,56 00 5 -
1 218 + 10,56 0,01 £ 1,03 5 n.s.
3 226 £ 12,39 3,63 £ 2,28 5 n.s.
10 221 + 13,64 1,29 + 3,44 5 n.s
30 191 £ 9,27 -12,30 £ 2,26 5 0,005
100 30 £ 18,44 - 86,19 + 8,46 5 0,001

Legende zu Tabelle 4:
Die Tabelle enthalt die aus finf Versuchen errechneten arithmetischen Mittelwerte,
sowohl in Anzahl/min als auch in Prozent, und deren Standardfehler, f wird hier als

Schlagfrequenz/Minute angesehen.
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Diagramm 1: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS 4 HCl am rechten Vorhof

VORHOF
n =5, SWS 4 HCl
EC,,= 55,9716 pumol/I

(]
hn
]

Abnahme der Schlagfrequenz (%)

-100 -

0 | 3 10 30 100

Konz.(pmol/l)

Legende zu Diagramm 1:

Die Kurve zeigt den Einfluss der Substanz SWS 4 HCI auf die Frequenz der Schlage
und deren Abnahme. Die Abszisse zeigt die Konzentration des Wirkstoffes in pmol/I
und die Ordinate stellt die Abnahme der Schlagfrequenz in Prozent dar.

Die Punkte symbolisieren die arithmetischen Mittelwerte und dessen Balken
kennzeichnen ihre Standardfehler. Der ECso wird mittels strichlierter Linie von der 50

%igen Abnahme der Schlagfrequenz aus zur Kurve ermittelt.
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Abbildung 20: Originalaufzeichnung der Wirkung von SWS 4 HCI auf den rechten
Vorhof

WA A A A AR Kontrolle

AR AR AA 1 umol/
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I 1cm = 0,98 mN

A
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Legende zur Abbildung 20:

Die Originalabbildung zeigt die Abnahme der Schlagfrequenz eines rechten Vorhofes
nach kumulativen Zugabe der Substanz SWS 4 HCI.
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4.1.2. Wirkung von SWS 4 HCI auf den isolierten Papillarmuskel

Flir die Untersuchung der Wirkung von SWS 4 HCl auf den Papillarmuskel wurden
funf Versuche durchgeflihrt. Nach Erreichen einer konstanten Kontraktionskraft des
Muskels wurden die erforderlichen Mengen an Testsubstanz nach dem
Pipettierschema hinzugefiigt.

Der Wirkstoff SWS 4 HCI wies eine leicht negativ inotrope Wirkung auf, welche ab
einer Konzentration von 3 pmol/l signifikant war. Ein ECso Wert konnte jedoch nicht
erreicht werden. Nach der durch Zugabe von 1 pl erzielten Abnahme der
Kontraktionskraft kam es durch neuerliches Erhéhen der Substanzkonzentration auf 3
Mmol/l zu einer weiteren Verringerung der Inotropie. Diese verlief aber anschlieBend
nicht linear, sondern blieb zunachst bei einer Konzentration von 10 pmol/l auf dem
gleichen Niveau und stieg bei 30 pymol/l sogar leicht an. Bei der abschlieBenden
Konzentration von 100 pmol/l nahm die Kontraktionskraft noch einmal deutlich ab

und erreichte einen Wert von - 40,66 £ 4,60 % des Kontrollwertes.

Tabelle 5: Wirkung von SWS 4 HCI auf den Musculus papillaris

Anzahl
Irrtums-
SWS 4 HCI f. £ SEM f. £ SEM der
Wahrscheinlichkeit
(nmol/I) (mN) (%) Versuche 5
n

Kontrolle 2,07 £ 0,69 0x0 5 -
1 1,92 +0,77 | -11,99 £ 5,03 5 n.s.
3 1,76 £ 0,73 | -21,15+ 5,93 5 0,01
10 1,71+ 0,65 | -21,67 + 3,78 5 0,001
30 1,62+ 045 | -16,35+ 5,42 5 0,05
100 1,26 £ 0,43 | -40,66 + 4,60 5 0,001

Legende zu Tabelle 5:
Darstellung der arithmetischen Mittelwerte und ihre Standardfehler aus flnf

Versuchen, wobei die Werte stets auf die Kontrollmessung bezogen werden.
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Diagramm 2: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS 4 HCI am Papillarmuskel

PAPILLARMUSKEL
n =5, SWS 4 HCI

-2
th
1

[ ]
h
L

-50 A

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

-100 -

0 1 3 10 30 100

Konz.(pmol/l)

Legende zu Diagramm 2:
Der Effekt von SWS 4 HCI wird in dieser Konzentrations-Wirkungskurve verdeutlicht.
Die x-Achse steht hier flir die Konzentration der Substanz in pmol/l, wohingegen auf

die y-Achse die Abnahme der Kontraktionskraft in Prozent aufgetragen wurde.
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Abbildung 21: Originalaufzeichnung der Wirkung von SWS 4 HCl auf den

Papillarmuskel

11111

T
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MMMM I 1cm=0,98 mN 100 pmol/I

Legende zu Abbildung 21:
Die Originalabbildung des Versuches am Papillarmuskel zeigt die Verkleinerung der
Amplitude durch kumulative Zugabe der Testsubstanz. Dies erfolgte in 45 Minuten

Abstanden in den Konzentrationen von 1, 3, 10, 30 und 100 pmol/I.
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4.1.3. Wirkung von SWS 4 HCI auf die Aorta

An der Aorta wurde in funf Versuchen getestet, welchen bedeutenden Einfluss die

Substanz SWS 4 HCI auf das Organ einnimmt. Die Durchfiihrung war genauso wie in
3.6.1.4 angeflihrt. Der Kontrollwert lag bei 11,04 £ 2,00 mN und entsprach 0 %. Bei

den Konzentrationen von 1 und 3 pmol/l sah man noch keine deutliche Veranderung

in Bezug auf die Kontraktionskraft. Erst ab einer Konzentration von 10 umol/l in den

Organbadern kam es zu einer leichten dilatierenden Wirkung, die bei 30 pmol/I

bereits sehr deutlich ersichtlich war. Die maximale Vorkontraktion der Aorta durch

eine 90 mmolare KCI-Lésung wurde bei 100 pmol/l an SWS 4 HCI vollstandig dilatiert.

Ein ECso Wert wurde bei einer Konzentration von 22,78 umol/I erreicht.

Tabelle 6: Wirkung von SWS 4 HCI auf die Aorta

Anzahl
Irrtums-
SWS 4 HCI f. + SEM f.+= SEM der
Wahrscheinlichkeit
(pmol/I) (mN) (%0) Versuche 5
n
Kontrolle 11,04 + 2,00 0+0 5 -
1 10,85 + 1,84 - 0,92 +£1,66 5 n.s.
3 1043 £ 1,73 -4,29 + 2,39 5 n.s.
10 8,83 +1,44 | -18,02 + 4,93 5 0,01
30 4,19+ 1,24 | -60,76 + 8,47 5 0,001
100 0 - 100 5 0,001

Legende zu Tabelle 6:

In der Tabelle sind die durch finf Versuche ermittelten arithmetischen Mittelwerte

und Standardfehler ablesbar. f. steht fir die Kontraktionskraft und wird sowohl in

mN als auch in Prozent angegeben.
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Diagramm 3: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS 4 HCI bei der Aorta

AORTA
n =5, SWS 4 HCl
EC.,= 22,78 pmol/I

-2
n
]

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

-100

0 1 3 10 30 100

Konz.(pmol/l)

Legende zu Diagramm 3:

Die Abnahme der Kontraktionskraft mit steigender Konzentration ist in dieser Graphik
sehr gut erkennbar. Die verschiedenen Konzentrationen in pmol/l sind auf der
Abszisse aufgetragen und die dilatierende Wirkung auf das Organ ist Uber die
Ordinate in Prozent angegeben. Der ECsy Wert bei 22,78 pmol/l wird durch die

strichlinierte Linie sichtbar.
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Abbildung 22: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz auf die Aorta

<«—— 100 pmol/I

<“«—— 30 umol/I

<«—— 10 pmol/I

<« 3 umol/l 4

45 min

< 1 umol/l

“* 1cm=0,98mN
Legende zu Abbildung 22:
Die Originalaufzeichnung zeigt die vasodilatierende Wirkung der Substanz auf die

Aorta. Das Intervall der Konzentrationsanderung betrug 45 Minuten.
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4.1.4. Wirkung von SWS 4 HCI auf die Arteria pulmonalis

Um eine Vasodilatation durch SWS 4 HCl auf die Arteria pulmonalis feststellen zu
kdnnen, wurden finf Praparate untersucht. Die Substanzzugabe erfolgte in den
Konzentrationen von 1, 3, 10, 30 und 100 pmol/I alle flinfundvierzig Minuten. Der
Kontrollwert wurde aus allen funf Versuchen mit 13,78 £ 2,15 mN gemessen und
galt als der 0%-Wert. Die Abnahme der Kontraktion an der Pulmonalis verlief ahnlich
der der Aorta (4.1.3), wobei es zu keiner vollstandigen Dilation bei 100 pmol/l kam.
Der ECso Wert ist bei der Arteria pulmonalis ein wenig héher als bei der Aorta und

liegt bei einer Konzentration von 25,06 pmol/I.

Tabelle 7: Wirkung von SWS 4 HCI auf die Pulmonalarterie

Anzahl
Irrtums-
SWS 4 HCI f. + SEM f. + SEM der
Wahrscheinlichkeit
(pmol/I) (mN) (%0) Versuche 5
n

Kontrolle 13,78 £ 2,15 00 5 -
1 13,44+ 2,14 | - 2,67 £ 0,59 5 0,01
3 1291 +2,15| -7,10 £ 2,51 5 0,05
10 11,33 £ 2,20 | - 19,74 £ 6,71 5 0,05
30 6,01 £1,74 | -58,94 £ 8,79 5 0,001
100 1,11+ 0,59 |-93,38 + 3,47 5 0,001

Legende zu Tabelle 7:

Arithmetische Mittelwerte der

Anderung der

Kontraktionskraft und deren

Standardfehler (SEM) aus funf Versuchen, jeweils in mN und Prozent angeflihrt.
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Diagramm 4: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS 4 HCl bei der Arteria

pulmonalis

ARTERIA PULMONALIS
n =5, SWS 4 HC
EC.,= 25,063 pmol/l

-2
hn
]

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

-100 -

0 1 3 10 30 100

Konz.(pmol/l)

Legende zu Diagramm 4:

Die Konzentrations-Wirkungskurve zeigt den Effekt von SWS 4 HCI auf die Arteria
pulmonalis. Dabei wurden die unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanz
auf die Abszisse und die Abnahme der Kontraktionskraft auf die Ordinate
aufgetragen. Die Punkte symbolisieren die errechneten arithmetischen Mittelwerte

und die Balken stellen deren Standardfehler dar.
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Abbildung 23: Originalaufzeichnung der Wirkung von SWS 4 HCl auf die Arteria

pulmonalis

<«—— 100 pmol/I

<+—— 30 pmol/I

<+— 10 pmol/I

< 3 umol/I 4

»
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<«
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Legende zu Abbildung 23:
Die Kurve des Detektors zeigt die vasodilatierende Wirkung von SWS 4 HCI auf die

Arteria pulmonalis. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der Substanzzugabe.
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4.1.5. Wirkung von SWS 4 HCI auf den Darm

Acht Versuchsabldufe wurden gemacht um die dilatierende Wirkung von SWS 4 HCI
auf das terminale Ileum beurteilen zu kdnnen. Der Nullprozentwert ergab sich aus
den Mittelwerten und lag bei 10,17 £ 1,29 mN.

Bei einer Konzentration von 1 pmol/l nahm die Kontraktion kaum merklich ab.
Hingegen erzielte man bei 3 pmol/l bereits eine sichtbar anfangende Vasodilation, die
ab 10 pmol/l stark zunahm und bei 100 pymol/l war nur mehr — 85,00 £ 4,56 % des

Kontrollwertes der Kontraktion zu verzeichnen. Der ECsy Wert liegt bei 25,59 umol/I.

Tabelle 8: Wirkung von SWS 4 HCI auf das terminale Ileum

Anzahl
Irrtums-
SWS 4 HCI f. = SEM f. = SEM der
Wahrscheinlichkeit
(nmol/I) (mN) (%0) Versuche 5
n

Kontrolle 10,17 £ 1,29 00 8 -
1 9,58 +£ 1,22 -5,97 £ 2,29 8 0,05
3 8,84 £ 1,22 | -13,61 + 3,87 8 0,01
10 7,89 +£1,19 | -23,65+ 5,37 8 0,001
30 4,97 + 1,07 -53,78 £ 7,73 8 0,001
100 1,51 £ 0,47 | -85,00 + 4,56 8 0,001

Legende zu Tabelle 8:

Die Tabelle enthalt die aus acht Versuchen ermittelten Mittelwerte und die

dazugehdrigen Standardfehler.

Die Werte der verschiedenen Konzentrationen

beziehen sich immer auf die Kontrolle und sind in mN und in Prozent angegeben.
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Diagramm 5: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS 4 HCl beim terminalen Ileum

DARM
n =8, SWS 4 HC
EC.,= 25,59 pmol/Il

1
-
h

-50 1

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

-100 -

0 1 3 10 30 100

Konz.(pmol/l)

Legende zu Diagramm 5:
Graphische Darstellung der Anderung der Kontraktionskraft auf das terminale Ileum
nach kumulativer Zugabe der Testsubstanz. Die x-Achse stellt die Konzentrationen in

HMmol/l dar und die y-Achse zeigt die Kontraktionsabnahme in Prozent an.
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Abbildung 24: Originalaufzeichnung der Wirkung von SWS 4 HCI auf den Darm

<«— 100 pmol/I

<+«— 30 umol/I

<«— 10 pmol/I

<« 3 umol/l

45 min

<« 1 umol/Il

> 1cm=098mN

Legende zur Abbildung 24:

Anhand der Originalaufzeichnung des Detektors wird die Vasodilatation ebenfalls sehr
gut ersichtlich. Hier wird auch die unmittelbar nach der Zugabe starke Abnahme der
Kontraktion bei der Konzentration von 30 und 100 pmol/I erkennbar. Durch die Pfeile

werden die Positionen des Substanzeinspritzens markiert.

-51 -



4.2. Ergebnisse der Testsubstanz WHG 72 T

4.2.1. Wirkung von WHG 72 T auf den Vorhof

Einem mdglichen Einfluss der Substanz WHG 72 T auf das Atrium cordis dexter

wurde durch flinf Versuche nachgegangen. Der Kontrollwert wurde durch Errechnung

der Mittelwerte bei 195 + 16,81 Schlage pro Minute festgesetzt. Nach intervallartiger

Zugabe der Testsubstanz in den Konzentrationen von 1, 3, 10, 30 und 100 pmol/l

wurde eine sehr schwache aber nicht signifikante Abnahme der Schlagfrequenz

festgestellt. Flr das Erreichen eines ECsy Wertes war die Wirkung von WHG 72 T viel

zu gering.

Tabelle 9: Wirkung von WHG 72 T auf das Atrium dexter

Anzahl
Irrtums-
WHG 72T f + SEM f + SEM der
Wahrscheinlichkeit
(nmol/I) (X/min) (%0) Versuche 5
n
Kontrolle 195 + 16,81 00 5 -

1 192 + 18,75 -195+1,72 5 n.s.
3 185 + 19,81 -5,62 = 3,52 5 n.s.
10 183 + 21,71 -7,09 £ 4,34 5 n.s.
30 187 + 20,65 -4,94 + 3,01 5 n.s.
100 187 £ 19,66 -4,67 £ 2,65 5 n.s.

Legende zur Tabelle 9:

Tabellarische Darstellung des arithmetischen Mittelwertes (f) der Schlagfrequenz in

mN und in Prozent und deren Standardfehler.
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Diagramm 6: Konzentrations-Wirkungskurve von WHG 72 T des Atrium dexter

Abnahme der Schlagfrequenz (%)

-2
h

-100 -

VORHOF
n=5WHG72T

H“_‘\i\ki—l

0 1 3 10 30 100

Konz.(pmol/l)

Legende zu Diagramm 6:

In dieser Abbildung wird der geringe Effekt von WHG 72 T auf die Schlagfrequenz

verdeutlicht. Auf die Abszisse wird die Konzentration der Testsubstanz in pmol/l und

auf die Ordinate die Abnahme der Chronotropie aufgetragen.

Die Punkte zeigen die errechneten Mittelwerte bei den jeweiligen Konzentrationen

und durch die Balken wird deren Standardfehler angezeigt.

-53 -



Abbildung 25: Originalaufzeichnung der Wirkung von WHG 72 T auf den Atrium

cordis dexter

AAAARANARAANARRARARRMARRARARAAAR Kontrolle

A tpmoi/

AAAAAARAANAAMAAAAAN 3 umol/|

AN 10 pmol/|
AMARAMAAAMAMRAAMARAMARRAMAAKA 30 pmol/
ARAAAMAMAMMAAMARAARAMA 100 pmol/!

I 1cm=0,98 mN

A
v

12 sec

Legende zur Abbildung 25:
Die Abbildung 25 zeigt die Aufzeichnung der Wirkung wahrend der Versuche mit dem

Schreiber. Die Auswertung erfolgte wie in Kapitel 3.8.1 und 3.8.4 naher beschrieben.
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4.2.2. Wirkung von WHG 72 T auf den Papillarmuskel

Um eine Wirkung der Substanz auf den Musculus papillaris nachweisen zu kdnnen,
mussten flnf Versuche durchgeflihrt werden. Der Versuchsablauf erfolgte wie in
3.6.1.2 und aus den vorhandenen Versuchsergebnissen ergab sich 1,41 £ 0,29 mN
als Kontrollwert. Von diesem ausgehend wurde die Veranderung der
Kontraktionskraft auf den Papillarmuskel errechnet. Bei einer Konzentration von 1
pMmol/l war eine leichte Abnahme der Amplitude feststellbar, die bei 3 pmol/l noch
kleiner wurde und aber bei 10 pmol/l wieder nahezu auf dem Wert der
Kontraktionskraft wie bei 1 pmol/I angelangte. Bei 30 und 100 pmol/l erreichte man
sogar wieder die Kontraktionskraft der Kontrolle. Ein ECso Wert wurde somit nicht

erreicht.

Tabelle 10: Wirkung von WHG 72 T auf den Musculus papillaris

Anzahl
Irrtums-
WHG 72T f. =+ SEM f. + SEM der
Wahrscheinlichkeit
(pmol/l) (mN) (%0) Versuche 5
n

Kontrolle 1,41 + 0,29 0+0 5 -
1 1,26 £ 0,20 | - 8,24 £ 4,33 5 n.s.
3 1,16 £ 0,18 | - 15,42 + 3,92 5 0,01
10 1,28 £ 0,24 | - 8,94 + 3,15 5 0,05
30 1,41 +£0,30 | -0,02 = 3,99 5 n.s.
100 1,44 £ 0,33 0,88 + 4,68 5 n.s.

Legende zu Tabelle 10:
Arithmetischer Mittelwert und deren Standardfehler tabellarisch dargestellt, errechnet
aus funf Versuchen. Die Werte werden einerseits in mN, andererseits in Prozent

angegeben.
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Diagramm 7: Konzentrations-Wirkungskurve von WHG 72 T beim Papillarmuskel

PAPILLARMUSKEL
n=5WHG72T

-2
hn
1

1
-2
hn

1

1
2
1

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

-100 -

0 | 3 10 30 100

Konz.(pmol/l)

Legende zu Diagramm 7:
Der Effekt von WHG 7 T wird hier in einer Konzentrations-Wirkungskurve verbildlicht.
Die x-Achse steht fiir die Konzentrationen von der Substanz und die y-Achse zeigt

die Abnahme der Kontraktionskraft.

- 56 -



Abbildung 26: Originalaufzeichnung der Wirkung von WHG 72 T beim Musculus

papillaris

N L L L L & Kontrolle

it

3 pmol/I

L 10 pmol/I

J
Mmm I 1cm = 0,98 mN 100 pmol/I

Legende zu Abbildung 26:
Originalaufzeichnung des Schreibers der Wirkung von WHG 72 T auf den

Papillarmuskel.
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4.2.3. Wirkung von WHG 72 T auf die Aorta

Nach erfolgreicher Durchfiihrung der Versuche und anschlieBender Auswertung der
Werte kam man zu dem Ergebnis, dass WHG 72 T bis zu einer Konzentration von 100
Mmol/l eine statistisch nicht signifikante Wirkung auf die Aortapraparate aufweist. Es
kam zwar zu einer kontinuierlichen Abnahme der Kontraktion der Aorta durch
steigende Konzentration des Wirkstoffes, aber ein ECsg Wert wurde nicht erreicht.
Aus den funf durchgeflihrten Versuchen erhielt man einen Kontrollwert von 7,71 %
0,82 mN. Von dem ausgehend wurde die Wirkung der Testsubstanz auf das Organ

errechnet.

Tabelle 11: Wirkung von WHG 72 T auf Aorta

Anzahl
Irrtums-
WHG 72T f. + SEM f. + SEM der
Wahrscheinlichkeit
(pmol/l) (mN) (%0) Versuche 5
n

Kontrolle 7,71 £ 0,82 00 5 -
1 7,37 £ 0,66 -3,80 £ 2,51 5 n.s.
3 7,21 £ 0,78 -6,72 = 3,86 5 n.s.
10 6,84+085 | -11,91 £6,33 5 n.s.
30 6,30 £ 0,89 | -18,94 + 8,66 5 n.s.
100 539+1,05 | -31,00 +£ 12,36 5 0,05

Legende zur Tabelle 11:
Tabellarische  Darstellung der  arithmetischen  Mittelwerte und  deren

Standardabweichung, sowohl in mN als auch in Prozent angegeben.
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Diagramm 8: Konzentrations-Wirkungskurve von WHG 72 T an der Aorta

AORTA
n=5 WHG72T

-2
n
]

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

-100 -

0 | 3 10 30 100

Konz.(pmol/l)

Legende zu Diagramm 8:

In dieser Abbildung werden die Mittelwerte als Punkte und somit die Wirkung von
WHG 72 T dargestellt. Die Balken symbolisieren die Standardfehler. Auf der x-Achse
wurde die Konzentration von WHG 72 T in pmol/l und auf der y-Achse wurde die

Abnahme der Kontraktion in Prozent aufgetragen.
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Abbildung 27: Originalaufzeichnung der Wirkung von WHG 72 T auf die Aorta

<«— 100 pmol/I

<+— 30 umol/I

<« 10 ymol/I

|

<« 3 pmol/I 4

45 min

v

<« 1 umol/l

> 1cm=0,98 mN

Legende zu Abbildung 27:

Originalzeichnung von der Auswirkung der Testsubstanz WHG 72 T auf die Aorta.
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4.2.4. Wirkung von WHG 72 T auf die Arteria pulmonalis

Aus vier Versuchen mit der

Testsubstanz konnte eine Wirkung auf die

Pulmonalarterie ausgeschlossen werden. Nach kumulativer Zugabe des Wirkstoffes

war sogar bei der hdéchsten Konzentration keine Abnahme der Kontraktion zu

verzeichnen. Aus den Mittelwerten der Versuche wurde ein Kontrollwert von 15,93 +

2,53 mN errechnet.

Tabelle 12: Wirkung von WHG 72 T auf die Pulmonalarterie

Anzahl
Irrtums-
WHG 72T f. = SEM f. = SEM der
Wahrscheinlichkeit
(nmol/l) (mN) (%0) Versuche 5
n

Kontrolle 15,93 £ 2,53 00 4 -
1 1564 +2,40 | -1,55+0,82 4 n.s.
3 15,53+ 2,26 | -1,85 %+ 1,41 4 n.s.
10 15,55+ 2,27 | -1,65 % 2,20 4 n.s.
30 1549+ 230 | -2,17 £ 1,61 4 n.s.
100 15,60 + 2,33 | -1,65+ 0,87 4 n.s.

Legende zu Tabelle 12:

Die Tabelle 12 zeigt die Auswirkung von WHG 72 T auf die Arteria pulmonalis. Die

Mittelwerte aus vier Versuchen werden

einschlieBlich ihrer Standardfehler.

-61 -

in mN und

in Prozent angegeben




Diagramm 9: Konzentrations-Wirkungskurve von WHG 72 T bei der Arteria

pulmonalis

ARTERIA PULMONALIS
n=4 WHG72T

-50

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

-100 -

0 1 3 10 30 100

Konz.(pmol/l)

Legende zu Diagramm 9:
Diagramm 9 zeigt die nicht vorhandene Dilatation der Pulmonalarterie durch den
Wirkstoff WHG 72 T. Die Kontraktion des Organs bleibt wahrend der steigenden

Wirkstoffkonzentration nahezu vollstandig auf demselben Wert.
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Abbildung 28: Originalaufzeichnung der Wirkung von WHG 72 T auf die Arteria
pulmonalis
{

<+—— 100 pmol/I
< 30 umol/I

<+«— 10 pmol/I

¢ 3 pmol/l A

45 min

<« 1 umol/I v

> 1cm=0,98mN

Legende zu Abbildung 28:

Originalaufzeichnung des Einflusses von WHG 72 T auf die Arteria pulmonalis.
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4.2.5. Wirkung von WHG 72 T auf den Darm

Um die Dilatation des terminalen Ileums feststellen zu kdnnen wurden sechs
Versuche durchgeflihrt, wodurch man einen ECsy Wert von 20,458 umol/| erhielt. Der
Nullprozentwert lag bei 7,02 + 0,38 mN. Bei einer Konzentration von 1 und 3 pmol/I
konnte man eine Abnahme der Kontraktion von 10 bis 20% verzeichnen, die ab einer
Konzentration von 10 pmol/l noch deutlicher sichtbar war. Bei der endglltigen
Maximalkonzentration von 100 pmol/l war nur mehr -87,95 % 6,77 % der
Ausgangskontraktion tbrig. Somit konnte eine nicht unwesentliche Wirkung auf den

Darm festgestellt werden.

Tabelle 13: Wirkung von WHG 72 T auf das terminale Ileum

Anzahl
Irrtums-
WHG 72T f. + SEM f. + SEM der
Wahrscheinlichkeit
(pmol/I) (mN) (%0) Versuche 5
n

Kontrolle 7,02 £ 0,38 00 6 -
1 6,33+042 | -9,50 £ 2,15 6 0,01
3 5,60 £ 0,56 |-20,96 £ 5,80 6 0,01
10 4,63 £0,61 |-34,56+ 7,44 6 0,001
30 2,93 +£0,69 |-58,49 £+ 9,38 6 0,001
100 0,86 +048 |-87,95 6,77 6 0,001

Legende zu Abbildung 13:

In dieser Abbildung werden die arithmetischen Mittelwerte und deren Standardfehler
in mN und in Prozent angefiihrt. f. steht flr die Kontraktionskraft und SEM fiir den
Standardfehler.
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Diagramm 10: Konzentrations-Wirkungskurve von WHG 72 T beim terminalem Ileum

DARM
n=6 WHG72T
EC., = 20,458 pmol/I|

I~
n

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

-100 -

0 1 3 10 30 100

Konz.(pmol/l)

Legende zu Diagramm 10:
Die Konzentrations-Wirkungskurve verdeutlicht die Wirkung von WHG 72 T auf das

terminale Ileum. Der ECso Wert wird durch die strichlinierte Linie symbolisiert.
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Abbildung 29: Originalaufzeichnung der Wirkung von WHG 72 T auf den Darm

/'4/— 100 pmol/|

/

<+«— 30 umol/I
<« 10 ymol/l

<«— 3 umol/I 4

»

45min

;‘: D — 1|Jm0|/| v

j.
!

> 1cm=0,98 mN

Legende zu Abbildung 29:

Originalaufzeichnung des Schreibers von der Wirkung der Testsubstanz.
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4.3. Untersuchung des Wirkungsmechanismus von SWS 4 HCI auf die

Aorta

Um die Wirkung der getesteten Substanz auf die Aorta besser beurteilen zu kénnen,
wurden in weiterer Folge einige Versuche mit drei verschiedenen Agonisten
durchgefiihrt. Hierzu kamen die Agonisten Nitro-L-Arginin, Glibenclamid und

Phenylephrin zum Einsatz.

4.3.1. Wirkung von SWS 4 HCI in Kombination mit Nitro-L-Arginin auf die

Aorta

Der Versuch mit Nitro-L-Arginin wurde wie in Kapitel 3.6.1 durchgefiihrt. Durch
Zugabe der Kaliumchloridlosung wurde ein Erreichen der maximalen
Kontraktionskraft erméglicht und die Kontrollphase betrug 10,09 £ 2,07 mN. In
einem Abstand von fiinfundvierzig Minuten wurde zuerst 100 pl Nitro-L-Arginin und
dann die Substanz SWS 4 HCI in einer Konzentration von 25 umol/l zugesetzt. Bei der
Konzentration von 100 pmol/l an Nitro-L-Arginin im Organbad wurde eine leichte
Zunahme der Kontraktionskraft (10,44 £ 2,20 mN) ersichtlich, die sich allerdings
nicht als signifikant erwies. Ab dem Zeitpunkt der Substanzzugabe konnte man
jedoch eine deutliche Abnahme der Kontraktionskraft des Organs verzeichnen, und
zwar auf einen Wert von 7,80 £ 2,42 mN. Der kombinierte Versuch mit Nitro-L-
Arginin sollte Aufschluss darliber geben, ob die vasodilatierende Wirkung von SWS 4

HCI iber das NO-System erzielt wurde.
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Tabelle 14: Wirkung von SWS 4 HCI mit Nitro-L-Arginin auf die Kontraktionskraft der

Aorta
Anzahl der Irrtums-
Konz. f. + SEM
Versuche Wahrscheinlichkeit
(pmol/I) (mN)
N P
Kontrolle 10,09 + 2,07 4 -
100 pM Nitro-L-Arginin | 10,44 = 2,20 4 n.s.
+ 25 uM SWS 4 HCl 7,80 £ 2,42 4 0,05

Legende zu Tabelle 14:

Die Tabelle zeigt den arithmetischen Mittelwert und dessen Standardfehler jeweils

von der Kontrollphase, von der Phase mit Nitro-L-Arginin in der Konzentration von
100 pmol/l und die Phase nach weiterer Zugabe der Substanz SWS 4 HCI.
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Diagramm 11: Graphische Darstellung der alleinigen Wirkung von Nitro-L-Arginin auf
die Kontraktionskraft der Aorta und darauf folgend in Kombination mit SWS 4 HCI.

Aorta Nitro-L-Arginin 100 pM

14 -

12
10 -
8
5.
4 -
5
0 ‘ ‘ . . . ‘ ‘

Kontrolle Nitro-L-Arginin  Nitro-L-Arginin 100 uM
100 uM + SWS 4 HCI 25 pM

flmN]

Legende zu Diagramm 11:

Der Graph stellt die Kontraktionskraft in mN mit der Konzentration der
Testsubstanzen in umol/l gegeniiber. Die arithmetischen Mittelwerte aus vier
Versuchen werden als Balken dargestellt und deren Standardfehler als strichférmige
Verlangerungen. Die schwarzen Balken stehen flir den Kontrollwert der maximalen
Kontraktion, den Effekt der durch Zugabe von Nitro-L-Arginin erzielt wird und die

Reaktion der Aorta nach dem Hinzufligen der Substanz.
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Abbildung 30: Originalaufzeichnung der Wirkung auf

Versuchsablaufs.

< 25 pmol/lI SWS 4 HCl

<«— 100 pmol/I Nitro-L-Arginin

die Aorta im Zuge des

45 min

Legende zu Abbildung 30:

<+—>

1cm =0,98 mN

Die Originalaufzeichnung des Graphen zeigt die voriibergehend kurze Zunahme der

Kontraktion wahrend der Nitro-L-Argininphase und die anschlieBende eindeutige

Abnahme dieser nach weiterer Zugabe der Testsubstanz. Die Pfeile symbolisieren

den Zeitpunkt der Substanzzugabe.
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4.3.2. Wirkung von SWS 4 HCI in Kombination mit Glibenclamid auf die

Aorta

Die Versuchsreihen mit Glibenclamid wurden in zwei verschiedenen Konzentrationen,

30 und 100 pmol/l, durchgeflihrt. Hiermit sollte nachgewiesen werden, ob die

Wirkung der Substanz SWS 4 HCl durch eine Offnung der Kaliumkanile zustande

kommt. Flnfundvierzig Minuten nach dem Einspritzen von Glibenclamid wurden 25

pumol/l Testsubstanz SWS 4 HCl hinzugefligt und die Veranderung bezliglich der

Kontraktilitdt des Organs mit dem Schreiber aufgezeichnet.

Tabelle 15 + 16: Wirkung auf die Aorta bei 30 pmol/l und 100 pmol/l
Glibenclamidzugabe und in Kombination mit 25 pmol/I SWS 4 HCI

Anzahl der Irrtums-
Konz. fo = SEM
Versuche Wahrscheinlichkeit
(umol/I) (mN)
n P
Kontrolle 7,25 £ 0,64 3 -
30 pM Glibenclamid 7,29 £ 1,10 3 n.s.
+ 25 uM SWS 4 HCl 4,70 £ 1,56 3 0,05
Anzahl der Irrtums-
Konz. f. £ SEM
Versuche Wahrscheinlichkeit
(pmol/I) (mN)
n P
Kontrolle 9,51 +0,89 4 -
100 uM Glibenclamid 7,19 £ 1,59 4 0,05
+ 25 uM SWS 4 HCl 2,75 = 3,19 4 0,05
Legende zu Tabelle 15 + 16:
Tabellarische Darstellung der arithmetischen Mittelwerte (f.) und deren

Standardfehler (SEM).




Diagramm 12: Graphische Darstellung der Auswirkung der Zugabe von 30 umol/I und
100 pmol/Il Glibenclamid bzw. in Kombination mit 25 pmol/I SWS 4 HCI auf die Aorta.

fImN]

10 -

Aorta GLIBENCLAMID 30 pM

Kontrolle Glibenclamid  Glibenclamid 30 MM
30 UM + SWS 4 HCl 25 uM
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Aorta GLIBENCLAMID 100 pM

12 -

10 -

8 |
4 -
2 -
O T T 1 1 T T 1

Kontrolle Glibenclamid  Glibenclamid 100 pM
100 pM + SWS 4 HCI 25 pM

flmN]
(8)]

Legende zu Diagramm 12:

In diesem Diagramm wird die Veranderung der Kontraktilitat der Aorta nach Zugabe
von 30 bzw. 100 pmol/I Glibenclamid dargestellt und daneben wird die Auswirkung
beim zusatzlichen Zufligen der Testsubstanz SWS 4 HCl auf die Aortapraparate
ersichtlich gemacht. Auf der Abszisse sind die Konzentrationen der einzelnen
Substanzen in pmol/l und auf der Ordinate die Kontraktionskraft in mN aufgetragen.
Die Balken mit der strichférmigen Verlangerung werden durch die aus den drei bzw.
vier Versuchen ermittelten arithmetischen Mittelwerten und deren Standardfehler
gebildet.
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Abbildung 31: Originalaufzeichnung der Wirkung von Glibenclamid allein in der
Konzentration von 30 und 100 pmol/l und in Kombination mit 25 pmol/l der
Testsubstanz SWS 4 HCI auf die Kontraktionskraft der Aorta.

<«—— 25 umol/I SWS 4 HCl A
45 min
<+— 30 umol/I Glibenclamid v
"_‘—‘--_____‘___‘___‘___
T

<+—> —
74 - 1cm = 0,98 mN



“<——— 25 umol/I SWS 4 HCl 4

»

45 min

<«— 100 pmol/I Glibenclamid v

+«—> 1cm=0,98 mN

Legende zu Abbildung 31:

Abbildung 31 zeigt die Originalaufzeichnung des Versuches mit 30 bzw. 100 pmol/I
Glibenclamid. Bei der Zugabe des Agonisten kommt es bei 30 pmol/I zu einer leichten
Kontraktionszunahme und bei der héheren Konzentration (100 pmol/l) wird eine
leichte Dilatation verursacht. Die zu testende Substanz SWS 4 HCI fihrt in beiden
Fallen zu einer eindeutigen Abnahme der Kontraktilitat. Die Pfeile zeigen den

Zeitpunkt der Substanzzugabe.
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4.3.3. Wirkung von SWS 4 HCI in Kombination mit Phenylephrin auf die

Aorta

Als dritter Agonist wurde, neben Nitro-L-Arginin und Glibenclamid, Phenylephrin
verwendet um die Wirkung von SWS 4 HCI auf die Kontraktilitat der Aorta zu testen.
Mit dem Versuch konnte man der Mdglichkeit, dass die Wirkung von SWS 4 HCI auf
die Aorta durch eine Hemmung sympathomimetischer Vorgdnge zustande kommt,
auf den Grund gehen.

Zu Beginn wurde eine Verdinnungsreihe von Phenylephrinhydrochlorid mit den
Konzentrationen 0,1; 0,3; 1; 3 und 10 pymol/l hergestellt und mit diesen wurden die
Kontrollwerte festgelegt. Danach wurde wie auch in Kapitel 3.6.2 naher beschrieben
die Testsubstanz in einer Konzentration von 25 pmol/l dem Organbad hinzugefiigt
und es wurden ebenfalls im zeitlichen Abstand die verschiedenen Konzentrationen
injiziert. Die Kontraktionskraft der Aorta fiel unter dem Einfluss von SWS 4 HCI in
einer Konzentration von 25 pmol/l bei der héchsten Konzentration von Phenylephrin
von 9,77 £ 2,25 mN auf 9,54 + 2,26 mN.

Eine sympatholytische Wirkung der Testsubstanz ist zwar leicht vorhanden, allerdings

in nur sehr geringem Ausmas.

Tabelle 17: Wirkung von Phenylephrinhydrochlorid auf die Aorta

Phenylephrin HCI
f.+= SEM Anzahl der Versuche

(pmol/I)
(mN) N

Kontrolle
0,1 0,05 £ 0,03 3
0,3 0,75 £ 0,36 3
1 3,44 £ 1,09 3
3 7,12 £ 1,50 3
10 9,77 £ 2,25 3

Legende zu Tabelle 17:

Die Tabelle 17 zeigt die arithmetischen Mittelwerte f. aus drei Versuchen mit

Phenylephrin HCl. Die Werte dienen als Referenzwerte zu den Versuchen mit
Phenylephrin in Kombination mit SWS 4 HCI.
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Tabelle 18: Wirkung von SWS 4 HCl in Kombination mit Phenylephrin HCl auf die

Aorta
SWS 4 HCI Anzahl der Irrtums-
(25 pmol/I) fc £ SEM Versuche Wahrscheinlichkeit
+ Phenylephrin n P
0,1 0+0 3 n.s.
0,3 0+0 3 n.s.
1 1,01 £ 0,47 3 0,05
3 6,73 £ 1,48 3 n.s.
10 9,54 £+ 2,26 3 n.s.

Legende zu Tabelle 18:

Darstellung der arithmetischen Mittelwerte und deren Standardfehler aus 3

Versuchen mit Phenylephrinhydrochlorid und SWS 4 HCI in einer Konzentration von

25 pmol/L.
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Diagramm 13: Graphische Darstellung des Einfluss auf die Kontraktionskraft der

Aorta durch Phenylephrin und der Testsubstanz.

Aorta Phenylephrin
SWS 4 HCI 25 pM

n=3
14 -
12 s Phenylephrin
= SWS 4 HCI 25uM

10 -
oy O 4
: |
[Fig 6 i

4 8

2 i

0 l\ i\ T T T 1

0 0.1 0,3 1 3 10

Conc. Phenylephrin [iM]

Legende zu Diagramm 13:

Auf der x-Achse wurden in dieser Abbildung die verschiedenen Konzentrationen an
Phenylephrinhydrochlorid in pmol/l festgesetzt und an der y-Achse ist die
Kontraktionskraft der Aorta in mN abzulesen. Die arithmetischen Mittelwerte und
deren Standardfehler aus drei Versuchen werden als Balken und strichformige
Verlangerung abgebildet. Die schwarzen Balken stehen fiir die Kontrollversuche mit
Phenylephrin und die grauen Balken zeigen die Ergebnisse aus den

Kombinationsversuchen aus Phenylephrin und 25 pmol/l SWS 4 HCI.
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Abbildung 32: Originalaufzeichnung der Wirkung auf die Aorta

Kontrollmessungen

- «— 0,1 pmol/I
~ <«—— 0,3 umol/I

——— <«—— 1pumol/

«—— 3 umol/l
<«—— 10 ymol/I

Messungen von SWS 4 HCI

~ «— 0,1 pmol/l
~ «—— 0,3 pmol/I
<« 1 pumol/l
<«—— 3 umol/l
<«—— 10 ymol/I

Legende zu Abbildung 32:
Abbildung 32 zeigt die Originalaufzeichnung des Schreibers von der
Kontraktionsanderung wahrend der Versuche. Die Pfeile zeigen die Zugabe von
Phenylephrinhydrochlorid in verschieden Konzentrationen. Die drei durchgefiihrten
Versuche wurden zunachst mit dem reinen Agonisten und dann in Kombination mit
SWS 4 HCI durchgefiihrt.
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5. DISKUSSION

In dieser Diplomarbeit wurde durch Austestung an unterschiedlichen Organen von
Meerschweinchen eine mdgliche Wirkung der beiden neu synthetisierten Wirkstoffe
SWS 4 HCl und WHG 72 T gepriift.

Im gesamten Kapitel 4 wurden die gesammelten und ausgewerteten Ergebnisse der
Versuchsreihen angefiihrt und nun sollen sie hoch bewertet werden. Daflir wird die
Wirkung der beiden Testsubstanzen anhand einer Gegenliberstellung der Daten der

glattmuskuldren Organe und der Herzmuskelpraparate beurteilt.

Zunachst wird auf die Substanz SWS 4 HCI naher eingegangen.

Tabelle 19: Wirkung von SWS 4 HCI auf die glatte Muskulatur

SWS 4 HCl SWS 4 HCl ECs,
Organpraparat Kontraktionskraft f. (%) | Kontraktionskraft f. (%)
+ SEM bei 100 pmol/I + SEM bei 30 pmol/I (umolfl
Aorta -100£ 0 - 60,76 % 8,47 22,78
Arteria pulmonalis - 93,38 + 3,47 - 58,94 + 8,79 25,06
Terminales Ileum - 85,00 = 4,56 -53,78+ 7,73 25,59

Anhand dieser Tabelle ist ersichtlich, dass die Substanz bei allen drei glattmuskularen
Organen einen ECso Wert erreicht hat, der im Durchschnitt bei 24,48 umol/l liegt. Die
Abnahme der Kontraktion der Organe ging sogar fast auf den Ausgangswert (- 100%

Wert), was einer vollstandigen Dilatation entspricht.

Bei den Versuchen an der Aorta kam es bei 1 und 3 pmol/l SWS 4 HCl zu keiner
signifikanten vasodilatierenden Wirkung. Dies anderte sich allerdings ab einer
Konzentration von 10 pmol/l, wo ein Abnahme von - 18,02 + 4,93 % bezogen auf
den Kontrollwert beobachtet werden konnte. Die Konzentration von 30 pmol/l
erzielte einen Wert von - 60,76 £ 8,47 % und bei 100 umol/l wurde sogar der - 100
% Wert erreicht. Anhand der Konzentrations-Wirkungskurve wurde dann der ECs

Wert graphisch ermittelt, der bei 22,78 pmol/l liegt.
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Aufgrund dieser Ergebnisse war es ratsam den genaueren Wirkungsmechanismus der
Substanz abzukldren, woflir drei verschiedene Versuchsreihen mit Agonisten
durchgefiihrt wurden.

Die ndhere Untersuchung mit Nitro-L-Arginin, welches als ein Inhibitor des NO-
Systems fungiert (Ishii et al. 1990), ergab statistisch signifikante Ergebnisse. Der NO-
Antagonisten Nitro-L-Arginin (100 pmol/l) fihrte bei den Versuchen zu einer leichten
Zunahme der Kontraktion, jedoch wurde diese durch Zugabe von SWS 4 HCl (25
KMmol/l) in eine deutliche Abnahme der Kontraktionskraft von 10,44 £ 2,20 mN auf
7,80 £ 2,42 mN umgelenkt. Die Berechnung der Irrtumswahrscheinlichkeit P zeigte,
dass diese Veranderung eine statistische Signifikanz aufwies. Somit kodnnte die
vasodilatierende Wirkung der Substanz zumindest teilweise durch eine NO
Freisetzung zustande kommen.

Bei den Versuchen mit Glibenclamid wurden zwei verschiedene Konzentrationen
desselben angewendet und die Auswirkungen in Kombination mit der Testsubstanz
beobachtet. Dadurch sollte abgeklart werden, ob die Wirkung der Testsubstanz durch
eine Offnung der ATP abhingiger Kaliumkanéle zustande kommt. Die Kaliumkanal-
blockierende Substanz Glibenclamid wurde in einer Konzentration von 30 und 100
Mmol/l den Aortapraparaten zugefligt. Die Wirkung der Substanz SWS 4 HCI (25
KMmol/l) war bei beiden Konzentrationen durch eine deutliche Dilatation gepragt und
war mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 statistisch signifikant.

Die Versuche mit Phenylephrinhydrochlorid in den Konzentrationen von 0,1; 0,3; 1; 3
und 10 pmol/l und SWS 4 HClI (25 pmol/l) ergaben keine aussagekraftigen
Verdnderungen. Lediglich war ein a-blockierender Anteil der vasodilatierenden
Wirkung bei einer Konzentration von 1 pmol/l SWS 4 HCI festzustellen gewesen, dem
aber eher eine untergeordnete Bedeutung zuzuschreiben ist.

Insgesamt kann man also sagen, dass der Wirkungsmechanismus der Testsubstanz

wahrscheinlich hauptsichlich durch eine Offnung der Kaliumkanéle zu erkléren ist.

Die Versuchsreihen an der Arteria pulmonalis sind mit denen an der Aorta zu
vergleichen. Es kam ebenfalls zu einer starken Kontraktionsabnahme, die bei einer
Konzentration von 30 und 100 umol/l Werte von - 58,94 = 8,79 % und - 93,38 =

3,47 % bezogen auf den Kontrollwert (0 %) erreichten und als statistisch héchst
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signifikant einzuordnen waren. Der ECso Wert ist ein wenig hdher und liegt bei 25,06
Hmol/l.

Im Zuge der Versuche am terminalen Ileum wurde ersichtlich, dass die Substanz
auch auf das letzte auszutestende Organ der glatten Muskulatur eine groBe
Wirkstarke hat. Wahrend die Vasodilatation bei 1 und 3 pmol/l erst eine schwache,
aber trotzdem schon signifikante Wirkung aufzeigte, waren ab 10 pmol/l die Werte
hochst signifikant. In der Graphik der Konzentrations-Wirkungskurve ist die stetige
Abnahme der Kontraktilitat der GefaBe besonders schdn zu sehen. Die ECsy war bei

25,59 pmol/I vorzufinden.

Abbildung 20: Wirkung von SWS 4 HCI auf die Herzmuskulatur

SWS 4 HClI SWS 4 HClI
Organpraparat Kontraktionskraft f. (%) | Kontraktionskraft f. (%) FCso
+ SEM bei 100 pmol/I + SEM bei 30 pmol/I (umol/})
Rechter Vorhof - 86,19 + 8,46 -12,30 + 2,26 55,97

Papillarmuskel - 40,66 = 4,60 - 16,35 £ 5,43 -

Wenn man nun die Ergebnisse der Untersuchungen an den Herzmuskelpraparaten
naher betrachtet, erkennt man, dass die Wirkung der Substanz bei weiten nicht so
stark ist wie auf die glatte Muskulatur. Allerdings wurde die Schlagfrequenz des
Vorhofes bei 100 pmol/l auf ein Sechstel des Kontrollwertes reduziert. Die

Auswirkung auf den isolierten Papillarmuskel war hingegen nicht allzu gro8.

In einem Bereich von 1 bis 10 pmol/l beeinflusste die Substanz kaum die
Vorhofpraparate. Es wurde die Schlagfrequenz sogar um bis zu knapp vier Prozent
erhoht. Dies anderte sich jedoch bei einer Konzentration von 30 pmol/l, wo die
Abnahme der Schlage 12,3 + 2,26 % betrug. Bei 100 pmol/l wirkte sich die Substanz
extrem negativ chronotrop aus, sodass sogar in drei von funf Fallen das Praparat
seine autonome Aktivitat vollstandig aussetzte. Der Mittelwert aus den Versuchen lag

bei dieser Konzentration bei - 86,19 + 8,46 % bezogen auf die Kontrolle. Durch die
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starke Abnahme bei den héheren Wirkstoffkonzentrationen wurde auch ein ECso Wert
von 55,97 umol/I erreicht.

Bei den Versuchen auf den isolierten Papillarmuskel wurde der Einfluss auf die
Inotropie ersichtlich. Die Testsubstanz verursachte bei einer Konzentration von 1
Mmol/l bereits eine Abnahme der Schlagkraft auf einen Wert von - 11,99 + 5,03%
ausgehend von dem 0% Wert (Kontrolle). Zwischen 3 und 30 pmol/l ergaben sich
trotz hoheren Konzentrationen keine sonderlich groBen Veranderungen auf die
Inotropie. Erst bei 100 pmol/l nahm die Schlagkraft noch einmal deutlich ab und wies
eine statistische Signifikanz auf. Aufgrund des nicht ausreichenden Einflusses von
SWS 4 HCI auf den Papillarmuskel war es nicht mdglich einen ECsy Wert graphisch zu

ermitteln.

Nun wird der Einfluss von WHG 72 T auf die verschiedenen Organe naher
betrachtet.

Abbildung 21: Wirkung von WHG 72 T auf die glatte Muskulatur

WHG 72T WHG 72T
Organpraparat Kontraktionskraft f. (%) | Kontraktionskraft f. (%) (|JI|E11C05T/I)
+ SEM bei 100 pmol/I + SEM bei 30 pmol/I
Aorta - 31,00 £ 12,36 - 18,94 + 8,66 -
Arteria pulmonalis -1,65 £ 0,87 -2,17+ 1,61 -
Terminales Ileum - 87,95 £ 6,77 - 58,49 + 9,38 20,46

Die Tabelle zeigt sehr gut, dass die Testsubstanz eine spezifische Wirkung auf das
terminale Ileum vorweisen kann. Es wurde ein ECso Wert von 20,46 pmol/l ermittelt.
An der Aorta wurde bei der hdchsten Konzentration die Kontraktionskraft ungefahr
um ein Drittel verringert und bei der Arteria pulmonalis kann man von fast keinem

Einfluss der Testsubstanz sprechen.

Die Kontraktion der Aorta nahm bei den Versuchen mit WHG 72 T mit steigender

Konzentration stetig schwach ab, aber erreichte lediglich einen Wert von - 31,00 +
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12,36 % bezogen auf den Kontrollwert. Die Irrtumswahrscheinlichkeit war bei allen

Konzentrationen auBer bei 100 pmol/I als statistisch nicht signifikant einzuordnen.

Die Versuche mit der Substanz WHG 72 T an der Arteria pulmonalis ergaben noch
einen geringeren Effekt als bei den Aortapraparaten. Dies ist besonders gut in der
Konzentrations-Wirkungskurve ersichtlich, da die Abnahme der Kontraktionskraft mit
zunehmender Konzentration nahezu unverandert bleibt und somit eine Art Gerade in
der Graphik entsteht. Die Dilatation des Organs lag sogar bei der hochsten
Konzentration von 100 pmol/l nur bei 1,65 £ 0,87 %, somit konnte eine ECsy nicht

erreicht werden.

Bei den Versuchreihen am terminalen Ileum war es schon mdglich einen ECsy Wert
graphisch zu ermitteln. Die Substanz WHG 72 T wies bereits bei der geringsten
Konzentration spasmolytische Aktivitdt auf, die bei weiterer Erhdéhung der
Konzentration zunahm. Bei einer Konzentration von 20,46 pmol/l war der
halbmaximale Effekt der Substanz bereits erreicht. Ab einer Konzentration von 10
pMmol/l wurden die Ergebnisse als hochst signifikant eingestuft und bei 100 pmol/I

betrug die Relaxation 87,95 + 6,77 % bezogen auf den Kontrollwert.

Abbildung 22: Wirkung von WHG 72 T auf die Herzmuskulatur

WHG 72T WHG 72T
Organpraparat Kontraktionskraft f. (%) | Kontraktionskraft f. (%) FCso
+ SEM bei 100 pmol/I + SEM bei 30 pmol/I (umol/)
Rechter Vorhof -4,67 £ 2,65 -4,94 + 3,01 -
Papillarmuskel 0,88 + 4,68 - 0,02 + 3,99 -

Die Untersuchungen an den beiden Herzmuskelorganen ergaben, dass selbst bei
einer Konzentration von 100 pmol/I kein signifikanter Einfluss der Testsubstanz auf
die Chronotropie oder Inotropie besteht. Eine ECsy wurde in beiden Fallen nicht

erreicht.
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Die Substanz WHG 72 T hatte nahezu keine Wirkung auf den Vorhof. Der maximale
Effekt, der wahrend der ganzen Versuchsreihe erzielt wurde, war eine leicht negativ
chronotrope Wirkung von - 7,09 £ 4,34 % bei 10 pmol/I.

Beim Papillarmuskel war die Situation ahnlich, da man ebenfalls weit davon entfernt
war eine ECsy zu erhalten. Die Kontraktionskraft nahm bei der ersten
Substanzzugabe nur um 8,24 + 4,33 ab. Nach weiterer Erh6hung der Konzentration
naherte sich die Konzentration immer mehr dem Ausgangswert und bei 100 pmol/I
stieg die Kontraktilitdt des Papillarmuskels auf 0,88 £ 4,68 %.

WHG 72 T wies auf die Herzmuskelpraparate und auf die GefdBe bis zu einer
Konzentration von 100 pmol/l keine nennenswerte Wirkung auf. Lediglich das
Vorhandensein einer selektiven Spasmolyse auf das terminale Ileum wurde
herausgefunden. Der exakte Wirkungsmechanismus Bedarf allerdings noch

genauerer Untersuchungen.

Zhao et al. (2001) untersuchten sowohl in vivo als auch in vitro die kardiovaskularen

Effekte von Schwefelwasserstoff.

Die Versuche bei anasthesierten Ratten zeigten, dass eine intravendse Bolusinjektion
von H>S (2,8 und 14 pmol/kg Kdrpergewicht) eine voriibergehende Erhdhung des
mittleren arteriellen Blutdrucks verursacht. Die Herzfrequenz wurde durch diese
Injektion nicht beeinflusst. Die Zugabe von Pinacidil, einen Karp Kanal-Offner, ergab
ebenfalls eine Steigerung des Blutdrucks, welche den Effekt von H,S nachahmt.
Wenn man jedoch Glibenclamid als Karp Kanal-Blocker vor der Bolusinjektion von H,S
verabreicht, dann kommt es zu einer Antagonisierung des Effekts von

Schwefelwasserstoff.

Weiters induzierte H,S ebenfalls eine Relaxation der Aortaringpraparate, welche

zuvor mit Phenylephrin kontrahiert wurden.
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Zhao et al. (2001) untersuchten auch, nach Vorkontrahierung der Aorta mit
unterschiedlichen Konzentrationen einer Kaliumchloridlésung, den Einfluss auf die
Wirkstarke von Schwefelwasserstoff. Bei der Zugabe einer 20 mmolaren KCl-Lésung
kam es zu einer geringeren Kontraktion durch H,S (maximale vaskuldre Relaxation
bei 60 uM: 19 £ 3,9 %), als bei der 100 mmolaren Losung von Kaliumchlorid, wo
man eine maximale Relaxation von 90 % 8,2 % verzeichnen konnte.

Bei den Versuchen mit SWS 4 HCI wurden die Aortapraparate mit einer 90 mmolaren
Kaliumchlorid-Lésung  vorkontrahiert. Die maximale Relaxation bei einer
Konzentration von 100 pmol/I der Substanz ging sogar tUber 100 % hinaus. Wenn
man dies nun mit den Werten von Zhao et al. (2001) vergleicht, ware eine
Uberlegung wert, ob die Vasodilatation durch Schwefelwasserstoff allein zustande

gekommen ist.

Die Ergebnisse der in vivo Untersuchungen wiesen daraufhin, dass der hypotensive
Effekt von Schwefelwasserstoff, angetrieben durch eine Relaxation der BlutgefaBe,
voraussichtlich durch eine Offnung der Karp-Kanéle zustande kommt. Die kurze Dauer
dieser Auswirkung kdnnte der Plinderung des H,S durch Metalloproteine, Proteine
mit Disulfiden, Thio-S-methyl-Transferase und Hamverbindungen zuzuschreiben sein.
Der blutdrucksenkende Effekt von Pinacidil war ebenfalls sehr kurzlebig.

AuBerdem zeigten die Daten von Zhao et al. (2001), dass die hypotensive Wirkung
von H,S auch auf einer spezifischen Aktivitdt an den vaskuldren glatten Muskelzellen
beruht.

Durch die in vitro Studien wurde herausgefunden, dass H,S schon bei
Konzentrationen von 18 und 60 pmol/l relaxierend auf die isolierte Aorta wirkt. In
diesen Fallen wurde das Organ mit 20 mM KCl oder mit Phenylephrin maximal
vorkontrahiert.

Mason et al. (1978) haben damals in ihrer Studie darliber berichtet, dass der H,S
Blutplasmaspiegel bei Wistar Ratten ungeféhr 10 pmol betragt. Die Studie von Zhao
et al. (2001) hingegen fand einen Blutplasmaspiegel bei SD Ratten von ~ 50 pmol
heraus. Prinzipiell ist die Konzentration von H,S im Gewebe héher als im Blut. Zum
Beispiel ist die physiologische Konzentration von Schwefelwasserstoff im Gehirn rund
50 — 160 pymol. (Hosoki et al. 1997)
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Zusammenfassend kann man sagen, dass Schwefelwasserstoff eine Vasorelaxation
hervorruft, die innerhalb einer physiologisch relevanten Konzentrationsspanne liegt.
Diese Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass H,S (genauso wie NO und CO)
ein weiterer intrinsischer, gasférmiger und vasoaktiver Faktor ist.

Die Vasodilatation von Schwefelwasserstoff schlieBt aber auch einen geringen
Endothel abhdngigen Effekt und einen groBen Einfluss auf die glatte Muskulatur ein,
wodurch er sich von Stickstoffmonoxid und Kohlenstoffmonoxid sehr unterscheidet.
Der wichtige Mechanismus flir die Relaxation durch NO und CO ist namlich die
Aktivierung des cGMP — Pfads. Demgegeniiber wird die vasorelaxierende Wirkung
von H,S hauptsichlich durch die Offnung von Karp Kanile in vaskuldren glatten
Muskelzellen und teilweise durch eine Kaliumleitfahigkeit in Endothelzellen. (Zhao et
al. 2001)
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Diese Diplomarbeit umfasst die Uberpriifung der biologischen Aktivitit der
Testsubstanzen SWS 4 HCI und WHG 72 T auf die isolierten Organe von

Meerschweinchen.

Die gesamten Versuche wurden an drei verschiedenen glattmuskuldaren Praparaten
Aorta, Arteria pulmonalis und terminales Ileum) und an zwei Herzmuskelpraparaten
(Atrium cordis dexter und Musculus papillaris) durchgefiihrt. Anhand der Ergebnisse
wurden die genaue Wirkstarke und der dementsprechende Wirkungsmechanismus

ermittelt.

Die Substanz SWS 4 HCI hatte eine vasodilatierende Wirkung auf alle drei Praparate
der glatten Muskulatur, wobei die starkste Veranderung an der Aorta festzustellen
war. Die Versuche an den drei Organen ergaben eine durchschnittliche ECsp von
24,48 pmol/l. Weiters war der dilatierende Effekt von SWS 4 HCl so groB3, dass bei
der Endkonzentration von 100 pmol/lI die Kontraktion fast auf den Ausgangswert
zurlickging. Demgegeniber war der Einfluss auf die Kontraktionskraft und auf die
Schlagfrequenz eher gering bis gar nicht vorhanden.

Aufgrund der starken Aktivitat an der Aorta durch SWS 4 HCI, wurde ein
Wirkungsmechanismus mit drei verschiedenen Agonisten durchgefiihrt, um die
Ursache dieser zu klaren. Man kam zu der Erkenntnis, dass die Wirkung

hauptsséchlich durch eine Offnung der Kaliumkanéle zustande kommen soll.

Die zweite getestete Substanz WHG 72 T wies eine selektive Dilatation auf das
terminale Ileum auf. Es wurde eine ECso von 20,46 umol/l bei diesem ermittelt. Auf
die anderen Organe der glatten Muskulatur (Aorta und Arteria pulmonalis) war
nahezu kein Einfluss auf die Kontraktionskraft zu beobachten. Die
Kontraktionskraftabnahme lag am Ende der Versuche an der Aorta bei rund einem
Drittel und bei der Arteria pulmonalis nicht einmal bei 2 %.

Auf die Chronotropie des rechten Vorhofes oder auf die Inotropie des Papillarmuskels

war keine Einflussnahme abzuleiten.
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