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1. Einleitung

Schwefelwasserstoff (H,S) kennt man als ein farbloses, brennbares Gas mit
charakteristischem Geruch. Der Geruch erinnert an faule Eier. H,S ist schwerer
als Luft und relativ gut wasserléslich. Der MAK-Wert betragt 15mg/m®.
Aufgrund dessen wurden der H,S als sehr giftiges Gas eingestuft. Eine
hdchstzuldssige Konzentration eines giftigen Stoffes am Arbeitsplatz, bei
welchen keine gesundheitliche Beeintrachtigung kommt, wurde als einen MAK-
Wert bezeichnet (Jander Blasius 1983).

Der genaue Wirkmechanismus einer H,S-Vergiftung ist noch nicht genau
geklart. In niedrigen Konzentrationen ist H,S durch seinen charakteristischen
Geruch erkennbar, durch hoheren Konzentrationen wurde Schwefelwasserstoff
bzw. das aus diesem im Organismus gebildete Hydrogensulfid-lon wie

Blausdure eisenhaltige Atemenzyme blockiert (Mutschler et al. 2008).

Im Labor kann Schwefelwasserstoff dadurch gewonnen werden, indem

Salzséure auf Fe (I11)Sulfid getropft wird.

Reaktionsgleichung:

FeS + 2HCI — FeCl, + H,S

Im Koérper kann H,S auch entstehen. Dies erfolgt Uber einen endogenen Weg,
durch eine Reaktion zwischen  Cystathionin -R- Synthase (CBS) und
Cysthationin —y-Lyase (CSE) (Stipanuk und Beck, 1982 Hosoki et al. 1997).
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In einer Studie wurde die Auswirkung eines CSE-Inhibitors auf die Entstehung
von H,S untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass DL- Proparglyglycin
(CSE-Hemmer) eine vollstdndige Inhibition der H,S Produktion an den
getesteten Arterien auswirkte (Hosoki et al. 1997). Fur Cystathionin-R3-
Synthase oder CBS wurde bekannt, dass es vor allem im Hippokampus

produziert wurde (Abe und Kimura 1996).

Wahrend CSE groRenteils in der Leber aber auch in Niere und in Kleiner

Konzentration in dem Gehirn zu finden ist.

Es konnte auch eine vasodilatierende Wirkung von H,S nachgewiesen werden.
Die Wirkung basiert auf der Offnung von ATP-abhingigen K-Kanalen.
Aufgrund des starken Einstroms von K*- lonen in die Zelle kommt es zu einer
Hyperpolarisation, was eine Erschlaffung der glatten Muskulatur verursacht
(Hosoki et al. 1997).

H,S wirkt ausschlieRlich tber eine Offnung von K-Kanalen, wodurch es sich
von anderen gasformigen Faktoren wie NO und CO unterscheidet. Die wirken
auch durch Aktivierung von cGMP (Guanosinmonophosphat) und fiihren zur
Gefalirelaxation (Zhao et al. 2001).

Im Herz wurde zum ersten Mal dem Katp-Kanal entdeckt. Er stellt einen
Heterooctamer dar. Dieser Heterooctamer gliedert sich in vier homologen
Unterheiten. Die eine Gruppe ist SUR (Sulfonylharnstoff Rezeptor) und die
andere KIR (Killer Cell immunoglobulin like Rezeptor) (Seino and Miki 2003,
Holtzwarth 2004).

Anhand der Studie (Hosoki et al. 1997) wurde festgestellt das H,S eine
protektive Funktion im kardiovaskuldren System hat. Das Resultat war eine
Relaxation von glatter Gefaimuskulatur, Aorta und Pfortader. H,S hat eine
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wichtige Rolle bei der Blutdrucksenkung und bei der Regulation des Tonus der

glatten Muskulatur.
H,S wurde neuerlich zur Therapie bei essentieller Hypertonie eingesetzt.

Die WHO hatte eine Definition erstellt, wo ein systolischer Blutdruck bis 130
mm Hg und diastolische Blutdruck bis 85 mmHg als normales gilt. Bei einem
Blutdruck ab 140/90 wird es als Hypertonie bezeichnet. Hier wird noch keine
Therapie bendtigt aber mit Anderung des Lebensstill kann man schon einen

guten Erfolg erzielen.
Unter Lebensstilverdnderung versteht man:

e Gewichtsreduktion
e Sport
¢ Vermeidung von Rauchen und Alkohol

e Stressabbau

Bei einer diagnostizierten Hypertonie sollte diese medikamentds behandelt

werden.
Medikamente:

ACE-Hemmer (bei ACE-Hemmer Unvertraglichkeit -Hemmer
Unvertraglichkeit ~ werden Sartane eingesetzt), R-Blocker, Diuretiker, Ca-

Antagonisten

Die Auswahl der Antihypertensiva hangt von Gesamtzustand der Patienten ab.

AuRer bei der Hypertonie wird H,S auch bei akutem Pankreasentziindungen
(Bhatia et al. 2005), bei septischen Schockzustanden (Li et al. 2005a) aber auch

beim Down Syndrom (Kamoun 2001) therapeutisch angewendet.
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Zu erwahnen ist jedoch, dass geringe Mengen zu Ubelkeit, Schwéche,
Erbrechen und Atemwegreizungen fuhren, wéhrend hohere Konzentration zur
akuten Vergiftungen fiihren, was in einer rasch eintretenden Atemldéhmung

resultieren kann (Mutschler et al.2005).

Die meisten Intoxikationen treten bei den Arbeiten in Abwasserkanélen und
chemischen Laboratorien auf. Es kommt im Organismus zu einer Oxidation von
Schwefelwasserstoff zu Sulfat, das als solches ausgeschieden wird (Mutschler
et al. 2008).

Zahlreiche Studien zeigen, dass Schwefelwasserstoff im vasodilatierenden,

kardioprotektiven und neuroprotektiven Bereich eingesetzt werden kann.
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2. Zielsetzung

In der vorliegenden  Diplomarbeit wird die Wirkung von einem neu
synthetisierten Wirkstoff untersucht. Ziel war den Effekt dieser Substanz an
verschiedenen Organpraparaten zu erforschen. Die Substanz wurde am
Department fr Medizinische Chemie/Pharmazeutische Chemie neu
synthetisiert und trug die Bezeichnung SWS 92.HCL

Im praktischen Teil dieser Arbeit wurden Versuchsreihen an flnf verschiedene
Organe durchgefiinrt. Bei der Arteria pulmonalis und der Aorta descendens
bestimmt man eine vasodilatatierende Wirkung und beim terminalen lleum
bestimmt man eine spasmolytische Wirkung. Fir die Untersuchung der
positiven oder negativen Inotropie und  Chronotropie wurden

Herzmuskelpréparate verwendet.

Es wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt um einen ECso-Wert zu ermitteln.
Einen ECso-Wert wurde erreicht, wenn die Substanz einen halbmaximalen

Effekt auf das Organ erreichen konnte.

Um einen moglichen Wirkmechanismus zu erforschen, verwendete man den

Antagonisten Glibenclamid.
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3. Material und Methodik

3.1 Testsubstanz: SWS92. HCL

Substanzeigenschaften:

Molekular Gewicht:  267,82g/mol

Farbe: Weild
Loslichkeit: H20-l6slich
Lagerung: Kahl (in den Kihlschrank)

Abbildung 1:Struktur der Testsubstanz SWS92. HCL
S
Q\ || .
CH
o o NN

Cyclopentyl [2-(Dimethylamino)propoxylmethanthioat-Hydrochlorid

3.1.1 Versuchsanordnung

Um die bestimmte Versuche durchzufiihren zu kénnen, musste die Substanz in
ein geeignetes Losungsmittel geldst werden. Da es sich bei SWS92. HCL um
eine hydrophile Substanz handelte, wurde 100 ul Aqua bidestillata zum L6sen

verwendet.

Aufgrund einiger Organbader, die unterschiedliche Volumina, entweder 8ml

oder 25 ml, aufweisen, musste die Einwaage der Substanz angepasst werden.
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Die Konzentration der Substanz musste so berechnet werden, dass nach

kumulativer Zugabe eine Konzentration von 100 pmol/I erreich wurde.

Tabelle 1: Stammldsung
Volumen :
Molare Einwaage der Testsubstanz
Substanz Organbad in
Masse I (100 pumol/l)/Organbad
m
8 0,207
SWS92. HCI 267,82 gl
25 0,658

Die Testsubstanz konnte erst dann appliziert, werden das wenn jeweilige Organ

eine konstante Kontrollphase aufwies, die normalerweise mindestens 45min

dauerte.

War die Plateauphase erreicht, konnte man die erste Substanzmenge, namlich 1

ul, der Stammldsung einspritzen. Hier verwendete man eine Finnpipette.

Einspritzungen erfolgten in 45 Minuten Intervallen bis eine Endkonzentration

von 100 pl erreicht wurde. Weitere Einspritzungen hatten ein Volumen von 2,
7 ul, 20 pul und zuletzt 70pul.

Tabelle 2: Pipettierschema

Zugeflgte Menge

Endkonzentration

1l 1 pmol/l
2 ul 3 pumol/I
7 ul 10 pmol/I
20 pl 30 pmol/i
70 pl 100 pmol/i
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3.2 Versuchstiere

Fir die entsprechenden Experimente wurde jeden Tag ein Meerschweinchen
bendtigt. Meist werden weibliche Tiere mit einem Gewicht zwischen 250-500g
verwendet. Das Meeresschweinchen wurde durch einen gezielten Genickschlag
getotet. Auf dieser Weise wurde einer schneller und schmerzfreier Tod

gewadhrleistet.

Durch Offnung von Thorax und Abdomen, unter Benlitzung von der Schere,
wurde noch zu schlagende Herz entnommen und dann ca. 20 cm langes Stiick

des Dinndarm und zuletzt die Aorta.

Um die Organe am Leben zu erhalten, verwendete man eine physiologische

Elektrolytlésung oder Tyrode.

Abbildung 2: Meeresschweinchen




3.2.1 Physiologische Elektrolytlosung (Tyrode)
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Jeden Versuchstag wurde eine frische Elektrolytlosung hergestellt. Durch

Oxymix bzw. Carbogen, einen Gemisch von 95% O, und 5% CO,, war es

maoglich durch stdndige Begasung isolierte Organe am Leben zu erhalten.

Die Herstellung der Tyrode erfolgte nach Vorschriften von Reiter (1967).

Tabelle 3: Bestandteile der Tyrode

Substanz Molare Stocklésung mi Stocklasung/ mmol/I
Masse | Tyrode
NaCl 58,442 g/mol | 1000,25 g/5I 33,60 115,01
KCI 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/5l 1,18 0,29
KH2PO4 | 136,09 g/mol | 62,00 g/250ml 1,18 2,15
CaCl 110,98 g/mol 34 g/250ml 3,20 3,92
Glucose 180,16 g/mol | Reinsubstanz 1,98

Die in der Tabelle angefiihrte Menge von NaCl, KCI, NaHCO3;, MgSO, und

KH,PO, wurden in 2| Messkolben vermischt. Anschliefend gab man die

Glucose hinzu und wurde der Kolben mit destilliertem Wasser ca. % vollgefullt.

Der Kolben wird mehrmals geschittelt bis Glucose aufgeldst wurde und dann

folgten eine 20 minutige Begasung mit Oxymix. Zuletzt wurde CaCl, zugegeben

und hier musste man beachten, dass kein Niederschlag bzw. keine Ausfallung

von schwerloslichen Calciumsalzen entstand. Was

Tribung der Losung fuhrt. Deswegen wurde CaCl, tropfenweise pipettiert.

letztendlich zur einen

Anschlielend wurde 2l Kolben bis zur Markierung mit Aqua bidestillata

aufgefullt.
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3.3 Isolierung und Préaparation der Organe

Die Untersuchungen wurden am Herz, einem Teil des Dinndarms, Aorta und

Arteria pulmonalis durchgefthrt.

Abbildung 3: Sezierungbesteck

10
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3.4 Praparate

3.4.1 Verwendete Organe

Abbildung 4: Stereomikroskop und Praparierbesteck

Nach der Organentnahme wurden die Organe auf eine Korkscheibe gelegt, die in
einer Petrischale mit einem Schlauch fixiert und mit den Nadeln befestigt wurde.
Die Prazision und die Genauigkeit ist hier sehr wichtig und sehr oft wurde ein
Stereomikroskop verwendet. Weiters wurden Pinzette, Spitzscheren und

Federscheren verwendet.
3.4.2 Rechter Vorhof (Atrium dexter)

Nach der Entnahme vom Herz, wurden umgebendes Fettgewebe und anhaftende
Lungenfragmente entfernt. Dann wurde das Herz auf der Korkscheibe mit zwei
Prapariernadeln befestigt. Dann wurde der Vorhof zusammen mit dem
Sinusknoten, primarer Impulsgeber des Herzens, isoliert. Wéhrend der
Isolierung muss man sehr sorgfaltig sein, besonders beim Abbinden, weil die
Uberdehnung oder Gewebeverletzung die Folge sein kann. Hier wurden

11
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zweiféarbige Bindfaden verwendet, die Spitze vom Ende des Organs
unterscheiden zu koénnen. Unter die Spitze des Vorhofes machte man einen
Knoten, fadelte ein Silberdrahthékchen ein, und zur Sicherheit machte man noch
einen zuséatzlichen Knoten. Am Ende des Vorhofes wurde das gleiche Prinzip

angewendet, dabei aber ein andersféarbiger Bindfaden verwendet.

Letztendlich wurde der Vorhof in einem begastem und mit TyrodelGsung
befiillten Becherglas aufbewahrt. Zur Versuchsdurchfiihrung wurde Apparatur Il

verwenden.

Abbildung 5: Ein Querschnitt durch das Herz( Netter FH 2003)

12
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3.4.3 Absteigender Teil der Aorta( Aorta descedens)

Entlang des Riickgrates befindet sich der absteigende Teil der Aorta. Mit einer
Pinzette wurde die Aorta vorsichtig weggezogen und mit einer Schere
herausgeschnitten. Dann erfolgte die Préparation in einer Petrischale, die mit

Né&hrlésung gefillt und mit Oxymix versorgt wurde.

Abbildung 6: Aorta descedens-Verlauf (netter FH2003)

ical

pronchialis dextra

Truncus coeliacus

A. splenica [lienalis]

In einer Petrischale wurde die Aorta mit zwei Prapariernadeln befestigt und mit
Hilfe einer Federschere wurden restliches Fettgewebe entfernt. Zuletzt wurden

2-3 cm lange Ringe geschnitten und in einer Apparatur eingespannt.
13
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Abbildung 7: Originalbild einer Aorta

3.4.5 Lungenarterie (A. pulmonalis)

Die Arteria pulmonalis wurde aus der rechten Herzkammer isoliert. Man erhielt

2-3 Ringe, die in Apparatur | eingespannt wurden.

3.4.6 Papillarmuskel (Muskulus papillaris)

Aus dem Herzen wurde noch Papillamuskel isoliert. Diese befinden sich in
beiden Herzkammern. Die rechte Kammer wurde aufklappt und mit zwei
Préapariernadeln befestigt. Die Befestigung von Silberdrahthakchen ist ahnlich
wie beim Vorhof. Zuletzt wurde das Organ unter standiger Begasung in

Elektrolytldsung aufbewahrt.
3.4.7 Darm (Terminales lleum)

Als letztes wurde der Darm isoliert. Zuerst wurde einen Ubergang zwischen
Dickdarm und Dunndarm gesucht, um das terminale Ileum zu finden. Mit der
Hand wurde der Dinndarm herausgezogen und in der N&he des Caecums trennte

man ein Ende des Darms ab. Die andere jejunale Seite wurde mit Bindfaden

14
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markiert. Das isolierte Organ wurde in der N&hrlésung unter Begasung

aufbewahrt.

Dann erfolgte die Préparierung eines ca. 1cm langen schrég aufgeschnittenen
Stiicks des Darms in einer Préparierschale. Wieder wurden zwei
Préarepariernadeln zum Befestigung verwendet und an beiden Enden mit
Bindfaden und Silberdrahthakchen fixiert.

Abbildung 8: Prapariertes Darmstiick

Damit die Substanz einwirken konnte, musste Darmlumen offen bleiben.

15
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3.5 Versuchsordnung und Apparaturen

Die isolierten und praparierten Organe wurden mittels zwei verschiedenen
Apparaturen untersucht. Sehr wichtig war es physiologische Bedingungen zu

schaffen (entsprechender pH-Wert, O,-Versorgung und Temperatur).

Im Labor standen Apparatur |, die wegen spezifischen Fixierungsschemas, nur
fur Papillarmuskel und Apparatur 11, die fir Vorhof, Arteria pulmonalis,

terminales lleum und die Aorta verwendet wurden.

In beide Apparaturen wurden die Organpraparate mit einem Silberdraht
eingespannt. Das  Signal wurde durch einen Amplifier verstarkt und

schlussendlich mit einem Schreiber auf einem Millimeterpapier registriert.

Abbildung 9: Versuchsanordnung

Wasserbad

Amplifier

Schreiber

16
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3.5.1 Apparatur |

In dieser Apparatur wurde die Kontraktionskraft getestet.

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Versuchsapparatur I:

6 FEINTRIEB FUR
VORSPANNUNG

e & KRAFTWANDLER

[—
N
Q| [FZZZZZZ727Z LIl 7777
STATIV 3 @ jonﬁmmumunc 2 2
,/al \g,_,s ORGANFIXIERUNG MIT [/]
/ ELEKTRODE 1 )
/] < ’ 1 WASSERBAD
L // IIIAIITIIIN IO TITI TSI ;
5 7 PAPILLARMUSKEL- {A
/] KAMMER %
[ 8 GASZUFUHR ¢
MIT FRITTE

Diese Apparatur bestand aus einem Wasserbad, welches bis zur Markierung
mit Wasser geflllt wurde. Das Wasserbad muss auf 35+ 1 °C beheizt werden.
Der Deckel des Wasserbades bestand aus einer Muskelkammer, an deren Ende
eine Glasfritte fixiert wurde. Die Aufgabe der Fritten war es, die Kammer
stdndig mit dem Gas zu versorgen. Das Volumen des Organbades betragt 25ml.
Es wurde mit 25ml Tyrodel6sung geftllt und man wartete ca. 10 min bis die

Temperatur konstant wurde. Weiters bestand die Apparatur aus einem Stativ, an

17
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welchen eine Organhalterung angehackt wurde. Ein Teil der Organhalterung
war ein Silberdraht, an dem ein Hakchen mit dem prépariertem Papillarmuskels
befestigt wurde. Der freie Teil des Papillarmuskels wurde zwischen Elektrode
und eine Plastikplattchen mit einem Schraubenzieher fixiert und vorsichtig

eingequetscht.

Uber den Silberdraht wurde Papillarmuskel mit einem Kraftwandler verbunden.
Mit Hilfe eines Stativs war es moglich, die Organhalterung in die
Papillarmuskelkammer eintauchen. Wichtig war, dass das Organ vollstandig mit
der N&hrlosung bedeckt wurde. Der Papillarmuskel wurde zusétzlich mit einem
externen Stimulator ( Model Isostim 301T, WPI, Hamden, CT, USA) gereizt.

Abbildung 11: Originalabbildung der Apparatur |

18
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3.5.2 Versuchsapparatur 11

Diese Apparatur  wurde zur Messung der Kontraktionskraft von Aorta
descendes, Arteria pulmonalis, Atrium cordis dexter sowie terminales lleum

verwendet.

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Apparatur |

FEINTRIEB (2)

AUFHANGE-
VORRICHTUNG (49)

(3) ORGANHALTERUNG

ZULAUF (9)
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(8) WASSERABLAUF ZUFUHR (7)

(6) ORGANBAD GASZUFUHR (5)

(10) ABLAUF NAHRLOSUNG
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Zur Organbefestigung wurden hier zwei Silberdrahte verwendet. Aorta
descendens und Arteria pulmonalis wurden ohne Hakchen zwischen zwei

Dréhten eingespannt.

Das terminale lleum und das Atrium dexter wurden mit Hilfe von
Silberdrahthdkchen (Siehe Kapitel 3.4.2 und 3.4.7) fixiert. Dann wurde die
Organhalterung in das Organbad gesenkt. Das Organbad wurde zuerst mit
Tyrodel6sung befullt und stdndig mit Carbogen begast. Man unterscheidet
zwischen zwei  Fassungsvolumen, eines fir 8 ml und eines fur 25 ml
N&hrlosung. Die Wasserbadtemperatur betrug 37 = 1 °C. Weiter hatte man
einen unterscheidet man Feinbetrieb, der eine Vorspannung ermoglichte, die

auf das jeweilige Organ abgestimmt war.

Abbildung 13: Originalabbildung der Apparatur Il
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3.5.3 Gaszufuhr

Die Préparate mussten standig begast werden. Zuerst wurde Tyrode 20 min lang
mit  Gas (Oxymix) begast, um die Organe gleich nach der Isolierung
ausreichend mit Sauerstoff zu versorgten werden. Mit einem physiologischen

pH-Wert von 7,2 aufrecht zu erhalten.
Die Intensitat der Gaszufuhr wurde mit Schraubklemmen reguliert.

Abbildung 14: Originalabbildung der Gaszufuhr
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3.5.4 Wasserbad

Die Aufgabe des Wasserbades bei beiden Apparaturen war es, eine konstante

Temperatur, die durch ein Thermostat reguliert wurde, zu gewahrleisten.

Bei Aorta descendens, Arteria pulmonalis, Atrium cordis dextrum und
terminales lleum (siehe Kapitel 3.5.2) wurde eine Temperatur von 37 £ 1 °C
konstant gehalten, wahrend bei Musculus papillaris (siehe Kapitel 3.5.1) eine

Temperatur 35 + 1 °C nétig war.

Abbildung 15: Wasserbad
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3.5.5 Kraftwandler, Verstarker und Schreiber

Der Kraftwandler wurde benétigt um ein messbares Ergebnis zu erzielen. Bei
beiden Apparaturen wurde die Organhalterung Uber Silberdrahte mit dem

Kraftwandler verbunden.

Der Kraftwandler oder ,, Force Trancducer® (Transbridge™, World Precision
Instruments, Sarasota, FL, USA) ermoglicht eine Umwandlung  von
mechanischen Kraft in eine elektrische GroRe. Es kam zu einer
Widerstandsanderung  durch Kontraktion  oder  Spasmolyse  am

Dehnungsstreifen.

Zur Verstarkung des Stromflusses wurde ein Verstérker (4-Chanel Transducer
Amplifier, WPI) verwendet. Und letztendlich wurden Ergebnisse mit einem
,Flatbed Recorder” (BD 112 Dual Channel, Kipp & Zonen, Netherlands)

aufgezeichnet.

Abbildung 16: Kraftwandler

!‘:
4 - CHANNEL TRANSDUCER \ ‘}
AMPLIFIER <——|  KRAFTWANDLER ;l:].ﬁ
SCHREIBER )
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Abbildung 17: Originalabbildung eines ,, Transbridge™ 4-Channel Transducer
Amplifiers

Moo= E>N-d

Abbildung 18: Originalabbildung eines Flatbed Recorder BD 112 Dual Channel

24



STJEPANOVIC Tijana

3.6 Versuchsdurchfiihrung

Im folgenden Kapitel werden die Details der Versuchsdurchfiihrung an
isolierten Organen beschrieben. Jeden Morgen wurde sichergestellt, ob alle
Organbader sauber waren. Die Reinigung erfolgte zuerst grindlich mit 0,1N
HCl und dann spilte man 2-3 Mal mit destilliertem Wasser durch und
anschlielend mit der hergestellten Tyrodel6sung. Nach der Reinigung wurden

die Bader mit N&hrlosung beflit.

Um aussagekraftige Ergebnisse zu ermdglichen, waére es notig, die Testung

mehrmals durchzufthren.

3.6.1 Versuchsablauf bei Atrium cortis dexter

Um die Wirkung der Testsubstanz SWS 92 HCI auf Schlagfrequenz des Atrium
cortis dexter zu untersuchen, wurde Apparatur Il verwendet. Gemald der
Beschreibung in Kapitel 3.4.2 wurde der rechte Vorhof aus dem Herz
entnommen und prapariert und in die Apparatur Il eingespannt. Der Teil des
Vorhofes, wo man noch etwas Fettgewebe erkennen konnte, wurde an die obere
Halterung gehangt. Man musste aufpassen, dass das Organ nicht zu stark

gedehnt wurde, um die Autonomie des Sinusknoten nicht zu gefahrden.

Das so befestigte Organ wurde in ein mit 25 ml Tyrodeldsung gefulltes und auf
37 £1 °C temperiertes, begastes Organbad eingetaucht.

Hier war keine elektrische Reizung nétig, weil der VVorhof die Fé&higkeit besitzt,

sich selbst zu erregen.

Als ndchsten Schritt wurden der Schreiber und der Verstarker eingeschaltet und
mit Feinbetrieb eine Vorspannung auf 10,4 mN bei einer Stromstérke von 5 mV
und Schreibergeschwindigkeit von 5 mm/sec angelegt. Nach ca. 20 Minuten

GewdOhnungsphase, musste man mindestens 45 Minuten eine Kontrolle machen
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bis eine konstante Schlagfrequenz vorliegt. Mit Hilfe ,,Pen down* und ,, record
on“ Knopf konnte man die Schlagfrequenz auf dem Millimeterpapier
registrieren. Die Aufzeichnung wurde alle 5 Minuten durgefuhrt und dauerte
ungefahr 12 Sekunden, was 6 Kastchen auf dem Millimeterpapier entspricht.
Wenn eine konstante Schlagfrequenz, nach 2-3 Messungen, erreicht wurde,
konnte man die erste Wirkstoffkonzentration einspritzen. GemaR eines
Pipettierschemas (Tabelle 2) wurde alle 45 Minuten mit Hilfe einer
Kolbenhubpipette die ndchste Konzentration von der Testsubstanz eingespritzt.
Mit Hilfe eines Schreibers werden die Ergebnisse registriert. Dieser Versuch
wurde so lange durchgefihrt, bis eine Endkonzentration von 100 pmol/l

erreicht.

3.6.2 Versuchsablauf bei Aorta descendens

Von einer isolierten Aorta bekam man ungeféhr 6-7 kleine Aortenringe. Und
diese Aortenringe wurden direkt zwischen oberen und unteren Silberdraht in der
Aufhéngeanrichtung der Apparatur Il eingespannt. Sehr wichtig war es, diese
nicht zu Uberdehnen. In ein mit Elektrolytlosung gefilltem und mit Carbogen
begastem Organbad tauchte man mit Hilfe einer Stativschlittens die

Organhalterung hinein.

Der Amplifier und der Schreiber wurden in Betrieb genommen und auf
Nullpunkt positioniert. Fir diesen Versuch war eine Vorspannung von 19,6 mN
mit einer Stromstarke von 10 mV notwendig. Nach einer 20 mindtigen
Anpassungszeit, schaltete man auf 5 mV um und mit dem Feintrieb wurde der
Schreiber wieder auf den Nullpunkt zuriickgesetzt. Die Nahrldsung aus dem
Wasserbad wurde ausgelassen und in der Abhéngigkeit von der GroRe des
Organbades durch 8 ml oder 25 ml eine KCI-Ldsung ersetzt.
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Jedes Mal wurde Kaliumchloridldsung frisch zubereitet. Es wurde 0,67 g KCl in
100ml Né&hrlosung aufgelost. Die Konzentration der KCI-Losung betrug
90mmol/l. Die Zugabe von der Kaliumchloridldsung fiihrte zu einer Kontraktion
der Aorta, was war durch ein rasches Ausschlagen des Schreibers nach links
erkennbar. Nach ungeféhr 45 Minuten stellt sich eine Plateuphase ein und man
konnte erste Konzentration von dem Wirkstoff einspritzen. Das wurde als
Referenzwert verwendet. Folgende Konzentrationen wurden in Intervallen von
45 Minuten dazu pipettiert mit dem Ziel eine geféalRerweiternde Wirkung von der

Substanz festzustellen.

3.6.3 Versuchsablauf bei Arteria pulmonalis

Die Versuchsanordnung der Arteria pulmonalis wurde analog zu jenen der
Aorta descendens durchgefuhrt. Der Einzige Unterschied bestand darin, dass
hier die Vorspannung die ganze Zeit nicht auf 10 mV (=19,6 mN) sondern auf
5mV(=9,81mN) eingestellt war.

3.6.4 Versuchsablauf bei lleum terminalis

Fir das isolierte lleumstiuck (siehe Kapitel 3.4.7) wurde die Apparatur Il
verwendet. Am oberen und unteren Teil des Darmstlickes wurden zwei
Silberdrahthdkchen eingefadelt. Das Prdparat wurde in die Apparatur
eingehdngt und in ein mit Nahrlosung gefulltes und begastes Organbad
abgesenkt.

Der Schreiber und der Verstarker wurden eingeschaltet und eine Vorspannung
von 4,92 mN bei Stromstarke 5 mV eingestellt. Durch die Vorspannung
erreichte man gleiche Bedingungen fir alle Versuche, was eine wichtige Rolle
bei der Reproduzierbarkeit spielt.
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Nach einer 20 minutigen Gewohnungszeit, lieR man die N&hrlésung aus und
flllte des Organbad mit 25 ml Kaliumchloridlésung. Die Konzentration betrug
60 mmol/Il, was eine Einwaage von 0,459 KCI in 100 ml TyrodelGsung

entsprach.

Die KCI- Losung Zugabe erzielte eine starke und schnelle Kontraktion, die aber

schon nach kurzer Zeit nachliel? und wieder langsam anstieg.

Nach ungefahr 45-60 Minuten Wartezeit, stellte sich eine Plateuphase ein. Nun
konnte man wie bei anderen Organen mit der kumulativen Zugabe von der
Testsubstanz SWS92 HCL begonnen. Das Ziel dieser Versuch war es, eine

spasmolytische Aktivitat des Darmes festzustellen.

3.6.5 Versuchsablauf bei Musculus papillaris

Das isolierte Versuchsorgan konnte ausschlieBlich in der Apparatur | (siehe
3.5.1) untersucht werden. Hier wurde Auswirkung der Testsubstanz SWS 92
HCL auf Kontraktionskraft getestet. Das Préparat wurde mit Organhalterung in
begaste und mit N&hrlosung befillte Muskelkammer eingebracht. Nach dem der
Schreiber und der Verstérker aktiviert worden waren, erfolgte eine VVorspannung
auf 3,92 mN. Man musste aufpassen, den Pappilarmuskel nicht zu Uberdehnen.
Wéhrend des gesamten Versuches wurde eine konstante Spannung gehalten
werden, weil ein Spannungsabfall eine Inotropieverringerung verursacht hatte
( Reiter 1967).

Der Papillarmuskel musste durch die elektrische Impulse mittels eines
Accupulsers A310 (World Precision Instrument, FL, USA) gereizt werden. Die
dadurch bemachte Kontraktion wurde mit dem Schreiber aufgezeichnet.

Die Stimulation der Papillarmuskel erfolgte nach eine 30-mindtigen

Gewohnungszeit mit Rechteckimpulsen mit einer Frequenz von 1Hz.
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Die Reizstarke wurde tber eine Isolation Unit so lange erhoht bis der Muskel zu
kontrahieren begann. Danach erhohte man noch die Reizstarke um 10%. Bei
groRerer Erhéhung wiirde aus den Speichergranula Adrenalin und Noradrenalin
freigesetzt, was zu einer Abnahme von der Kontraktionamplitude zur Folge hat

und zu den verfélschten Ergebnissen flihren kdnnte (Fuchgott et al. 1959).

Danach erfolgte eine 45-minttige Kontrollphase, indem in einem Intervall von 5
Minuten circa 6-7 Kontraktionsamplituden zu Papier gebracht wurden. Nun
mall man mit einem Lineal die Amplitudenldnge. Und sobald eine konstante
Amplitudenlédnge erreicht wurde, konnte man mit kumulativer Zugabe der
Testsubstanz  begonnen werden. Weitere Zugaben folgten in 45
Minutenintervallen. Am Ende jedes Konzentrationsintervall stellte man Speed

auf 20 mm/s ein, um die Amplituden leichten zu messen.
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3.7 Auswertung und Statistik

3.7.1 Atrium cordis dexter

Bei diesem Versuchsorgan wurde die Anderung des Schlagfrequenz oder
Chronotropie gemessen. Die Schlagfrequenz wurde mittels eines Schreibers alle
5 Minuten 6 Kastchen am Millimeterpapier aufgezeichnet. Um der Anzahl der
Schlage pro Minute zu errechnen, musste man die Schlaganzahl der sechs

Ké&stchen mit funf multiplizieren.

Letzte Kontrollmessung wurde als Referenzwert verwendet. Mit diesem Wert
konnte man folgende Konzentrationen vergleichen. Aufgrund die Erhohung
oder Verringerung dieses Wertes konnte  eine positive oder negative

Chronotropie festgesellt wurden.

3.7.2 Aorta descendens, Arteria pulmonalis, terminales lleum

Bei vorliegenden Versuchen bzw. bei Aorta descendens und Arteria pulmonalis
wurde eine dilatatierende und bei dem terminalen lleum eine spasmoliytische
Wirkung untersucht. Hier wurde zuerst chemisch mit Kaliumchloridldsung eine
maximale Kontraktion ausgeldst (siehe Kapitel 3.6) und mit dem Schreiber eine
Konzentrationskurve aufgezeichnet. Nach der die Plateuphase erreicht wurde,
darf man die erste Konzentration von der Testsubstanz SWS 92 HCI
einspritzen. Durch eine Markierung grenzte man den Abstand von Nulllinie zu
den Messpunkten bzw. die Plateuphase ab. Die Plateuphase galt als 100 %-
Wert und die erste erhaltene Wert als Kontrollwert. Nach einer Pipettierschema
(Tabelle 2) wurde zuerst 1ul ins Organbad pipettiert und nach 45 Minuten folgte
die 2 ul Injektion. Die markierten Stellen wurden mittels eines Lineals

abgemessen und mit einem Eichfaktor multipliziert. 1 cm entsprach 0,98 mN.
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Wurden die Messungen mit eine Spannung von 2 mV oder 10 mV durchgefiihrt,

waren die Werte mit 0,2 multipliziert.

Aus der entstandenen Konzentrations-Wirkungskurve konnte man einen ECsg

Wert ermitteln.

3.7.3 Musculus papillaris

Bei den Versuchen am Musculus papillaris wurde eine Inotropie bzw. Anderung

der Kontraktionskraft getestet.

Hier wurden alle 5 Minuten Aufzeichnungen gemacht und in einem Abstand
von 45 Minuten weitere Konzentrationen eingespritzt. Aus den aufgezeichneten
Amplituden wurde die Inotropie dadurch ermittelt, dass man mit einem Lineal
die Lange von den Amplituden mal} und abhéngig von verwendeter Stromstérke
mit einem Eichfaktor multipliziert. Die meisten Versuche wurden bei 2 mV
durchgefuhrt und mit einem Eichfaktor 0,2 multipliziert. Aber wenn man eine

Spannung von 5 mV verwendete, dann multiplizierte man mit 0,98.

Aus der Durchschnittslange von der Kontrollwert, stellte man einen
Referenzwert dar, der als 100 % angenommen wurde. Die Amplituden von
anderen Konzentrationen wurden mit diesen Kontrollwert verglichen und
anhand der L&ngenverénderung den Amplituden konnte man auf eine negative

oder positive Inotropie riickschlielen.
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3.7.4 Statistik

Die Testsubstanz SWS 92 HCI wurde in destilliertem Wasser gel6st.
Destilliertes Wasser hatte keinen Einfluss auf die Ergebnisse und musste nicht

beriicksichtig werden.

Mit dem Computerprogramm ,, Sigma Plot 9.0“ wurde es moglich die
arithmetischen Mittelwert und der Standardfehler der Mittelwerte  zu
bestimmen. Diese Werte wurden in einer Konzentrationskurve graphisch

dargestellt, aus den ECs,.Werte abgelesen wurden hatten.

Den ECso. Wert stellt jene effektive Konzentration von SWS 92 HCI in umol/I
dar, bei der die Inotropie (Kontraktionskraft) bzw. Chronotropie

(Schlagfrequenz) auf die Hélfte des Kontrollwertes abgefallen war.

Am Ende erfolgte ein Signifikanztest oder Student-t-Test fir gepaarte
Beobachtungen. Wenn eine Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 5 % (P< 0,05)
bzw. 1% (P<0,01) wurden die Messergebnisse als signifikant bezeichnet. Die
Messergebnisse die Irrtumswahrscheinlichkeit weniger als 0,1 % (P<0,01)

betrug, wurden als hochsignifikant bezeichnet
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Testsubstanz SWS 92 HCL
4.1.2 Wirkung von SWS 92 HCI auf den Atrium cordis dexter

Bei diesem Versuch wurde die chronotrope Wirkung von Testsubstanz SWS

92.HCI am spontan schlagenden Atrium cordis dexter untersucht.

Tabelle 4: Die Wirkung von SWS92.HCI auf den rechten Vorhof

SWS 92. Irrtums-

HCI f()f/;?nl\)/l fi(oSAEM Versuchsanzahl | Wahrscheinlichkei
(umol/l) t(P)
Kontrolle 231,25+21,63 | 0,00+0,00 4 -

1 225,00 + 19,25 | -2,45+0,82 4 n.s

3 221,25 + 19,40 | -3,88+0,98 4 n.s
10 21250+ 1941 | -8,44+124 4 n.s
30 188,75+ 15,86 | -18,06 +1,86 4 0,05
100 0,00 £ 0,00 -100 £ 0,00 4 0,001

Legende zu Tabelle 4:

Auf der Tabelle 4 sind die arithmetischen Mittelwerte (f) des Sinusknotens
pro Minute inklusive Standardfehlern (SEM) zu erkennen. Zusatzlich ist die
Irrtumswahrscheinlichkeit dargestellt. Insgesamt wurden vier Versuche
durchgefihrt.
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Abbildung 19: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS92.HCI am Atrium
cordis dexter

Vorhof
n =4, SWS92
EC.,= 48,5 umol

07 &—_

3
—  -25 -
=
(3]}
>
8
g
S -50 A
n
S
o
(3]
S
<
g  -75 -
o
<

-100 -

| T T T T 1
0 1 3 10 30 100
Konz.(umol/l)

Legende zur Abbildung 19:

Anhand dieser Konzentrations-Wirkungskurve wurde die negativ chronotrope
Wirkung der Testsubstanz SWS 92. HCI am Atrium cordis dexter dargestellt.
Auf x-Achse ist die Konzentration in pumol/l zu erkennen und auf y-Achse die
Abnahme der Schlédge pro Minute. Durch die Punkte wurde der arithmetische
Mittelwert und durch die Balken der jeweilige Standardfehler dargestellt. Der
ECso-Wert betragt 48,5 umol/I.
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Abbildung 20: Originalaufzeichnung der Wirkung von SWS 92.HCI auf den
rechten VVorhof
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Legende zu Abbildung 20:

Die vorliegende Abbildung zeigt die Anzahl der Schlédge pro 6 Ké&stchen bei
verschiedenen Konzentrationen von der Testsubstanz SWS 92.HCI in
Intervallen von 45 Minuten. Nach Zugabe von 100 umol/l kam es zu einem

Stillstand des VVorhofes.
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4.1.2 Wirkung von SWS 92. HCI auf die Aorta descndens

Hier wurden auch vier Versuche durchgefiihrt, um eine dilatierende Wirkung

von SWS92 HCI auf die Aorta descendens getestet zu werden.

Tabelle 5: Wirkung von SWS 92. HCI auf die Aorta descendens

Irrtums-

SWS 92.HCl f. £ SEM fe iOSEM Versuchsanzahl | Wahrscheinlichkeit
(umol/l) (mN) (%) (P)
Kontrolle 11,65+1,43 0,00 + 0,00 4 -

n.s
1 10,95+1,50 | -4,58+0,10 4
3 10,87 +1,36 | -6,71+0,30 4 n.s
10 1042 +1,31 | -10,61 + 0,37 4 0.05
30 9,85+1,20 -15,34 +0,96 4 0,05
100 746 +0,61 | -36,02+1,92 4 0,01

Legende zu Tabelle 5:

Bezeichnung f. stellt arithmetischen Mittelwert der Kontraktionskraft und

Standardfehler (SEM) dar. Es wird sowohl in mN als auch in % berechnet.
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Abbildung 21: Konzentrations- Wirkungskurve von SWS 92.HCI an der Aorta
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Legende zu Abbildung 21.:

Auf dieser Abbildung wurde eine schwache spasmolytische Wirkung
festgestellt. Auf x-Achse ist die Konzentration in pmol/l zu erkennen und auf y-
Achse die Abnahme der Schldge pro Minute. Durch die Punkte wurde der
arithmetische Mittelwert und durch die Balken der jeweilige Standardfehler

dargestellt. Der ECso. Wert konnte nicht erreicht werden.
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Abbildung 22: Originalaufzeichnung der Wirkung von SWS92.HCI auf die

Aorta descendens
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Legende zu

Abbildung 22:
An dieser Graphik ist nur sehr schwache dilatierende Wirkung zu erkennen.

Auch durch eine Konzentration von 100 pumol/l, war keine Dilatation erkennbar
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4.1.3 Wirkung von SWS 92.HCI auf den Musculus papillaris

Um eine negativ inotrope Wirkung von der Testsubstanz SWS92.HCI auf den

Musculus papillaris feststellen zu kénnen, wurden vier Versuche durchgefihrt.

Tabelle 11: Wirkung von SWS 92.HCI auf den Muscuus papillaris

SV}LSIS(Z)';DC' fe E-'msl\'l':)'\" fe J-'(OZ)EM Versuchsanzahl Wahrlsr:%gi:r:lsi_chkeit
Kontrolle | 187+0,11 | 0,00+ 0,00 4 i
1 150+0,18 | -16,8+ 6,51 4 0,05
3 1,26 +0,13 | -34,28 4527 4 0,05
10 1,04 +011 | -43,88+2,79 4 0.01
30 0,93+0,07 | -50,32 3,40 4 0,01
100 0,86 + 0,04 | -54,05 + 0,00 4 0,01

Legende zu Tabelle 11:

In die Tabelle 11 sind die arithmetischen Mittelwerte (f.) und die

Standardfehlern (SEM) in mN sowie in % angegeben.
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Abbildung 23: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS 92.HCI auf den

Musculus papillaris
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Legende zur Abbildung 23:

Anhand dieser Graphik ist eine negativ inotrope Wirkung zu erkennen. Auf x-
Achse wurde die Konzentration in pmol/l und auf y-Achse wurde eine

Abnahme der Konzentrationskraft im Prozent dargestellt.
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Abbildung 24: Originalaufzeichnung der Wirkung von SWS 92.HCI auf dem

Musculus papillaris
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Legende zu Abbildung 24:

Mit Hilfe eines Schreibers kann man eine negativ inotrope Wirkung der

Substanz SWS92.HCI auf Papillarmuskel zu erkennen.

41



STJEPANOVIC Tijana

4.2.4 Wirkung von SWS92.HCI auf die Arteria pulmonalis

Auch bei diesem Versuch wurden vier Versuchsreihen durgefiihrt, um eine

Wirkung von Substanz SWS92.HCI auf die Pulmonalarterie zu testen.

Tabelle 12: Wirkung von SWS92.HCI auf die Arteria pulmonalis

SV}LSIS(Z)';DC' fe E-'msl\'l':)'\" fe J-'(OZ)EM Versuchsanzahl Wahrlsr:%gi:r:lsi_chkeit
Kontrolle | 12,87 +1,90 | 0,00 +0,00 4 i
1 12,05+1,77 | -6,39+0,15 4 n.s
3 11,48+ 1,80 | -11,19 % 0,92 4 0,05
10 11,00+ 1,68 | -14,05 % 0,59 4 0,05
30 10,11+ 152 | -21,51+0,38 4 0,05
100 594 +1,84 | -4073+ 1,81 4 0,01

Legende zu Tabelle 12:

In die Tabelle 11 sind die arithmetischen Mittelwerte (f.) und die

Standardfehlern (SEM) in mN sowie in % angegeben.
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Abbildung 25: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS92.HCI auf die Arteria

pulmonalis

Arteria pulmonalis

n =4, SWS92.HCI
0 7] .\

S
£ 25 1
S
=
2
=
x
o
e -50 A
S
X
o
©
(3]
S
<  -75
5
<

-100 -

| T T T T 1
0 1 3 10 30 100
Konz.(umol/l)

Legende zu Abbildung 25:

Hier ist kein ECsy. Wert erreicht. Der Mittelwert ist mit den Punkten dargestellt
Auf x-Achse ist die Konzentration in pumol/l zu erkennen und auf y-Achse die
Abnahme der Schldge pro Minute. Durch die Punkte wurde der arithmetische

Mittelwert und durch die Balken der jeweilige Standardfehler dargestellt.
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Abbildung 26: Originalaufzeichnung der Wirkung von SWS 92.HCI auf die

Arteria pulmonalis
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Legende zur Abbildung 26:

Die vorliegende Abbildung zeigt eine leichte dilatierende Wirkung von der
Substanz SWS92.HCI auf die Pulmonalarterie.
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4.2.5 Wirkung von SWS92.HCI auf das terminale Ileum

Um eine inotrope Wirkung von der Testsubstanz SWS92.HCI auf dem

terminales Ileum feststellen zu kdnnen, wurden vier Versuche durchgefihrt.

Tabelle 13: Wirkung von SWS92.HCL auf das terminale lleum

SV(‘/’ISIS(Z)%C' fe E-'msl\'l':)'\" fe J-'(OZ)EM Versuchsanzahl Wahrlsr:%gi:r:lsi_chkeit
Kontrolle | 10,50 1,90 | 0,00 +0,00 4 i
1 835+135 | -1956+ 1,75 4 ns
3 6,68 +1,08 | -35,60 + 1,41 4 0,01
10 6,30 +1,03 | -39,07 2,78 4 0,01
30 5214095 | -50,23+ 0,02 4 0,01
100 258+0,80 | -86,91+ 2,95 4 0,001

Legende zu Tabelle 13:

In die Tabelle 11 sind die arithmetischen Mittelwerte (f.) und die

Standardfehlern (SEM) in mN sowie in % angegeben.
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Abbildung 27: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS92.HCI auf das

terminale lleum
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Legende zu Abbildung 27:

Auf dieser Abbildung konnte man eine signifikante Wirkung von der
Testsubstanz SWS92.HCI auf terminale lleum zu erkennen. Ein ECsy-Wert
betrdgt 30 pumol/l. Mit zunehmender Substanzzugabe wird die spasmolytische

Wirkung starker.
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Abbildung 28: Originalabbildung der Wirkung von SWS92.HCI auf das

terminale lleum
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Legende zur Abbildung 28:

Die spasmolytische Wirkung ist anhand der Abbildung deutlich zu erkennen.

Die Substanzzugabe erfolgte in einem 45-mindtigen Intervall.
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4.2 Resultate der Untersuchung mit Glibenclamid

(Wirkmechanismus)

Eine signifikante Wirkung von der Testsubstanz wurde am terminalen lleum
festgestellt. Unter dem Einfluss von einem Katp-Kanalblocker, Glibenclamid in
zwei verschiedenen Konzentrationen 30 pumol/l und 100 pmol/l wurden weitere
Versuche durchgefiihrt, um einen Wirkmechanismus besser beurteilen zu
kdnnen.

Es wurden drei Versuche durchgefiihrt. Zuerst wartete man bis eine konstante
Plateuphase erreicht wurde und dann wurden 30 pmol/l Glibenclamid ins
Organbad pipettiert. Nach 45 Minuten Wartezeit wurde 30 pmol von
SWS92.HCI dazugegeben.

4.2.1 Ergebnisse der Versuche mit 30 umol/l Glibenclamid

Zuerst wurde der Wirkmechanismus von der Testsubstanz SWS92.HCI mit 30
umol/l Glibenclamid getestet. Verwendetes Organ war das terminale lleum.

Davon wurden drei Versuche gemacht.
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Tabelle 14: Wirkung von 30umol /I Glibenclamid auf das terminale Ileum

+
foss SEM Versuchsanzahl iy
Glibenclamid (mN) wahrscheinlichkeit
n
(P)
Kontrolle 11,3+ 0,85 3 -
30pmol/l 8,46 + 0,61 3 -
Glibenclamid
30umol/I 49+0,35 3 0,05
SWS92.HCI
Legende zu Tabelle 14:
In der Tabelle 14 sind die arithmetischen Mittelwerte inklusive die

Standardfehlern von drei Versuchen dargestellt. Sie sind in mN sowie im %

angefihrt.
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der Wirkung von 30 pmol/l
Glibenclamid unter Zugabe von 30 pmol/l SWS92.HCI
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Legende zu Abbildung 29:

Die schwarzen Balken aus drei durchgefiihnrten Versuchen stellen den
Mittelwert dar. Diese Werte findet man auf der Abszisse. Erste Balken stellt den
Mittelwert fir die Kontrolle, zweiter fiir Zugabe der 30 umol Glibenclamid und
der dritte fur SWS92.HCI dar. Auf die Ordinate ist Kontraktionskraft in mN zu

erkennen.
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Abbildung 30: Originalaufzeichnung der Wirkung von 30 umol/l Glibenclamid
unter Zugabe von 30 pmol/l SWS92.HCI auf das terminale lleum
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Legende zu Abbildung 30:

Diese Abbildung veranschaulicht eine Abnahme der Kontraktionskraft durch die
Zugabe des 30 pumo/l Glibenclamids. Die Zufuhr der Testsubstanz SWS 92.HCI

auRert eine Dilatation des Dinndarmes.
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4.2.2 Ergebnisse der Versuche mit 100 umol/l Glibenclamid

Bei folgenden drei Versuchen wurde die Wirkung der Testsubstanz mit 100

pumol/l Glibenclamid getestet.

Nach erreichter Plateuphase wurden 100 pumol/l Glibenclamid in das Organbad
pipettiert und nach 45 Minuten Wartezeit wurde eine Konzetraton von 30
pumol/l der Testsubstanz SWS92.HCI dazugegeben.

Tabelle 15: Wirkung von 100umol/l Glibenclamid auf das terminale lleum

Irrtums-
. . =+ . . .
Glibenclamid f.+ SEM Versuchsanzahl wahrscheinlichkeit
(mN) ! P)
Kontrolle 9,34 +1,04 3
100pmol/I 4,03+0,43 3
Glibenclamid
30umol/| 2,2340,32 3 0,05
SWS92.HCI

Legende zu Tabelle 15:

In der Tabelle 15 sind die arithmetischen Mittelwerte inklusive die
Standardfehlern von drei Versuchen dargestellt. Sie sind in mN sowie im %

angefunhrt.
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Abbildung 31: Graphische Darstellung der Wirkung wvon 2100umol/l
Glibenclamid unter der Zugabe von 30umol/l SWS92.HCI
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Legende zu Abbildung 31:

Die schwarzen Balken aus drei durchgefiihnrten Versuchen stellen den
Mittelwert dar. Diese Werte findet man auf der Abszisse. Erste Balken stellt den
Mittelwert fiir die Kontrolle, zweiter fur Zugabe der 100 pumol Glibenclamid und
der dritte fur SWS92.HCI dar. Auf die Ordinate ist Kontraktionskraft in mN zu

erkennen.
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Abbildung 32: Originalaufzeichnung der Wirkung von 100 umol Glibenclamid
unter der Zugabe von 30 pmol/l SWS92.HCI
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Legende zu Abbildung 32:

Diese Abbildung veranschaulicht eine Abnahme der Kontraktionskraft durch die
Zugabe des 100 pmo/l Glibenclamids. Die Zufuhr der Testsubstanz SWS
92.HCI bewirkt eine Dilatation des terminalen lleums.

54



STJEPANOVIC Tijana

5. Diskussion

In den letzten vier Kapiteln wurde Uber die Resultate der Untersuchung von der
Testsubstanz SWS92.HCI gesprochen und deren Wirkung auf finf verschiedene

Organe getestet. In diesem Kapitel wird tber die Bewertung diskutiert.

5.1 Versuchsreihen an glattmuskularen Organen

Alle Préparate mit glattem Muskulatur — wie Aorta descendens, Arteria
pulmonalis und terminales lleum wurden zuerst chemisch mit einem KCI-
Losung vorkontrahiert. Die Konzentration fiir die VVorkontraktion bei Arteria
pulmonalis und Aorta descendens betrug 90 mM KCI-Lésung und fur das

terminale lleum 60 mM KCI-Lésung.

Man wartete bis eine konstante Plateuphase erreicht wurde und dann in
Intervallen von 45 Minuten wurden die verschiedenen Konzentrationen von der
Testsubstanz  SWS92.HCI ins Organbad pipettiert. Aufgrund  der
Kontraktionsédnderung wurde eine Kurve aufgezeichnet und dadurch konnte man

eine vasodilatatorische bzw. spasmolytische Wirkung getestet werden
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Tabelle 16: Wirkung von SWS92.HCI auf glatte Muskulatur

y ECso
Organpréaparat SWS92.HCI
f. + SEM (%) (umoll)
bei Endkonzentration
Arteria pulmonalis -40,73 +1,81 > 100
Aorta desendens -36,02 £ 1,92 >100
Terminales Ileum -86,91 + 2,95 30

Anhand der Tabelle 16 ist gut zu erkennen, dass die Wirkung von der
Testsubstanz SWS92.HCI beim terminalen lleum stark ausgepréagt war und

bei der Aorta und Arteria pulomonalis viel schwacher war.

Vor der Substanzzugabe wurde bei dem terminalen lleum ein Kontrollwert von
10,50 £ 1,90 (=100%) festgestellt. Dann wurde die erste Konzentration von der
Testsubstanz ins Organbad gegeben und es kann zu einer
Kontraktionsabnahme feststellen. Bei jeder weiterer Konzentration nahm die
Kontraktionskraft am terminalen lleum stetig ab. Nach einer Konzentration von
100umol/l  wurde ein Endwert von 2,58+ 0,80 mN bzw. -86,91+ 2,95 %
erreicht. ECso-Wert betrug 30pmol/I.

In der Kontrollen betrugen die Mittelwerte bei der Arteria pulmonalis mit
12,87+ 1,90 mN (enspricht 100%) und bei der Aorta mit 11,65+ 1,43 mN
(=100%).

Da eine schwache Kontraktionsabnahme durch die Substanz SWS92.HCI

ausgelibt wurde mit einem Endwert bei der Arterie pulmonalis von 5,94+
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1,84mN bzw. -40+ 1,81 % und bei der Aorta von 7,46% 0,61 mN bzw. -36,02+

1,92 %, konnte das ECsy- Wert bei beiden Praparaten nicht erreicht werden.

5.2 Versuchsreihen am Herzmuskel

Fir diese Versuche wurden Muskulus papillaris und Atrium cordis dexter,

welche eine quergestreifte Muskulatur aufweisen, untersucht.

Der Vorhof  (Atrium  cordis  dexter) besitzt ein  spontanes
Erregungsbildungssystem am Sinusknoten und wurde auf positive/negative
Chronotropie getestet. Der Papillarmuskel elektrisch wurde gereizt und auf eine

positive oder negative Inotropie untersucht.

Tabelle 17: Wirkung von SWS92.HCI auf quergestreifte Herzmuskulatur

SWS92.HCI
0
) f. £ SEM (%) ECe,
Organpraparat bei
°l (umol/l)
Endkonzentration #
Atrium cordis -54,05 + 0,00 48,5
dexter
Muskulus papillaris -100 + 0,00 30

Anhand des ECgo-Werts von 48,5 umol/l konnte man eine signifikante Wirkung
der Testsubstanz SWS92.HCI auf den Vorhof, feststellen.
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Nachdem die Plateuphase erreicht wurde, spritzte man um Intervall von 45
Minuten die Testsubstanz ins Organbad rein. Der Kontrollwert betrug 231,25 +
21,63 mN (=100%). Nach weiterer Substanzzugabe er folgte eine
kontinuierliche Abnahme der Schlagfrequenz und bei Erreichen der

Endkonzentration von 100umol/l kam es zu einer volligen erléschen.

Auch bei Muskulus papillaris wurde ein ECsq Wert erreicht. Dieser Wert lag bei
30umol/l.  Der Mittelwert vor der Substanzzugabe betrug 1,87 + 0,11 mN
(=100%) und diente als Kontrollwert. Durch die Substanzzugabe erfolgte eine
kontinuierliche Abnahme der Kontraktionskraft und erreichte bei der
Endkonzentration einen Wert von 0,86 + 0,04 mN bzw. -54,05 £ 0,00 %.

5.3 Versuchsreihen mit SWS92.HCI in Kombination mit

Glibenclamid

Die Wirkung der Testsubstanz SWS92.HCI, wie schon in vorliegenden Kapiteln
erwahnt wurde, in Kombination mit Glibenclamid am terminalen lleum getestet.
Hier wurden zwei verschiedene Konzentrationen von Glibenclamid, sowie 30
pumol/l als auch 100 pmol/l, verwendet. Insgesamt wurden sechs Versuche
durchgefuhrt. Es sollte festgestellt werden, ob die Testsubstanz SWS92.HCI
blockierte ATP-abhangige K-Kanéle 6ffnet und dadurch eine spasmolytische

Wirkung am terminalen Ileum verursacht.
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5.4 Versuche mit SWS92.HCI in Kombination mit 30 pmol/l

Glibenclamid

Hier wurde zuerst eine maximale Vorkontraktion des terminalen Ileums mit 60
mM KCI-Losung ausgeldst. Dann kam 30 pmol/l Glibenclamid dazu und wurde
45 Minuten gewartet. SchlielRlich pipettierte man 30 pumol/l der Testsubstanz

dazu und beobachtete ob eine Anderung der Kontraktionskraft vorliegt.

Durch die Konzentration von 30 pmol/l Glibenclamid kam es zu einer leichten
Abnahme der Kontraktionskraft und nach der Zugabe von 30 pmol/l der

Testsubstanz nahm die Kontraktionskraft stark ab.

5.5 Versuche mit SWS92.HCI in Kombination mit 100 pmol/l

Glibenclamid

Die Durchfiihrung des Versuches erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie
schon in Kapitel 5.4 beschrieben wurde. Statt der Konzentration von 30 pmol/I
Glibenclamid, verwendete man 100 pmol/l. Nach dem Erreichen der
Plateuphase pipettierte man 100 umol/l Glibenclamid ins Organbad. Nach 45
Minuten wurden 30 pumol/l von der Testsubstanz dazugegeben und auf eine

Anderung der Kontraktionskraft gewartet.

Bei einer Konzentration von 100 pmol/l Glibenclamids war eine starke
Kontraktionsabnahme zu erkennen und nach der Zugabe von 30 pmol/l der

Testsubstanz nahm die Kontraktion weiter ab.
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6. Zusammenfassung

In dieser Diplomarbeit wurde die Testsubstanz SWS92.HCI, welche vom
Department Medizinische/Pharmazeutische Chemie der Universitdat Wien

synthetisiert wurde, an isolierten Organen von Meeresschweinchen getestet.

Die verwendeten Organe waren Atrium cordis dexter, die Aorta descendens,
der Musculus papillaris, die Arteria pulmonalis und das terminale lleum. Der
Testsubstanz wurde in folgenden Konzentrationen 1, 3, 10, 30 und 100 pmol/Il
untersucht, auf einem Millimeterpapier Auswirkungen aufgezeichnet und

ausgewertet.

An die Prdparaten mit glatten Muskulatur (die Aorta descendens, die Arteria
pulmonalis und das terimale lleum) wurde die Anderung der Kontraktionskraft
untersucht. An quergestreiften Muskulatur z.B bei dem Vorhof wurde positive
oder negative chonotrope Wirkung von SWS92.HCI untersucht, wéhrend beim

Papillarmuskel auf positive oder negative Inotrope getestet wurde.

Bei den glattmuskul&ren Praparaten eine signifikante Wirkung konnte nur bei
terminalem lleum ausgetibt werden. Hier wurde ein ECso-Wert von 30 pmol/I
erreicht. Bei dem Organ wurde auch Wirkmechanismus in Kombination mit
Glibenclamid durchgefiihrt. Bei Arteria pulmonalis und Aorta descendens

konnte kein ECso-Wert erreicht zu werden.

Wahrend am quergestreifte Herzmuskulatur eine deutliche Wirkung von
SWS92.HCI bei Papillarmuskel gezeigt wurde. ECso-Wert betrug 30 pumol/I.
Am Atrium cordis dexter war der Wert mit 48,5 umol/l um etwas héher und
eine signifikante Wirkung wurde erst ab der Endkonzentration von 100 pmol/I

mit einer vollstandigen Inhibition der Schlagkraft gedufert.
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