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1. Einleitung

Schwefelwasserstoff, mit der chemischen Bezeichnung H,S, wird im Labor h&ufig

aus Salzsaure und Eisen (lI)-sulfid hergestellt (Morteimer und Muller 2010).
FeS + 2H'—— Fe®" + H,S

Grofdtechnisch fallt Schwefelwasserstoff bei der Entschwefelung von Erddol und
insbesondere von Erdgas an. Auch im Heizgas und Kokereigas ist

Schwefelwasserstoff enthalten (Mortimer und Muller 2010).

Bei Faulnis schwefelhaltiger organischer Stoffe (Eiweif3) bildet sich dieses Gas
ebenfalls und ist fur den Gblen Geruch nach verdorbenen Eiern verantwortlich.

Neben dem charakteristischen Geruch zahlen zu den physikalischen Eigenschaften
die starke Toxizitat und die Farblosigkeit des Gases. H,S ist um ein vielfaches
schwerer als Luft und reichert sich daher in Gruben und Kanalen an (Hollemann und
Wiberg 2007).

Eine Besonderheit dieses Gases ist die Eigenschaft die Geruchsrezeptoren zu
desensitivieren. Schon ab einer Konzentration von 200 ppm kann
Schwefelwasserstoff nicht mehr tber die Nase wahrgenommen werden (Thieme
Chemistry 2009).

Ab einer Konzentration von 20 ppm kommt es bei langerer Einwirkung des Gases zu
ersten Reaktionserscheinungen, die mit Reizungen der Schleimhaute an Augen und
Atemwegen, mit Hustenreiz, Pneumonie, Ubelkeit und Erbrechen einhergehen.
Haufig verschwinden diese Vergiftungserscheinungen innerhalb weniger Wochen.
Als Spatfolge kann eine Myokarddegeneration bleiben.

Ab 500 ppm kommt es binnen 30 Minuten zum Tod durch Lahmung der
Atemmuskulatur (Reichl et al. 2002).

Bis dato konnte der Wirkmechanismus der Giftwirkung noch nicht endgultig geklart

werden. Fakt ist, dass H»S als Reduktionsmittel in hohen Konzentrationen
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eisenhaltige Enzyme blockiert. Die Hemmung der 3-wertigen Eisen der
Cytochromoxidase durch Sulfid- oder Disulfidbildung fuihrt in den Mitochondrien zur
Stilllegung der Atmungskette. Schlussendlich tritt eine LAhmung des Atemzentrums
ein.

Kommt es zu einer Schwefelwasserstoffvergiftung stellt die Beatmung die wichtigste
medizinische MalRBnahme dar. Weitere Behandlungsschritte folgen symptomatisch
(Estler und Schmidt 2007). Neuerdings wird 4-Dimethylaminophenol-HCI, kurz 4-
DMAP, als Antidot verwendet, das im Vergleich zu Schwefelwasserstoff eine hdohere
Affinitat zur Cytochromoxidase besitzt (Mutschler et al. 2008, Aktories et al. 2009).

Schwefelwasserstoff wurde Uber Jahrzehnte als giftiges umweltschadigendes Gas
verteufelt. Jedoch erlangte es in den letzten Jahren aufgrund seiner
vasodilatierenden Eigenschaft immer mehr an Bedeutung.

Zahlreiche Studien haben den erweiterten Effekt von Schwefelwasserstoff auf die
Blutgefal3e belegt. Schon vor 15 Jahren zeigte Hosoki durch die intraventse Gabe
von Schwefelwasserstoff eine Senkung des Blutdrucks bei Ratten um 15-30 mmHg
(Hosoki 1997).

H,S wird endogen durch die Enzyme Cystathionin-g-synthase (CBS) und
Cystathionin-y-Lyase (CSE) in Saugetieren synthetisiert. Sie besitzen ein
organspezifisches-Expressionsmuster und finden sich daher in bestimmten
Gewebsregionen vermehrt wieder. CBS wird vorallem im Gehirn und im
Nervensystem stark exprimiert, wohingegen CSE vermehrt in vaskularen und nicht-
vaskularen glatten Muskelzellen zu finden ist (Fiorucci et al. 2006).

In Versuchen an Mausen wurde das Gen, das CSE codiert, ausgeschaltet. Die
Ausschaltung fuhrte sogleich zu einer Erniedrigung der Konzentration des
Gasmolekulls in Herz, Blutgefallen und Blutserum der Mause um bis zu 80%.
Zusatzlich kam es schon bei jungen Tieren zu einem Anstieg des Blutdrucks und
einer Erhdhung des Gefaldtonus. Die Hypertonie konnte durch eine Injektion einer
schwefelwasserstofffreisetzenden Substanz wieder normalisiert werden (Wang et al.
2008).

Schon in mikromolaren Konzentrationen (10-100 pmol) dbt H,S eine protektive
Wirkung auf das kardiovaskulare System aus (Lefer 2007). Es fuhrt zur
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Vasodilatation und entspannt BlutgeféalRe, wodurch der Blutdruck gesenkt wird (Pryor
et al. 2006). Weitere interessante Aspekte hinsichtlich der Wirkung von H,S im
Korper bilden die antiinflammatorischen, antioxidativen, diabetiogenen und
apoptotischen Wirkungen (Kimura und Kimura 2004). Laut Wang konnte
Schwefelwasserstoff auch bei Erkrankungen wie Diabetes und Demenz von grof3er
Bedeutung sein.

H,S wird aufgrund der vorhin genannten Eigenschaften neben Stickstoffmonoxid
(NO) und Kohlenstoffdioxid (CO2) als wichtiges Signalmolekil angesehen (Wang et
al. 2008).

Ein grol3er Vorteil gegenuber NO ist, dass H,S im Korper keine toxischen
Metaboliten bildet (Lefer 2007).

Der kardioprotektive Wirkmechanismus von Schwefelwasserstoff beruht vorwiegend
auf der Blockade von ATP-sensitiven Kaliumkanalen (Zhao et al. 2001).
Karp-Kanéle haben einen homologen Aufbau und stellen strukturell einen hetero-
octameren Komplex da. Dieser Komplex besteht aus einem auf3eren Ring, der sich
in vier identischen, regulatorischen Untereinheiten gliedert und wird als SURXx
bezeichnet. Der innere Ring, der sich wiederum aus vier identischen
Untersegmenten zusammensetzt, ist fur die Exprimierung der Kanalporen
verantwortlich und wird als Kir6.x bezeichnet. Grof3teils wird das porenbildende
Kir6.2. im Gewebe exprimiert. Die regulierenden SUR-Untereinheiten treten
hingegen in mehreren Isoformen auf.

¢ SURT1 in B-Zellen der Bauchspeicheldriise

e SURZ2A in Skelett-und Herzmuskelzellen

e SURZ2B in der glatten Muskulatur der Blutgefalie
(Seino und Miki 2003)
Das Nukleotid Adenosintriphosophat (ATP) ist endogener Ligand an diesem
Rezeptor. Durch dessen intrazellularen Konzentrationsanstieg  werden ATP-
sensitive-Kaliumkanale verschlossen und Kalium kann nicht mehr aus der Zelle
ausstromen. Als Folge kommt es zur Depolarisation der Plasmamembran und zur
Offnung spannungsabhangiger Calciumkanéale (Nelson et al. 1995). Dieser Vorgang
ist sowohl an der Insulinsekretion als auch an der ischdmischen Préavention des
Herzens und des Gehirns beteiligt und reguliert den glattmuskularen Geféafdtonus
(Kane et al. 2005).
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Es gibt jedoch weitere Studien, die darauf hindeuten, dass der Wirkmechanismus
von Schwefelwasserstoff nicht nur auf Blockade ATP-abhangiger-Kaliumkanale
beruht. Bei der Relaxation von pulmonalen Rattenaorten wird ein Zusammenhang
zwischen NO und H,S beobachtet und auch Ali et al berichten in einer Studie, dass
das Gasmolekul ber das NO-System einen vasodilatierenden Effekt auf die Gefal3e
ausubt (Ali et al. 2006 und Wang et al. 2008).

Durch die Gabe von Natriumhydrogensulfid (NaHS), ein Schwefelwasserstoffdonator,
kam es bei einer kinstlich hervorgerufenen pulmonalen Hypertonie zu einer

Linderung der Symptome (Huang et al. 2008).

Die pulmonale arterielle Hypertonie (PAH) gehort laut WHO zur den Orphan
Diseases.

Per Definition ist diese Krankheit durch einen erhohten Widerstand im kleinen
Kreislauf bedingt. Man spricht von einer pulmonalen Hypertonie, wenn der mittlere
Blutdruck in der Lungenschlagader in Ruhe tber 25 mmHg und bei korperlicher
Anstrengung auf iber 30 mmHg ansteigt. Die Herzauswurfleistung nimmt im Bereich
von 50-70 mmHg kontinuierlich ab. Dies fuhrt zu einer starken Einschrankung der
Leistungsfahigkeit, Kreislaufstorungen, Midigkeit, Odeme und im Akutfall zu Angina
pectoris (Actories et al. 2009). PAH geht in den meisten Fallen mit einer Rechts-

Herzinsuffizienz oder Cor pulmonale (Lungenherz) einher (Konietzko et al. 1994).

Pathophysiologisch kommt es bei einer chronischen PAH zu einer Zunahme der
GefalBmuskulatur, gefolgt von einer Umwandlung zum Bindegewebe. Das
Gefalllumen verkleinert sich zunehmend und resultiert schlie3lich in eine

Druckerhdéhung im kleinen Kreislauf (Mutschler et al. 2008).

Oft erkranken Personen an pulmonaler Hypertonie als Folge von COPD,
Lungenembolie, Asthma oder Lungenfibrose.

Die Ursache der primaren pulmonalen Hypertonie ist noch nicht ganzlich geklart
(Mutschler et al. 2008).
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Patienten mit PAH haben eine schlechte Uberlebenschance. Nur 30-50% der
Erkrankten tberleben die ersten 5 Jahre. Um die Lebenserwartung zu erhdhen muss
eine Transplantation durchgefuhrt werden (Mutschler et al. 2008).

Bei der Therapie von PAH ist grundsatzlich wichtig, dass eine zu pulmonalen
Hypertonie fiihrende Grunderkrankung rechtzeitig therapiert wird. Dabei ist es wichtig
die pulmonalen Gefal3e zu dilatieren um somit eine ausreichende Blutzirkulation
bzw. Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten. Eine Therapie mit einem
Schwefelwasserstoffdonator wéare  demzufolge eine neue Option der
Behandlungsmoglichkeit.

Bis dato stehen nur eine begrenzte Anzahl an Préparaten zur Verfigung, deren
Wirksamkeit auch nur bedingt belegt ist (Mutschler et al. 2008).

e lloprost (Prostacyclinderivat)
¢ Bosentan (Endothelinantagonist)

e PDE-5-Hemmer wie Sildenafil

Setzt die Medikation jedoch zu spat ein, kann der Patient nicht mehr geheilt werden.
Es ist nur mehr eine palliative Behandlung oder eine Lungen— oder Herz-Lungen-

Transplantation moglich.
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2. Zielsetzung

Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurde die Testsubstanz MAH10.HCI hinsichtlich
ihrer pharmakologischen Aktivitat gepraft.

Aufgrund der Ahnlichkeit des menschlichen Organismus mit dem der
Meerschweinchen, wurde die Substanz an isolierten Meerschweinchenorganen
getestet. Fur die erfolgreiche Durchfiihrung der Versuche musste die
Reproduzierbarkeit gewéhrleistet sein. Diese basierte auf exakte Prapariertechnik
und korrekte Handhabung der Gerate.

Die Auswirkung der Testsubstanz auf die Chronotropie bzw. Inotropie wurde anhand
der Herzmuskelpraparate getestet. Zu diesen zadhlten der rechte Vorhof und der
Papillarmuskel.

Ob die Substanz eine spasmolytische Wirkung auf den menschlichen Organismus
ausubt, wurde am terminalen Dinndarm geprdft.

Der vasodilatierende Effekt der Testsubstanz wurde an der Aorta und der
Lungenarterie erforscht.

Da die Substanz hydrolytisch Schwefelwasserstoff freisetzen kénnte, muss bzw.
kann man annehmen, dass der Wirkmechanismus auf der Blockade von ATP-
sensitiven-Kaliumkanédlen beruht. Diese Annahme wurde mit Hilfe des
Kanalkanalblockers Glibenclamid tGberpriift.



Reichinger Katharina

3. Material und Methodik

3.1. Testsubstanz

Die Arbeitsgruppe am Department fur Medizinische und Pharmazeutische Chemie
unter der Leitung von Ao. Univ. Prof. Dr. Thomas Erker stellte die zu testende

Substanz zur Verfagung.

3.1.1. MAH10.HCI

HCI

S
O/|\O/\/\N/

3-(Dimethylamino)propoxy-3-phenylpropoxy-methanthioat Hydrochlorid

Abbildung 1: Chemische Struktur und Nomenklatur von MAH10.HCI

3.1.2. Losungsmittel

Die bendtigten Stammldsungen meiner Testsubstanz MAH10.HC| wurden jeden Tag
frisch zubereitet, um ein reproduzierbares Ergebnis zu erhalten. Dazu wurde die
Testsubstanz in 100 pl Lésungsmittel geldst. Fur meinen Wirkstoff diente Wasser als
Losungsmittel.

Die Einwaage der Substanz war abhangig vom Volumen der Organbader. Somit
richtete sich die Berechnung nach dem Fassungsvermodgen, das 8 ml

beziehungsweise 25 ml betrug.
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Zusatzlich musste die Substanzmenge so berechnet werden, damit nach kumulativer

Zugabe die Konzentration in den Organbadern 100 umol/l ergab.

Tabelle 1: Stammldsungen

Volumen Einwaage
Substanz Molare Masse Organbad Substanz
(ml) (200 pmol)

8 0,79 mg

MAH10.HCI 317,12 g/mol 25 0,25 mg

Nach einer konstanten Kontrollphase wurde in einem zeitlichen Abstand von 45
Minuten 100 pl der Stammldsung kumulativ zugesetzt. Der Reihe nach wurden 3 pl,
7 pl, 20 pl und schlieBlich 70 pl mit einer Kolbenhubpipette in das Organbad
zugespritzt. Man kann davon ausgehen, dass sich innerhalb der 45 Minuten ein
FlieRgleichgewicht (steady state) eingestellt hat.

Die jeweilig erreichten Konzentrationen, namlich 3 umol/l, 10 pmol/l, 30 pmol/l und
100 umol/l, tbten auf die verschiedenen Organe des Meerschweinchen einen Effekt
aus, den man mit Hilfe eines Graphen messen konnte. So wurde am Vorhof ein
chronotroper und am Papillarmuskel ein inotroper Effekt gemessen. An den Organen
mit glatter Muskulatur, namlich Darm, Aorta und Lungenarterie wurde eine

vasodilatierende Wirkung ermittelt.

Tabelle 2: Darstellung des Pipettierschemas

Zugegebene Menge Endkonzentration
(100 pl der Substanzlésung) (200 pmol/l')
3 ul 3 umol/l
7 ul 10 umol/l
20 pl 30 pumol/l
70 pl 100 pmol/l
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3.2. Versuchstiere

Um die Versuche im Rahmen der Diplomarbeit durchfiihren zu kénnen, wurden
Meerschweinchen des Stammes TRIK verwendet.

Meerschweinchen sind dem menschlichen Organismus sehr ahnlich. Schaut man
sich das Herz genauer an, erkennt man physiologische Gemeinsamkeiten, vor allem
was die lonenkanalverhaltnisse am Herzen, insbesondere die Kaliumkanéle, betrifft.
Die Meerschweinchen wurden am jeweiligen Versuchstag durch einen gezielten
Genickschlag getotet. Dieser Tétungsvorgang wurde nur durch ein hochqualifiziertes
Personal durchgefiihrt, wodurch ein schneller und schmerzfreier Tod gewabhrleistet
war.

Sofort nach Todeseintritt wurde der Thorax mit einer Schere geotffnet und Lunge und
Herz entnommen.

Weiters wurde ein 20 cm langes Stiick des Krummdarms entnommen, dessen Ende
zur besseren Handhabung mit einer Schnurr versehen wurde.

Zum Schluss wurde die thorokale Aorta herausgeschnitten. Alle Organe wurden
sofort in eine begaste Elektrolytlésung (Kapitel 3.3) gelegt und bis zur weiteren

Praparation dort belassen.

3.3. Physiologische Elektrolytldsung

Wie bereits in Kapitel 3.2 besprochen wurden die entnommenen Organe sofort in die
begaste Nahrlésung gegeben. Begast wurde mit einem Gemisch aus 95% Sauerstoff
und 5% CO..

Diese physiologische Nahrlosung ist wichtig um die Organe optimal mit Nahrstoffen
und Sauerstoff zu versorgen und den pH-Wert aufrechtzuerhalten. Dieser sollte
zwischen 7,2 und 7,4 liegen. Das Uberleben der Organe ist somit ber einen
Zeitraum von ungefadhr 6 Stunden gewahrleistet. Es ist darauf zu achten, dass die
Organe sowohl wahrend der Dauer der Lagerung, der Bearbeitung, sowie auch
wahrend der Versuchsreihen mit ausreichend Nahrlésung umgeben sind.

Diese Nahrlésung ist laut Definition eine abgeénderte Krebs-Henseleit-Losung und
wird auch als Tyrode bezeichnet, die nach Maurice Vejux Tyrode benannt ist.
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Tabelle 3: Bestandteile der Nahrlésung (Tyrode)

Substanz | Molare Masse | Stockldsung | ml/Stockldsung/ mmol/l
| Tyrode
NaCl 58,44 g/mol 1000,25¢/ 5I 33,60 115,01
KCI 74,55 g/mol 50,33 g/5l 35,00 4,73
NaHCO3 84,01 g/mol 125,00g/5I 83,70 24,91
MgSO4 120,37 g/mol 147,02g/5I 1,18 0,29
KH2S04 136,09 g/mol | 62,009/ 250ml| 1,18 2,15
CaCl2 110,98 g/mol 34g/ 250ml 3,20 3,92
Glucose 180,16 g/mol | Reinsubstanz 1,98 -
Tabelle 4: Zusammensetzung fur 2 Liter
Substanz Menge (ml)
NaCl 67,2
KCI 70
NaHCOs3; 167,4
MgSO. 2,36
KH2SO,4 2,36
CacCl, 6,4
Glucose 3,96

Am Beginn jeden Arbeitstages wurde die Tyrode, unter Einhaltung einer ganz
bestimmten Reihenfolge frisch zubereitet, da ansonsten eine Tribung entstand und
somit die Tyrode nicht zu verwenden war.

Zuerst wurden die Stammldsungen des NaHCOj;, KCI und NaCl in einem 2 |-
MgS0O,4, KH2SO,4
zugegeben und der Messkolben circa dreiviertel voll mit destilliertem Wasser befiillt.

Messkolben gemischt. AnschlieBend wurde die Glucose,

Daraufhin wurde 20 Minuten mit Oxymix (Kapitel 3.6.4) begast um eine geséttigte

Losung zu erhalten. Wahrend der Begasung wurde die vorgeschriebene Menge des

10
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CaCl, mittels automatischer Kolbenhubpipette zugegeben. Man musste penibelst
darauf achten, dass diese Stammldsung tropfenweise hinzugefiigt wurde, damit es
zu keiner Bildung von schwerl6slichen Calciumsalzen kam. Diese fuhrten zur
Tribung der Tyrode. Schlussendlich wurde der 2 |-Messkolben bis zur Markierung

mit destilliertem Wasser aufgefullt.

3.4. Kaliumchloridlésung

Um die glatte Muskulatur der Aorta descendens, der Arteria pulmonalis und des
terminalen lleums maximal zu kontrahieren, mussten die Organe mit einer
Kaliumchloridlésung chemisch gereizt werden. Diese Loésung war dafir
verantwortlich, dass sich eine konstante Kontraktion einstellte, die fur die
Durchfiihrung der Versuche notwendig war.

Jeden Tag wurden 2 Kaliumchloridlosungen von unterschiedlicher Konzentration
hergestellt. Eine 60 mmolare Lésung diente fiur die Versuche am Darm, eine 90
mmolare fur die Aorta- und Pulmonalispraparate. Zur Bereitung der Losung wurde
die entsprechende Menge KCI in einen 100 mI-Messkolben eingewogen und mit der

Tyrode aufgefillt.

Tabelle 5: Bestandteile der Kaliumchloridlosung

Organpréparat KCI-Einwaage Volumen der
(9) Nahrlésung (ml)
terminales lleum 0,45 100
Aorta descendens 0,67 100
Arteria pulmonalis 0,67 100

11




Reichinger Katharina

3.5. Verwendete Organe

Den Versuchstieren wurden jeden Tag nach Eintritt des Todes Herz, Lunge,
Dunndarm und Aorta entnommen und daraus Vorhof, Lungenarterie, Aorta,
Dunndarm und Papillarmuskel prapariert. Da die Versuche nicht am lebenden Tier,
sondern nur an den entnommen Organen durchgefiihrt wurden, handelt es sich bei

meiner Versuchsreihe um einen ,exvivo“ Versuch.

3.5.1. Praparation und verwendete Materialien

Die Organe wurden in der Reihenfolge wie in Kapitel 3.5 bereits beschrieben dem
Meerschweinchen entnommen und in die vorbereitete Nahrldsung, die mit Oxymix
versetzt worden war, gelegt. Danach konnte man zur Praparation Ubergehen.

Dafur entnahm man das bendtigte Organ aus der begasten Tyrode und befestigte es
mit zwei Prapariernadeln an einem Kork, mit dem die Petrischale ausgelegt worden
war. Dieser Kork wurde mit einem seitlich liegenden Gummischlauch fixiert und somit
ein Verrutschen verhindert. Um die Organe wahrend des Praparationsvorganges
optimal zu versorgen, wurde die Petrischale mit Tyrode befullt.

Wahrend der Praparation wurde ein Auflichtmikroskop verwendet um die Arbeit

sauber und genau durchfiihren zu koénnen. Als Praparierbesteck dienten

Prapariernadeln, verschiedene Scheren und Pinzetten.

Abbildung 2: Auflichtmikroskop, Petrischale und Praparierbesteck
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3.5.1.1. Atrium cordis dextrum (Rechter Vorhof)

Herz und Lunge wurden gemeinsam aus dem Thorax des Versuchstieres entfernt.
Mit einer Schere wurde dann Uberschiissiges Fettgewebe, die Lunge
beziehungsweise Lungenfragmente entfernt, sodass das Herz freigelegt wurde.
Dieses wurde dann mit zwei Prapariernadeln an der Basis und an der Spitze auf der
Korkunterlage fixiert und der Vorhof mit dem darauf befindlichen Sinusknoten isoliert.
Dabei war es von besonderer Bedeutsamkeit, dass das Herz nicht gedehnt oder
anderweitig verletzt wurde, da sonst die Spontanaktivitdt des Sinusknoten verloren
gegangen ware und das Praparat fir weitere Versuche nicht brauchbar wére.

Der isolierte Vorhof wurde schlieBlich fir weitere Praparationen in einer extra
Petrischale, die mit Tyrode beflllt war, befestigt. Daftir wurden beide Enden mit
einem Faden versehen und daran je ein Silberhdkchen eingefadelt, die mittels
Knoten fixiert wurden.

Der fertig praparierte Vorhof wurde sofort in eine Nahrldsung gegeben und zum

Organbad transportiert.

3.5.1.2. Arteria pulmonalis (Lungenarterie)

In meiner Versuchsreihe wurde fur die Lungenarterie nur der Truncus pulmonalis
verwendet, das ist derjenige Teil, der direkt aus dem rechten Ventrikel entspringt. Um
zur Lungenarterie zu gelangen musste das bereits flur den Vorhof herangezogene
Herz noch von dem restlichen Fettgewebe befreit werden. Im Unterschied zur Aorta,
deren Lange circa 2 bis 3 cm betrug, lag hier nur 1 cm der Arterie frei. Nach dem
Entfernen des Uberschissigem Fett- und Muskelgewebes und etwaigen
Blutgerinnseln am Pulmonalisring wurden ringférmige Préparate von zwei bis drei

Millimeter abgeschnitten und in eine begaste Nahrlésung tUbergefuhrt.

13



Reichinger Katharina

3.5.1.3. Musculus papillaris (Papillarmuskel)

Zum Schluss wurden nach der Isolierung des Vorhofes und der Lungenarterie die
Papillarmuskeln prapariert. Dafir wurde das Herz Uber die Arteria pulmonalis entlang
des Septums geoffnet und beide Herzkammern freigelegt. Austretendes Blut tribte
die Tyrode und wurde daher gewechselt. Da die Purkinje-Fasern eine
Spontanaktivitat aufweisen und das unsere Versuchsreihe negativ beeinflusst héatte,
mussten eventuell vorhandene Fasern sowie auch fremdes Gewebe entfernt werden.
An den Muskelansatzen wurde mit Hilfe einer Pinzette Bindefaden befestigt, die
jeweils mit einem Silberhdkchen versehen wurden. AnschlieRend schnitt man mit
einer Schere die Muskeln heraus. Je nach GroRRe des Versuchstieres konnte man 3-
5 Papillarmuskeln isolieren. Die Praparate wurden in einer Nahrlésung unter

Begasung aufbewahrt.

Abbildung 3: fertig praparierter Papillarmuskel
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Abbildung 4: Darstellung des Herzens (Netter FH 2003)
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3.5.1.4. Terminales lleum (Dinndarm)

Der Bauchraum wurde nach dem Entfernen des Herzens sorgsam mit einer Schere
weiter gedffnet. Fir meine Versuchsreihe wurde der terminale Teil des lleums, der
Krummdarm verwendet. Dieser liegt zwischen Jeujunum (Leerdarm) und Intestinum
tenue (Dickdarm).

Mit der Hand wurde der bendtigte Teil des Dinndarms herausgenommen und mit
einer Schere ein circa 20 cm langes Stuck herausgeschnitten. Das Ende des Organs
wurde mit einem Faden befestigt, das einerseits zur besseren Handhabung,
andererseits zur Markierung des richtigen Endes diente. Wie auch bei den anderen
Organen wurde auch hier der Darm sofort in eine begaste Elektrolytldsung gelegt.
Fur die Praparation wurde ein 1 cm langes Stick mit einer Schere abgeschnitten.
Dabei war darauf zu achten, dass die Enden schrag abgeschnitten wurden, um ein
Einrollen der Enden zu vermeiden und die Nahrlésung mit dem Wirkstoff gut durch
die Offnung zirkulieren konnte. Diese Enden wurden mit zwei Prapariernadeln am
Kork fixiert und mit der gleichen Vorgehensweise wie beim Vorhof (Kapitel 3.5.1.1.)
Silberh&kchen angebracht. Wahrend der Préparation war es von grof3er Wichtigkeit
den Darm nicht zu stak zu dehnen, da sonst Muskelfasern, die fir die positive
Durchfihrung des Versuches notwendig waren, verletzt worden wéren. Zusatzlich
war darauf zu achten die Offnung durch das Anbringen der Silberhakchen nicht zu
verschlieRen oder abzubinden. Dies konnte Uberprift werden, indem man das
Darmstick mit Hilfe einer Pipette ein wenig mit N&ahrldsung durchspulte. Durch
diesen Vorgang wurde der Darm von eventuell zurtickgebliebenen Darmresten

(Chymus) befreit.

3.5.1.5. Aorta descendens (Aorta)

Abschlie3end wurde die thorkale Aorta entlang des Ruckgrats herausgeschnitten.
Man durchtrennte die Aorta, zog das Ende vorsichtig in die Hohe und schnitt
millimeterweise entlang der Wirbelsédule mit einer spitzen Schere ein 3 cm langes
Stuck heraus. Wahrend dieser Préaparation musste der Thorax Uberdehnt werden,
um die Aorta gut erreichen zu kdnnen. Generell war hierbei aufzupassen, dass die

Aorta nicht zu stark gedehnt und nicht mit Léchern versehen wurde.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Aorta (Netter FH 2003)
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Die Aorta wurde mit 2 Prapariernadeln am Kork der Petrischale, die mit Nahrlésung
beflllt ist, befestigt. Mit einer Federgriffschere wurde nun das tberschissige Binde-,
Muskelgewebe sowie Blutgerinnsel unter dem Auflichtmikroskop entfernt und die
gesauberte Aorta in 1-2 mm breite Ringe geschnitten. Die isolierten Organe wurden

in der begasten Elektrolytlosung aufbewabhrt.

Abbildung 6: Originalabbildung der praparierten Aorta

3.6. Verwendete Apparaturen

Fur meine Versuchsreihe standen zwei verschiedene Apparaturen zur Verfigung.
Die Apparatur A wurde fur den Papillarmuskel verwendet. Darm, Aorta, Pulmonalis
und Vorhof wurden in Apparatur B eingespannt.

Uber einen Silberdraht wurden die Organe mit dem Kraftwandler verbunden. Dieser
wandelte das mechanische Signal in ein elektrisches Signal um und gab den
elektrischen Impuls an den Amplifier weiter. Das Signal wurde durch den Amplifier
verstarkt, daher auch das Synonym Verstéarker. Letztendlich wurde das verstarkte
Signal mittels Schreiber auf Millimeterpapier aufgezeichnet.

Fur die Reproduzierbarkeit war es von besonders groRer Wichtigkeit, dass
Temperatur, pH-Wert, Zusammensetzung der Tyrode und konstante

Sauerstoffversorgung gewahrleistet waren.
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3.6.1. Apparatur A

Wie bereits in Kapitel 3.6 erwdhnt wurden mit dieser Apparatur nur Versuche am
Papillarmuskel durchgefihrt.

6 FEINTRIEB FUR

VORSPANNUNG
¥ ——— 4 KRAFTWANDLER
CLC
=
O L L S LLLLLL L

7/ , %
STATIV 3 ;‘a ORGANHALTERUNG 2 ﬁ
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] k ELEKTRODE // ]
% < . 1 WASSERBAD
L //Z///////// W/?j////////lg;
; 7 PAPILLARMUSKEL- 5
% KAMMER
4 8 GASZUFUHR o
MIT FRITTE

Abbildung 7: Skizze der Apparatur A

Das Gerat setzt sich grob aus einer Wasserbadwanne, bestehend aus Acrylglas, und
aus einer Muskelkammer, die ein paar Zentimeter tief in das Wasser hineinragt,
zusammen.

Uber ein Stativ sind der Feintrieb, der Kraftregler und die Organhalterung
angebracht.

Die Muskelkammer hat ein Fassungsvermdgen von 25 ml. Bereits zehn Minuten vor
Versuchsbeginn wird das Organbad mit 25 ml Tyrode befillt und sogleich mit Oxymix
begast. Die Temperatur des Wasserbades wird Gber ein Thermostat konstant auf 35
°C £+ 1 °C gehalten und ermdéglicht so physiologische Bedingungen.

Die Praparation des Papillarmuskels wurde bereits in Kapitel 3.5.1.3 beschrieben.
Uber ein Silberhakchen wurde der Muskel an die Organhalterung, den Silberdraht,
angebracht. Die Spitze des Muskels wurde zwischen einer Elektrode und einem

Plexiglasplattchen vorsichtig befestigt. Dabei war darauf zu achten, dass das Organ
flach an der Elektrode anlag.
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Nach der erfolgreichen Einspannung wurde der Papillarmuskel in die erwarmte
Tyrode eingetaucht. Da der Papillarmuskel von selbst keine Regung zeigt, wurde
dieser mit einem Accupulser Stimulator, Model Isostim 301T, WPI, Hamden,CT, USA
elektrisch gereizt und zur Kontraktion gebracht.

Uber den Silberdraht wurde das mechanische Signal, die Inotropie, auf den
Kraftwandler Ubertragen, in ein elektrisches Signal umgewandelt und mittels

Schreiber auf Millimeterpapier aufgezeichnet.

Al Amplifier

\A\‘ccupulsor/ Stimulator

Muskelkammer SO

Wasserbad

Abbildung 8: Originalabbildung der Versuchsapparatur A
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3.6.2. Apparatur B

Apparatur B stand nur fur die Versuchsreihe am Darm, Aorta, Lungenarterie und
rechten Vorhof zur Verfluigung.

FEINTRIEB

KRAFTWANDLER

AUFHANGE-
VORRICHTUNG

ORGANHALTERUNG

ZULAUF
NAHRLOSUNG
WASSER-
WASSERABLAUF ZUFUHR
ORGANBAD d GASZUFUHR

ABLAUF NAHRLOSUNG ——

Abbildung 9: Skizze der Apparatur B

Der grol3e Unterschied zur Apparatur A ist, dass hier das Organbad nicht in ein
Wasserbad taucht um auf gleicher Temperatur gehalten zu werden, sondern tber ein

21



Reichinger Katharina

Schlauchsystem wird das Wasser konstant auf 37 °C temperiert. Weiters fehlt ihr der
Accupulser, da die Organe nicht elektrisch gereizt werden mussen.

Darm und Vorhof wurden tber zwei Silberhdkchen (Praparation siehe Kapitel 3.5.1.1
und 3.5.1.4) an der Aufh&ngevorrichtung angebracht, wahrend die Aorta und die
Pulmonalis direkt durch Einfadeln an den Silberdréahten befestigt werden konnten.
Nach erfolgreicher Einspannung, wurde das jeweilige Organ in die bereits mit Tyrode
beflllten und temperierten Organb&der abgesenkt. Mittels Feintrieb konnte nun die
fur jedes Organ bendtigte Vorspannung angelegt werden. Dieser Schritt war fur die
Reproduzierbarkeit sehr wichtig.

Wie auch bei Apparatur A sind die Silberdrahte mit dem Kraftwandler verbunden und
leiten somit ein mechanisches Signal weiter. Beim Vorhof konnte somit eine
Veranderung der Schlagfrequenz und bei den GefalRen bzw. Darm eine Veranderung

des Gefal3tonus festgestellt werden, die vom Schreiber aufgezeichnet wurde.
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Abbildung 10: Originalabbildung der Versuchsapparatur B
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3.6.3. Der Kraftwandler

Wahrend der einzelnen Versuche erhélt man lediglich ein mechanisches Signal. Um
dieses Signal aufzeichnen zu kénnen wird es mittels Kraftwandler in eine elektrische
messbare GrofRe Uberflhrt. Diese Umwandlung funktioniert 0Uber einen
Widerstandswandler. Dieser misst die Veranderung des Dehnungsmessstreifens,
der auf mechanische Kontraktion reagiert. Es kommt schlieBlich zu einer
Veranderung im Stromfluss.

Der Kraftwandler leitet nun den Impuls zu einem Verstarker (4-Chanel Transducor
Amplifier, Firma WPI) weiter, der das Signal intensiviert. Dieses wird schlussendlich
Uber einen Flachbettschreiber der Firma Kipp & Zonen (Flatbed Recorder Modell BD
112) auf Millimeterpapier tbertragen.

4 - CHANNEL TRANSDUCER \
ABMPLIFIESR <«€——] KRAFTWANDLER -

SCHREIBER

Abbildung 11: Skizze des Kraftwandlers

3.6.4. Versorgung mit Oxymix

Damit die Organe auch auf3erhalb des lebenden Organismus uberleben kénnen,
werden sie, wie bereits erwdhnt, in eine Tyrode gelegt, die mit einem Gasgemisch,
dem Oxymix, begast wird. Das Oxymix besteht aus einem Gemisch von 95% O2 und
5% CO,. Die Begasung sorgt dafur, dass das Organ ausreichend mit Sauerstoff
versorgt wird und im Nahrmedium ein konstanter physiologischer pH-Wert von

ungefahr 7,2 bis 7,4 vorherrscht.
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Auch wahrend der Versuche wird die Sauerstoffversorgung tber Schlauche immer
gewabhrleistet. Die Starke der Luftzufuhr konnte tber Glasfritten, welche als Art Filter
dienten und Uber Schraubklemmen geregelt werden. Ein Leck im Schlauchsystem
oder das Vergessen die Gaszufuhr einzuschalten, hatte verheerende Folgen fir den
Versuchsablauf, namlich das vorzeitige Absterben des Organes. Daher musste die

Begasung mit Oxymix lickenlos erfolgen.

3.7. Durchfihrung der Versuche

Im nachfolgenden Kapitel wird auf die genaue Beschreibung der Versuchsablaufe
eingegangen.

Die Organbader wurden vor jedem Versuchsbeginn sorgfaltig von eventuellen
Ruckstanden gereinigt. Zuerst spulte man die Organbader zwei Mal mit destillierten
Wasser und einmal mit Tyrode durch. Schlussendlich wurden die Organbader mit
dem nétigen Volumen der modifizierten Krebs-Henseleit-Losung, 8 ml

beziehungsweise 25 ml, beflllt und mittels Wasserbad entsprechend temperiert.

3.7.1. Untersuchung der Wirkstarke von MAH10.HCI auf die
isolierten Meerschweinchenorgane— Versuchsablauf

3.7.1.1. Versuchsablauf am Atrium cordis dextrum

Der Vorhof wurde wie in Kapitel 3.5.1.1 beschrieben prapariert, mit den
Silberhdkchen an den Organhalterungen der Apparatur B eingespannt und sogleich
in die begaste und temperierte Tyrodeldsung abgesenkt. Dabei musste unbedingt
darauf geachtet werden, dass der Vorhof nicht Uberdehnt wurde, da sonst die
Spontanaktivitat desSinusknoten verloren gegangen ware. Der Vorhof musste nicht
elektrisch gereizt werden, sondern schlug spontan.

Nach erfolgreicher Organeinspannung konnten die Geréate eingeschaltet werden. In
Abhéngigkeit von den unterschiedlichen Organen mussten verschiedene
Einstellungen vorgenommen werden. Als erstes musste der Schreiber auf 5mV und
die Schreibgeschwindigkeit auf 5mm/sec gestellt werden. Der Amplifier wurde mit
einem Kippschalter zugeschaltet und der Schreiber auf den Nullpunkt gesetzt.

AnschlieRend wurde die Vorspannung angelegt, um eine Reproduzierbarkeit zu
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gewahrleisten. Diese betrug 10,4 mN. Mittels Drehrad am Amplifier wurde der
Nullpunkt nachjustiert.

Es folgte nun eine 45-minutige Gewohnungsphase, in der sich der Vorhof auf die
vorherrschenden Bedingungen im Organbad einstellen  konnte. Nach dieser
Zeitspanne konnten die Messungen begonnen werden. Daflr wurde der Schreiber
auf das Papier aufgesetzt und die Schlagfrequenz wurde nun 12 Sekunden lang mit
einem Speed von 5 mm/sec gemessen. Dies entsprach auf dem Millimeterpapier 6
Kastchen (= 6 cm). Die Messung wurden insgesamt 7 Mal oder bis zur
Schlagkonstanz durchgefihrt und diente als Kontrollewert. Das heil3t, dass die
restlichen gemessenen Werte in Abhangigkeit vom Kontrollwert ausgewertet wurden.
Dabei wurde die ermittelte Schlaganzahl mit dem Faktor 5 multipliziert und dadurch
die Schlaganzahl pro 60 Sekunden, also pro Minute berechnet.

Nach der Kontrollwertmessung begann nun der eigentliche Versuch. Meine Substanz
wurde kumulativ der Nahrlésung zugesetzt. Das genaue Pipettierschema wurde
bereits in Kapitel 3.1.2 naher erlautert. Zuerst begann man mit der geringsten
Konzentration, die 3 pl betrug. Alle 5 Minuten wurde nun die Schlagfrequenz
aufgenommen. Nach 45 Minuten wurde die nachsthéhere Konzentration zugespritzt
bis man die Konzentration von 100 umol/l im Organbad erreicht hat.

Wahrend der Substanzzugabe musste man genauestens darauf achten, dass man
weder den Vorhof, noch die Organhalterungen berihrte, da dies Fehlstréme

erzeugen wurde. Verfalschte Ergebnisse wéren die Folge.

Abbildung 12: rechter Vorhof eingespannt in Apparatur B
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3.7.1.2. Versuchsablauf am terminalen lleum

Das isolierte lleumstiick wurde mit Silberhdkchen versehen (Kapitel 3.5.1.4) an
denen das Organ in Apparatur B eingespannt und in das begaste Organbad, dessen
Temperatur 37 °C betrug, getaucht wurde. Hierbei musste man wiederum aufpassen,
den Darm beim Einspannen nicht allzu sehr zu dehnen, da sonst die glatte
Muskulatur in Mitleidenschaft gezogen worden und es zu keinem Versuchsergebnis
gekommen ware.

Die Gerate wurden nun, wie in Kapitel 3.7.1. ausfuhrlich erklart, aktiviert, jedoch die
Schreibgeschwindigkeit des Schreibers auf 1 Millimeter/Minute gestellt.  Die
Vorspannung betrug 4,92 mN. Wahrend der 20 minttigen Akklimatisierungsphase,
konnte sich der Schreiber verschieben, was auf eine Veranderung der Peristaltik
hinwies. Der Nullpunkt musste daher nachjustiert werden.

Nach der Gewothnungsphase wurde der Schreiber gesenkt, die Tyrode Uber einen
Ablaufschlauch abgelassen und das Organbad mit exakt 25 ml einer 60 mmolaren
Kaliumchloridlésung beflllt (Kapitel 3.4). Die Zugabe der Kaliumchloridlésung fuhrte
zu einer sofortigen Kontraktion der glatten Muskulatur, die mittels Flachbrettschreiber
aufgezeichnet wurde. In den meisten Féllen waren die ersten Kontraktionen am
starksten und pendelten sich ungefahr bei der Halfte der Anfangskontraktionsstarke
ein. Um den Wirkstoff laut Pipettierschema nach Kapitel 3.1.2 kumulativ dem
Organbad zusetzen zu durfen, waren zwei Faktoren besonders wichtig. Einerseits
musste die Kontraktion konstant sein. Diese Konstanz bzw. Plateauphase wurde
nach ca. 45 - 60 Minuten erreicht. Andererseits musste die Kurve tber 5 cm liegen,
da ansonsten die Reproduzierbarkeit nicht gegeben war.

Ein Hinweis auf ein nicht zu verwendendes Organ war das schnelle Absinken der

Kontraktion, das heif3t die Kurve ging gegen null.
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Abbildung 13: Terminals lleum eingespannt in Apparatur B

3.7.1.3. Versuchsablauf am Musculus papillaris

Auch dieses isolierte und nach Kapitel 3.5.1.3 praparierte Organ wurde mit Hilfe
eines Silberhakens auf die Organhalterung der Apparatur A angebracht und die
Spitze des Muskels zwischen einer Plexiglasplatte und einer Elektrode eingeklemmt.
Danach wurde die Muskelkammer in die begaste und temperierte Nahrlésung
eingebracht.

Wie auch bei den beiden Organen davor wurden nun die Gerate wie in Kapitel 3.7.1
bereits geschildert aktiviert, wobei man den Speed auf 20 mm/sec einstellte. Der
Papillarmuskel wurde auf 3,92 mN bei 2 bzw. 5 mV vorgespannt und der Schreiber
auf den Nullpunkt gesetzt. Wéahrend der Versuchsdurchfiihrung wurden eventuelle
Nullverschiebungen durch Nachjustierung des Schreibers korrigiert, um eine
Abnahme der Kontraktionskraft durch verringerte Ausgangsspannung zu verhindern
(Reiter 1967).

Die Akklimatisierungsphase des Organs belief sich auf 10 bis 20 Minuten, bevor der
Papillarmuskel elektrisch mit einem Reizgerat (Accupulser A310-Akkumulator
Stimulus, WPI, Hamden, USA) stimuliert werden konnte. Kam es schon vor der
Reizung zu einer Kontraktion des Papillarmuskels war dies ein Hinweis auf noch
vorhandene Purkinjefasern. Die Purkinjefasern sind spontan aktiv und wirden zu
einer Verfalschung der Versuchsergebnisse fuhren. Erst nach Entfernen von diesen

Fasern konnte der Versuch weiter durchgefuhrt werden. Die quergestreifte
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Muskulatur wurde nun mit Rechteckimpulsen Uber eine Platinelektrode mit einer
Frequenz von 1 Hz und einer Dauer von 3 ms kontrahiert. Man musste darauf Acht
geben, dass die Stromstarke am Beginn der Reizung nur 10% Uber der minimalen
Reizschwelle lag. Somit wurde eine rasche Entleerung der Katecholaminspeicher
verhindert und es kam zu keiner Abweichung der Versuchsergebnisse (Furchgott R.
F. et al. 1959).

Konnte wahrend der Kontrollperiode eine konstante Amplitude von minimal 2 cm
festgestellt werden, wurde die Testsubstanz der Muskelkammer kumulativ zugesetzt.
Nach jeder Konzentrationszugabe wurden in einer 45-minttigen Gewdhnungs — bzw.
Kontrollphase alle 5 Minuten 7-8 Amplituden auf dem Millimeterpapier aufgezeichnet

und vermessen.

Abbildung 14: Originalabbildung des Papillarmuskels in der Apparatur A

3.7.1.4. Versuchsablauf an der Aorta descendens

Nachdem die Aorta in ringformige Stiicke préapariert wurde (Kapitel 3.5.1.5), musste
man diese in die Apparatur A eispannen und in das mit Tyrode befillte und begaste
Organbad eintauchen. Fur die Aufrechterhaltung der physiologischen Bedingungen
musste eine Temperatur von 37 °C vorherrschen.

Nach dem Aktivieren des Schreibers und des Amplifiers wurde der Nullpunkt fixiert
und die Vorspannung auf 10 mN eingestellt. Nun musste sich das Organ mindestens
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20 Minuten an die physiologischen Bedingungen der modifizierten Krebs-Henseleit-
LAsung gewohnen. Mdgliche Nullpunktverschiebungen mussten mittels Zero-Drehrad
korrigiert werden.

Sobald sich das Organ akklimatisiert hatte, erfolgte am Schreibgerat eine Umstellung
der elektrischen Spannung von 10 mV nach 5mV, der Schreiber wurde auf das
Millimeterpapier gesetzt und die Aufzeichnung mit einem Speed von 1 mm/Minute
gestartet. Die Tyrodeldsung wurde nun ausgelassen und sofort mit 8 ml bzw. 25 ml
einer 90 mmolaren Kaliumchloridlésung befilllt. Sogleich konnte anhand eines
Ausschlages am Flachbrettschreiber eine Kontraktion festgestellt werden. Wie auch
beim terminalen lleum musste sich ein annahernd konstantes Plateau einstellen und
die Kurve eine Marke von Uber 5 cm erreichen. Nun konnte die Kontrollphase
beginnen. Dabei wurde alle 45 Minuten die Wirksubstanz laut Pipettierschema
(Kapitel 3.1.2) der Kaliumchloridldsung zugesetzt bis eine Konzentration von 100

pmol/l erreicht wurde.

3.7.1.5. Versuchsablauf an der Arteria pulmonalis

Der Ablauf der Versuche an der Arteria Pulmonalis verlief analog zu den
Versuchsdurchfihrungen an der Aorta descendens (Kapitel 3.7.1.4) ab. Jedoch gab
es einen Unterschied beziglich der Vorspannung, die durchgéngig 5 mV betrug und
einer Kraft von 9,81 mN entsprach. Sowohl bei der Aorta als auch bei der
Lungenarterie wurde die vasodilatierende Wirkung der Wirksubstanz auf die glatte

Muskulatur getestet.

3.7.2. Untersuchung des Wirkmechanismus von MAH10.HCI an der
Arteria Pulmonalis

3.7.2.1. Versuchsablauf mit Glibenclamid

Die Testsubstanz MAH10.HCI lbte auf alle Organe eine starke Wirkung aus. In
meinen Fall jedoch stand die Untersuchung des Wirkmechanismus an der
Lungenarterie im Vordergrund. Ein vasodilatierender Effekt auf die Arteria pulmonalis
tritt selten auf, daher ist der Wirkmechanismus von besonderem Interesse. Die

Wirkungsweise der Testsubstanz wurde in Gegenwart von Glibenclamid getestet.
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Dazu wurden die praparierten Ringe (Kapitel 3.5.1.2) in die Apparatur A eingespannt,
in das begaste und temperierte Organbad eingetaucht und die Geréate aktiviert. Nun
ging man wie in Kapitel 3.7.1.5 beschrieben vor. Nach Erhalt eines konstanten
Plateaus konnte man den Antagonisten Glibenclamid zufiigen. Die Versuchsreihe
wurde sowohl mit einer Konzentration von 30 pmol/l als auch mit 100 pmol/l
durchgefuihrt. Nach einer 45 minutigen Wartezeit wurde jene Menge der
Testsubstanz zugegeben die dem ECso-Wert entsprach. Nach weiteren 45 Minuten
war der Versuch zu Ende.

Der ECso-Wert ist jener Wert bei dem bereits 50% der Wirkung eingetreten ist. Je
niedriger dieser Wert ist, desto potenter ist der Wirkstoff (Aktories et al. 2009).

3.8. Verwendeter Antagonist zur Untersuchung des
Wirkmechanismus

3.8.1. Glibenclamid

M= 494,0g/mol

0
s I
0 = N N
| H H

Cl e
NW
H
OCH 4

Abbildung 15: Chemische Struktur von Glibenclamid

Glibenclamid gehort zur Gruppe der Sulfonylharnstoffe und wird oral als
Antidiabetikum bei Diabetes Typ 2 verabreicht. Glimepirid und Gliquidon werden
ebenfalls der Substanzklasse zugeordnet.

Sulfonylharnstoffe haben alle eine einheitliche Struktur. Diese besteht aus einem

aromatischen Ring, der in konstanten Abstédnden mit einer sauren Gruppe verkntpft
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ist. Bei physiologischen pH-Wert sind die Sulfonylharnstoffe > 90% dissoziiert und
erreichen somit eine hohe orale Bioverfiigbarkeit.

Sulfonylharnstoffe schlieBen ATP-abhangige Kalium-Kanéle durch Bindung der
SUR1-Untereinheit in den B-Zellen. Die daraus resultierende Depolarisation fuhrt zur
Offnung spannungsabhangiger Ca?*"Kanale und die Insulinsekretion in den B-Zellen
wird angeregt. Die Produktion von Insulin lauft unabhangig von der
Blutglucosekonzentration ab, wodurch die Sulfonylharnstoffe sowohl bei Diabetes
Typ 2 als auch bei Stoffwechselgesunden ein schwere Hypoglykdmie auslésen
koénnen.

Weitere mdgliche Nebenwirkungen wie Appetitlosigkeit, Gewichtszunahme, Diarrhoe
und Erbrechen kdnnen auftreten. In seltenen Fallen kann es zur Blutbildveranderung
kommen (Aktorien et al. 2009).

3.9. Auswertung und Statistik

3.9.1. Atrium cordis dextrum

Die Messungen am Vorhof dienten zur Bestimmung der Chronotropie. Als
Chronotropie bezeichnet man die Schlagfrequenz des Herzens (Hunnius 1986).

In 4 Versuchen (Kapitel 3.7.1.1) wurde der Einfluss der Testsubstanz auf die
Frequenz des Herzens gemessen. Wahrend der 45-minitigen Gewdhnungsphase
wurden alle 5 Minuten 12 Sekunden lang die Schlage am Millimeterpapier
aufgenommen. Zur Auswertung durften jedoch nur die letzten Messungen jeder
Konzentration herangezogen werden, da sich erst nach frihestens 30 Minuten ein
steady state eingestellt hat. Es wurden die Schlage gezahlt und mit dem Faktor 5
multipliziert, um die Anzahl der Schlage pro Minute zu erhalten. Die erhaltenen Werte
wurden mit dem Kontrollwert, der 100% entsprach, in Relation gesetzt.

3.9.2. Musculus papillaris

Um eine Aussage Uber die Auswirkung der Wirksubstanz auf die Inotropie, der
Kontraktionskraft des Muskelgewebes (Hunnius 1986), zu erhalten, wurden die

Versuche am Papillarmuskel durchgefinhrt.
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Wahrend der Versuche (Kapitel 3.7.1.3) wurden, analog zum Vorhof, wahrend der
Gewo6hnungsphase alle 5 Minuten Messungen durchgefiihrt und mit dem Schreiber
am Millimeterpapier festgehalten. Es wurden, wie schon beim Vorhof, fur die
Auswertung nur die Messungen im steady state herangezogen. Die Amplituden
wurden mit einem Lineal vermessen und der Durchschnitt der Amplitudenlange in
Zentimetern notiert. Um den tatsachlichen Wert der Kontraktion zu erhalten, musste
der Wert mit dem Eichfaktor des Kraftwandlers multipliziert werden. Wie auch schon
beim Vorhof stellte der Kontrollwert die 100% dar und somit konnte jegliche

Inotropieveranderung prozentuell ermittelt werden.

3.9.3. Aorta, Arteria pulmonalis, terminales lleum

Welche Wirkung die Wirksubstanz auf die glatte Muskulatur ausubt, wurde an der
Aorta, Lungenarterie und Krummdarm getestet. Wahrend beim Darm die
spasmolytische Wirkung im Vordergrund stand, wurde an den Gefal3en die
vasodilatierende Wirkung untersucht.

Das kontraktile Organgewebe wurde mit einer Kaliumchloridldsung zur maximalen
Kontraktion gereizt. Nach Erreichen der Plateauphase wurde die Wirksubstanz alle
45 Minuten kumulativ zugesetzt, wobei jede Wirkstoffzugabe mit einer Markierung
am Graphen festgehalten wurde. Der Abstand zwischen Plateauphase und Nullpunkt
wurde in Zentimetern vermessen und entsprach der 100%igen Kontraktionskraft und
stellte zugleich den Kontrollwert dar. Nun wurden die Langen zwischen den
Markierungen und dem Nullpunkt mittels Lineal ermittelt und die Messdaten in
Abhangigkeit des Kontrollwertes (entspricht 100%) prozentuell berechnet. Bei der
Berechnung musste der Eichfaktor bertcksichtigt werden. Dieser betrug bei 5 mV
0,98 mN und bei 10 mV 2x 0,98 mN.

3.9.4. Statistik

Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse meiner Versuchsreihe wurde das
Programm Sigmaplot 9.0 verwendet.

Es wurde fir jedes Organ das arithmetische Mittel sowie der Standardfehler der
Mittelwerte in % und in mN errechnet. Um eine erwartungsgetreuen Standardfehler

zu erhalten, mussten mindestens 4 Versuche pro Organ durchgefiihrt werden.
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Dieses Programm wurde auch fir die Berechnung der ECso-Werte herangezogen.
Dazu wurde auf der x-Achse die Konzentration der Testsubstanz in pmol/l und auf
der y-Achse die Anderung der Kontraktion bzw. Schlagfrequenz in % eingetragen.
Nach Erhalt der Kurve konnte nun graphisch ermittelt werden, bei welcher
Konzentration der Testsubstanz eine 50%ige Abnahme der Schlagfrequenz bzw.
Kontraktion eingetreten ist. Dies entsprach dem ECs,-Wert. Der ECso gibt also
Auskunft Gber die effektive Konzentration, bei der 50% der Wirkung eintritt (Estler
2000).
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4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der Testsubstanz MAH10.HCI

4.1.1. Atrium cordis dextrum

In insgesamt 4 Versuchen wurde der Einfluss der Testsubstanz MAH10.HCI auf die
Chronotropie getestet.

Nach Erreichen einer konstanten Schlagfrequenz wurde die Testsubstanz in den
Ublichen Konzentration 3, 10, 30, 100 pmol/l alle 45 Minuten der N&hrlésung
zugegeben. Aus allen 4 Versuchen wurden die Mittelwerte und die Standardfehler
berechnet (siehe Tabelle 6)

Die Testsubstanz zeigte einen groRen Effekt auf die quergestreifte Muskulatur des
Herzens. Schon bei der ersten zugegebenen Substanzmenge von 3 ul konnte eine
negative Beeinflussung der Schlagfrequenz registriert werden, die sich mit
steigender Konzentration potenziert hat. Bei einer Konzentration von 30 pmol/l
konnte eine Abnahme der Spontanaktivitat des Sinusknoten gegen null registriert

werden.
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Tabelle 6: Versuchsergebnisse der Substanz MAH10.HCI auf den rechten Vorhof

Anzahl der Irrtums-
MAH10.HCI f + SEM f £+ SEM Versuche wahrscheinlichkeit
(umol/l) (x/min) (%) (n) (P)
Kontrolle 205 + 9,57 0+0 4 -
3 191 +13,44 | -6,93+3,16 4 n.s.
10 156 £ 17,00 | - 24,24 +5,96 4 0,05
30 0 +0,00 0,00 £ 0,00 4 0,001

Legende zur Tabelle 6:

Diese Tabelle zeigt die arithmetischen Mittelwerte (f) der Schlagfrequenz in

Schlage/Minute bzw. in % unter Einbeziehung des Standardfehlers (SEM). Die

Anzahl der Versuche n belief sich auf 4.
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Diagramm 1: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von MAH10.HCI| am rechten Vorhof
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Legende zu Diagramm 1:

Die obige Abbildung stellt die Wirkung der Testsubstanz auf die Schlagfrequenz dar.
Auf der Abszisse wurde die Konzentration in umol/l und auf der Ordinate die
Abnahme der Schlagfrequenz in % aufgetragen. Die Punkte kennzeichnen den
Mittelwert der Schlagfrequenz, die Balken, die durch den Mittelpunkt verlaufen,
stellen den Standardfehler dar. Der ECsp wird, wie bereits erwahnt, graphisch

ermittelt und kann anhand der strichlierten Linie abgelesen werden.
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Abbildung 16:0Originalaufzeichnung der Schlagfrequenz des rechten Vorhofes von
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Legende zu Abbildung 16:
Die Abbildung 16 zeigt uns die Schlagfrequenz des rechten Vorhofes. Diese nimmt
durch kumulative Zugabe der Wirksubstanz MAH 10 HCI kontinuierlich ab. Daher

kann man auf eine negativ chronotrope Wirkung der Testsubstanz schliel3en.
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4.1.2. Musculus Papillaris

Die Versuche am Papillarmuskel dienten zur Bestimmung der inotropen Wirkung von
MAH10.HCI.

Die Testsubstanz wurde nach Erreichen einer konstanten Schlagfrequenz laut
Pipettierschema kumulativ der N&ahrlosung zugesetzt. Bereits nach der ersten
Konzentrationszugabe war eine deutliche Abnahme der Schlagfrequenz sichtbar, die
sich mit jeder weiteren Wirkstoffzugabe erhohte. In zwei Versuchen konnte man ein
Absterben des Muskels bereits bei einer Konzentration von 30 umol/l beobachten,
bei den beiden anderen Versuchen erst bei 100 pumol/l.

Der Mittelwert wurde aus allen Versuchen errechnet, wobei der Standardfehler
berucksichtigt werden musste. Der Kontrollwert, der dem 0%-Wert entsprach, belief
sich auf 1,60 + 0,32 mN.

Tabelle 7: Versuchsergebnisse der Substanz MAH10.HCI auf den Papillarmuskel

Anzahl der Irrtums-
MAH10.HCI f + SEM f + SEM Versuche | wahrscheinlichkeit
(umol/l) (mN) (%) (n) (P)
Kontrolle 1,60 £ 0,32 0+0 4 -
3 0,81 +0,16 | -48,53 £ 6,25 4 0,01
10 0,25+0,07 | -85,08+1,75 4 0,001
30 0,11 +0,07 | - 94,96 + 3,16 4 0,001
100 0 + 0,00 0,00 + 0,00 4 0,001

Legende zur Tabelle 7:
Die Tabelle zeigt die Mittelwerte in mN und % unter Berucksichtigung des
Standardfehlers (SEM), sowie die Anzahl der Versuch (n).
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Diagramm 2: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von MAH10.HCI am Papillarmuskel
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Legende zu Diagramm 2:

Wie auch schon bei der Konzentrations-Wirkungskurve des rechten Vorhofes, stellt
die x-Koordinate die Konzentration der Wirksubstanz in pmol/l und die y-Achse die
prozentuelle Abnahme der Kontraktionskraft dar. Anhand von diesem Diagramm ist
die inotrope Abnahme des Muskels sehr gut ersichtlich. Mit Hilfe der strichlierten

Linien kann man der ECsp-Wert ablesen, der sich auf 3,1 umol/l belauft.
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Abbildung 17: Originalaufzeichnung der inotropen Wirkung von MAH10.HCI auf

den Papillarmuskel
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Legende zur Abbildung 17:
Die Originalaufzeichnung zeigt bei
Erniedrigung der Amplitude.
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4.1.3. Aorta descendens

Mit Hilfe der Versuche an der Aorta wurde die vasodilatierende Wirkung der
Substanz MAH10.HCI untersucht.

Die Versuche wurden wie in Kapitel 3.7.1.4 beschrieben durchgefiihrt. Das

Arithmetische Mittel der 4 Kontrollwerte belief sich auf 9,44 + 2,48 mN und wurde als

0%-Wert herangezogen. Bei den ersten Konzentrationszugaben konnte nur eine

minimale vasodilatierende Wirkung beobachtet werden, die jedoch bei 30 pmol/l

stark stieg und am Graph deutlich sichtbar war. Eine vollstdndige Vasodilatation

konnte in diesem Versuch nicht erreicht werden.

Tabelle 8: Versuchsergebnisse der Substanz MAH10.HCI an der isolierten Aorta

Anzahl der Irrtums-
MAH10.HCI f + SEM f £ SEM Versuche wahrscheinlichkeit

(umol/l) (mN) (%) (n) (P)
Kontrolle 9,44 + 2,48 0+0 4 -

3 8,99 +2,30 -4.35 + 0,97 4 n.s.

10 786+1,67 | -13,83+4,24 4 0,05

30 5,78+ 0,94 | -34,76 +5,51 4 0,01

100 3,25+0,78 | -63,50+9,54 4 0,01

Legende zur Tabelle 8:

In der obigen Tabelle sind die berechneten Mittelwerte (f) und Standardfehler (SEM)

in mN und prozentuell, sowie die Anzahl der Versuche (n) angegeben.

41




Reichinger Katharina

Diagramm 3: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von MAH10.HCI an der Aorta

AORTA
n =4, MAH 10.HCI
EC.,= 58 umol/l

Abnahme der Kontraktionskraft (%)
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Legende zu Diagramm 3:

Anhand dieser Graphik kann man deutlich erkennen, dass die vasodilatierende
Wirkung sich erst mit steigender Konzentration einstellt. Die prozentuelle Abnahme
der Kontraktionskraft ist auf der Ordinate, die Konzentration in pmol/l auf der
Abszisse eingetragen. Die Mittelwerte werden als Punkte und die Standardfehler als
Balken dargestellt. Der ECso-Wert ist anhand der strichlierten Linie graphisch
abzulesen und betragt 58 pmol/l.
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Abbildung 18: Originalaufzeichnung der Kontraktionskraft von MAH10.HCI an der

Aorta
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Legende zu Abbildung 18:
Die flach verlaufende Kurve in dieser Graphik zeigt einen schwachen

vasodilatierenden Effekt der Testsubstanz auf die Gefal3e. Die Pfeile kennzeichnen

den Zeitpunkt der Substanzzugabe. Dies geschah alle 45 Minuten.
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4.1.4. Arteria pulmonalis

Nicht nur an der Aorta sondern auch anhand der Arteria Pulmonalis wurde die
vasodilatierende Wirkung der Testsubstanz MAH10.HCI untersucht. Dazu wurden 4
Versuche durchgefihrt. Auf den Versuchsablauf wurde bereits in Kapitel 3.7.1.5
genauer eingegangen. Der Kontrollwert wurde aus allen 4 Versuchen errechnet und
betrug 11,06 + 1,61 mN und entsprach dem 0%-Wert.

Die Abnahme der Kontraktion verlief im Vergleich zur Aorta starker ab. Schon bei der
ersten Konzentration von 3 pmol/l konnte eine sichtbare Beeinflussung der glatten
Muskulatur festgestellt werden, die mit zunehmender Konzentration deutlich stieg.
Somit lag der ECso-Wert mit 18 pmol/l weit unter dem der Aorta. Die Testsubstanz

fuhrte zu keiner vollstdndigen Vasodilatation der glatten Muskulatur.

Tabelle 9: Versuchsergebnisse der Substanz MAH10.HCI an der isolierten

Lungenarterie
MAH10.HCI f + SEM f + SEM Anzahl der Irrtums-
(umol/l) (mN) (%) Versuche | wahrscheinlichkeit
(n) (P)
Kontrolle 11,06 +1,61 0+0 4 -
3 10,09 +1,55 | -8,86 £2,14 4 n.s.
10 7,79+1,71 -31,33+6,91 4 0,01
30 3,97 +1,47 -65,78 £8,91 4 0,01
100 1,57+ 0,76 | -86,56 + 4,82 4 0,001

Legende zu Tabelle 9:
In dieser Tabelle lassen sich das arithmetische Mittel (f) und der Standardfehler
(SEM) in mN und prozentuell ablesen. Zusatzlich bekommt man Auskunft Uber die

Anzahl der Versuche (n) und der Irrtumswahrscheinlichkeit (P).
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Diagramm 4:Konzentrations-Wirkungs-Kurve von MAH10.HCI an der Lungenarterie

ARTERIA PULMONALIS
n =4, MAH10.HCI
EC,, = 18 umol/l

Abnahme der Kontraktionskraft (%6)
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Legende zu Diagramm 4:

Mit Hilfe dieser Kurve werden die Ergebnisse der Versuche am isolierten
Lungenarterienpraparat graphisch dargestellt. Auf der x-Achse werden die
unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanz aufgetragen. Die prozentuelle
Abnahme der Kontraktion wird auf der y-Achse angegeben. Die Punkte stellen die
Mittelwerte da und deren Balken symbolisieren die Standardfehler.
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Abbildung 19: Originalaufzeichnung der Kontraktionskraft von MAH10.HCI an der

Lungenarterie
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Legende zu Abbildung 19:

Die Abbildung 19 zeigt die Originalregistrierung der Kontraktionskraft der Arteria
pulmonalis in Anwesenheit von MAH10.HCI. Nach Erreichen der Plateauphase
wurde die Testsubstanz alle 45 Minuten die Testsubstanz kumulativ zugegen. Dies

wird anhand der Pfeile markiert.
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4.1.5. Terminales lleum

Die spasmolytische Wirkung der Testsubstanz MAH10.HCI wurde anhand isolierter

Krummdarmpréaparate getestet. Insgesamt wurden die Versuche 4 Mal durchgefihrt.

Der daraus berechnete Mittelwert ergab 6,44 + 0,35 mN und wurde als 0%-Wert

herangezogen.

Die Testsubstanz hatte einen grof3en Effekt auf die Abnahme der Kontraktionskraft.

Bei einer Konzentration von 3 pmol/l konnte bereits ein spasmolytischer Effekt

gemessen werden. Dieser nahm mit stetiger Konzentration zu bis es bei einer

Konzentration von 100 pmol/l zur vollstandigen Spasmolyse der glatten Muskulatur

kam.

Der ECso-Wert konnte graphisch abgelesen werden und lag bei 17,2 pumol/I.

Tabelle 10: Versuchsergebnisse der Substanz MAH10.HCI auf den isolierten Darm

Anzahl der Irrtums-
MAH10.HCI f + SEM f £+ SEM Versuche wahrscheinlichkeit
(umol/l) (mN) (%) (n) (P)
Kontrolle 6,44 + 0,35 0+0 4 -
3 5,81 +0,32 949+ 1,75 4 0,05
10 466 +0,40 -27,84 + 450 4 0,01
30 1,79+ 0,58 -73,20+ 7,61 4 0,001
100 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 4 0,001

Legende zu Tabelle 10:
Die Tabelle enthalt den Mittelwert (f) und den Standardfehler (SEM) in mN und %,

die aus einer Anzahl n von Versuchen berechnet wurden.
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Diagramm 5:Konzentrations-Wirkungs-Kurve von MAH10.HCI am Darm
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Legende zu Diagramm 5:

Graphische Darstellung der Werte von Tabelle 10. Die Konzentration wurde in pumol/l
auf die Ordinate und die prozentuelle Abnahme der Kontraktion auf die Abszisse
aufgetragen. Die strichlierte Linie kennzeichnet den ECso-Wert, der auf der x-Achse
abzulesen ist.
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Abbildung 20: Originalaufzeichnung der Kontraktionskraft von MAH10.HCl am

Darm
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Legende zu Abbildung 20:

Anhand dieser Graphik wird die Abnahme der Kontraktion und somit die

spasmolytische Wirkung der Substanz sichtbar. Die Pfeile markieren das Einspritzen

der Substanz, der Abstand zwischen den Pfeilen kennzeichnet das Zeitintervall, das

45 Minuten betrug.
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4.2. Analyse des Wirkmechanismus von MAH10.HCI an der
Lungenarterie

In weiterer Folge wurden Versuche mit dem Antagonisten Glibenclamid durchgefuhrt
um Uber den Wirkmechanismus der getesteten Substanz MAH10.HCI eine Aussage
treffen zu konnen. Als Organ wurde die Lungenarterie verwendet, da die
Testsubstanz bei diesem isolierten Praparat mit einem ECso von 18 pmol/l eine
starke Wirkung hervorruft. Es kommt selten vor, dass ein vasodilatierender Effekt auf
die Arteria pulmonalis ausgetbt wird. Es war daher von grof3em Interesse mehr tUber

den Wirkmechanismus zu erfahren.

4.2.1. Versuchsablauf an der Arteria Pulmonalis mit MAH10.HCI in
Kombination mit Glibenclamid

MAH10.HCI hat womdglich einen Prodrugcharakter und setzt im Organismus
Schwefelwasserstoff frei, der ATP-abh&ngige Kaliumkanale aktiviert. Dies resultiert in
einen vasodilatierenden Effekt (Vohr 2010).

Anhand von Versuchen sollte nachgewiesen werden, ob die Wirkung der
Testsubstanz tatsachlich auf eine Offnung der Karp-Kanale basiert. Dazu wurden die
Kaliumkanale mit Glibenclamid blockiert.

Die Versuche wurden mit zwei verschiedenen Konzentrationen, 30 und 100 pumol/I,
durchgefiihrt. Die Einwaage der Substanz richtete sich nach der GroéRe des

Organbades und wurde in 100 pl Wasser gelost.

Tabelle 11: Einwaageschema von Glibenclamid

Einwaage Einwaage
Substanz Molare Masse Volumen Substanz Substanz
Organbad (30umol) (200 pmol)

8 ml 0,12 0,40

Glibenclamid 494,0 g/mol 25 ml 0,37 1,24

Nach Erreichen der Plateauphase wurden 30 umol/l bzw. 100 pmol/l Gibenclamid

dem Organbad zugesetzt. Nun musste man 45 Minuten warten ehe man 20 pmol/l
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Testsubstanz MAH 10 HCI mit der Kolbenhubpipette zugab. Die Anderung der
Kontraktilitat wurde mittels Schreiber am Millimeterpapier aufgezeichnet.

4.2.2. Ergebnisse der Versuche von MAH10.HCI in Kombination mit
Glibenclamid an der isolierten Arteria pulmonalis

Die Versuche wurden wie in Kapitel 3.7.2.1 bereits beschrieben durchgefuhrt. Aus
jeweils 3 Durchfuhrungen wurde bei 30pmol/l ein Kontrollwert von 11,27 + 2,36 und
bei einer Konzentration von 100 pmol/leine Kontrolle von 8,38 + 2,96 errechnet.
Diese wurden als 0%-Wert herangezogen.

Nach Zugabe von 30 pmol/l Glibenclamid konnte eine Abnahme der Kontraktilitat
von 6% registriert werden, die nach Zugabe von 20ul Testsubstanz auf 48% sank.
Bei einer Konzentration von 100 pmo/l verminderte sich die Kontraktilitat um 15%,
wobei die nachfolgende Verabreichung von 20 pl MAH10.HCI zu einer weiteren
Kontraktionsabnahme der glatten Muskulatur um 45% flhrte.

Anhand dieser Versuche konnte eindeutig festgestellt werden, dass die
vasodilatierende Wirkung der Testsubstanz nicht auf die Offnung von ATP-sensitiven
Kaliumkanalen zurtickzufiihren ist, da es trotz Kaliumkanalblocker zu einer weiteren

Abnahme der Kontraktilitat kam.
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Tabelle 12 und Tabelle 13: Versuchsergebnisse der Substanz MAH10.HCI auf die
isolierte Lungenarterie in Kombination mit 30 pmol/l und
100 pmol/l Glibenclamid

Konzentration f + SEM Anzahl der [rrtums-
(umol/l) (mN) Versuche | wahrscheinlichkeit
(n) (P)
Kontrolle 11,27 + 2,36 3 -
30 umol/l Glibenclamid 10,75+ 2,44 3 -
+ 20 pmol/l MAH10.HCI 585+ 1,85 3 0,05
Konzentration f + SEM Anzahl der Irrtums-
(umol/l) (mN) Versuche | wahrscheinlichkeit
(n) (P)
Kontrolle 8,38 + 2,96 3 -
100 pmol/l Glibenclamid 7,22+2,78 3 -
+ 20 pmol/l MAH10.HCI 3,32+1,24 3 0,05

Legende zu Tabelle 12 und 13:

Die Konzentration der Testsubstanz MAH10.HCI und von Glibenclamid ist in pumol/l

angegeben. Aus der Anzahl der Versuche (n) wurden die arithmetischen Mittelwerte

(f) und deren Standardfehler (SEM) berechnet.

52




Reichinger Katharina

Diagramm 6: Graphische Darstellung der Auswirkung der Testsubstanz
MAH10.HCI auf die Lungenarterie in Kombination mit 30 umol/l bzw.

100 pmol/l Glibenclamid

ARTERIA PULMONALIS, Glibenclamid i ;
' ARTERIA PULMONALIS, Glibenclamid
MAH10.HCI, 20 ymol/l MAH10 HCI, 20,0 pmol/l
n=3 -
n=3
149 14
12 4 12 |
10 10 |
= 81
g z °
6 E
4 4l
2]
2 |
0
Kontrolle Glibenclamid MAH10.HCI 0 I _
30 uM 20 uM Kontrolle Glibenclamid MAH10.HCI
100 pM 20 M

Legende zu Diagramm 6:

In diesem Diagramm wird die Auswirkung von MAH10.HCI auf die Kontraktilitat der
glatten Muskulatur in Kombination mit Glibenclamid graphisch dargestellt.

Auf der Ordinate werden Kontrollwert und Konzentrationen von Glibenclamid und
MAH10.HCI aufgetragen, die Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN auf der
Abszisse. Die senkrechten Balken entsprechen demzufolge der Kontraktionsstérke in

mN. Der Standardfehler wird als dinner Strich dargestellt.
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Abbildung 21: Originalaufzeichnungen des Versuches mit Glibenclamid in der

Konzentration 30 bzw. 100 pmol/l.

20 pmol/l MAH10.HCI

45 min

« . 30 umol/l Glibenclamid
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1cm=0,98 mN
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Legende zu Abbildung 21.:
Der Zeitpunkt der Substanzzugabe wird mit Hilfe eines Pfeiles markiert. Dies

geschah alle 45 Minuten.
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5. Diskussion

Die Zielsetzung meiner Diplomarbeit befasste sich mit der Untersuchung der
Wirkstarke der Testsubstanz MAH10.HCI auf die verschiedenen Typen der
Muskulatur. Anhand der glatten Muskulatur wurde sowohl die spasmolytische als
auch die vasodilatierende Wirkung untersucht. Die inotrope bzw. chronotrope
Wirkung von MAH10.HCI wurde an der Herzmuskulatur, die aus quergestreiftem

Gewebe besteht, getestet.

5.1. Wirkung der Testsubstanz MAH10.HCI auf die
glattmuskularen Organe

Das terminale lleum, die Arteria pulmonalis und die Aorta descendens weisen alle
eine glatte Muskulatur auf. Der Spasmolytische Effekt wurde am Darm getestet, der

vasodilatierende Effekt an der Aorta und an der Lungenarterie.

Tabelle 14: Wirkung von MAH10.HCI auf die glatte Muskulatur

MAH10.HCI
Organpréaparate Kontraktionskraft f + SEM (%) ECso (umol/l)
bei 100 pmol/l
lleum terminale 0,00 + 0,00 17,2
Arteria pulmomalis -86,56 + 4,82 18,0
Aorta descendens - 63,50 + 9,54 57,0

Am isolierten lleumpréaparat kam es zur vollstdndigen Spasmolyse. Somit wurde der
gro3te vasodilatierende Effekt am Darm erzielt. An der Arteria pulmonalis Ubte die
Testsubstanz mit einem ECso-Wert von 18,0 pmol/l ebenfalls eine starke
gefalRerweiternde Wirkung aus. Aufgrund der in Kapitel 3.7.2 bereits besprochenen
Grinden wurde die Lungenarterie zur Untersuchung des Wirkmechanismus

herangezogen. Auf die Durchflihrung dieser Versuche wurde in Kapitel 3.7 genauer
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eingegangen. Bei allen drei Organen wurde ein ECso-Wert erreicht, wobei die

Testsubstanz am Darm und an der Lungenarterie am wirksamsten war.

5.1.1. Wirkung von MAH10.HCI auf das terminale lleum

Aus den 4 Versuchen wurde bei der maximalen Kontraktion ein Kontrollwert von 6,44
+ 0,35 mN ermittelt. In Abh&ngigkeit von diesem Wert, wurde die Abnahme der
Kontraktilitat berechnet, die bei 100 pmol/l 100% betrug. Dies entspricht einer
vollstandigen Dilatation der glatten Muskulatur. Der ECso-Wert konnte graphisch
bestimmt werden und belief sich auf 17,2 umol/l. Demnach hat die Testsubstanz eine

potente Wirkung auf die Kontraktilitdt des Darmes.

5.1.2. Wirkung von MAH10.HCI auf die Arteria pulmonalis

Schon bei einer Konzentrationszugabe von 3 pmol/l kam es zu einer Abnahme der
Kontraktilitat von -8,86 + 2,14 % bezogen auf den Kontrollwert. Bei weiterer Zugabe
nahm die Kontraktion immer weiter ab, bis bei einer Konzentration von 100 pmol/l
eine Spannung von nur mehr 1,57 £ 0,76 mN registriert werden konnte. Dies
entsprach eine Abnahme um 86,56 + 4,82%.

Anhand der Konzentrations-Wirkungskurve konnte der ECso-Wert ermittelt werden,
der 18 pmol/l betrug. Dieser Wert besagt, dass schon bei 18 pmol/l eine
halbmaximale Wirkung eingetreten ist und gibt Hinweise darauf, dass MAH10.HCI

eine starke Wirkung auf die Lungenarterie ausibt.

5.1.3. Wirkung von MAH10.HCI auf die Aorta descendens

An der Aorta wurde analog zur Lungenarterie die vasodilatierende Wirkung in 4
Versuchen untersucht.

Die Kontraktilitat nahm nach der Zugabe von 3 umol/l Testsubstanz um nur 4,35 +
0,97 % ab. Erst bei der 10-fachen Konzentration konnte eine deutliche Abnahme der
Kontraktilitét registriert werden. Wie auch bei der Lungenarterie konnte keine voéllige
Vasodilatation erreicht werden, jedoch lag die Kontraktionsabnahme mit - 63,50 +

9,54 bezogen auf den Kontrollwert (0%) deutlich Gber dem Wert der Arterie
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pulmonalis (siehe Kapitel 4.1.4). Die schwachere vasodilatierende Wirkung der Aorta
spiegelt sich auch im ECso-Wert wieder, der sich auf 58 pmol/l belief und deutlich

hoher liegt als jener ECso-Wert, den man fur die Lungenarterie ermittelt hat.

5.2.  Wirkung der Testsubstanz MAH10.HCI auf die
Herzmuskulatur

Zu den quergestreiften Herzmuskulaturorganen zahlen der Papillarmuskel und der
rechte Vorhof.

Anhand der Papillarmuskelpréaparate wurde eine starke Abnahme der Inotropie
getestet. Eine negative Auswirkung der Testsubstanz MAH10.HCI auf die
Chronotropie konnte am Vorhof gezeigt werden.

Damit die Versuche am Papillarmuskel reproduzierbare Ergebnisse lieferten, wurden
die Praparate mit einem Rechteckimpuls vorkontrahiert, wohingegen der Vorhof auf
Grund des Sinusknotens Uber ein eigenes Erregungsbildungszentrum verfligt und
daher spontan aktiv ist (Schmidt et al. 2010).

Tabelle 15: Wirkung von MAH10.HCI auf die quergestreifte Muskulatur

MAH10.HCI
Organpréaparate Kontraktionskraft f + SEM (%) ECso (umol/l)
bei 100 pmol/l
Musculus papillaris 0,00 + 0,00 3,1
Atrium dexter 0,00 + 0,00 14,5

5.2.1. Wirkung von MAH10.HCI auf den Kontraktionstonus des
Musculus papillaris
Die Testsubstanz MAH10.HCI hatte eine signifikante Wirkung auf die Inotropie des
Papillarmuskels. Schon bei einer Konzentration von nur 3 pmol/l nahm der
Kontraktionstonus im Vergleich zum Kontrollwert um die Halfte ab. Bei 100 umol/l der
Testsubstanz ging die Amplitude gegen 0 mN und signalisierte somit eine
vollstdandige Abnahme der Kontraktilitat. Mit einem ECso-Wert von nur 3,1 pmol/l
erzielte die Testsubstanz am Papillarmuskel im Vergleich zu den anderen Organen

die groite Wirkung.
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5.2.2. Wirkung von MAH10.HCI auf die Schlagfrequenz des Atrium
cordis dextrum

Aus den 4 Versuchen wurde der 0%-Wert ermittelt, in dessen Abhangigkeit die
Abnahme der Schlagfrequenz berechnet wurde. Dieser Kontrollwert betrug 205 +
9,57 Schlage pro Minute.

Zu Beginn der Testsubstanzzugabe kam es nur zu einer maRigen Beeinflussung der
Chronotropie. Die Abnahme belief sich auf knapp 25 %. Dies anderte sich jedoch bei
einer Konzentration von 30 pumol/l, die zu einem vorzeitigen Ende der Schlagkraft

und somit zum Absterben der Vorhofpréaparate fuhrte.

Betrachtet man nun die ganze Versuchsreihe, erkennt man sehr gut, dass die
Testsubstanz MAH10.HCI auf die quergestreifte Muskulatur die starkste Wirkung
ausgeilbt hat. Bei beiden Organen, sowohl beim Vorhof als auch beim
Papillarmuskel kam es zur maximalen Abnahme der Schlagfrequenz bzw. der
Kontraktionskraft.

An den glattmuskularen Organen wurde ebenfalls eine signifikante Wirkung der
Testsubstanz registriert, besonders am Darm kam es zur vollstandigen Spasmolyse.
Der vasodilatierende Effekt an der Lungenarterie war mit knapp 90% hdher als an
der Aorta, bei der sich der erweiternde Effekt auf die Gefal3e nur auf 63% belief.

Die Wirksubstanz MAH10.HCI weist somit keine selektive Wirkung auf die Organe

auf.

5.3.  Untersuchung des mdglichen Wirkmechanismus anhand der
isolierten Arteria pulmonalis

Aufgrund der starken vasodilatierenden Wirkung vom MAH10.HCI auf die isolierte
Arteria pulmonalis, wurde die Lungenarterie flr die Untersuchung des mdglichen
Wirkmechanismus herangezogen.

Die kardiovaskularen Effekte wurden von Zhao et al. (2001) sowohl in vivo als auch
in vitro untersucht. Anhand von Ratten wurde gezeigt, dass Schwefelwasserstoff
einen wichtigen endogenen vasodilatierenden Faktor darstellt, dessen Wirkung auf

die Offnung der Katp-Kanéle beruht. Diese Aktivierung fiihrt Giber eine Steigerung der
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Calciumkonzentration zu einer Aktivierung der Adenylatcyclase, die die Modulation
diverser Signalwege anregt (Vohr 2010).

Unsere Untersuchungen an der Lungenarterie sollten klaren, ob die Testsubstanz
Uber die Freisetzung von H,S Karp-Kanale aktiviert. Fir diesen Zweck wurden die K-
Kanale mit Glibenclamid (Kapitel 3.7.2.1) blockiert. Wirde der Wirkmechanismus auf
der Offnung von Kaliumkanalen beruhen, musste die Wirkung von MAH10.HCI auf
die Arteria pulmonalis antagonisiert werden. Die Abnahme der Kontraktion des
isolierten Lungenarterienpraparates nahm jedoch bei einer Konzentration der
Testsubstanz von 30 pmol/l um 51 % ab und bei 100 pmol/l um 60%.

Die Ergebnisse und Diagramme aus Kapitel 4.1 zeigen deutlich, dass die
Testsubstanz MAH10.HCI im Organismus kein oder nur eine geringe Menge an
Schwefelwasserstoff freisetzt.

Andere denkbare Wirkmechanismen konnten z.B. auf der Freisetzung von

Stickstoffmonoxid, der Blockade von H;-Rezeptoren oder von Ca-Kanalen beruhen.
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6. Zusammenfassung

Im Zuge meiner Diplomarbeit wurde die Testsubstanz MAH10.HCI| auf dessen
Wirkung an isolierten Meerschweinchenorganen tberpriift.

Die inotrope Wirkung wurde anhand der Papillarmuskelpraparate getestet, die
Veranderung der Chronotropie wurde am rechten Vorhof untersucht. Beide
Herzmuskelpraparate bestanden Uberwiegend aus quergestreiften Muskulaturfasern.
Um die spasmolytische bzw. vasodilatierende Wirkung der Testsubstanz zu
Uberprufen wurden glattmuskulare Organe verwendet. Dazu werden der Darm, die
Aorta und die Lungenarterie gezahlt.

Am Ende jeder Versuchsreihe, die sich pro Organ aus mindestens 4 Versuchen
zusammensetzte, wurde die prozentuelle Abnahme des Graphen und der ECsp-Wert

ermittelt.

MAH10.HCI hatte auf alle Organe eine starke Wirkung. Besonders an den
Herzmuskelpraparaten konnten effektive Resultate erzielt werden. Sowohl beim
Vorhof als auch beim Papillarmuskel kam es zu einer 100%igen Abnahme der
Schlagfrequenz bzw. Kontraktilitat. Diese potente Wirkung spiegelt sich auch im
ECso-Wert wieder, der sich beim rechten Vorhof auf 14,5 pmol/l belief und beim

Papillarmuskel auf 3,1 pmol/l.

Auch an der glatten Muskulatur konnten signifikante Ergebnisse registriert werden.
Am Darm fUhrte die Substanz bei einer Konzentration von 100 pmol/l zur
vollstandigen Spasmolyse und erzielte einen ECso-Wert von knapp unter 18 pumol/l.
An der Aorta kam es mit einer 86%igen Abnahme der Kontraktilitaét und einem ECso-
Wert von 18 pmol/l zu einem starken vasodilatierenden Effekt. An der Aorta Ubte die
Wirksubstanz im Vergleich zu den anderen Organen eine schwachere Wirkung aus.
Bei einer maximalen Konzentration von 100 umol/l betrug der vasodilatierende Effekt
63,5%.

Anhand dieser Ergebnisse konnte keine Aussage Uber eine selektive Wirkung der
Testsubstanz MAH10.HCI getroffen werden.
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Um den Wirkungsmechanismus zu untersuchen wurden an Préparaten der Arteria
pulmonalis in Kombination mit dem Kaliumkanalblocker Glibenclamid Versuche
durchgefuihrt. Wahrend dieser Untersuchungen stellte sich jedoch heraus, dass Karp-
Kanale nicht am Wirkmechanismus beteiligt sind. Demzufolge missen andere

Wirkmechanismen an der Wirkung beteiligt sein.
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