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1.Einleitung

1.1. Das menschliche Herz

1.1.1. Lage, Form, Grof3e und Gewicht

Das menschliche Herz befindet sich im vorderen unteren Teil des Mediastinums in
Hohe der zweiten bis funften Rippe. Es ist seitlich von den Brustfellblattern der linken
und rechten Lungenfliigel begrenzt. Die Untergrenze bildet das Diaphragma, dem das
Herz partiell aufsitzt, weshalb sie ihre Position mit den Bewegungen des Atemtrakts
andert (Mutschler et al. 2001).

Das Herz ist kegelférmig, seine Basis liegt oben und seine Spitze zeigt schrag in der
Richtung nach unten (Mutschler et al. 2001).

Das menschliche Herz hat eine GroRe von der geballten Faust der jeweiligen Person.
Das Herz eines erwachsenen Mannes tragt ein Gewicht von ungefahr 320 g und einer

erwachsenen Frau ungefahr 280 g (Mutschler et al. 2001).

1.1.2. Herzgliederung

Das Herz ist ein funktionell zweiteiliges Organ, es ist in ein linkes und ein rechtes Herz
gegliedert. Beide Herzteile haben jeweils zwei Hohlraume, die von Muskelmassen
unterschiedlicher Starke umgeben sind, jeweils einen Vorhof (Atrium) und eine Kammer
(Ventrikel). Die beiden Vorhofe (Atrium cordis dextrum und Atrium cordis sinistrum)
befinden sich im oberen Bereich der Herzteile, zwischen denen eine Trennwand
(Septum interatriale) vorhanden ist. Die beiden Kammern sind von den Vorhdéfen durch
die auliere Herzkranzfurche (Sulcus coronarius cordis) getrennt. Auf dieser Ebene
befinden sich AV-Klappen, deren Funktion die Isolierung der Herzkammern von den
Vorhofen ist, und die Verhinderung des Blutrickstroms aus den Herzkammern in die
Vorhofe. Das rechte Herz hat drei und das linke zwei Segelklappen, die wegen des
unterschiedlichen Drucks zwischen den Vorhéfen und den Herzkammern gedffnet
werden. Eine Druckerhohung in der Herzkammer kann geféhrlich sein, da die
Segelklappen in den Vorhof durchschlagen kénnen. Die Kammerinnenwande sind mit



Papillarmuskeln tberzogen und bei ihrer Kontraktion werden die Sehnenfaden, welche
die Segelzipfel mit Papillarmuskeln verbinden, angespannt. Die Anspannung der

Sehnenfaden verhindern das Durchschlagen der Segelklappen (Mutschler et al. 2001).

1.1.3. Blutkreislauf

Das kohlendioxidreiche, sauerstoffarme Blut aus dem Korper wird tGber der oberen und
unteren Hohlvene in den rechten Vorhof gefuihrt. Aus dem rechten Vorhof geht es weiter
wahrend der Entspannungsphase in die rechte Kammer, die vollstiandig mit Blut
gepumpt wird (dieser Prozess heil3t Diastole), wonach sich der Vorhof zusammenzieht.
Von da aus wird das Blut durch kontinuierliche Kontraktionen der rechten Kammer Uber
die Lungenarterie (Truncus pulmonalis) in die Lunge gedrickt. Dort wird das Blut mit
Sauerstoff bereichert, wonach es tber die Lungenvenen zuriick ins Herz flie3t, diesmal
in den linken Vorhof und dann in die linke Herzkammer. Weiter wird das Blut von der
linken Herzkammer tber die Aorta in die Korperarterien verteilt. Der Blutstrom ist durch
Systole und Diastole der Herzkammern bedingt (Mutschler et al. 2001).
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Abbildung 1: Das menschliche Herz



1.2. Schwefelwasserstoff

Da der Schwefelwasserstoff anderen endogenen Gasmolekilen strukturell ahnlich ist,
beispielsweise dem Stickstoffmonoxid (NO), dem im Organismus bestehenden
Transmitter, konnte davon ausgegangen werden, dass er im Blutkreislauf

maoglicherweise eine wichtige Rolle spielt (Wang et al. 1997 a,b).

Schwefelwasserstoff (Hydrogensulfid, H,S) ist ein farbloses, stechendes Giftgas,
dessen Geruch in geringen Konzentrationen an verfaulte Eier erinnert. H,S ist brennbar

und kann im Ethanol geldst werden (Winder and Winder, 1933).

PN
,.HS\.,
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Abbildung 2: Struktur des Schwefelwasserstoffs

Die Inhalation von Schwefelwasserstoff verursacht akute Vergiftung, wobei die
lebenswichtigen Organen wie das zentrale und periphere Nervensystem und der
Atemtrakt betroffen werden (Hosoki et al. 1997; Kimura 2000; Zhao et al. 2001)..

Hohere Konzentrationen von H,S bewirken die Betdubung der Geruchsrezeptoren.
Wenn eine hohe Konzentration von Schwefelwasserstoff inhaliert wird, wird das
Atemzentrum beschadigt, wodurch es zur Atemlahmung, die schon nach einigen
Sekunden auftreten kann (apoplektiforme Vergiftung), und dem Verlust des
Bewusstseins kommt (Hosoki et al. 1997; Kimura 2000; Zhao et al. 2001).

Niedrige Konzentrationen von Schwefelwasserstoff bewirken Schwache, Krampfe,
schnelle und tiefe Atmung (Hyperpnoe), Irritationserscheinungen im Atmungsapparat
und Lungenddem (Oedema pulmonum). Spéter erscheinende Folgen sind
Lungenentzindung und Degeneration des Herzmuskels (Hosoki et al. 1997; Kimura
2000; Zhao et al. 2001).



Der exakte Wirkungsmechanismus einer Vergiftung mit Schwefelwasserstoff ist trotz
mehrerer Studien noch nicht vollstandig aufgeklart worden. Im Jahr 1997 wurde aus
den im Reagenzglas durchgefiihrten Versuchen mit der Aorta von Ratten festgestellt,
dass der Schwefelwasserstoff eine relaxierende Wirkung auf das Organ hat (Hosoki et
al. 1997). Zur Aufklarung der Ursache des Wirkmechanismus wurde die Verbindung
zwischen den bekannten Regulationsmechanismen der glatten Organmuskulatur, Katp-
Kanale, Kohlenstoffmonoxid (CO) und Stickstoffmonoxid (NO) beobachtet (Lee et al.
2007).

Des Weiteren gibt es Studien, die sich die Aufgabe gestellt haben, die Behandlung
einer kunstlich bewirkten pulmonalen arteriellen Hypertonie mit Schwefelwasserstoff zu
erforschen. Die Studien haben gezeigt, dass die vorhandenen negativen Effekte durch
die Beigabe von Natriumhydrogensulfid (NaSH) teilweise wieder entfernt werden
konnen. (Yan et al. 2004). Dementsprechend kann dies ein relevanter Ansatz bei der
Behandlungstherapie der seltenen Krankheit (Orphan disease) pulmonale arterielle
Hypertonie (PH oder PHT) sein (Hosoki et al. 1997; Yan et al. 2004; Forth et al. 2009)

Arterielle Hypertonie manifestiert sich durch den andauernd erhdhten Blutdruck (nach
WHO-Kriterien bei 140/90 mmHg oder hoher). Grinde fur die Auslésung dieser
Krankheit gibt es viele (Forth et al. 2009):

» Bei der Medikamenteneinnahme (z.B. Anorexigene, Amphetamine) ist das Risiko
der Auslosung der Krankheit vorhanden.

= Eine gewisse Zeit lang vorhandene Blutklimpchen kdnnen zur Verstopfung der
pulmonalen Aterien fuhren.

= Verschiedene Lungenkrankheiten, die Verstopfungen und Narben in den
Pulmonalarterien erzeugen.

= Der Grund kann auch die Infektion durch das HIV-Virus sein.

= Manchmal sind die Griinde fur den Ausbruch der pulmonalen Hypertonie unklar.

Die seltene Krankheit pulmonale arterielle  Hypertonie ist eine ihrer
Erscheinungsformen. An dieser Krankheit leidet fast jede flnfte Person pro 10000

Bewohner, und zwar sind Frauen generell viel mehr zur Aufnahme dieser Krankheit
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geneigt als Méanner. Das Hauptsymptom dieser Krankheit ist der dauerhaft erhéhte
Blutdruck (Forth et al. 2009).
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Abbildung 3: Vergleich zwischen dem gesunden Herz und dem Herz bei PAH

Ein normaler Blutdruckwert betragt nach Kriterien der WHO unter 20 mmHg. Zur
Erhéhung des Restlumens der Pulmonalgefale werden diese vasodilatierenden

Substanzen eingesetzt (Forth et al. 2009):

» Prostacyclinderivat
= PDE-5-Inhibitoren: Sildenafil, Tadalafil
» Endothelin-Rezeptorantagonisten: Sitaxentan, Bosentan

Als pharmakologische Monotherapie sind Diuretika, AT;- und 3-Rezeptorantagonisten,
ACE-Inhibitoren und Kalziumkanalblocker besonders geeignet (Forth et al. 2009).

Des Weiteren sind folgende Mal3hahmen einzusetzen (Forth et al. 2009):

= Abnahme des Korpergewichts

= Reduktion des Alkoholkonsums

= Zigarettenverzicht

= Beschrankung der Natriumchlorid-Zufuhr

» Reduktion des Konsums fettreicher Nahrung

= Stressreduktion



2.Z1elsetzung

Diese Diplomarbeit ist das Produkt der Untersuchung einer am Department fur
Medizinische/Pharmazeutische Chemie der Universitdt Wien neu synthetisierter
Substanz (MGtr3), die auf funf isolierten Organen der Hausmeerschweinchen

(Caviaporcellus) getestet wurde.

Dieses Tier wurde fur die Untersuchung ausgewahlt, weil schlussgefolgert wurde, dass
wegen der ahnlichen Struktur der lonenkanéle beim Hausmeerschweinchen und beim
Menschen die Testsubstanz ahnliche Wirkung auf den Menschen wie bei diesem Tier
haben wird.

Hierbei wurde als Hauptziel der Nachweis gesetzt, dass diese Testsubstanz
vasodilatierende oder spasmolytische Wirkung haben wird. Die Wirkung der MGtr3
wurde an den Praparaten der glatten Organmuskulatur getestet, und zwar an der
Pulmonalarterie, der Aorta und dem terminalen lleum. Das Ziel war es auf3erdem zu
testen, welchen Einfluss diese Substanz auf die Inotropie und die Chronotropie haben
wird. Die Wirkung auf die Inotropie wurde am Papillarmuskel und die Chronotropie am
rechten Vorhof betrachtet. Wahrend der Untersuchung wurden unterschiedliche

Konzentrationen der Versuchssubstanz genommen.



3.Material und Methoden

3.1. Testsubstanz

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde am Department far
Medizinische/Pharmazeutische Chemie der Universitdt Wien die Testsubstanz MGtr3
synthetisiert. Diese Substanz wurde an funf isolierten Organen der

Hausmeerschweinchen getestet.

BN
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Abbildung 4: chemische Struktur von MGtr3

MG: 227,28 g/mol

Nomenklatur: 3-phenyl-5-(3-thienyl)-4H-1,2,4-triazol

3.2. Cavia porcellus als Versuchstier

Die Entscheidung, Hausmeerschweinchen aus dem TRIK-Stamm als Versuchstier fir
diese Untersuchung zu nehmen, wurde aufgrund folgender zwei Kriterien getroffen:
Zum einen ist der lonenkanalenaufbau beim Menschen dem des Haus-
meerschweinchens in vielerlei Hinsicht ahnlich, weshalb die Ergebnisse, die sich aus
der Untersuchung herausstellten, auf den Menschen bezogen werden kdnnen. Zum

anderen mussten aufgrund der Beschranktheit der zur Verfligung gestellter



Versuchsapparaturen die Organpraparate weniger als 600 Gramm wiegen, weshalb das

Hausmeerschweinchen auch im Bezug auf diese Voraussetzung eine optimale Wabhl ist.
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Abbildung 5: Hausmeerschweinchen als Versuchstier
Bei der Auswahl mussten folgende drei Kriterien beachtet werden:

= Das Versuchstier ist weiblich.
= Esistim Alter von vier bis acht Wochen.

= Es hat ein Gewicht zwischen 300 und 600 Gramm.
Fur die Untersuchung wurden folgende Organe herausgenommen:

= Atrium cordis dextrum — rechter Vorhof des Herzens
= Arteria pulmonalis - Lungenarterie

= Musculus papillaris - Papillarmuskel

* lleum terminalis— Endabschnitt des Huftdarms

= Aorta descendens — absteigende Aorta



Um dem Versuchstier einen schnellen und moglichst schmerziosen Tod zu

ermdglichen, erfolgte die Tétung des Tiers durch einen schnellen Genickschlag. Auf

diese Weise wurde er physischem und psychischem Stress nicht ausgesetzt. Bis zu

diesem Zeitpunkt wurde das Tier regelméaflig mit Pflege und Futter versorgt.

Nach der Schlachtung des Versuchstiers wurde mit einer OP-Schere der Brust- und

Bauchraum geoffnet. Darauf folgte die Isolierung des Herzens, der Lunge, des ca. 20

cm langen Endabschnitts des Huftdarms und schlie3lich der Aorta.
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Abbildung 6: Anatomie des Hausmeerschweinchens



3.3. Herstellung der Tyrode

Unter dem Begriff Tyrode wird physiologische Nahrlésung verstanden, womit die
physiologischen Bedingungen, welche die Organe brauchen, nachgeahmt werden. Sie
enthalt alle notwendigen Elektrolyten, damit die Organe wahrend der Préaparation und
der Versuche am Leben erhalten bleiben. Sie wurde nach dem amerikanischen
Pharmakologen Maurice Vejux Tyrode genannt und ist fir diese Untersuchung von

auRerster Bedeutung.

Das Nahrmedium wurde jeden Morgen nach Vorschriften von Reiter (1967) frisch

zubereitet:

Zuerst wurden die Feststoffe mit einer Waage eingewogen und danach in einem 2-Liter-
Messkolben gebracht.

Mit einer Burette wurden Stammldsungen Natriumchlorid (NaCl), Kaliumchlorid (KCI),
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO,), Magnesiumsulfat (MgSO0,) und
Natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3) beigemischt. Mit der Bulrette konnte die
notwendige Menge prazise abgemessen werden.

Danach wurde Glucose, die einzige Reinsubstanz, hinzugefigt.

In den Messkolben wurde dann 3/4 Liter destilliertes Wasser gefillt und mehrmals

kraftig durchgeschuttelt, bis der Inhalt homogen wurde.

Hierauf folgte die Begasung der Mischung mit 95% Sauerstoff und 5% Kohlendioxid.
Die Begasung dauerte 20 Minuten.

Damit die Tyrode am Ende nicht triib wird, weil sie als solche nicht brauchbar wére,
musste nach 20 Minuten Begasung Kalziumchlorid (CaCl;) mit einer elektrischen

Messpipette vorsichtig und tropfenweise dazugegeben werden.

Schliel3lich wurde der Messkolben bis zur Eichmarke mit destilliertem Wasser aufgefillt

und ein paar Mal geschwenkt.
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ml/Stockldsu

Substanz Molare Masse Stockldésung ng/l Tyrode mmol/l
NaCl 58,442 g/mol 1000,25 g/5l 33,60 115,01
KCI 74,55 g/mol 50,33 g/5l 35,00 4,73

NaHCO3; 84,01 g/mol 125,00 g/sl 83,70 24,91
MgSO,4 120,37 g/mol 147,02 g/5l 1,18 0,29
KH2PO4 136,09 g/mol 62,00 g/250 ml 1,18 2,15
CacCl, 110,98 g/mol 349/250 ml 3,20 3,92
Glucose 180,16 g/mol Reinsubstanz 1,98 -

Tabelle 1: Zusammensetzung der Tyrode

Substanz Menge (ml)
NaCl 67,2
KCI 70

NaHCOs3; 167,4

MgSO, 2,36
KH,PO, 2,36

CacCl, 6,4
Glucose 3,96 ¢

Tabelle 2: Herstellung fir zwei Liter
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3.4. Herstellung der Versuchslésung

Zuerst musste gepruft werden, in welchem Loésungsmittel die Substanz MGtr3 gelost
werden kann. Der erste Versuch mit Aqua bidestillata war erfolglos. Dann wurde ein
Versuch mit Dimethylsulfoxid (DMSO) gemacht. Die Substanz loste sich leicht und
schnell.

DMSO ist ein farb- und geruchsloses, leicht 6liges hygroskopisches Losungsmittel, es
zeigt eine schwache zellgiftige Wirkung auf lebende Organe, weshalb es fur chemische
Versuche sehr geeignet ist.

DMSO wurde auf isolierten Organen der Hausmeerschweinchen geprift, als ware es
die Testsubstanz, damit das Ausmal} seiner Wirkung auf die Organe gemessen werden
kann. Die Wirkung der DMSO wurde in die Auswertung der Versuche mit einbezogen,
um unpréazise Versuchsergebnisse zu vermeiden. Die Wirkung der DMSO wurde in
Prozenten ermittelt, die je nach dem Organ entweder addiert oder subtrahiert werden

mussten. Beim rechten Vorhof, beispielsweise, hat DMSO keine Wirkung gezeigt.

Die Losung des Wirkstoffs erfolgte wie folgend: Auf Basis des Molekulargewichts der
Testsubstanz musste eine Einwaage kalkuliert werden, die abhéngig von der benutzten
Apparatur zwei verschiedene Werte annehmen konnte, damit sie in der Organzelle bei
der maximalen Wirkstoffgabe eine Konzentration von 100 pmol/l erreicht.

Folgende Tabelle zeigt berechnete Stammldsungen:

Substanz Molekulargewicht Volumen des Organbades  Substanzeinwaage [mg]

8 ml 0,18 mg

MGtr3 227,28 g/mol
25 ml 0,57 mg

Tabelle 3: Substanzeinwaage
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3.5. Kaliumchlorid-L6sung

Damit ein andauernder Muskeltonus der praparierten Organe hervorgerufen wird,
musste vor den Versuchen die Vorkontraktion der Organe durchgefihrt werden.
Dadurch werden die Voraussetzungen fur die Untersuchung der vasodilatierenden bzw.
spasmolytischen Wirkung der Testsubstanz auf die Versuchsorgane ermdglicht. Die

Vorkontraktion wurde mit der Zugabe von Kaliumchlorid-Losung bewirkt.

Fur die Versuche an der Aorta und am Lungenstamm wurde eine 90 mmolare und fur
den Darm eine 60 mmolare Kaliumchlorid-Losung gebraucht. Die Durchfuhrung der
Vorkontraktion am rechten Vorhof ware Uberfliissig gewesen, weil er den primaren
Taktgeber (Sinusknoten) besitzt. Zwar besitzt der Papillarmuskel kein spontanes
Erregungsleitungssystem, die Vorkontraktion hat mittels Kaliumchlorid-Losung nicht

stattgefunden, sondern der Muskel wurde in der Tyrode elektrisch gereizt.

Organpraparat Kaliumchlorid-Einwaage (g) Menge de Nahrlésung (ml)
Aorta 0,67 100
Arteria pulmonalis 0,67 100
terminales lleum 0,45 100

Tabelle 4: Menge der Kaliumchlorid-Losung fir die Durchfuhrung der Vorkontraktionen
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3.6. Préaparation der Organe

Nach der Isolierung und Begasung der Tierorgane mit der Tyrode wurden die Organe
fur die Versuche préapariert.

Sie wurden in die Petrischale gebracht, in welcher sich eine vom Gummischlauch
umgebene Korkscheibe befand, und welche vor dem Beginn der Praparation mit der

N&hrlosung gefullt worden ist.

Damit die Lichtverhaltnisse optimal werden, wurden die Organe unter einem
Stereomikroskop prapariert. Notwendig war auch folgendes Sezierbesteck:

a) Pinzetten in unterschiedlicher Grol3e
b) Spitz- und Federschere

c) drei Becherglaser

d) Bindfaden

Abbildung 7: Werkzeuge fur die Praparation der isolierten Organe
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3.6.1. Praparation des rechten Vorhofs

Das Herz wurde in die Petrischale gebracht und mit zwei Nadel am Korkboden fixiert.
Danach wurden mit héchster Prazision unter dem Stereomikroskop der Herzbeutel und
das uberflissige Fett- und Lungengewebe beseitigt.

Als Erstes wurde der rechte Vorhof isoliert, wobei auf den Sinusknoten aufgepasst
werden musste, weil er ortlich schwer zu bestimmen ist. Ein nicht gut durchdachter
Schritt kdnnte zu seiner Verletzung fiihren, aber damit die bevorstehenden Versuche

spater erfolgreich ablaufen, muss der primére Impulsgeber unbeschédigt bleiben.

Nach der erfolgreichen Isolierung des rechten Vorhofs wurde er in eine weitere
Petrischale Uberfuhrt, wo die Praparation fortgesetzt wurde. Die beiden Enden des
Organs wurden mit Hilfe von zwei Prapariernadeln fixiert und mit farbigen Faden
angebunden. Um das Organ einzuspannen, wurde durch einen weiteren Knoten, der

die Bindung stabiler machen sollte, je ein Hakchen aus dem Silberdraht angebracht.

Schlie3lich wurde der fertig praparierte Vorhof in das Organbad mit der Tyrode

gebracht, mit der Spitze nach unten eingespannt und begast.

Abbildung 8: Fertiges Vorhofpraparat Abbildung 9: Vorhof im Organbad
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3.6.2. Praparation der Papillarmuskeln
Nach der Entfernung des rechten Vorhofs ging es weiter mit der Isolierung der

Papillarmuskeln.

Das Herz wurde mit zwei Prapariernadeln an die Korkscheibe fixiert. Die Art und Weise,
wie das Silberdrahthakchen angebracht und das Herz mittels der Bindfaden befestigt

wurde, ist dieselbe wie beim Vorhof.

Die Papillarmuskeln befinden sich in beiden Herzkammern, aber zuerst wurden die aus
der rechten Herzkammer herausgenommen. Damit das regelrecht ablauft, musste
vorsichtig mit der Schere entlang der Scheidewand (Septum) der rechten Kammer
geschnitten werden. Als Nachstes erfolgte die vollstindige Beseitigung der
Purkinjefasern, weil sie ein Teil des Erregungsleitungssystems des Herzens sind und
ihre spontane Depolarisierung zur Beeintrachtigung der Versuche an diesem Organ
fuhren konnte. Der Papillarmuskel aus der rechten Herzkammer, welcher eine
verlasslichere Kontraktionskraft hat als der aus der linken, wurde mit einem blauen

Bindfaden befestigt.

Des Weiteren wurden auch die Papillarmuskeln aus der linken Herzkammer isoliert, die

zur Unterscheidung mit einem roten Bindfaden angebunden wurde.

Letztendlich wurden die Papillarmuskeln in das mit Tyrode gefillte Organbad tUberfihrt.

Abbildung 10: Fertiges Papillarmuskelpraparat
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3.6.3. Praparation des Lungenstamms

Aus der rechten Herzkammer des Hausmeerschweinchens geht der Lungenstamm
(Truncus pulmonalis) hervor, der sich in die linke und rechte Lungenarterie (Arteriae
pulmonales) abzweigt.

Fur die Versuche wurde nur der Lungenstamm gebraucht. Er wurde vorsichtig
herausgenommen, in die Petrischale Uberfihrt und dort von uberflissigen Fett- und

Muskelgeweben gesaubert.

Nach der Reinigung erfolgte die Schneidung des Lungenstamms in etwa 3 mm breite

Ringe.

Schlief3lich wurde er ohne Bindfaden und Silberdrahthéakchen direkt in das mit Tyrode
gefullte Organbad eingespannt und begast.

Abbildung 11: Fertiges Lungenstammpréaparat
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3.6.4. Praparation des absteigenden Teils der Aorta
Als Nachstes wurde die Aorta, die sich entlang der Wirbelséule befindet, isoliert. Der
Thorax musste weit getffnet werden, damit beim Herausschneiden das Organ nicht

beschadigt wird.

Nachdem die Aorta erfolgreich entnommen wurde, wurde sie in die Petrischale
Uberfihrt und mit Stecknadeln an die Korkscheibe befestigt. Fur die Versuche wurde

nur der absteigende Teil der Aorta bendétigt.

Die Uberflissigen Reste mussten mittels einer Federschere beseitigt werden, damit sich
wahrend der Versuche die Testsubstanz an das Fett nicht anlagern kdnnen, was in

diesem Fall zu falschen Ergebnissen fuhren konnte.

Fur die bevorstehenden Versuche musste die Aorta in kleine Ringe geschnitten werden,

die etwa 3 mm breit sind.

Sowie der Lungenstamm wurde auch die Aorta ohne Silberdrahthdkchen in das

Organbad gebracht und eingespannt.

Abbildung 12: Préaparierte Aortaringe

18



3.6.5. Praparation des terminalen lleum

Das terminale lleum besteht aus drei Teilen:

= Zwolffingerdarm (Duodenum)
= Leerdarm (Jejunum)

=  Krummdarm (lleum)

Fiur die Versuche wurde nur das terminale lleum, welcher sich zwischen Dunn- und
Dickdarm befindet, vorgesehen, weshalb zuerst dieser Ubergang lokalisiert werden
musste. Wenn das terminale lleum gefunden wurde, wurde ein Stick, das etwa 20 cm
lang war, herausgenommen. Er wurde danach in die Petrischale gebracht, wo ein Stiick
von ca. 5 mm schrdg geschnitten wurde und dann an beiden Spitzen auf den
Korkboden mittels zwei Prapariernadel befestigt. Der nachste Schritt war die
Durchspulung des Darminhaltes mit einer Pasteurpipette, um es von Uberflliissigen
Resten zu befreien. Des Weiteren wurde das Organ in kleinere Stiicke schrag
geschnitten, um zu sichern, dass die Testsubstanz wahrend der Versuche die
Lumenschleimhaut erreicht. SchlieRlich wurde das Organ an beiden Spitzen mit
Bindfaden angebunden und an Silberdrahthakchen angebracht. Das préaparierte Organ

wurde in das Organbad gebracht und mit Gas gesattigt.

Abbildung 13: Das préaparierte terminale lleum Abbildung 14: lleum im Organbad
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3.7. Durchfihrung der Versuche

Fur die Durchfihrung der Versuche wurden zwei Apparaturen verwendet. In der
Apparatur A wurden die Papillarmuskeln getestet, wahrend die Apparatur B fir die
Durchfiihrung der Versuche am Atrium cordis dextrum, Arteria pulmonalis, Aorta und

terminales lleum vorgesehen wurde.

Damit die Organe am Leben erhalten werden und die Versuche bis zum Ende
erfolgreich durchgefiihrt werden, mussten fir die Organe optimale physiologische
Bedingungen geschaffen werden und dazu zahlen optimale Temperatur (35 — 37°C),

Sauerstoff- und Kohlendioxidversorgung, Nahrlosung.

3.7.1. Die Versuchsapparatur A
Auf der Versuchsapparatur A wurden vier Praparate getestet:

= die Aorta
= der rechte Vorhof
= der DUnndarm

= der Lungenstamm

Diese Versuchsapparatur (siehe Abbildung 13) ist ein Gestell aus Metall, das aus drei
Glasbehaltnissen besteht, die eigenstandig verwendet werden kdnnen. Die Behaltnisse
haben unterschiedlich grofRes raumliches Fassungsvermdgen, ihre Aufnahmeféahigkeit
liegt bei 25 ml bzw. 8 ml Flissigkeit, welche in unserem Fall die Tyrode ist.

Die ringférmigen Praparate — hierzu gehoren die Aorta und der Lungenstamm -—
wurden, ohne die Silberdrahthakchen anbringen zu mussen, direkt durch Einfadeln der

Praparate in die Organbéader Uberfihrt.

Bei den restlichen Praparaten — der Dinndarm und der rechte Vorhof — wurden an

beiden Spitzen der Organe jeweils ein Silberhakchen angebracht.

Vor jedem Versuch musste das mit der Tyrode befillte Organbad auf die optimale

Temperatur fur die Préparate erwdrmt werden. Der Thermostat sorgte fur die Erhaltung
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einer konstanten Temperatur von 35°C. Das Behaltnis wurde mit Hilfe eines
Schlauches, das an der Offnung von Wasserzufuhr und —ablauf angebracht ist, mit
Wasser erwarmt. Ein seitlicher Schlauch erméglichte die Versorgung der Praparate mit

Gas.

Nachdem das Praparat in das mit der Nahrlésung aufgefullte Organbad eingespannt
worden ist, musste die entsprechende Vorspannung mittels eines Feintriebs eingestellt

werden. Dadurch wurde die maximale Muskelkontraktion bewirkt.

Die Muskelkontraktionskraft wurde von dem Silberdraht Uber den Kraftwandler, wo die
Kontraktionskraft in die elektrische Impulse umgewandelt wurde, und den Verstarker bis
zum Schreibgerat geleitet und auf einem Millimeterpapier aufgezeichnet.

Bestandteile der Versuchsapparatur A: -
_61 {_h
1) Kraftwandler . \ ‘ 2
2) Mikrometerschraube \:!
< T
e

3) Organhalterung
4) Silberdraht -

5) Begasung
6) Organbad : 4
7) Wasserzufluss 3
8) Wasserabfluss
9) Nahrlésungzufluss "
10)Nahrlosungabfluss '.
f .
" --~---.—-r
8 l > 7
6 5
-
10 —J

Abbildung 15: Skizzierte Darstellung der Versuchsapparatur A
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3.7.2. Versuchsapparatur B

Diese Versuchsapparatur (Abbildung 14) diente der Untersuchung der Papillarmuskel.
Nachdem das Praparat ins Organbad tberfuhrt worden ist, musste es elektrisch gereizt
werden— und zwar mit einem Accupulser Stimulator (Model Isostim 301T, WPI,

Hamden, CT, USA) — denn es konnte keine spontane Kontraktionen erzeugen.

Mit der Versuchsapparatur B konnte diese Bedingung erfullt werden. Im Wasserbad
befand sich eine Papillarmuskelkammer, auf deren Boden eine Gasfritte, die fur die

Zufuhr des Sauerstoffs von grof3er Bedeutung war, angebracht wurde.

Das Wasserbad musste auf 35°C erwarmt und die Papillarmuskelkammer mit 25 ml
Nahrlosung aufgefullt werden. Fur die Aufrechterhaltung der optimalen Temperatur war
der Thermostat zustandig, wahrend ein angeschlossener Schlauch die Gasséattigung

der Nahrlésung ermdéglichte.

Das Organpraparat wurde an einem Ende mit einem Silberhdkchen an die
Organhalterung angebracht wahrend es am anderen Ende mit Schrauben zwischen
einer Platinkathode und einer rechteckigen Plexiglasscheibe eingeklemmt wurde.
Dadurch wurde die Verbindung zum Kraftwandler hergestellt.

Anschlie3end wurde der Gashahn 15 aufgedreht und die Organhalterung in die mit der

Tyrode aufgefillte Papillarmuskelkammer getaucht.

Mithilfe eines Feintriebs wurde die Vorspannung eingestellt, wodurch beim

Papillarmuskel maximale Vorkontraktion erzwungen wurde.

Die Vorkontraktion der Papillarmuskel wurde vom Kraftwandler registriert und in die

elektrische Impulse umwandelt. Diese Schldge wurden dann vom Schreiber aufgefasst.

Der Amplifier zwischen dem Kraftwandler und dem Schreiber verstarkte zusatzlich das

Signal.
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Abbildung 16: Skizzierte Darstellung der Versuchsapparatur B
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Abbildung 17: Originale Abbildung der Versuchsapparatur B
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3.8. Kraftwandler, Verstarker und Schreiber

Der Kraftwandler (Transbridge der Firma World Precision Instruments, USA), der bei

beiden Versuchsapparaturen vorhanden ist, dient der Umwandlung der Kontraktionen,
welche entweder spontan wie beim rechten Vorhof erzeugt oder von der
Organmuskulatur durch elektrische Reizung erzwungen werden, in die elektrische
Impulse. Im Kraftwandler wird durch die Spasmolyse oder Kontraktion der Muskulatur
der praparierten Organe der elektrische Widerstand an dem im Kraftwandler integierten
Dehnungsstreifen durch das Ausdehnen geandert. Mit der Anderung der
Muskelkontraktionskraft wird auch der elektrische Widerstand geandert und proportional
dazu wird auch die angelegte Stromstarke geandert.

Der Verstarker (4-Channel Transducer Amplifier, Firma WPI) befindet sich zwischen

dem Kraftwandler und dem Schreiber und dient der zusétzlichen Verstarkung des

Signals.

Der_Schreiber (Flatbed Recorder, Modell BD 112 Dual Channel, Firma Kipp& Zone)

registriert das vom Verstarker gesendete Signal und zeichnet die entstandenen Impulse

auf dem Millimeterpapier in Form von Kurven auf.

4-Channel Transducer \—-

113 rain dle
Amplifier «—— Kraftwandler

l =

Schreiber

,__‘.__-_,,7

.‘\

i
;

Abbildung 18: Skizzierte Darstellung vom Kraftwandler, Verstarker und Schreiber

\
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Anapulse Stimulator

|
|

Abbildung 19: Originale Abbildung vom Kraftwandler, Verstéarker und Schreiber

3.9. Gasversorgung

Damit optimale physiologische Bedingungen fur die
praparierten Organe gewahrleistet und somit die Organe
am Leben erhalten werden kodnnten, bendtigt wurde die
Gaszufuhr  von  Anfang bis zum  Ende der
Versuchsdurchfiihrung. Sogar vor den Versuchen musste
die Nahrlésung fur 20 Minuten mit Gas gesattigt werden.
Die Gasmischung bestand aus 95% Sauerstoff und 5%
Kohlendioxid.
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Durch Begasung wurde die Einstellung des physiologischen pH-Wertes von 7,2 — 7,4
ermdglicht. Die Gasmischung befand sich in Stahlflaschen. Den Zugang zu
Organbéadern ermoglichte das Schlauchsystem. An den Schlauchen wurden die
Schraubklemmen angebracht, deren Funktion die Regulation der Geschwindigkeit der
Gasstromung war. Auf die optimale Gasdosierung musste stets geachtet werden, denn

zu viel Gas konnte die Organe beschadigen.

3.10. Wasserbad

Bei der Durchfuhrung der Versuche war es von essenzieller Bedeutung, dass die
Temperatur konstant gehalten wird. Dank der
Wasserbader und der Thermostaten konnte diese
Bedingung ermoglicht werden. Bei der Apparatur A, in
welcher der Vorhof, die Aorta, der Dinndarm und der
Lungenstamm getestet werden sollten, sollte das
Wasserbad eine Temperatur von 37°C zeigen, um
optimale Bedingungen fir die Versuche zu schaffen. Bei
der Apparatur B, die zur Untersuchung der Papillarmuskel

diente, sollte eine Temperatur von 35°C eingestellt

werden. Eine Abweichung von 1°C koénnte die

Versuchsablaufe nicht beeintrachtigen. Abbildung 21: Wasserbad

3.11. Vorbereitung fur die Versuche

Vor dem Anfang jeden Versuchs musste darauf geachtet werden, dass die fir die
Versuche notwendigen Apparaturen sauber waren. Deshalb mussten Organbéder und
dazugehdrige Halterungen zwei- bis dreimal grindlich gereinigt werden, und zwar mit
2%iger Salzsaure und destilliertem Wasser. Fir eine grindlichere Sauberung wurden
auch die Bursten verwendet. Unmittelbar vor dem Anfang des Versuchs wurden sie
noch einmal mit Wasser und mit Nahrlésung durchgespult. Nach der Durchspilung
wurde die Na&hrldsung in das Organbad aufgefullt. Im folgenden Text wird die
Durchftihrung der Versuche sowie die Wirkung der Testsubstanz auf die flnf isolierte

und praparierte Organe der Meerschweinchen beschrieben.
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3.11.1. Versuchsablauf - Atrium cordis dextrum

Das Organpraparat, dessen Préaparation im Kapitel 3.2. erklart worden ist, wurde nun in
die Versuchsapparatur A aus dem Kapitel 4.1.1. mit Hilfe vom angebundenen Hakchen
uberfuhrt. Die Uberfiihrung sollte keinesfalls lange dauern, weil sich der Vorhof in dieser
Zeit aullerhalb der Tyrode befindet und er auf reduzierte Zufuhr von Sauerstoff
empfindlich ist. Das Praparat sollte auerdem nicht zu fest oder zu locker in der
Versuchsapparatur eingespannt werden. Es musste auch darauf geachtet werden, dass
der Silberdraht die Wande des Behéltnisses nicht berthrt und nicht zu sehr gedehnt

wird, damit es bei der Vorspannung durch Feintrieb nicht zur Uberdehnung kommt.

Jetzt wo das Praparat in der mit Nahrlésung beflllten Organzelle eingetaucht worden
ist, konnten die notwendigen Gerate eingeschaltet werden. Wahrend des ganzen

Prozesses musste standig auf den Gasstrom geachtet werden.

Zuerst wurden das Schreibgerat und der Verstarker eingeschaltet, der Stift des
Schreibers mithilfe des Zero-Drehrades auf die Nullposition am Millimeterpapier gedreht
und die Stromstarke auf 5 mm/sec gestellt. Nun folgte die Vorspannung des rechten
Vorhofs mit dem Feintrieb auf 10,4 mN. Dabei anderte sich die Position des Stifts am
Millimeterpapier, es entstand eine kleine Auslenkung, weshalb er wieder auf die

Nulllinie mit dem Knopf am Verstarker gesetzt werden musste.

20 bis 30 Minuten musste gewartet werden, bis sich der Vorhof an die Umgebung
angepasst und zu schlagen angefangen hat. Im Falle, dass das Organ nicht zu

schlagen beginnen konnte, wirde der Versuch als fehlgeschlagen gelten.

An dieser Stelle konnte die Kontrollphase anfangen. Die Schlagfrequenz hat sich nach
zwei bis drei Messungen auf eine konstante Zahl der Schlage gelegt und somit wurde
alle finf Minuten eine Frequenz von zwolf Sekunden, die am Millimeterpapier ca. 6
Kastchen betrugen, aufgezeichnet. Sobald die letzten vier Aufzeichnungen eine
konstante Schlagfrequenz gezeigt haben, konnte die Testsubstanz nach dem Schema

aus der Tabelle 3 im Kapitel 2.4. mittels einer Kolbenhubpipette eingetropft werden.
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3.11.2. Versuchsablauf — Musculus papillaris

Der praparierte Papillarmuskel wurde als einziges Organ in die Versuchsapparatur B,
die im Kapitel 4.1.2. beschrieben worden ist, zwischen der Platinelektrode und der
kleinen rechteckigen Plexiglasscheibe befestigt und in die mit 25 ml N&ahrlésung geftillte

Papillarmuskelkammer eingetaucht worden ist.

Die Temperatur von 35°C wurde vor dem Beginn des Versuchs eingestellt. Am
Schreiber wurde die Spannung auf 5 mV oder bei Bedarf auf 2 mV angelegt, durfte aber
wahrend der Durchfihrung der Versuche nicht gedndert werden. Die Geschwindigkeit
wurde auf 5 mm/sec gestellt. Hierauf folgte die Vorspannung des Organs, wonach der

Stift des Schreibers mittels Drehrads auf die Nulllinie gedreht werden musste.

Der Papillarmuskel brauchte ca. 20 Minuten Gewohnungszeit, bis er durch ein
Reizgerat elektrisch gereizt werden konnte. Alle 15 Sekunden wurde der Muskel fur drei
Millisekunden mit einer Schlagfrequenz von 1 Hz gereizt. Die minimale Reizung wurde
dann um 10% erhoht, um kontinuierliche Schlage der Papillarmuskel zu bewirken. Eine
Uberschreitung des Schwellenwerts (ber 10% wurde vermieden, damit der

Katecholaminspeicher nicht entleert wird.

Der nachste Schritt war die Kontrollphase, in der sich eine konstante Schlagfrequenz
herausstellen sollte. Danach konnte die Hinzufigung der Versuchssubstanz in die

Papillarmuskelkammer nach bereits dargestelltem Schema erfolgen.

Zuerst wurde 1 pl der Versuchssubstanz zugegeben und nach 45 Minuten Einwirkzeit
konnte die nachste Konzentration eingespritzt werden. Wahrend der Einwirkzeit wurde

alle funf Minuten die AmplitudengroRe auf dem Millimeterpapier registriert.
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3.11.3. Versuchsablauf — Aorta descendens

Die Wirkung der praparierten Ringe des Lungenstamms auf die Versuchssubstanz
wurde in der Versuchsapparatur A untersucht. Bei der Einspannung musste mit dem
Praparat vorsichtig umgegangen werden, um Uberdehnung oder Verknaueln zu
vermeiden. Die Anbringung des Organs zwischen der Aufhangevorrichtung und einer
Silberdraht erfolgte sehr ziigig. Zusammen mit der Organhalterung wurden die
Aortaringe in das Organbad, welches mit der optimalen Temperatur von 37°C, mit
Tyrode und Oxymix versorgt wurde, eingetaucht.

Auf dem Schreibgerat wurden die Stromstarke von 10 mV und die Geschwindigkeit —
welche auf dem Gerat mit ,Speed” bezeichnet wird von 1 mm/sec eingestellt. Der Stift
des Schreibers wurde auf die Nullposition auf dem Millimeterpapier gedreht. Hierauf

folgte die Anlegung der Vorspannung von 19,7 mN mittels eines Feintriebs.

Die Anpassungszeit der Aortaringe auf das Milieu dauerte ca. 20 Minuten lang, wonach
die Stromstarke auf 5 mV vermindert wurde. Deshalb entstand auf dem Schreiber eine
Abweichung des Stifts von der Nulllinie, weswegen er wieder vom Verstarker
zuruckgebracht werden musste. Mit den Tasten ,Record on“ und ,Pen down“ wurde das
Schreibgerat fur die Aufzeichnungen der Schlagfrequenz aktiviert. An dieser Stelle
wurde die Tyrode durch die 90 mmolare Kaliumchlorid-Losung, welche vorher
vorbereitet und im Kapitel 2.5. beschrieben wurde, ersetzt. Die Kaliumchlorid-Losung

war fur die Erzwingung der maximalen Muskelkontraktion zustandig.

In der Kontrollphase sollte das Organ tber 5 cm nach links ausschlagen, damit auf dem
Millimeterpapier eine Kurve aufgezeichnet werden konnte. Nach ca. 45 Minuten wurde
ein konstantes Niveau bei der Organkontraktion erreicht, wonach die erste
Konzentration der Versuchssubstanz eingespritzt wurde. Die ndchste Konzentration der

Substanz konnte erst wieder nach 45-minttiger Einwirkzeit dazugegeben werden.

Eine mogliche von der Testsubstanz verursachte Dilatation des Lungenstamms konnte

anhand der auf dem Millimeterpapier aufgezeichneten Kurve abgelesen werden.
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3.11.4. Versuchsablauf — Arteria pulmonalis

Die praparierten Ringe der Lungenarterie mussten vorsichtig in die Versuchsapparatur
B zwischen zwei Silberdréhten eingehéngt werden. Es musste aufgepasst werden, dass
das elastische Organ nicht uberdehnt wird. Dann konnte das Organsamt der
Organhalterung ins Organbad, das mit Nahrlésung und Gas versorgt war, eingetaucht

werden.

Nun konnten die Geréte eingeschaltet werden — zuerst der Schreiber, auf welchem die
Geschwindigkeit auf 5 mm/min und die Spannung auf 5 mV eingestellt und der Stift auf
die Nullposition mittels Zero-Drehrads gedreht wurde. Als N&chstes wurde der
Verstarker aktiviert, wodurch der Stift eine Auslenkung von der Nulllinie machte. Mit
einem Knopfdruck am Verstarker konnte der Schreiber auf die Nulllinie zuriickgebracht

werden.

Hierauf folgte eine 20-minttige Anpassungszeit des Organs auf seine neue Umgebung.
Nachdem diese Zeit abgelaufen worden war, wurde die N&hrstofflésung durch eine 90
mmolare Kaliumchlorid-Lésung ersetzt. Die Tyrode wurde langsam aus dem Organbad
durch einen Abflussschlauch abgelassen und gleich nach der Entleerung wurde je nach
Aufnahmevermoégen des Organbades eine entsprechende Menge Kaliumchlorid-Lésung
aufgeflllt. Die Kaliumchlorid-Losung sollte eine maximale Kontraktion des Organs
bewirken, welche auf dem Schreibgerat durch das Ausschlagen des Stifts von der

Nullposition nach links sichtbar wurde.

Wieder musste fir 45 Minuten gewartet werden, bis das Organ eine konstante
Schlagfrequenz aufweist und auf dem Millimeterpapier eine senkrechte Aufzeichnung in
einer Zeitspanne von mindestens zwei Kastchen zu sehen ist. Danach konnte die erste

Konzentration der Testsubstanz von 1ul zugegeben werden.
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3.11.5. Versuchsablauf —lleum terminalis
Der prapartierte Darm wurde in die Organhalterung gebunden und so schnell wie

maglich in die mit Gas versorgte Nahrstofflosung in die Apparatur A tberfihrt.

Danach wurde der Schreiber eingeschaltet und der Stift auf die Nulllinie gestellt. Die
Vorspannung des Organs erfolgte mit einem Feintrieb bei 5 mV. Der Stift rlickte deshalb

von seiner Startposition, weshalb er wieder auf die Null zurlickgestellt werden musste.

Die Stoppuhr wurde auf 20 Minuten gestellt. Wahrend dieser Gewdhnungszeit auf das
neue Milieu wurde die Kaliumchlorid-Lésung vorbereitet, die eine maximale
Muskelkontraktion des Darms erzwingen sollte. Fur den Darm wurde eine 60 mmolare
Kontraktion hergestellt, indem in 100 ml N&hrstofflosung 0,45 g Kaliumchlorid gel6st
wurde. Dadurch unterschied sich diese Losung von der, die fir die Versuche an den
Aorta- und Lungenstammringen verwendet wurde, wo eine 90 mmolare Ldsung

hergestellt wurde.

Nachdem die 20-minttige Gewbdhnungszeit abgelaufen war, wurde der Stift mit dem
Zero-Drehrad auf die Null positioniert und mit den Tasten ,Pen down® und ,Record on*
auf das Millimeterpapier gelegt. An dieser Stelle wurde die Nahrstofflosung mit dem
Offnen der Klemme durch einen Gummischlauch vorsichtig abgelassen und méglichst

schnell 25 ml der Kaliumchlorid-Lésung ins Organbad aufgefuilit.

Nach einer einstiindigen Kontrollphase wies das Millimeterpapier eine konstante Kurve,
was ein gutes Zeichen dafiir war, dass die Zugabe der Versuchssubstanz — beginnend
mit der niedrigsten Konzentration von 1ul — erfolgen darf.
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3.12. Auswertung der Daten

3.12.1. Auswertung — Atrium cordis dextrum

Bei den Versuchen am rechten Vorhof wurde die Wirkung der Versuchssubstanz MGtr3
auf die Herzschlagfrequenz (Chronotropie) untersucht. Im Kapitel 4.5.1. wurde erklart,
dass die Schlagfrequenz des Herzens lber eine Zeitspanne von ca. 12 Sekunden - das

sind sechs Kastchen — alle funf Minuten auf dem Millimeterpapier aufgezeichnet wurde.

Damit die Frequenz der Herzschlage pro Minute ausgerechnet wird, mussten alle
Zacken der sechs Kastchen zusammengezahlt und schlie3lich mit dem Faktor 5
multipliziert werden. Wenn das Organ nach drei Messungen eine konstante Zahl der
Herzschlage erreicht hat, konnte die erste Konzentration der Versuchssubstanz mittels

einer Pipette hinzugefligt werden.

Mit der Zugabe der Versuchssubstanz konnte eine Anderung der Frequenz der
Herzschlage festgestellt werden. Diese Anderung konnte entweder eine Erhéhung oder
eine Erniedrigung der Frequenz sein. Falls sich eine Schlagfrequenzerh6hung als
Ergebnis herausstellen wirde, dann wirde sich um die positive Chronotropie handeln.
Falls aber eine Erniedrigung der Schlagfrequenz festgestellt wirde, dann wirde das

Ergebnis die negative Chronotropie sein.

3.12.2. Auswertung — Musculus papillaris

Bei den Papillarmuskelpraparaten wurde die Kontraktionskraft der Muskeln (Inotropie)
nach der Zugabe der Versuchssubstanz untersucht. Die Auswertung wurde
durchgefiuihrt, indem mithilfe eines Lineals nach einer Gewothnungsphase, die ca. 45
Minuten lang gedauert hat, die Zackenlange, welche vom Schreiber aufgezeichnet
wurde, gemessen wurde. Nachdem die Zacken dreimal in Folge gleich waren, wurde
am Schreiber der Speed auf 20 mm/sec eingestellt. Somit konnten die einzelnen

Amplituden genauer abgemessen werden.

Die Versuchssubstanz wurde mit einer Pipette gespritzt und nach einer 45-mindtigen
Wartezeit wurden die Zacken am Millimeterpapier aufgezeichnet. Bei einer Stromstarke

von 5 mV wurde die eruierte Lange der Amplituden fir alle Konzentrationen der
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Versuchssubstanz mit dem Eichfaktor 0,98 und bei der Stromstarke von 2 mV mit

Faktor 0,4 multipliziert. Die Kontrollphase wurde als 100 Prozent angenommen.

3.12.3. Auswertung — Aorta descendens, Arteria pulmonalis, lleum terminalis
Bei den Versuchen an den Aorta- und Lungenstammpraparaten wurde die Wirkung der
Versuchssubstanz auf die Vasodilatation untersucht, wahrend beim absteigenden Teil

des Dunndarms spasmolytische Aktivitat erforscht wurde.

Um diese Wirkung sichtbar zu machen, mussten die Aorta- und Lungenstammringe mit
90 mmolarer Kaliumchlorid-Lésung vorkontrahiert werden. Die Versuchssubstanz wurde

nach der Feststellung einer konstanten Schlagfrequenz hinzugefigt.

Alle 45 Minuten wurden zunehmende Konzentrationen der Versuchssubstanz
dazugegeben. Anfangen wurde mit 1 pl — diese Zugabe der Versuchssubstanz galt als
Referenzwert — und danach: 2, 7, 20 und letztendlich 70 pl. Das Millimeterpapier

zeichnete wahrenddessen jeden Schritt auf.

Nachdem die Versuche beendet worden waren, wurde das Millimeterpapier aus dem
Schreibgerat herausgenommen und mit dem Lineal die Abstdnde gemessen, zwischen
der Nulllinie und den aufgezeichneten Stellen, wo die Versuchssubstanz Reaktionen
bewirkt hat.

Die Versuche wurden bei verschiedenen Stromstarken durchgefihrt, weshalb die
eruierten Werte in cm mit einem Eichfaktor multipliziert werden und somit in mN
umgewandelt werden mussten. Bei der Stromstarke von 5 mV musste mit dem Faktor
0,98 multipliziert werden, bei 2 mV mit 0,4 und bei 10 mV mit 2 x 0,98.
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3.13. Statistik

Fur die statistische Beurteilung der ausgewerteten Ergebnisse von den durchgefihrten
Versuchen wurde das Programm ,Sigma Plot 9.0“ verwendet. Mit diesem Programm
konnte der arithmetische Mittelwert (fc) und der Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
berechnet werden.

Die Werte wurden dann graphisch dargestellt in einer Konzentrations-Wirkungskurve.
Dabei stellte die Abszisse die pipettierte Konzentration der Versuchssubstanz in ymol/l
dar, wahrend auf der Ordinate die Konzentrationskraft bzw. Schlagfrequenz in
Prozenten eingetragen worden ist. Diese Kurve konnte eine mogliche wirksame
Konzentration der Versuchssubstanz aufzeigen, bei welcher der Referenzwert um 50%

geandert wird.

Zum Schluss wurde mit dem ,Student-t-Test® die statistische Signifikanz von den
eruierten Ergebnissen der Messung ausgerechnet. Als signifikat wurden Messwerte
bezeichnet, dessen Irrtumswahrscheinlichkeit bei weniger als 5% (P < 0,05)oder 1% (P
< 0,01) gelegen hat, wahrend als hochsignifikant die Messwerte mit geringerer

Irrtumswabhrscheinlichkeit als 0,1% (P < 0,001)eingestuft.
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4.Ergebnisse

4.1. Wirkung von MGtr3 auf das Atrium cordis dextrum

Um den Einfluss der Testsubstanz von MGtr3 auf die Schlagfrequenz (Chronotropie) zu

ermitteln, wurden die Untersuchungen am rechten Vorhof getestet. Hier wurden vier

Versuche durchgefuihrt. Nachdem die Kontrollmessungen bis zur Konstanz gemacht

wurden, wurde die Testsubstanz in den Konzentrationen 3; 10; 30 und 100 pmol/l in

einem Abstand von 45 Minuten eingespritzt. Mit der vermehrten Substanzzugabe sieht

man eine leichte Abnahme der Chronotropie und bei der Konzentration von 100 pmol/l

ist mein Praparat abgestorben.

In den nachfolgender Tabelle sind die erhaltenen Mittelwerte und deren Standardfehler

aufgelistet.
MGtr3 f+ SEM f+ SEM Versuche Irrtums-
(umol/l) (mN) (%) (n) wahrscheinlichkeit (P)
0 223,75+ 12,64 0+£0 4 -
3 212,50 + 15,07  -5,22+281 n.s
10 210,00 £ 16,20  -6,44 £ 3,10 4 0,05
30 203,75+ 16,25  -9,28 £2,98 4 0,05
100 0+0 -100+£0 4 0,001

Tabelle 5: Wirkung auf den rechten Vorhof von MGtr3
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Abbildung 22 : Konzentrations- Wirkungskurve von MGtr3 am rechten Vorhof

Die Konzentrations-Wirkungskurve zeigt die Anderung der Schlagfrequenz des rechten
Vorhofs bei den verschiedenen Konzentrationen. Aus dem Diagramm wird die effektive

Konzentration (ECs,) ermittelt.

Auf der Ordinate (y- Achse) ist die Abnahme der Schlagfrequenz in Prozent und auf der
Abszisse (x-Achse) die Konzentration in pumol/l eingetragen. Die Punkte stellen die
arithmetische Mittelwerte der Schlagfrequenz und die senkrechte Balken den

Standardfehler dar.
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Abbildung 23: Originalabbildung der chronotropen Wirkung von MGtr3 auf den rechten Vorhof

Die Originalabbildung veranschaulicht die Anderung der Schlagfrequenz des rechten
Vorhofs in Abhangigkeit der Substanzkonzentration, welche anhand der Auschlage des
Schreibers pro Minute berechnet wurde. Bei der Endkonzentration von 100 pmol/l
konnte ein Herzstillstand festgestellt werden.
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4.2. Die Wirkung von MGtr3 auf den Musculus papillaris

Um den Einfluss der Testsubstanz von MGtr3 auf die Kontraktionskraft (Inotropie) des

Papillarmuskels zu ermitteln, wurden 4 Versuche durchgefuihrt. Die Kontraktion erfolgte

durch eine elektrische Reizung. Hier wurde mit der Kontrollmessungen begonnen, wenn

der in die Versuchsapparatur eingespannte Musculus Papillaris im Organbad an das

Milie angepasst hatte .In einem Intervall von 45 Minuten erfolgte die Substanzzugabe

mit der jeweiligen Konzentration in den Organkammer.

Der Kontrollwert betrug 1,53 + 0,28 mN. Die weitere Applikationen der Testsubstanz

fuhrten zu einer leichten Abnahme der Kontraktonskraft.

In der Tabelle werden die unterschiedlichen Konzentrationen, Anderung der Inotropie

(in mN und % angefihrt), Anzahl der Versuche und die Irrtumswahrscheinlichkeit

dargestellt.
MGtr3 f.+ SEM fc+ SEM Versuche Irrtums-
(umol/l) (mN) (%) (n) wahrscheinlichkeit (P)
0 1,53+0,28 00 4 -
3 1,28 +0,17 -13.12 + 7,62 0,05
10 1,29 +0.25 -16,63 + 4,49 4 0,05
30 1,26 + 0,31 -20,16 £ 5,44 4 0,05
100 1,12 + 0,25 -27,32 + 4,37 4 0,05

Tabella 6: Wirkung von MGtr3 auf den Musculus Papillaris
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Abbildung 24: Konzentrations-Wirkungskurve von MGtr3 am Papillarmuskel
Im Diagramm wird die Wirkung der Testsubstanz MGtr3 auf die Inotropie graphisch
dargestellt. Die x-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in umol/l und die y-

Achse die Abnahme der Kontraktionskraft in Prozent.

Die Konzentrations-Wirkungskurve veranschaulicht, dass bei den Versuchen am

Papillarmuskel kein ECs,-Wert erreicht wurde.

39



SN NN NN 100 prmol

p A I [ I

Jr\ | [ f
AN 30 pmoll

) bl

.'lI | | | || |

J‘J P\J U 10 pmol
‘I I !J"I !'II ﬂ |n| .'jll
| [ | | 3 pmolf
UUJJJUu
SREEN
l I| iI I| || i 1em=098 mN
i | Kontrolle
LN LN L L L

Abbildung 25: Originalaufzeichnung der Wirkung von MGtr3 auf den Musculus papillaris

Die Originalabbildung zeigt, dass es einen geringen Unterschied in der Amplituden-
lange zwischen den einzelnen Messungen besteht.

40



4.3. Die Wirkung von MGtr3 auf Aorta descendes

Zur Priufung der Auswirkung von der Testsubstanz MGtr3 auf die Kontraktionskraft
der Aorta wurden ebenfalls 4 Versuche durchgefiihrt. Zu Beginn der Versuche wurde
das isolierte Organ mit 90mmolaren KCI-Lésung versetzt, um eine maximale
Vorkontraktion zu erreichen und der erhaltene Wert wurde als Kontrollwert
genommen. In einem Abstand von 45 Minuten wurde die Testsubstanz in den
entsprechenden Konzentrationen (3; 10; 30; 100 pmol/l) zugesetzt. Aus den
erhaltenen Messergebnissen die aritmetische Mittelwerte (fc) und den Standardfehler
(SEM) bestimmt.

In der nachfolgenden Tabelle findet man samtliche Werte. Die Anderung der

Kontraktionskraft wird in mN und % angegeben.

Der Kontrollwert betrug 12,42 + 2,65 mN. Bei der Zugabe von 3umol/l MGtr3 kam es
kaum zu einer deutlichen Veranderung der Kontraktionskraft. Ab der Zugabe von 10

pmol/l MGtr3 wurde eine lineare Abnahme der Kontraktionskraft beobachtet.

MGtr3 fc£ SEM fc£ SEM Versuche Irrtums-
(umol/l) (mN) (%) (n) wahrscheinlichkeit (P)
0 12,42 + 2,65 0+£0 4 -
3 11,78 + 2,52 -4,90 +1,41 4 n.s
10 10.91 + 2,40 -12,48 + 1,57 4 0,05
30 9,22+2,19 -27,36 £ 2,91 4 0,01
100 552+ 1,55 -58,11+ 4,14 4 0,01

Tabelle 7: Wirkung von MGtr3 auf die Aorta descendes
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Abbildung 26: Konzentrations-Wirkungskurve von MGtr3 an der Aorta

Die Abszisse zeigt die halblogaritmisch eingetragenen Konzentrationen in pumol/l, die
Ordinate die Anderung der Kontraktionskraft in %. Hier betragt der ECs, -Wert 72

pmol/l. Die senkrechte Balken sollen den Standardfehler zeigen.
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Abbildung 27: Originalaufzeichnung der Wirkung von MGtr3 auf die Aorta descendens

Anhand dieser Originalabbildung sieht man, dass der dilatierende Effekt von MGtr3

auf die Aorta ab der Konzentration von 30 pumol/l deutlicher ist.
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4.4. Wirkung von MGtr3 an Arteria pulmonalis

An der Pulmonalarterie wurde der dilatierende Effekt von der Testsubstanz MGtr3
geprift. Zu diesem Zweck wurden 4 Versuche durchgefiihrt. Zuerst wurde das
isolierte Organ mit KCI-Losung maximal kontrahiert und der erhaltene Wert wurde als
Kontrollwert genommen. Nach dem Erreichen der Plateuphase wurde die Testlosung
in jeweiligen Konzentrationen (3; 10; 30; 100 pmol/l) in einem Intervall von 45

Minuten eingespritzt.

Die Tabelle zeigt die verwendeten Konzentrationen der Testsubstanz und die
Mittelwerte der Kontraktionskraft. Dazu sind noch die Versuchsanzahl und
Irrtumswabhrscheinlichkeit zu sehen. Der Kontrollwert betrug 12,91 + 1,92 mN. Es

wurde in Abhangigkeit der zugegebenen Konzentrationen eine lineare Abnahme

registriert.
MGtr3 fe+ SEM fe+£ SEM Versuche Irrtums-
(umol/l) (mN) (%) (n) wahrscheinlichkeit (P)
0 1291 +£1,92 0+£0 4 -
3 12,25+ 1,80 -5,00 + 0,99 n.s
10 11,49 £ 1,69 -10,90 £ 0,89 4 0,05
30 9.66 + 1,37 -24,97 £ 1,16 4 0,05
100 4,89 £ 0,95 -63,10 = 3,95 4 0,01

Tabelle 8: Wirkung von Mgtr3 auf die Arteria pulmonalis
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Abbildung 28: Konzentrations-Wirkungskurve von MGtr3 an der Arteria pulmonalis

Die x-Achse zeigt die zugegebenen Konzentrationen in pumol/l und y-Achse die
Anderung der Kontraktionskraft in Prozent. Die Punkte stellen die Mittelwerte der
Versuchsergebnisse dar .Bei ansteigender Konzentration ist eine signifikante Abnahme

der Kontraktion anhand der Kurve zu erkennen. Der ECso- Wert ist hier bei 67 pumol/I.
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Abbildung 29: Originalauzeichnung der Wirkung von MGtr3 auf die Pulmonalarterie

Die Originalaufzeichnung des Versuches veranschaulicht, dass es vor allem ab einer

Konzentration von 30 umol/l zu einer deutlichen Anderung der Kurve kam.
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4.5. Wirkung von MGtr3 am lleum terminalis

Im Rahmen von 4 Versuchsdurchgangen wurde die Wirkung der Testsubstanz auf

die Kontraktion des Darms untersucht. Zuerst wurde das fertig praparierte Darmstick

in die Versuchsapparatur eingespannt und KCI-Losung dazugegeben um eine

Vorkontraktion zu erzielen.

Nach dem Erreichen der Plateauphase wurde

dieTestsubstanz in den Konzentrationen 3, 10, 30 und 100 pmol/l zugesetzt.

In der nachfolgenden Tabelle wurden die aritmetische Mittelwerte und der

Standardfehler dargestellt. Die Ergebnisse wurden sowohl in mN und als auch in %

angegeben. Aus der Tabelle ist eine signifikante Verminderung der Kontraktionskraft

nach kumulativer Substanzzugabe bis zum Wert von 2,01 + 0,24 mN ersichtlich.

MGtr3 fc£ SEM fc£ SEM Versuche Irrtums-
(umol/l) (mN) (%) (n) wahrscheinlichkeit (P)
0 10,39 + 1,26 00 4 -
3 10,09 + 1,37 -3,38 +1,97 n.s
10 8,84+1,31 -15,08 + 5,72 4 0,05
30 582+1,18 -44,45 + 7,31 4 0,01
100 2,01+0,24 -80,65+ 0 4 0,001

Tabelle 9: Wirkung von MGtr3 auf das terminale lleum
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Abbildung 30: Konzentrations-Wirkungskurve von MGtr3 am terminalen lleum

Mit Hilfe von ,Sigma Plot 9.0“ wurden die Messwerte graphisch dargestellt. Auf der x-
Achse wurde die Konzentration in pumol/l aufgetragen und auf der y-Achse die
Abnahme der Kontraktionskraft in Prozent. Die Punkte stellen die Mittelwerte dar und
die Balken deren Standardfehler. Die strichlierte Linien kennzeichnen die ECs, -Wert.
Der Graph zeigt, dass ab eine Konzentration von 3 pmol/l die Abnahme der
Kontraktionskraft des Darms zu sehen ist und dass hier der ECs,-Wert bei 36,5
pmol/l liegt. Das bedeutet, dass es die Substanzkonzentration von 36,5 pmol/l

bendotigt, um die 50%ige Abnahme der Kontraktionskraft zu erreichen.
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Abbildung 31: Originalaufzeichnung der Wirkung von MGtr3 auf das terminale lleum

Die Originalabbildung zeigt die kontinuierliche Aufzeichnung der Kontraktionskurve

mittels Schreiber. Anhand der Kurve ist der spasmolytische Effekt deutlich erkennbar.
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4.6. Untersuchung des Wirkmechanismus MGtr3 am lleum terminalis
Weil die zu prifende Substanz MGtr3 am Darm einen relaxierenden Effekt zeigte,
wurden 3 weitere Versuche in jeweiligen Konzentrationen (30; 100 pmol/l)
durchgefiihrt. Somit wurde die genauere Untersuchung der Wirkmechanismus des
MGtr3 ermoglicht. Dazu wurde die Substanz Glibenclamid, welcher die ATP-
abhangigen Kaliumkanéale blockiert, verwendet, um erkennen zu konnen, ob die
spasmolytische Wirkung von der Testsubstanz MGtr3 auf einer Offnung der Katp-

Kanale des Darms beruht.

4.6.1. Glibenclamid

Glibenclamid ist ein orales Antidiabetikum aus der Gruppe der Sulfonylharnstoff.
Diese Substanz wird bei der Behandlung von Typ-2-Diabetikern angewendet. Die
blutzuckersenkende Wirkung der Glibenclamid kommt durch die Blockierung der
ATP-abhangigen Kaliumkanéle in der B-Zellen des Pankreas zustande. Auf diese
Weise wird der Ausstrom dieser lonen aus der [3-Zellen gehemmt, was eine
Depolarisation der Zellmembran zur Folge hat. Dadurch kommt es zu einer Offnung
spannungsgesteuerte Ca?*-Kanale, wonach Calcium vermehrt in die Zellen einstrémt
und die Ausschittung von Insulin stimuliert. Damit Glibenclamid wirken kann, darf

keiner vollstandige Insulinmangel vorhanden sein.
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4.6.2. Wirkung von MGr3 unter dem Einfluss von Glibenclamid 30 umol/I

Das fertig praparierte Darmsttick wurde in die Versuchsapparatur A eingespannt und

eine Vorspannung bei einer Stromstarke von 5 mV eingestellt. Nach 20 Minuten

wurde KCI-Lésung zugegeben, um maximale Kontraktion zu erreichen. Nach dem

Erreichen der Plateauphase wurde der Antagonist Glibenclamid in der Konzentration

von 30 umol/l zugesetzt und danach 45 Minuten gewartet. In weiterer Folge wurde 40

pmol/l von der zu untersuchende Substanz MGtr3 zugefigt. Das wurde der

Konzentration des ECs,-Wertes auf das terminale lleum angepasst.

In der Tabelle ist die verwendeten Substanzkonzentrationen und die Mittelwerte der

Kontraktionskraft zu sehen.

Konzentration f.+ SEM Versuche Irrtums-
(umol/1) (mN) (n) wahrscheinlichkeit (P)
Kontrollwert 8,27 +1,41 3 -
30 pmol/I
Glibenclamid 518+0,79 3 -
40 pmol/l
MGtr3 2,55+0,95 3 0,05

Tabelle 10: MGtr3-Wirkung an mit 30 umol/l Glibenclamid vorbehandelten terminalen lleum
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Abbildung 32: Graphische Darstellung der Wirkung von MGtr3 am terminalen lleum unter

Einfluss von 30 pmol/l Glibenclamid

Auf der x-Achse wurden die Mitellwerte der Konzentrationen in pmol/l, auf der y-

Achse die Kontraktonskraft in mN angegeben.

Der erste Balken zeigt die Kontrolle, der mittlere die Konraktionskraftanderung am
terminalen lleum durch 30 pmol/l Glibenclamid und der letzte Balken stellt die
Kombination von 30umol/l Glibenclamid und 40 pumol/l MGtr3 dar. Die strichférmige

Verlangerung prasentiert den Standardfehler.

Anhand des Diagramms erkennt man, dass es durch Hinzufigen von 30 pmol/l
Glibenclamid zu einer leichten Abnahme der Kontraktionskraft kommt und es nach

der Zugabe von MGtr3 zu einer weiteren Abnahme der Kontraktionskraft kommt.
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Abbildung 33: Originalaufzeichnung von MGtr3-Wirkung am terminalen lleum unter Einfluss

von 30 pmol/l Glibenclamid

Die Originalabbildung veranschaulicht die Abnahme der Kontraktionskraft durch
Zusatz von 30 pmol/l Glibenclamid und von 40 pmol/l MGtr3.
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4.6.3. Wikung von MGtr3 unter dem Einfluss von Glibenclamid 100 pmol/I

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgt wie bereits oben erwahnt.

Der Unterschied zu den ersten 3 Versuchsreihen besteht darin, dass hier bei diesen

Versuchen 100 pmol/l Glibenclamid statt 30 pmol/l zugefligt wurden.

Die Tabelle gibt wieder die ermittelte aritmetrische Mittelwerte und deren

Standardfehler an.

Konzentration fc+ SEM Versuche Irrtums-
(umol/1) (mN) (n) wahrscheinlichkeit (P)
Kontrollwert 8,42 +1,29 3 -
100 pmol/I
Glibenclamid 4,22+ 082 3 -
40 pmol/l
MGtr3 1,27 + 0,44 3 0,05

Tabelle 11: Wirkung von MGtr3 unter dem Einfluss von Glibenclamid 100 pumol/I
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Abbildung 34:Graphische Darstellung der Wirkung von MGtr3 am terminalen lleum unter

Einfluss von 100umol/l Glibenclamid

Auf der Abszisse wurden die Mittelwerte der Konzentration in pumol/l aufgetragen, auf
der Ordinate die Kontraktionskraft in mN. Die Balken symbolisieren die Mittelwerte

der 3 Versuche.

Der Diagramm prasentiert, dass es durch die Zugabe von 100 pmol/l Glibenclamid zu
einer deutlichen Abnahme der Kontraktionskraft kommt und durch eine weitere

Applikation von 40 pmol/l MGtr3 die Abnahme der Kontraktionskraft starker wird.
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Abbildung 35:0riginalaufzeichnung von MGtr3-Wirkung am terminalen lleum unter Einfluss
von 100 pmol/I Glibenclamid

Die Originalabbildung veranschaulicht die eindeutige Abnahme der Kontraktionskraft
durch Zusatz von 100 pmol/l Glibenclamid und von 40 pmol/l MGtr3.
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5.Diskussion

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde die Wirkung und Wirkmechanismus von neu
synthetisierter Substanz MGtr3 auf isolierten Meerschweinchenorganpréaparaten
untersucht. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Versuchsreihen wurden im Kapitel 6
beschrieben. In diesem Kapitel sollen die Ergebnisse interpretiert und diskutiert

werden

5.1. Wirkung von MGtr3 auf den quergestreiften Herzmuskel

Vom Herzmuskel wurden der Atrium dextrum auf die chronotrope Wirkung und der

Musculus papillaris auf die inotrope Wirkung untersucht.

Beim rechten Vorhof kam es erst zu einer geringen Reduktion der Schlagfrequenz
und ab einer Konzentration 100 pmol/l konnte eine hochsignifikante negativ-
chronotrope Wirkung auf die spontan schlagenden Vorhéfe nachgewiesen werden.
Der ECso-Wert liegt hier bei 52 pmol/l. Der Kontrollwert lag bei 223,75 + 12,64
Schlagen pro Minute. Bei einer Endkonzentration von 100 pmol/l ist mein Praparat

abgestorben. Das bedeutet, dass es bei 100 umol/l keine Schlage mehr zu sehen ist.

Hinsichtlich der inotropen Wirkung auf den Papillarmuskel zeigte MGtr3 keine starke

Anderung der Kontraktionskraft und konnte kein ECgo-Wert ermittelt werden.

In der nachfolgenden Tabelle wird klar dargestellt, dass MGtr3 eine starke Wirkung
auf den rechten Vorhof hat und negativ Chronotrop wirkt, jedoch auf den Papillar nur
eine schwache inotrope Wirkung zeigt. Beim Papillarmuskel wurde bei einer
Endkonzentration von 100 umol/l eine Abnahme der Kontraktionskraft -27,32 + 4,37

% verzeichnet.
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MGtr3
Organpraparat fc£ SEM (%) ECso-Wert (umol/l)
bei 100 pmol/l
Rechter Vorhof -100+£0 52 umol/I
Papillarmuskel -27,32 £ 4,37 >100 pmol/l

Tabelle 12: Vergleich Papillarmuskel und rechter Vorhof

5.2. Wirkung von MGtr3 auf glattmuskulare Organe

Die verwendeten glattmuskuldren Organe waren Aorta, Arteria Pulmonalis und lleum
terminalis. Zu Beginn der Versuche wurden die Aorta und die Pulmonalarterie mit Hilfe
einer 90 mikromolaren Kaliumchlorid-Lésung und das terminale lleum 60 mikromolaren
Kaliumchlorid-Lésung vorkontrahiert. Dadurch erreichtete man einen konstanten
Kontraktionstonus, so dass eine spasmolytische bzw. dilatierende Wirkung untersucht

werden konnte.

Eine Ubersicht zeigt folgende Tabelle.

MGtr3
Organpraparat foc£ SEM (%) ECso-Wert (umol/l)
bei 100 pmol/l
Aorta descendens -58,11+ 4,14 72 pmol/I
Arteria pulmonalis -63,10 = 3,95 67 pmol/I
Terminales ileum -80,65+0 36,5 pumol/I

Tabelle 13: Vergleich der glattmuskuléaren Organe

Anhand dieser Tabelle ist ersichtlich, dass MGtr3 eine starke Wirkung auf

glattmuskulare Organe hat.
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In den Untersuchungen mit MGtr3 konnte in Anhéangigkeit von kumulativer
Substanzzugabe eine stetige Abnahme der Kontraktionskraft an der glatten Muskulatur

nachgewiesen werden. Der tiefste Wert wurde bei 100 pmol/l erreicht.

Die Testsubstanz MGtr3 Ubte auf der Aorta und auf der Arteria Pulmonalis sehr
ahnliche Wirkungen aus. Bei beiden Organen war die konzentrationsabhangige
zunehmende Dilatation an der glatten Muskulatur zu erkennen. Die ECs, -Wert konnte
bei der Aorta bei einer Konzentration von 72 pmol/l und bei der Pulmonalarterie bei

einer Konzentration von 67 pmol/l ermittelt werden.

Die starkste relaxierende Wirkung von MGtr3 wurde auf dem terminalen lleum
aufgezeigt, welche ab einer Konzentration von 30 pmol/l zu einer statistisch
signifikanten Kontraktionsénderung erreicht werden konnte. Hier betrug ECs, -Wert
36,5 umol/l. Der Kontrollwert lag bei 10,39 + 1,26 mN. Bei einer Endkonzentration von
100 pmol/l kam es zu einer Reduktion der Kontraktion von -80,65 = 0 % und der
Endwert betrug 2,01 £ 0,24 mN.

Nachdem die Substanz am Darm am starksten dilatierend wirkt, wurde der
Antagonist Glibenclamid zugesetzt, damit der Wirkmechanismus von MGtr3 genauer
untersucht werden kann. Insgesamt wurden 6 Versuche durchgefuhrt. Die ersten drei
Versuche erfolgten mit einer Konzentration von 30 pmol/l Glibenclamid und die
weitere drei Versuche mit einer Konzentration von 100 pmol/l Glibenclamid. Durch
diese Versuche erklarte man, ob die spasmolytische Wirkung von der Testsubstanz

MGtr3 auf einer Offnung der Karp-Kanale des Darms beruht.

Bei den Versuchen mit 30 umol/l Glibenclamid kam es zu einer leichten Dilatation des
Darms durch 40 pmol/l MGtr3, was durch eine Konzentration von 100 pmol/l
Glibenclamid starker zu erkennen war. Das erklart, dass die relaxierende Wirkung
wahrscheinlich nicht durch die Offnung der ATP-abh&ngige-Kalium-Kanal zustande
gekommen ist. Daraus kann man schliel3en, dass die andere Wirkmechanismen in

Frage kommen.
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6.Zusammenfassung

In Rahmen dieser Arbeit wurde die in-vitro-Untersuchung der neu synthetisierten
Testsubstanz MGtr3 an funf isolierten Organen durchgefuhrt. Die verwendete Organe
waren die glatt-muskulare Organe, die Aorta, Arteria pulmonalis und das lleum
terminalis und die quergestreifte Muskulatur des rechten Vorhofs und des

Papillarmuskels.

An den glatt-muskulare Organen wurde die Wirkung der MGtr3 auf die Anderung der
Kontraktionskraft Uberprift. Am Papillarmuskel wurde der Einfluss auf die Inotropie

getestet, wahrend am rechten Vorhof auf die positive und die negative Chronotropie.

Um ein reprasentative und reproduzierbare Ergebnisse gewahrleisten zu kodnnen,
wurden pro Organ mindestens 4 Versuche durchgefiihrt. Dabei wurde der Testsubstanz
MGtr3 in ansteigenden Konzentrationen 3; 10; 30; und 100 pmol/l in ein Organbad
zugesetzt und die Reaktion der Organpraparate wurde mit Hilfe eines Schreibers
registriert. Die isometrische Kontraktionsmessungen ermdglichte die Untersuchung der
spasmolytischen Wirkung, sowie der Einfluss auf die Inotropie und Chronotropie der

Organpraparate.

Am Papillarmuskel zeigte die Testsubstanz eine leichte negativ-inotrope Wirkung und
hier wurde der ECs9 Wert nicht erreicht. Am rechten Vorhof wurde eine starke negativ-
chronotrope Wirkung beobachtet und bei der Endkonzentration ist das Organpréparat

abgestorben.

Die Testsubstanz MGtr3 fuhrte bei allen glatt-muskularen Organe zu einer Reduktion
der Kontraktionskraft. Die starkste spasmolytische Wirkung wurde am Darm gezeigt,
deswegen es wurde der Wirkmechanismus der Testsubstanz herangezogen. Dabei
wurde der Glibenclamid verwendet. Mit dem Glibenclamid blockierte man den Katp-
Kanal. Wie schon oben erwahnt, ist die dilatierende Wirkung vom MGtr3 vermutlich

nicht durch die Offnung des Karp--Kanals entstanden, wahrscheinlich auch noch andere
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Wirkmechanismen eine Rolle spielen. Daher fur Untersuchung eines mdglichen

Wirkungsmechanismus waren noch weitere Versuche notwendig.
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