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1. ZIELSETZUNG

Die Aufgabenstellung dieser Diplomarbeit war es die Wirkung des neu synthetisierten

Wirkstoffs MGpy1, auf isolierte Meerschweinchenorgane zu testen.

Diese Substanz wurde am Department fur Medizinische/ Pharmazeutische Chemie der

Universitat Wien entwickelt.

Es wurden funf verschiedene Organe fiir die Untersuchung verwendet. Dabei handelte es
sich um Artium dexter, Musculus papillaris, Aorta descendens, Arterie pulmonalis und

terminales lleum.

Ein Veranderung der Chronotropie zu (Schlagfrequenz), als auch der Inotropie (Schlagkraft)

wurde an der quergestreiften Muskulatur gemessen.

Zusétzlich wurde eine dilatierende bzw. spasmolytische Wirkung an der glatten Muskulatur

untersucht.

Um auswertbare und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten musste zu Beginn die richtige

Préapariertechnik und die richtige Einstellung der Messgeréte erlernt werden.

Bei Erreichen einer signifikanten Wirkung wurden zusatzliche Versuche vorgenommen. Der
eigentliche Wirkmechanismus wurde mithilfe des Nitro-L-Arginins am terminalen Ileum

untersucht.



2. Einleitung

2.1. Hypertonie

Hypertonie ist die Steigerung des arteriellen Blutdrucks. Der arterielle Blutdruck ist ein
diskontinuierlicher Blutauswurf in die Aorta, der sowohl zu einer Volumenanderung als auch
zu einer Druckschwankung fuhrt, die sich als Druckpulswelle Gber das arterielle GeféalRsystem

fortpflanzt.

Die Druckénderung ermdglicht die Bestimmung der arteriellen Blutdruckwerte, die besonders
wichtige Kreislaufparameter darstellen. Das Maximum der Druckpulskurve wéhrend der
Systole wird als Systolischer Blutdruck, das Minimum wéhrend der Diastole als Diastolischer
Blutdruck. Die Differenz zwischen diastolischem und systolischem Druck wird als

Blutdruckamplitude bezeichnet.

Der Systolische Druck gemessen am Oberarm- betragt beim gesunden Erwachsenen 110-130
mm Hg, der diastolische Druck 70-85 mm Hg (Mutschler et al. 2008).

2.2. Hypertonieformen

Nach klinischen und organpathogenetischen Gesichtspunkten ~ werden folgende
Hypertonieformen unterschieden:

A. Primare Hypertonie (idiopathische bzw. Hypertonie):
mit unbekannter Ursache
B. Sekundare Hypertonie :

als Folge pathologischer Organveranderungen



1.renal :

Renovaskular «—

Infolge Stenosierung der Arteria renalis. Renoparenchymal

R

(bei chronischer Glomerulonephritis)

2.endokin :

Bei Cushing- Syndrom, Conn-Syndrom , Akromegalie, Hyperthyreose.
3.kardiovaskular:

Bei Aortensklerose, totalem Herzblock, hyperkinetischem Herzsyndrom.
4. neurogen :

Infolge organischer Erkrankungen des Nervensystems (z.B. Tumoren, Meningitis,
Enzephalitis) (Mutschler et al. 2008).

2.3.Ursachen

Die Ursache und die Entstehung der zahlenmaRig bedeutsamsten Hypertonieformen, der
essentiellen oder genuinen Hypertonie, sind noch weitgehend unbekannt. Eine Vielzahl von
auslésenden Faktoren wird diskutiert, z.B. familidare Belastung, Bewegungsarmut, haufige

Stress-Situationen, Uberernihrung.

Der familidren Belastung liegt moglicherweise ein genetischer Defekt zugrunde, der eine
verminderte Ausscheidung von Natriumionen durch die Niere zur Folge hat. Um dem
entgegenzuwirken, wird aus dem Hypothalamus das sog. natriuretische Hormon freigesetzt,
das durch Hemmung der renalen Na*/K*-ATPase die Natriumionenausscheidung und die

extrazellulare Natriumionenbilanz normalisiert.

Weiterhin ist eine Verdanderung zentralnerviser Funktionen, insbesondere ein erhoéhter
Sympathikustonus, fiir die Entwicklung und Aufrechterhaltung der essentiellen Hypertonie
bedeutsam. Aullerdem wird eine verminderte Bildung korpereigener vasodilatierender

Substanzen mit der Hochdruckpathogenese in Verbindung gebracht.



Bei Ubergewichtigen entwickelt sich signifikant h&ufiger eine Hypertonie als bei
Normalgewichtigen, besonders wenn eine Insulinresistenz und dadurch bedingt eine

Hyperinsulindmie vorliegt (Mutschler et al. 2008).

2.4.Therapeutische Mafsnahmen
Mittel der ersten Wahl sind derzeit B-Adrenozeptorenblocker, ACE-Hemmer, Diuretika,

Calciumantagonisten und Nitrate.

Zusatzlich kann man auch MalRnahmen wie Einschrankung der Kochsalzzufuhr,
Gewichtsreduktion bei Ubergewichtigen, Einstellen des Rauchens, und Senkung des

Alkoholkonsums auf <30g/Tag vornehmen (Mutschler et al. 2008).

2.4.1.Diuretika
Diuretika werden bei alteren Hypertonikern als Monotherapeutika indiziert. Sie kdnnten

auch mit Thiaziden kombiniert werden.

Die initiale Blutdrucksenkung ist die Folge der gesteigerten Natriumionenausscheidung.
Durch die Erniedrigung der Natriumionenkonzentration sinkt das Plasma- und

Herzzeitvolumen, der periphere Widerstand nimmt dagegen etwas zu (Mutschler et al.
2008).

2.4.2.ACE-Hemmer(Konversionsenzymhemmer)
Hier handelt es sich um Antihypertensiva, deren Wirkung vorwiegend auf einer Hemmung

des Angiotensin-Konversions-Enzyms beruht, das Angiotensin | in Angiotensin Il Gberflhrt.

Dadurch wird die Bildung von Angiotensin ll(einer der stdrksten blutdrucksteigernden

Substanz) unterdriickt, und als Folge davon der periphere Widerstand gesenkt.

Nebenwirkung von ACE-Hemmer sind vor allem Reizhusten, Geschmacksstorung,

Kopfschmerzen und Ubelkeit. Es besteht auch die Gefahr eines akuten Nierenversagens

(Mutschler et al. 2008).



2.4.3. Calciumkanalblocker

Da wird der Einstrom von Calciumionen durch die sog. langsamen spannungsabhéngigen
Calciumkandle in die Muskelzellen gehemmt, es kommt zur Vasodilation und in der Folge
zur Blutdrucksenkung.

Calciumkanalblocker sind bei alteren Patienten besonders gut wirksam (Mutschler et al.
2008).

2.4.4. Vasopeptidase-Hemmer
Das ist eine neue Wirkstoffgruppe, sie hemmt neben das Angiotensin-Konversions-Enzym
die neutrale Endopeptidase.

Da alle natriuretischen Peptide stark vasodilatierend wirken, wird durch Blockade ihres
Abbaus der Blutdruck gesenkt (Mutschler et al. 2008).

2.4.5.Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten (AT,-Blocker, Sartane)

Da werden selektiv AT;-Rezeptoren blockiert, diese Gruppe der Antihypertensiva ist bei
essentieller Hypertonie indiziert. Zusatzlich sind Sartane auch zur Behandlung der
Herzinsuffizienz in Kombination mit Diuretika und Herzglykosiden zugelassen (Mutschler et
al. 2008).

2.4.6.Am Sympathikus angreifende Stoffe

1. a-Adrenozeptorenblocker :

der blutdrucksenkende Effekt beruht auf der Vasodilation infolge der Blockade von a-

Rezeptoren.

2. B-Adrenozeptorenblocker :

sind sehr gut vertraglich, und werden laut Studienergebnisse und sehr haufig eingesetzt.
3. Antisympathotonika :

ax-Sympathomimetika werden allein oder in Kombination mit anderen blutdrucksenkenden

eingesetzt (Mutschler et al. 2008).



2.4.7 Nitrate (Nitro-Verbindung)

Durch Angriff an der Venenmuskulatur flihren sie zu einer Venenerweiterung und damit zu
einer vermehrten Blutaufnahme im ventsen Teil des Geféal3systems. Als Folge davon wird die
diastolische Wandspannung erniedrigt und die systolische Wandspannung nehmen ab.

Nitrat werden im Organismus durch reduzierende Biotransformation in Stickstoffmonoxid
(NO) dberfahrt. NO stimuliert die cytosolische Guanylatcylase welche die Bildung von
cGMP aus Guanosintriphosphat katalysiert CGMP bewirkt wiederum eine Abnahme der
interzelluldaren Calciumionen -Konzentration und dadurch eine Erniedrigung des

Gefalitonus,zuséatzlich werden Thrombozytenadhé&sion- und aggregation herabgesetzt.

Die Nebenwirkung sind weitgehend die Folge der gefalerweiternden Wirkung, wie zum
Beispiel: Kopfschmerzen, Schwachegefiinl und Ubelkeit. Eine héhere Dosierung kann sogar

zu einem starkeren Blutdruckabfall fiihren (Mutschler et al. 2008).

2.5.Hypertoniefolgen

Ein langer andauernder erhohter GefalBwiderstand fiihrt durch Freisetzung von
Wachstumsfaktoren,wie PDGF zu einer Intima- und Mediaverdickung und damit zu einer
zusétzlichen Widerstandserhérung (Circulus vitiosus). Hypertonie ist ferner eine der
wichtigsten Ursachen der Arteriosklerose.

Arteriosklerose kann wiederum einer der wichtigsten Risikofaktoren fiir Koronare
Herzerkrankungen sein. Mit diesem Begriff wird eine chronische Erkrankung der
Herzkranzgefalie bezeichnet. Die Verkalkung der GeféaRe beeintrachtigt dann in der Folge die
Durchblutung und damit die Sauerstoffversorgung der Herzmuskulatur.

Ein Leitsymptom dieser Erkrankung ist Angina pectoris. Mit zunehmendem Fortschreiten
der Erkrankung erhoht sich dann auch die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von
Herzrhythmusstoérungen, Herzinsuffizienz oder sogar plétzlichem Herztod (Mutschler et al.
2008).
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3.Material und Methoden

3.1.Versuchstiere

Fur die Versuche wurden isolierte Organe weiblicher und ménnlicher Meeresschweinchen
(HIM-DH) aus Auszuchtstammen der Gattung TRIK, mit einem Korpergewicht von 250-

600gund einem Alter von 4-6 Wochen herangezogen.

Die Versuchstiere wurden im nichternen Zustand — dadurch wurde ein Ruhetonus der
glatten Muskulatur des terminalen Ileums bezweckt- durch einen Genickschlag an der

Tischkante getotet. In Folge dessen kam es unverziglich zu einem schmerzlosen Tod.

AnschlieRend erfolgte eine rasche Explantation des Herzens, seiner Gefalle und des Darms.
Das isolierte Herz wurde unmittelbar danach in eine zuvor bereitgestellte physiologische
Né&hrldsung transferiert. Dadurch wurden Hypoxie und Koagulation des Blutes verhindert.

In einem weiteren Schritt wurde das Abdomen mit einer Schere gedffnet. Nachdem das
Caecum identifiziert wurde, wurden vorsichtig und ohne Auslbung von Traktion und
Kompression ca.10 cm des terminalen Ileums entnommen. Am Ende wurde mit einem
Bindefaden markiert und ebenfalls bis zur weiteren Praparation in physiologischer

Néahrlésung aufbewahrt.
Die Praparation von Papillarmuskel und Arteria pulmonalis erfolgte unter dem Mikroskop.

Danach wurden alle isolierten Organe bis zum Versuchsbeginn in einer mit Oxymix (95%
Sauerstoff, 5% Kohlendioxid) perfundierten Nahrldsung (Tyrode) aufbewahrt.



3.2. Physiologische Elektrolytlosung

Die physiologische Elektrolytlosung (Tyrode)wurde, zur Aufbewahrung der Organe vor
beziehungsweise wahrend und nach der Prdparation benutzt. Die Tyrode-Ldsung wurde
nach dem Pharmakologen Maurice Vejux Tyrode benannt. Sie stellt eine modifizierte

Losung von Krebs-Henseleit-Losung dar, die nach der Vorschrift von Reiter (1967)

hergestellt wurde.

Substanz Stockldsung ml Stocklésung/I mmol/I
Tyrode
NaCl 1000,25g/5I 33,60ml 114,90mmol/I
KCI 50,33g/5I 35,00ml 4,73mmol/|
NaHCO; 125,00q/5I 83,70ml 24,90mmol/l
CaCl, 147,02¢g/51 3,2ml 3,20mmol/I
MgSO, 62,009/250ml 1.18ml 1,18mmol/I
KH,PO, 34,009/250ml 1,18ml 1.18mmol/Il
Glucose Reinsubstanz 1,98¢g 10,00mmol/I

Tabelle 1: Zusammensetzung der Physiologischen Elektrolytlésung (Tyrode)

Substanz Stockldsung
NaCl 67,2ml

KCI 70ml
NaHCO; 167,4ml
MgSO4 2,36m|
KH,PO 2,36ml
CaCl, 6,4ml
Glucose 3,96 g

Tabelle 2: Umgerechnet fiir 2 Liter ergibt sich folgende Zusammensetzung

Diese 2- Liter Tyrode wurde jeden Morgen frisch hergestellt, um erfolgreiche Versuche

durchfiihren zu konnen.

Die aufgelisteten Bestandteile von Tabelle 2 wurden aus den jeweiligen Stammldsungen
zusammengefugt und auf ca. 1500ml mit destilliertem Wasser aufgefillt. Nach 20 mindtiger
Begasung, um eine optimale Gassattigung zu erreichen, wurde tropfenweise CaCl,
dazugegeben. Zum Abschluss wurde die Tyrode bis zur 2000ml- Marke mit destilliertem

Wasser aufgefillt.

Gemeinsam mit einem Gasgemisch aus 95% Sauerstoff und 5 % Kohlenstoffdioxid, das

Oxymix oder Carbogen-Gemisch genannt wird , welches durch einen Gasschlauch direkt in

9



die Tyrode eingefuhrt wurde , diente die geséattigte Losung neben der ausreichenden
Versorgung von Sauerstoff auch zur Aufrechterhaltung des physiologischen ph-Wertes.

Somit wurden optimale physiologische Bedingungen flr die isolierten Organe geschaffen.

10



3.3. Praparate

3.3.1 Verwendete Materialien

Die isolierten Organe wurden in eine mit Tyrode befillten Petrischale gelegt, um die Préprate
zu schonen. Die Petrischale wurde zuerst mit einer Korkplatte ausgelegt, welche durch einen
kurzen Gummischlauch befestigt wurde, um das Fixieren der Organe mit Hilfe von

Préapariernadeln zu ermdglichen.

Zusatzlich kamen diverse Pinzetten, Federgriffscheren, Pipetten und OP-Scheren zur

Anwendung.

Fur eine préazise Arbeit stand ein Auflichtmikroskop zur Verfugung.

Abbildung2. Arbeitsplatz
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3.3.2 Isolierung des rechten Vorhofs (Atrium cordis dexter)

Nach der Entfernung des Perikards wurde das Herz an Basis und Spitze mittels
Prépariernadeln fixiert. Der Grund, weshalb der rechte und nicht der linke VVorhof verwendet
wurde ist, dass der Rechte spontan aktiv schldgt. Der rechte Vorhof wurde entlang des Sulcus
coronarius von den Ventrikeln abgesetzt, wobei der Sinusknoten unverletzt bleiben sollte
.Der Sinusknoten selbst befindet sich in der Nahe der Einmiindung der Vena cava superior.
Da aber die genaue Lage unter dem Mikroskop nicht zu erkennen war, musste man bei der
Entfernung des Fettes in Sinsknotenndhe darauf achten um das zarte Gewebe nicht zu

verletzen.

Am rechten Herzohr (am Ubergang des rechten und linken Vorhofs und an der
gegenuberliegenden Stelle) wurde ein Hékchen aus Silberdraht angebracht, um das Praparat
in die Versuchsapparatur einspannen zu kénnen. Fir den Versuch wurde die Apparatur mit

25 ml physiologischer N&hrlosung gefillt und anschlieBend begast.

R

Abbildung 3 : Versuchsapparatur mit fertig isoliertem und eingespanntem Vorhof
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3.3.3. Isolierung der Papillarmuskeln(Musculus papillaris)

Der Musculus papillaris war das dritte aus dem Herz stammende Prdparat. Der rechte
Ventrikel wurde von der Arteria pulmonalis entlang des Septums bis zur Herzspitze gedffnet
und anschlieBend aufgeklappt. Da im Herzen meist noch viel Blut vorhanden war, musste
man, um im Auflichtmikroskop klare Sicht zu erhalten, mehrmals die Tyrode wechseln und
dann wurden Prépariernadeln angebracht. Da die vorhandenen Purkinjefasern durch ihre

Spontanaktivitat den Versuchsablauf beeinflussen wirden, wurden diese entfernt.

Die Silberdrahthdakchen wurden samt einem Bindefaden am Ansatz der Muskelsehne
angebracht, dann die Sehne durchtrennt und mit groBer Vorsicht der Muskel

herausgeschnitten.

Aufbewahrt wurden die Préaparate, in der begasten Tyrode.

Abbildung 4: Apparatur mit eingespanntem Papillarmuskel

3.3.4. Isolierung des Diinndarm(terminalen Ileums)

Anatomisch wird der Darm in den folgenden drei Abschnitten gegliedert: Duodenum
(Zwolffingerdarm), Jejunum (Leerdarm) und Illeum (Dunndarm). In unseren Versuchen
wurde das terminale lleum verwendet.

Nach der Isolierung des Herzens wurde ein ca. 0,5-1 cm langes Stick vom Darm
abgeschnitten, und in einer mit Kork ausgelegten und mit N&hrldsung geftllten Petrischale
mit Prapariernadeln fixiert. Wichtig dabei war es, das Darmstuck bei der Fixierung nicht zu
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Uberdehnen. Gegebenenfalls musste manchmal auch der Darm mittels Pasteurpipette
durchspuilt werden, um es vom Chymus zu reinigen. An die beiden Enden des lleumstiicks
wurden je ein Drahthdkchen mit Bindefaden angebracht, wobei man darauf Acht geben
sollte,dass die Darmoffnung an beiden Enden frei lag, also unverschlossen, um das Einwirken

der Testsubstanz von allen Seiten der Schleimhaut zu gewahrleisten.

Abbildung 5: Versuchsapparatur mit fertig prépariertem lleum
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3.3.5.Isolierung der Aorta ( Aorta descendens)
Nach der Explantation des Herzens wurde entlang der Wirbelséule ein 2- 3 cm langes Stiick
der thorakalen Aorta mittels Schere und Pinzette entnommen und anschliefend in einem mit

Tyrode geflilltem Becherglas aufbewahrt.

Fur die weitere Préparation wurde die Aorta in eine mit physiologischer Nahrlésung gefiillten
Petrischale Ubertragen und mit Prapariernadeln fixiert. Danach wurden Muskel — und
Fettgewebe vorsichtig entfernt, ohne dabei die Aorta zu verletzen. AnschlieRend wurde die
Aorta in 2- 3 mm grof3e ringférmige Stiicke geteilt. Die fertig praparierten Aortastlicke
mussten dann sofort in einem Becherglas mit Tyrode unter Sauerstoffzufuhr bis zum

Versuchsbeginn aufbewahrt werden.

Abbildung 6 : 2-3 mm grofl3e Aortenringe

3.3.6. Isolierung der Lungenarterie ( Arteria pulmonalis)
Verwendet wurde der Lungenstamm, das ist jener Teil der aus der rechten Herzkammer

entspringt.

Das Perikarp sowie Teile der Lunge und Fettreste wurden unter dem Mikroskop mit Hilfe
einer Federschere entfernt. Die Arteria pulmonalis wurde so nahe wie mdglich am Herzen
entnommen. Fir den Versuch wird das vom Herzen wegfihrende 5- 10 mm lange Stiick
verwendet. Das Praparat wurde dann in der Folge wieder in einer Petrischale mittels
Prépariernadeln fixiert, um das anhaftende Muskel — und Fettgewebe zu entfernen.

Schlielllich wurden 2-3 mm breite ringférmige Stucke von der Arteria pulmonalis
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abgeschnitten. Dann wurden die Stiicke in einem Becherglas, gefillt mit Tyrode unter

stdndiger Begasung aufbewahrt.

Abbildung 7: eingespannte Arteria pulmonalis
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3.4. Versuchsanordnung

Fur den Erfolg und die Sicherung der Versuche wurden den isolierten Organen sehr gute
physiologische Umstédnde geschaffen und zwar beziglich des pH-Wertes, der
Sauerstoffversorgung und der Temperatur.

Fur die Durchfuhrung der Versuche wurden zwei Apparaturen verwendet (A und
B).Apparatur A wurde fur Papillarmuskel verwendet, wahrend Apparatur B flr die Versuche

an den restlichen Organen herangezogen wurde.

Wasserbad

Amphfier

Schretber

Abbildung 8: Aufbau der Apparturen
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3.4.1. Versuchsapparatur A
Die Apparatur A besteht aus einem Wasserbad, dessen Temperatur mittels einer Heizspirale

und eines Thermostats kontrolliert wird. Fur die Versuche musste die Temperatur des

Wasserbads bei ungefahr 35 Grad Celsius liegen.

Mithilfe einer Kunststoffspritze wurde das Organbad gereinigt, was bedeutet, dass die

Né&hrlésung des Bades ausgetauscht worden ist.
Die Organhalterung aus Kunststoff war auf einem Stativ mit einem Stativschlitten befestigt.

Das eigentliche Messinstrument war der ,,Kraftwandler”, der sich auch am Stativ befand.

(siehe Abbildung 8)

Fur die Durchfuhrung des Versuches wurde der isolierte Papillarmuskel mit dem davor
angebrachten Silberhdkchen an einen Silberdraht gehdngt. Der Draht war die Verbindung
zum Kraftwandler. Das freie Ende wurde danach durch ein kleines Metallplattchen mit einer
Silber-Silberchloriddraht-Kathode verbunden und zwar durch einen Schraubmechanismus.
Bei diesem Schritt war es sehr wichtig schnell zu arbeiten, dass bei einer Minderversorgung

mit Sauerstoff die Organe absterben wiirden.

Dazu musste noch darauf geachtet werden, dass der Papillarmuskel beim Einspannen nicht

Uberdehnt wurde, da sonst die Resultate verfalscht werden konnten.

Danach konnte die ganze Apparatur ins Organbad abgelassen werden. Hierbei musste man

darauf schauen, dass das gesamte Organ in die N&hrldsung eingetaucht wurde.
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Abbildung 9: Versuchsapparatur A schematisch

3.4.2. Versuchsapparatur B

Diese Apparatur besteht auch aus einem Organbad, welches aus einem doppelwandigen
Glaskorper besteht. Der Glaskorper dient der Temperaturregulation. Die Versuchsapparatur B
unterscheidet sich auflerdem durch die Fixierungsmoglichkeit des Organs an der
Organhalterung. Zur Befestigung wurden zwei Silberdréhte verwendet. Ein Draht befand sich

am Steg und ein zweiter an der Aufhéngevorrichtung des Kraftwandlers.

Zur Reinigung des Organbades, bzw. zum Ablassen der Nahrlésung befand sich am Boden
des Glaskorpers ein Abwasserschlauch.
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3.3.4.Kraftwandler, Verstirker, Reizgerit,Schreiber

Der Kraftwandler (Transducer), welcher durch Gewichte geeicht ist, ermdglicht die
Umwandlung mechanischer Kontraktion in elektrische Impulse. Dies war noétig, weil ja
Inotropie eine rein mechanische Grole ist und als solche so nicht aufgezeichnet werden
konnte. Der Transducer bestand aus einem Dehnungsstreifen, der bei Dehnung seinen
Widerstand &nderte. Beruhend auf dem Ohm‘schen Gesetz (I= U/R), &ndert sich bei

gleichbleibender Spannung die Stromstarke proportional zum Widerstand.

Mithilfe des Verstérkers, auch Amplifier (4-Channel Transducer Amplifier; World Precisions

Instruments,USA) genannt, wurde das elektrische Signal verstarkt.

Das sogenannte Reizgerat Accupulser A 310 (World Precision Instruments, Hamden, USA)
war deshalb von Bedeutung, da der Papillarmuskel im Vergleich zum Vorhof keine
Spontanaktivitat aufweist, und deshalb durch elektrische Reize zur Kontraktion angeregt
werden musste. Das isolierte Organ wurde mit Rechteckimpulsen fur 3 ms bei Frequenz von
1 Hz gereizt. Um die richtige Reizstarke herauszufinden, wurde sie so lange erhoht, bis das
eingespannte Praparat anfing eine Kontraktion zu zeigen. Um reproduzierbare Ergebnisse zu

erhalten musste der Muskel eine Kontraktion pro Sekunde durchfihren.

Den letzten Schritt im Versuchsablauf, stellt der Schreiber (Flatbed Recorder BD- 112 Dual
Channel; Firma Kipp & Zonen, NL) dar, hierbei wurde das verstarkte Signal in Form von

Kurven auf Millimeterpapier aufgezeichnet.

4-Channel

Transducer Kraftwandler
Amplfier

Schreiber

Abbildung 11: Kraftwandlers
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3.5.3. Versorgung mit Oxymix

Die Gasversorgung der Apparaturen wurde anhand einer Gasflasche gewahrleistet. Die
einzelnen Ventile sind mittels Schlduche mit den Gerdten verbunden. Diese
Verbindungschldauche mundeten in einer Fritte, um eine feine Gasverteilung in der
Né&hrlésung zu gewahrleisten. Die Gaszufuhr selbst wurde mittels Schraubklemmen, welche
sich den Schléuchen befand, reguliert.

Bei dem verwendeten Gas, handelte es sich um ein Gasgemisch, zusammengesetzt aus 95%
Sauerstoff und 5% Kohlendioxid. Das Gas wird auch Oxymix genannt. Wéhrend des
gesamten Versuches musste man darauf achten, dass die Gasversorgung gewahrleistet war,

denn sie diente:

o der ausreichenden Sauerstoffversorgung der isolierten Organe

o der Aufrechterhaltung des physiologischen pH- Werts (7,2-7,4) im Organbad

e und der homogenen Verteilung der Testsubstanz in der Tyrode

Abbildung 12: Gashahn

22



4. Versuchsablauf

Dieses Kapitel beschreibt die Versuchsablaufe dieser Diplomarbeit.

Am Vortag war es immer wichtig nach dem Beenden der Versuche bzw. nach jedem
durchgefuhrten Versuch die Apparaturen zu reinigen. Dazu wurde zundchst eine 2% -ige
Salzsaureldsung verwendet, um auskristallisierte Salze der Nahrlésung zu entfernen. Danach
wurde die Apparatur zweimal mit Aqua bidestillata griindlich durchgespilt. Am Anfang eines
Versuchstages wurde dann noch einmal mit frisch hergestellter Tyrodeldsung und mit Aqua
bidestillata gespdilt.

Das Organbad wurde mit der entsprechenden Menge an modifizierten Krebs-Henseleitlésung
befullt-abhéngig von der Grolke des Organbades entweder mit 8 oder 25 ml. Die Gaszufuhr

wurde mithilfe einer Schraube geregelt.

Die Testsubstanz wurde anschlielend in folgenden Konzentrationsstufen 3; 10;30; 100

umol/l kumulativ hinzugefligt.

4.1. Die Testsubstanz - MGpy1

Die Substanz MGpyl wurde von der Fakultdt Lebenswissenschaften der Universitat Wien

Department flir Medizinische / Pharmazeutische Chemie hergestellt.

Abbildung 13a: 3-Phenyl-5-(3-thienyl)-1H-pyrazol. MG:226,30g/mol
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Im zweiten Teil der Diplomarbeit sollte der Wirkmechanismus von MGpyl mit Hilfe von

Nitro-L-Arginin untersucht werden.

H H MH
Oy ”m/ “\/\/\J//G
O+ HO
Abbildung 13b: Nitro-L-Arginin, MG:219.20g/mol

Nitro-L-Arginin ist ein Nitroderivat der Aminosdure Arginin. Es ist ein Inhibitor der

Stickstoffmonoxid Oxidase und daher ein Vaso- und Koronarkonstriktor.
NO wird von dem Enthothel freigesetzt und es wirkt relaxierend auf die Gefa3muskulatur.

Stickstoffmonoxid aktiviert die Bildung vom cytosolischen Guanosinmonophosphat Gber
die cytosolische Guanylatcyclase es kommt zum Absinken des Ca- Spiegels, was wiederum

eine Relaxierung der GefaRe verursacht.

Wenn nun die NO- Synthese durch Stickstoffmonoxid inhibiert wird, sinkt die NO-

Konzentration und dabei wird die ganze Kaskade, Uber die Guanylatcyclase gestoppt.

Anhand der durchfihrten Versuche konnte somit nachgewiesen werden, dass die

Kontraktilitdt des Darms mit dem Zusetzen von Nitro-L-Arginin gesteigert wird.

4.2. Bereitung der Stammlésungen

Die Untersuchungssubstanz ist unldslich in Wasser, deswegen waurde sie in Dimethylsulfoxid
(DMSOQO) gelost. DMSO st ein organisches Losungsmittel, es dient in pharmazeutischen
Zubereitungen einerseits als Losungsmittel und andererseits der Verbesserung der topischen
Resorption. Weiter  hin es wirkt als lokalanasthetisch, schwach fungistatisch und

bakteriostatisch.

Da es auch eine gewisse Wirkung an den isolierten Organen besaB, welche die
Versuchsergebnisse beeintrachtigen konnte, wurde das bei der Ergebnisauswertung

berticksichtigt.

24



Der rechte Vorhof bildete eine Ausnahme, da hier ndmlich die Eigenwirkung von DMSO
keine Auswirkung auf die Schlagfrequenz hatte. Somit konnte die Wirkung des organischen

Losungsmittels ohne Bedenken ignoriert werden.

Um die Eigenwirkung von DMSO bestimmen zu kdnnen, mussten Versuchsreihen erstellt
werden, mit DMSO als Wirkstoff. Die gemessenen DMSO- Werte wurden schlie3lich als

gemittelte Prozentsatze bei dem jeweiligen Organ entweder addiert oder subtrahiert.

4.2.1. Stammlésung der Testsubstanz
Die Stammldsung, besteht aus DMSO und der Testsubstanz (MGpy1), diese wurde taglich

frisch hergestellt.

AuRerdem musste beim Einwiegen der Substanz darauf geachtet werden, ob der Versuch in

einem 8 ml oder 25 ml Organbad durchgefuhrt wurde.

Stammldsung Organbad Einwaage der Substanz
MGpyl 25ml 0,57mg
MGpyl 8ml 0,181mg

Tabelle3 : Stammldsungen

Das genaue Gewicht der Testsubstanz wurde (ber die molare Masse ermittelt. Die

abgewogene Menge wurde in 100 pl DMSO gel6st.

Wahrend der Versuche wurde die Stammldsung in unterschiedlichen Konzentrationen mit

Hilfe einer Kolbenhubpipette hinzugefiigt (siehe Pipettierschema).

Das Kumulative Einspritzen der Testsubstanz geschah immer nach Erreichen des ,,steady
state” (Plateauphase) im Abstand von 45 Minuten. Beim Einspritzen war es sehr wichtig den

Kraftwandler nicht zu bertihren.

Zugefihrtes Volumen Gesamtkonzentration im Organbad
3ul 3 umol/l

Tul 10 umol/1

20ul 30 umol/l

70ul 100 pmol/1

Tabelle 4: Pipettierschema
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4.3. Versuchsablauf bei Arteria pulmonalis

Das Préparat wurde zunachst eingehdngt und sofort ins Organbad gebracht, welches mit
Né&hrlésung (Tyrode) aufgefiillt und mit Oxymix begast wurde. Die eingehangte Arteria
pulmonalis sollte so tief in der Nahrldsung eingetaucht sein, sodass das Préparat komplett mit
Né&hrldsung bedeckt war. (hier wurde Apparatur B verwendet)

Der Schreiber wurde eingeschaltet und dessen Stiftspitze auf die Nulllinie gestellt.
Anschlieend wurde der Verstarker aktiviert, was den Schreiber wiederum ein bisschen
verstellte, deshalb musste man das Geratwieder auf Null gestellt werden. Nun wurde mittels
Feintrieb auf 9,81 mV vorgespannt um eine starkere Kontraktion zu erhalten. Durch das
Vorspannen wurde der Stift des Schreibers wieder verstellt, sodass man erneut mittels
Regelknopf des Amplifiers auf die Nulllinie korrigieren musste. Nach einer Anpassungsphase
von 20 Minuten korrigierte man etwaige Abweichungen vom Nullpunkt mittels Mikrometer
nach. Der néchste Schritt war es nun die Anderung der Kontraktionskraft zu messen, das
erfolgte durch Vorkontraktion mit KCL- Ldsung, deren Konzentration 90 mmol/l betrug.
Dies entsprach einer Einwaage von 0,67 g KCL in 100 ml Tyrodelésung. Nach 20 Minuten
wurde die im Organbad vorhandene N&hrldsung abgelassen, und dann wurde das Organbad,
entweder mit exakt 8 oder 25 ml KCL-L6sung aufgefillt. Die Kontraktion wurde vom
Schreiber erfasst und aufgezeichnet. Die Testlosung wurde erst nach dem Erreichen der
Plateauphase hinzugefiigt, das heil3t die Konzentrationskurve durfte sich ab diesem Zeitpunkt

nicht mehr veréndern.

Die Zugabe der Testlosung erfolgte mittels Finnpipetten (Fa. Labsystems, Finnland). Bei der
Zugabe von der Testlésung musste man jedoch vorsichtig vorgehen, um die Organhalterung
nicht zu berthren, weil dadurch der Stift verstellt wurde. Falls man aber trotz groRter
Vorsicht, mit der Halterung in Berthrung kam, so musste man wieder mit dem Stift in
Ausgangsposition zurlickgehen. Die jeweiligen Volumina der Testlésung wurden kumulativ
jeweils nach einer Zeitspanne von 45 Minuten zugegeben. Die dadurch sich veranderte
Kontraktion wurde anschlieRend vom Schreiber erfasst und aufgezeichnet. Der Zeitpunkt der

jeweiligen Substanzzugabe wurde manuell am Millimeterpapier gekennzeichnet.
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4.4. Versuchsablauf bei Aorta

Der fertig préaparierte Aortenring wurde direkt in Apparatur B eingehéngt und dann in das mit

Tyrode aufgefiillte Organbad eingetaucht. (Die Aorta durfte dabei nicht Giberdehnt werden).

Der nachste Schritt bestand darin den Schreiber einzuschalten und auf 10 mV vorzuspannen.
Danach wurde der Schreiber auf den Nullpunkt gedreht und durch den Feintrieb auf 19.4 mN

vorgespannt.

Nach einer Anpassungsphase von 20 min wurde auf 5 mV umgeschaltet und der Schreiber
wieder auf den Nullpunkt gestellt. Nun wurde am Schreiber mittels ,,Pen down* und ,, Record
on“ mit den Aufzeichnungen angefangen. Daraufthin wurde sofort die Nahrl6sung abgelassen
und eine 90 mmolare Kaliumchlorid-Lésung (EW= 0.67 g KCI/ 100 ml Tyrode) zugefugt fur
die maximale Kontraktion. Auch hier wurde nach Erreichen der Plateauphase die Testlésung

alle 45 Minuten gespritzt.

Die dilatierende Wirkung der Testsubstanz wurde durch das kontinuierliche Aufzeichnen der

Kontraktionskurve festgehalten.

4.5. Versuchsablauf bei Illeum terminales

Das bereits préparierte Darmstiick wurde mit den Silberdrahthdkchen an die Apparatur B

angebracht und anschlieRend in Tyrodelésung eingetaucht.

Der Schreiber und Amplifier wurden wie schon zuvor beschreiben eingeschaltet und auf
Nullpunkt gedreht. Dieser Versuch wurde bei einer Stromstarke von 5 mV und einer

Vorspannung von 4,9 mN durchgefiihrt.

Nach einer Anpassungsphase von 20 Minuten, wurde bei einer leichten Veranderung der
Nullllinie wieder nachgestellt. Es wurde die N&hrlosung abgelassen und durch
Kaliumchlorid-L6sung ersetzt. Diesmal wurde aber eine 60 mmolare EW=0.44 g KCI/100 ml
Tyrode) Kaliumchloridlésung verwendet. Es kam sofort zum Ausschlag der

Kontraktionskurve, die sich aber nach kurzer Zeit wieder langsam einpendelte.

Nach ungeféhr einer Stunde kam es zur konstanten Plateauphase der Kontraktionskurve, dann

erfolgte die kumulative Injektion von der Testlésung.
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4.6. Versuchsablauf beim rechten Vorhof

Der fertig praparierte Vorhof wurde mit den 2 angebrachten Silberdrahthékchen in die
Versuchsapparatur B eingehangt und dann in das Organbad eingetaucht. Das Organ durfte
nicht zu fest gedehnt sein, weil es ja durch den Feintrieb nochmals nachgespannt wurde.
AuRerdem musste beachtet werden, dass der Silberdraht den Glaskorper nicht beriihrte, da
dies sonst zu einer Verfalschung der Ergebnisse fiihren konnte.

Der Schreiber wurde eingeschaltet und wieder auf die Nulllinie gestellt. Anschliefend wurde
der Amplifier aktiviert, wodurch sich der Stift verstellte und man erneut auf die Nulllinie
korrigieren musste. Nun wurde wieder mittels Feintrieb auf 10,4 mN vorgespannt. Dies
erfolgte bei einer Stromstérke von 5 mV. Durch das Vorspannen verriickte der Schreiberstift
und wurde aber dann wieder mit dem Regelknopf des Amplifiers auf die Nulllinie korrigiert.
Da diese Vorspannung wahrend des ganzen Versuchsablaufs aufrechterhalten bleiben sollte,

musste wegen der hohen Elastizitat des Organs, laufend mittels Feintrieb nachjustiert werden.

Nach einer Anpassungszeit von ca. 30 min beobachtete man die Schlagfrequenz, indem man
alle 5 min die Ausschldage Uber eine Lange von 6 cm aufzeichnete. Der Papiervorschub
wurde dabei auf eine Geschwindigkeit von 5mm/s eingestellt. Sobald die Anzahl der Schlége
konstant war, also eine konstante Chronotropie herrschte (+/- 1 Schlag), konnte mit der
kumulativen Zugabe von der Testsubstanz, die alle 45 min erfolgte, begonnen werden. Mit
dem Einspritzen begann die Kontrollphase, nun musste bis zum Ende des Versuchs alle 5 min
eine Messung durchgefuhrt werden, indem man wieder die Ausschldge tber eine Lénge von 6

cm aufzeichnete.
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Abbildung 14: Dokumentation der Schlagfrequenz vom Vorhof durch den Schreiber

4. 7.Versuchsablauf bei Papillarmuskel

Der isolierte und fertig préparierte Papillarmuskel wurde an die Versuchsapparatur A
angebracht und in das auf 35°C warme Organbad eingetaucht. Bei einer Stromstarke von 5
mV (bei Bedarf 2 oder 1 mV) und einer Geschwindigkeit von 5mm/sec, wurde er bei 3.92
mN durch Feintrieb vorgespannt. Da der Papillarmuskel im Vergleich zum Vorhof keine
Spontanaktivitdt besitzt, wurde der Papillarmuskel mittels elektrischer Reizung zur

Kontraktion angeregt. Auch hier war das Nachjustieren der Vorspannung wéhrend des
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ganzen Versuchsablaufs aufgrund der Plastizitit des Organs nétig. Eine Abnahme der
Kontraktionskraft wurde somit durch die Verringerung der Ausgangspannung
verhindert(Reiter 1967).

Hier war das Nachstellen des Schreibstiftes genauso notwendig wie oben beschrieben. Nach
der Anpassungsphase begann man mit der Kontrolle, hierfir wurden alle 5 Minuten
mindestens 6 Kontraktionsamplituden mit dem Schreiber aufgezeichnet. Sobald diese
konstant waren, konnte wieder mit der kumulativen Zugabe der Testsubstanz begonnen
werden. Auch hier erfolgte wieder die Substanzzugabe alle 45 min. Auch hier musste alle 5

Minuten eine Messung gemacht und dokumentiert werden.

4.8.Statistik

Fur die genaue Berechnung wurde das Sigma Plot 9.0 —Programm verwendet um

Standardfehler, Mittelwert berechnen zu kdnnen.

Die Werte wurden als Graph dargestellt mithilfe von Konzentration —Wirkungskurven, wobei

nur bei den stark wirksamen Substanzen ein ECsg Wert ermittelt wurde.

Als letztes wurde flir gepaarte Beobachtungen ein Signifikanztest (,,Student-t-Test*)
durchgefuhrt. Die Messergebnisse wurden dann als signifikant bezeichnet, wenn die
Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 5% (P< 0,05) oder sogar Kkleiner als 1% (P< 0,01)
betrug. Die Ergebnisse, die eine Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 0,1% (P< 0,001)
hatten, wurden als hochsignifikant angegeben.
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5. Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Versuchsergebnisse der jeweiligen Testsubstanz an den
isolierten Organen der Meerschweinchen ausgewertet mit Hilfe von Tabellen und

Konzentration-Wirkungskurven.

Pro Organ wurden mindestens 4 Versuche durchgefihrt um ein représentatives und

reproduzierbares Ergebnis zu erhalten.

Fur die Uberprifung des Wirkmechanismus (mit Nitro-L-Arginin) mussten mindestens 3

Versuche an einem ausgewéhlten Organ durchgefiihrt werden.

5.1. Ergebnisse der Testsubstanz MGpy1

5.1.1. Wirkung von MGyp1 auf das terminale Illeum

Der genaue Versuchsablauf wurde bereits erwédhnt. Insgesamt wurde 4 Versuche, mit der

kumulativen Zugabe der Testlésung von 3,7,20 und 100 pmol/I durchgefiihrt.

Bei diesem Organe wurde die spasmolytische Wirkung von der Testsubstanz getestet und in der Folge

dann genauer untersucht.
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Anzahl

Irrtumswahr-

MGpy1l fc + SEM fc+SEM d.Versuche scheinlichkeit
(mN) (%) N )
0 (Kontrolle) 8,62+0,82 00 4 -
3 6,71+1 -23,7245,31 4 0,05
10 4,24+0,94 -52,97+7,20 4 0,01
30 1,88+0,60 -79,29+5,54 4 0,001
100 1,67+0,16 -80,65+0 4 0,001

Tabelle 5 : Wirkung von MGpy1 auf das terminale lleum

Diese Tabelle soll die Mittelwerte der

Kontraktionskraft (fc) und deren Standardfehler

(SEM)wiedergeben, wobei der Standerdfehler sowohl in mN als auch in Prozent angegeben

wurde.

AuRerdem werden die Anzahl

dokumentiert.

der

Versuche und die

Irrtumswahrscheinlichkeit

Nach Zugabe der ersten Konzentration der Testsubstanz, lag der Mittelwert der Kontraktion
bei 8,62+0,82 mN und dieser wert entsprach 100%.

Durch der Zugabe von der Testlésung vermerkt man eine Abnahme der Kontraktionskraft.
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Diagramm1 : Konzentrations-Wirkungskurve von MGypl am terminalen lleum

Anhand dieser Kurve soll die Abnahme der Kontraktionskraft bei unterschiedlichen
Konzentrationen von MGpyl veranschaulicht werden. Auf der Ordinate wird die Abnahme
der Kontraktionskraft in Prozent angezeigt .Auf der Abszisse steht die jeweilige
Konzentration in pmol/l. Die Abnahme der Kontraktionskraft ist besonders gut ersichtlich.

Bei diesem Versuch liegt der ECso-Wert bei 9.umol/l. Der Standerdfehler wird durch die

Lange der senkrechten Balken wiedergegeben.
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Abbildung 15 : Originalaufzeichnung von MGpy1 am terminalen lleum

Anhand der Abbildung wird erklart wie durch die Zugabe der
Kontraktionskraft abnimmt. Die starkst Abnahme ist bei 10 pumol/l Konzentration zu sehen
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5.1.2. Wirkung von MGpy1 auf die Aorta

Zur Untersuchung der Auswirkung von MGpyl auf die Kontraktionskraft der Aorta, wurden 4
Versuche durchgefiihrt. Das isoliert Organ wurde mit KCL-L6sung versetzt, um eine maximale

Vorkontraktion zu erreichen .

Die Losung wurde in den jeweiligen Konzentration, in einem 45 Mindtigem Intervall zugesetzt, hier

wurde auch die Eigenewirkung vom Lésungsmittel DMSO beriicksichtigt bei der Berechnung.

Zu Beginn der Versuche, betrug die Kontraktionskraft 11,00 = 2,03 mN. Bei der Zugabe von
MGpyl kam es zur einer geringen Verdnderung der Kontraktionskraft .Erst ab der Zugabe

von von 30 umol/l kam es zur ersten bemerkbaren Veranderung der Kontraktionskraft.

fc £SEM fc £ SEM Anzahl d. | [Irrtumswahr-
MGpy1l (mN) (%) Versuche scheinlichkeit
(P)
O(Kontrolle) | 11,00+2,03 0+0 4 -
3 10,79+1,74 -3,38+7,60 4 n.s
10 10,16+1,83 -5,87+5,12 4 n.s
30 9,31+1,84 -14,77+4,65 4 0,05
100 8,22+1,75 -25,45+4,11 4 0,05

Tabelle 6 : Wirkung von MGpy1 auf die Aorta

In der Tabelle findet man die verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanz(MGpy1) und
die Anderung der Kontraktionskraft (in Prozent und mN). Zusétzlich sind auch

Irrtumswahrscheinlichkeit sowie die Anzahl der Versuche angefihrt.
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Diagramm?2 : Konzentrations-Wirkungskurve von MGpylan der Aorta

Dieser Graph zeigt deutlich am Anfang der Versuche keine signifikanteAbnahme der
Kontraktionskraft. Eine signifikante Abnahme der Kontraktionskraft wird erst ab einer ab

einer Konzentration von 3 pmol/l ersichtlich.
Es konnte bei diesem Organ kein ECs, -Wert ermittelt werden.

Die senkrechten Balken sollen den Standardfehler zeigen
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Abbildung 16 : Originalaufzeichnung von MGpy1 an der Aorta

Die Aufzeichnung zeigt, kaum eine Veranderung der Kontraktionskraft zu Beginn des Versuches.
Erst nach der Zugabe von 30 pmol/l Testsubstanz trat die erste signifikante Abnahme der
Kontraktionskraft.
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5.1.3. Wirkung von MGpy1 auf die Arteria pulmonalis

Auch hier wurde zur Untersuchung der Wirkung von der Testsubstanz, das isolierte Organ mit einer
Kaliumchloridlésung versetzt. KCL -Ldsung wurde verwendet um eine Vorkontraktion der

Arteria Pulmonalis zu erreichen.

Nach dem Erreichen der Plateuphase wurde die Testlosung in den Konzentration 3; 10; 30 und 100
pmol/l in einem Abstand von 45 Minuten zugesetzt. Da wurde auch die Eigenwirkung von
DMSO bei der Berechnung berticksichtigt.

Zu Beginn nahm die Kontraktionskraft kaum ab, erst bei 30 pmol/l kam es zur einer
signifikanten Anderung .Die starkst Abnahme der Kontraktionskraft wurde bei der letzten
Konzentration registriert. Die Kontraktionskraft betrug 5,64+1,12mN bzw. -44,30+7.23%.
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MGpyl fc +SEM fc £SEM Anzahl Irrtumswahrscheinlichkeit
(MN) (%) d.Versuche P
O(Kontrolle) | 10,23 £1,31 0+0 4 -
3 9,31+1,19 -8,80+1,76 4 n.s
10 8,34+1,02 | -17,90+3,03 4 0,05
30 6,86 +0,92 -32,21+4,46 4 0,01
100 5,64 +1,12 -44,30+7,23 4 0,01

Tabelle 7 : Wirkung von MGpy1 auf die Arteria pulmonalis

In der Tabelle sind die verwendeten Konzentrationen der Testsubstanz, die Mittelwerte der

Kontraktionskraft  zu

sehen. Dazu

Irrtumswahrscheinlichkeit angefuhrt.
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Diagramm 3: Konzentrations-Wirkungs- Kurve von der isolierten Arteria pulmonalis

In der Abbildung soll die Abnahme der Kontraktionskraft dargestellt werden. Auf der
Ordinate (y-Achse) sient man die Kontraktionskraft in Prozent und auf der Abszisse (x-

Achse) sind die unterschiedlichen Konzentrationen in pmol/l eingetragen.

Es konnte bei diesem Organ kein EC5o- Wert ermittelt werden.
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Abbildung 17: Zeichnung Von MGpyl an der Arteria pulmonalis

Die Aufzeichnung des Versuches zeigt anfangs einen steilen Anstieg der Kontraktionskraft und dieser
Anstieg kam durch die Vorkontraktion mit KCL-Ldsung. Erst bei einer Konzentration von 30 pumol/I

und 100 pmol/l kam es zu einem deutlichen Anstieg.
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5.1.4.Wirkung von MGpy1 auf den Papillarmuskel

Die genaue Versuchsdurchfiihrung wurde in den vorangegangenen Kapiteln bereits erklart. Flr die
Untersuchung der Testsubstanz MGpyl wurden 4 Versuche durchgefiihrt. Hier erfolgte die

Kontraktion durch eine elektrische Reizung.

Das Organbad wurde mit der jeweiligen Konzentration in einem Intervall von 45 Minuten versetzt.

Auch hier wurden die Auswirkungen vom DMSO bericksichtigt.

Wéhrend der Kontrollphase betrug die Kontraktionskraft 1,18+0,12 mN. Die danach
zugegeben Konzentration fiihrten zu einer Abnahme der Intropie. Ab einer Zugabe von
10pumol/l ersichtlich, dass die Inotopie wieder langsam zunahm, bis sie am Ende des
Versuches 0.93+0,11mN bzw. -45,95+4,26% betrug.

fc + SEM fc £ SEM Anzahl  d. | Irrtumswahrscheinlichkeit
MGpy1 (MN) (%) Versuche P)
O(Kontrolle) 1,18+0,12 0+0 4 -
3 1,13+0,14 -4,94+3,99 4 n.s
10 1,05+0,12 -9,61+7,14 4 0,05
30 0,95+0,12 -18,82+7,29 4 0,01
100 0,93+0,11 -20,58+4,26 4 0,01

Tabelle 8: Wirkung von MGpy1 auf isolierte Papillarmuskel

Dieser Tabelle kann man die unterschiedlich Konzentrationen der Testsubstanz, sowie die
Anderung der Inotropie( in mN bzw. Prozent) entnehmen. AuBerdem findet man die Anzahl

der Versuche sowie die Irrtumswahrscheinlichkeit.
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Diagramm4 : Konzentrations-Wirkungskurve von dem isolierten Papillarmuskel
Der Graph zeigt die Zunahme der Kontraktionskraft (Intropie).

Die Kontraktionskraft wird in Prozent auf der Ordinate angegeben, wéhrend auf der Abszisse
die unterschiedlichen Konzentrationen (umol/l) der verwendeten Testsubstanz eingetragen
wurden.

Es ist anhand der Kurve ersichtlich, dass die Inotropie stetig abnimmt. Der ECso Wert konnte

nicht ermittelt werden.

Die senkrechten Balken reprasentieren den Standardfehler.
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Abbildung 18: Originalaufzeichnung von MGpyl am Papillarmuskel

Diese Abbildung zeigt wie sich die Injektion der Testsubstanz mit verscheiden Konzentration auf die

Intropie auswirkt.
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Die einzelnen Amplituden stellen die Kontraktionskraft dar. Je groRer die Amplitude ist,

umso stéarker die Inotropie. Die Aufnahmen erfolgten alle 5 Minuten.

5.1.5 Wirkung von MGpy1 auf den Vorhof

Fur die Untersuchung der Wirkung von der Testsubstanz wurden 4 Praparate verwendet Hier
sollte die Verénderung der Schlagfrequenz beobachtet werden. Die Testsubstanz wurde in
den Konzentration 1; 3; 10; 30 und 100 umol/l in einem Abstand von 45 Minuten zugesetzt

(die Auswirkung von MDSO wurde berticksichtigt).
Waéhrend der Kontrollphase betrug die Schlagfrequenz 225+ 11,73 Schldge/Minute.
Die stérkste Abnahme der Frequenz war nach dem Zusetzen von 10umol/l zu sehen

Bei 3 umol/l kam es zur leichten Abnahme die Schlagfrequenz. Erst bei 1o pmol/l sieht man
eine deutliche Abnahme. Bei der Konzentration von 30 umol/l starb mein Praparat ab und der

Wert lag bei null Schléage/ Minute.

MGpyl fc £+ SEM fc £SEM Anzahl d. | Irrtumswahrscheinlichkeit
(MN) (%) Versuche
O(Kontrolle) 225+11,73 0+0 4 -
1 225 +11,73 0+0 4 n.s.
3 222,5+11,27 98,94+1,06 4 n.s.
10 211,25+11,43 | 94,06%3,24 4 n.s.
30 00 00 4 0,001

Tabelle 9: Wirkung von MGpy1 auf rechte VVorhofe

Dieser Tabelle kann man die verwendeten Konzentrationen der Testsubstanz, die
Anderungen der Schlagfrequenz in mN sowie in Prozent entnehmen. Weiters sind auch

Irrtumswahrscheinlichkeit und die Anzahl der durchgefiihrten Versuche angefuhrt.
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Diagramm 5 : Konzentrations- Wirkungskurve der Wirkung der Wirkung von MGpy1 an

isolierten VVorhofen

Die Kurve verdeutlicht die Abnahme der Schlagfrequenz. Auf der Ordinate (y-Achse) ist die
Abnahme der Schlagfrequenz in Prozent und auf der Abszisse (x-Achse) die Konzentrationen

in umol/l angegeben. Die senkrechten Balken sollen den Standardfehler darstellen.

Der ECso-Wert lag bei 16,5 pmol/I.
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Abbildung 19: Originalaufzeichnung von MGpy1 an rechten VVorhofen

Diese Abbildung soll die Schlagfrequenz genauer darstellen, welche anhand der Ausschlége

des Schreibers pro Minute berechnet wurde.
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Um die Schlagfrequenz pro Minute zu erhalten wurde fir eine Dauer von 12 Sekunden
aufgezeichnet und dann anschlieBend mit dem Korrekturfaktor 5 multipliziert. Die

kumulative Zugabe von Testsubstanz erfolgte in einem Intervall von 45 Minuten.

5.1.6. Resultate der Untersuchung mit Nitro- L-Arginin

Fur die Untersuchung des Wirkmechanismus auf dem terminalen iieum mit Hilfe von Nitro-L-

Arginin, wurden 3 Versuche durchgefihrt.
Fur die Versuche verwendete man 100 pl Nitro-L-Arginin und 10 pl von der Testldsung.

Die Praparierung des Organs erfolgte auf derselben Art und Weise, wie bei den
vorangegangenen Versuchen. Das fertig praparierte Organ wurde an der Versuchsapparatur
angebracht. Bei einer Stromstérke von 5 mV erfolgte die VVorspannung.

Nach der Anpassungsphase wurde die Tyrode-Ldsung abgelassen und mit KCL —L&sung
vorkontrahiert. Nach dem Erreichen der Plateauphase wurde Nitro-L-Argenin in den
Organbad gegeben und nach 45 Minuten 10 pl von der Testldsung nach weiteren 45 Minuten

wurde der VVersuch beendet.

In der Kontrollphase betrug die Kontraktionskraft im Mittel 7,82+ 0,88 mN. Nach dem
Zusetzen von 100ul Nitro-L-Arginin kam es zu einer geringfugigen Abnahme der
Kontraktionskraft. Eine signifikante Anderung wurde erst nach der Zugabe von MGpyl
sichtbar. Die Kontraktionskraft betrug nun 4,49 + 1,28mN.
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Nitro-L- fc £+ SEM(mN) | Anzahl der Irrtumswahrscheinlichkeit(P)
Arginin(100pl) Versuche
O(Kontrolle) 7,82+ 0,88 3 -
100 7,06+ 0,98 3 -
+10ul 4,49+ 1,28 3 0,05

Tabelle 10 : MGpy1-Wirkung an mit 100 pl Nitro-L-Arginin vorbehandelten terminalen llea

In der Tabelle sind die verwendeten Substanzkonzentrationen und die Mittelwerte der

Kontraktionskraft ablesbar. AufRerdem sind Irrtumswahrscheinlichkeit und die Anzahl der
Versuche ersichtlich.
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Diagramm 6 : Balkendiagramm von MGpy1 am terminalen Ileum unter Einfluss von Nitro-L-

Arginin

Anhand des Diagramms erkennt man, dass durch das Hinzufligen von Nitro-L-Arginin die
Kontraktionskraft nicht auschlaggebend verandert wird. Zu einer signifikanten Abnahme der

Kontraktionskraft kommt es erst nach der Zugabe der Testsubstanz MGpyL1.

Die Balken im Diagramm sollen die Mittelwerte der 3 Versuche darstellen. Auf der y-Achse
wird die Kontraktionskraft in mN eingetragen. Wahrend auf der x-Achse die

Substanzkonzentrationen angegeben werden.
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Abbildung 20: Aufzeichnung von MGpyl —-Wirkung am terminalen Ileum unter Einfluss von
Nitro-L-Arginin (100ul)

Die Kurve Lasst deutlich erkennen, dass durch Zusatz von 100 pl Nitro-L-Arginin zu einer
Abnahme der Kontraktionskraft kam, und durch dem Zusetzen Von 10 pul MGpyl kam es zu

einer signifikanten Abnahme der Kontraktionskraft .
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6. Diskussion

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden die Wirkung und der Wirkmechanismus von MGpy1
untersucht.

Fur diese Untersuchungen wurden funf isolierte Organe (Atrium dextrum, Aorta, Musculus
papillaris, terminales Ileum und Arteria pulmonalis) von Meerschweinchen verwendet.

Der genaue Versuchsablauf und die verwendeten Apparaturen wurden bereits in den
vorangegangenen Kapiteln beschrieben.

In diesem Teil der Diplomarbeit soll nun néher auf die Wirkung vom MGpy1l eingegangen

werden, die Ergebnisse der Versuche wurden zuvor in den bisherigen Kapiteln beschrieben.

6.1. Versuchsreihen am quergestreiften Herzmuskel

Durch der Versuche am Musculus papillaris und am Atrium dextrum sollten Inotropie bzw.
Chronotropie untersucht werden. Am Musculus papillaris wurden positiv oder negativ
inotrope Wirkungen beobachtet, wahrend hingegen am Atrium dextrum eine positiv oder
negativ chronotrope Wirkung getestet werden sollte. Zur Uberpriifung dieses Effekts am

Papillarmuskel musste das Organ zunachst mit Hilfe einer Elektrode gereizt werden.

Beim rechten Vorhof war das, aufgrund der autonomen Spontanaktivitat des Sinusknotens,

nicht notwendig.

Organ MGpyl EC so(umol/l)
fc £ SEM (%) bei 100 pmol/1
Endkonzentration

Atrium dextrum 0 =0 16,5

Musculuspapillaris 79,42+4,26 >100

Tabelle 11: Wirkung von MGpy1 auf die Herzmuskulatur

Anhand der Tabelle wird ersichtlich, dass MGpyl eine starke Wirkung auf den rechten
Vorhof hatte. Der Kontrollwert lag bei 225 + 11,73 Schldgen pro Minute. Bei einer
Konzentration von 10 pumol/l lag der Wert dann bei 211,25 + 11,43Schl&gen pro Minute. Es

kam danach zur einer signifikanten Abnahme der Chronotropie (,,negative Chronotropie®).
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Beim Papillarmuskel kam es zu keiner starken Anderung der Kontraktionskraft, der
Kontrollwert betrug 1,18 m + 0,12N, wéhrend der Wert nach der Zugabe von 100 umol/l der
Testsubstanz (MGpyl) bei 0,93+ 0,11 mN (= 79.42 + 4,26%) lag. Daran erkennt man die

starke Abnahme der Inotropie (,,negative Inotropie).
Bei beiden Organen konnte kein ECso-Wert ermittelt werden.

Es ist gut ersichtlich, dass die Testsubstanz MGpyl eine signifikante Wirkung auf die

isolierten Herzmuskelpraparate erfillt hat.

6.2. Versuchsreihen an glattmuskuldren Organen

Mit Hilfe einer Kaliumchlorid-Ldsung wurde die glatte Muskulatur von Aorta, Arteria

pulmonalis und terminalem lleum chemisch vorkontrahiert.

Dadurch entwickelte sich ein konstanter Kontraktionstonus, der es ermdglichte eine

dilatierende bzw. spasmolytische Wirkung untersuchen zu kénnen.

Fur die Versuche an Aorta und an der Arteria pulmonalis wurde eine 90 mikromolare KCL-

Losung bzw. fir Darmversuche eine 60 mikromolare KCL-Ldsung verwendet.

Organ MGpy1l ECso
fc £SEM (%) bei 100 pmol/l (umol/I)
Endkonzentration
Aorta -2545+ 4,11 >100
Arteria pulmolnalis -44,30+ 7,23 >100
terminales lleum -80,65%0,0 9

Tabelle 12: Wirkung von MGpy1 auf glatte Muskulatur

Die Tabelle zeigt, dass MGpy1l eine starke Wirkung auf glattmuskulare Organe hat. Der
Kontrollwert beim terminalen lleum betrug 8,62+ 0,82 mN. Bei der kumulativen Zugabe von
MGpy1 kam es zu einer stetigen Abnahme der Kontraktionskraft. Eine signifikante Anderung
trat erst nach dem Zusatz von 30 umol/l ein. Der tiefste Wert wurde bei 100 umol/l erreicht.
Der ECso-Wert betrug dabei 9umol/I.

Bei der Aorta betrug die Kontraktionskraft in der Kontrollphase 11,00+ 2,03mN. Im Laufe

des Versuches kam es im Vergleich zum terminalen lleum zu einer geringeren Abnahme der
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Kontraktionskraft. Die erste signifikante Abnahme wurde nach dem Zusatz von 30 umol/l
registriert (8,22+ 1,75mN). Die Endkonzentration betrug 9,31+ 1,84mN. Durch den
Vergleich des Kontrollwerts mit dem Endwert erkennt man die signifikante Abnahme der
Kontraktionskraft.

Bei der Arteria pulmonalis wird die Abnahme der Kontraktionskraft bei der
Endkonzentration von 5,64+ 1,12mN verglichen mit dem Kontrollwert (10,23 1,31mN)
deutlich erkennbar. Auch hier verringerte sich die Kontraktionskraft wéhrend des
Versuchsablaufs geringfiigig. Eine deutliche Anderung trat erst durch den Zusatz von 30
pmol/l von MGPY1 ein. Der ECso-Wert konnte ermittelt werden. Nur beim Darm lag dieser

bei 9umol/l.

6.3. Versuchsreihen mit MGpy1 in Kombination mit Nitro-L-Arginin

Insgesamt wurden drei Versuche am terminalen lleum mit 100 pl Nitro-L-Arginin und 10 pl
Testsubstanz durchgefihrt.

In den Versuchen wurde festgestellt, ob unter Einfluss von Nitro-L-Arginin, das ein NO-

Antagonist ist, NO endothelial freigesetzt wird und damit eine Relaxation entsteht.

6.3.1. Versuch mit MGpy1 in Kombination mit 100 pl Nitro-L-Arginin
Bei diesem Versuch wurden 100 pul Nitro-L-Arginin verwendet, welches mittels Pipette dem
Organbad beigemengt wurde. Nach dem Erreichen der Plateauphase und nach 45 Minuten

wurden 10 pumol/l MGpy1 hinzugeflgt.

Der Kontrollphase betrug 7,82 £0,88mN und erreichte gegen Ende des Versuches 4,49+
1,28mN.

An den Werten ist ersichtlich, dass durch NO-Freisetzung zu einer spasmolytischen Wirkung

kam.
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7. Zusammenfassung
Das Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit war die in-vitro-Untersuchung der an der Abteilung

fiir Medizinische/Pharmazeutische Chemie der Universitat Wien synthetisierten Testsubstanz
MGpyl.

Die verwendete Testsubstanz MGpyl wurde an funf verschiedenen Organen (Arteria
pulmonalis, Atrium dextrum, Aorta, Musculus papillaris und terminales Ileum) mit den
Konzentrationen 1 pmol/l, 3 pmol/l, 10 pmol/l, 30 pmol/l und 100 pmol/l an

Meerschweinchen getestet.

Die negative bzw. positive Inotropie wurde am Musculus papillaris Gberprift, beim Atrium
dextrum wurde der Einfluss der Testsubstanz auf die Chronotropie getestet. Bei den Ubrigen
Préaparaten, den glattmuskuldaren Organen, wurde die Wirkung von MGpy1 (Testsubstanz) auf

die Kontraktionskraft genauer untersucht.

Fir eine reprasentative Aussage war es wichtig vier Versuchsreihen pro Organ

durchzufihren.

Am Papillarmuskel kam es durch den Zusatz der Testsubstanz MGpyl zu einer geringeren

Intropie-Abnahme. Beim Vorhof wurden die Schldge pro Minute gezahit.

Beim Papillarmuskel konnte kein ECso- Wert ermittelt werden, wéhrend beim Vorhof der
ECso-Wert bei 16,5 umol/l lag.

Bei Aorta und Pulmonalarterie kam es zu einer schwachen vasodilatierenden Wirkung und es

konnte kein ECso-Wert ermittelt werden.
Beim terminalen lleum konnte eine sehr starke spasmolytische Wirkung festgestellt werden.

Wahrend des gesamten Versuches kam es zur Reduktion der Kontraktionskraft, eine
signifikante Abnahme lag erst ab einer Konzentration von 30 pmol/l vor. Hier lag der ECso-

Wert bei 9 pmol/I.

Aufgrund der starkeren Abnahme der Kontraktionskraft beim terminalen lleum wurde der

Wirkmechanismus der Testsubstanz herangezogen. Dabei wurde Nitro-1-Arginin verwendet.

Somit konnte die spasmolytische Wirkung von MGpyl teilweise durch NO-Freisetzung

verursacht werden.
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