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1. Einleitung

H,S oder auch Schwefelwasserstoff ist ein wasserldsliches Gas. Sowie brennbar und farblos.

Man erkennt es auch an seinem Geruch nach verfaulten Eiern (Wang, 2002).

Durch die Zersetzung von schwefelhaltigen Aminoséuren oder durch die Reaktion von
Schwermetallsulfiden mit Sauren kann so ein Geruch entstehen. Schwefelwasserstoff hat
einen Gewdhnungseffekt. In sehr geringere Konzentration wird dieser stechende Geruch vom
Menschen wahrgenommen. In héheren jedoch nicht mehr, da die Geruchsrezeptoren blockiert

werden.

Kommt es zu einen akuten H,S-Intoxikation, so sind der Atemtrakt sowie das zentrale
Nervensystem betroffen. Somit kann bei der Inhalation hdherer Dosen zum
Bewusstseinsverlust und zentrale Atemld&hmung fuhren. Bei einer geringeren Dosis kdnnen

Schwaéche, Hyperpnoe oder Krdmpfen auftreten (Forth et. al., 2009).

Sollte eine Vergiftung durch H,S zustande kommen, so wird nach Symptomen therapiert.
Beispielsweise wird gezielte Beatmung angewendet. Sollte die Beatmung fehlschlagen, so
kann auch Diethylaminophenol verwendet werden (Oberdisse et.al.,2001).

Friher dachte man, H,S sei ein giftiges Gas und schadlich flr die Umwelt. Heute weil} man,
dass es auch in Saugetieren, wie zum Beispiel beim Menschen, produziert wird. Somit wird es
Heute auch als Signalmolekul im Nerven -und kardiovaskuléren System anerkannt (Kamoun,
2004, Fiorucci et. al., 2006).

Der gesamte Wirkungsbereich bzw. Wirkungsmechanismus von H,S konnte noch nicht
festgestellt werden. Man weil3 aber, dass H,S in hoher Konzentration Enzyme durch Sulfid-
oder Disulfidbildung blockieren kann. Kommt es zu Stoffwechselvorgéngen, so entsteht
Hydrogensulfid-Anion durch Deprotonierung von Schwefelwasserstoff. Das Il1-wertige Eisen
der Cytochromoxidase sowie die Enzyme der oxidativen Phosphorylierung werden durch das
Hydrogensulfid-Anion blockiert (Schmidt und Estler, 2007).

Synthetisierung von H,S erfolgt endogen. Dies geschieht in unterschiedlichen Geweben von

zwei Enzymen,die Cystathionin-p-Synthase (CBS) und Cystathionin-y-Lyase (CSE), die
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Pyridoxal-5'-Phosphat abhédngig sind. Cystein ist dabei das Substrat fir CBS und CSE. Es
wird Uber die Nahrung aufgenommen und kann aus endogenen Proteinen frei gesetzt werden.
In bestimmten Regionen kann man diese Enzyme in hoheren Mengen finden. Im
Nervensystem und Gehirn ist CBS das vorherrschende H,S-produzierende Enzym. Aber auch
in der Niere und Leber wird es stark exprimiert. Vor allem in der Leber findet man auch CSE,
sowie in vaskuldren und nicht -vaskularen glatten Muskelzellen. Durch Stickstoffmonoxid
(NO) und Kohlenstoffmonoxid (CO) kann die Aktivitat von CBS inhibiert werden (puranik et.
al.,2006). Nicht so viel bekannt ist von CSE. Nur dass Endotoxine die Aktivitdt von CSE
steigern (Ishii et.al., 2004).

Produziert wird H,S im Gewebe in mikromolaren Konzentrationen (10-100uM) und 16st eine
grolRe Anzahl von zytoprotektiven Effekten auf das kardiovaskuldre System aus. Und auch
ohne spezifischen Transporter penetriert H,S als Gas die Zellmembranen sehr schnell (Lefer,
2007).

H.S hat antioxidative Eigenschaften, metabolische Effekte (Blackstone et. al., 2005) und
beeinflusst Funktion der Mitochondrien und es besteht die Mdglichkeit zur Hemmung der
Apoptose von verschiedenen Zelltypen (Kimura 2004). Zusétzlich verhindert das Gas die
Interaktion zwischen Endothelzellen und Leukozyten (Zarnado et. al., 2006). AulRerdem ist
H.S ein wichtiges antiinflammatorisches Molekil. Es kommt auch zur Verringerung des
Blutdrucks, denn durch H,S kommt es zur vasodilatierenden Wirkung und die Blutgefalie
entspannen sich (Elrod et. al., 2007, Pryor et. al., 2006).

Vergleicht man Stickstoffmonoxid (NO) und Kohlenstoffmonoxid (CO) so ist H,S ebenso ein
wichtiges Signalmolekil. Seine Aufgabe in der kardiovaskularen Regulation wird deshalb
auch von vielen Forschungsteams untersucht (Wang, 2002). Laut Lefer hat H,S alle positiven
Eigenschaften, die auch NO besitzt, ausgenommen die Fahigkeit zur Bildung toxischer
Metabolite (Lefer , 2007). NO hat diese Féahigkeit, weil es ein hoch reaktives Molekil ist. Mit
Superoxid kann NO leicht interagieren und dies fuhrt zur Bildung von Peroxynitrit (ONOO)
(Elrod et. al., 2006).

Erstaunlich ist auch, dass der blutdrucksenkende und geféal3protektive Effekt von Knoblauch
(Allium sativum) durch Bildung von H,S zustande kommt. Dabei werden organische

Polysulfide aus dem Knoblauch mithilfe von roten Blutkdrperchen in Schwefelwasserstoff
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umgewandelt. Somit kann man H,S als potenten Vasodilatator bezeichnen. Zu beachten ist
jedoch, dass die Entspannung der vaskuldren glatten Muskelzellen auf eine Karp-Kanal

vermittelte Hyperpolarisation zurtickzufiihren ist (Benavides et. al., 2007).

Eine mogliche Beteiligung des Karp-Kanals am Wirkmechanismus von H,S wurde erstmal
von Zhao et. al. Berichtet. Sie haben auch zeigen kdnnen, dass kardioprotektive Effekte
verhindert werden, und zwar durch eine Vorbehandlung mit beispielsweise Glibenclamid,
einem Karp-Kanal Blocker (Zhao et. al., 2001).

Bei Studien an Aortenringen von Ratten, hat man gesegen, dass Karp-Kandle nicht die
einzigen Angriffpunkte von H,S sind. Es sieht so aus, als wéaren NO- und CO-bezogene
Faktoren ebenfalls wichtig bei dem physiologischen Wirkmechanismus (Kubo et. al., 2007).
Auch bei einer Interaktion von H,S mit dem NO-System zeigen Studien eine
blugdruckregulierende Eigenschaft von H,S(Ali et. al., 2006). Zusatzlich zeigt Wang et. al.
eine Verbindung zwischen NO und H,S bei der Relaxation von pulmonalen Rattenaorten
(Wang et. al., 2008).

In Versuchen mit Aortenringen von Ratten, weily man, dass H,S als schneller Vasokonstriktor
wirkt. Dabei war die Sauerstoffkonzentration wahrend den \ersuchen sehr intensiv. Somit
hangt der vaskuldare Effekt von H,S sehr stark von der Sauerstoffkonzentration in der
Umgebung ab (Koenitzer et. al., 2007). Ein wichtiger Faktor sind auch intrazellulare pH-Wert
Anderungen und diese hangen mit der GefaRrelaxation zusammen (Lee et. al., 2007).

Huang et. al. Bewiesen, dass das Hinzufiigen eines H,S-Donators, in dem Fall
Natriumhydrogensulfid (NaHS), bei einer biochemisch kinstlich hervorgerufenen Hypertonie,

zu einer Besserung der Symptome flihrt (Huang et. al., 2008).

Injiziert man H,S-Donatoren direkt ins tierische Gewebe, so stellt man eine temporére
Blutdrucksenkung fest (Zhao et. al., 2001, Wang, 2002).

Die Unterform der pulmonalen Hypertonie, und zwar die pulmonale arterielle Hypertonie
(PAH) gehort zu den Orphan Diseases. Bei einem mittleren pulmonalarteriellen Blutdruck von
> 25 mmHg ist sie als "ruhig" gekennzeichnet. Bei einem Blutdruck von > 30 mmHg jedoch

als "belastend”. Die Ausloser so einer Hypertonie sind jedoch unbekannt. Aus
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pathophysiologischer Sicht kommt es zu einer Proliferation von glatten Muskelzellen und
Endothel, dabei sind die vasokonstriktorischen Faktoren dominant und die Thrombogenitat ist
erhoéht. Durch diese Eigenschaften kommt es zu einer Verringerung der GefalRlumens, und auf
diese folgt eine Druckerh6hung im kleinen Kreislauf, eine Erhéhung der Nachlast im rechten
Ventrikel und endet mit einem Rechtsherzversagen. Da PAH eine schwere Erkrankung ist,
sind auch ihre Prognosen schlecht. 30-50% der Patienten (berleben nur 5 Jahre.

Transplantation ist derzeit die einzige Chance zur Heilung (Mutschler et. al., 2008).

Es wére jedoch moglich, den Bluttfluss zu verbessern, indem, mittels einer Pharmakotherapie,
das Lumen der pulmonalen Gefél3e durch Vasodilatatoren vergrof3ert wird. Aus diesem Grund
wére eine Behandlung durch eine Therapie mit H,S-freisetzenden Substanzen mdglich.
Derzeit gibt es aber nur folgende Therapiemdglichkeiten, wo bei die Erfolgsquote nur
eingeschrankt ist (Mutschler et. al., 2008):

- PDEs-Hemmer wie Sildenafil

- Bosentan, ein Endothelinantagonist

- lloprost, ein Prostacyclinderivat

Ebenfalls wéren zur Therapie der essentiellen Hypertonie H,S-freisetzende Substanzen

verwendbar. Die essentielle Hypertonie ist auch 6fters zu finden als die pulmonale.

Ein Wert von bis zu 130/85 mmHg definiert den Blutdruck laut WHO als normal. Ab
140/90mmHg gilt er als Hypertonie. Der Bereich dazwischen gilt als "normal hoch". Bei 95%
der Betroffenen handelt es sich um eine priméren oder essentielle Hypertonie. Als Ursache
werden genetische —und Umweltfaktoren angenommen. Die genauen Ursachen sind jedoch
unbekannt. Bei den restlichen 5% der Betroffenen handelt es sich um die sekundére
Hypertonie. Hier weill man, dass die Ursachen meistens endokriner oder renaler Art sind und
kdnnen direkt behandelt werden (Forth et. al., 2009).

Ist die Hypertonie noch als leicht bis moderat definierbar, so empfiehlt man eine Anderung
der Lebensgewohnheiten an erster Stelle. Dadurch ist es sogar nicht noétig eine
Pharmakotherapie einzuleiten. Beispiele fur Malnahmen wéren:

- Gewichtsabnahme

- Alkoholabstinenz

- Fett -und kochsalzarme Erndhrung



- Stressreduzierung

- Rauchabstinenz

Falls kein Erfolg sichtbar ist, so wére eine Pharmakotherapie nétig, wo 5 verschiedene
Substanzklassen eingesetzt werden:

- B-Blocker

- ACE-Hemmer

- Diuretika

- AT1-Rezeptorblocker

- Kalziumantagonisten

Aktuelle Studien zeigen, dass es zu Beginn einer Behandlung der Hypertonie, eine
Gleichwertigkeit ~ zwischen  der  Monotherapie und  einer  schwach-dosierten
Kombinationstherapie aus p-Blockern mit Diuretikum oder ACE-Hemmer gibt. Diese
Gleichwertigkeit betrifft aber nur die Wirksamkeit und Nebenwirkungen. Kann jedoch der
erwartete Effekt mit der Monosubstanz nicht eintreten, so sollte man so bald wie mdglich eine
Kombinationstherapie aus zwei bis drei Substanzen einleiten.

Dadurch erhoht sich der Erfolg dieser Therapie und zugleich werden unerwinschte
Nebenwirkungen durch die schwéchere Dosis der Kombinationspartner begrenzt (Forth et. al.,
2009).



2. Ziel der Arbeit

In dieser Diplomarbeit sollen potentielle Wirkungen an bestimmten isolierten Organen von
Meerschweinchen aufgedeckt werden. Dabei geht es um die Wirkungen der neu
synthetisierten schwefelwasserstoff- oder carbonylsulfidfreisetzenden Verbindungen SWS 83
HCI und SWS 84 HCI.

Es werden Prédparate von Lungenarterie, Aorta und Dinndarm vorbereitet und mit den beiden
Testsubstanzen in Kontakt gebracht um einen Effekt an der glatten Muskulatur festzustellen.
Eine Wirkung auf die Herzmuskelpraparate wére bei diesen Untersuchungen nicht
wiinschenswert. Deshalb soll durch Testung der beiden Substanzen am Papillarmuskel sowie
am rechten Vorhof eine Chronotropieanderung (Schlagfrequenzanderung) bzw.

Inotropiedanderung (Kontraktilitatsanderung) ausgeschlossen werden.



3. Material und Methoden

3.1. \Versuchstiere

Bei den \ersuchen wurden Meerschweinchen vom TRIK Stamm von der
Reptilientierhandlung Hubmann aus Graz verwendet. Dies bedeutet, dass sie nicht durch
Inzucht vermehrt wurden. Sie sind alle weiblich und haben ein Gewicht von 250-600 g. Sie

sind maximal 30 Tage alt.

Fur die Versuche verwendete man isolierte Organe dieser Meerschweinchen. Dies geschieht
aus dem Grund, weil die Beschaffenheit ihrer Organe, besonders die lonenverhaltnisse am
Herzen, eine groRe Ahnlichkeit mit denen der Menschen hat. Noch dazu, ist man von der
GroRe her, durch Versuchsapparaturen beschrankt.

Die Meerschweinchen wurden 24 Stunden vor der Tétung nichtern gehalten um eine
konstanten Ruhetonus der glatten Muskulatur des terminalen Illeum (untere Diinndarm) zu
erreichen. Getotet werden die Meerschweinchen per Genickschlag, damit ein schmerzloser

und schneller Tod durchgefthrt wurde.

Abbildung 1: Meerschweinchen




3.2. Versuchssubstanzen

Die Testsubstanzen wurden vom Department fur Medizinische/ Pharmazeutische Chemie an
der Universitat Wien zur Verfligung gestellt. Dank diesen Substanzen kénnen die folgenden

\ersuchsreihen durchgefiihrt werden.

3.2.1. SWS 83 HCI

SWS 83 HCl ist die erste, zu testende Substanz. Ihr Molekulargewicht betragt 241,78 g/mol

und ihr systematischer Name ist wie folgt:

Abbildung 2: Chemische Struktur von SWS 83 HCI

Propyl [2-(Dimethylamino)propoxy]methanthioat-Hydrochlorid
SWS 83 HCI

MG: 241,78 g/mol



3.2.2. SWS 84 HCI

SWS 84 HCI ist die zweite Substanz, die getestet wurde. Ihr Molekulargewicht betragt

238,78g/mol und ihr systematischer Name ist wie folgt:

Abbildung 3: Chemische Struktur von SWS 84 HCI

Propyl 4-Methyl-1-piperazinthiocarboxylat-Hydrochlorid
SWS 84 HCI
MG: 238,78 g/mol

3.2.3. Herstellung der Testlosung

Die Herstellung der Testldsung fur die schwefelwasserstoff- bzw. carbonylsulfidfreisetzenden
Verbindungen beginnt mit dem Lésen der entsprechenden Substanzmenge in Wasser (Aqua
destillata) und dann wurde im Kihlschrank auf bewahrt. Diese wird jeden Tag frisch
vorbereitet. Je Versuch bendtigt man 100ul von so einer Testlosung. Zu beachten ist, dass die
Einwaage der Substanz sich nach dem Fassungsvermdgen des Organbades richtet, d.h.
Organbéder standen es von einem Fassungsvermdgen von 8 oder 25 ml zur Verfiigung,
eingewogen werden eine entsprechende Menge an Substanz, je nachdem, welche

Verfassungsvermdogen verwendet wurde.



In der Tabelle 1 sient man zusammengefasst die Berechnung der Einwaage.

Tabelle 1: Verwendete Einwaagen

Substanz Molekulargewicht Volumen Einwaage Substanz
Organbad (200 pmol/l)
SWS 83 HCI 241,48 g/mol 8 mi 0,19 mg
25 ml 0,60 mg
SWS 84 HCI 238,78g/mol 8 ml 0,19 mg
25 ml 0,59 mg

Man leitet eine Kontrollphase von mindestens 45 Minuten ein. Danach erfolgt die

Substanzzugabe. Die geschieht alle 45 Minuten nach einem kumulativen Schema. Bei der

letzten Substanzzugabe wird dann eine Konzentration von 100umol/l im Organbad erreicht.

Durch die Intervalle von 45 Minuten wird eine steady-state Einstellung im Organbad

gewahrleistet. Ubertragt man das auf den menschlichen Korper, so spricht man von einer

konstanten Plasmaspiegelkonzentration. Das Pipettiermuster bei der Substanzzugabe sieht wie

folgt aus:

Tabelle 2: Pipettierschema der kumulativen Substanzgabe

Zugegebenes Volu-

Endkonzentration in Organbad

men [ul] [umol/l]
1 1
2 3
7 10
20 30
70 100
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3.3. Physiologische Nahrlosung

Tyrode, eine physiologische N&hrldsung, benannt nach dem Pharmakologen Maurice Vejux
Tyorde, entspricht einer modifizierten Krebs-Henseleit-Losung. Von dieser Losung werden in
der Fruh jeden Tag frisch 2 Liter hergestellt und dies nach den Vorschriften von Reiter (1967).
Essentiell ist diese Losung fur die versuchsfolgen, da die Versuchsorgane in dieser Lésung
langer Gberleben konnte.

Bevor die Versuchen begonnen wurden, musste jeden Morgen diese TyrodelGsung hergestellt
werden und Fur die Herstellung wurden folgende fertig bereitete Losungen verwendet:
Kaliumchlorid, Natriumchlorid, Natriumhydrogencarbonat, Kaliumhydrogenphosphat und
Magnesiumsulfat. Diese werden in einem 2 Liter Kolben gemischt, danach wird Glucose als
Feststoff hinzugegeben und mit 1,5L destilliertem Wasser verdunnt. Fir 20 Minuten wird
dann mit Oxymix oder Carbogen einer Gasmischung (95% O2 und 5% CO2), begast und
darauf die Kalziumchlorid-L6osung tropfenweise und langsam zugesetzt. Dies wird gemacht,
um ein Ausfallen schwer loslicher Kalziumsalze zu verhindern. Am Ende fullt man den

Kolben auf 2L mit destilliertem Wasser auf.

Die Inhaltsstoffe der Elektrolytlésung werden in der Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Tyrode

Substanz MOI(Z;fnZ/II;i 35€ Stocklésung mI/S’EI(_);IIf;gSeung/I mmol/I
NaCl 58,442 1000,25¢/5I 33,60 115,01
KCI 74,550 50,33 g/5l 35,00 4,73

NaHCO3 84,010 125,00 g/5l 83,70 24,91

MgSQO, 120,370 147,02 g/5l 1,18 0,29
KH,PO, 136,090 62,00 g/250 ml 1,18 2,15
CaCL; 110,980 34,00 g/250 ml 3,20 3,92

Glucose 180,160 Reinsubstanz 1,98 -
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3.3.1. Kaliumchlorid-L6sung fur Pulmonalarterie, Aorta und Darm

Diese L6sung ist notwendig, um die Untersuchung der Testsubstanz an Aorta, Darm und
Pulmonalarterie durchzufiihren. Durch die Ldsung wird eine maximale Kontraktion der
Préparate gewahrleistet und zusétzlich kann auch die vasodilatierende oder spasmolytische
Aktivitat, die durch die Testsubstanz hervorgerufen wird, festgestellt werden. Fir die
Kontraktion der Aorta und Pulmonalarterie benétigte man eine 90 mmol Lésung. Dafir
wiegte man 0,67 g Kaliumchlorid in einen 100-ml-Messkolben ein und ergénzte sie dann auf
100 ml mit Tyrode. Fur die Kontraktion des Darmes bendtigte man eine 60 mmol Ldsung.

Hierfur wurde 0,45 g Kaliumchlorid eingewogen und auch auf 100 ml mit Tyrode aufgeftillt.

3.4. Organentnahme

Jeden Tag, an dem ein Versuch durchgefiihrt wird, wurde ein Meerschweinchen mit eine
gezielten Genickschlag getdtet. Danach wurde Bauch -und Brustraum mit einer Schere
aufgeschnitten, sodass man das Ileum, das Herz und die Aorta entnehmen konnte. Das Herz
wird zuerst herausgeschnitten und sofort in Tyrodeldsung getaucht und dann wurde die Aorta
vorsichtig herausgeschnitten und in Tyrodeldsung gegeben. Als letztes wurde ein Teil der
Terminales Ileum mit Faden fixiert und in Lésung getaucht. Die Organe mussten so schnell
wie maglich in eine stets begaste physiologische Nahrldsung. Wobei das Herz auch gleich
weiter prépariert werden musste. Nun mussten sich die Organe immer in der physiologische

Né&hrldsung befinden. Die auch permanent begast wurde.
Dabei war es gleichgultig in welchem Arbeitsschritt man gerade ist, sei es die Lagerung der

Organe, Praparierung oder der Versuch an sich. Wére das nicht der Fall, wirden die Organe

absterben und die Versuche kdnnten nicht fortgesetzt werden.
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Abbildung 4: Sezierbesteck

3.5. Praparierung und Isolierung der Organe

Es werden Glaspetrischalen mit einem Korkboden ausgelegt, der mit einem Gummischlauch
am Rand fixiert wird. Auf denen geschieht die Prédparierung der Organe unter einem
Auflichtmikroskop. Um eine optimale Versorgung zu erzielen, wurde die Petrischale mit
Tyrode geflllt und begast. Die Fixierung der einzelnen Organe erfolgte durch
Prépariernadeln. Und um uberschissiges Fett -und Muskelgewebe zu entfernen verwendete
man Pinzetten und Federgriffscheren. Zur Verankerung der notwendigen Organe wurden
Silberhacken an den Darm, den Vorhof und den Papillarmuskel mit Bindefaden befestigt.
Wichtig ist, dass man wahrend des Prépariervorganges sehr vorsichtig arbeitet, denn ein
Uberdehnen bzw. Verletzen der Organe fiihrt zum Absterben und konnen im weiteren Verlauf

des Versuches nicht verwendet werden.
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Abbildung 5: Praparierbesteck mit Auflichtmikroskop

Abbildung 6: Anatomie eines Meerschweinchens
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3.5.1. Praparierung und Isolierung der Musculus papillaris (Papillarmuskel)

Der Papillarmuskel wurde aus dem Herzen entfernt und dazu Offnete man den rechten
Ventrikel entlang des Septums, klappte ihn auf und fixierte ihn anschlieBend mit
Prépariernadeln. Mittels eines Blindfadens wurde dann am Ansatz der Papillarmuskelsehne
ein Silberhaken befestigt.

Danach schnitt man den Muskel aus der Herzwand. Diese Prozedur konnte auch flr den
linken  Ventrikel ~ wiederholt  werden. Da  Purkinje-Fasern ein  Teil  des
Erregungsleitungssystems am Herzen sind und stérend wirken kodnnen, war das Entfernen
dieser besonders wichtig. Auch diese Praparate wurden dann in die begaste Tyrode gegeben

und in die Versuchsapparatur eingespannt.

Abbildung 7: Praparierter Musculus papillaris
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3.5.2 Préparierung und Isolierung des Atrium cordis dexter (rechter
Vorhof)

Mit zwei Prépariernadeln wurde das Herz am Korkboden fixiert und anschliefend wurde
restliches Lungengewebe oder Fettgewebe mit Federgriffscheren entfernt. Um eine
unabhéngige Schlagkraft des Herzens zu gewdhrleisten, musste der rechte Vorhof mit dem
Sinusknoten entfernt werden.

Darauf wurde der Anfang und Ende des Vorhofes vorsichtig mit zwei Nadeln fixiert. Nun
legte man einen Faden unter einen der fixierten Teile und machte einen Knoten, auf den ein
Silberhacke eingehangt wurde. Dieser war mit einem zweiten Knoten befestigt. Diesen
\Vorgang wiederholte man auch auf der anderen Seite des Vorhofs. Am Ende war im Vorhof,
an der oberen und unteren Stelle ein Silberhaken eingearbeitet. Das fertige Praparat legte man
in die begaste Tyrode und konnte nun in die Versuchsapparatur eingesetzt werden. Ma musste
hier besonders beachten, dass der rechte Vorhof stets begast wurde, sonst wurde er schnell

abgestorben.

Abbildung 8: Atrium dextrum cordis eingespannt in der Apparatur
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3.5.3. Praparierung und Isolierung der Aorta descendens (Aorta)

Dann war die absteigende Aorta an der Reihe, die dem Meerschweinchen enthommen wurde.
Hierfir war es wichtig die Wirbelsdule durchzubiegen, um dann den Teil der Aorta, der
oberhalb des Herzens liegt, abzutrennen. Man hielt sie mit einer Pinzette fest und schnitt sie
dann mit einer Schere vom Rickgrat ab. Mit zwei Prépariernadeln wurde sie dann am
Korkboden der Petrischale befestigt und auch hier wurde restliches, unnétiges Fett- und
Muskelgewebe mit einer Federschere entfernt. Nun schnitt man die Aorta in 2 mm breite
Ringe, legte die dann in die begaste Tyrode und spannte es ebenfalls in die Versuchsapparatur

ein.

Abbildung 9: Fertig praparierte Aortaringe

3.5.4. Praparierung und Isolierung der Arteria pulmonalis (Lungenarterie)

Im Anschluss an den Vorhof wurde die Lungenarterie dem Herzen entnommen. Genauer
gesagt, nur ein Teil der Arterie und zwar der Truncus pulmonalis, die aus der rechten
Herzkammer hervorgeht. Entfernt wurde ein 1cm langes Stick der Arterie und danach wurde
restliches Fett—und Muskelgewebe entfernt. Man zerteilte das Stiick noch einmal in 3mm
breite Ringe. Dieses Praparat war nun fir die Versuchsserie bereit. Es kam in die begaste
Tyrode hinein und wurde ebenfalls in die Versuchsapparatur eingespannt.
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3.5.5. Praparierung und Isolierung des terminalen lleum (Dinndarm)

Als letztes wurde Bauchraum weiter getdffnet, um den Darm zu entnehmen. Jedoch nur der
Dinndarm, da man nur diesen fur die Versuche benétigt. Man trennte ihn in der Nahe des
Caecums durch und markierte den jejunalen Bereich mit einem Bindfaden. In die begaste
Tyrode legte man dann ein 30 cm lang abgeschnittenes Darmstiick. Hier ist auf die
Gasversorgung besonders zu achten, da sie fur den Darm sehr wichtig ist. Von diesem 30 cm
langen Stuck schnitt man dann 1cm ab und befestige es am Korkboden der Petrischale mit
Préapariernadeln. Das kleine Darmstiick wurde anschlieBend mit einer kleinen Pipette
durchgespiilt, um seinen Inhalt zu entfernen. Beide Enden des Darmen werden schrag
abgetrennt und wie beim Vorhof, wird dann auf jeder Seite ein Silberhaken mit Hilfe eines
Bindfadens angebracht. Die Abschragung ist deshalb notwendig, um ein Durchstrémen des
Testsubstanz zu gewéhrleisten und damit das Darmlumen nach der Anbringung des Hakens
offen bleibt. Ob das Lumen wirklich offen geblieben ist, kann man am Schluss mit einer
Pipette testen. Auch hier wird dann das fertige Praparat in die begaste Tyode gegeben und an

der Versuchsapparatur fixiert bzw. eingespannt.

Abbildung 10: Darmpraparat im Organbad
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3.6. Versuchsanordnung und Apparatur

Fur die Untersuchung der Wirkungen von SWS 83 HCL und SWS 84 HCL gab es 2
verschiedene Versuchsapparaturen, mit denen man arbeiten konnte. Diese zwei Apparaturen
unterscheiden sich aufgrund des Fixierungsmechanismus und des Aufbau. Apparatur A war
nur fir den Papillarmuskel bestimmt. Mit Apparatur B testete man die restlichen Préparate:
Darm, Aorta, Vorhof und Lungenarterie. Aber das Messungsprinzip, sowie das Schema der
Versuchsanordnung war bei beiden Apparaturen gleich. Im Zentrum des Apparats hatten wird
das isolierte Organ, das am Draht mit Silberhaken befestigt war. Der Draht stand in
Verbindung mit einem Kraftwandler. Dieser gab elektrische Impulse an den Amplifier weiter.
Der Amplifier verstarkte das Signal und gab es anschlieBend an den Schreiber, der dann die

Messergebnisse auf einem Millimeterpapier aufzeichnete.

War die konstante Einhaltung der physiologischen Bedingungen wie Sauerstoffkonzentration,
pH- -Wert und Temperatur bis zum Ende des Versuchs notwendig, um die Reproduzierbarkeit

der Versuche garantieren zu kénnen.

Abbildung 11: Versuchsanordnung

Wasserbad

Amplifier

Schreiber
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3.6.1. Apparatur A

Apparatur A verwendete man ausschlielich fur den Papillarmuskel. Im temperierten
Wasserbad, wo eine Temperatur von 355°C + 0,5°C herrschte, lag die
Papillarmuskelkammer, wo sich 25 ml Tyrode befand. Die Tyrode wurde durch eine Glasfritte
von unten mit Oxymix begast. Erst wenn die Tyrode die richtige Temperatur erreicht hat,
konnte man den Muskel befestigen. Aus diesem Grund sollte nach dem Befiillen noch
ungefadhr 10 Minuten gewartet werden, bis der Papillarmuskel eingespannt wurde. Nach der
Wartezeit wurde der Muskel mit Hilfe des Hakens auf dem Draht befestigt und die untere
Spitze des Muskels klemmte man zwischen Platinelektrode und Plexiglasscheibe ein. Die am
Stativ befestige Organhalterung konnte dann in die Papillarmuskelkammer abgesenkt werden.
Der Feintrieb hat uns geholfen die Vorspannung des Organs richtig einzustellen. Die
Vorspannung ist fr jedes Organ anders und wurde empirisch ermittelt, um reproduzierbare
und gleiche Versuchsbedingungen zu ermoglichen. Uber den Draht wurden
Muskelkontraktionen auf den Kraftwandler (bertragen und in elektrische Signale
umgewandelt.

Der Papillarmuskel musste Gber den Anapulse Stimulator elektrisch stimuliert werden, weil er
nicht von selbst kontrahiert. Der Kraftwandler hatte eine Verbindung zum Verstarker und am

Ende war noch ein Schreiber vorhanden.

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Apparatur A
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Abbildung 13: Originalabbildung von Versuchsapparatur A
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3.6.2. Apparatur B

Apparatur B wurde fiir Vorhof, Aorta, Darm und Lungenarterie eingerichtet. Hier jedoch
wurde das Organbad von einem Plexiglasmantel umgeben. Durch diesen floss dann das
temperierte Wasserbad von 37,5°C + 0,5°C. Das Fassungsvermogen der begasten Organbader

betrug 8 ml oder 25 ml, und nach diesen richtete sich auch die Einwaage der Testsubstanz.

Da am Darm und Vorhof bereits 2 Silberhaken befestigt waren, konnten diese nun in die
Aufhange-Vorrichtung eingespannt werden. Auch die Aorta und Lungenarterie konnten direkt,
ohne zusatzliche Haken, in die Aufhange-Vorrichtung eingehéngt werden, da sie nach dem
Prépariervorgang als Ringe vorhanden waren. Die erforderliche Vorspannung des Organs
kommt nun mit Hilfe des Feintrieb eingestellt werden.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Apparatur B
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Die Muskelkontraktionen konnten dann vom Schreiber aufgezeichnet werden, nachdem sie in
Stromimpulse umgewandelt wurden. Den originalen Versuchsaufbau sieht man in Abbildung
13.

Abbildung 15: Originalabbildung von Versuchsapparatur B
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3.6.3. Der Kraftwandler

Der Kraftwandler ist ein wichtiger Bestandteil der Versuchsapparatur. Er war namlich die
Verbindung zwischen der Apparatur und dem Verstérker. Seine Aufgabe war die Umwandlung
mechanischer Signale in elektrische. Denn elektrische Signale konnten gemessen werden. Die
Messung erfolgte mittels eines Dehnungsmessstreifens. Mit der Anderung der
Kontraktionskraft anderte sich auch der Widerstand. Dies bewirkt ebenfalls eine Anderung
des angelegten Stromflusses. Kontraktionsdnderungen wurden tiber einen Verstéark (4-Channel
Transducer Amplifier, Firma WPI) zum Flachbettschreiber (Flatbed Recorder Modell BD 112,
Firma Kipp & Zonen) Uberbracht, der die entstandenen Impulse aufzeichnete. Der bereits

erwahnte Kraftwandler funktioniert nach der Wheatstoneschen Briicke.

Abbildung 16: Schema der Signalgewinnung
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3.6.4. Gasversorgung

Eine konstante Gasversorgung ist unentbehrlich, wenn man eine optimale Versorgung der
Organe erreichen will. Die verwendete Gasmischung setzte sich aus 95% O2 und 5% CO2
zusammen und man bendtigte sie auch, um den pH-Wert konstant zu halten und die
Testsubstanz homogen im Organbad zu verteilen. Den Zugang zu den Organbadern hatte das
Gas durch ein Schlauchsystem Eine Glasfritte, die sich am Einlasspunkt befand, sorgte durch
feine Zerstdubung fir eine passende Dosierung des Gases. Die Begasung durfte auf keinen
Fall Licken aufweisen und musste stets aufrechthalten werden.

3.7. Versuchsablauf und Wirkungen

Vor dem Versuchsstart, musste man sicher gehen, dass die Apparaturen sauber waren. Aus
diesem Grund wurden die Organbé&der, sowie die zugehorigen Halterungen, zwei bis dreimal
mit Aqua destillata (destilliertes Wasser) gespult und falls nétig, mit einer Blirste gereinigt.

Danach spulte man auch mit Tyrode und darauf fullte man die Organbader mit Tyrode.

3.7.1. Untersuchung der Wirkung der Testsubstanz auf die isolierte

Meerschweinchenorgane

3.7.1.1. Versuchspraparat - rechter Vorhof

In Kapitel 3.5.2. wurden die Praparierung sowie die Isolierung bereits erwahnt. Mittels der
angebrachten Silberdrahthaken wurde das Organ nun in die Apparatur | eingesetzt und in das
Organbad auf 35,5°C temperiert. Beim Einspannen sollte man jedoch darauf achten, den
\Vorhof nicht zu tberdehnen, da es sonst die Autonomie des Sinusknotens beeintrachtigen
wirde. Deshalb konnte man zusétzlich die Lange der Silberdréhte so anpassen, sodass das
Praparat locker eingespannt werden konnte. Dann wurde das Pré&parat ins Organbad

eingetaucht, und die Geréateeinstellungen konnten nun vorgenommen werden.
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Man begann mit dem Einschalten des Schreibers und stelle ihn auf 5 mV und auf eine
Geschwindigkeit von 5mm/sec ein. Das "Zero" Drehrad diente dazu, den Nullpunkt auf dem
Millimeterpapier einzustellen. Als néchstes wurde der Amplifier eingeschaltet und entriegelt.
Der verstellte Schreiber wurde dann mithilfe einer Drehschraube, die sich am Verstarker
befindet, in die Nullposition gebracht. Um die Vorspannung des Organs von 10,4 cm zu
erreichen, verwendete man wieder den Feintrieb. Diese Einstellung ist notwendig, um fiir alle
Versuche die gleichen Ausgangsbedingungen zu schaffen. Danach stellte man mit der
Drehschraube am Verstarker nochmal die Nullposition ein. Falls die eintretenden Amplituden
zu klein zum Z&hlen waren, konnte man den Schreiber auch auf 2 mV oder 1 mV stellen, statt
5 mV.

Nun wo die Vorbereitungsphase zu Ende war, wurde eine 20 minutige Gewdhnungsphase des
Préparates an die neue Umgebung eingeleitet. Danach konnte mit den ersten Messungen, in
unserem Fall waren es noch Kontrollmessungen, begonnen werden. Hierflr wurde der
Schreiber alle 5 Minuten abgesenkt und in einer Dauer von 12 Sekunden erfolgte die
Messung. Auf das Millimeterpapier bezogen, ist das eine Lange von 6 Késtchen und ein
Késtchen ist 1cm lang. War die Schlagfrequenz bei 4 Messungen konstant, erst dann konnte
man dem Prdparat die Substanz zugeben. Nachdem man die erste Konzentration zugegeben
hat, erfolgte eine Messung alle 5 Minuten, und dies Uber eine Zeitspanne von 45 Minuten.

Dann kommt die Zugabe der nachsten Konzentration.

Bei der Substanzzugabe musste man vorsichtig sein, denn falls Silberdrahte oder der

Kraftwandler berlhrt werden, konnte es zu Fehlaufzeichnungen kommen.

3.7.1.2. \ersuchspraparat - Papillarmuskel

In Kapitel 3.5.1. wurden die Praparierung sowie die Isolierung des Papillarmuskels bereits
erwéhnt. An der vorgesehenen Halterung wurde das Prédparat mithilfe eines befestigten
Silberhakens eingehdngt. Man fixierte es zwischen Plexiglasscheibe und Platinelektrode und
senkte es ins Organbad ab. Auch dort befand sich das Organ einige Zeit, um sich an die neue
Umgebung zu gewdhnen. Die Vorspannung wurde auf 4 cm, dies entspricht auch 3,92 mN,
gestellt. Da die Spannung wéhrend des gesamten \Versuchs konstant sein musste, stellte man
oft wéhrend des Versuchs den Feintrieb von Neuem ein.
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Im Gegensatz zum Vorhof, hat der Papillarmuskel keine Spontanaktivitat. Aus diesem Grund
war eine elektronische Reizung noétig und dies geschah mit dem Reizgerat A310 Accupulser
der Firma WPI(World Precision Instruments). Es handelte sich um Rechteckimpulse von
10ms und einer Dauer von 3 ms, sowie einer Frequenz von 1 Hz, das 60 Amplituden pro
Minute entsprach. Um ein kontinuierliches Schlagen des Muskels sicherzustellen, musste die
einlaufende Stromstéarke ungeféhr 10% Uber der minimalen Reizschwelle liegen. Falls jedoch
wahrend des Versuchs kontinuierlich eine hohe Stromstérk angelegt werden wirde, kdme es

durch die Entleerung des Katecholaminspeichers zu einer starken Abnahme der Amplitude.

Falls ohne die Anwendung von Stromschldgen, trotzdem Aktivitdt vorliegt, so waren
Purkinje-Fasern daflr zustandig. Um den Versuch weiter fortfihren zu kénnen, mussten diese
Fasern entfernt werden. Es wurden dieselben Einstellung, wie beim Vorhof, vorgenommen.
Die Starke betrug 5mV, die Geschwindigkeit 5 mm/sec und jede 5 Minuten erfolgte eine
Aufzeichnung von 5 Amplituden. Um die Lange der Amplituden besser messen zu kénnen,
wurde bei jeder Konzentration am Ende mit 20 mm/sec gemessen. Alle 45 Minuten wurde die

Substanz nach dem bekannten Schema zugegeben.

3.7.1.3. Versuchspréaparat - Darm

Die Préparierung des Darms erfolgte wie im Kapitel 3.5.5. beschrieben wurde. Die zwei
Silberhaken dienten dazu, das Praparat in die Apparatur B einzuspannen. Es wurde dann ins
Organbad abgesenkt und die Einstellungen der nétigen Gerdte wurden vorgenommen. Die

Reihenfolge war wie beim Vorhof.

Jedoch nur die Vorspannung betrug 5 cm, und dies entspricht 4,92 mN. Es folgte eine 20
minutige Equilibrierungsphase, wo die Kontraktionen der Darmmuskulatur erkennbar waren.
Auch hier nahm man den Feintrieb zur Hilfe, um den Schreiber vor Versuchsbeginn auf Null
zu stellen. Der Schreiber wurde dann abgesenkt und mittels eines Ablaufschlauchs wurde die
N&hrlésung aus dem Organbad entfernt. Man ersetzte die Tyrode durch eine exakte 25 ml
Kaliumchloridlésung. Von dieser Lésung sind 60 mmol vorhanden und sie wurde wie in
Kapitel 3.3.1 hergestellt. Nachdem man die Losung zugegeben hat, konnte man sofort eine
Kontraktion des Darmes beobachten. Es erfolgte jedoch sehr schnell eine Abnahme der
Kontraktion und sie schwankte dann zirka bei der
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Hélfte der maximalen Kontraktion. Eine maximale Kontraktion, auller bei Herzorganen, ist
notwendig, um eine spasmolytische oder dilatierende Wirkung der Testsubstanzen erzielen zu
kdénnen. Es kam dann zu einer 45 minitigen Gleichgewichtseinstellung, die abgewartet
werden musste. Betrachtete man das Millimeterpapier, so zeigte sich das in Form von
Geraden. Falls der Darm pro Zeiteinheit kontinuierlich an Spannung verlor, so war man in
einer instabilen Phase und das Praparat konnte nicht mehr verwendet werden. Sonst begann

man mit der Zugabe der Testsubstanzen und steigerte die Konzentration alle 45 Minuten.

3.7.1.4. Versuchspréaparat - Aorta

Hier hatte man den Vorteil, dass die Aorta bereits nach der Préparierung in Form eines Ringes
vorhanden war. Somit konnte sie direkt in die Apparatur B zwischen zwei Drahte eingehéngt
werden. Jedoch mit Vorsicht, denn die Praparate sollte nicht gedehnt werden. Es erfolgte die
Absenkung ins Organbad und die Einschaltung der Gerate, sowie die Nullpunkteinstellung.
Bei der Aorta betrag die Vorspannung 10 cm bei 10 mV, was 19,6 mN entspricht. Man fuhr
mit der 20 minitigen Gleichgewichtseinstellung in der N&hrlgsung fort und schaltete den
Schreiber auf 5 mV um. Danach kam die Nullpunkteinstellung mithilfe des Feintriebs. Man
lieR dann die Tyrode ab und ersetzte sie durch eine 90 mmol Kaliumchloridlésung, die in
Kapitel 3.3.1. hergestellt wurde. Eine Kontraktion war zu erkennen und diese sollte nach
mindestens 45 Minuten in der Form einer Geraden sichtbar sein, um einen Erfolg des
Versuchs zu erzielen. Es konnte anschlielend alle 45 Minuten die Testsubstanz nach dem

Pipettiermuster zugegeben werden.

3.7.1.5. Versuchspréaparat - Lungenarterie

So wie die Aorta wurde die Arteria pulmonalis eingehéngt, in das Organbad, mit der Tyrode
transferiert, mit der Ausnahme, dass bei 5 mV, was 9,81 mN entspricht, gearbeitet wurde.
Auch die Messung der Kontraktionsabnahme sowie die Substanzzugabe nach Erreichung des,

,,Steady State*, war gleichzustellen mit der der Aorta.
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3.7.2. Untersuchung der Abspaltung von H,S bei SWS 83 HCI

Hier wurde mit Acetylcholinesterase ein Versuch durchgefiihrt. Dies war notwendig, um
Herauszufinden, ob die Abspaltung von H,S aus SWS 83 HCI ein enzymatisch gesteuerter
\organg ist. Denn fur die Abspaltung im menschlichen Kaérper sind hdchstwahrscheinlich

Esterasen verantwortlich.

Dies geschah, indem die Aorta in die Apparatur eingespannt wurde. Es kam eine 45 minutige
Equilibrierungsphase. Danach spritze man 0,5 mg Enzym gelost in 100 pl destilliertem
Wasser, entspricht auch einer Enzymaktivitat von 118 Einheiten, ins Organbad ein. Nach einer
weiteren Wartezeit von 45 Minuten gab man dann SWS 83 HCI in einer Konzentration von

100 umol/l dazu und man wartete wieder 45 Minuten.

3.8. Datenauswertung

3.8.1. Atrium cordis dexter

Am Vorhof Uberprifte man die Schlagfrequenz des Herzens, auch Chronotropie genannt. Man
bekam bei den Versuchen die Anzahl der Herzschlége fiir 12 Sekunden, wie es auch in Kapitel
3.7 angedeutet wurde. Der erhaltene Wert musste mit 5 multipliziert werden, um die Zahl der
Schldge pro Minute zu erfahren. Weil es nach der Zugabe der Testsubstanz zu einer
Verénderung der Herzschlaganzahl kam, konnte von einer negativen, positiven oder auch

neutralen chronotropen Wirkung gesprochen werden.

3.8.2. Musculus papillaris

Hier testete man die Kontraktionskraft, oder auch als Inotropie bezeichnet, des
Papillarmuskels. Dabei diente ein Lineal zur Vermessung der einlaufenden Amplituden.

Danach multipliziert man die resultierenden cm mit dem Faktor 0,4, falls der Versuch bei 2

mV durchgefiihrt wurde. Der Faktor betrug aber 0,98, wenn bei 5 mV gearbeitet wurde.
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3.8.3. Aorta, Arteria pulmonalis und terminales lleum

Spasmolytische oder vasodilatierende Aktivitaten der Testsubstanzen wurden hier und den
Organen untersucht. Um die mdglich zu machen, war eine maximal Vorkontraktion der
Organe von Noten. Dies geschah mit einer Kaliumchlorid-Lésung. Als die Zugabe der
Substanz erfolgte, zeichnete man den Zeitpunkt dieser Zugabe am Millimeterpapier ein. So
konnte jede Verdnderung nach der Substanzzugabe berechnet werden. Sobald die
Substanzzugabe und die Plateauphase zu Ende war, malR man den Abstand vom Nulllinie und
multiplizierte ihn mit dem Faktor 0,98 bei 5 mV. Bei 2 mV oder 10 mV benutzte man jedoch
den Faktor 0,2 oder 2.

3.9. Statistik

Die Berechnung des Mittelwerts, des Standardfehlers des Mittelwerts (SEM) und ECsg
erfolgte  mithilfe des Programms “"Sigma Plot 9.0". Da man auch die
Irrtumswahrscheinlichkeiten der Versuchsreihen ausrechnen wollte, nahm man den "Student
T-Test" zur Hand. Die signifikanten Werte lauteten < 5%, was auch P < 0,05 entspricht, und <
1%, das P < 0,01 entspricht. Hoch signifikante Werte waren < 0,1%, das mit P < 0,001

gleichzustellen ist.
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4. Ergebnisse

Fur die Versuchsreihen als Organe wurden wie schon in den vorangegangen Kapiteln
erwéhnt, rechte Vorhof, die Lungenarterie, der Darm, die Aorta und der Papillarmuskel
herangezogen, wobei im Durchschnitt pro Testsubstanz und pro Organ funf \Versuche
durchgefihrt wurden.

Die einzelnen Ergebnisse der Testsubstanzen SWS 83 HCI und SWS 84 HCI an den

jeweiligen Organe vorgefiihrt und naher erlautert.

4.1. Wirkung von SWS 83 HCI auf verschiedene isolierte Organe von

Meerschweinchen

4.1.1. Wirkung von SWS 83 HCI auf die Aorta descendens

Wie in Kapital 3.5.3. beschrieben, wurde eine potentielle vasodilatierende Wirkung der
Testsubstanz SWS 83 HCI auf die glatte Muskulatur der Aorta untersucht. Vier \ersuche
wurden zu diesem Zweck durchgefihrt.

Die Arithmetischen Mittelwert jeder Konzentration wurden aus der erhaltenen
Messergebnissen berechnet und ein Kontrollwert von 9,75 + 0,64 mN bestimmt. Eine sehr
schwache vasodilatierende Wirkung zeigte die Substanz auf die Gefal der Aorta.
Infolgedessen konnte erneut keine ECsq erreicht werden.

Es kam zu einer weiteren sehr leichten Kontraktion der Aorta nach der Zugabe von 1 pmol/l

der Testsubstanz ,die aber nach Zugabe der restlichen Konzentrationen relativ Konstant bleibt.
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Tabelle 4: Ergebnisse von SWS 83 HCI an der Aorta descendes

SWS 83 HCI | f.+SEM f. £ SEM Anzahl der Versuche Irrtums-

[umol/l] [mN] [%6] [n] wahrscheinlichkeit

[P]

Kontrolle | 9,75+0,64 | 0,00 £ 0,00 4 -

1 9,41+0,63 | -3,48+1,86 4 n.s.

3 8,82 +£0,67 | -9,51+ 3,36 4 n.s.

10 8,27 £0,71 | -15,15 £ 4,57 4 n.s.

30 7,70 £0,58 | -20,84 + 4,33 4 0,05

100 7,13+£0,59 | -26,66 * 4,66 4 0,05

Abkurzungen in der Tabelle:

fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 17 prasentiert in Form einer Graphik den Einfluss der Testsubstanz SWS 83 HCI
auf die Aorta descendens und zeigt die Abnahme der Kontraktionskraft der Isolierten Aorta
nach kumulativer Zugabe von SWS 83 HCI und widerspiegelt die schwach ausgepréagte
vasodilatierende Eigenschaft der Substanz. Die x-Achse bezeichnet die Konzentration in
umol/l und die y-Achse zeigt die Abnahme der Kontraktionskraft in %. Die arithmetischen
Mittelwerte der Kontraktionskraft und die senkrechten Balken deren Standardfehler stellen

die Punkte entlang der Konzentrations-wirkungskurve.

Abbildung 17: Dosis-Wirkungskurve von SWS 83 HCI an der Aorta descendes
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Abbildung 18 stellt die Originalaufzeichnung des Schreibers der Wirkung von SWS 83 HCI
auf die Aorta descendens und dadurch zeigt die Abnahme der Kontraktionskraft der Aorta
descendens. In diese Abbildung markieren die Pfeile den Zeitpunkt der Zugabe von Substanz.

Die Abstande zwischen den einzelnen Substanzzugaben betrugen jeweils 45 Minuten.

Abbildung 18: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz SWS 83 HCI auf die Aorta descendes
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4.1.2. Wirkung von SWS 83 HCI auf die Arteria pulmonalis

Die Wirkung von Testsubstanz SWS 83 HCI wurde auf die Kontraktionskraft der isolierten
Arteria pulmonalis gemaR Kapitel 3.7.1.5 getestet.

Die arithmetischen Mittelwerte jeder Konzentration wurden fur die Auswertung berechnet

und ein Kontrollwert von 7,26 + 0,88 mN bestimmt.

Aus der Tabelle ist abzulesen, dass die Testsubstanz zu einer geringen Abnahme der
Kontraktionskraft flhrt und der gewiinschte Effekt trat nicht ein und eine ECsy konnte nicht

erreicht werden.

Tabelle 5: Ergebnisse von SWS 83 HCI an der Arteria pulmonalis

SWS 83 HCI | f.+SEM f.£ SEM | Anzahl der Versuche Irrtums-
[umol/l] [mN] [%%6] [n] wahrscheinlichkeit
Kontrolle | 7,26 £0,88 | 0,00 + 0,00 4 [I?]

1 760+119| -0,6+211 4 n.s.
3 740117 | -357+1,61 4 n.s.
10 713+110| -6,33+1,12 4 n.s.
30 6,87+0,97 | -9,13+2,32 4 n.s.
100 6,43+0,81 | -14,39+ 2,80 4 n.s.
Abkirzungen in der Tabelle:
. fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

. SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 19 zeigt den Einfluss von SWS 83 HCI auf die Arteria pulmonalis graphisch. Es
kommt zu eine leichte Abnahme der Kontraktionskraft, das heif3t die Substanz besitzt eine
leichte vasodilatierende Effekt und eben der gewiinschte Effekt trat nicht und eine ECsg
konnte nicht erreicht werden. Die x-Achse bezeichnet die Konzentration in pmol/l und die y

Achse zeigt die Abnahme der Kontraktionskraft in %.

Abbildung 19: Dosis-Wirkungskurve von SWS 83 HCI an der Arteria pulmonalis
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Abbildung 20 zeigt die kontinuierliche Aufzeichnung der Kontraktionskurve mittels
Schreiber. Die zeigt die Abnahme der Kontraktionskraft durch Wirkung von SWS 83 HCI auf
der Arteria pulmonalis. In dieser Abbildung markieren die Pfeile den Zeitpunkt der Zugabe

von Substanz. Die Abstdnde zwischen den einzelnen Substanzzugaben betrugen jeweils 45
Minuten.

Abbildung 20: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz SWS 83 HCI auf die Arteria
pulmonalis
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4.1.3. Wirkung von SWS 83 HCI auf das terminale lleum

Vier Versuche mit SWS 83 HCI wurden nach Vorschriften in Kapitel 3.7.1.3. durchgefihrt
um eine vasodilatierende Wirkung bzw. spasmolytische Wirkung am terminalen lleum zu

finden.

Die arithmetischen Mittelwerte jeder Konzentration wurden fur die Auswertung berechnet

und ein Kontrollwert von 5,56 + 0,66 mN bestimmt.

Eine kontinuierliche Abnahme der Kontraktionskraft ist aus der Tabelle ersichtlich, aber ein

ECso-Wert konnte nicht erreicht werden.

Tabelle 6: Ergebnisse von SWS 83 HCIl am terminalen Ileum

SWS 83 HCI | f.+SEM f.£ SEM | Anzahl der Versuche Irrtums-
[umol/l] [mN] [90] [n] wahrscheinlichkeit
Kontrolle |5,56+0,66 | 0,00+ 0,00 4 [I?]

1 4,98 +0,69 | -11,56 + 2,79 4 n.s.
3 4,79+0,71 | -15,15+ 2,86 4 n.s.
10 4,55+0,65 | -19,04 + 3,17 4 n.s.
30 4,52 +0,48 | -18,22 £ 4,73 4 n.s.
100 3,66 +0,46 | -34,00 = 2,25 4 0,05
Abkurzungen in der Tabelle:
J fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

° SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 21 zeigt die graphische Darstellung der Abnahme der Kontraktionskraft des
isolierten terminalen lleum nach Zugabe von SWS 83 HCI. Diese geringfligige
Kontraktionskraftabnahme ist auf eine leichte vasodilatierende Wirkung von SWS 83 HCI
zurlickzufuhren. Das heifit die Substanz besitzt einen schwach spasmolytischen Effekt und
eben der gewiinschte Effekt trat nicht und eine EC50 konnte nicht erreicht werden. Die x-
Achse bezeichnet die Konzentration in pmol/l und die y-Achse zeigt die Abnahme der

Kontraktionskraft in %.

Abbildung 21: Dosis-Wirkungskurve von SWS 83 HCI am terminalen lleum
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Abbildung 22 stellt den Effekt von SWS 83 HCL auf das terminale lleum graphisch dar. In
diese Abbildung markieren die Pfeile den Zeitpunkt der Zugabe von Substanz. Die Abstande

zwischen den einzelnen Substanzzugaben betrugen jeweils 45 Minuten.

Abbildung 22: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz SWS 83 HCI auf das terminale lleum
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4.1.4. Wirkung von SWS 83 HCI auf die Atrium cordis dexter

Die Wirkung von SWS 83 HCI wurde in 3Versuchsreihen auf die Schlagfrequenz spontan

schlagender Vorhofe untersucht. Der exakte Versuchsablauf wurde bereits in Kapitel 3.7.1.1.

beschrieben.

Die arithmetischen Mittelwerte wurde aus den aufgezeichneten Schldgen pro Minute alle drei

Versuchen fur die Auswertung ermittelt. Ein Kontrollwert von 185,00 + 12,58 Schlage/min

wurde berechnet, bei dem noch keine Substanz erfolgt war.

Es war nicht feststellbar eine signifikante Wirkung auf die Chronotropie. Es kam zu einer

leichten negative chronotropen Wirkung und wurde es auch kein ECsg erreicht.

Tabelle 7: Ergebnisse von SWS 83 HCI an der Artium cordis dexter

SWS 83 HCI f+ SEM f+ SEM Anzahl der Irrtums-
[umol/l] [mN] [9%] \Versuche wahrscheinlichkeit
[n] [P]
Kontrolle 185,00+ 12,58 | 0,00 + 0,00 3 -
1 191,67 £17,64 | 13,30+ 3,15 3 n.s.
3 185,00 £ 20,21 | -0,48 +454 3 n.s.
10 191,67 +£17,69 | 3,30+ 3,15 3 n.s.
30 180,00+ 17,56 | -3,08 +2,73 3 n.s.
100 150,00 + 18,03 | -19,38 + 4,89 3 0,05
Abkirzungen in der Tabelle:
° fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

. SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 23 veranschaulicht die Wirkung von SWS 83 HCI auf den rechten Vorhof.
Substanz besitzt einen sehr schwachen vasodilatierenden Effekt und eben der gewdinschte
Effekt trat nicht und eine ECsy konnte nicht erreicht werden. Die x-Achse bezeichnet die
Konzentration in pmol/l und die y-Achse zeigt die Abnahme der Kontraktionskraft in %. Die
Balken geben die Grolie des Standardfehlers an und die Punkte symbolisieren die Mittelwerte

der jeweiligen Konzentrationen.

Abbildung 23: Dosis-Wirkungskurve von SWS 83 HCI am Atrium cordis dexter
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Abbildung 24 zeigt die Anderung der Schlagfrequenz des rechten Vorhofs und die Anzahl der
Herzschlage in 12 Sekunden bei den jeweiligen Konzentrationen und einem verlauf von 45
Minuten mittels Schreiber, die nach kumulativer Testsubstanzgabe aufgenommen wurde.

Durch Multiplikation der Amplituden mit dem Korrekturfaktor 5 erhdlt man die
Schlagfrequenz pro Minute.

Abbildung 24: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz SWS 83 HCI auf die Atrium cordis
dexter
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4.1.5. Wirkung von SWS 83 HCI auf die Musculus papillaris

Der Einfluss der Substanz SWS 83 HCI wurde auf die Inotropie an den 5 Praparaten des
Papillarmuskels tGberprift. Naheres zur Durchfuhrung der Versuche ist in Kapitel 3.7.1.2. zu

beschrieben.

SWS 83 HCI wurde in Abstdnden von je 45 Minuten in den jeweiligen Konzentrationen

kumulativ in das Organbad injiziert.
Ein Kontrollwert von 1,11 £+ 0,18 mN wurde berechnet. Nach der ersten Substanzgabe wurde

eine starke negativ inotrope Wirkung festgestellt, es wurde allerdings ECso-Wert von 37

umol/l erreicht.

Tabelle 8: Ergebnisse von SWS 83 HCI an der Musculus papillaris

SWS 83 HCI f. £+ SEM f. £ SEM Anzahl der Irrtums-

[umol/l] [mN] [96] Versuche wahrscheinlichkeit

[n] [P]

Kontrolle 1,11+ 0,18 0,00 + 0,00 5 -

1 1,03 +0,19 -5,58 £ 9,35 5 n.s.

3 0,90+ 0,14 -15,12 + 10,04 5 n.s.

10 0,70+ 0,14 -31,43 £ 14,01 5 0,05

30 0,55+0,14 -47,41 £ 11,92 5 0,05

100 0,32+0,14 -63,43 £ 13,72 5 0,01

Abkurzungen in der Tabelle:
. fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %
° SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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Abbildung 25 zeigt die starke negativ inotrope Wirkung auf den Papillarmuskel durch die
Testsubstanz SWS 83 HCL .Es wurde ein ECso-Wert bei 37 pumol/l erreicht. Die x-Achse
zeigt die zugegebenen Konzentrationen in pmol/l und die y-Achse die Anderung der
Kontraktionskraft in %.

Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve stellen die arithmetischen Mittelwerte

der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken deren Standardfehler.

Abbildung 25: Dosis-Wirkungskurve von SWS 83 HCI am Musculus papillaris

PAPILLARMUSKEL
n =5, SWS83HCI
EC., =37 umol/l

25

-15

Abnahme der Kontraktionskraft (%)

-100

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

44



Abbildung 26 zeigt die Originalregistrierung des Schreibers, aus der die stark negativ

Inotrope Wirkung von SWS 83 HCL auf die Grolze der Amplitude ersichtlich wird. Ein cm der
Amplitude entspricht 0,98 mN.

Abblidung 26: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz SWS 83 HCI auf die Musculus
papillaris
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4.2. Wirkung von SWS 84 HCI auf verschiedene isolierte Organe von
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Meerschweinchen

4.2.1. Wirkung von SWS 84 HCI auf die Aorta descendens

Durch die Testsubstanz SWS 84 HCI wurde die gewiinschte vasodilatierende Wirkung néher

untersucht, indem man Finf Versuchen durchgeftihrte.
Dabei wurde eine ganz schwache dilatierende Wirkung festgestellt und dadurch besitzt SWS

84 HCI kaum einen Effekt auf die Aorta. Ein ECsq —Wert konnte nicht erreich werden. Der
Kontrollwert von 5,90 + 1,42 mN wurde festgelegt.

Tabelle 9: Ergebnisse von SWS 84 HCI an der Aorta descendes

SWS 84 HCI f. £+ SEM f. £ SEM Anzahl der Irrtums-
[umol/l] [mN] [96] \Versuche wahrscheinlichkeit
[n] [P]
Kontrolle 590+142 0,00 0,00 5 -
1 5,75+ 1,54 -4,26 + 2,97 5 n.s.
3 5,59 +1,67 -9,07 + 5,67 5 n.s.
10 551+1,76 -11,60 + 7,07 5 n.s.
30 533+1,77 -15,01 £ 7,65 5 0,05
100 499+1,72 -21,21 +£8,32 5 0,05
Abkurzungen in der Tabelle:
. fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

. SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %

Abbildung 27 veranschaulicht die Wirkung von SWS 84 HCI auf die Aorta. Eine sehr leichte

vasodilatierende Wirkung wurde es gefunden. Es wurde auch kein ECso-Wert erreicht. Die x
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Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in umol/l und die y-Achse die Anderung der
Kontraktionskraft in %.Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve stellen die
arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken deren
Standardfehler.

Abbildung 27: Dosis-Wirkungskurve von SWS 84 HCI an der Aorta descendes
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In Abbildung 28 ist die Originalregistrierung des Schreibers der Wirkung von SWS 84 HCI
auf die Aorta zu sehen. Bei der kumulativen Substanzgabe im Intervall von 45 Minuten
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prasentiert diese Abbildung den Verlauf der Kontraktionskurve der Aorta.

Abbildung 28: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz SWS 84 HCI auf die Aorta descendes
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4.2.2. Wirkung von SWS 84 HCI auf die Arteria pulmonalis
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Man erwartet sich eine vasodilatierende Wirkung an der Lungenarterie. In Kapitel 3.7.1.5.

wurde bereits der genaue Versuchsablauf beschrieben.

Die arithmetischen Mittelwerte jeder Konzentration wurden fur die Auswertung berechnet

und ein Kontrollwert von 11,46 £ 1,66 mN bestimmt.
Es wurden 4 Versuchen durchgefiihrt und zum jeweiligen Referenzwert das Verhaltnis

berechnet. Keine dilatierenden Eigenschaften besitzt die SWS 84 HCL auf die Lungenarterie,

das heil3t der gewuinschte Effekt trat nicht und ein ECsy konnte nicht erreicht werden.

Tabelle 10: Ergebnisse von SWS 84 HCI an der Arteria pulmonalis

SWS 84 HCI | f.+SEM fc £ SEM | Anzahl der Versuche Irrtums-
[umol/1] [mN] [96] [n] wahrscheinlichkeit
Kontrolle | 11,46 +1,66 | 0,00 £ 0,00 4 [I?]

1 1154+1,78 | -0,12 + 1,22 4 n.s.
3 11,59+1,89 | -0,02+ 2,75 4 n.s.
10 11,64+1,85| 0,68 + 2,06 4 n.s.
30 11,76 £ 1,78 | 2,24 + 0,87 4 n.s.
100 1127+1,75 | -2,01 £+ 2,24 4 n.s.
Abkurzungen in der Tabelle:
. fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

. SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %

Abbildung 29 stellt die Wirkung von SWS 84 HCI auf die Arteria pulmonalis graphisch dar.
Die x-Achse stellt die jeweiligen Konzentrationen in pmol/l, wahrend die y-Achse die
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Abnahme der Kontraktionskraft in % zeigt.

Abbildung 29: Dosis-Wirkungskurve von SWS 84 HCI an der Arteria pulmonalis
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Abbildung 30 zeigt die Originalaufzeichnung des Schreibers der Wirkung von SWS 84 HCI
auf die Arteria pulmonalis. Die Zeitpunkt der Injektion der Testsubstanz sind durch die Pfeile
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in dieser Abbildung erkennbar, die stets in einem Intervall von 45 Minuten erfolgte.

Abbildung 30: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz SWS 84 HCI auf die Arteria
pulmonalis
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4.2.3. Wirkung von SWS 84 HCI auf das terminale lleum
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Die vasodilatierende Wirkung von SWS 84 HCI

wurde im Rahmen von 5

Versuchsdurchgangen auf das terminale Ileum untersucht. In Kapitel 3.7.1.3. wurde der

genaue Versuchsablauf beschrieben.

Ein Kontrollwert von 8,19

+

1,82 mN sowie eine kontinuierliche Abnahme der

Kontraktionskraft ist aus der Tabelle erkennbar, aber konnte nicht ein ECgo-Wert erreicht

werden.

Eine leichte vasodilatierende Wirkung von SWS 84 HCL war bereits nach Zugabe von

1umol/l sichtbar. Nach 100 pumol/l ist eine deutliche Kontraktionskraftabnahme ersichtlich.

Tabelle 11: Ergebnisse von SWS 84 HCI am terminalen lleum

SWS 84 HCI f.+ SEM f. £ SEM Anzahl der Irrtums-
[umol/1] [mN] [90] Versuche wahrscheinlichkeit
[n] [P]
Kontrolle 8,19+1,82 0,00 £ 0,00 5 -
1 785+1,76 -470+1,85 5 n.s.
3 7,19+ 1,58 -12,82 + 3,20 5 n.s.
10 6,96 +1,70 -16,97 + 3,98 5 0,05
30 6,18 +1,52 -26,49 +573 5 0,05
100 511+ 1,48 -40,59 + 8,61 5 0,01
Abkurzungen in der Tabelle:
. fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %
° SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %

Abbildung 31 stellt den Wirkung von SWS 84 HCI bei unterschiedlichen Konzentrationen

auf den Dunndarm graphisch dar. Eine leichte Spasmolytische Aktivitat von SWS 84 HCI
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sowie eine leichte Abnahme der Kontraktionskraft ist ersichtlich. Die x-Achse stellt die
jeweiligen Konzentrationen in pmol/l, wahrend die y-Achse die Abnahme der

Kontraktionskraft in % zeigt.

Abbildung 31: Dosis-Wirkungskurve von SWS 84 HCI am terminalen lleum
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Abbildung 32 zeigt die kontinuierliche Aufzeichnung der kontraktionskurve mittels Schreiber.

Der Zeitpunkt der Injektion der Testsubstanz SWS 84 HCL ist durch die Pfeile in dieser
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Abbildung erkennbar, die stets in einem Intervall von 45 Minuten erfolgte.

Abbildung 32: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz SWS 84 HCI auf das terminale lleum
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4.2.4. Wirkung von SWS 84 HCI auf die Atrium cordis dexter
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In 3 verschiedenen Versuchen wurde die chronotrope Wirkung bzw. potentielle Anderung der
Schlagfrequenz durch die Testsubstanz SWS 84 HCI auf den rechten Vorhof untersucht.

Die arithmetischen Mittelwerte wurde aus den aufgezeichneten Schldgen pro Minute alle drei
Versuchen fiir die Auswertung ermittelt. Ein Kontrollwert von 230,00 + 5,00 Schl&dge/min

wurde berechnet, bei dem noch keine Substanz erfolgt war.
Die kumulative Substanzzugabe von SWS 84 HCI zeigte dhnlich wie die zuvor untersuchte

Testsubstanz SWS 83 HCI kaum einen Einfluss auf die Chronotropie. Es war nicht feststellbar

eine signifikante Wirkung auf die Chronotropie, und wurde es auch kein ECs erreicht.

Tabelle 12: Ergebnisse von SWS 84 HCI an der Atrium cordis dexter

SWS 84 HCI f+ SEM f+ SEM Anzahl der Irrtums-

[umol/1] [mN] [9%6] \Versuche wahrscheinlichkeit

[n] [P]

Kontrolle 230,00 £ 5,00 0,00 £ 0,00 3 -

1 230,00 £5,00 0,00 + 0,00 3 n.s.

3 231,67 £ 6,67 -0,72 £ 0,72 3 n.s.

10 231,67 £9,28 -0,06 £1,23 3 n.s.

30 226,67 £ 7,26 -2,17 £1,29 3 n.s.

100 223,33+ 1,67 -3,47 £2,43 3 n.s.

Abkurzungen in der Tabelle:
° fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

. SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %

Abbildung 33 verdeutlicht die fehlende chronotrope Wirkung der Testsubstanz von SWS 84
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HCL am rechten Vorhof. Man konnte daraus auf einen mdglichen Verlust der Qualitat des
Organs Uber die Dauer der Untersuchungen schlielen. Die x-Achse bezeichnet die
Konzentration in umol/l und die y-Achse zeigt die Abnahme der Kontraktionskraft in %.Die
Balken geben die GroRe der Standardfehlers an und die Punkte symbolisieren die Mittelwerte

der jeweiligen Konzentrationen.

Abbildung 33: Dosis-Wirkungskurve von SWS 84 HCI an der Atrium cordis dexter
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Abbildung 34 zeigt die Anderung der Schlagfrequenz des rechten Vorhofs und die Anzahl der
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Herzschlége in 12 Sekunden bei den jeweiligen Konzentrationen und einem verlauf von 45
Minuten mittels Schreiber, die nach kumulativer Testsubstanzgabe aufgenommen wurde.
Durch Multiplikation der Amplituden mit dem Korrekturfaktor 5 erhalt man die

Schlagfrequenz pro Minute.

Abbildung 34: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz SWS 84 HCI auf die Atrium cordis
dexter
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4.1.5. Wirkung von SWS 84 HCI auf die Musculus papillaris

Eine mdgliche chronotrope Wirkung der Testsubstanz SWS 84 HCI wurde in 5

Versuchsreihen am Papillarmuskel untersucht. Der genaue Versuchsablauf wurde bereits in
Kapitel 3.7.1.2. beschrieben.

Ein Kontrollwert von

2,44 + 1,21 Schlage/min

wurde berechnet. Nach der ersten

Substanzgabe war eine starke negativ chronotrope Wirkung erkennbar und der ECso-Wert von

95 umol/l konnte ermittelt werden.

Tabelle 13: Ergebnisse von SWS 84 HCI an der Musculus papillaris

SWS 84 HCI f.+ SEM f. £ SEM Anzahl der Irrtums-
[umol/1] [mN] [90] Versuche wahrscheinlichkeit
[n] [P]
Kontrolle 2,44 +1,21 0,00 £ 0,00 5 -
1 2,27 +1,05 -3,97 £ 4,12 5 n.s.
3 1,83 +0,87 -21,59 + 12,64 5 0,05
10 1,46 + 0,76 -38,48 + 11,85 5 0,01
30 1,61 +0,95 -42,14 + 6,17 5 0,01
100 1,63 +1,08 -50,70 +12,35 5 0,01
Abkurzungen in der Tabelle:
. fc = arithmetische Mittelwerte der Kontraktionskraft in mN und %

. SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %
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In Abbildung 35 wurde die starke negativ inotrope Wirkung der Testsubstanz SWS 84 HCL

auf den Papillarmuskel gezeigt. Der ECso-Wert wurde bei 95 pmol/l erreicht.

Die x-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in umol/l und die y-Achse die Anderung
der Kontraktionskraft in %. Die Punkte entlang der Konzentrations-Wirkungskurve stellen die
arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft dar und die senkrechten Balken deren

Standardfehler.

Abbildung 35: Dosis-Wirkungskurve von SWS 84 HCl am Musculus papillaris
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Abbildung 36 veranschaulicht die Originalaufzeichnung des Schreibers der stark negative
inotropen Wirkung auf den Papillarmuskel durch Testsubstanz SWS 84 HCI. In diese
Abbildung markieren die Pfeile den Zeitpunkt der Zugabe von Substanz. Die Abstande

zwischen den einzelnen Substanzzugaben betrugen jeweils 45 Minuten.

Abbildung 36: Originalaufzeichnung der Wirkung der Testsubstanz SWS 84 HCI auf die Musculus
papillaris
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5. Diskussion

Man untersuchte in dieser Diplomarbeit die Wirkung an isolierten Organen von
Meerschweinchen. Dabei wurden zwei neue synthetisierte Schwefelwasserstoff-Donatoren,
SWS 83 HCI und SWS 84 HCI, eingesetzt.

Die Resultate hat man bereits in Kapitel 4. ausgewertet. Nun diskutieren und bewerten wir
diese Resultate. Man unterscheidet jedoch die Organe mit glatter Muskulatur und Organe mit

quergestreifter Muskulatur.
Die beiden Substanzen zeigten eine duerst geringe Aktivitat auf alle isolierten Organe, wobei
zumindest beide Substanzen eine negativ inotrope Wirkung auf den Papillarmuskel ausibten,

sodass ein ECso-Wert erreicht wurde.

Die folgenden Tabellen sollen einen vergleichenden Uberblick iiber die Effekte geben, um die

Ergebnisse der beiden Testsubstanzen besser zu zeigen.
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5.1. Wirkung auf glattmuskuléare Organe

Tabelle 14 : Wirkung der Substanzen SWS 83 und SWS 84 auf die glatte Muskulatur

Organpraparat | SWS 83 HCI fc ECso (umol/l) SWS 84 HCI fc ECso (umol/l)
(%) + SEM bei (%) = SEM bei
100 pmol/l 100
pmol/l
Arteria pulmonalis|  -14,39 + 2,80 - -2,01+£2,24 -
Aorta descendes -26,66 *+ 4,66 - -21,21 £ 8,32 -
lleum terminalis -34,00 £ 2,25 - -40,59 + 8,61 -

5.2. Wirkung auf die Herzmuskulatur

Tabelle 15 : Wirkung der Substanzen SWS 83 HCI und SWS 84 HCI auf die Herzmuskulatur

Organpraparat SWS 83 HCI | ECso (umol/l) SWS 84 HCl fc ECso (umol/l)
fc (%) + SEM (%) £ SEM bei
bei 100 pmol/I 100 pmol/l
Atrium dexter -19,38 £ 4,89 - -347+2,43 -
Musculus papillaris |-63,43 £ 13,72 37 -50,70 £ 12,35 95

Die schwache Wirkung der verwendeten SWS-Verbindungen wurde anhand dieser Tabellen

ersichtlich.

Nun mochten wir herausfinden, warum die Substanz SWS 83 HCI und SWS 84 HCI keine

bedeutsame Wirkung zeigt, trotz des Vorhandenseins eines Schwefelatoms im Molekdl, die

eine Abspaltung von H,S hervorbringen sollte.

Im Aufbau der Strukturen findet man mdglicherweise die Antwort darauf, welche im Kapitel
3.2.1. fir die Substanz SWS 83 HCI und in Kapitel 3.2.2. fur die Substanz SWS 84 HCI mit

ihren chemischen Formeln genau dargestellt werden.
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Es handelt sich um Verbindungen mit einem Schwefelatom bei beiden Substanzen. Mit einem
Kohlenstoffatom ist dieser tber eine Doppelbindung verbunden, der wiederum beidseitig mit

jeweils einem Sauerstoffatom oder zwei Sauerstoffatomen verbunden ist.

Eine Vermutung waére, dass der Grund in der Molekilstruktur liegt und Schwefel nicht
freigesetzt werden kann, da die Bindung zu stark ist. Die Bindungsenergie einer C-N Bindung
betragt 293 kJ/mol und die Carbothio-Gruppe ist an ein Stickstoffmolekil von beiden Seiten
gebunden. Bei anderen SWS Verbindungen, wo eine Carbothionat-Gruppe vorliegt, betragt
die Bindungsenergie einer C-O Bindung 335kJ/mol und beweist sich somit starker im
Gegensatz zu C-N. Abhéangig ist die Bindungsstarke schlussendlich von der Struktur des

Gesamtmolekils (Mortimer u. Muller, 2003). Diese Vermutung wird auch unterstitzt.

Somit kann man sehen, dass die beiden Testsubstanzen eine schlechtere Ausgangssituation
hatten. Diese ware mdoglicherweise fur die erhoffte Wirkung von groRer Bedeutung. Eine
weitere Vermutung ware, dass nicht nur H,S flr die dilatierende Wirkung verantwortlich ist.
Dass andere Systeme wie z.B. das NO-System beteiligt sind, herrscht Einigkeit, aber man ist

sich noch unsicher, ob dies auch wirklich ausschlaggebend ist (Elsey et al. 2010).

Auch heute sind zelluldare Mechanismen der H,S Wirkung noch nicht vollstandig geklart.
Aber 1997 zeigten Hosoki et. al. dass durch H,S die Aorten von Ratten in vitro relaxiert
werden (Hosoki et. al., 1997). 2001 identifizierte Zhao et. al. die Rolle der Karp-Kanélen als
wichtigsten Angriffspunkt (Zhao et. al., 2001). Es wurde auch festgestellt das es eine
Beteiligung eines NO-System gibt (Elsey et. al., 2010).

2008 gelang es Linden et. al. H,S in lebendem Darm -und Hirngewebe von Mausen zu

produzieren, zu detektieren und freizusetzen (Linden et. al., 2008).

Man synthetisierte auch ein H,S freisetzendes Molekl (Li et. al., 2008). H,S kann schnell in
wassriger Umgebung freigesetzt werden, dass durch Natriumhydrogensulfid (NaHS)
geschieht. Heutzutage stehen H,S- Donatoren als einfach Sulfid Salze zur Verfligung. Li et. al.
meinen, dass die Freisetzung von H,S im Gewebe viel langsamer und in geringeren Mengen
stattfindet und aus diesem Grund kénnen diese Salze ihre Aufgabe als physiologische Rolle
nicht erftllen. Die Gruppe erzeugte deshalb eine Verbindung, die H,S langsam und Gber eine

ldngere Zeitdauer in vivo sowie in vitro freisetzt. Es stellte sich ein vasodilatierender und
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blutdrucksinkender Effekt an der Niere und Aorta von Ratten heraus (Li et. al., 2008).

Auch protektiven Eigenschaften von H,S im Bereich einer myokardialen Beeintréachtigung
wurden in mehreren Studien analysiert (Elrod et. al., 2007). Johansen et. al. zeigten 2006,
dass myocardialen Verletzungen in isolierten Herzen von Ratten, die unter einer kardialen
Ischamie-Reperfusion standen, durch eine Vorbehandlung mit NaHS vermindert werden
konnten (Johansen et. al., 2006). Auch Sivarajah et. al. konnte 2006 zeigen, dass nach der
\erabreichung eines H,S-Donators in vivo eine Reduktion des Myokardinfarkts um 25%
erfolgte ( Sivarajah et. al., 2006).

Durch Bindung an das Zink lon im Aktivitatszentrum des Angiotensin-Converting Enzyme
(ACE), konnte H,S das ACE direkt hemmen. Es folgt, dass der blutdrucksenkende Effekt
auch tber die Hemmung des Bradykinin und der verminderten Angiotensin Il Produktion
erfolgt, und nicht nur Uber die Relaxation der glatten GefaBmuskulatur (Laggner et. al., 2007).

Die Art die Abspaltung kann als weiterer Grund fur die schwache Wirkung der beiden SWS
Verbindungen diskutiert werden. Hier handelt es sich bei beiden Substanzen um
wasserldsliche Verbindungen und somit sollte die H,S-Freisetzung problemlos hydrolytisch
erfolgen konnen. Es wird allerdings vermutet, dass auch Enzyme oder die sogenannten

Esterasen, eine wichtige Rolle bei Wirkstoffabspaltung haben kénnten.

Um die Aufgabe von Esterasen in diesem Zusammenhang festzustellen, waren bestimmt
weitere Versuche vonndéten. Generell zeigen Enzyme bei Spezies Wirkung, wo es auch eine
physiologische Synthetisierung gibt. Daher sollte mehr der Einsatz von Spezies spezifischen
Eterasen diskutiert werden. Auch der Einsatz eines Serums mit einer groReren Menge an

Esterasen, die zu einer H,S Abspaltung fiihren kdnnte, wére eine Mdglichkeit.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Diplomarbeit wurde die Wirkung von zwei potentiellen Schwefelwasserstoff
freisetzenden Verbindungen, SWS 83 HCI und SWS 84 HCI, auf bestimmte isolierte Organe

von Meerschweinchen zu untersuchen.

Taglich wurde dafur ein Versuchstier getdtet, um dessen Organe entnehmen zu konnen.
Einerseits wurden Organe mit glatter Muskulatur wie Arteria pulmonalis, Aorta descendens
und Terminales lleum, anderseits Organe mit quergestreifter Muskulatur, und zwar der
Musculus papillaris und Atrium cordis dexter verwendet. Mit Hilfe von isometrischer
Kontraktionsmessung war es madglich die dilatierende Wirkung sowie chronotropen und
inotropen Effekte auf die Organpraparate zu untersuchen. Die inotropen Wirkung der
Testsubstanz wurde am Papillarmuskel untersucht, wahrenddessen am rechten Vorhof die
Beobachtung des chronotropen Effekts im Vordergrund stand. Und wurde spasmolytische
bzw. dilatierende Wirkungen auf Aorta, Diinndarm und Lungenarterie auch beobachtet.

Man préparierte diese funf Organe in einer Petrischale, die mit physiologischer Nahrlésung
unter standige Begasung befillten und sie anschlieBend in Versuchsapparatur einspannte. Die
Préparate wurden in der Tyrodelésung unter Carbogenzufuhr aufbewahrt, um die

Funktionstichtigkeit der Organe aufrecht zu erhalten.

Eine Vorkontraktion mittels einer KCI-Ldsung war bei den Versuchsorganen der glatten
Muskulatur erforderlich, um die Vasodilatation, die durch Wirksubstanz ausgeldst wurde,

uberhaupt sichtbar machen zu kénnen.

In Wasser wurden die Testsubstanzen geldst und nach einem festgelegten Pipettierschema die
kumulative Testsubstanz mittels Finnpipette in funf wverschiedenen Konzentrationen
zugegeben. Nach Substanzzugabe kam es zu Verdnderungen, die mittels eines Kraftwandlers

uber einen Verstarker registriert und schlie3lich mit Hilfe eines Schreibers aufgezeichnet.

Nach Auswertung der Ergebnisse lasst sich mit groRer Sicherheit sagen, dass die
Testsubstanzen SWS 83 HCI und SWS 84 HCI auf die glattmuskuldren Organen (Aorta,
Arteria pulmonalis, terminales lleum) eine sehr leichte Wirkungen verursachen

(vasodilatierende bzw. spasmolytische), wobei der ECso-Wert bei allen drei Organen nicht
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erreicht wurde. Die zeigen starkere Wirkungen nur auf Papillarmuskel.

Beim terminalen lleum hat die SWS 83 HCI starkere Wirkung im Vergleich zum SWS 84

HCI, aber trotzdem eine schwache Wirkung und ECs-Wert wurde auch nicht erreicht.

Am rechten Vorhof zeigten die beiden Testsubstanzen eine sehr schwache Wirkung. ECsp-

Wert wurde aber nicht erreicht.

Im Gegensatz zu dem rechten Vorhof zeigte die Testsubstanz SWS 83 HCL eine stark negativ
inotrope Wirkung an dem Papillarmuskel wobei der ECso-Wert von 37 pmol/l erreicht
wurde.

Die SWS 84 HCI hat auch eine stark negativ inotrope Wirkung an dem Papillarmuskel wobei
der ECso-Wert von 95 pumol/l erreicht wurde. Der Testsubstanz SWS 83 HCI hat starkere
Wirkung an dem Papillarmuskel in Vergleich zum SWS 84 HCL.

Am Ende kann man sagen, dass die SWS 83 HCI eine stiarkere Wirkung in Vergleich zum

SWS 84 HCI besitzt, aber trotzdem besitzen die beiden schwache Wirkungen.
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