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1. Einleitung

H,S, also Schwefelwasserstoff, Molekulargewicht folglich 34,08 g/mol, kennt man schon seit
Jahrzehnten als giftiges Gas (Winder und Winder 1933) (Smith und Gosselin 1979). Es
entsteht sowohl bei der Reaktion von Sduren mit Schwermetallsulfiden als auch bei der
reduktiven Zersetzung von EiweilR und riecht bei einer Geruchsschwelle von 0,025 ml/m?

stark nach faulen Eiern (Forth et al. 2009).

Die Herstellung im Labormalstab erfolgt aus Eisen(ll)-sulfid und Salzsdaure, wobei Eisen(ll)-

chlorid und Schwefelwasserstoff entsteht.
Reaktionsgleichung: FeS + 2 HCl  FeCl; + H,S

Schwefelwasserstoff kann bei hohen Konzentrationen durch Sulfid- oder Disulfidbildung
Enzyme blockieren. Durch den Stoffwechsel wird H,S deprotoniert und das Hydrogensulfid-
Anion entsteht, welches das lll-wertige Eisen der Cytochromoxidase und dhnlich Cyanid die
Enzyme der oxidativen Phosphorylierung blockiert (Ester und Schmidt 2007). Die
vollstandige Aufklarung des Wirkmechanismus von H,S bedarf jedoch noch einiger

Forschung.

Die Warnwirkung des charakteristischen Geruchs funktioniert nur bei geringen
Konzentrationen, da man sich rasch daran gewohnt. Darliber hinaus flihren hohe
Konzentrationen zu einer Blockade der Geruchsrezeptoren. Bei einer akuten Vergiftung sind
vor allem Organe des zentralen Nervensystems und der Atemtrakt betroffen, es kommt zum
Verlust des Bewusstseins und zur zentralen Atemlahmung. Bei niedrigeren Konzentrationen

treten Hyperpnoe, Krampfe und Schwache auf (Forth et al. 2009).

Bei einer akuten Vergiftung bedient man sich hauptsachlich einer symptomatischen
Therapie, wichtig dabei ist eine gezielte Beatmung. Testweise kann man 4-
Diethylaminophenol (4-DMAP) eingesetzt werden, jedoch ohne danach Natriumthiosulfat zu

geben (Oberdisse et al. 2002).



H,S entsteht jedoch endogen auch im Kérper beim Cystein-Metabolismus und ist somit ein
biologisches Gas. Katalysiert wird diese Reaktion von der Cystathionin-beta-Synthase (CBS)
und/oder der Cystathionin-gamma-Lyase (CSE) (Stipanuk und Beck 1982) (Hosoki et al.
1997).

Bei in vivo Studien an Mausen, bei denen CSE genetisch ausgeknockt wurde, verringerte sich
die Konzentration von Schwefelwasserstoff in allen Geweben und Organen signifikant, die

Mause zeigten erhohten Blutdruck und verringerte GefaRdilatation (Yang et al. 2008).

Aufgrund dieser Tatsache ist eine Analogie zu anderen Transmittern wie Stickstoffmonoxid
(NO) und Kohlenstoffmonoxid (CO) zu erkennen (Wang et al. 1997). Daraus schloss man,
dass H,S neben seiner toxischen auch eine physiologische Wirkung in der kardiovaskuldren

Regulation haben kdnnte, und viele Studien zu diesem Thema wurden veréffentlicht.

Hosoki et al. (1997) zeigten, dass die Aorta von Ratten in vitro durch H,S relaxiert wird.
Daraufhin wurde versucht, den Wirkmechanismus aufzuklaren, der mit der glatten

Muskulatur des GefalRsystems, Karp Kandle, NO und CO in Zusammenhang gebracht wurde.

Wang et al. (2008) bestatigten durch Versuche an Rattenaorten einen Zusammenhang

zwischen NO und H,S.

Auch der intrazelluldre pH Wert, der bei der vaskuldren Regulation ebenfalls eine Rolle

spielt, wird durch H,S beeinflusst (Lee et al. 2007).

Eine weitere Studie belegt, dass die dilatierende Wirkung von Schwefelwasserstoff bei
Aorten von Ratten auf die Offnung von ATP-abhingigen Kaliumkanilen zuriickzufiihren ist

(Zhao et al. 2001).

Diese Katp Kandle sind Oktamere aus 4 Untereinheiten des KIR6.1 bzw. KIR 6.2 und 4
Untereinheiten des Sulfonylharnstoff-Rezeptors (SUR) (Manna et al. 2009) und werden bei

einer Erhéhung der Adenosintriphosphat-Konzentration geschlossen (Mutschler 2008).

Aufgrund der unterschiedlichen Studien zu diesem Thema kann man aber darauf schlieRen,
dass nicht nur die Karp Kandle alleine fir die H,S Wirkung in physiologischen Systemen

verantwortlich zeichnen.



Bei einer auf biochemischem Wege kiinstlich erzeugten pulmonalen arteriellen Hypertonie
(PAH) konnte man durch Einsatz von Natriumhydrogensulfid eine Linderung erreichen.
(Huang et al. 2008). Dies ist eine interessante Entwicklung in der Therapie dieser seltenen

Krankheit.

Diese Orphan Disease ist eine der verschiedenen Unterformen der pulmonalen Hypertonie,
welche sich durch einen pulmonal arteriellen Blutdruck von mehr als 25 mm Hg in Ruhe bzw.

mehr als 30 mm Hg bei Belastung erkennen ldsst (Mutschler 2008).

Die Ursachen dafiir sind noch nicht ausreichend bekannt. Es kommt zu einem sogenannten
Remodelling, also einer pathologischen Proliferation von Endothel und glatter Muskulatur,
was zu einem Ungleichgewicht zwischen vasodilatatorischen und vasokonstriktorischen
Faktoren zugunsten letzterer flhrt. Die fibrinolytische Aktivitdt ist eingeschrankt,
wohingegen die Trombogenitat verstarkt ist. Daher kommt es zu einer Verringerung des
Gefalllumens und zu einem erhdhten Druck im kleinen Kreislauf, was eine Nachlasterhéhung
in der rechten Herzkammer und im Endeffekt ein Rechtsherzversagen zur Folge hat

(Mutschler 2008).

Nach wie vor liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate dieser schweren Krankheit nur bei 30 — 50%,

geheilt werden kann sie nur durch eine Transplantation (Mutschler 2008).

Der pharmakologische Therapieansatz liegt beim Versuch, durch Vasodilatatoren das

verkleinerte Lumen der Lungengefalie wieder zu erweitern.
Bisher eingesetzt werden:

- Prostacyclinderivate: lloprost
- Endothelin-Antagonisten, z.B. Bosentan

- Phosphodiesterase-5-Hemmer, z.B. Sildenafil

Bei der Therapie mit PDE5-Hemmern hat man zur Behandlung des Acute Respiratory Distress
Syndrome (ARDS) Versuche mit einem Sildenafil-Derivat (ACS6), welches als H,S-Donator
fungiert, durchgefuhrt. Zusatzlich zur eigentlichen Sildenafil Wirkung konnte hier auch der

cAMP Spiegel gesenkt werden (Muzaffar et al. 2008).



SWS-Donatoren waren hinsichtlich ihrer gefaRrelaxierenden Wirkung natirlich auch bestens

zur Behandlung der essentiellen Hypertonie geeignet.

Der normale Blutdruck wird von der WHO mit 130/85 mm Hg definiert, als Hypertonie
bezeichnet man einen Blutdruck iiber 140/90 mm Hg. Der Ubergangsbereich dazwischen
wird mit ,normal hoch” bezeichnet. Ca. 95 % der Bluthochdruck-Patienten haben eine
essentielle Hypertonie. Essentiell bedeutet, dass die Ursache dafiir unklar ist. Bei den
restlichen Patienten liegt eine sekunddre Hypertonie vor, die z.B. durch renale oder
endokrine Erkrankungen ausgeldst wird. Hier muss man die primaren Ursachen behandeln

(Forth et al. 2009).

Fiir die Pharmakotherapie der essentiellen Hypertonie werden 5 verschiedene Arzneistoff-

Typen empfohlen:

Diuretika

- B-Blocker

- ACE-Hemmer

- AT;-Rezeptor Antagonisten

- Ca**-Kanalblocker
Zur nicht-pharmakologischen Behandlung zahlt:

Gewichtsreduktion

- Verringerung des Alkoholkonsums
- Kochsalzarme Erndhrung

- Fettarme Erndhrung

- nicht mehr Rauchen

- Stress bewdltigen

In der aktuellen Literatur werden Wirksamkeit und Nebenwirkungen einer niedrig dosierten
Kombinationstherapie aus Diuretikum und B-Blocker bzw. Diuretikum und ACE-Hemmer mit
denen einer Monotherapie als gleichwertig betrachtet. Wird mit einer normalen
therapeutischen Dosis einer einzelnen Substanz das Therapieziel nicht erreicht, sollte man
die Monotherapie moglichst bald durch eine Kombinationstherapie aus 2 oder 3
Arzneistoffen ersetzen. So kann die Erfolgsrate erhoht und die UAW durch kleinere Dosen

verringert werden (Forth et al. 2009).



2. Ziel der Arbeit

Ziel der Diplomarbeit war die Wirkungen zweier neu hergestellter Schwefelwasserstoff-
Donatoren, SWS 48 HCl und SWS 40 HCI an isolierten Organen von Meerschweinchen zu
testen. Dabei wurde einerseits die erwiinschte vasodilatatorische Wirkung an Aorta und
Arteria pulmonalis Gberprift, andererseits die spasmolytische Wirkung am Darm. Zusatzlich
wurde auch noch der Einfluss der Verbindungen auf die Chronotropie des Vorhofs und die

Inotropie der Papillarmuskeln getestet.

Zu Beginn des praktischen Teils wurden die Technik des Prdparierens und die Bedienung der

Messgerate erlernt, damit die Ergebnisse reproduzierbar und auswertbar werden.

Wenn eine Wirkung signifikant war, d.h. bei einem ECso von unter 30 umol/l, wurde

zusatzlich noch der Wirkmechanismus festgestellt.



3. Material und Methodik

3.1. Testsubstanzen

Die zwei Schwefelwasserstoff-Donatoren wurden von der Arbeitsgruppe von Ao. Univ. Prof.
Dr. Thomas Erker an der Fakultdt fir Lebenswissenschaften am Department fir

Pharmazeutische/Medizinische Chemie synthetisiert.

3.1.1. SWS 48 HCl

Abbildung 1: chemische Struktur von SWS 48 HCI
SYo
O
§\ W HCI
N MG: 232,77 g/mol

Nomenklatur: O-Cyclopentyl 1H-imidazol-1-carbothioat Hydrochlorid

3.1.2. SWS 40 HCI

Abbildung 2: chemische Struktur von SWS 40 HCI

sﬁ/o\/\/cw3

NW HCI
T
N MG: 220,76 g/mol

Nomenklatur: O-Buty 1H-imidazol-1-carbothioat Hydrochlorid



3.1.3. Losungsmittel

Um die Substanzen erfolgreich am Organ applizieren zu kénnen, mussten sie zuvor in H,0
gelost werden. Es standen Organbader mit 8 bzw. 25 ml Fassungsvermogen zu Verfligung,
daher waren unterschiedliche Einwaagen nétig, um nach kumulativer vollstandiger Zugabe

der Substanz eine Endkonzentration von 100 umol/l pro GefaR erreichen zu kénnen.

Tabelle 1: Einwaagen der jeweiligen GefaRRe

Ei
Substanz Molekulargewicht Volumen Organbad ln\(l\:ll%a()gsns“lglla/s,l';anz
8 ml 0,19 mg
SWS 48 232,77 g/mol
25 ml 0,58 mg
8 ml 0,18 mg
SWS 40 220,76 g/mol
25 ml 0,55 mg

Nachdem das Organ im Organbad in die Messapparatur eingespannt wurde, wartete man,
bis sich keine Anderung der Messwerte mehr erkennen lieB. Danach wurde die
Konzentration schrittweise alle 45 Minuten erhoht, indem man 1, 2, 7, 20 und 70 pl der
Stammldsung mit einer Finnmikropipette applizierte. Dieser zeitliche Abstand ist notig, um
einen ,steady state” zu erreichen, der nach 45min als gesichert angenommen wird.

Die Werte der gemessenen Wirkung auf die Organe bei den sich ergebenden

Konzentrationen von 1, 3, 10, 30 und 100 umol/l wurden fir die spatere Auswertung

herangezogen.



Tabelle 2: Pipettierschema

Applizierte Menge der Stammlosung Endkonzentration
SWS 48 SWS 40
1l 1l 1 umol/I
2 ul 2 ul 3 umol/I
7 ul 7 ul 10 umol/I
20 ul 20 ul 30 pumol/I
70 ul 70 ul 100 pumol/I




3.2. Physiologische Elektrolytlosung

Das fir die Versuche und zur Aufbewahrung der Organe verwende Medium ist eine
Nahrstofflosung, die nach dem Pharmakologen Maurice Vejuy Tyrode benannt ist und einer
modifizierten Krebs-Henseleit-Losung entspricht. Diese sogenannte Tyrode wird mit Oxymix
bzw. Carbogen, einem Gemisch aus 95% O, und 5% CO,, begast, damit die optimale
Versorgung der Organe gewahrleistet wird.

Die Herstellung erfolgte nach den Vorschriften von Reiter (1967)

Tabelle 3: Zusammensetzung der Tyrode

Substanz Mg‘:;;':::‘ir- Stocklésung ml/ St_lc_);rlg;idzung/ I mmol/I
NaCl 58,442g/mol 1000,25g/5I 33,60 115,01
KCl 74,550 g/mol 50,33 g/5I 35,00 4,73
NaHCO3 84,010 g/mol 125,00 g/5I 83,70 24,91
MgSO,4 120,370 g/mol 147,02 g/5l 1,18 0,29
KH,POq4 136,090 g/mol 62,00 g/250 ml 1,18 2,15
CaCL, 110,980 g/mol 34,00 g/250 ml 3,20 3,92
Glucose 180,160 g/mol Reinsubstanz 1,98 -

Am Beginn jedes Versuchstages wurde die Tyrode frisch bereitet. Dazu wurden die in Tabelle

4 aufgelisteten Stammldsungen an NaCl, KCI, KH,PO, MgSO,4und NaHCOs3in einem 2 Liter

fassenden Messkolben mit ca. 1,5 Liter Aqua dest. vermischt und darin die Glucose gelost.

AnschlieBend wurde die Losung mindestens 20 Minuten lang mit Carbogen begast, erst

danach wurde das CaCl, mit einer Pipette tropfenweise hinzugefiigt. Die

Tropfgeschwindigkeit muss so langsam gewahlt werden, dass sich keine schwerldslichen

Calcium-Salze bilden, was man dann an einer unerwiinschten Triibung der Lésung erkennen

kann. AbschlieRend wird der Messkolben noch bis zur Eichmarke mit Aqua dest. aufgefullt.




3.3. Versuchstiere

Fir die Versuche im Rahmen der Diplomarbeit wurden innere Organe von Meerschweinchen
herangezogen, da deren lonenkanale denen der Menschen am ahnlichsten sind. Weiters

passt die GroRe der Organe zu den verwendeten Apparaturen.

Bei den ausschlieRlich weiblichen Nagetieren handelte es sich dabei um sogenannte , TRIK"
(Auszucht) Stamme, die also nicht durch Inzucht vermehrt wurden. lhr Gewicht lang

zwischen 300 g und 600 g.

Vor dem Versuchsbeginn stand jeden Tag die Totung eines Nagetieres durch einen gezielten
Schlag auf das Genick. Diese Methode gilt als ,,schonendste”, da sie schnell geht, die Tiere

kaum Stress ausgesetzt sind und keine Schmerzen verspiiren.

Sogleich danach wurde mit einer OP-Schere Thorax und Abdomen gedffnet sowie Herz und
Lunge entnommen. Weiters wurde die Aorta sowie ein ca. 20 cm langes Stlick des lleums

entfernt. Jedes der Organe wurde sofort in ein Gefald mit begaster Elektrolytl6sung gegeben.
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3.4. Verwendete Organe

Um die Wirkungen der Substanzen an den Organen testen zu kénnen, wurden Herz,

Dinndarm und Aorta noch weiter prapariert

3.4.1. Die Praparation

3.4.1.1. Verwendete Materialien

Da beim Praparieren die Genauigkeit von grolRer Bedeutung ist, die Praparate jedoch teils
sehr klein waren, was das Arbeiten mit freiem Auge erschwert, wurde oft ein
Stereomikroskop verwendet. Die Organe wurden in einer mit Tyrode gefiillten Petrischale
prapariert und dazu mit Prapariernadeln an einer darin liegenden Korkscheibe befestigt, die
wiederum von einem Gummischlauch fixiert wurde. Verwendet wurden Pinzetten,

Federgriffscheren und Pipetten.

Abbildung 3: Stereomikroskop und verwendete Werkzeuge
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3.4.1.2. Atrium dexter

Bei der Praparation des rechten Vorhofes musste zuerst das umliegende Gewebe, Fett und
Lunge sorgfiltig vom Herzen entfernt werden. Daraufhin wurde das Organ mit 2
Prapariernadeln an einer Korkscheibe fixiert und der Vorhof vorsichtig entfernt. Dabei sollte
man ihn nicht (iberdehnen oder das Gewebe verletzten. Um den Vorhof ins Messgerat
einspannen zu konnen, musste er zuerst mit Nadeln an seinen beiden Enden an der
Korkunterlage befestigt werden, um danach an diesen 2 Enden je ein Silberhdakchen mit
einem Faden anbringen zu konnen. Die Hakchen wurden mithilfe je eines Knotens
eingefadelt und mit je einem zweiten gesichert. Zur besseren Unterscheidung von der
anatomischen ,Ober“- und , Unterseite” wurden verschiedenfarbige Bindfaden verwendet.
Zum Schluss wurde das fertige Prdparat in ein Becherglas mit begaster Elektrolytlésung

gegeben.

3.4.1.3. Arteria pulmonalis

Ein weiteres Organ an dem Versuche durchgefiihrt wurden ist der Truncus pulmonalis
(Lungenstamm). Diese Arterie entspringt aus der rechten Herzkammer und fiihrt
sauerstoffarmes Blut zur Lunge. Da der freilegbare Teil davon jeweils maximal 1 cm lang war,
konnte man daraus nur etwa 2 bis 3 Stlicke mit je 2-3 mm Lange gewinnen, die dann noch

von Fett- und Muskelgewebe sowie Blutgerinnsel befreit werden mussten.

3.4.1.4. Musculus papillaris

Vom restlichen Teil des Herzens wurden aus den beiden Herzkammern nun die
Papillarmuskeln heraus prapariert. Dazu wurde entlang des Septums (Scheidewand) ge6ffnet
und aufgeklappt. Wenn die Sicht durch das Stereomikroskop durch das meist noch
vorhandene Blut beeintrachtigt wurde, musste die Tyrode 6fters gewechselt werden. An die
Ansatze der Papillarmuskel wurden, sobald lokalisiert, wiederum Silberhdakchen mit einem
Faden angebracht. Erst dann wurden die Muskeln herausgeschnitten und ggf. die Purkinje-
Fasern entfernt. Diese wiirden sonst durch etwaige Spontanaktivitat die Versuche stéren.

Auch hier wurden die Praparate wieder in begaster Tyrode aufbewahrt.
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Abbildung 4: Darstellung des Herzens (Netter FH 2003)
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3.4.1.5. Aorta descendens

Um an die Aorta zu gelangen, musste man den Brustkorb aufdehnen und die Wirbelsaule
durchbiegen. Das BlutgefaR wurde am oberen Ende durchtrennt und dann mit vorsichtigen
Schnitten ein ca. 3 cm langes Stlick davon entlang des Riickgrats entfernt. Dabei hielt man
das obere Ende der Aorta mit einer Pinzette und zog sie leicht von der Wirbelsadule weg,

jedoch ohne sie zu liberdehnen.

Das Stlick wurde wie schon bei anderen Organen vorher beschrieben in einer mit Tyrode
gefiillten Petrischale an einer Korkunterlage befestigt und sorgfaltig von Fett, anhaftendem
Gewebe und Blutgerinnsel befreit. Anschliefend schnitt man so viele 2 mm lange
einheitliche Stiicke wie moglich ab. Beschadigte oder ungleichmaRige Teile wurden entfernt,

da sonst die Versuche nicht reproduzierbar gewesen waren.
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3.4.1.6. Terminales Ileum

Aus dem Tierkorper wurde auch der Diinndarm entfernt. Dazu musste man nach der
weiteren Offnung des Bauchraumes mit den Fingern den Ubergangsbereich zum Dickdarm
suchen und durch einen Schnitt an dieser Stelle ein ca. 20 cm langes Stlick des lleums
abtrennen. Am jejunalen Ende wurde ein Faden angebracht, um spater nicht die Enden zu
verwechseln. Der Darm sollte die ganze Zeit liber nicht gedehnt werden, da sonst die
Muskulatur verletzt werden hatte kdnnen, was sich wiederum nachteilig auf die Versuche
ausgewirkt hatte. Nachdem das abgetrennte Stlick sogleich in ein Gefall mit begaster Tyrode
Uberfiihrt wurde, wobei hier die Gassattigung besonders relevant war, konnte man die

Darmperistaltik sehen.

Fir den Versuch wurde von diesem Stiick ein ca. 1 cm langes Stiick abgetrennt und an
beiden Enden schrag abgeschnitten. An den entstandenen Spitzen wurde das Darmstilick mit
je einer Prapariernadel an der Korkunterlage befestigt, um sein Einrollen zu verhindern.
Auch hier wurden an den Spitzen wieder Hakchen mit Faden angebracht, jedoch durften die
Darmoffnungen nicht zugebunden werden, da sonst spater die Substanz nicht optimal
wirken konnte. Mit einer Pipette wurde mehrmals Tyrode durch das Darmstiick getrieben,

um etwaigen Chymus zu entfernen.
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3.5. Verwendete Apparaturen

Die Versuche wurden an zwei verschiedenen Apparaturen durchgefiihrt. Fiir die
Untersuchungen an den Papillarmuskeln wurde Apparatur 1 (Abbildung 6) verwendet, fiir
Aorta, Arteria pulmonalis, terminales lleum und Vorhof Apparatur 2 (Abbildung 8). Die
Organe waren jeweils Uber einen Silberdraht mit einem Kraftwandler verbunden, der die
Verdanderungen an den Organen in ein elektrisches Signal umwandelte. Zwischen

Kraftwandler und Schreiber, der die Messungen auf Millimeterpapier aufzeichnete, war noch

ein Verstarker zwischengeschaltet.

3.5.1. Apparatur1

Dieses Gerat wurde ausschlieRlich fur die Versuche an den Papillarmuskeln verwendet.

Es besteht hauptsachlich aus einer Wasserbadwanne aus Acrylglas, in die eine

Muskelkammer hineinragt. An einem Stativ mit Feintrieb waren die Organhalterung und der

Kraftwandler befestigt.

Abbildung 6: Apparatur 1
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Die Muskelkammer bot Platz fiir die bendtigten 25ml Tyrode, an ihrer Unterseite war ein
kleiner Schlauch fiir die Begasung angebracht. Da fiir die Versuche moglichst physiologische
Bedingungen Voraussetzung waren, wurde das Wasserbad auf konstante 35°C erwarmt. Bis
zum Versuchsbeginn wurde jeweils mindestens 10 Minuten gewartet, damit sich die
Nahrstofflosung in der Muskelkammer an die Temperatur des Wasserbads angleichen
konnte. Das wie in Kapitel 3.4.1.4. beschriebene Praparat wurde mit einem Silberhdkchen an
einen Silberdraht gehangt, der wiederum mit dem Kraftwandler verbunden war. Der
Papillarmuskel wurde anschlieRend zwischen der Elektrode und einem kleinen Stiick
Plexiglas eingeklemmt, das mit einer Schraube festgezogen werden konnte. Nun wurde die
Organhalterung mit dem Feintrieb komplett in die Muskelkammer abgesenkt. Aufgrund der
Unfahigkeit des Papillarmuskels, spontan zu schlagen musste er (iber die Elektrode elektrisch
gereizt werden. Dazu wurde ein Accupulser Stimulator (Model Isostim 301T, WPI, Hamden,
CT, USA) verwendet. Uber den Silberdraht wurde die Kontraktion auf den Kraftwandler
lbertragen und das Signal durch einen Verstiarker an einen Flachbettschreiber

weitergeleitet.

Abbildung 7: Die Versuchsanordnung
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3.5.2. Apparatur 2

Diese Apparatur wurde fiir die Versuche an Aorta, Arteria pulmonalis, dem rechten Vorhof

und dem terminalen lleum verwendet.

Grundsatzlich entsprach das Prinzip dem des vorher beschriebenen. Unterschiede bestanden
jedoch beim Einspannen der Praparate sowie bei der Organbadform und der Temperatur,
die hier 37°C betrug. Die Organe wurden hier jeweils mithilfe zweier Silberdrahtchen
eingespannt, jeweils eines oben und unten. Die ringférmigen Prdparate der Aorta und die
Pulmonalarterie konnte man direkt an die Hakchen der Apparatur anbringen, bei Darm und
Vorhof wurden die daran befestigten Hakchen zum Einspannen herangezogen. Die Praparate
wurden auch hier in mit Tyrode gefiillte Organbader eingetaucht, die durch Umspilung mit
zirkulierendem 37°C warmen Wasser beheizt wurden. An der Seite war jeweils wieder ein
Schlauch fiir die Begasung angebracht, deren Intensitdt durch kleine Schrauben reguliert
werden konnte. Die vorgegebene Vorspannung wurde mittels eines Feintriebs eingestellt
und anschlieBend durch KClI eine Kontraktion ausgelost, die wiederum U{ber den
Kraftwandler und einem zwischengeschalteten Verstarker als Signal an einen Schreiber

weitergeleitet und aufgezeichnet wurde.

Abbildung 8: Apparatur 2
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3.5.3. Kraftwandler
Der Kraftwandler ist ein wichtiger Bestandteil aller fiir die Versuche verwendeten

Apparaturen. Er wandelt mechanischen Veranderungen durch eine sogenannte
»Wheatstonesche Briicke” in elektrische Signale um, wodurch Messungen erst moglich
werden. Die Kontraktion der Praparate wird auf einen Dehnungsstreifen tbertragen, der bei
einer Anderung (iber einen Widerstandswandler einen konstanten Stromfluss verdndert.
Diese Stromadnderung wird Uber einen Verstarker (4-Chanel Transducer Amplifier, WPI) zu
einem Flachbettschreiber (Flatbed Recorder, Modell BD 112, Kipp & Zonen) geleitet, welcher

sie auf Millimeterpapier aufzeichnet.

‘twandlung

n

=

4-Channel Transducer N\ 7{
Amplifier <«—— Kraftwandler .]W

l

Schreiber

[ —p e~
118

LJ

Abbildung 10: Die Versuchsanordnung
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3.5.4. Begasung mit Carbogen
Eine Versorgung der Tyrode mit Carbogengas war notig, um eine ausreichende

Sauerstoffkonzentration, eine gleichmaRige Verteilung der Wirkstoffe sowie einen
konstanten pH-Wert zu erreichen. Die Begasung erfolgte (ber ein System an Schlduchen, die
mit jedem Organbad verbunden waren. Vor jedem Einlass in ein Bad war eine Glasfritte
angebracht, um das Gas zu zerstauben. Uber Schraubklemmen konnte man die Gaszufuhr

regulieren.

Abbildung 11: Hahn der Carbogen-

3.6. Versuchsablauf

Vor jedem Versuch musste man sicherstellen, dass alle verwendeten Organbader und
Organhalterungen frei von Verunreinigungen waren. Dazu spiilte man mehrmals mit
destilliertem Wasser und entfernte etwaige Rickstande von Substanzen vorheriger Versuche
mit einer Birste. Nach dem Spiilen der Kammern mit Tyrode wurden sie mit derselben
beflllt. Die Organbdder mussten schon zuvor eingeschaltet werden, da sie eine gewisse

Vorlaufzeit beno6tigen, bis die gewlinschte Temperatur erreicht wird.
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3.6.1. Untersuchung der Substanzwirkungen

3.6.1.1. Aorta descendens

Da die Praparate der Aorta ringférmig waren, konnte man sie einfach zwischen die beiden
Drahte der Organhalterung der Apparatur 2 einfadeln, ohne dass jedoch eine mechanische
Spannung vorliegt. Nach dem Eintauchen der Aorta in das bereits erwdarmte Organbad
wurde der Flachbettschreiber eingeschaltet und mittels der ,Zero“-Schraube die
Schreiberspitze auf den Nullpunkt des Millimeterpapiers eingestellt. AnschlieRend wurde der
Amplifier zugeschaltet, was oft eine Veranderung der Nullposition zur Folge hatte, die aber
durch eine Schraube am Verstarker selbst wieder korrigiert werden konnte. Die Aorta
musste bei 10 mV auf eine Vorspannung von 10cm gebracht werden — das entspricht einem
Zug von 19.6 mN — indem man den Feintrieb der Organhalterung bediente. Das war nétig,
um fiir jedes Organ immer die gleichen Bedingungen zu schaffen. Mithilfe des Verstarkers
wurde die Schreiberspitze erneut auf die Nullposition gebracht und anschliefend 20
Minuten gewartet. Bei einem eventuellen Abfall der Vorspannung wahrend dieser
Einstellungsphase musste man mittels Feintrieb nachstellen. Jetzt wurde beim Schreiber auf
5 mV umgestellt, (entspricht 9.81 mN), die Aufzeichnung gestartet und die Tyrode aus dem
Organbad abgelassen. Schnell wurden darin 25 ml einer 90mM Kaliumchlorid-Lésung
eingefullt, die taglich frisch durch Lésung von 670 mg KCl in 100 ml Tyrode bereitet wurde.
Das KCI loste sofort eine Kontraktion aus, welche sich durch eine zuerst rasche und dann
immer langsamer werdende Schreiberbewegung nach links duRerte. Im Idealfall kam die
Schreiberspitze nach einiger Zeit zum Stillstand, was die maximale Kontraktion anzeigte und
die Voraussetzung fiur die korrekte Messung der Substanzwirkung war. Deswegen wurden
jeweils mindestens 45 Minuten abgewartet und erst nach Einstellen dieses Plateaus mit der
Substanzzugabe nach dem in Kapitel 3.1.3. bereits beschriebenen Schema begonnen. Dabei
war es aulerst wichtig, nicht den Silberdraht oder das Organ zu beriihren, da die

Aufzeichnung sonst verfalscht werden hatte kénnen.

3.6.1.2. Arteria pulmonalis

Der Vorgang bei der Lungenarterie entsprach dem der Aorta — der einzige Unterschied war

jedoch die Spannung, die hier den ganzen Versuch (iber bei 5 mV lag.
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3.6.1.3. Terminales Ileum

Das Darmprdparat wurde mit den beiden an ihm angebrachten Silberhdkchen in die
Organhalterung eingespannt, wiederum vorerst ohne Spannung, sodass das im
Meerschweinchen jejunal gelegene Ende nach oben zeigte. Um die beiden Seiten nicht zu
verwechseln, wurden — wie schon erwdhnt — verschiedenfarbige Bindefdden verwendet.
Nach dem Absenken in das Organbad wurden die Gerate aktiviert und eine Vorspannung von
4.92 mN angelegt. Wahrend der 20-minitigen Wartezeit wurden auch hier wiederum
temperaturbedingte Anderungen der Darmspannung durch den Feintrieb ausgeglichen.
Nach Starten der Aufzeichnung und Auslassen der Tyrode wurden hier 25 ml einer 60 mM
Kaliumchlorid-Losung — entsprechend 450 mg KCl pro 100 ml Tyrode — fiir die Auslésung der
Kontraktion verwendet, welche im Vergleich zu anderen Organen sofort auch mit freiem
Auge sichtbar war. Auf ihren rasanten Anstieg folgte eine rasche Abnahme, und dann
wiederum ein allmahliches Kontrahieren auf ca. den halben Wert der ersten Kontraktion.
Auch hier wurden mindestens 45 Minuten und das Einstellen einer Plateauphase
abgewartet. Sank die Kontraktion nach Erreichen eines Maximums jedoch wieder, ohne dass
Substanz zugegeben wurde, musste das Praparat verworfen und der Versuch mit einem
neuen wiederholt werden. Selbstverstandlich standen dazwischen die griindliche Reinigung
des Organbades und das erneute Fillen mit Tyrode. Bei erfolgreicher bestandiger

Kontraktion wurde die Substanz wieder nach dem 45 Minuten Schema zugegeben.

3.6.1.4. Atrium dexter

Das wie im Kapitel 3.4.1.2. beschriebene Prdaparat wurde mit den beiden angebrachten
Hakchen behutsam in die Organhalterung eingespannt. Die Lange der Silberdrahte wurde
gegebenenfalls so angepasst, dass am Vorhof kein Zug war. Ein Uberdehnen hitte ein
Versagen bzw. eine Fehlfunktion der spontanen Kontraktion zur Folge haben kénnen, was
einen korrekten Versuch unmaoglich gemacht hatte. Nach dem Einschalten der Gerdte wurde
auf 5 mV sowie Speed 5 mm/sec gestellt, die Spitze auf den Nullpunkt gebracht und eine
Vorspannung von 10,4 mN angelegt. Der in die begaste Tyrode getauchte Vorhof begann im
Idealfall regelmaRig zu schlagen, was in einer Hin- und Her-Bewegung der Schreiberspitze
resultierte. Nach 45 Minuten konnte man die ersten Messungen durchfiihren. Alle 5

Minuten wurde so lang aufgezeichnet, bis auf dem Millimeterpapier sechs 1cm lange
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Kastchen beschrieben waren. Bei der gewahlten Geschwindigkeit von 5 mm/sec entsprach
das einer Messdauer von 12 sec. Wenn die Schldge regelmafRig waren und sich die Frequenz
Uber 4 Messungen nicht veranderte, was durch Zidhlen der Zacken am Millimeterpapier
Uberprift wurde, konnte man mit der Substanzzugabe beginnen. Nach jeder Zugabe wurde
wieder alle 5 Minuten gemessen, bis nach 45 Minuten die nachste Konzentration appliziert

wurde.

3.6.1.5. Musculus papillaris

Der praparierte und wie in Kapitel 3.5.1. beschrieben in Apparatur 1 eingespannte
Papillarmuskel wird nach Absenken ins Organbad auf 3.92 mN vorgespannt. Diese Spannung
musste wahrend des gesamten Versuches konstant gehalten werden und gegebenenfalls
durch den Feintrieb nachjustiert werden, da die Kontraktionskraft mit der Spannung
korreliert (Reiter M. 1967). Der Muskel muss um zu kontrahieren mit dem in Kapitel 3.5.1.
beschriebenen Reizgerat mit 10 Rechteckimpulsen pro ms und 1 Hz Frequenz stimuliert
werden. Uber eine Isolation Unit wurde die Stromstirke geregelt, die ca. 10 % (iber der
minimalen Reizschwelle liegen sollte. Bei zu hoher Stromstirke hatte es sonst zur
Ausschiittung von Catecholaminen und zur Entleerung der Speicher kommen kénnen, was zu
einer selbstiandigen Abnahme der Amplitude der Kontraktionen geflihrt und somit die

Reproduzierbarkeit der Versuche beeintrachtigt hatte (Furchgott RF et al. 1959).

Der Schreiber wurde auf dieselben Werte wie beim Versuch mit dem Vorhof eingestellt,
jedoch wurden hier jeweils 6 Amplituden pro Messung aufgezeichnet. Die Substanzzugabe
entsprach der der anderen Versuche, jedoch wurden bei der letzten Messung einer
Konzentration jeweils noch zusatzlich 6 Amplituden bei 20 mm/sec aufgezeichnet um einen

breiteren Graphen zu erhalten.

24



3.6.2. Untersuchung des Wirkmechanismus von SWS 40 an der Aorta

3.6.2.1. Glibenclamid

Abbildung 12: Strukturformel Glibenclamid
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Glibenclamid ist ein Sulfonylharnstoff-Derivat und wird als orales Antidiabetikum verwendet.
In den B-Zellen des Pankreas bindet es an Membranen und schlieBt ATP-abhangige
Kaliumkanale, wodurch eine Depolarisation ausgelost wird. In der Folge stromt durch die
sich 6ffnenden spannungsabhange Ca**-Kanile Calcium in die Zelle und 16st die Sekretion
von Insulin aus (Forth et al. 2009). Zu den UAW der Sulfonylharnstoffe zdahlen hauptsachlich
gastrointestinale Beschwerden und allergische Reaktionen, sie kdnnen jedoch auch schwere
Hypoglykdmien bei sowohl bei Gesunden als auch bei Typ-2 Diabetikern auslésen (Forth et

al. 2009).
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3.6.2.2. Nitro-L-Arginin

Abbildung 13: Strukturformel von Nitro-L-Arginin
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Nitro-L-Arginin ist ein Nitro-Derivat von Arginin, einer Aminosdure. Es wirkt als Vaso- und

Koronarkonstriktor, indem es die Stickstoffmonoxid-Oxidase inhibiert (Bansinath et. al 1993).

Erst vor wenigen Jahren entdeckte man, dass es sich bei der friher als ,Endothelium-derived

relaxing factor” bezeichneten Substanz um NO handelt.

NO, das aus dem Endothel freigesetzt wird, aktiviert die Guanylylcyclase (GC-S), welche
cGMP aus GTP bildet. Dies flihrt zur Freisetzung von Ca** aus dem endoplasmatischen
Retikulum, das als second messenger zur Relaxation der glatten Muskulatur fiihrt (Forth et

al. 2009).

3.6.2.3. Durchfithrung der Versuche

Fir die Untersuchung des Wirkmechanismus wurden sie selben ringférmigen Aorta-
Praparate verwendet wie in den schon vorher beschriebenen Versuchen. Bis zum Erreichen
der Maximalkontraktion war auch der Versuchsablauf gleich, jedoch wurde danach 30 bzw.

100 umol/I Glibenclamid bzw. 100 umol/I Nitro-L-Arginin als Antagonist zugesetzt.

Zuvor musste das lipophile und somit schwer wasserlésliche Glibenclamid jedoch in
Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst werden. Dieses Losungsmittel konnte aufgrund seiner
aprotisch-dipolaren Eigenschaften das Glibenclamid gut I6sen und sich gleichzeitig mit

Wasser mischen.

Nach einer Einwirkphase von 45 Minuten wurde der in den vorangegangenen Versuchen mit
SWS 40 ermittelte gerundete ECso (15 pumol/l) zugesetzt und wieder 45 min gewartet. Die

Auswertung der Ergebnisse wird im Kapitel 4 genauer beschrieben.
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3.7. Auswertung der Daten und Statistik

3.7.1. Aorta, Arteria pulmonalis, terminales Ileum

Das Ziel der Versuche an diesen Organen war die Uberpriifung der dilatierenden Wirkung
(bei Aorta und Arteria pulmonalis) bzw. der spasmolytischen Wirkung (beim Darm),
nachdem eine maximale Kontraktion durch KCl erzwungen wurde. Unmittelbar vor jeder
Substanzzugabe im Abstand von 45 Minuten musste der Zeitpunkt am Millimeterpapier
markiert werden, um spater den Grad der Kontraktion bei dieser Konzentration ablesen zu
konnen. Das war notig, um eine Dosis-Wirkungskurve zu erstellen, aus der dann er ECsg
ermittelt werden konnte. Den Referenzwert bildete der Abstand von der Nulllinie bis zu dem
Punkt in der Plateauphase, an dem man die erste Konzentration der Substanz applizierte. Bei
den Punkten der weiteren Substanzzugaben mafll man erneut die Abstande zur Nulllinie und
verglich die Werte prozentuell. In die Berechnung mit einbezogen wurde ein Eichfaktor, der
von dem jeweils verwendeten mV-Wert abhing. 1 cm am Millimeterpapier entsprach bei 5

mV 0.98 mN, bei 2 mV 0,196 mN und bei 10 mV 1,96 mN.

3.7.2. Atrium dexter

Bei den Versuchen am rechten Vorhof wurde die Schlagfrequenz, also die Chronotropie des
Sinusknotens ermittelt. Nach Applikation der Testsubstanz konnte man eine Verdanderung in
der Frequenz beobachten. Die Uber einen Zeitraum von 12 sec gezahlten Schlage mussten
noch mit 5 multipliziert werden um auf die Anzahl der Schlage pro Minute zu kommen. Bei
den Versuchen mit SWS 48 bzw. SWS 40 wurde jeweils eine negativ chronotrope Wirkung

erzielt, also eine Verringerung der Schlagfrequenz.
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3.7.3. Musculus papillaris

Beim Herzmuskel war die Anderung der Kontraktionskraft in mN Ziel der Untersuchungen.

Zur besseren Veranschaulichung wurden die Ergebnisse in Prozent umgerechnet.

Die durch den Flachbettschreiber aufgezeichneten Amplituden wurden vermessen und die
erhaltenen Werte von cm auf mN umgerechnet. Je nachdem ob bei 2 mV oder 5 mV
gemessen wurde, musste man anschlieend mit 0.196 bzw. 0.98 multiplizieren, um die
Werte zu standardisieren. Der Referenzwert, also der letzte Wert vor der Substanzzugabe,
wurde gleich 100 % gesetzt, um die folgenden Werte als Abnahme in Prozent angeben zu

kénnen.

3.7.4. Statistik

Zur Auswertung der Ergebnisse wurden die Werte gemittelt und die Standardfehler der
Mittelwerte (SEM) berechnet. Fiir diese Berechnungen sowie die des jeweiligen ECso wurde
das Programm ,Sigma Plot 9.0“ herangezogen. Der ECsg bedeutet die gemittelte effektive
Konzentration der Wirksubstanz in mmol/l, bei der die Hélfte des Referenzwertes erzielt
werden konnte. Weiters wurde mit Hilfe des Student-t-Tests die Irrtumswahrscheinlichkeit
ermittelt. Unter 5 % (P < 0,05) bzw. 1 % (P < 0,01) waren die Ergebnisse signifikant, unter
0,1 % (P < 0,001) hochsignifikant.
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4. Ergebnisse

4.1. SWS48

4.1.1. Aorta descendens

Es wurden 5 Versuche durchgefiihrt, um die dilatierende Wirkung von SWS 48 auf die glatte

Muskulatur der Aorta zu testen. Die Messergebnisse wurden arithmetisch gemittelt und ein

Referenz- bzw. Kontrollwert von 8,85 + 1,05 mN ermittelt.

Tabelle 4: Versuchsergebnisse von SWS 48 HCl an der Aorta

Irrtums-
S\mi:?l /T)CI fe (thI\IIE)M fe ii;’)EM Versuchsanzahl WahrsclEEi)nEchkeit
Kontrolle 8,85+ 1,05 0,00 + 0,00 5 -
1 9,26 +1,12 2,21 +1,19 5 n.s.
3 8,86+1,13 -0,04+2,74 5 n.s.
10 7,90+1,14 -11,27 +£3,99 5 n.s.
30 5,19+ 1,08 -42,56 £ 5,77 5 0,001
100 0,80+0,52 -92,41 +4,68 5 0,001
Legende zur Tabelle:
feo. Kontraktionskraft

SEM _ . Standardabweichung

Beide GrofRen sind sowohl in mN als auch in Prozent angegeben.
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Diagramm 1: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS 48 HCl an der Aorta

Aorta
n =5, SWS48HCl1
25 1 EC,,=35,70 umol/l

£ 0-
=
s
v,
Z
S 25
E
=
)
%
5 -50 4
o
(D]
g
=
g
2 =75

-100 -

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

Legende zum Diagramm:

Dieser Graph beschreibt die Wirkung von SWS 48 HCl auf die glatte Muskulatur der Aorta.
Auf der x-Achse ist die Wirkstoff-Konzentration, auf der y-Achse die Kontraktionskraft
aufgetragen. Die Punkte markieren die jeweiligen Mittelwerte pro Konzentration, die Balken
die Standardabweichung. Der ECso wurde mit Hilfe der strichlierten Linie graphisch ermittelt

und betragt 35,70 umol/I.
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Abbildung 14: Aufzeichnung der Wirkung von SWS 48 auf die Aorta

e e S R

—

—

e

«— 1 umol/I

; «— 3 umol/I
é <“—— 10 umol/I

<+«—— 30 umol/l

45 min

\wﬂ_\\m

<«——— 100 umol/I

«—>
1cm=0,98 mN

Legende zur Abbildung:

Die Pfeile markieren die jeweiligen Einspritz-Zeitpunkte, die im Abstand von

45 Minuten erfolgten.
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4.1.2. Arteria pulmonalis

Hier wurde die Wirkung von SWS 48 HCI auf die Lungenarterie anhand von 5 Prdparaten

getestet. Nach arithmetischem Mitteln der erhaltenen Werte wurde der Referenzwert mit

14,14 + 1,73 mN festgelegt. Der ermittelte ECsq lag bei 31,50 umol/I.

Diagramm 2: Versuchsergebnisse von SWS 48 HCl an der Lungenarterie

Irrtums-
S\m;?l /T)CI fe (thI\IIE)M fe ii;’)EM Versuchsanzahl Wahrscl'i%i)n;chkeit
Kontrolle 14,14 +1,73 0,00 + 0,00 5 -
1 13,94 + 1,67 -1,42 + 0,28 5 n.s.
3 13,07 +1,55 -7,47 £0,49 5 n.s.
10 11,37+1,38 -19,57 £1,00 5 0,01
30 7,27 £ 0,99 -48,92 +£1,18 5 0,001
100 1,09 + 0,57 -93,24 £ 3,04 5 0,001
Legende zur Tabelle:
fe, Kontraktionskraft

SEM _ . Standardabweichung
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Diagramm 3: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS 48 HCl an der Lungenarterie

Arteria pulmnalis
n =5, SWS48HCl
25 7 EC,,=31,50 pmol/l

-25 A

-50 +

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

=75

-100 -

0 1 3 10 30 100

Konz.(umol/l)

Legende zum Diagramm:

Dieser Graph beschreibt die Wirkung von SWS 48 HCl auf die glatte Muskulatur der
Lungenarterie. Auf der x-Achse ist die Wirkstoff-Konzentration, auf der y-Achse die
Kontraktionskraft aufgetragen. Die Punkte markieren die jeweiligen Mittelwerte pro
Konzentration, die Balken die Standardabweichung. Der ECsqo wurde mit Hilfe der

strichlierten Linie graphisch ermittelt und betragt 31,50 umol/I.
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Abbildung 15: Aufzeichnung der Wirkung von SWS 48 auf die Arteria pulmonalis

«— 1 umol/I

R

— 3 umol/I

«— 10 umol/I

— 30 umol/I

45 min

<«——— 100 umol/I

«—>
1cm=0,98 mN

Legende zur Abbildung:

Die Pfeile markieren die jeweiligen Einspritz-Zeitpunkte, die im Abstand von 45 Minuten

erfolgten.



4.1.3. Terminales Ileum

Die Wirkung auf den Darm bzw. seine glatte Muskulatur wurde bei 5 Versuchen tberpruft.

Der Referenzwert betrug hier 11,05 £+ 1,67 mN. Bei der letzten Konzentration war der Darm

nahezu vollig relaxiert, der ECso betrug 16,00 umol/l und ist somit ein passabler Wert.

Tabelle 5: Versuchsergebnisse von SWS 48 HCl am Darm

Irrtums-
S\:ﬁ‘:ﬁ /T)CI fe (fnsﬁ;w fe ii;’)EM Versuchsanzahl Wahrscl'i%i)n;chkeit
Kontrolle 11,05+1,67 0,00 + 0,00 5 -
1 10,29+ 1,50 -6,68+1,16 5 n.s.
3 9,13+1,42 -17,68 £ 1,64 5 0,01
10 7,13+1,20 -36,31 +1,97 5 0,01
30 3,56 £ 0,64 -67,95 £ 2,08 5 0,001
100 0,08 £ 0,08 -98,97 +£1,03 5 0,001
Legende zur Tabelle:
feo. Kontraktionskraft

SEM _ . Standardabweichung
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Diagramm 4: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS 48 HCl am Darm

Terminales lleum
n =5, SWS48HCI
25 1 EC,,=16,00 umol/l

-25 A

-50 +

=75 A

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

-100 -

0 1 3 10 30 100

Konz.(umol/l)

Legende zum Diagramm:

Dieser Graph beschreibt die Wirkung von SWS 48 HCl auf die glatte Muskulatur des
Darmgewebes. Auf der x-Achse ist die Wirkstoff-Konzentration, auf der y-Achse die
Kontraktionskraft aufgetragen. Die Punkte markieren die jeweiligen Mittelwerte pro
Konzentration, die Balken die Standardabweichung. Der ECsqo wurde mit Hilfe der

strichlierten Linie graphisch ermittelt und betragt 16,00 umol/I.
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Abbildung 16: Aufzeichnung der Wirkung von SWS 48 HCl auf den Darm

— 1 umol/I
«—— 3 umol/I
— 10 umol/I
«— 30 umol/I
45 min

— 100 pmol/I
“«—>

1cm=0,98 mN

Legende zur Abbildung:

Die Pfeile markieren die jeweiligen Einspritz-Zeitpunkte, die im Abstand von 45 Minuten

erfolgten.
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4.1.4. Atrium dexter

Der Effekt von SWS 48 HCI auf die Schlagfrequenz des rechten Vorhofes wurde anhand von 5

Versuchen gemessen. Der Kontrollwert betrug 240 £+ 12,75 Schlage pro Minute. Wahrend bei

niedrigeren Substanzkonzentrationen kaum ein signifikanter Effekt messbar war, wirkte SWS

48 HCl in hoheren Konzentrationen leicht negativ chronotrop. Ein ECsg konnte jedoch nicht

erreicht werden.

Tabelle 6: Versuchsergebnisse von SWS 48 HCl am Vorhof

S\:\;,J;?I /T)CI Ixt/:ﬁ:\\/; f t(;E)M Versuchsanzahl Wahrlzrl'i%;r:;-chkeit
Kontrolle 240+ 12,75 0,00+ 0,00 5 -
1 239+11,98 -0,35+0,76 5 n.s.
3 238+11,14 -0,69£1,38 5 n.s.
10 234+11,11 -2,37+1,45 5 n.s.
30 225+12,45 -6,20+ 2,25 5 n.s.
100 172 + 14,28 -28,59 + 3,15 5 0,05
Legende zur Tabelle:
fo, Schlagfrequenz

SEM _ . Standardabweichung
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Diagramm 5: Dosis-Wirkungskurve von SWS 48 HCl am rechten Vorhof

Vorhof
n =5, SWS48HCI1
25 A
S 07 e —e
N
5
=
o
& 25
P
=
Q
/0]
g -50 4
Q
g
=
<
=
<= 751
-100 -

0 1 3 10 30 100

Konz.(umol/T)

Legende zum Diagramm:

Auf der x-Achse ist wie bisher die Konzentration von SWS 48 HCl aufgetragen, auf der y-
Achse jetzt die Schlagfrequenz des Vorhofes. Hier ist ein schwacher Effekt erst bei der

letzten Konzentration zu beobachten.
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Abbildung 17: Aufzeichnungen der Wirkung von SWS 48 am rechten Vorhof

Kontrolle

1 umol/I

3 umol/I

10 umol/I

30 umol/I

100 pumol/I

< »
< »

I 1cm=0,98 nM
12 Sekunden

Legende zur Abbildung:

Hier sieht man die Aufzeichnungen der Amplituden des Vorhofs in einem Zeitraum von
12 Sekunden. Multipliziert man die gezdhlte Schlaganzahl mit 5, erhdlt man die

Schlagfrequenz pro 1 Minute.
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4.1.5. Musculus papillaris
Fir die Untersuchung der Wirkung am Papillarmuskel wurden 5 Versuche

durchgefiihrt. Wahrend die Schlagkraft bei niedrigen Konzentrationen zuerst sank,
stieg sie bei hoheren Konzentrationen stark an. Der Kontrollwert belief sich auch 1,86 +

0,80 mN

Tabelle 7: Versuchsergebnisse von SWS 48 HCl am Papillarmuskel

S\(A}I;ﬁ /T)CI fe (ir-nsl\lli)l\ll fe ii;;EM Versuchsanzahl Wahr:;:rlt}lé:):;;hkeit
Kontrolle 1,86 + 0,80 0,00 + 0,00 5 -
1 1,93+0,91 -1,68 £4,19 5 n.s.
3 1,99+1,01 -6,03 £ 8,23 5 n.s.
10 2,02+1,03 -5,61£9,96 5 n.s.
30 2,19+1,11 4,35+12,27 5 n.s.
100 2,98 +1,38 50,52 + 18,94 5 0,001
Legende zur Tabelle:
feoi, Kontraktionskraft

SEM ____ Standardabweichung
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Diagramm 6: Dosis-Wirkungskurve von SWS 48 HCl am Papillarmuskel

Papillarmuskel

n =5, SWS48HCI
75 7

50 A

25 1

-25 A

-50 -

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

=75 A

-100 -

0 1 3 10 30 100

Konz.(umol/1)

Legende zum Diagramm:

Dieser Graph beschreibt die Wirkung von SWS 48 HCI auf die Inotropie der Papillarmuskel.
Auf der x-Achse ist die Wirkstoff-Konzentration, auf der y-Achse die Kontraktionskraft
aufgetragen. Man sieht, dass bei niedrigeren Konzentrationen fast kein Effekt eintritt, bei

der letzten jedoch ein signifikanter Anstieg zu bemerken ist.
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Abbildung 18: Aufzeichnung der Wirkung von SWS 48 HCl auf den Vorhof

S

NN
NN /L/U\

10 umol/I

sp\. :{\\.. !,\ ;"/\ k \ fj’\\
A\

,! \ ./ \

1cm=0,98 nM

Abbildung:

Lg LUUUU\ -

Hier sieht man die Aufzeichnung der Amplituden der elektrisch gereizten Papillarmuskeln.
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4.2. SWS 40 HC]

4.2.1. Aorta descendens
Bei den 5 durchgefiihrten Versuchen wurde ein Kontrollwert von 6,28 + 0,48 mN errechnet.

Schon bei der 2. Einspritzung wurde eine deutliche dilatierende Wirkung ersichtlich, bei der

vorletzten Einspritzung waren die Praparate schon fast vollstandig dilatiert. Das schlug sich

auch auf den beachtlichen ECsg von 12,50 umol/I nieder.

Tabelle 8: Versuchsergebnisse von SWS 40 HCl an der Aorta

Irrtums-
S\:ﬁ‘:ﬁ /T)CI fe (fnsﬁ;w fe ii;’)EM Versuchsanzahl Wahrscl'i%i)n;chkeit
Kontrolle 6,28 £ 0,48 0,00 + 0,00 5 -
1 6,00 £ 0,52 -2,57+0,62 5 n.s.
3 5,27 £ 0,40 -14,03 +1,19 5 0,05
10 3,72+0,30 -39,39+1,28 5 0,01
30 0,39+0,11 -92,24 +1,09 5 0,001
100 0,00 + 0,00 -100,00 *+ 0,00 5 0,001
Legende zur Tabelle:
femmnn, Kontraktionskraft

SEM ____ Standardabweichung
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Diagramm 7: Dosis-Wirkungskurve von SWS 40 HCl an der Aorta

Aorta
n =5, SWS40HCI
25 1 EC,,=12,50 pmol/l
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2
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=
s
=
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| T T T T 1
0 1 3 10 30 100
Konz.(umol/l)

Legende zum Diagramm:

Dieser Graph beschreibt die Wirkung von SWS 40 HCl auf die glatte Muskulatur der Aorta.
Auf der x-Achse ist die Wirkstoff-Konzentration, auf der y-Achse die Kontraktionskraft
aufgetragen. Die Punkte markieren die jeweiligen Mittelwerte pro Konzentration, die Balken
die Standardabweichung. Der ECso wurde mit Hilfe der strichlierten Linie graphisch ermittelt

und betragt 12,50 umol/I.
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Abbildung 19: Aufzeichnung der Wirkung von SWS 40 auf die

R e

“— 1 umol/I

“«— 3 umol/I

+— 10 pmol/I

— 30 pumol/I

45 min

«— 100 pmol/I
«—

1cm=0,98 mN

Legende zur Abbildung:

Die Pfeile markieren die jeweiligen Einspritz-Zeitpunkte, die im Abstand von 45 Minuten

erfolgten.
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4.2.2. Arteria pulmonalis

Hier wurde die Wirkung von SWS 40 HCI auf die Lungenarterie anhand mittels 5 Versuchen

getestet. Nach arithmetischem Mitteln der erhaltenen Werte wurde der Referenzwert mit

17,53 + 1,83 mN festgelegt. Der ermittelte ECsq lag bei 23,00 umol/I.

Tabelle 9: Versuchsergebnisse von SWS 40 HCl an der Lungenarterie

Irrtums-
S\m;?l /T)CI fe (thI\IIE)M fe ii;’)EM Versuchsanzahl Wahrscl'i%i)n;chkeit
Kontrolle 17,53 +1,83 0,00 + 0,00 5 -
1 17,24 +1,84 -1,77 £ 0,35 5 n.s.
3 16,46 + 1,81 -6,29 £ 0,59 5 n.s.
10 13,88+ 1,63 -21,24 +1,32 5 0,05
30 7,19 +£0,95 -59,24 +£1,96 5 0,001
100 0,81+0,34 -95,67 £1,44 5 0,001
Legende zur Tabelle:
feo. Kontraktionskraft

SEM _ . Standardabweichung
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Abbildung 20: Aufzeichnung der Wirkung von SWS 40 auf die Lungenarterie

«— 1 umol/I

ITTRTIET|

«— 3 umol/I

«— 10 umol/I

-« 30 umol/I

45 min

<+«—— 100 pmol/I
«—

1cm=0,98 mN

Legende zur Abbildung:

Die Pfeile markieren die jeweiligen Einspritz-Zeitpunkte, die im Abstand von 45 Minuten

erfolgten.
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Diagramm 8: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS 40 HCl an der Lungenarterie

Arteria pulmnalis
n =5, SWS40HCI
25 7 EC,,=23,00 pmol/l

-25 1

-50 +

=75 A

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

-100 -

0 1 3 10 30 100

Konz.(umol/1)

Legende zum Diagramm:

Dieser Graph beschreibt die Wirkung von SWS 40 HCl auf die glatte Muskulatur der
Lungenarterie. Auf der x-Achse ist die Wirkstoff-Konzentration, auf der y-Achse die
Kontraktionskraft aufgetragen. Die Punkte markieren die jeweiligen Mittelwerte pro
Konzentration, die Balken die Standardabweichung. Der ECsqo wurde mit Hilfe der

strichlierten Linie graphisch ermittelt und betragt 23,00 umol/I.
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4.2.3. Terminales Ileum

Die Wirkung auf den Darm bzw. seine glatte Muskulatur wurde bei 5 Versuchen Gberpruft.
Der Referenzwert betrug hier 10,92 + 2,45 mN. Bei der letzten Konzentration war der Darm

nahezu vollig relaxiert, der ECso war mit 20,70 umol/I ganz passabel.

Tabelle 10: Versuchsergebnisse von SWS 40 HCl am Darm

Irrtums-
S\:ﬁ‘:ﬁ /T)CI fe (fnsﬁ;w fe ii;’)EM Versuchsanzahl Wahrscl'i%i)n;chkeit
Kontrolle 10,92 + 2,45 0,00 + 0,00 5 -
1 10,32+2,31 -0,53+0,77 5 n.s.
3 9,39 +2,00 -12,76 £1,78 5 0,05
10 7,78 £ 1,86 -30,04 £4,44 5 0,01
30 4,82 +1,50 -60,30 +£ 10,83 5 0,001
100 1,68+0,74 -86,03 £4,93 5 0,001
Legende zur Tabelle:
fe Kontraktionskraft

SEM ____ Standardabweichung
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Diagramm 9: Konzentrations-Wirkungskurve von SWS 40 HCl am Darm

Darm
n =5, SWS40HCI
25 1 EC,;=20,70 umol/l
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Legende zum Diagramm:

Dieser Graph beschreibt die Wirkung von SWS 40 HCl| auf die glatte Muskulatur des
Darmgewebes. Auf der x-Achse ist die Wirkstoff-Konzentration, auf der y-Achse die
Kontraktionskraft aufgetragen. Die Punkte markieren die jeweiligen Mittelwerte pro
Konzentration, die Balken die Standardabweichung. Der ECsqo wurde mit Hilfe der

strichlierten Linie graphisch ermittelt und betragt 20,70 umol/I.
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Abbildung 21: Aufzeichnung der Wirkung von SWS 40 HCI auf den Darm

<“

-« 1 umol/I

«— 3 umol/I

<«—— 10 umol/I

<« 30umol/l

45 min

<«—— 100 umol/I

—>
1cm=0,98 mN

Legende zur Abbildung:

Die Pfeile markieren die jeweiligen Einspritz-Zeitpunkte, die im Abstand von 45 Minuten

erfolgten.
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4.2.4. Atrium dexter

Der Effekt von SWS 40 HCI auf die Schlagfrequenz des rechten Vorhofes wurde anhand von 5

Versuchen gemessen. Der Kontrollwert betrug 231 + 13,82 Schldge pro Minute. Wahrend bei

niedrigeren Substanzkonzentrationen wie bei SWS 48 HCl kaum ein signifikanter Effekt

messbar war, wirkte SWS 40 HCl in héheren Konzentrationen negativ chronotrop. Ein ECsg

wurde jedoch nicht erreicht.

Tabelle 11: Versuchsergebnisse von SWS 48 HCl am Vorhof

S\:\;,J;?I /T)CI Ixt/:ﬁ:\\/; f t(;E)M Versuchsanzahl Wahrlzrl'i%;r:;-chkeit
Kontrolle 231+13,82 0,00 + 0,00 5 -
1 231+12,39 0,17 £+ 0,75 5 n.s.
3 234 +£10,54 0,90 + 2,00 5 n.s.
10 232 £ 10,07 0,90 £ 2,00 5 n.s.
30 218+ 7,84 -4,99+2,70 5 n.s.
100 132 £ 10,07 -42,66 * 3,93 5 0,01
Legende zur Tabelle:
fo, Schlagfrequenz

SEM _ . Standardabweichung

53




Diagramm 10: Dosis-Wirkungskurve von SWS 40 HCl am rechten Vorhof

Vorhof
n =5, SWS40 HCl
25 1
S 04 e——
Nt
g
=
oy
£ 25 -
&
=
Q
0]
g 50 +
Q
g
=
<
5
< -75 A
-100 -

0 1 3 10 30 100

Konz.(umol/l)

Legende zum Diagramm:

Auf der x-Achse ist die Konzentration von SWS 40 HCl aufgetragen, auf der y-Achse die

Schlagfrequenz des Vorhofes. Hier ist ein schwacher Effekt erst bei der letzten Konzentration

zu beobachten.

54



Abbildung 22: Aufzeichnungen der Wirkung von SWS 40 am rechten Vorhof

WWWWWW Kontrolle

A A A 1 umol

AN 3 ol
MMMMMWMMWWM 10 umol/I
WWWWMWWWVWWM 30 umol/!

MWW 100 umol

I 1cm=0,98 nM

A
v

12 Sekunden

Legende zur Abbildung:

Hier sieht man die Aufzeichnungen der Amplituden des Vorhofs in einem Zeitraum von
12 Sekunden. Multipliziert man die gezahlte Schlaganzahl mit 5, erhalt man die

Schlagfrequenz pro 1 Minute.
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4.2.5. Musculus papillaris

Fiir die Untersuchung der Wirkung am Papillarmuskel wurden 5 Versuche

durchgefiihrt. Wahrend die Schlagkraft bei niedrigen Konzentrationen zuerst sank,

stieg sie bei hoheren Konzentrationen wie schon bei SWS 48 HCl beobachtet stark an.

Der Kontrollwert war 0,88 + 0,16 mN

Tabelle 12: Versuchsergebnisse von SWS 48 HCl am Papillarmuskel

S\(A}I;ﬁ /T)CI fe (ir-nsl\lli)l\ll fe ii;;EM Versuchsanzahl Wahrls::rlt}lé:;r:;;hkeit
Kontrolle 0,88+0,16 0,00 + 0,00 5 -
1 0,78 £0,16 -12,48 £ 3,30 5 n.s.
3 0,67 0,16 -25,69 £ 6,50 5 0,05
10 0,76 +0,21 -18,46 + 10,66 5 0,05
30 0,82+0,23 -12,52 + 13,10 5 0,05
100 1,33+0,43 41,74 + 24,00 5 0,001
Legende zur Tabelle:
feoi, Kontraktionskraft

SEM ____ Standardabweichung
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Diagramm 11: Dosis-Wirkungskurve von SWS 40 HCl am Papillarmuskel

Papillarmuskel
n =5, SWS40HCI
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g
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%
=
g
0
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o
M 25 -
%3 |
o
£
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<
=
<
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-100 -
| T T T T 1
0 1 3 10 30 100
Konz.(umol/l)

Legende zum Diagramm:

Dieser Graph beschreibt die Wirkung von SWS 40 HCI auf die Inotropie der Papillarmuskel.
Auf der x-Achse ist die Wirkstoff-Konzentration, auf der y-Achse die Kontraktionskraft
aufgetragen. Man sieht, dass bei niedrigeren Konzentrationen nur ein geringer negativ

inotroper Effekt eintritt, bei der letzten jedoch eine positive Inotropie zu bemerken ist.
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Abbildung 23: Aufzeichnung der Wirkung von SWS 40 HCI auf den Vorhof

0oL -
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Legende zur Abbildung:

Hier sieht man die Aufzeichnung der Amplituden der elektrisch gereizten Papillarmuskeln.

58



4.3. Wirkmechanismus von SWS 40 HCI

Da der ECsg von SWS 40 HCI beim Versuch an der Aorta am niedrigsten war und somit die
Wirkung hier am starksten, wurde diese Kombination zur Untersuchung des
Wirkmechanismus herangezogen. Bei den dazu dienenden Versuchsreihen kamen

Glibenclamid bzw. Nitro-L-Arginin zum Einsatz.

4.3.1. Effekt von SWS 40 HCI mit Glibenclamid auf die Aorta
Die Versuche wurden wie bereits in Kapitel 3.6.2.1. beschrieben durchgefiihrt und hatten

zum Ziel, herauszufinden, ob der Kaliumkanalblocker Glibenclamid die Wirkung von SWS 40
HCI antagonisieren kann. In diesem Fall kdnnte man den Wirkmechanismus Uber eine

Offnung der Kaliumkanale erklaren.

Bei je 4 Prdparaten wurde eine Glibenclamid-in-DMSO-L6sung in Konzentrationen von 30
umol/l und 100 umol/l appliziert und nach 45 min der gerundete ECso (15 pmol/l) von SWS
40 HCl zugegeben.

Tabelle 13: Ergebnisse Wirkmechanismus mit 30 uM Glibenclamid

Konzentrationen f. £+ SEM Versuchsanzahl Irrtums-
(umol/I) (mN) Wahrscheinlichkeit (P)
Kontrolle 8,60+1,10 4 -

30 uM Glibenclamid 8,35+ 1,06 4 -
+15 uM SWS 40 HCl 7,32£0,90 4 n.s.

Tabelle 14: Ergebnisse Wirkmechanismus mit 100 uM Glibenclamid

Konzentrationen f. £+ SEM Versuchsanzahl Irrtums-
(umol/I) (mN) Wahrscheinlichkeit (P)
Kontrolle 10,27 £ 0,82 4 -

100 uM Glibenclamid 9,02+0,48 4 -
+ 15 uM SWS 40 HCl 7,47 £ 0,38 4 0,05
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Wahrend es nach der Applikation von 30 pumol/l Glibenclamid nur zu einer schwachen
Anderung der Kontraktion kam, konnte bei der Zugabe von 100 umol/I eine Abnahme um

fast 20% festgestellt werden.

Diagramm 12: Ergebnisse der Versuche mit 30 uM Glibenclamid im Balkendiagramm

Aorta Glibenclamid
SWS40HCI, 15 umol/l
n=4

12 -

10 ~

8 -
4
2 |
0 . . . . :

Kontrolle  Glibenclamid SWS40HCI
30uM

flmN]
(o)}

Legende zum Diagramm:

Hier sieht man den Effekt des ECy, von SWS 40 HCI| auf die Kontraktion einer Aorta nach der
Applikation von 30 umol/l Glibenclamid. Die Balken stehen fiir die Kontraktionskraft in mN, die

diinnen Linien fur die Standardabweichung.
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Diagramm 13: Ergebnisse der Versuche mit 100 uM Glibenclamid im Balkendiagramm

Aorta Glibenclamid
SWS40HCI, 15 pmol/I
n=4

12

8 4
4 4
2 4
0 T T T T T T

Kontrolle Glibenclamid SWS40HCI
100puM

flmN]
(op}

Legende zum Diagramm:

Hier sieht man den Effekt des ECy, von SWS 40 HCI| auf die Kontraktion einer Aorta nach der
Applikation von 100 umol/I Glibenclamid. Die Balken stehen fiur die Kontraktionskraft in mN, die

diinnen Linien fir die Standardabweichung.
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Abbildung 24: Aufzeichnung des Versuchs mit 30 pM Glibenclamid

<«— 30 umol/I Glibenclamid

45 min

<«— 15 umol/I SWS 40 HCI

“—>
1cm=0,98 mN

Legende zur Abbildung:

Aufzeichnung des Versuchs zur Aufklarung des moglichen Wirkmechanismus von SWS 40 HCI

nach Zugabe von 30 umol/I Glibenclamid an der Aorta.
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Abbildung 25: Aufzeichnung des Versuchs mit 100 uM Glibenclamid

«—— 100 umol/I Glibenclamid

45 min

— 15 pmol/l SWS 40 HCl

«—>
1cm=0,98 mN

Legende zur Abbildung:

Aufzeichnung des Versuchs zur Aufklarung des moglichen Wirkmechanismus von SWS 40 HCI

nach Zugabe von 100 umol/I Glibenclamid an der Aorta.
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4.3.2. Effekt von SWS 40 HCI mit Nitro-L-Arginin auf die Aorta

Hier wurde analog zu den Versuchen mit Glibenclamid an 3 Praparaten gearbeitet, jedoch

wurde diesmal getestet, ob SWS 40 Uiber das NO-System wirkt. Nitro-L-Arginin inhibiert die

NO-Synthase — falls also H,S diese stimulieren wiirde, konnte man hier keine Reaktion

beobachten.

Nach der maximalen Kontraktion durch KCl wurden 100 umol/I Nitro-L-Arginin zugegeben

und 45 min gewartet. AnschlieRend applizierte man ebenfalls 15 umol/I der Substanz.

Tabelle 15: Ergebnisse Wirkmechanismus mit Nitro-L-Arginin

Konzentrationen f. £ SEM Versuchsanzahl Irrtums-
(kmol/I) (mN) Wahrscheinlichkeit (P)
Kontrolle 10,27 £ 0,82 3 -

100 uM Nitro-L-Arginin 9,02+0,48 3 -
+15 uM SWS 40 HCl 7,47 £0,38 3 0,05

Legende zur Tabelle:

Hier sind die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft f. und die jeweilige

Standardabweichung SEM der Ergebnisse aufgelistet.
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Diagramm 14: Ergebnisse der Versuche mit Nitro-L-Arginin im Balkendiagramm

Aorta Nitro-L-Arginin
SWS40HCI, 15 pmol/l
n=3

16 1

14 -

12 1
10 A
6 -
4
o
0 . . : . . .

Kontrolle Nitro-L-Arginin  SWS40HCI
100uM

flmN]
()

Legende zum Diagramm:

Hier sieht man den Effekt des ECsg von SWS 40 HCI auf die Kontraktion einer Aorta nach der
Applikation von 100 umol/I Nitro-L-Arginin. Die Balken stehen fiir die Kontraktionskraft in

mN, die diinnen Linien fiir die Standardabweichung.
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«— 100 pumol/I Nitro-L-Arginin

45 min

«—— 15 umol/I SWS 40 HCI

+—>
1cm=0,98 mN

Legende zur Abbildung:

Aufzeichnung des Versuchs zur Aufklarung des moglichen Wirkmechanismus von SWS 40 HCI

nach Zugabe von 100 umol/I Nitro-L-Arginin an der Aorta.
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5. Diskussion

Im praktischen Teil der Diplomarbeit wurden die Effekte von zwei neu hergestellten
Schwefelwasserstoff-Donatoren, SWS 48 HCl und SWS 40 HCI, an isolierten Organen von

Meerschweinchen untersucht.

Die Beschreibung der Ergebnisse der Versuche und deren Auswertung sind im Kapitel 4 zu
finden. In dem nun folgenden Kapitel werden die Ergebnisse bewertet und diskutiert. Die
Wirkung auf die glatte Muskulatur kann der auf die Herzmuskulatur gegenibergestellt

werden.

Die Wirkung von SWS 48 HCl und SWS 40 HCl unterschied sich insofern nur, dass bei SWS 40
HCl bei Aorta und Arteria pulmonalis schon eine niedrigere Dosis ausreichte, um einen

signifikanten Effekt zu erreichen.

Organpriparat ECso SWS 48 HCI ECso SWS 40 HCI
(rmol/l) (rmol/I)
Aorta 35,70 12,50
Arteria pulmonalis 31,50 23,00
Terminales lleum 16,00 20,70

Die starkste Wirkung zeigte sich bei SWS 40 HCl an der Aorta. Bereits bei 10 umol/l der
Substanzkonzentration kam es zu einer Kontraktionsabnahme von 39,39 + 1,28 %. Bei 30
umol/l waren die Prdparate schon fast vollstandig dilatiert, was man auch gut in der

Konzentrations-Wirkungskurve aus Kapitel 4.2.1. sehen kann.

Vergleichend dazu war die dilatierende Wirkung von SWS 48 HCI nicht so ausgepragt. Nach
der ersten Einspritzung zeigte sich sogar ein minimaler Anstieg der Kontraktion um 2,21 +
1,19 %, welche jedoch bei der nachsten Konzentration wieder aufgehoben wurde. Bei der
Endkonzentration von 100 pumol/l der Substanz hatte die Kontraktion um 92,41 + 4,68 %

abgenommen.
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Aufgrund des Ergebnisses von SWS 40 HCl und des beachtlichen ECso-Wertes von 12,50
umol/l wurde die Substanz auch bei der Untersuchung des Wirkmechanismus SWS 48

bevorzugt. Dazu wurden die Antagonisten Glibenclamid und Nitro-L-Arginin eingesetzt.

Man untersuchte zuerst, ob die Wirkung von SWS 40 HCI mit dem NO-System in
Zusammenhang gebracht werden kann. Nach Zugabe von Nitro-L-Arginin, welches die
Stickstoffmonoxid-Oxidase hemmt (Bansinath et. al 1993), wurde untersucht, ob SWS 40 HCI
trotzdem eine Wirkung aufweisen konnte. Die Ergebnisse zeigten eine deutlich verminderte
Wirkung der Testsubstanz als sie in Versuchen ohne Nitro-L-Arginin auftraten. Die
Kontraktionsabnahme vom Referenzwert 12,97 + 0,66 mN war mit nur 0,69 mN sehr gering.

Daraus lasst sich auf eine Signifikanz im Zusammenspiel mit dem NO-System schlieRen.

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die Ursache der dilatierenden Wirkung von SWS
40 HCl die Offnung von Kaliumkanilen sein kénnte. Man gab daher das
Sulfonylharnstoffderivat Glibenclamid, welches die Kaliumkandle blockiert, in zwei
unterschiedlichen Konzentrationen hinzu. Auch hier war die Wirkung in Kombination mit
Glibenclamid deutlich schwacher, was einen Zusammenhang mit den Kaliumkanalen

vermuten lasst.

Fasst man beide Ergebnisse zusammen, muss man annehmen, dass die Wirkung von SWS 40
HCl in erster Linie auf dem NO-System und der Offnung von Kaliumkanilen beruht.
Grundsatzlich kann man auch annehmen, dass SWS 48 HClI aufgrund seiner

Strukturahnlichkeit derselbe Wirkmechanismus zugrunde liegen muss.

Auch am terminalen lleum hatte SWS 40 HCl bei einem ECsp von 20,70 umol/l eine
signifikante Wirkung. Bei einer Substanzkonzentration von 10 umol/l betrug die Abnahme
der Kontraktion ausgehend vom Referenzwert 30,04 + 4,44 %, bei 100 umol/l waren es

immerhin 86,03 + 4,93 %.

Vergleicht man die Wirkung jedoch mit der von SWS 48 HCI, kann man bei letzterer eine
groRere Signifikanz feststellen, denn der ECsq betrug hier 16,00 umol/I. Interessant war auch,
dass die Kontraktionsabnahme nach der ersten Substanz-Einspritzung von 1 umol/I mit 6,68
+ 1,16 % bereits ziemlich stark war. Das war auch die zweitgroflte Veranderung eines

Organzustands bei dieser geringen Konzentration verglichen mit den anderen Versuchen. Bei
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der Endkonzentration wurde eine Abnahme der Kontraktion verglichen mit dem

Referenzwert um 98,97 + 1,03 % erreicht.

Durchaus signifikant war auch die Wirkung von SWS 40 HCl auf die Arteria pulmonalis. Hier
betrug der ECso 23,00 umol/Il. Es kam zwar ebenfalls wie beim Darm zu keiner vollstandigen
Dilatation bei 100 umol/l, jedoch war die Kontraktionsabnahme bei dieser Konzentration mit

95,67 + 1,44 % groRer.

Vergleicht man dazu die Wirkung von SWS 48 HCI auf die Lungenarterie, konnte mit dieser

Substanz nur ein ECsg von 31,50 umol/I erreicht werden.

Nun zur Wirkung von SWS 48 und 40 HCl auf die Herzmuskulatur:

Organprdparat

f. (%) bzw. f (%)
+ SEM bei 100 umol/I
SWS 48 HCI

f. (%) bzw. f (%)
+ SEM bei 100 umol/I
SWS 40 HCI

Musculus papillaris

50,52 + 18,94

41,74 + 24,00

Atrium dexter

-28,59 £3,15

-42,66 + 3,9

Bei SWS 48 HCl konnte man vor allem beim Papillarmuskel eine Signifikanz in der Anderung
der Inotropie feststellen. Wahrend sich bis zur Einspritzung von 10 umol/l Substanz die
Amplitude um 5,61 + 9,96 % leicht verringerte, stieg sie danach allmahlich an. Bei der letzten

Konzentration erreichte sie sogar ein Plus von 50,52 + 18,94 % gegeniiber dem Kontrollwert.

Ahnlich verliefen auch die Versuche mit SWS 40 HCl am Papillarmuskel. Hier zeigte sich
jedoch schon bei einer Konzentration von 1 pmol/l eine Abnahme der Amplitude um 12,48 +
3,30 %, bei 3 umol/I betrug sie sogar 25,69 + 6,50 %. Danach folgte wiederum ein Anstieg,

der jedoch erst bei der der Endkonzentration einsetzte und 41,74 + 24,00 % betrug.

Auch am Vorhof zeigten beide Substanzen eine Wirkung, wenn auch erst in héheren
Konzentrationen. Dies ist schon anhand der Konzentrations-Wirkungskurven im Kapitel

4.1.4. bzw. 4.2.4. zu sehen.
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Zu Beginn der Versuche wies SWS 48 HCI fast keinen Effekt auf die Chronotropie auf, nach
der Applikation von 30 umol/I lag die Verringerung der Frequenz nur bei 6,20 + 2,25 %. Erst
bei der Endkonzentration betrug sie 28,59 + 3,15 %.

Auch bei SWS 40 HCl konnte man bis zur vorletzten Einspritzung fast keinen Einfluss
feststellen, bei 30 umol/l wurde die Anzahl der Schldage pro Minute nur um 4,99 + 2,70 %
vermindert. Nach der Applikation der letzten Konzentration kam es jedoch zu einem Abfall

um 42,66 * 3,93 % verglichen mit dem Ausgangswert.

Zusammenfassend kann man sagen, dass beide Substanzen eigentlich nur bei hohen

Konzentrationen die Herzmuskelpraparate beeinflussen.

Der mégliche Mechanismus der dilatierenden Wirkung tiber Offnung von Karp-Kanilen wird

in vielen Studien behandelt.

18 bzw. 60 uM H,S konnte mit 20uM KCI bzw. Phenylephrin kontrahierte Aorten von Ratten

wieder relaxieren (Zhao et al. 2001).

Versuche mit Blockern Ca* abhangiger Kaliumkanale flhrten zu keinem dilatierenden Effekt.
Jedoch konnte man zeigen, dass die relaxierende Schwefelwasserstoff-Wirkung durch
Blockierung der ATP-abhangigen Kaliumkanale mittels Glibenclamid antagonisiert und durch
Offnung dieser Kanile mittels Pinacidil nachgeahmt werden kann (Zhao et al. 2001). Es
wurden auch Untersuchungen Uber die Plasmaspiegel von H,S durchgefiihrt, bei Ratten
betrug er ca. 50 uM. In Geweben ist er jedoch um einiges héher, im Hirn z.B. 50-160 uM
(Hosoki et al. 1997).

H,S 16st also bei physiologischen Konzentrationen eine Relaxierung der Gefadf3e aus und stellt
neben Stickstoffmonoxid und Kohlenstoffmonoxid einen weiteren intrinsischen, gasférmigen

vasoaktiven Faktor dar (Zhao et al. 2001).

Jedoch wird vermutet, dass Schwefelwasserstoff nicht wie NO und CO nur an der glatten
Muskulatur des Gefallsystems angreift, sondern darliber hinaus wenn auch nur schwach am
Endothel wirkt (Zhao et al. 2001). Das kann man lber die notwendige Aktivierung der cGMP-
Kaskade bei Freisetzung von NO und CO erkliren, wobei der H,S-Wirkung jedoch die Offnung

ATP-abhingiger Kaliumkanile und zusatzlich eine Verinderung der K'-Leitfihigkeit im

70



Endothel zugrunde liegen konnte. Bei Versuchen mit unterschiedlichen Kaliumchlorid-
Konzentrationen zur Auslosung der Kontraktion kam es bei 20 mmol KCl zu einer Dilatation
von 90 + 8,2 %, bei 100 mmol jedoch nur zu 19 * 3,9 %. Diese Differenz konnte durch die
mogliche Zusatzwirkung einer verdnderten K'-Leitfahigkeit der Zellen zustande gekommen

sein.

Wendet man diese Ergebnisse auf die Versuche von SWS 40 HCl an der Aorta an, muss man
annehmen, dass noch andere Faktoren neben der Offnung der ATP-abhingigen
Kaliumkanale die Wirkung beeinflussen. Hier wurde namlich mit 90 mmol KCI maximal

kontrahiert und trotzdem kam es zu einer Dilatation von 100 %.
In einer Studie von Elsey et al. (2010) wird diese Vermutung untermauert.

2008 konnte eine Studie auch zeigen, dass Glibenclamid, welches Karp-Kandle blockiert, die
Schwefelwasserstoff-Wirkung nicht signifikant mindern konnte. Daraus wurde geschlossen,
dass die Kaliumkanale womoglich doch keine so groRe Rolle spielen. Stattdessen wurde eher
der cAMP Weg liber die Adenylatcyclase in Betracht gezogen. NaHS wirkte kontrahierend auf
Aorten von Ratten, die zuvor mit Phenylephrin kontrahiert und mit B-Sympathomimetika
wieder relaxiert wurden. Das wiirde auf eine B-adrenerge Wirkung von H,S an hinweisen,
also eine Stimulation von B-Rezeptoren, welche Uber die Adenylatcyclase den cAMP-Spiegel
beeinflussen kdnnte. Zur Untersuchung dieser These wurden auch noch Experimente mit
einem Stimulator der Adenylatcyclase, dem Diterpen Forskolin, durchgefiihrt. Es missen
jedoch noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden, um den Wirkmechanismus

genau aufklaren zu kénnen (Lim et al. 2008).
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6. Zusammenfassung

Die Diplomarbeit umfasste die Testung der Wirkung zweier Substanzen, die
Schwefelwasserstoff  freisetzen, auf isolierte Organe von Meerschweinchen.
Hauptaugenmerk wurde auf die Erreichung eines ECso gelegt, das bedeutet die

Konzentration bei der die Hélfte des Referenzwertes erreicht werden konnte

Sowohl die Wirkung auf die glatte Muskulatur durch Versuche an Aorta, Arteria pulmonalis
und Darm, als auch auf die quergestreifte Muskulatur bei Vorhof und Papillarmuskeln
wurden gemessen. Der dilatierende bzw. spasmolytische und ino- bzw. chronotrope Effekt

wurde durch isometrische Kontraktionsmessungen untersucht.

Die Testorgane wurden jeden Tag frisch dem getéteten Meerschweinchen entnommen,
prapariert und in mit physiologischer Nahrlosung gefillten Organbadern den Versuchen
unterzogen. Die Testsubstanzen wurden frisch in Wasser geldst und in je 5 unterschiedlichen
Konzentrationen durch kumulative Zugabe appliziert. Die Wirkungen der Substanzen
duBerten sich in Zustandsanderungen der Organe, die Uber Kraftwandler und Verstarker an

einen Flachbettschreiber geleitet und von ihm aufgezeichnet wurden.

SWS 48 HCl und SWS 40 HCl konnten dhnliche Effekte erzielen, die Unterschiede bestanden
lediglich in ihrer der Starke bzw. der Konzentration. Mit SWS 40 HCl konnte bei der
Relaxierung der Aorta ein ECso von 12,50 umol/l erzielt werden, an der Lungenarterie betrug

er 23,00 umol/l und am Darm 20,70 umol/I.

Bei SWS 48 HCl konnte bei einem ECsq von 16,00 umol/I die starkste Wirkung am Darm
gemessen werden, an der Aorta lag er bei 35,70 pumol/l und bei der Lungenarterie bei 31,50

umol/I.

Aufgrund der starken Wirkung von SWS 40 HCI an der Aorta wurden an diesem Organ auch

Experimente zur Aufklarung des moglichen Wirkmechanismus durchgefiihrt.

Das Ergebnis dieser Versuche lasst auf eine Beteiligung von ATP-abhangigen Kaliumkanalen

und des NO-Systems an der dilatierenden Wirkung schliel3en.
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