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1. Zielsetzung

Diese Diplomarbeit befasste sich mit einem neu synthetisierten Wirkstoff, (BW 16) um die
potentielle Wirkung zu erforschen, beziehungsweise unerwiinschte Nebenwirkungen an
isolierten Priaparaten von Meerschweinchen nachzuweisen.

Die verwendete Substanz BW 16 wurde vom Departement fiir Pharmazeutische Chemie der
Universitit Wien neu synthetisiert und zur Testung auf ihre biologische Aktivitit zur

Verfiigung gestellt.

Zur Durchfiihrung dieser Versuche wurden sowohl Organe der glatten, als auch der
quergestreiften Muskulatur verwendet.

Als Vertreter der glatten Muskulatur eigneten sich die Aorta descendens, die Aorta pulmonalis
sowie das terminale Ileum. Im Gegenzug wurden als Vertreter der quergestreiften Muskulatur

das Atrium cordis dextrum und der Musculus papillaris verwendet.

Der Einfluss von BW 16 auf die Aorta descendens sowie auf die Arteria pulmonalis diente
dafiir, um einen potentiellen vasodilatierenden Effekt nachzuweisen, beziehungsweise als
unerwiinschte Nebenwirkung auszuschlieBen. Ebenso wurde das terminale Ileum auf eine
spasmolytische Verdnderung getestet.

Um die Variabilitit der chronotropen (der Schlagfrequenz) als auch der inotropen (der
Schlagkraft) Wirksamkeit sichtbar zu machen, wurden fiir diese Untersuchungen das Atrium

cordis dextrum sowie der Musculus papillaris herangezogen.

Fir die jeweiligen Organe wurden nach Beendigung der Versuche eine
Konzentrationswirkungskurve graphisch dargestellt und die dazugehorige mittlere effektive
Wirkkonzentration berechnet.

Um letztendlich den genauen Wirkungsmechanismus zu erforschen, wurde jenes Organ mit der
grofiten Verdnderung nach Zugabe der zu untersuchenden Testsubstanz verwendet. Die grofite

Wirksamkeit wurde bei BW 16 am terminalen Ileum nachgewiesen.



Da jede zusitzliche Wirkung an anderen Organen automatisch unerwiinschte Wirkungen
hervorrufen kann, ist es von Vorteil, wenn nur eine signifikante Wirkung auf eines der

angefiihrten Organe zu beobachten ist.



2. Einleitung

Anatomie des Herzens und Hypertonie

Das Herz ist ein kriftiger Muskel und wird im Inneren in 4 Kammern aufgeteilt: die beiden
oberen heiflen Herzvorhofe, wihrend man die beiden unteren Kammern als Herzkammer oder
Ventrikel bezeichnet. Eine starke Muskelwand, das Septum, teilt die linke und die rechte

Herzhiélfte voneinander, wahrend 4 Klappen den Blutfluss kontrollieren.

In jeden Vorhof miinden zwei bis vier grole Gefdle (Venen); unterdessen fiihrt aus jeder
Kammer ein groBes Gefdll (Arterie) in den Lungen-, beziehungsweise Korperkreislauf.
Sauerstoffarmes Blut aus dem Korper gelangt tiber die untere und obere Hohlvene in den
rechten Vorhof und anschlieend in die rechte Herzkammer. Von dort wird es iiber die
Pulmonalklappe in die Lungenarterie und weiter zur Lunge gepumpt und mit Sauerstoff
angereichert (Lungenkreislauf). Danach stromt das sauerstoffreiche Blut iiber die Lungenvenen
in den linken Vorhof zuriick, gesammelt und {iber die Mitralklappe in die linke Herzkammer
geleitet. Uber austretende GefiBe (Arterien und Arteriolen) wird nun das Blut iiber die
Aortenklappe in die Hauptschlagader (Aorta) gepumpt (Faller et al. 2012).

Die aus der linken Kammer entspringende Aorta zieht nach rechts oben und verlauft iiber dem
aus der rechten Kammer kommenden Truncus pulmonalis in einem Bogen, um dann hinter dem
Herzen weiter abwirts zu ziehen. Truncus pulmonalis ist der kurze, gemeinsame Stamm der
linken und rechten Aorta pulmonalis (Paulsen et al. 2010).

Nach Abgabe des Sauerstoffs und Nihrstoffe an die Organe, wird nun das sauerstoffarme Blut

iiber eintretende Gefédlle (Venen) in den rechten Vorhof des Herzens zuriickgeleitet.

Man unterscheidet zwei Arten von Herzmuskelfasern, die wesentliche Funktionselemente des

Herzens darstellen: Fasern des Erregungsbildungssystems sowie Fasern des Arbeitsmyokards.

Das primire Erregungsbildungszentrum des Herzens geht vom Sinusknoten aus. Dieser
befindet sich in der rechten Wand des Vorhofs und iibernimmt die Funktion des priméren
Schrittmachers. Die von ihm ausgehenden elektrischen Impulse verteilen sich iiber Vorhife
und regen Zellen zur Kontraktion an. Die Erregung breitet sich iiber das Arbeitsmyokard beider

Atrien aus.



Dabei kommt es zu einer tempordren Verzogerung der Erregungsausbreitung und wird
anschlieBend tiber das His-Purkinje-System in die Kammermuskulatur fortgeleitet (Liillmann
et al. 2008). Der Atrioventrikularknoten, kurz AV-Knoten, ist im Bereich des rechten Atrium,
in der Ndhe des Vorhofseptums lokalisiert und ist das sekunddre Erregungsbildungszentrum
des Herzens. Er ist fiir die Weiterleitung des Signals in die Hauptkammer verantwortlich,
weshalb eine Kontraktion des Herzmuskels hervorgerufen wird (Jecklin, 2016). Somit dient der
rechte Vorhof, beziehungsweise der dort befindliche Sinusknoten zur Erforschung der

Chronotropie (Schlagfrequenz).

Als Blutdruck wird jener Druck bezeichnet, mit dem das Herz Blut durch das Gefél3system
pumpt. Dieser Wert wird sowohl durch die Herzleistung als auch durch die Weite der
BlutgefiBe beeinflusst. Die Herzleistung ist als diejenige Blutmenge messbar, die vom Herzen
pro Minute bewegt wird. Wihrend die GefaBBweite den Widerstand bestimmt, den der
Herzmuskel iiberwinden muss. Die Regulation erfolgt durch ein komplexes Zusammenwirken

beider Parameter, in groBem Maf3e iiber das vegetative Nervensystem sowie hormonell.

In der Allgemeinbevolkerung betrdgt die Privalenz der Hypertonie 23-25 %. Sie ist fiir Frauen

etwas niedriger als fiir Méanner.

Zur Diagnostik und Behandlung der arteriellen Hypertonie hat die Deutsche Hochdruckliga
Definition und Klassifikation der Blutdruckstufen vorgeschlagen. Es basiert auf der
epidemiologischen Erkenntnis, dass Sterberate und Mortalitét an koronarer Herzkrankheit vom

niedrigsten noch physiologischen Blutdruck aus kontinuierlich zunehmen.

Mit transportablen Blutdruckautomaten gelingt eine objektive Erfassung des
Blutdrucktagesprofils, das zur Beurteilung des Schweregrades der Hypertonie und des
Therapieeffektes von groem Nutzen ist. Es schiitzt auch davor, einen erregungsbedingten
Bluthochdruck ,,white coat hypertension" zu missdeuten und falsch zu behandeln. Beim
ambulanten Blutdruckmonitoring (ABDM) wird der Blutdruck in halb- bis einstiindigen
Intervallen iiber 24 h gemessen. In der Nacht sinkt der Blutdruck normalerweise deutlich ab

(Piper, 2012).



Die nachstehende Tabelle beschreibt die Definition und Klassifikation der Blutdruckstufen:

Kategorie Systolischer Druck (mmHg) Diastolischer Druck

(mmHg)
Optimal <120 <80
Normal 120-129 80-84
Noch normal 130-139 85-89
Stufe-1-Hypertonie (mild) 140-159 90-99
Stufe-2-Hypertonie (mittel) 160-179 100-109
Stufe-3-Hypertonie (stark) >180 >110
Isolierte systolische Hypertonie >140 <90

(Quelle: Leitlinien der Deutschen Hochdruckliga)

Durch Druckbelastung schéddigt erhohter Blutdruck die Arterien und das Herz. Hypertoniker

haben deshalb ein zur Blutdruckh6he proportionales Risiko an Herzinfarkt, Herzinsuffizienz,

Schlaganfall und terminaler Niereninsuffizienz zu erkranken und zu sterben. Die Risiken

steigen, wenn die Hypertonie mit weiteren Risikofaktoren der Arteriosklerose zusammentrifft:

Rauchen, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie (Piper, 2012).

Man unterscheidet zwischen primérer und sekundérer Hypertonie:

Primére oder essenzielle Hypertonie: Hochdruck ungeklérter pathophysiologischer Ursache mit

einem Haufigkeitsanteil von 90 %. Gehéduftes familidres Vorkommen ohne definierten

Erbgang. Manifestation zwischen dem 35. und 55. Lebensjahr.

Sekundére Hypertonie: Bluthochdruck ist die Folge anderer Grunderkrankungen mit bekannter

Ursache.

Nicht medikamentdse Mallnahmen wéren:
- Gewichtsreduktion
- Erndhrungsumstellung
- Kochsalzrestriktion
- Einschrinkung des Alkoholkonsums
- Korperliche Betétigung

- Nikotinverzicht



Die 5 Wirkstoffklassen zur pharmakologischen Behandlung von arterieller Hypertonie:
- ACE-Hemmer
- ATI1-Rezeptorblocker (,,Sartane*)
- Calciumantagonisten
- Diuretika

- Beta-Blocker

ACE-Hemmer greifen in das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System und senken den
Blutdruck, indem sie das Angiotensin Converting Enzym und somit die Bildung des
vasokonstriktorischen Angiotensin II und den Abbau des vasodilatierenden Bradykinin
hemmen. Zusétzlich unterdriicken sie die Aldosteronfreisetzung und wirken damit einer
Wasserretention und Natriumretention entgegen. Hinzu kommen wichtige protektive
kardiovaskuldre Wirkungen durch Blockade der Bildung von Angiotensin II.
AT1-Rezeptorbocker greifen ebenfalls in das RAAS ein, das den Fliissigkeits- und
Elektrolythaushalt und somit den Blutdruck reguliert. Durch Angiotensin 1-Rezeptorblockade
hemmen sie die Angiotensin II Wirkungen und Aldosteronsekretion und dadurch sinkt die
Natrium und Wasserretention und Kaliumausscheidung.

Die blutdrucksenkende Wirkung der Calciumantagonisten beruht auf der Blockade der
spannungsabhéingigen L-Typ Calcium Kanéle und 16sen eine Dilatation der GefaBmuskulatur
aus.

Diuretika sind Substanzen, die die Harnausscheidung fordern. Durch Steigerung der Natriurese
senken sie extrazelluldres Fliissigkeitsvolumen und Herzminutenvolumen. Somit werden
periphere Vasokonstriktion und Blutdruck gesenkt. Ein direkter antihypertensiver Effekt ist
nicht gesichert. Da die Diuretika die Wirkung fast aller Antihypertensiva verstarken, sollten sie
in jeder Kombination aufgenommen werden.

Beta Blocker senken den Blutdruck, weil die Forderleistung des Herzens durch Herabsetzung
der myokardialen Kontraktilitit und der Herzfrequenz nachlidsst. Dazu tragt bei, dass Beta
Blocker die renale Reninsekretion und damit die Bildung des vasokonstriktorisch wirkenden
Angiotensin II hemmen. Sie zéhlen nicht mehr zu den Mitteln der ersten Wahl bei

Bluthochdruck (Piper 2012).



Auf Basis der aktuellen Studienlage ist der Beginn der Hypertoniebehandlung mit einer niedrig
dosierten Kombinationstherapie aus Diuretikum und - Adrenozeptor- Antagonisten oder
Diuretikum und ACE-Hemmer hinsichtlich Wirksamkeit und Nebenwirkungen als gleichwertig
mit einer initialen Monotherapie anzusehen. Die ALLHAT-Studie legt nahe, bei der
Kombination von zwei und mehr Antihypertensiva immer ein Diuretikum als einen
Kombinationspartner zu verwenden. Wobei sich aus der Gruppe der Diuretika primir die

Thiazide aufgrund ihrer ldngeren Wirkdauer als Antihypertensiva eignen.

Wenn das Therapieziel mit der normalen therapeutischen Dosierung einer Monosubstanz nicht
erreicht wird, sollte man sich friihzeitig zur Gabe von Zweier- oder auch Dreierkombinationen
entschlieBen, da so die Erfolgsrate erhoht wird und die Dosen (und damit der unerwiinschten
Wirkungen) der individuellen Kombinationspartner klein gehalten werden konnen (Forth et

al.2017).
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3. Material und Methodik

3.1.Testsubstanz

Bei der Testsubstanz BW 16, die im Rahmen meiner Diplomarbeit untersucht wurde, handelt

es sich um folgende chemische Verbindung:

Abbildung 2: Strukturformel der Testsubstanz BW 16

Summenformel: Ci14H1sN4O2

Molekulargewicht: 272,30 g/mol

Nomenklatur:  1-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-methylpyrazolo[4',3":5,6]pyrano[2,3-b]pyridin-
4(1H)-on

Die zu untersuchende Substanz wurde am Departement fiir Pharmazeutische Chemie der
Universitit Wien von der Arbeitsgruppe von Hr. Ao. Univ.-Prof. Dipl.-Ing. Dr. Wolfgang
Holzer synthetisiert und fiir pharmakologische Untersuchungen dem Departement fiir

Pharmakologie und Toxikologie der Universitit Wien zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 3: BW 16 in Violengefdf; im Labor

3.2. Losungsmittel und Herstellung der Untersuchungslosung

Zur Durchfiihrung der Versuche musste zunédchst die kristalline Verbindung in Lésung gebracht
werden. Hierfiir eignete sich Dimethylsulfoxid (DMSO). DMSO ist sowohl mit Wasser,
Alkoholen, Chloroform, Aceton sowie Benzol mischbar, nicht jedoch mit Alkanen. Da DMSO
selbst auch einen vasodilatierenden Effekt hervorrufen kann, musste dieser Umstand in die
Ergebnisse miteinkalkuliert werden. (Beyer, et al., 1998)

Die gewiinschte Endkonzentration betrug 100 umol/l. Da die unterschiedlichen Organbéder im
Fassungsvermdgen variierten, wurde die Substanzmenge stets so berechnet, dass nach
kumulativer Zugabe die gewiinschte Konzentration

(100 pumol/1) erreicht wurde. (siche Tabelle 1) Die zu untersuchende Testsubstanz wurde bei

jedem Versuch neuerlich in der entsprechenden Menge DMSO gelost.

Substanzg Molare Masse Volumen Organbad Einwaage
(g/mol) (ml) Testsubstanz,
(100 umol/l)
BW 16 272,30 5ml 0,136 mg
BW 16 272,30 25 ml 0,680 mg

Tabelle 1: Einwaage der Testsubstanz- Stammlosungen

10




Zunéachst wurde dem Organbad 3ul der Stammlosung hinzu pipettiert. Nach jeweils 45-
miniitiger Wartezeit wurden 7 pl, dann 20 ul und nach weiterer Wartezeit 70 ul der gelosten
Testsubstanz mit einer Kolbenhubpipette zugefiigt, um die gewiinschten Konzentrationen zu
erreichen. Der Zeitabstand zwischen dem Einspritzen der Konzentrationen war essentiell zur
Einstellung eines FlieBgleichgewichtes und Erreichen eines ,,steady state’’. Von einem
Schreiber, wurde immer jener Effekt nach eingespritzter Konzentration aufgezeichnet, den die
Stammldsung auf das eingespannte Organ im Bad ausloste. Eine Kontrollphase diente dazu,
damit sich das eingespannte Organ an die neue Umgebung gewohnt. Dabei war es von grof3er
Bedeutung, dass die Aorta descendens, Arteria pulmonalis sowie das terminale [leum maximal
kontrahiert waren, bevor die geldste Testsubstanz hinzu pipettiert wurde. Der Musculus
papillaris musste konstant sein und die Herzfrequenz des Vorhofes musste regelmifBig sein.
Kleinste Storungen, wie beispielsweise das Berlihren der Silberdrdhte, konnte eine

Verfalschung der Aufzeichnungen als Folge haben sowie keine reproduzierbaren Messwerte.

Hinzugefiigtes Volumen Erreichte Konzentration im Organbad;

Endkonzentration: 100umol/l

3ul 3 pmol/l

7 ul 10 pmol/l
20 ul 30 umol/l
70 pl 100 pumol/1

Tabelle 2: Pipettierschema zum Erreichen der gewiinschten Endkonzentration von 100 pmol/l
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3.3. Meerschweinchen als Versuchstiere

Bei allen durchgefiihrten Versuchen, wurden sowohl minnliche als auch weibliche
Meerschweinchen herangezogen. Nicht nur die Tatsache, dass das Verhéltnis von Proportionen
der Organe zur Korpergrofle des Meerschweinchens mit denen des Menschen sehr &hnlich ist,
sondern sie sich auch hinsichtlich ihrer Ionenkanile gleichen, sind Griinde fiir den Einsatz als
Versuchstiere.

Nachdem die Nahrlosung (sieche Kapitel 3.4.1) taglich frisch zubereitet worden ist, wurde eines
der Versuchstiere durch einen exakten Genickschlag getotet. Auf diese Weise tritt der Exitus
innerhalb weniger Sekunden ein, der Thorax wurde mit einer Schere gedffnet, die zu
untersuchenden Organe augenblicklich entnommen und in die physiologische Elektrolytldsung
eingebracht. Somit konnte die Haltbarkeit der Organe fiir mehrere Stunden sichergestellt

werden.

Schnurr-
1: /Tasthaare

2: Nase

© Zihne (obere
Schneidezdihne)

- Mundhéhle

- Lymphdriisen

- Ohren

- Kehlkopf

- Speicheldriisen

- Luftrohre (hier
verkiirzt
dargestellt)

w

O N S A

10: Speiserohre (liegt
hinter Luftrohre)

11: Herz

12: Lungenfliigel (2.
fehlt in Abb.)

13: Rippen/Brustkorb
14: Zwerchfell
15: Gallenblase

16: Leber (4-teilig) Abbildung 4: Organischer Aufbau des
17: Zwélffingerdarm Meerschweinchens (just-Schweinchen)
18: Magen

19: Dickdarm
20: Diinndarm
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3.4. Versuchslosungen

3.4.1. Tyrode (Physiologische Elektrolytlosung)

Die verwendete Nahrlosung wurde zur Aufbewahrung der Organe verwendet und ermoglicht

eine zeitweilige Aufrechterhaltung der physiologischen Bedingungen.

Bei dieser Elektrolytlosung fiir Sdugerzellen handelt es sich um eine abgewandelte Version der

Krebs-Henseleit-Losung, welche nach dem amerikanischen Pharmakologen Maurice Vejux als

Tyrode benannt wurde. Die einzelnen Komponenten dieser Nahrlosung sind in den beiden

nachfolgenden Tabellen ersichtlich. Die dominierenden Kationen bzw. Anionen sind Na*und

CI-, daneben noch K, Ca?*, Mg?*, HCO3" und PO4™>".

Natrium und Chlorid sind fir den osmotischen Druck des Ndhrmediums verantwortlich.

Natrium und Kalium fiir die Aufrechterhaltung des Zellmembranpotentials, die Phosphationen

und Hydrogencarbonat fiir die Isohydrie. (Zell-und Gewebekultur: Allgemeine Grundlagen und

spezielle Anwendungen 2013)

Substanz Molare Masse Stocklosung Menge fiir 1 Konzentration
(g/mol) Liter Tyrode (mmol/l)
NaCl 58,44 1000,25¢/51 33,60 115,01
KCl 74,55 50,33g/51 35,00 4,73
NaHCO:3 84,01 125,00g/51 83,70 2491
MgSO4 120,37 147,02¢g/51 1,18 0,29
KH>POq 136,09 62,00g/250ml 1,18 2,15
CaCl, 110,98 34,00g/250ml 3,20 3,92
Glucose 180,16 Reinsubstanz 1,98 -

Tabelle 3: Zusammensetzung und Bestandteile der Tyrode
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Fiir einen Ansatz von 2000 ml bedeutet dies folgende Mengenangaben:

Substanz, Menge (ml bzw. g)
NaCl 67,2 ml
KClI 70 ml
NaHCO;3 167,4 ml
MgSO, 2,36 ml
KH>POq 2,36 ml
CaCl; 6,4 ml
Glucose 396 ¢

Tabelle 4: Zusammensetzung der Tyrode fiir 2000 ml (bendtigte Menge/Tag)

Um eine reibungslose und reproduzierbare Versuchsreihe zu gewihrleisten, wurde die
physiologische Elektrolytlosung tiglich frisch zubereitet. Zundchst wurden nacheinander in
einen Messkolben mit einem Fassungsvermogen von 2 Liter die Ldsungen von Natriumchlorid,
Kaliumchlorid, Magnesiumsulfat, Natriumhydrogencarbonat und Kaliumhydrogenphosphat
zugegeben. Danach wurde die benétigte Menge Glucose in einem Wégeschiffchen eingewogen,
dem Gemisch beigefiigt und mit Aqua destillata auf ca. drei Viertel des Volumens aufgefiillt.
Durch anschlieBendes schiitteln wurden die Bestandteile vermischt und Oxymix
beziehungsweise Carbogen, ein Gemisch bestehend aus 95% Sauerstoff und 5%
Kohlenstoffdioxid fiir 10 Minuten eingeleitet und begast. Zuletzt wurde tropfenweise mit einer
Pasteurpipette Calciumchlorid beigemengt und fiir weitere 10 Minuten begast, ehe mit Aqua
destillata bis zum Meniskus auf 2000 ml aufgefiillt wurde. Die Begasung diente dafiir, um die

Losung mit Sauerstoff zu séttigen und der Aufrechterhaltung eines konstanten pH-Wertes.
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3.4.2. Kaliumchloridldosung zur Vorkontraktion an glatter Muskulatur

Durch Einfiillen einer Kaliumchloridlosung in das Organbad, wurden die glattmuskuléren
Organe (Aorta descendens, Arteria pulmonalis, terminale [leum) chemisch gereizt, wobei es zu
einer Kontraktion der Organe kam.

Diese Kontraktion war von grofler Bedeutung, um auf eine eventuell durch die Substanz
herbeigefiihrte Vasodilatation aufmerksam zu werden. Hierfiir wurde tiglich eine 60 mmolare
Losung fiir das terminale Ileum frisch zubereitet, wihrend fiir die Aorta descendens und die
Arteria pulmonalis eine 90 mmolare Kaliumchloridlosung notwendig war, um eine maximale
und stabile Kontraktion herbeizufithren. Erst nachdem ein konstanter Wert erreicht wurde,
konnte mit dem Einspritzen der Testsubstanz begonnen werden.

Als Einwaage an KClI fiir die Kontraktion am terminalen Ileum galt 0,45 g, wihrend fiir die
beiden anderen Organe die Einwaage 0,67 g KCl betrug. (siche Tabelle 5)

Die Festsubstanz wurde mit einem Wégeschiffchen eingewogen und danach in einem 100 ml

Messkolben mit Tyrode bis zur Markierung aufgefiillt.

Organ Einwaage KCI (g) Konzentration Endvolumen (in
(mmol) Tyrode gelost)
Ileum terminale 0,45¢ 60 mmol 100 ml Messkolben
Aorta descendens 0,67¢g 90 mmol 100 ml Messkolben
bzw. Arteria
pulmonalis

Tabelle 5: Herstellung der Kaliumchloridlosung

Der Vorhof erfahrt diese Reizung durch den Sinusknoten, weshalb auf eine chemische
Kontraktion durch Zugabe einer Kaliumchloridlosung verzichtet werden konnte. Ebenso bei
Musculus papillaris, da dieser wihrend des Versuches in ein Gerdt eingespannt und somit

elektrisch kontrahiert wurde.
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3.5. Organpriparate

Nach dem raschen und schmerzfreien Tod des Meerschweinchens,- herbeigefiihrt durch einen
Genickschlag, wurde mittels Schere der Thorax gedffnet, unverziiglich das noch schlagende
Herz entnommen und in ein mit Tyrode gefiilltes Becherglas eingebracht. Danach wurde mit
einem Faden ein Abschnitt des terminalen Ileums abgebunden und ebenfalls in ein separates
Becherglas eingebracht. Abschlieend, wurde der thorakale Abschnitt der Aorta descendens
herausgeschnitten. Um optimale Verwendung der Versuchsprépate zu gewihrleisten, ist eine

unmittelbare Begasung der entnommenen Organe von grof3er Bedeutung.

Abbildung 5: Operationsutensilien
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3.5.1. Isolierung und Priparation der Organe

Zur Priparation, wurden die Organe in eine mit Tyrode befiillte Petrischale, bestehend aus einer
Korkplatte als Untergrund sowie einem Gummiring, welcher einen Auftrieb des Korks
verhinderte, {ibergefithrt. Auch Pinzetten, Spitzscheren, Federgriffscheren sowie
Pasteurpipetten zéhlten zu den hiufig verwendeten Priparierutensilien.

Die eigentliche Priparation erfolgte unter dem Lichtmikroskop aufgrund der geringen Grofle
der Organe. Nach der Reinigung der Praparate von Fettgewebe bzw. Blutkapillaren, wurden die

Organe in begaster physiologischer Ndhrlosung aufbewahrt.

Abbildung 6: Lichtmikroskop und verwendete Priparierutensilien



3.5.2. Atrium cordis dextrum

Um eine mogliche Koagulation des Blutes zu vermeiden, musste sofort mit der Préparation des
Herzens begonnen werden. In einer mit Tyrode befiillten Petrischale wurde nun das Herz mit 2
Préapariernadeln an der Basis sowie an der Spitze fixiert. Unter dem Lichtmikroskop wurde
anschlieBend das Perikard sowie liberschiissiges Fett und anhaftendes Lungengewebe entfernt.
Um Vorhof und Kammer zu trennen, wurde entlang des Sulcus coronarius geschnitten. Dabei
war es essentiell, den am rechten Vorhof befindlichen Sinusknoten nicht zu verletzen, da dieser
fiir die Chronotropie und damit fiir die weitere Versuchsdurchfiihrung notwendig war. Dieser
sogenannte ,,Schrittmacher®, erzeugt einen elektrischen Impuls, mit dem das Herz Blut in die
Gefille pumpen kann und somit Zellen zur Kontraktion bringt. (Campbell 2003)
AnschlieBend wurde der Vorhof am oberen Ende sowie am Herzohr mit 2 Hékchen aus
Silberdraht und Bindfaden versehen. Diese Hdkchen waren nétig, um den Vorhof in die
Versuchsapparatur einzuhidngen.

Der fertig praparierte Vorhof wurde bis zum Beginn des Versuches in begaster physiologischer
Néhrlosung aufbewahrt, wobei besonders bei diesem isolierten Organ ein rascher Ablauf und

schneller Beginn wichtig war.

Abbildung 7: priparierter und eingespannter Vorhof im Organbad
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3.5.3 Musculus papillaris

Ein weiterer Bestandteil des Herzens ist der Papillarmuskel. Zur Isolierung wurde durch das
Septum des Herzens geschnitten, der Herzmuskel aufgeklappt, um somit zu den beiden

Herzkammern zu gelangen.

Die physiologische Nahrlosung wurde aufgrund starker Blutungen wéhrend der Préparation
wiederholt gewechselt, wodurch eine Triibung bzw. Rotfiarbung durch das Blut verhindert
werden konnte, um vollstdndige Sicht zu gewéhrleisten.

Neben der Beseitigung des Papillarmuskels von umliegenden Gewebe, war es essentiell vor
allem die Purkinje-Fasern vollstindig zu entfernen. Aufgrund ihrer Spontanaktivitéit kdnnte es
zu einer Verfélschung der Ergebnisse fiihren.

Zuletzt wurde der Musculus papillaris mit Silberhaken versehen, um ihn anschlieBend in die
Apparatur 2 (siehe Kapitel 3.6. Apparaturen zur Durchfiihrung der Versuche) einzuspannen.
Bis zur Verwendung wurden die 3-4 Papillarmuskel-Priparate, die tdglich von einem

Versuchstier entnommen werden konnten, in begaster Nahrlosung aufbewahrt.

Abbildung 8: Musculus papillaris mit Silberhaken und eingespannter Papillarmuskel zwischen
Metallpldttchen
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3.5.4. Arteria pulmonalis

Das letzte verwendete Priparat, das dem Herz entstammt ist die Pulmonalarterie.

Fir diese Versuchsreihe wurde lediglich der Truncus pulmonalis, der kurze, gemeinsame
Stamm der linken und rechten Aorta pulmonalis verwendet. Nach der Entfernung des
Herzbeutels und weitere Teile der Lunge wurde der Lungenstamm, der direkt der rechten
Herzkammer entspringt, ersichtlich. Nachdem auch die Lungenarterie von anhaftendem
Fremdgewebe sowie Blutgerinnseln gereinigt wurde, konnte der etwa 1 cm breite

Pulmonalisring in ungefédhr 3 mm lange, ringférmige Stiicke geschnitten werden.

Zur Aufbewahrung und Erhaltung ihrer physiologischen Bedingungen wurden sie
vorlibergehend in begaster Tyrode aufbewahrt, ehe diese mit 2 Silberdrahtdreiecke versehen
wurden. Die beiden Silberdrahtdreiecke, die fiir das Einspannen in die Apparatur notwendig

waren, wurden durch das Lumen der ringformigen Stiicke eingefadelt.

Abbildung 9: Arteria pulmonalis zwischen Silberdrahtdreiecke im Organbad eingespannt
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3.5.5. Terminales Ileum

Nach der Entfernung des Herzens wurde die Bauchdecke gewissenhaft weiter gedffnet, um den
benotigten Abschnitt des Darms zu isolieren.

Das terminale Ileum ist der Abschnitt nach dem Jejunum (Leerdarm) und vor dem Intestinum
crassum (Dickdarm). Der untere Abschnitt des Diinndarms, sogenannte Krummdarm, wurde
mit einer Schere schrig abgeschnitten und in ein Becherglas mit Néhrlosung voriibergehend
eingebracht. Von dem etwa 25-35cm langen, isolierten Abschnitt des Diinndarms, wurden fiir
jede einzelne Versuchsreihe etwa 5 mm lange Stiicke spitz zugeschnitten.

AnschlieBend wurde das verwendete Teilstlick in eine Petrischale mit Néhrlosung libergefiihrt
und mit 2 Pripariernadeln an den zugespitzten Enden am Korkboden fixiert. Durch spitzes
Zuschneiden der Enden, konnte man vermeiden, dass die Offnung mit einem Faden zugebunden
wird, um einen ununterbrochenen Kreislauf der Priifsubstanz sicherzustellen. An diesem
Bindfaden wurden die beiden Silberhaken zum Einspannen in die Apparatur befestigt.

Das Darmpréiparat wurde mit einer Pasteurpipette gereinigt, um eine vollstindige Zirkulation

der Testsubstanz im Darmlumen zu gewahrleisten.

Abbildung 10: terminales Illeum wdhrend der Prdparation und eingespannter Illeum im

Organbad
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3.5.6. Aorta descendens

Um an die Aorta descendens zu gelangen, musste zunichst Herz und Darm entfernt werden.
AnschlieBend wurde der komplette Brustkorb des Meerschweinchens gedffnet und gedehnt.
Durch Uberstrecken des Riickgrats konnte nun mit einer Pinzette in der einen Hand, die
thorakale Aorta leicht ziehend gespannt werden, wahrend man mit der Schere in der anderen
Hand durch kleine Schnitte die Aorta entlang des Riickgrats entfernt. Somit konnte der
absteigende Teil der Hauptschlagader (Aorta) gewonnen werden.

Die isolierte Aorta wurde in einer mit Néhrlosung befiillten Petrischale mit 2 Nadeln fixiert.
Unter der Stereolupe wurde vorsichtig umgebendes Fett und Bindegewebe sowie koaguliertes
Blut mit einer Federschere entfernt, anschlieend analog zur Arteria pulmonalis in ca. 3 mm
kleine Stiicke geschnitten und diese bis zur Durchfilhrung des Versuches in begaster
Néhrlosung aufbewahrt. Zum Befestigen an der Apparatur wurden wieder zwei dreieckige

Silberhaken durch das Lumen durchgefadelt.

Ramus oesophagealis
A thyroidea infe:

Ramus vesuphagealis
A carotis g f % A. thyroidea inferior
COMMUNISS \ o Oesophagus, pars cervicalis
P Truncus thyrocervicalis

A subclavia Y A. subclavia

A vertebralis

A thoracica interna

A, carotis communis

Truncus brachiocephalicus

Trachea

Arcus aorlae

A intercostalis posterior (11

A. bronchialis dextra

A. bronchialis sinistra inferior

Ramus oesophagealis aus A. bronchialis dextra

A. bronchialis sinistra inferior
mit Ramus oesophagealis

Aorta descendens

Rami oesophageales

Oesophagus,
pars thoracica

Pars abduminalis
oesophagi

Diaphragma

Gaster [Ventriculus]

Ramus
oesophagealis

%l A, gastrica sinistra

Aa. phrenicae inferiores 3 Truncus coeliacus

" A. spleni
A. hepatica communis enloaenalls|

Abbildung 11: schematische Darstellung der Aorta descendens (Netter 2003)
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3.6. Apparaturen zur Durchfiihrung der Versuche

Fiir die Untersuchung der Testsubstanz wurden drei verschiedene Apparaturen verwendet, die
in den darauffolgenden Unterpunkten niher beschrieben werden.

Zur Durchfilhrung der Versuche am Atrium cordis dextrum, Ileum terminale sowie
Teilmessungen an der Aorta descendens und an der Arteria pulmonalis wurde die Apparatur 1
verwendet. Die restlichen Messungen an der Aorta und Pulmonalarterie wurden mithilfe der
Apparatur Il durchgefiihrt. Wahrend alle Versuche am Musculus papillaris an der Apparatur

1l vorgenommen wurden.

3.6.1. Prinzip des Messvorgangs

Die zuvor an den Priparaten angebrachten Silberhaken dienten nun dazu, um die Organe, die
fiir die Apparatur I und II bestimmt waren, mit einem Kraftwandler zu verbinden. Die
Auswertung der Messungen erfolgte durch die Umwandlung des Kraftwandlers von einem
mechanischen in ein elektrisches Signal. Durch anschlielende Weiterleitung an einen
Amplifier (4-Channel Transducer Amplifier der Firma WPI) wurde das Signal verstdrkt und
somit konnten die empfangenen Signale liber einen Flachbettschreiber (Firma Kipp & Zonen)
auf ein Millimeterpapier aufgezeichnet und ausgewertet werden.

Der Kraftwandler bzw. Widerstandswandler bewirkte, dass mechanische Signale in eine
messbare GroBe umgewandelt wurden. Die Theorie beruht auf der Anderung des
Dehnungsmessstreifens, weshalb eine Anderung des messbaren Stromflusses resultiert. (siche
Abbildung: Funktionsprinzip des Kraftwandlers)

Der einzige wesentliche Unterschied zwischen der Apparatur II und Apparatur I1I bestand nur
darin, dass bei der Apparatur III der Amplifier nicht mit einem Schreiber verbunden war,
sondern mit einem PC und dem dazugehdrigen Programm Labscribe 2.

Fiir die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse war es von gro3er Bedeutung, dass sowohl pH-

Wert, Temperatur und eine konstante Sauerstoffversorgung sichergestellt waren.

4 - CHANNEL TRANSDUCER hN 1
AMPLIFIER «—— KRAFTWANDLER ‘]]

SCHREIBER "L H
I

Abbildung 12: Funktionsprinzip des Kraftwandlers
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3.6.2. Apparatur |

Diese Apparatur wurde fiir die Versuche am Vorhof, am terminalen Ileum, und zur

Durchfiihrung einer Teilmessung an der Aorta und der Pulmonalarterie verwendet

FEINTRIEB

KRAFTWANDLER

AUFHANGE-
VORRICHTUNG

ORGANHALTERUNG

ZULAUE
NAHRLOSUNG

WASSER-

WASSERABLAUF ZUFUHR

ORGANBAD GASZUFUHR

ABLAUF NAHRLOSUNG

Abbildung 13: schematischer Aufbau der Apparatur I
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Eine Apparatur dieses Typus besteht aus einem glisernen Doppelkammersystem, welches mit
Hilfe von Polyethylenschlduchen an die Wasserzufuhr gekoppelt ist. Somit taucht hier die
Organkammer nicht in ein thermostatisiertes Wasserbad ein, sondern wird iiber das
Schlauchsystem mit konstant temperierten Wasser von 37 °C versorgt. Ein weiterer Bestandteil

ist das Stativ, an dem Feintrieb, Kraftwandler sowie die Organhalterung angebracht ist.

Mit Hilfe des Feintriebs, konnte die bendtigte Vorspannung, die von Organ zu Organ unter-
schiedlich war, erreicht werden.
Da die auf dieser Apparatur verwendeten Organpriparate auf keine elektrischen Impulse

angewiesen waren, bestand keine Verbindung mit einem Accupulser.

Der bereits préiparierte Darm und Vorhof konnte nun iiber die S-formig gestalteten
Silberdrahthékchen an der Authidngevorrichtung angebracht und in die Apparatur eingespannt
werden.

Um die Aorta beziehungsweise Pulmonalarterie ordnungsgemél in der Apparatur zu
befestigen, wurden diese Gefdlle mit Silberdreiecke versehen. (siche Kapitel 3.5.1. Isolierung

und Préparation der Organe)

Auch hier erfiillten die Silberdrahthaken beziehungsweise Silberdreiecke den Zweck, um eine
Verbindung zwischen Organ und Kraftwandler herbeizufithren. Somit konnte bei Aorta,
Pulmonalarterie und terminalen Ileum eine Abweichung des GefdBtonus sichtbar gemacht

werden, wihrend beim Vorhof eine Verdnderung der Chronotropie festgestellt werden konnte.

Nach der Befestigung der Préparate an der Apparatur, war ein rasches Einbringen in die
Organkammer essentiell. Um optimale, physiologische Bedingungen zu schaffen, wurde das
Organbad bereits ca. 10 Minuten vor Versuchsbeginn mit Nihrlosung befiillt, bei gleichzeitiger

Begasung mit Oxymix.
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Abbildung 14: Originalaufnahme der Apparatur 1

3.6.3. Apparatur 11

An dieser Apparatur wurden lediglich Versuche am Papillarmuskel vorgenommen, um die

potentielle Verdnderung der Inotropie zu messen.

6 FEINTRIEB FUR
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Abbildung 15: schematischer Aufbau der Apparatur I1
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Die Bestandteile des Gerétes sind eine Wasserbadwanne aus Acrylglas, in der sich knapp unter
dem Wasserspiegel eine Muskelkammer befindet. Das Wasserbad beinhaltet Aqua bidestillata,
welches konstant iiber eine Heizspirale auf 35°C temperiert ist.

Zusitzlich verfiligt auch diese Apparatur {liber ein Stativ, an dem Feintrieb, Kraftwandler sowie
die Organhalterung festgemacht sind.

Durch einen Accupulser Stimulator (Model Isostim 301T, WPI, Hamden, CT, USA) konnte der
Papillarmuskel elektrisch gereizt werden, da von ihm keine spontanen Erregungen ausgehen.
Diese Signale wurden von einem Amplifier 100-fach verstirkt und mittels eines

Flachbettschreibers auf ein Millimeterpapier iibertragen.

Nachdem die Néhrldsung in die Muskelkammer eingebracht und von auflen {iber das
Wasserbad auf die gewiinschte Temperatur geheizt wurde, konnte der Papillarmuskel mittels
Silberhaken an der Organhalterung befestigt werden. Dieser wurde achtsam zwischen einer
Plexiglasscheibe und einer Platinelektrode mittels Feststellschraube eingespannt und
anschlieBend in das Organbad eingetaucht. Hierbei war ein flaches Anliegen des Papillarmuskel

an der Elektrode wesentlich.

Um eine reproduzierbare Versuchsreihe zu gewihrleisten, wurde die Vorspannung mittels

Feintrieb eingestellt.

IEET . ™ Testsubstanz
egaste Papillarmuskel in

Tyro
N

S ; N
temperiertes Wasserbad

Abbildung 16: Originalaufnahme der Apparatur Il
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3.6.4. Apparatur 111

An dieser Apparatur wurden Teilversuche an Aorta und Pulmonalarterie durchgefiihrt, wobei
ein wesentlicher Vorteil darin bestand, dass bei diesem Gerdt vier Parallelversuche
vorgenommen werden konnten.

Im Gegensatz zu Apparatur I, war hier der Amplifier nicht an einen Schreiber gekoppelt,
sondern die Signale wurden per Computer mit einem speziellen Programm (Labscribe 2)
aufgezeichnet und anschlieend analysiert.

Ein weiterer Unterschied im Vergleich zu den anderen Apparaturen bestand darin, dass das
Fassungsvermdgen der Organbéder, nicht wie sonst iiblich 25 ml fasste, sondern nur 5 ml,
weshalb eine 5-fache Verdiinnung der herkdmmlichen Einwaage der Untersuchungssubstanz

notwendig war.

4 ashahn Okymix

Amp
PC mit Dabscribe

'lit

O

|

Abbildung 17: Originalaufnahme der Apparatur 111
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3.6.5. Gaszufuhr & Wasserbad

Wie bereits angefiihrt, wurde fiir die optimale Stabilisierung der Praparate ein Gasgemisch,
bestehend aus 95% Sauerstoff und 5% CO: eingeleitet. Das sogenannte Carbogen
beziehungsweise Oxymix war notwendig, fiir die Versorgung und Aufrechterhaltung der
Organe mit lebensnotwenigen Sauerstoff, um den physiologischen pH-Wert (7,2-7,4) aufrecht
zu erhalten und gleichzeitig eine Hypoxie beziechungsweise ein Absterben der Organe zu

vermeiden.

Ebenfalls von groBer Wichtigkeit, um ideale Versuchsbedingungen zu schaffen, war ein
temperiertes Wasserbad. Die mit Aqua bidestillata gefiillte Wanne, war mit einem Thermostat
inklusive Heizspirale ausgestattet, um die gewlinschte Temperatur konstant zu halten. Die
Temperatur der physiologischen Néihrlosung in der Organkammer bei Versuchen am
Papillarmuskel sollte auf 35° C + 1° C erwédrmt werden, wihrend fiir alle anderen Priparate 37°

C + 1° C erforderlich waren.

3.7. Versuchsabliufe

Im folgenden Kapitel mochte ich eine detaillierte Schilderung der Versuchsabfolge an den

unterschiedlichen Priparaten aufzeigen.

Bevor mit der Durchfiihrung des Nachweises begonnen werden konnte, wurden die Organbader
zweifach mit Wasser und Nidhrlésung gespiilt um diverse Substanzreste zu entfernen und
reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten.

Ebenso mussten die Gerdte nach Beendigung des Versuches griindlich mit Aqua bidestillata,
verdiinntem Ethanol und abschlieBend mit verdiinnter Salzsdure gereinigt werden, um etwaige
Riickstinde zu beseitigen.

Nach dem Reinigungsvorgang konnte die Organkammer mit Nahrlosung befiillt werden. Die
gewiinschte Temperatur der Néahrlosung wurde nach etwa 10-miniitiger Wartezeit erreicht.
AnschlieBend konnte mit dem Einspannen der bereits priparierten Organe begonnen werden.
Dieser Schritt sollte moglichst rasch erfolgen, um dem Organ fortwidhrend physiologische
Bedingungen zu gewdhrleisten.

Beim Einbringen des Organs in die Authidngevorrichtung war stets darauf zu achten, dass das

Préparat nicht {iberdehnt wurde. Durch anschlieBendes Justieren mit Grob-/ Feintrieb konnte
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die gewiinschte Vorspannung fiir das jeweilige Organ erreicht werden, um eine maximale
Kontraktion zu erzielen.

Besondere Aufmerksamkeit musste daraufgelegt werden, dass bei Zugabe der zu
untersuchenden Substanz, weder das eingespannte Organ, noch der Silberdraht oder

Kraftwandler mit der Finnmikropipette in Beriihrung kamen.

3.7.1. Versuchsablauf am Atrium cordis dextrum

Nach der Isolierung und Préiparation des rechten Vorhofs, (siehe Kapitel 3.5.2. a)) konnte dieser
mithilfe der beiden angebrachten Silberhaken in die oben beschriebene Apparatur I eingespannt
werden. Die Organkammer wurde bereits ca. 10 Minuten vor Beginn des Versuchs mit 25 ml
physiologischer Nahrlosung befiillt, unter fortwéhrender Begasung mit Oxymix.

Die Temperatur wurde wihrend jeder Versuchsreihe konstant auf 37°C+ 1°C gehalten.
Nachdem der rechte Vorhof ziigig in der dafiir vorgesehenen Halterung befestigt war, konnte
das Organ in die bereits konstant temperierte Nihrlosung vollstindig eingetaucht werden.
Dabei war darauf zu achten, dass der isolierte rechte Vorhof nicht zu stark gedehnt wird, so
wodurch eine Organschidigung auftreten konnte und die Spontanaktivitét, bedingt durch die

Sinuszellen verloren gegangen wire.

Bevor mit der Aufzeichnung begonnen werden konnte, mussten die jeweiligen Geréte
individuell eingestellt werden. Beim Atrium cordis dextrum wurde die Geschwindigkeit des
Flachbettschreibers auf 5 mm/sec. reguliert, wihrend die Amplitudenhéhe SmV betrug.

Um eine reproduzierbare Versuchsreihe sicherzustellen, wurde der Schreiber zum Nullpunkt
gefiihrt und anschlieBend mithilfe des Feintriebs eine Vorspannung von 10,4 mN angelegt.
Die Herzschlidge konnte man von Beginn weg am Schreiber beobachten. Somit musste aufgrund
der spontanen Kontraktilitit kein zusatzliches Reizgerit zwischengeschaltet werden.

Bei fehlender Amplitudenhohe bestand die Option, die Millivolt auf 2 beziehungsweise 1 zu
dezimieren. Nachdem eine Wartezeit von etwa 25 Minuten eingehalten wurde, um das Organ
an die vorherrschenden Bedingungen zu gewohnen, konnte mit den Kontrollmessungen
begonnen werden. Die Messung und gleichzeitige Aufzeichnung der Schlagfrequenz auf ein
Millimeterpapier erfolgte alle 5 Minuten und erstreckte sich tiber 12 Sekunden. Dies entspricht
einer Schreib-Strecke von 6 cm. Nach dem Erreichen des ,,steady-state, also wenn zwei
Aufzeichnungen nacheinander sich nur durch maximal einen Schlag unterscheiden, konnte die

gemessene Chronotropie als konstant angenommen werden.
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Der ermittelte Wert diente bei der Auswertung als Kontroll- und Bezugswert. AnschlieBend
konnte die Testsubstanz in niedrigster Konzentration (3ul) dem Organbad hinzupipettiert
werden, worauf alle 5 Minuten eine Schreib-Strecke von 6 cm aufgezeichnet wurde. Um die
angestrebten Konzentrationen zu erreichen, wurden im Abstand von 45 Minuten 7 ul, 20 pl und

zuletzt 70 pl der zu untersuchenden Substanz hinzugefiigt und wie beschrieben vorgegangen.

3.7.2. Versuchsablauf am Musculus papillaris

Nach erfolgter Isolierung und Priparation des Papillarmuskels (sieche Kapitel 3.5.2. b)), konnte
dieser anhand der befestigten Silberhaken in die Apparatur II (siche Kapitel 3.6.3.) aufgehéngt
werden. Am oberen Ende wurde der préiparierte Muskel iiber den Silberhaken fixiert, wihrend
das unterer Ende zwischen Plexiglasscheibe und Platinelektrode eingeklemmt wurde.

Nach raschem und korrekten Einbringen in die Apparatur, wurde das praparierte Organ in die
bereits auf 35°C+ 1°C temperierte Nahrlosung abgesenkt.

Als vorgeschriebene Versuchsbedingungen, musste hier der Schreiber auf 5mV
Amplitudenhohe (bei Bedarf 2 mV oder ImV) und 5 mm/sec. Aufzeichnungsgeschwindigkeit
eingestellt werden. Mithilfe des Feintriebs konnte eine Vorspannung von 3,9 mN erzielt
werden.

Im Vergleich zum Vorhof, von dem selbst elektrische Impulse hervorgerufen werden, bendtigte
der Papillarmuskel aufgrund fehlender Spontanaktivitét einen Accupulser (A310, WPI), um ihn
zur Kontraktion anzuregen.

Die Reizung, die dem Muskel einen Stromimpuls pro Sekunde verschaffte, resultierte in Form
von Rechteckimpulsen von 3 ms™ Dauer bei einer Frequenz von 1 Hertz. Die Reizstirke konnte
bis zur Erreichung der Schwellenstromstérke erhoht werden (ca. 10% {iber der minimalen),
wobei eine zu hoch ausgewdhlte Stromstirke, eine unkontrollierte Entleerung der
Catecholaminspeicher und vorzeitiges Erschlaffen des Muskels als Folge gehabt hitte.
Unerwiinschte, spontan auftretende Aktivitdt, deutete darauf hin, dass die Purkinje-Fasern

wihrend der Prédparation nicht vollstindig entfernt wurden.

Nachdem sich der Muskel an die vorherrschenden Bedingungen gewohnt hatte, konnte mit der
Kontrollmessung begonnen werden. Die Kontrolle wurde so lange durchgefiihrt, bis die
Amplitudenlédnge einen konstanten Wert angenommen hatte, wobei die Werte von zwei
nacheinander folgenden Messungen nicht mehr als einen Millimeter Unterschied aufweisen

durften.
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Weiters mussten die Ausschldge gentligend grof3 sein, um mit der Versuchsreihe beginnen zu
konnen. Falls eine Amplitude von 2 cm nicht erreicht wurde, musste das Organ verworfen
werden.

Nachdem die Kontrollmessung als konstant angenommen werden konnte und die
Amplitudenldnge 2 cm erreichte, konnte mit der Substanzzugabe nach dem gleichen
Pipettierschema (sieche Tabelle 2) in Abstinden von 45 Minuten begonnen werden. Die
Inotropie wurde in Form von 6 aufeinanderfolgenden Amplituden auf ein Millimeterpapier
aufgezeichnet. Diese Aufzeichnung erfolgte alle 5 Minuten, wobei nach 9 Messungen die
ndchsthohere Konzentration hinzupipettiert wurde.

Um eine Auswertung der Inotropie zu ermdglichen, wurde die Amplitude jeder 9.

Aufzeichnung abgemessen und notiert.

3.7.3. Versuchsablauf an der Arteria pulmonalis und an der Aorta descendens

Zur Durchfithrung des Versuchs wurden die ringférmig priparierten GefdBle der Arteria
pulmonalis und Aorta descendens iiber 2 dreieckige Silberhaken in die jeweilige Apparatur
(siehe Kapitel: Apparatur 1 und III) eingespannt. Auch hier wurde das Organbad mit
physiologischer Néahrlsung befiillt, konstant temperiert (37°C+ 1°C ) und mit Oxymix begast.
Nach Absenken der préparierten Stiicke in die Ndhrlosung, musste erneut auf ein zu starkes
dehnen der GefidB3e geachtet werden. Die Vorspannung von 19,6 mN wurde durch nachjustieren
mittels Feintrieb reguliert und der Schreiber mit einer Spannung von 10 mV sowie einer
Geschwindigkeit von 1mm/sec. eingestellt. Unter diesen Bedingungen wurden die beiden
Gefife 20 Minuten begast, um eine Gewohnung an die vorliegenden Bedingungen zu schaftfen.
Bei der Versuchsdurchfiihrung der Aorta musste hier ein zusétzlicher Schritt erfolgen. Hierfiir
wurde nach der Eingewohnungsphase die Spannung auf dem Schreiber auf 5 mV runtergesetzt,
was eine Kraft von 9,81 mN entsprach. Nachdem der Schreibkopf zum Nullpunkt
zuriickgedreht wurde, konnte mit der Aufzeichnung begonnen werden.

Die Néhrlosung wurde abgelassen und die Organkammer mit 25 ml 90 mmolare
Kaliumchloridlosung (siehe Kapitel 3.4.2.; Herstellung: Tabelle 5) gefiillt, um eine maximale
Kontraktion der glatten Muskulatur auszuldsen.

Nachdem eine stabile Plateauphase erreicht wurde, hierfiir war zundchst ein Ausschlag von

mindestens 10 cm notwendig, konnte mit dem iiblichen Pipettierschema begonnen werden.

32



Bei beiden Organpraparaten konnte die vasodilatierende Wirkung der Testsubstanz auf die

glatte Muskulatur untersucht werden.

3.7.4. Versuchsablauf am terminalen Ileum

Zur Versuchsdurchfiihrung wurde das isolierte und praparierte Darmstiick (siehe Kapitel 3.5.3)
in die dafiir vorgesehene Apparatur I (siche Kapitel 3.6.2) eingebracht. Anhand der zuvor
befestigten Silberhaken, konnte der Darm an der Organhalterung befestigt werden, ehe dieser
in die konstant temperierte und begaste Néhrlosung (37°C+t 1°C) abgesenkt wurde. Auch hier
musste wieder auf ein zu starkes Uberdehnen des Darms Riicksicht genommen werden. Danach
wurden sowohl Schreiber als auch Amplifier eingeschaltet und die dafiir vorgesehene Spannung
von 5 mV und Geschwindigkeit von 1 mm/min. eingestellt. Der Schreiber wurde mithilfe der
Stellschraube am Amplifier erneut zum Nullpunkt gefiihrt. AnschlieBend konnte die
notwendige Vorspannung zur Erreichung der maximalen Darmkontraktion von 4,92 mN
angelegt werden, gefolgt von einer 20-miniitigen Akklimatisierungsphase.

Bevor mit dem Ablassen der Tyrode begonnen wurde, musste der Schreibkopf erneut zum
Nullpunkt justiert werden. Die Verschiebung des Schreibkopfes ist auf eine Verdnderung der
Darmperistaltik zuriickzufiihren.

Die Nahrlosung wurde abgelassen und die Organkammer erneut mit einer 60 mmolaren
Kaliumchloridlosung gefiillt, um ebenfalls eine maximale Kontraktion des Organs
hervorzurufen. Im Vergleich zu den Préparaten der Aorta und der Pulmonalarterie, erfolgte hier
die Kontraktion sehr rasch, dann nahm sie kurzzeitig ab, ehe sie sich wieder auf einem héheren
Niveau stabilisierte. Um den Versuch starten zu kénnen, musste auch am terminalen Ileum
zumindest ein Ausschlag von 5 cm sowie eine stabile Plateauphase erreicht werden.

Sobald diese Voraussetzungen geschaffen wurden, konnte mit der kumulativen Zugabe der
gelosten Testsubstanz nach dem gewdhnlichen Pipettierschema 3pmol, 7umol, 20umol,
70umol in je 45-miniitigen Zeitabstdinden begonnen werden, um wieder die angestrebten

Konzentrationen zu erreichen.
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3.7.5. Versuchsablauf am terminalen Ileum zur Analysierung des Wirkmechanismus von BW
16

Zur Untersuchung des Wirkmechanismus wurde jenes Organ herangezogen, bei dem anhand
der zuvor ermittelten ECso-Werte, eine 50%ige Wirkung der untersuchenden Substanz

festgestellt werden konnte.

Der stirkste Effekt von BW 16 wurde am terminalen Ileum beobachtet, weshalb dieses Organ
zur genaueren Erforschung des Wirkmechanismus herangezogen wurde.

Die Isolierung, Priparation sowie das Einspannen des terminalen Ileums in die Apparatur I
wurde wie gewohnt und bereits ausfiihrlich in Kapitel 3.5.3 beziehungsweise Kapitel 3.7.4
beschrieben, durchgefiihrt. Nach Befestigen des terminalen Ileums an der Organhalterung liber
die angebrachten Silberhaken und Eintauchen in die konstant, temperierte (37°Cx 1°C) und
begaste Tyrode, wurde auch hier der Schreiber auf eine Geschwindigkeit von 1 mm/min. und
5 mV eingestellt, bei einer Vorspannung von 4,92 mN. Nach Abwarten der Gewohnungsphase
(20 min.), wurde die Nihrlosung abgelassen und die Organkammer erneut mit 25 ml 60

mmolare Kaliumchloridldsung gefiillt.

Ein wesentlicher Unterschied bei der Untersuchung des Wirkmechanismus war, dass nach
Erreichen der Plateauphase, nicht wie sonst {iblich die geloste Analysesubstanz hinzupipettiert
wurde, sondern Nitro-L-Arginin in einer Konzentration von 100 mol/l eingespritzt wurde. Da
Nitro-L-Arginin in KCI nur schwer 16slich ist, wurde die Viole mit dem darin befindlichen
Antagonisten fiir 45 Minuten in ein Ultraschallbad eingebracht und somit die Loslichkeit
verbessert. Die erforderliche Mindesteinwaage betrug bei einem Molekulargewicht von 219,20

g/mol fiir ein 25 ml fassendes Organbad 0,548 mg.

Nach hinzupipettieren von 100 pl Nitro-L-Arginin in die mit KCI enthaltene Organkammer,
wurde 45 Minuten abgewartet und anschlieend 100 pl der in DMSO gelosten Testsubstanz
zugegeben. Nach weiteren 45 Minuten, war die Untersuchung des Wirkmechanismus

erfolgreich beendet.
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Abbildung 18: Strukturformel von Nitro-L-Arginin (Sigma-Aldrich)

Stickstoffoxid (NO) ist das kleinste endogen gebildete bioaktive Molekiil und wird aus der
Aminoséure L-Arginin durch drei verschiedene Isoformen der NO-Synthase synthetisiert: die
neuronale, induzierbare und endotheliale NO-Synthase. Die NO-Synthase katalysiert in
Anwesenheit von Ca?" die Umwandlung von L-Arginin zu L-Citrullin, wobei NO freigesetzt
wird. Stickstoffoxid bewirkt durch Aktivierung der 16slichen Guanylylcyclase (GC-S) die
Bildung von cyclischem GMP aus GTP. Dies fiihrt zu einer Kontraktionshemmung der glatten
Muskulatur und somit zu einem Uberwiegen der Vasodilatation. NO wird somit als protektives
Molekiil im GefdBsystem angesehen. Demzufolge begiinstigt ein Mangel an NO daher die
Entstehung von Arteriosklerose und Hypertonie (Mutschler et al. 2001).

Die NO-Synthase kann von einigen Substanzen inhibiert werden. Als kompetitiver Hemmstoff

der NO-Synthase zdhlt unter anderem auch Nitro-L-Arginin (Forth et al. 2017).

Nach hinzupipettieren von L-Nitro-Arginin ist somit durch Blockade der endothelialen NO-
Synthase die Freisetzung von Stickstoffoxid inhibiert. Falls es bei der untersuchten Substanz
gemeinsam mit NO zu einer Vasodilatation kommen wiirde, miisste somit nach Zugabe von

Nitro-L-Arginin eine gefaBerweiternde Wirkung der Testsubstanz fernbleiben.

3.8. Datenauswertung

Zur Auswertung der durchgefiihrten Messungen wurden die Aufzeichnungen vom Schreiber
sowie vom Computer herangezogen. Die erhobenen Daten der Kontrollphase dienten als
Referenzwert (100%), um eine Beziehung zu den ermittelten Werten nach Substanzzugabe

herzustellen.
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3.8.1. Datenauswertung des Atrium cordis dextrum

Die vom Sinusknoten ausgehende Spontanaktivitit kann durch Einwirkung der zu
untersuchenden Substanz beeinflusst werden. Die mogliche Auswirkung der Testsubstanz auf
die Chronotropie des Herzens wurde somit erforscht, wobei eine positive (Zunahme der
Herzschlédge), negative (Abnahme an Schégen) oder aber auch eine neutrale, bezichungsweise
unverdnderte Chronotropie festgestellt werden konnte.

Chronotropie gibt die Anzahl der Schlige pro Minute an und wird durch die Frequenz der
Impulse des Sinusknoten festgelegt.

Zur Auswertung wurde die Schlagfrequenz liber 12 Sekunden aufgezeichnet, dies entsprach 6
cm am Millimeterpapier. Die abgezéhlten Herzschldge wurden mit dem Faktor 5 multipliziert,

um die Anzahl der Schldge pro Minute (Sinusfrequenz) zu erhalten.

Der Kontrollwert (100 %) wurde nur mit den letzten Messungen jeder Konzentration in

Relation gesetzt, da hier ein Erreichen des steady states angenommen werden konnte.

3.8.2. Datenauswertung des Musculus papillaris

Bei den Versuchen am Papillarmuskel, wurde die Verdnderung der Kontraktionskraft
(Inotropie) des Herzens untersucht, um somit einen positiven oder negativen inotropen Effekt
der Substanz sichtbar zu machen.

Auch hier wurden die Messungen alle 5 Minuten bei einer Geschwindigkeit von Smm/sec.
durchgefiihrt. Zur Datenauswertung wurden nicht, wie beim rechten Vorhof die Schlige
gezahlt, sondern jeweils die letzte Amplitude vor Zugabe der ndchsthoheren Konzentration mit
einem Lineal vermessen. Der erhobene Wert der Kontrollmessung, der bereits ,,steady state*
Bedingungen aufwies, wurde wieder als Bezugspunkt herangezogen und gleich 100 % gesetzt,
um dadurch die nach Substanzzugabe ermittelten Werte vergleichbar zu machen. Somit konnte

eine Zunahme oder Abnahme der Kontraktionskraft sichtbar gemacht werden.
Da bei Versuchen am Papillarmuskel bei zu geringer Aktivitét, die Spannung von 5 mV auf 2

mV beziehungsweise auf 1 mV herabgesetzt werden konnte, musste anschlieend mit einem

Korrekturfaktor multipliziert werden, um vergleichbare Werte von mN zu erhalten.
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Bei Durchfithrung der Versuchsreihe mit einer Spannung von 5 mV, wurde anschlieend mit

0,98 multipliziert, wahrend der Multiplikationsfaktor bei 2 mV oder 1 mV 0,39 betrug.

3.8.3. Datenauswertung von Arteria pulmonalis, Ileum terminale und Aorta descendens

Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte bei glattmuskulidren Organen auf dieselbe Weise.
Als Nullpunkt wurde jener Punkt vor Zugabe der Kaliumchloridlosung angenommen. Durch
Ersetzen der Nihrlosung mit KCl wurden die Organe maximal vorkontrahiert, um eine
Relaxation der Gefédfe sichtbar zu machen.

Der Kontrollwert war die Differenz der Plateauphase zum zuvor markierten Nullpunkt. Die
Hohe wurde an der Verlaufskurve jeweils nach Zugabe der Testsubstanz markiert, ehe nach
einer Wartezeit von 45 Minuten und Hinzufiigen der darauffolgenden Konzentration, der
nidchste Wert ermittelt werden konnte. Nach diesem Prinzip wurde bei den weiteren
Konzentrationen vorgegangen.

Die Daten erhielt man durch Abmessen der Differenz zwischen Nullpunkt und den fiinf,
wihrend der Versuchsdurchfiihrung markierten Werten. Der erste markierte Wert wurde wieder
als Referenz herangezogen und gleich 100% gesetzt.

Auch hier mussten die erhobenen Messwerte bei einer angelegten Spannung von 5 mV mit dem

Faktor 0,98 multipliziert werden, um die Kontraktionskraft in man zu erhalten.

3.8.4. Datenauswertung an der Apparatur 11

Die eigentliche Auswertung der Daten erfolgte bei der Durchfithrung der Versuche an der
Apparatur III nicht anhand eines Millimeterpapiers, sondern mithilfe eines speziellen Tools im
Programm Labscribe 2. Uber die Funktion ,,Datenauswertung* konnte die jeweilige Zeit, in der
die Testsubstanz in den unterschiedlichen Konzentrationen hinzupipettiert wurde, eingegeben
und anschlieend die dazugehorigen Werte abgelesen werden.

Auch hier wurde mit einem Multiplikationsfaktor von 0,98 gerechnet, um vergleichbare Werte

zu erhalten.
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3.9. Statistik

Zur statistischen Auswertung der erhobenen Daten der jeweiligen Versuche, wurde der
arithmetische Mittelwert sowie Standardfehler der Mittelwerte (SEM) berechnet.

Fiir die graphische Auswertung wurde das Computerprogramm ,,Sigma Plot 9.0* angewendet
und Konzentration-Wirkungskurven erstellt, wobei auf der Ordinate die Anderung der
Kontraktion und auf der Abszisse die Konzentration der Testsubstanz in umol/l aufgetragen
wurde.

Aus den Diagrammen konnte die ECso, jene Dosis bei der ein halbmaximaler Effekt
hervorgerufen wird, ermittelt werden. Es handelt sich hierbei um ein MaB fiir die dosisbezogene
Wirkstirke eines Arzneimittels (Fischer et al. 2013).

Die ECso entspricht bei den durchgefiihrten Versuchen nun jener Konzentration, bei der sich je

nach Organ die Inotropie, Chronotropie oder Kontraktionskraft um 50% veréndert hat.

Um die Signifikanz der Messdaten zu beurteilen und die Irrtumswahrscheinlichkeit zu eruieren,
wurde ein ,student-t-test“durchgefiihrt. Als signifikant galten Werte mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner 5% (P <0,05) sowie 1 % (P <0,01). Als hochsignifikant
wurden Werte unter 0,1% (P <0,001) angesehen.
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4. Resultate

Im folgenden Kapitel werden die Resultate der diversen Versuche sowohl in tabellarischer als
auch in graphischer Darstellung wiedergegeben und erldutert. Die Originalaufzeichnungen
eines Organs, sollen jeweils stellvertretend fiir die insgesamt 4 beziehungsweise 5

durchgefiihrten Versuchsreihen stehen.

4.1. Wirkung von BW 16 auf die Schlagfrequenz des Atrium cordis dextrum

Fiir die Untersuchung der Testsubstanz auf eine verdnderte chronotrope Wirkung, wurden
insgesamt 4 Versuche am rechten Vorhof durchgefiihrt.

Zur Bedeutung der in Tabelle 6 angegebenen Abkiirzungen bezeichnet SEM den
Standardfehler, fc ist durch die Anzahl der Schlidge pro Minute definiert, wihrend n fiir die
Anzahl der Versuche und P die Irrtumswahrscheinlichkeit wiedergibt.

Nach der Gewohnungsphase an die vorherrschenden Bedingungen betrug die Schlagfrequenz
218,75+7,47 Schliage pro Minute. Dieser Wert wurde als Kontrollwert angenommen, um die
nach Substanzzugabe ermittelten Werte vergleichbar zu machen.

Anhand den 4 durchgefiihrten Versuchen und den anschlie8end ermittelten Werten, konnte eine
Aussage liber eine Verdnderung der Chronotropie bedingt durch die Testsubstanz getroffen
werden.

Die nachfolgende Tabelle 6 verdeutlicht, dass BW 16 nur eine schwach positive chronotrope
Wirkung am rechten Vorhof herbeifiihrte.

Die mittlere effektive Konzentration, also jene Dosis bei der ein halbmaximaler Effekt

hervorgerufen wird (EC50), konnte nicht erreicht werden.

BW 16 f. £ SEM f SEM Anzahl der Irrtums-

(umol/l) (x/min) (%) Versuche wahrscheinlichkeit

(n) P

Kontrolle 218,75+7,47 0,00+0,00 4 -

3 221,25+6,88 1,18+0,68 4 n.s

10 228,75+7,47 4,59+0,16 4 n.s

30 233,75+7,47 6,88+0,24 4 n.s

100 230,00+£7,91 5,14+0,53 4 n.s

Tabelle 6: Wirkung von BW 16 auf den rechten Vorhof
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Abbildung 19: Konzentration-Wirkungskurve von BW 16 auf den rechten Vorhof

Die Abbildung 18 ermdglicht eine Veranschaulichung der Konzentration-Wirkungskurve und
beschreibt die prozentuelle Anderung der Kontraktionskraft in Abhiingigkeit von der
Konzentration der Testsubstanz in pumol/l. Die entlang der Konzentration-Wirkungskurve
befindlichen Punkte, zeigen die arithmetischen Mittelwerte der Schlagfrequenz bei der
jeweiligen Konzentration (3 pmol/l, 10 pmol/l, 30 umol/l, 100 umol/l) an, wéhrend die
horizontalen Balken oberhalb und unterhalb der Punkte, die dazugehorige Standardabweichung

versinnbildlichen.
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Aus dieser Originalaufzeichnung ist ebenfalls eine schwach positive chronotrope Wirkung

ersichtlich, da auch nach Erhohung der Konzentration die Schlagkraft nur minimal variierte.

Kontrolle

3 umol/l

10 pmol/1

30umol/l

100 pmol/l

12 sec. Il cm = 0,98 mN

»
»

Abbildung 20: Originalaufzeichnung der Wirkung von BW 16 auf den rechten Vorhof
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4.2. Wirkung von BW 16 auf die Kontraktionskraft des Musculus papillaris

Um die inotrope Wirkung, also die Kontraktionskraft des Herzens zu untersuchen, wurden 4
Versuche an Papillarmuskelpréparaten durchgefiihrt.

In der nachfolgenden Tabelle werden nun erneut die arithmetischen Mittelwerte und deren
Standardabweichung bei der jeweiligen Konzentration prozentuell sowie in mN dargestellt,
wobei hier nicht die Schlagzahl pro Minute, sondern die Kontraktionskraft in mN von

Bedeutung war.

Nach Beenden der Gewohnungsphase und vor Zugabe der Testsubstanz betrug die
Kontraktionskraft 1,08+0,09mN. Dieser Wert wurde somit erneut als Kontrollwert
angenommen.

Im Laufe des Versuches kam es zunichst zu einer Abnahme der Kontraktionskraft bei einer
Konzentration von 3 pmol/l (-8,0245,55%) sowie bei 10 pmol/l (-1,02+4,70%), ehe bei

Erreichen der Endkonzentration ein schwach positiv inotroper Effekt verzeichnet werden

konnte.
BW 16 fc £ SEM f.+ SEM Anzahl der Irrtums-

(nmol/l) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichkeit

(n) (P)

Kontrolle 1,08+0,09 0+0 4 -

3 0,99+0,11 -8,02+5,55 4 n.s

10 1,07£0,11 -1,02+4,70 4 n.s

30 1,134£0,10 4,63+2,87 4 n.s

100 1,08+0,09 0,66£3,00 4 n.s

Tabelle 7: Wirkung von BW 16 auf den Papillarmuskel
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Abbildung 21: Konzentration-Wirkungskurve von BW 16 auf den Papillarmuskel

Anhand der Abbildung 21 wird ebenfalls die Konzentrations-Wirkungskurve und der
resultierende Effekt von BW 16 auf den Papillarmuskel verdeutlicht. Bei einer Konzentration
von 3 umol/l konnte zunéchst eine schwach negativ inotrope Wirkung verzeichnet werden, ehe
bei einer Endkonzentration von 100 umol/l ein schwach positiv inotroper Effekt ersichtlich
wurde.

Erneut wiederspiegelt die Abszisse die Konzentration der Testsubstanz in pumol/l und die
Ordinate die Abnahme der Kontraktionskraft in Prozent. Eine ECso konnte nicht erreicht

werden.
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Abbildung 22: Originalaufzeichnung der Wirkung von PGU 177 auf den Papillarmuskel
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4.3. Wirkung von BW 16 auf die Arteria pulmonalis

Fiir die Untersuchung einer potentiellen Verdnderung auf die Relaxation der Lungenarterie,
wurden 5 Versuche durchgefiihrt.

In Tabelle 8 konnen die erhobenen Daten als arithmetische Mittelwerte in mN sowie die
prozentuelle Verdanderung fiir die jeweilige Konzentration neben deren Standardfehler (SEM)

abgelesen werden.

Nach Beenden der Gewohnungsphase konnte als Referenz eine maximale Kontraktion durch
chemische Reizung mit einer 90 mmolaren Kaliumchloridlésung von 16,0343,28mN erreicht
werden. Dieser Wert wurde erneut als Kontrollwert angenommen. Die einzelnen Messwerte
der jeweiligen Konzentration konnten nun somit, mit jenem Wert, der in der Plateauphase
erreicht wurde (=Kontrollwert) verglichen werden, um den auftretenden Effekt in Relation zu

setzen. Am Ende der kumulativen Substanzzugabe konnte eine geringe Dilatation beobachtet

werden, ebenso wurde eine ECsg nicht erreicht.

BW 16 f+ SEM f £ SEM Anzahl der Irrtums-

(nmol/l) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichkeit

(n) (P)

Kontrolle 16,03+3,28 0,00£0,00 5 -

3 15,51£3,10 -2,92+1,26 5 n.s

10 15,334£3,18 -4,75%0,59 5 0,05

30 15,13£3,19 -6,52+1,36 5 0,05

100 14,35+2.98 -10,91+1,55 5 0,05

Tabelle 8: Wirkung von BW 16 auf die Lungenarterie
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Abbildung 23: Konzentration-Wirkungskurve von BW 16 auf die Pulmonalarterie

Anhand der abgebildeten Konzentration-Wirkungskurve, wird noch einmal die geringe
vasodilatative Wirkung von BW 16 auf die Lungenarterie ersichtlich. Auf der Abszisse ist
erneut die Konzentration der Testsubstanz in umol/l aufgetragen und auf der Ordinate die

Abnahme der Kontraktionskraft in Prozent. Abermals konnte eine ECsg nicht erreicht werden.
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Die Originalaufnahme wiederspiegelt die geringe vasodilatierende Wirkung von BW 16 auf die
Lungenarterie. Auch wihrend der kumulativen Substanzzugabe ist keine signifikante Abnahme

der Kontraktion ersichtlich.
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Abbildung 24: Originalaufzeichnung der Wirkung von BW 16 auf die Pulmonalarterie
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4.4. Wirkung von BW 16 auf das Ileum terminale

Zur Testung der spasmolytischen bzw. dilatierenden Aktivitdt der Testsubstanz auf das
terminale Ileum, wurden 5 Versuche durchgefiihrt. Durch chemische Reizung mit einer 60
mmolaren Kaliumchloridlosung, konnte eine maximale Darmkontraktion von 10,98 £1,22mN
erreicht werden. Dieser Wert wurde erneut als Kontrollwert definiert, um den nach kumulativer
Substanzzugabe auftretenden Effekt wieder in Relation zum Kontrollwert setzen zu kénnen.
Bei diesen Versuchen konnte eine leichte Verdnderung der Kontraktionskraft abgeleitet
werden, jedoch ebenfalls eine zu geringe spasmolytische Wirkung, um eine ECso zu ermitteln.
Nach kumulativer Substanzzugabe von BW 16 und Erreichen der gewlinschten
Endkonzentration kam es zu einer 18,93%- igen Reduktion der Kontraktionskraft des
terminalen Ileums.

In Tabelle 9 werden die arithmetischen Mittelwerte und deren Standardabweichung (SEM) in

nM sowie die prozentuelle Verdnderung bei der jeweiligen Konzentration erléutert.

BW 16 fc £ SEM f& SEM Anzahl der Irrtums-

(nmol/l) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichkeit

(n) (P)

Kontrolle 10,98+1,22 0,00£0,00 5 -

3 10,88+1,26 -1,21+£2,07 5 n.s

10 10,44+1,23 -5,2612,20 5 0,05

30 9,64£1,12 -12,3743,18 5 0,05

100 8,87%1,04 -18,9315,54 5 0,05

Tabelle 9: Wirkung von BW 16 auf das terminale Ileum
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Abbildung 25: Konzentration-Wirkungskurve von BW 16 auf das terminale lleum

Die Konzentration-Wirkungskurve veranschaulicht die prozentuelle Verdnderung der
Kontraktionskraft in Relation auf die Substanzkonzentration in pmol/l im Organbad. Die
Punkte kennzeichnen die jeweiligen Mittelwerte der Kontraktionskraft, hingegen die
horizontalen Balken, die Standardabweichung.

Der Graph verdeutlicht, dass die spasmolytische Aktivitit von BW 16 ab einer Konzentration

von 10 umol/l deutlich profilierter ist.
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Der Kurvenverlauf zeigt eine kontinuierliche Abnahme der Kontraktionskraft nach Erreichen

der Plateauphase.

Abbildung 26: Originalaufzeichnung der Wirkung von BW 16 auf das terminale lleum
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4.5. Wirkung von BW 16 auf die Aorta descendens

An diesem Organ wurden 5 weitere Versuche durchgefiihrt, um eine potentielle vasodilatative
Wirkung der Testsubstanz auf die glatte Muskulatur der Aorta zu untersuchen.

Nach maximaler Kontraktion durch 90 mmolare Kaliumchloridlosung und anschlieender
kumulativen Zugabe der Substanz, konnte die daraus resultierende Anderung der
Kontraktionskraft durch Vermessen des Abstands zur Nulllinie ermittelt werden. Die so
vermessenen Werte wurden erneut in Relation zum Kontrollwert gesetzt, um sie so vergleichbar
zu machen.

Bei der gewiinschten Endkonzentration (100pumol/l) im Organbad wurde eine minimale
Relaxation der GefaBBmuskulatur von -6,31+4,17 hervorgerufen.

Die Abnahme der Kontraktionskraft ist nicht signifikant, weshalb auch eine mittlere effektive
Konzentration (ECso) nicht berechnet werden konnte.

Durch die in Tabelle 10 angefithrten arithmetischen Mittelwerte und deren
Standardabweichung (SEM) in nM sowie die prozentuelle Verdnderung bei der jeweiligen

Konzentration wird die geringe vasodilatative Wirkung ersichtlich.

BW 16 f. £ SEM f+ SEM Anzahl der Irrtums-

(nmol/l) (mN) (%) Versuche wahrscheinlichkeit

(n) (P)

Kontrolle 10,68+3,50 0,00+0,00 5 -

3 10,39+3,44 -3,44%1,77 5 n.s

10 10,4243,54 -4,03+2,81 5 n.s

30 10,3543,58 -5,2543,66 5 n.s

100 10,40£3,78 -6,31+4,17 5 n.s

Tabelle 10: Wirkung von BW 16 auf die Aorta
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Abbildung 27: Konzentration-Wirkungskurve von BW 16 auf die Aorta

Die abnehmende Kontraktionskraft (in %) der Aorta ist im Zusammenhang mit der
Substanzkonzentration in umol/l graphisch dargestellt.

Die Punkte symbolisieren die Mittelwerte der Kontraktionskraft nach Einspritzen der
entsprechenden Konzentration und die horizontalen Balken, deren Standardfehler.

An der Aorta zeigt die Testsubstanz den minimalsten Effekt auf, wobei eine geringe

vasodilatative Wirkung zu beobachten ist.
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Die Originalaufnahme zeigt die Anderung der Kontraktionskraft in Abhingigkeit von der

Substanzkonzentration im Organbad.

Abbildung 28: Originalaufzeichnung der Wirkung von BW 16 auf die Aorta

53



4.6. Untersuchung des Wirkmechanismus von BW 16 auf das Ileum
terminale

Der Wirkmechanismus der zu untersuchenden Substanz wurde anhand der Darmmuskulatur
aufgezeigt, da sich hier die starkste spasmolytische Wirkung erwies. Diese Untersuchung
wurde mithilfe des Antagonisten Nitro-L-Arginin erforscht, wobei 3 Versuche durchgefiihrt

wurden.

4.6.1. Wirkung von BW 16 in Kombination mit Nitro-L-Arginin auf das terminale Ileum

Zunichst wurde die glatte Muskulatur des terminalen Ileums durch Zugabe einer 60 mmolaren
Kaliumchloridlésung maximal vorkontrahiert, ehe nachtraglich 100 ul einer 100 uM Losung
von Nitro-L-Arginin dem Organbad zugefiigt wurde. Nach maximaler Kontraktion konnte ein
Kontrollwert von 10,95+1,31 erreicht werden. Eine schwache spasmolytische Wirkung, die
nach Zugabe von Nitro-L-Arginin auftrat, veranlasste eine Abnahme der Kontraktionskraft auf
10,61£1,15. Wie bereits in Kapitel 3.7.5 erldutert, beruht die Tonussenkung der glatten
GefdBmuskelzelle auf einer Aktivierung der Guanylylcyclase mit Erhdhung des zelluldren
cGMP-Gehaltes und veranlasst durch Relaxation vaskuldrer glatter Muskelzellen eine
Vasodilatation.

NO kann physiologisch als Botenstoff von Endothelzellen an die umliegenden glatten
Muskelzellen des terminalen Ileums abgegeben werden. Durch Beifiigen von Nitro-L-Arginin
ist eine Freisetzung von NO durch Blockade der eNOS nicht mdglich, wodurch eine Relaxation
der glatten Muskulatur ausbleibt.

Nach einer Wartezeit von 45 Minuten, wurde 100 pl einer 100 uM Losung der Testsubstanz in
die Organkammer zugegeben, welche eine weitere Abnahme der Kontraktionskraft von

7,34+0,45 herbeifiihrte.
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Die spasmolytische Wirkung zeigte mehr Relevanz ohne Zugabe von Nitro-L-Arginin, jedoch

kam es auch nach Zugabe des Antagonisten zu einem gefaBBerweiternden Effekt.

Somit spielt die endotheliale NO-Synthase vermutlich keine Rolle an der aufgezeigten Wirkung

der Testsubstanz, wenn auch nur von geringerer Bedeutsamkeit.

Wahrscheinlich sind andere Mechanismen und Vorgénge an der Wirkung beteiligt, wie

beispielsweise eine sympathische Regulation der Gefdlle. Um dies zu tiberpriifen, wéren noch

weitere Untersuchungen erforderlich.

Die Mittelwerte der Kontraktionsdnderung in mN und deren Standardfehler sind in Tabelle 11

zusammengefasst.
BW 16 fc £ SEM Anzahl der Irrtums-
(pmol/l) (mN) Versuche wahrscheinlichkeit
(n) (P)
Kontrolle 10,95+1,31 4 -
100 pM 10,61£1,15 4 -
Nitro-L-Arginin
+ 100 pM BW 16 7,34+0,45 4 0,05

Tabelle 11: Wirkmechanismus von BW 16 in Kombination mit 100ul Nitro-L-Arginin am

terminalen Ileum
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der Wirkung von Nitro-L-Arginin und die Wirkung in
Kombination mit BW 16

Mithilfe des dazugehorigen Balkendiagramms konnen die erhobenen Messwerte graphisch
abgebildet werden. Die Darstellung zeigt die Anderung der Kontraktilitit in mN auf der
Ordinate in Abhédngigkeit der zugefiigten Substanzen bei einer Konzentration von 100 uM
sowie den Kontrollwert auf der Abszisse.

Anhand der Balken lassen sich die arithmetischen Mittelwerte der Kontrolle und die
Kontraktionskraft nach Zugabe von 100 pl einer 100 uM Ldsung von Nitro-L-Arginin sowie
nach Zugabe von 100 pl der gelosten Testsubstanz beobachten. Die Linien sollen deren

Standardfehler symbolisieren.
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Nach Erreichen der Plateauphase und Zugabe des Antagonisten wurde eine Abnahme der
Kontraktionskraft unter Einwirkung von Nitro-L-Arginin herbeigefiihrt, ehe nach 45-Minuten
die Testsubstanz zugefiigt wurde, wodurch eine bedeutendere Spasmolyse resultierte.

Abbildung 30: Originalaufzeichnung der Wirkung von BW 16 in Kombination mit Nitro-L-
Arginin am terminalen Ileum
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5. Diskussion

Ziel dieser praktischen Arbeit war die Analyse einer neu synthetisierten Substanz beziiglich
threr Wirkung auf die Organe des Meerschweinchens zu testen. Zur Erforschung der
Vasodilatation wurden die glattmuskuldren Organe der Aorta, der Arteria pulmonalis und des
terminalen Ileums herangezogen.

Préparate der quergestreiften Herzmuskulatur, wie das Atrium cordis dexter und der Musculus
papillaris waren erforderlich, um Aussagen beziiglich Chronotropie beziechungsweise Inotropie
zu treffen.

Die folgenden beiden Abschnitte dienen der Analyse und Gegeniiberstellung der erhobenen

Ergebnisse.

5.1. Wirkung der Testsubstanz auf Organe der glatten Muskulatur

Zur Untersuchung der Testsubstanz auf eine dilatierende Komponente, wurden die
glattmuskulédren Gefdf3e der Aorta descendens und Arteria pulmonalis verwendet, wéhrend zum

Nachweis einer potentiellen spasmolytischen Wirkung das terminale Illeum eingesetzt wurde.

Am terminalen Ileum wurde der stirkste Effekt hervorgerufen, wobei auch hier eine mittlere
effektive Konzentration (ECso) nicht ermittelt werden konnte.

An den beiden Gefidflen konnte eine schwach dilatierende Wirkung beobachtet werden, jedoch
ebenfalls zu minimal um einen halbmaximalen Effekt zu erzielen.

Anhand der Ergebnisse von Aorta descendens sowie Arteria pulmonalis wird bei einer
Konzentration von 10 pmol/l der dhnliche Aufbau der beiden GefdBe ersichtlich. Der
Unterschied in der Anderung ihrer Kontraktionskraft nimmt erst bei einer hdheren
Konzentration zu.

Die entsprechenden Messwerte der jeweiligen Organpréparate bei einer Konzentration von 10
pmol/l und der erreichten Endkonzentration von 100 umol/l kénnen aus der nachstehenden

Tabelle enthommen werden.
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Anderung der Anderung der
Organpréaparat Kontraktionskraft in Kontraktionskraft in
Prozent + SEM bei Prozent + SEM bei
10pmol/l 100pmol/1
Arteria pulmonalis -4,75%0,59 -10,91+£1,55
Aorta descendens -4,03+2,81 -6,31+4,17
Ileum terminale -5,2612,20 -18,9345,54

Tabelle 12: Anderung der Kontraktionskraft an glattmuskuliren Organen in Abhdngigkeit der
Substanzkonzentration

5.1.2. Wirkung der Testsubstanz auf die Arteria pulmonalis

Die vasodilatierende Wirkung der Testsubstanz auf die Pulmonalarterie war etwas ausgepréagter
als der Effekt auf die Aorta. Zu Beginn konnte zwar eine dhnliche Anderung der Kontraktion
der beiden Gefdlle festgestellt werden, jedoch betrdgt die Abnahme an der Arteria pulmonalis
bei der gewiinschten Endkonzentration von 100 umol/l -10,91+£1,55. Im Vergleich dazu ist die
Wirkung der Testsubstanz an der Pulmonalarterie bei einer Konzentration von 3pumol/l mit
einer Abnahme von -2,92+1,26 noch nicht wirklich ersichtlich. Es konnte trotzdem keine ECsg

berechnet werden.

5.1.3. Wirkung der Testsubtanz auf die Aorta descendens

Wie bereits in Kapitel 5.2 erwédhnt, konnte an den beiden GefdBlen ein &hnlicher Effekt
beobachtet werden, der allerdings ab einer Konzentration von 100 pmol/l an der
Pulmonalarterie profilierter war.

Bei einer Konzentration von 3 pumol/l war nur eine leichte Verdanderung der Kontraktionskraft
zu erkennen (-3,44%1,77), wihrend bei einer Konzentration von 100 pmol/l der
vasodilatierende Effekt beinahe auf das Doppelte anstieg (-6,31+4,17).

Ein halbmaximaler Effekt konnte ebenfalls nicht beobachtet werden.
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5.1.4. Wirkung der Testsubstanz auf das terminale Ileum

Von den drei untersuchten glattmuskuldren Organen, wurde an den Darmpréiparaten die
deutlichste Wirkung auf die Anderung der Kontraktionskraft ersichtlich.

Bei einer Konzentration von 3 umol/l ist der hervorgerufene spasmolytische Effekt noch
vergleichsweise gering und mit einer Abnahme von -1,21£2,07 noch kaum ersichtlich. Dieser
Effekt nimmt jedoch mit steigender Konzentration zu und endet bei einer durchschnittlichen,
prozentuellen Abnahme der Kontraktionskraft von -18,93+5,54. Auch hier kann eine ECsonicht

ermittelt werden.

5.2. Wirkung der Testsubstanz auf Organe der quergestreiften Muskulatur

An der Herzmuskulatur wurden weitere Wirkungen der Testsubstanz erforscht.

Zur Feststellung der Chronotropie (Schlagfrequenz) wurden Versuchsreihen am rechten Vorhof
durchgefiihrt, wihrend der Papillarmuskel zur Ermittlung der inotropen Anderung (Anderung
der Kontraktionskraft) herangezogen wurde.

Wie aus der nachfolgenden Tabelle 13 ersichtlich wird, weist die Testsubstanz zwar einen

Effekt auf die Organe der quergestreiften Muskulatur auf, wenn auch nur in geringem Ausma@.

Anderung der Anderung der
Organpréaparat Kontraktionskraft in Kontraktionskraft in
Prozent + SEM bei Prozent + SEM bei
10pmol/1 100pmol/1
Atrium cordis dextrum 4,59+0,16 5,14+0,53
Muscullus papillaris -1,0244,70 0,6613,00

Tabelle 13: Anderung der Kontraktionskraft auf die Herzmuskulatur

60



5.2.1. Wirkung der Testsubstanz auf das Atrium cordis dextrum

Am rechten Vorhof wurden in 4 Versuchsreihen die Schlige des Herzmuskels pro Minute
ermittelt, um eine Aussage liber die Chronotropie zu treffen.

Das arithmetische Mittel des Kontrollwertes betrug 218,75+7,47 Schldge pro Minute.

Eine minimal positive chronotrope Wirkung zeichnete sich im Verlauf der Versuchsreihen ab.
So betrug die prozentuelle Zunahme der Schlagfrequenz bei den ersten beiden
Konzentrationsstufen (3 pmol/l ;10 umol/I) 1,18+0,68 beziehungsweise 4,5910,16.

Mit Erreichen der gewiinschten Endkonzentration konnte nun erneut eine schwach positive
chronotrope Wirkung demonstriert werden, jedoch zu gering um eine ECso festzustellen.

Das arithmetische Mittel betrug bei einer Konzentration von 100 pumol/l 230 Schlidge pro
Minute, bezogen auf den Referenzwert. Bei keinem der 4 durchgefiihrten Versuche konnte ein

halbmaximaler Effekt erreicht werden.

5.2.2. Wirkung der Testsubstanz auf den Musculus papillaris

Zur Untersuchung der Testsubstanz auf einen inotropen Effekt, wurden vier Versuche am
Papillarmuskel durchgefiihrt. Eine Abnahme der Kontraktionskraft 1dsst auf eine negative
Inotropie schlieen, wihrend eine gesteigerte Kontraktionsfahigkeit des Papillarmuskels nach
Substanzzugabe auf einen positiv inotropen Effekt hinweist.

Im Laufe der Versuchsreihe konnte zunichst eine Abnahme der Inotropie bei einer
Konzentration von 3 umol/l (-8,02+5,55%) sowie bei 10 umol/l (-1,02+4,70%) verzeichnet
werden. Bei Erreichen der Endkonzentration wurde eine vergleichsweise geringe prozentuelle
Zunahme der Kontraktionskraft (0,66%3,00) ersichtlich und somit ein schwach positiv inotroper

Effekt.
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5.2.3. Analyse des Wirkmechanismus am terminalen Ileum

Zur Untersuchung des Wirkmechanismus wurde jenes Organ verwendet, an dem eine mittlere
effektive Konzentration (ECso) bestimmt werden konnte, beziechungsweise jenes Organ an dem

der hervorgerufene Effekt am stirksten war

Bei den Versuchen am terminalen Ileum zeigte BW 16 die stirkste Abnahme der

Kontraktionskraft, jedoch konnte auch hier eine ECso nicht ermittelt werden.

Zur Analyse des Wirkmechanismus wurden 4 Versuche am terminalen Ileum durchgefiihrt,
jeweils mit einer Konzentration von 100 pmol/l Nitro-L-Arginin.

Wie bereits in Kapitel 3.7.5. beschrieben, wird durch das antagonistisch wirkende Nitro-L-
Arginin die NO-Synthase inhibiert und somit eine Freisetzung von Stickstoffoxid verhindert,
wodurch eine Kontraktionshemmung der glatten Muskulatur und somit eine Vasodilatation
ausbleibt.

Ob es trotz Zugabe des kompetitiven Hemmstoff Nitro-L-Arginin zu einer Relaxation kommt,
musste liberpriift werden.

Nach Erreichen der maximalen Kontraktion (Kontrollwert: 10,95+1,31), konnte nach Zugabe
des Antagonisten zunidchst eine schwache Abnahme der Kontraktionskraft (10,61+1,15)
verzeichnet werden, ehe nach Zugabe der Testsubstanz eine stirkere Vasodilatation resultierte
(7,34+0,45). Somit ist die endotheliale NO-Synthase an der aufgezeigten Wirkung nicht
beteiligt. Vermutlich spielen andere Mechanismen am hervorgerufenen spasmolytischen Effekt

eine Rolle.

62



6. Conclusio

Im Zuge der vorliegenden Diplomarbeit sollte die Wirkung eines neu synthetisierten

Arzneistoffs an isolierten Meerschweinchenorganen erforscht werden.

Folgende Préaparate wurden fiir die jeweiligen Versuche herangezogen: das Atrium cordis
dextrum und der Musculus papillaris kamen als Vertreter der quergestreiften Muskulatur in
Verwendung, wihrend die Aorta descendens, die Arteria pulmonalis und das terminale Ileum

als glattmuskuldre Organe analysiert wurden.

Zur Untersuchung der Testsubstanz auf einen moglichen vasodilatierenden beziehungsweise
spasmolytischen Effekt, waren die isolierten Priparate der glatten Gewebszellen Gegenstand
der Analyse. Zur Erhebung weiterer Effekte wurden die Herzprdparate untersucht. Hierfiir
diente der Papillarmuskel zur Erforschung der inotropen Wirkung, wéhrend am rechten Vorhof

negativ oder positiv chronotrope Mechanismen untersucht wurden.

Die verwendeten Organe wurden entsprechend pripariert und anschlieBend in begaste und mit
Néhrlosung befiillte Organkammern eingebracht, um moglichst physiologische Bedingungen

sicherzustellen.

In Absténden von 45 Minuten, um ,,steady state* Bedingungen zu schaffen, wurde die in DMSO
geloste Testsubstanz unter kumulativer Zugabe nach dem vorgegebenen Pipettierschema
(3umol, 7pumol, 20pmol, 70pmol) dem Organbad zugefiigt. Der hervorgerufene Effekt wurde
mittels Amplifier verstirkt und der Verlauf der Untersuchung iiber einen Flachbettschreiber

dokumentiert und anschlieflend vermessen.

Um eine statistische Auswertung der erhobenen Daten vornehmen zu kdnnen, wurden stets
mindestens 4 Versuche an den jeweiligen Organen durchgefiihrt. Die arithmetischen
Mittelwerte sowie deren Standardfehler wurden berechnet. Als Kontrollwert diente jener Wert,
vor Substanzzugabe und nach Einstellen eines FlieBgleichgewichtes, um nachfolgend den

hervorgerufenen Effekt in Relation setzen zu kdnnen.
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An den Herzpréparaten konnten keine bedeutsamen Wirkungen hervorgerufen werden.

Der Effekt der Testsubstanz auf das Atrium cordis dextrum erwies sich als schwach positiv
chronotrop. Bei einer Konzentration von 100 umol/l wurde die Schlagfrequenz um 5,14+0,53
% des Kontrollwertes erhoht.

Ebenfalls konnte auch am Papillarmuskel nur eine schwach positiv inotrope Wirkung mit einer
Abnahme der Kontraktionskraft bei Erreichen der Endkonzentration um 0,66+3,00 %

verzeichnet werden.

Der vasodilatierende Einfluss der Testsubstanz auf glattmuskuldre Organe war ebenfalls nicht
von grofler Bedeutung.

Lediglich am terminalen Ileum konnte ein relevanter spasmolytischer Effekt notiert werden,
indem die Abnahme der Kontraktionskraft bei der gewiinschten Endkonzentration von 100
umol/l um -18,93+5,54 % des Kontrollwertes vermindert wurde.

Dieses Organ wurde auch zur Untersuchung des Wirkmechanismus herangezogen.

Als kompetitiver Inhibitor der NO-Synthase wurde Nitro-L-Arginin verwendet. Stickstoffoxid
bewirkt durch Stimulierung der 16slichen Guanylylcyclase in der glatten GefaBmuskulatur und
einhergehendem Anstieg der Konzentration an cyclischem GMP eine verminderte cytosolische
Ca?"-Konzentration und GeféBrelaxation.

Wie die Ergebnisse des Wirkmechanismus zeigten, kam es an der glatten Muskulatur des
terminalen Ileums, trotz hervorgerufene Blockade der endothelialen NO-Synthase zu einer
weiteren Abnahme der Kontraktionskraft. Folglich wiren noch weitere Untersuchungen
notwendig, um den genauen Wirkmechanismus zu eruieren, da vermutlich noch andere
Mechanismen fiir den relaxierenden Effekt verantwortlich sind.

Eine ECso konnte bei keinem der untersuchten Organe ermittelt werden.
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