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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Erregungsbildung und Erregungsleitung im Herzen
Elektrophysiologie

Die rhythmischen Aktionen des Herzens haben in Feiner elektrischen Erregung
normalerweise ihren Ursprung in den Zellen des &inaten im rechten Vorhof. Diese
Zellen sind befahigt die elektrischen Erregungeonsgn zu bilden und haben somit
Schrittmacherfunktion, die die Voraussetzung fie Automatie des Herzens darstellt und
den zeitlichen Abstand zwischen zwei AktionspotEeti bestimmt — die Herzfrequenz.
Uber die Vorhofmuskulatur erreicht die Erregung détoventrikularen Knoten, von wo sie
verzogert Uber die Tawaraschenkel des His'scherd@&arund deren Purkinje — Fasern zur
Muskulatur beider Ventrikel geleitet wird. Die Akiierung der gesamten Muskulatur beider
Ventrikel ist in weniger als 0,1 Sekunden abgessdda. Bei Ausfall der Spontanaktivitat
des Sinusknotens koénnen AV-Knoten und Purkinjedffasdie Schrittmacherfunktion
tubernehmen und stellen somit ein sekundares brréares Erregungsbildungszentrum dar.
Verantwortlich fir die Erregungsleitung ist eined&nung im Membranpotential, das durch
die Konzentration von NaK* und C4" - lonen auf beiden Seiten der Membran bestimmt
wird. Diese lonen kénnen die Membran durch ionexkdile Kandle passieren, die
spannungsabhangig ihre Membran-lonenleitfahigkendeén. Die Veradnderung des
Membranpotentials wéahrend einer Herzaktion, die ausktivierungs- und
Inaktivierungsvorgangen verschiedener ionaler Ertsvaund Auswarststrome resultiert,
wird als Aktionspotential bezeichnet (Forth W 2Q01)

Aktionspotential

Wahrend einer Herzaktion durchlauft jede Herzmuskid ein Aktionspotential, das sich

aus funf Phasen zusammensetzt.

Die Phase 0 ist gekennzeichnet durch eine rascpel&@esation. Um eine Depolarisation
der Zellmembran auszul6ésen, die so stark ist, eiassfortgeleitete Erregung entsteht, muss

ein Schwellenwert von -75 mV uberschritten werdénst dann kommt es durch
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schlagartige Offnung der Natrium-Kanale und den&isstrom von Natrium zum raschen
Potentialanstieg (Aufstrichphase).

Ebenso rasch schlieen in Phase 1 die Natrium-Kami&der, sodass das Aktionspotential
leicht abfallt; es kommt zu einer unvollstandigegpBlarisation, wobei ein kurz anhaltender
Kalium-Ausstrom eine Kerbe in der Aktionspotentialrve verursacht.

Mit Beginn der Depolarisation setzt ein Calcium<£fiom ein, der in Phase 2 seinen
Hohepunkt erreicht. Dieser Calcium-Einstrom, demrcHuspannungsabhangige L-Typ
Calcium-Kanaéle flie3t und im Gleichgewicht mit emegeringen Kalium-Ausstrom steht,
halt das Potential auf einem Plateau. Er fuhrt alelthzeitig zur Freisetzung von Calcium
aus dem sarcoplasmatischen Reticulum und bildeitddien Grundlage der myokardialen
Kontraktion.

Erst wenn die Calcium-Leitfahigkeit soweit wiedé&iganommen hat, dass sie die in dieser
Zeit herabgesetzte Kalium-Leitfahigkeit untersciatei entsteht ein Nettoausstrom von
Kationen, der die Repolarisation in Phase 3 emtleiDurch diese Negativierung des
Membranpotentials wird die Kalium-Leitfahigkeit éHt, was zur vollstdndigen
Repolarisation fuhrt. Wahrend des gesamten Aktiotesgials ist die Herzmuskelfaser
refraktar, es konnen keine weiteren Erregungeneadsgwerden. Diese Refraktarperiode
ist eine Folge der Inaktivierung des schnellen NatrKanals nach dem initialen Natrium-
Einstrom, sodass ein weiteres Aktionspotential tnéctistehen kann.

In Phase 4 herrscht ein Ruhemembranpotential, weldin Kalium-Diffusionspotential
darstellt und alle Zellen, die zur spontanen Imipildsing beféhig sind, betrifft. Getragen
wird diese langsame Depolarisation durch einen damg abnehmenden Kalium-
Auswartsstrom, einen Calcium-Einwartsstrom und reinieht selektiven Natrium-/Kalium-
Einwartsstrom (Mutschler E 2001).



Einleitung

1.2 Calciumkanale als Target fir Coronartherapeutica

Calcium-Antagonisten  zdhlen mit ihren untersch@din  pharmakologischen
Eigenschaften zu den wichtigsten Wirkstoffklassender Herz-Kreislauf — Therapie.
Anfang der 60er Jahre untersuchte der Physiologbreght Fleckenstein eine
koronardilatierende Substanz, das Verapamil, am liersen
Meerschweinchenpapillarmuskel und hat zur Beschrgjbder Kontraktionsverminderung
von Verapamil den Terminus ,Calcium-Antagonist” gigt.

Die Wirkungsweise besteht in einer Abnahme der mecichen Kontraktilitdt bei
erhaltener elektrischer Aktivitét, also einer etektechanischen Entkopplung. Heute kann
die  ,Calcium-antagonistische®  Wirkungsweise als tmsmlektive  Blockade
spannungsabhangiger Calcium-Kanéle verstanden webligs gemeinsame Grundprinzip
der Calciumkanal-Blocker beruht auf einer Hemmum@nsungsabhangiger Calcium-
Kanale in der Membran von Herz- und glatten Muskédn. Dies fiihrt zu einem
verminderten Calcium-Einstrom wahrend des Aktiomspials, wodurch eine Aktivierung
des kontraktilen Systems verhindert wird. Diese atigginotrope Wirkung am Herzen
bewirkt mit der Herabsetzung der Kontraktilitat eeilAbnahme des myokardialen
Sauerstoffbedarfs. Gleichzeitig wird der koronared uperiphere GefalRwiderstand
verringert, was wesentlich zur antihypertensivemhg beitragt (Goldmann S Pharmazie
unsrer Zeit 05-2005).

Calciumkanale

Die hier angesprochenen Calciumkanale zahlen zwniliéader spannungsabhangigen
(voltage-gated) lonenkanale. Dartberhinaus gilxues Beispiel in Blutgefal3en Liganden-

kontrollierte (ligand-operated) und Wandstress-algige (stretch-operated) lonenkanale.

Heute ist bekannt, dass in den Membranen erreglZeken verschiedene Typen von
Calciumkanalen (L-, T-, N-, P-/Q-, R-Typ) exprintiewverden, die sich in ihren

elektrophysiologischen, strukturellen und pharmag@chen Eigenschaften unterscheiden.
FUr das Verstandnis der Wirkungsweise der thergmuteingesetzten Calciumkanal-

Blocker sind die T- (transient/tiny) und insbesamrddie L- (long lasting/large) Kandle
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bedeutsam. N-, P-/Q- und R-Typ Calciumkanale besitzeuronale Funktionen (Schubert-
Zsilavecz M Pharmazie unsrer Zeit 05-2005).

Der L-Typ-Kanal-vermittelte Calcium-Einstrom in gk Muskel- und Herzmuskelzellen
beeinflusst den Tonus der GeféalRe sowie die Korlitaktdes Myokards. Der T-Typ -
Calciumstrom ist an der Erzeugung von Schrittmgabtentialen im Sinus- und
arterioventrikularen Knoten des Herzens sowie mlaskularen Geweben der Gefal3e und
des Darms beteiligt und tragt damit zur autonomeni&Gung dieser Organe bei. Der T-Typ
Calciumkanal wird bereits bei geringer Depolarisatiaktiviert (low voltage-activated),
wahrend alle anderen Typen eine hodhere Spannungséry benodtigen (Clapham DE
2003).

Die Struktur des L-Typ Calcium-Kanals, der fir dieerapeutische Wirkung die grofite
Bedeutung besitzt, ist weitgehend aufgeklart. Dieggannungsabhéngige Kanal besteht
generell aus einer Porenregion mit Offnungsmechauns(gates), lonenselektivitatsfilter
sowie einem Membran-Spannungssensor zur AnderungOffaungswahrscheinlichkeit.
Die Kanalpore wird allein von der;-Untereinheit des Kanalproteins gebildet. Sie bdste
aus vier sich wiederholenden Motiven mit je secren$membran-Segmenten. Sowohl der
Carboxy- als auch der Amino-Terminus liegen auf dgtoplasmatischen Seite der
Zellmembran. Die drei chemischen Klassen der Calantagonisten binden an
unterschiedlichen Bindungsorten an detJntereinheit (Knorr A Pharmazie unsrer Zeit 05-
2005).

Die 020-, B- und y-Untereinheiten haben modulierenden Einfluss: atrollieren die

Kanalexpression und beeinflussen die Bindung vomk$tbffen und die Kanal6ffnung.
Schlief3lich sind sie an der Verankerung der Porden Membran beteiligt (Adams DJ
1990).

Der Typ-L Calcium-Kanal vermittelt im Myokard den genannten ,slow inward current®,
den langsamen Calcium-Einstrom. Dieser bildet diede&u des Aktionspotentials der
Herzmuskelzelle. Das so eindringende extrazellular@alcium  setzt das
kontraktionsauslésende Calcium aus den intrazedlnl&peichern frei.

Wahrend kardiale L-Typ Calcium-Kanéle lbgradrenerge Stimulation mittels cAMP-
vermittelter Phosphorylierung geotffnet werden, veerd.-Kandale in glatten Muskelzellen
Uber das Inositolphosphat-System reguliert (StniegsJ 1998).
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Calcium — Kanalblocker

Aus therapeutischer Sicht versteht man unter dieBegriff Antagonisten der Typ-L
Calcium-Kanéle.

Die Bindung der Calciumkanal-Blocker an dieUntereinheit fuhrt zu einer Verminderung
der Offnungswahrscheinlichkeit der Calcium-Kanate damit zu einer Abnahme des nach
einwérts gerichteten Calcium-Stroms. Sie fuhrenclhduHemmung des ,slow inward
current* zu einer Verkirzung des Aktionspotenti@la. dieses in seiner Spitze durch einen
Natriumeinstrom getragen wird, bleibt es aber inpAtude und Anstiegsgeschwindigkeit
unbeeinflusst, woraus eine Relaxation der glattefa@muskulatur und eine Verminderung
der kontraktilen Aktivierung des Myokards resukierEscande D 1993).

Calciumkanal-Blocker sind eine chemisch und phaotwgisch stark heterogene
Wirkstoffgruppe. Entsprechend ihrer Grundstruktuerden sie in drei hochspezifische
Klassen eingeteilt: die Dihydropyridine, die Pheatlkylamine und die Benzothiazepine.
Diese drei Substanzklassen binden an drei untediatien Bindungsstellen an defc-
Untereinheit des Calcium-Kanals. Die Bindungsstellaben zustandsabhéngig variable
Bindungsaffinitaten. Sie sind relativ hoch im alénten und sehr niedrig im Ruhezustand
des Kanals (Steffen H 2002).

Dihydropyridine (DHP) wirken vorwiegend an Calcidfanalen der glatten Muskulatur der
BlutgefalRe. Prototyp ist Nifedipin, dessen Weitesécklung zu den Vertretern der zweiten
Generation mit bevorzugt vaskularer Wirkung fuhnitéertreter der dritten Generation
zeichnen sich durch verbesserte pharmakokineti&gggenschaften aus. Die Selektivitat
gegenuber dem Myokard fuhrt zu einer verstarktesoddatation und geringeren kardialen
Wirkungen im Vergleich mit den beiden tbrigen Sahgklassen. Die allen Klassen eigene
negativ inotrope und chronotrope Wirkung ist hieisshwach, dass sie im gesunden Herzen
reflektorisch kompensiert wird. Nur bei schon verdarter Rechtsherzfunktion kann die
Kontraktilitat abgeschwacht werden. Auch die staftghangigkeit der Dihydropyridine
vom Membranpotential korreliert sehr gut mit ih(@efaRselektivitat. Die Wirkung nimmt
mit dem Depolarisationszustand der Zelle zu. Zelliem glatten Muskulatur haben ein
geringeres Membranpotential als die des Herzmugkedktlen PR 1990).

Prototypen der Phenylalkylamine sind Verapamil dad potentere Derivat Gallopamil. Sie
binden wie die DHP hochaffin an einer anderen &wdra;-Untereinheit der inaktivierten

Typ-L Calcium-Kanale und senken das Plateau desoAdpotentials im Myokard. Im
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Gegensatz zu den DHP ist die Wirkung nicht spansyngondern frequenzabhangig.
Nimmt der Calcium-Kanal den Ruhezustand ein, sad wWierapamil aus der Bindung
entlassen. Das hat zur Folge, dass der Block ddsiu@aKanals mit zunehmender
Schlagfrequenz des Herzens zunimmt (Fleckenstdi7A). Obwohl die Phenylalkylamine
ebenfalls eine vasodilatierende Wirkung zeigenhestiehier die kardialen Wirkungen im
Vordergrund, also die Hemmung der KontraktilitdesdSinusautomatismus und der

Erregungsleitung (Lischer TF 1998).

Der einzige in der Therapie eingesetzte Vertreter Klasse der Benzothiazepine ist
Diltiazem. Wie die beiden anderen chemischen Klassedet es am Typ-L Calcium-Kanal,
allerdings an einem dritten Bindungsort, namlich der Bricke zwischen den
Transmembrandomé&nen 1lI und IV. Diltiazem steht $einen pharmakologischen
Eigenschaften zwischen den DHP und den Phenylatiglen. Es senkt ebenfalls das
Plateau des Aktionspotentials im Myokard und haie ekardiodepressive Wirkung. Es
tendiert zur Auslosung einer leichten Sinusbradyiear Wie bei Verapamil sind die
Interaktionen von Diltiazem mit dem Calcium-Kanarwiegend Frequenz- und weniger

Membranpotential-abhangig (Gasser R 1990).

Bei den vorwiegend vaskular wirkenden DHP kannestirigt durch den Blutdruckabfall zu
einer indirekten Stimulation kardialer Funktionemfolge einer reflektorischen
Sympathikusaktivierung kommen.

Die Nicht-DHP verhindern dagegen durch ihre elgigtsiologischen Wirkqualitaten diese
gegenregulatorischen chronotropten und dromotropfekte am Herzen, weshalb bei
diesen Wirkstoffen auch die Sympathikus-vermitteliRisiken fehlen. Die Hemmeffekte
auf den Sinus- und AV-Knoten kénnen allerdings zadgkardie, AV-Block und Asystolie
fuhren, was zu Einschrankungen beim klinischen @etir dieser Calcium-Blocker fihrt.
Die negativ chronotropen und dromotropen Eigengehafler Nicht-DHP-Derivate lassen
sich daher speziell zur Behandlung supraventrikaldrachykardien nutzen (Nayler WG
1992).
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2 Zielsetzung

Die Aufgabe dieser Diplomarbeit bestand darin,ka&len Thioamid — Derivate WHG60T
und WHG70T, die am Departement fir Medizinische harffhazeutische Chemie der
Universitdt Wien synthetisiert und von Prof. Dr.ohRlas Erker zur Verfligung gestellt
wurden, bezuglich ihrer negativ chronotropen undjatig inotropen Wirkung zu

untersuchen.

Die Versuchsreihen wurden an spontan schlagendadierien rechten Vorhéfen und an

isolierten Papillarmuskeln von Meerschweinchen dgediihrt.

Weiters wurde uberpriuft, ob und in welchem Ausma® likiden Testsubstanzen eine
relaxierende Wirkung auf isolierte glattmuskulareg@he haben — getestet an isolierten

Préaparaten des terminalen lleums, der Aorta undPdenonalarterie der Versuchstiere.
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3 Material und Methodik

3.1 Versuchstiere

Fur die Versuche dienten isolierte Organe von Mdwrginchen (Stamm DH bzw. TRIK)
aus einheitlicher Zucht.

Die Tiere stammten vom Department of Experimentarmacology and Toxicology der
Universitéat Bratislava.

Zum Versuchszeitpunkt hatten die sowohl ménnliclads auch weiblichen Tiere ein
durchschnittliches Gewicht von zweihundertfiinfzig fiinfhundert Gramm und ein Alter
von vier bis sechs Wochen.

Die Tétung erfolgte durch einen gezielten Genicksghum einen méglichst raschen und
zugleich schmerzfreien Tod herbeizuftihren.

Um eine Schadigung der Organe durch Sauerstoffnhanigeermeiden, war es notwendig
den Thorax unverziglich zu 6ffnen und die bendtig@rgane so rasch als moglich zu
explantieren. Besonders fur Versuche am Herzen tendss Entfernung rasch erfolgen, um
so einer Hypoxie bzw. einer Koagulation des Bluteszubeugen. Aus selbigem Grund
wurden das Herz sowie die anderen explantierterai@rganschlielend in eine frisch
bereitete Elektrolytldsung transferiert, die zukézmit einem Gemisch aus 95% ©@nd
5% CQ (OxymiX™) begast wurde. Dadurch war eine stetige Versorgmgauerstoff und

N&hrstoffen gewahrleistet.

11
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3.2 Isolierung und Praparation der Organe

Unmittelbar nach der Tétung des Meerschweinchenslevaler Thorax mit einer OP —
Schere geoffnet und die fir die Untersuchungen antiigen Organe enthommen: rechtes
Atrium, Musculi papillares cordis, Arteria pulmoigl Aorta thoracica und terminales
lleum.

Die Praparation aller funf zu untersuchenden Orgafagte unter dem Mikroskop in einer
mit Kork ausgelegten und mit Nahrldsung gefillteztriBchale. Bei der Praparation der
Papillarmuskeln, der Pulmonalarterie und des Varhvairden die mit Nahrlosung befullten
Petrischalen noch zusatzlich mit OxyMifxbegast, um eine durchgehend ausreichende

Versorgung an Sauerstoff und Elektrolyten zu geleégien.

3.2.1 Isolierung und Praparation des rechten Vorhofs

Nach rascher Entnahme des Meerschweinchenherzende wlie Préparation in einer
Petrischale - mit Korkboden ausgelegt und mit E@ktiosung gefullt - unter standiger
Begasung der Losung mit Oxymi& durchgefiihrt. Aufgrund der geringen GroRe des
Herzens musste man die gesamte Praparierung ueterMikroskop (Nikon SMZ-10A)
vornehmen.

Zunachst wurden mit einer Federschere stbrendeeBet das Perikard sowie anhaftende
Teile der Lunge abgetrennt. Anschlie3end wurde Hielz an Basis und Spitze mit zwei
Prapariernadeln durch Abstecken am Korkboden fixiun konnte der rechte Vorhof mit
dem Sinusknoten entlang des Sulcus coronarius gorVéntrikeln abgetrennt werden. Um
den Sinusknoten nicht zu verletzen und somit dag@fur die folgenden Untersuchungen
unbrauchbar zu machen, musste sehr vorsichtig eietriverden.

Der Sinusknoten befindet sich in der rechten Voslaofd nahe der Einmindung der Vena
cava superior, seine exakte Lage kann aber vonnani8at genau lokalisiert werden. So
war es notwendig noch anhaftendes Fettgewebe Mdrater Sorgfalt zu entfernen. Zudem
durfte der Vorhof und somit der Sinusknoten beir@pRrieren nicht tberdehnt werden, da
er sonst seine Fahigkeit, spontan Erregungen zierhilverlieren und sofort zu schlagen

aufhoren wirde.
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Um das Praparat in die Versuchsapparatur einspazunénnen, wurde an der Spitze des
Vorhofs ein Teil des noch vorhandenen Fettes mirai Bindfaden abgeschnirt. Ohne das
Gewebe zu verletzen wurde durch diesen Bindfadesiberdraht — Hakchen gezogen und
mit einem doppelten Knoten aus Bindfaden fixiert.

Bis zum Versuchsbeginn wurde das fertige Préaparatier in der begasten N&hrldsung
aufbewahrt.

3.2.2 Isolierung und Praparation der Pulmonalarterie

Voraussetzung fur die Praparation der Arteria pulatigs war, wie schon bei der Isolierung
und Praparation des Vorhofs, die rasche Explamiates Herzens und seine anschliel3ende
Aufbewahrung in einer mit Oxymi¥ durchperlten N&hrldsung. Nach der Fixierung des
Organs am Korkboden der Petrischale musste miteHiher Federschere die Arteria
pulmonalis so nahe wie méglich am Herzen abgetramrtien, da nur das vom Herzen
abgehende funf bis zehn Millimeter lange Stiick, siab schlie3lich in rechte und linke
Arteria pulmonalis aufteilt, fur die folgenden Urgachungen verwendet werden konnte.
AnschlieRend wurde das Praparat von eventuell serddm Fett- und Muskelgewebe
befreit und in etwa drei Millimeter lange ringforgei Stiicke geschnitten, die bis zur

Einspannung in die Versuchsapparatur in begasterd&iing aufbewahrt wurden.

3.2.3 Isolierung und Praparation der Papillarmuskeln

Wie schon zur Isolierung des Vorhofs und der Pulatemerie wurde die Praparierung der
Papillarmuskeln unter dem Mikroskop Typ SMZ 10-A é&ma Nikon durchgefuhrt und
die Elektrolytldsung in der verwendeten PetriscimaieOxymix™ begast.

Analog zum Vorhof wurde das entnommene Herz ansBasil Spitze mit Prapariernadeln
auf der Korkunterlage fixiert, um anhaftende Fet@eund den Herzbeutel entfernen zu
konnen. Damit nun die Papillarmuskeln zur weitelPeaparation erreicht werden konnten,
musste der rechte Ventrikel Gber die Arteria pulai@nentlang des Septums bis zur
Herzspitze gedffnet werden. Anschliel3end wurde\amtrikel aufgeklappt und erneut mit
Préapariernadeln am Korkboden befestigt.

Damit der Versuchsablauf nicht durch die Spontawa#t der Purkinje — Fasern, die
bekanntlich Herzschrittmacherfahigkeiten besitzgestort werden konnte, wurden diese

vorsichtig mit der Federschere vom Muskel entfernt.
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Danach wurde ein Silberdrahthakchen mittels Bineifaen der Ansatzstelle des Muskels
zur Trikuspitalklappe am Ansatz der Papillarmusilete, die die Verbindung der
Papillarmuskeln darstellt, befestigt. Nun konnte &ehne durchtrennt und der Muskel
vorsichtig herausgeschnitten werden.

Wahrend des Praparierens musste darauf geacht@enyeten Muskel nicht zu Gberdehnen
und dadurch seine Kontraktionskraft negativ zurikessen.

Um bis zum Beginn und wéhrend des Verlaufs der Mmegsn eine ausreichende
Sauerstoffversorgung gewahrleisten zu kdnnen, rasdie Papillarmuskeln nicht nur in

begaster Nahrlosung aufbewahrt werden, sonderrtedudusatzlich ein Durchmesser —
Maximum von 0,87 Millimeter nicht Uberschreiten @EwWeser 1963). Da die

Durchmesser der kraftigeren und dickeren Muskemlidken Kammer aber deutlich Gber
diesem Wert liegen, wurden fir die Versuche bewgtraduskeln der rechten Kammer

verwendet.

3.2.4 Isolierung und Praparation der Aorta

Um die Aorta isolieren zu kdénnen, wurde zun&chstTderax des Meerschweinchens mit
einer Schere gedffnet und das Herz explantiert. cAllel3end musste das Brustbein
aufgebrochen, Teile der Lunge und des Zwerchfeltteent und der Thorax ausgewaschen
werden. Erst dann war es moglich, entlang des Réatkgin zwei bis drei Zentimeter
langes Stuick der thorakalen Aorta mittels Pinzatie Schere behutsam herauszuschneiden.
Dabei war es wichtig die Schere mit der Spitze namfen direkt am Ruckgrat entlang zu
fuhren, damit die aul3erst sensible Aorta nichtqreaft oder verletzt wird. Auch wirde eine
zu starke Dehnung der Aorta zu verfalschten Versergebnissen fuhren.

Die entnommene Aorta wurde bis zur weiteren Prdjmeran einem mit physiologischer
N&hrlésung gefiilltem Becherglas unter Begasunddxymix™ aufbewahrt.

Die weiteren Schritte der Praparation wurden uwiem Mikroskop (Nikon SMZ-10A)
vorgenommen. Dazu wurde die Aorta in eine mit Karksgelegte und mit Nahrlésung
geflllte Petrischale ubergefuhrt und mit zwei Préggaadeln an der Korkunterlage fixiert,
wobei die beiden von den Nadeln durchstochenen l#iide der Aorta fir die Versuche
nicht mehr geeignet waren und verworfen werden teass#AnschlieBend konnte mit der
Sauberung der Aorta von anhaftendem Muskel- unth&stbe begonnen werden. Dabei
musste die Aorta auch gewendet werden, um sehrugesm&lich samtliche Reste des

umgebenden Fettgewebes mit der Federschere ahtremn&bdnnen. Neben der auf3erst

14



Material und Methodik

genauen und vorsichtigen Arbeitsweise, um die Aarteht zu perforieren oder zu
uberdehnen, musste auch relativ zigig prapariertiere um einen zu langen und damit
kritischen Sauerstoffmangel zu vermeiden. Wahreesl Bréparierens konnte namlich die
Petrischale aus technischen Griinden nicht begadewe

Nachdem die so penibel gesduberte Aorta auf eviémtDeuckstellen, Perforationen oder
andere Verletzungen untersucht worden war, wurdema ezwei Millimeter breite
ringformige Sticke mit der Federschere abgetrenmd bis zum Einspannen in die

Versuchsapparatur in einer begasten Nahrlésungaattort.

3.2.5 Isolierung und Praparation des terminalen lleums

Nach der Explantation des Herzens und der thorak@lefalle wurde das Abdomen mit
einer OP — Schere gedffnet. Ohne Auslbung einergfession oder Traktion wurde ein
etwa finfzehn Zentimeter langer Teil des termindlenms, der vor dem Caecum liegt,
jejunal mit einem orange gefarbten Zwirn abgebundaw®h durchtrennt. Zugleich diente der
Bindfaden als Markierung, um einer Verwechslung ligiden Enden vorzubeugen. Das so
entnommene Darmstiick wurde bis zur weiteren Préperg unter dem Mikroskop in
einem Becherglas mit physiologischer Nahrlosundewbhrt und analog den bisherigen
Praparaten mit Oxymi¥' begast.

Vom caecal gelegenen Ende des entnommenen lleurndewein etwa ein bis zwei
Zentimeter grofRes Stuck leicht schrag abgeschniitereine mit Nahrlosung gefillte
Petrischale transferiert und mit Prapariernadelh dsanr Korkunterlage fixiert. Und zwar
hatte die Fixierung so zu erfolgen, dass das Daigcksvon der Innenseite nach auf3en
durchstochen werden konnte. Um dies zu erleicht@rar ein schrager Schnitt des
Darmstucks notwendig, da sich sonst bei so kleipgiparaten die Darmwand sehr stark
einrollt und das Risiko, den Darm fur den weitek&rsuchsverlauf zu stark zu verletzen,
drastisch erhdht. So konnte durch den schragenitbahie AulRenwand des Préparates
leichter durchstochen und das Ausmal} der Verletauhgin Minimum reduziert werden.
Unter dem Mikroskop wurde mit Hilfe einer Federsehelas fixierte Darmstick von
anhaftendem Fettgewebe befreit. Eventuell vorhaedé&@hymus musste mittels einer
Glaspipette durch Ausspilen mit Tyrode entferntdear

Um das Darmstick in der Versuchsapparatur befestige kbnnen, wurde an beiden
Darmenden jeweils ein Silberdrahthékchen befediigises fixierte man am jejunalen und

am caecalen Ende mit Hilfe eines Bindfadens s Haglseitig ein mdglichst grof3es Stlick
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der Darm6ffnung offen blieb. Dadurch konnte gewgiktet werden, dass das Darmrohr frei
blieb und so die Testsubstanz von allen Seiten daeif Schleimhaut des Darmstiickes
einwirken konnte. Um beim Einspannen in die Versagparatur eine Verwechslung der
beiden Enden zu verhindern, wurden zum Befestigen $ilberdrahthdkchen zwei

verschiedenféarbige Bindfaden verwendet.

Die Préparierung dieses Organs erforderte viel éfsgtzengefihl, um den Darm dabei

nicht zu perforieren oder zu tiberdehnen.

3.3 Physiologische Elektrolytlosung (Tyrode)

Als physiologische Nahrlosung fir die Praparate aechten Vorhof, an den
Papillarmuskeln, der Arteria pulmonalis, der Aomad am terminalen lleum wurde

folgende LOsung verwendet:

Zusammensetzung Elektrolytldsung

Komponenten ml/l bzw. g/l
NacCl 33,6
KCI 35
NaHCG; 83,7
MgS® 1,18
KH2PO, 1,18
CaCb 3,2
Glucose 1,98

Tab. 1 Zusammensetzung der physiologischen Elektrglésung

Zur Herstellung der Tyrode, die an jedem Versugh$tach zubereitet wurde, wurden alle
in Tabelle 1 angefuhrten Stammlésungen, mit Ausrealder Calciumchlorid — Losung, in
entsprechender Menge in einen Messkolben gefldltrait Aqua bidestillata auf etwa drei
Viertel des gewiinschten Volumens ergdnzt. Nach BEeigéer benétigten eingewogenen
Menge an Glucose wurde das Gemisch etwa zwanzigitstinmit OxymiX" begast. Die

Begasung der Tyrode vor Zugabe der Calciumchlorliddsung war insofern wichtig, um
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eine Ausfallung von schwer I6slichen Calciumione @ine daraus resultierende Tribung
zu verhindern. Auch die darauffolgende tropfenweétsgpipettierung des Calciumchlorids
war unter Vorsicht vorzunehmen. Im Falle einer Tidp wére ein einwandfreies Arbeiten
nicht mehr gewahrleistet und die Tyrode hatte vefevowerden missen.

Anschlie3end wurde der Kolben bis zur MarkierungyAgua bidestillata aufgefillt und zur
optimalen Durchmischung einige Male umgeschwenkt.

Vor der Beflullung der Organbader mit der frisch enditeten Tyrode wurden diese mit
verdunnter Salzsaure und destilliertem Wasser mgigteiind mittels Warmepumpe fir die
Versuchsdurchfiihrung konstant auf 37° C temperién. sowohl einen konstanten pH —
Wert im physiologischen Bereich von pH 7,2 bis dlglauch eine ausreichende Versorgung
mit Sauerstoff sicherzustellen, wurde die Nahrlgsim den Organbadern wéahrend des

ganzen Versuchsvorganges kontinuierlich mit OxyRfixdurchstromt.

3.4 Versuchsanornung

Fur die Versuche standen zwei unterschiedlicheuiisapparaturen zur Verfigung, wobei
eine davon fur Messungen am Papillarmuskel und arhdf diente. Mit der zweiten
Apparatur, die sich in ihrem Aufbau von der vorigenterscheidet, wurden Messungen am
Darm, der Aorta und der Pulmonalarterie durchgefihr

3.4.1 Apparatur fir die Versuche am Papillarmuskel und Vorhof

Abb. 1 zeigt den Aufbau der Versuchsapparatur zwssdng der Frequenz spontan
schlagender Vorhoéfe und der Kontraktionskraft elekh gereizter Papillarmuskeln.

Die Apparatur setzt sich aus einem Wasserbad auwglglas, einer Heizspirale, einem
Thermostat, einer Muskelkammer, einer Glasfritieerm Stativ, einem Stativschlitten, einer
Muskelhalterung, einem Kraftwandler, einer Aufhamgeichtung und einem Feintrieb

Zusammen.
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Abb. 1 Apparatur fur Papillarmuskel und Vorhof

1. Wasserbad 2. Organhalterung 3.Stativ 4. Aagk#orrichtung fir Organ am Stativschlitten mit g
an Kraftwandler 5. Fixierung mit Elektrode 6. Reieb fir Vorspannung 7. Muskelkammer 8. Gasauyfu
Fritte und Abfluss

Die Muskelkammer mit einem Volumen von funfundzwignailliliter wurde mit
physiologischer Elektrolytldsung gefullt und Ubenes Glasfritte von unten mit dem
Gasgemisch OxymiY' versorgt. Dadurch konnte man eine nahezu konstante
Sauerstoffversorgung des Praparates wahrend demtgs Versuchsdauer sicherstellen.
Dies war von grof3er Bedeutung, da die Organe, lemader Papillarmuskel, auf3erst
sensibel auf Veradnderung der Sauerstoffkonzentrateagieren und es dadurch zu
Beeintrachtigungen der Versuchsergebnisse kommemt&o Zudem war es durch die
Begasung mdglich, einen physiologischen pH — Wert ¥,2 bis 7,4 einzustellen, der so
wahrend des gesamten Versuchsablaufes konstanitegelgerden konnte. Um mdglichst
optimale physiologische Bedingungen herzustellemr vaudem noch eine konstante
Temperierung der Nahrlésung auf 351 °C notwendig. Zu diesem Zweck tauchte die
Muskelkammer direkt in ein Wasserbad, das mittelsizépirale beheizt wurde. Die
Temperatur konnte mit einem installierten Thermolsbatrolliert werden.

Bedingt durch Verdunstung von Wasser kam es gellkgezu geringen Volumsverlusten,
die aber durch vorsichtiges Auffullen mit physiakher Elektrolytlosung ausgeglichen
werden konnten. Die Spulung des Organbades mit dByrbzw. die Reinigung mit
verdinnter Salzsdure wund destilliertem Wasser gdol per Hand mit einer

Kunststoffspritze, an die ein Gummischlauch befgstiorden war.
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Die wie unter 3. 2. 1. und 3. 2. 3. beschriebersafidarten Praparate des Papillarmuskels
und des rechten Vorhofs wurden nun mittels den zavoeinem ihrer Enden befestigten
Héakchen an einem Silberdraht passender Lénge dingehund dieser an der
Aufhangevorrichtung befestigt. An dieser Aufhangeebtung war zugleich der
Kraftwandler (siehe Kap. 3. 4. 3.) angeschlossen,die Kontraktionen der praparierten
Organe in elektrische Impulse umwandelte. Daraufmurden sowohl Vorhof als auch
Papillarmuskel mit ihren jeweils freien Enden so awei Plexiglasscheibchen der
Muskelhalterung eingeklemmt, dass sie auf der Kdgheeinem Silberchloridplattchen,
auflagen.

Das Einspannen musste moglichst schnell vollzogerden, um einer Mangelversorgung
der praparierten Organe vorzubeugen. Zudem musste darauf geachtet werden, die
aul3erst empfindlichen Préparate nicht zu Gberdehnen

Anschlielend wurde die Muskelhalterung mit Hilfe sdeam Stativ beweglichen
Stativschlittens soweit abgesenkt, bis schliel3lidas gesamte Praparat von der
physiologischen Elektrolytldsung umspult wurde. Bme maximale Kontraktionskraft der
Organpraparate zu erhalten, war das Anlegen einesp@annung notwendig. Diese konnte
mit dem Feintrieb individuell fur jedes Organ eistglt werden.

Fur die Versuche verwendete man einen Kraftwanaer einen Verstarker (Transbridge
TM-4 Channel Transducer Amplifier) der Firma WoRdecision Instruments. Die Reizung
des Papillarmuskels erfolgte Uber einen Accupufs&t0 (World Precision Instruments).
Zur Aufzeichnung der Kontraktionsamplituden deik&dech gereizten Papillarmuskeln als
auch der Kontraktionsfrequenzen der spontan schékege Vorhofe diente der Schreiber
Typ Flatbed Recorder BD-112 Dual Channel der Fikipgp & Zonen.
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3.4.2 Apparatur fir die Versuche an Aorta, Arteria pulmon alis und
lleum

Die in Abb. 2 dargestellte Versuchsapparatur dieate Messung isometrischer

Kontraktionen isolierter glattmuskulérer Organe.

Abb. 2 Apparatur fur Aorta, Arteria pulmonalis und terminales lleum

1. Kraftwandler 2. Mikrometer, Feintrieb 3. Orpafterung 4. Aufhangevorrichtung, Silberdraht 5.
Gaszufuhr 6. Organbad 7. Zulauf Wasserbad 8auflWasserbad 9. Zulauf Nahrlésung 10. Ablauf
Néahrlésung

Die Organbader fassten ein Volumen von acht benigdweise funfundzwanzig Milliliter.
Im Unterschied zur Apparatur fir die Versuche amhéd und Papillarmuskel (Abb. 1)
bestand bei diesen Organbadern die Muskelkammedapzelwandigem Glas, durch das
auf 37°C konstant temperiertes Wasser floss, unh duer eine Aufrechterhaltung der

physiologischen Bedingungen zu gewaéhrleisten. Zhiggm Zweck wurde die sich im
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Organbad befindende physiologische Nahrlésung nife Heiner Fritte gleichmanig mit
Oxymix ™ durchstrémt. Die Gas- und Wasserzufuhr erfolgter iBchlauchanschliisse an
der Seite der Muskelkammer. Zum Wechseln oder Erfeder Elektrolytlosung diente ein
Abflussschlauch, der mit einer Quetschklemme véossien war und sich an der Unterseite
des Organbades befand.

Mit Hilfe der zuvor an den lleum - Praparaten befgsn Hakchen wurde das Organ an der
Oberseite an einem Silberdraht und an der Unteraeiteinem Draht an der Organhalterung
eingehangt. Der obere Draht, der an einer Aufhamgehtung angebracht wurde, stellte
die Verbindung zum Kraftwandler dar, durch den #entraktionen der Organe in
elektrische Impulse transformiert wurden. Die rimghigen Préaparate der Aorta und der
Arteria pulmonalis wurden ohne Hakchen direkt zWwest den zwei Silberdréhten, die an
den Enden L — férmig gebogen waren, eingespannt.dBe Befestigung der isolierten
Organe musste jedoch darauf geachtet werden, dadlr@parate nicht zu stark gedehnt
werden. Dies hatte namlich zur Verfalschung derswuehnsergebnisse bzw. zu einem
Scheitern des Versuchs fihren kdnnen.

Mit einem Stativschlitten konnten nun die eingespan Organe problemlos in das mit
Nahrlosung gefilllte Organbad abgesenkt sowie awrhusgehoben werden. Uber den
Feintrieb konnte anschlieend die fir die maxim#entraktionskraft notwendige
Vorspannung exakt geregelt werden. Fiur die MesglergKontraktionskraft der Organe
wurden ein Kraftwandler sowie ein Verstarker (Tkanmdge TM-4 Channel Transducer
Amplifier) der Firma World Precision Instruments rwendet. Die Detektion der
Versuchsergebnisse erfolgte wieder mit einem Soaraler Marke Flatbed Recorder BD-

112 Dual Channel von Kipp & Zonen.

3.4.3 Darstellung und Registrierung des Kraftwandlers

Das Prinzip des Kraftwandlers beruht auf der Trammsferung einer mechanischen Kraft in
ein elektrisches Signal:

Der mechanische Vorgang war in unserem Fall diettaktionskraft der isolierten Organe,

die nach der Erfassung Uber einen Wandler odersdtarer in eine elektrische GrolRe
umgewandelt wurde. Verwendet wurde dafir ein Widedswandler mit Dehnungsstreifen
in Wheatstonescher Brickenschaltung vom Typ AE&fFtdma Aksjeselskapet.

Bei einer Krafteinwirkung fliel3t der Strom proporial zu den Dehnungskréften, da der

elektrische Widerstand im Messstreifen durch Delgrwgrandert wird.
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Die notwendige Exzitationsspannung fur den Kraftlan lieferten zwei sechs Volt
Batterien (Varta Spezial, No. 430, EC 4R25). DiecHuMuskelkontraktionen ausgeldsten
Signale wurden von einem 4 — Channel Transducer lifiexp (World Precision

Instruments) verstarkt und anschliel3end von einemefoer (Dual Channel Model BD 112

Flatbed Recorder, Kipp & Zonen) registriert.

4-Channel Transducer \
Amplifier <— Kraftwandler Bk

Schreiber

Abb. 3 Schematische Darstellung des Kraftwandlers

3.5 Versuchsablauf

Um aussagekraftige und reproduzierbare Ergebnigserfzalten, war es notwendig, die
Testung der Substanzen an den unterschiedlichesm®ngmehrmals durchzufiihren, sodass
sich die verschiedenen Versuchsablaufe Uber edregeten Zeitraum taglich wiederholten.
Die folgenden Darstellungen sollen die einzelnerrsMehe an den unterschiedlichen

Organen naher schildern.

3.5.1 Rechter Vorhof

Wie in den Kapiteln 3. 2. 1. und 3. 4. 1. besclerelwurde der fertig praparierte Vorhof in
die entsprechende Versuchsapparatur eingespannnifiridilfe des Stativschlittens soweit
in die Muskelkammer abgesenkt, bis das gesamteaRxidpon der bereits auf 37 °C

temperierten und begasten physiologischen Elekiésiyng umgeben war. Zur Erzielung
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der maximalen Kontraktionskraft musste eine Vorspag von 10,4 mN angelegt und
mittels Feintrieb durch entsprechende Nachjustgru@hrend der gesamten Dauer des
Versuches konstant gehalten werden.

Nach etwa einer Stunde wies der Vorhof meist eiomtiRuierliche, spontane Schlagzahl
auf und man konnte mit der ersten Phase des Vessutdr Kontrollphase, beginnen.
Wahrend dieser Kontrollphase wurde die Frequenz Hkmzschlage alle funf Minuten
aufgezeichnet, solange bis sich eine gleichbleibei@thlagfrequenz etwa flinfmal
wiederholt hatte. Erst dann konnte mit der kumuéati Zugabe der Testsubstanz begonnen
werden.

Mit Hilfe einer Finnpipette wurde die Substanz iteigender Konzentration in die
Muskelkammer eingespritzt. Die Substanzzugabeesotiimer moglichst nahe am Organ
und moglichst an derselben Stelle erfolgen, ohree @a@an selbst oder den Kraftwandler
dabei zu berihren.

In Abstanden von jeweils funfundvierzig Minuten +hee Zeitspanne, in der an allen
Organen eine hundert prozentige Wirkung gewahedeistt — wurde die jeweils nachst
hohere Konzentrationsstufe in die Muskelkammer gaben und alle funf Minuten die
Schlagfrequenz gemessen. Diese wurde mittels Sgjaeit mit einem Papiervorschub von
funf Millimetern pro Sekunde jeweils fur zwdlf Setden (entspricht sechs Zentimeter auf
dem Millimeterpapier) aufgezeichnet. Um die Schieglienz pro Minute ermitteln zu

kénnen, musste nun nur noch mit finf multiplizsgrden.

3.5.2 Papillarmuskel

Der Papillarmuskel wurde, wie bereits beschriebenKap. 3. 4. 1), Uber den an ihm

befestigten Silberhaken an der Aufhdngevorrichtdeg Kraftwandlers eingehangt und das
lose Ende des Muskels in die Organhalterung eiegekit, sodass ein Kontakt zur

Reizelektrode hergestellt war. Danach wurde dagesipannte Praparat in das mit
physiologischer Nahrldsung geflllte Organbad abgdsend mit 3.92 mN vorgespannt, um

eine maximale Kraftentwicklung des Papillarmuslkzisrreichen.

Zuruckzufuhren auf die Plastizitat des Muskels, idener mehr gedehnt wurde, kam es im
Laufe des Versuchs zu einer Verminderung der Spapoad dadurch zu einer Abnahme
der Kontraktionskraft. Dem konnte — ahnlich dems¥eh am Vorhof — insofern entgegen
gewirkt werden, indem man die Ausgangsspannung egulierung des Feintriebs

aufrecht erhielt (Reiter M 1967).

23



Material und Methodik

Da die Papillarmuskeln im Gegensatz zum spontan ktvem Vorhof keine
Schrittmacherfunktion besitzen, mussten sie mitfeHivon elektrischen Reizen zur
Kontraktion angeregt werden. Daflr wurden als @ueér elektrischen Reize das Reizgerat
Accupulser A310 (World Precision Instruments) uibe3chloridelektroden verwendet.
Nach einer dreiRig — minttigen Anpassungszeit wuddr Papillarmuskel mittels
Rechteckimpulsen mit einer Frequenz von einem Hemz einer Dauer von drei
Millisekunden gereizt. Die Stromstérke wurde sokeghoht, bis die Schwellenstromstéarke
erreicht war und der Muskel kontrahierte. Nach deémeichen dieses Schwellenwertes
wurde die Stromstarke um weitere zehn Prozent igeste um sicherzustellen, dass bei
jeder Reizung auch tatsachlich eine Kontraktiongaldst wird. Bei einer zu knapp uber
dem Schwellenwert eingestellten Reizstarke konlsté-alge der Papillarmuskel nicht jede
Sekunde kontrahieren sondern unkoordinierte ReiKontraktionsfrequenzen auftreten.
Andererseits musste die Stromstarke so gering dlglioh gewahlt werden, um eine
Uberreizung verhindern zu konnen. Wird die SchweHleomstarke namlich zu stark
Uberschritten, fuhrt dies auf Dauer zu einer Entieg der endogenen Catecholaminspeicher
des Muskels und somit zu einer Verfalschung dersieisergebnisse (Furchgott et al.
1959).

Wahrend der Kontrollphase wurden alle funf Minutejeweils etwa funf
Kontraktionsamplituden aufgezeichnet. Erst nach eiEhen einer Kkonstanten
Amplitudenlange konnte mit der kumulativen Substaigabe — analog zum Vorhof —
begonnen werden, wobei immer nach funfundvierzighdéén die Konzentration der
Testsubstanz erhoht wurde.

Die Aufzeichnung von jeweils funf Kontraktionsantptien erfolgte im Funf-Minuten—
Rhythmus bei 5 mV, mit Ausnahme der letzten MessamgEnde eines Funfundvierzig —
Minuten—Intervalls, die bei 20 mV durchgeflhrt weydim eine exaktere Vermessung zu

ermoglichen.

3.5.3 Arteria pulmonalis

Die etwa drei Millimeter dicken, ringférmigen Geféifiparate, die bis dahin in
physiologischer Nahrlésung aufbewahrt wurden, warsie am Kraftwandler befestigt, dass
sie zwischen zwei Drahten, welche an ihren Endenférmig gebogen waren, eingespannt
waren (s. Kap. 3. 4. 2.). AnschlieBend wurde diega@halterung mit Hilfe des

Stativschlittens in das mit Tyrode gefillte und 8df°C vorgewarmte Organbad abgesenkt,
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mit dem Positionswahlschalter die Nulllinie defmiend zur Erreichung der maximalen
Kontraktionskraft mittels Mikrometer mit 9,81 mN ng@spannt. Nach Anlegen der
Vorspannung folgte eine zwanzig — minitige Anpagsaait, in der sich das Praparat an die
gegebenen Bedingungen gewodhnen konnte. Wahrenderdi&panne auftretende
Abweichungen von der Nulllinie wurden mit Hilfe deésintriebs nachjustiert.

Nach Ende dieser Anpassungsphase wurde die Nahgdsurch Offnen der Klemmen am
Plastikschlauch abgelassen und durch eine Tyradend neunzig mmol/l Kaliumchlorid
versetzt war, ersetzt. Gleichzeitig wurde mit defz&ichnung begonnen.

Um die Abnahme der Kontraktionskraft bestimmen @aren, war namlich eine maximale
Kontraktion des Préparates notwendig. Diese eezmln, indem man die sich im Organbad
befindliche Nahrlésung gegen eine neunzig millimelaKaliumchlorid — L&sung
austauschte.

Zur Herstellung der Kaliumchlorid — Lésung wurdé0g Kaliumchlorid in 200 ml Tyrode
gelost.

Diese neue Elektrolytlbsung erwirkte einen Anstigter Kontraktionskraft der
GefalBmuskeln, welcher nach etwa hundert Minutezinem Plateau endete. Das Erreichen
dieser Plateauphase entsprach der maximalen Kaottaknd konnte daher mit hundert
Prozent angenommen werden.

Nach Ausbildung dieses ,steady state* erfolgte ldiemulative Zugabe der Testsubstanz,
dessen Konzentration alle finfundvierzig Minutentdt wurde. Mit Hilfe von Finnpipetten
wurde die Stammlésung von zunachst einem, dann, zieben, zwanzig und schliel3lich
siebzig pul in das Organbad injiziert. Wahrend desagnten Versuches wurden die Werte
mit dem Schreiber bei einer Einstellung von 0,5likigter pro Minute aufgezeichnet und
Uber den Abstand der Kurve zur Nulllinie konnte dienahme der Kontraktion errechnet

werden.

3.5.4 Aorta

Die Aortapraparate wurden in ahnlicher Weise wie Bulmonalarterie in die Apparatur
eingespannt, wobei darauf zu achten war, das Addiasicht zu verdrehen oder zu stark
zu dehnen.

Der gesamte Versuchsablauf verlief analog dem dénéhalarterie — mit dem einzigen
Unterschied, dass nach Eintauchen des Préparatde i&lektrolytlosung mit Hilfe des

Feintriebs eine Vorspannung von 19,6 mN angelegtdewu So wurde nach einer
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vorangegangenen Anpassungsphase, in der Abweichunge der Nulllinier mit dem
Feintrieb  korrigiert wurden, die physiologische Nabung durch Offnen der
Schlauchklemmen abgelassen und durch eine neunliiigporare Kaliumchlorid — Lésung
ersetzt. Nach Erreichen der maximalen Kontrakticaifskwvurde erneut die Stabilisierung
des Plateaus abgewartet und die Testsubstanzyaedi 5. 3. beschrieben, zugefiigt.

Bei einer etwaigen zu geringen Vorkontraktion, diach bei den beiden anderen
glattmuskularen Praparaten auftreten konnte, mudste mit Kaliumchlorid versetzte
Nahrlésung wieder abgelassen und das Organbad egenration des isolierten Organs
mit Tyrode beflllt werden. Nach einer Regeneratitiase von etwa dreil3ig Minuten
konnte das Praparat mit der bereits beschriebenalurichlorid — Losung erneut
kontrahiert werden, wodurch meist eine deutlichérétbis maximale Kontraktion erreicht

wurde und somit eine aussagekraftige Testung dest&8oz erfolgen konnte.

3.5.5 Terminales lleum

Das Praparat des terminalen lleums wurde Uber Bileerdrahthdkchen, welche an den
beiden Enden des Darmstiicks zuvor angebracht wovdesn, in die Aufhangevorrichtung
eingehangt (s. Kap. 3. 2. 5. und 3. 4. 2). Dabeiamebeachten, dass das jejunale Ende nach
oben und das caecale Ende nach unten orientieenwAnschliel3end konnte das so fixierte
Praparat in die Kammer mit der zuvor temperierteihfdsung eingetaucht werden. In
diesem Fall wurde mit einer Vorspannung von 4,9 gelrbeitet. Wahrend der etwa dreil3ig
— mindtigen Anpassungszeit wurde auch hier per tieln immer auf die definierte
Nulllinie am Kopp & Zonen Schreiber nachjustiert.

War eine konstante Bewegung des lleums gegebenewauth hier mit Hilfe einer
Schlauchklemme die N&ahrlésung Uber einen Schlauchlea Unterseite der Apparatur
abgelassen und eine zuvor bereitete Kaliumchloridésung in die Muskelkammer
eingeflllt. Im Falle des terminalen lleums verweaed®aan jedoch, im Unterschied zu Aorta
und Pulmonalis, eine sechzig millimolare Losunged®i diente ebenso der Vorkontraktion
des Organs, welche augenblicklich nach dem Befidles Organbads erfolgte und vom
Flatbed — Recorder aufgezeichnet wurde. Nach dini&ify Minuten stellte sich ein Plateau
an der Kurve, die der Schreiber durchgehend zeiehon@d somit eine hundert prozentige
Kontraktion des Darms ein. Nun konnte mit der kuattiuen Zugabe der Substanz — Lésung
begonnen werden. Wie bei samtlich anderen Versualaemuch hier darauf zu achten, dass

bei der Zugabe mit einer Finnpipette an stets deiclgen Stelle, mdglichst nahe dem
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Organ, weder das Organ selbst noch der Kraftwarmleihrt wurden, um ein Ausfahren

des Schreibers und ein Verfalschen der Ergebnisserhindern.

Nach jeweils finfundvierzig Minuten Wirkphase wuidener die nachst hohere Substanz —
Konzentration zugegeben und die Anderung der K&titnaskraft des Darms durchgehend

aufgezeichnet.

3.6 Testsubstanzen WHG 60T und WHG 70T

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde an den is@re@rganen der Meerschweinchen die
pharmakologische Wirkung der Substanzen WHG 60TWht{> 70T untersucht.

Diese beiden sowie weitere Testsubstanzen wurderDapartment fir Medizinische /
Pharmazeutische Chemie an der Universitat Wienhsyistert und von der Arbeitsgruppe

von Herrn Prof. Dr. Thomas Erker fur diese Diplobet zur Verfiigung gestellt.

Chemische und physikalische Eigenschaften der Testsubstanz WHG 60T

SubstanzcoddVHG 60T

Systematische Bezeichnung: N1-{2-[(4-fluorobenzothioyl)amino]phenyl}-4-fluord.-
benzolcarbothioamid

Molekulargewicht:384,47 g/mol

Farbe: gelb

WHG60T

Molecular Weight =384.47
Exact Mass =384
Molecular Formula =C20H14F2N2S2

Chemische und physikalische Eigenschaften der Testsubstanz WHG 70T
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SubstanzcoddVHG 70T
Systematische BezeichnudgMorpholino-2-phenoxy-1-ethanthion
Molekulargewicht237,32 g/mol

Farbe: weil3

WHG70T

Molecular Weight =237.32
Exact Mass =237
Molecular Formula =C12H15N0O2S

Untersucht wurde der Effekt der beiden Testsubstanauf die Herzmuskelpraparate
Papillarmuskel und rechter Vorhof sowie ihre Wirguawuf die glatte Muskulatur der Aorta,
der Arteria pulmonalis und des terminalen lleums.

Fur die Versuche wurde die erforderliche Menge aam#&ldsungen taglich frisch
zubereitet. Hierfur mussten die Testsubstanzen WBGI und WHG 70T in
Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost werden. Dabei wurdie Substanzeinwaage so gewahlt,
dass durch kumulative Zugabe der Stammlosung eimkstwffkonzentration von hundert
pumol/l im Organbad erreicht wurde. Um dies gewastde zu kbénnen, mussten bei der
Einwaage auch die unterschiedlichen Kammervolumiveche acht und flinfundzwanzig
Milliliter betrugen, miteinbezogen werden (s. Tahund Tab. 3).

Bei jedem Versuch wurden die so erhaltenen Stamun@ien | und Il der jeweiligen
Testsubstanz in funf Konzentrationsstufen verweneiet drei, zehn, dreil3ig und hundert
umol/l. Wie im Pipettierschema in Tab. 4 ersicHitjiovurde unter Verwendung von
Finnpipetten durch kumulative Injektion der Stamsoligen von zunachst ein, dann zwei,
sieben, zwanzig und zuletzt siebzig pl die erwitesthKonzentrationen im Organbad
erreicht. In einem Intervall von jeweils finfundsdg Minuten wurde so die Konzentration
der Testsubstanz in der Muskelkammer stufenweisadhér Diese Zeitspanne
gewéhrleistete, dass die Testsubstanzen in jederzdfdrationsstufe ihre Wirkungen
vollstandig entfalten konnten.
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Stammldsungen von WHG 60T

Einwaage an WHG 60T
Stammldsung Volumen Organbad
[100 pmol/l}/Organbad
I 8 mi 0,308 mg
I 25 ml 0,961 mg

Tab. 2 Stammlésungen WHG 60T bezogen auf 8 und 249 @rganbad. Einwaage WHG 60T gel6st in
100 pl DMSO

Stammlésungen von WHG 70T

Einwaage an WHG 70T
Stammldsung Volumen Organbad
[100 pmol/l}/Organbad
I 8 mi 0,185 mg
[l 25 ml 0,593 mg

Tab. 3 Stammlésungen WHG 70T bezogen auf 8 und 29 @rganbad. Einwaage WHG 70T gel6st in
100 pl DMSO
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Stufenweise Zugabe der dem jeweiligen Bad entsprehden Stammldsung bis zum

Erreichen der Endkonzentration von 100 umol/l im Oganbad

Zugegebende Menge Endkonzentration/Organbad
1l 1 pmol/l
2 ul 3 umol/l
7 ul 10 pmol/l
20 pl 30 pmol/l
70 pl 100 pmol/l

Tab. 4 Pipettierschema

3.7 Auswertung und Messgrof3en

3.7.1 Auswertung der Versuche an rechten Vorhofen

Beim Versuchspraparat des rechten Vorhofs wurdeAdigerung der Schlagfrequenz (f)
bestimmt, das heil3t als Messgrol3e diente die ArdahBchlage des Vorhofs pro Minute.
Um die Anderung der Schlagfrequenz moglichst gemamitteln zu konnen, war es
notwendig, die Parameter des Schreibers mit eirzzelen. Bei einem Papiervorschub von
funf Millimeter pro Sekunde entsprachen die aukeiRapierstrecke von sechs Zentimeter
aufgezeichneten Peaks der Anzahl der Schlage iff 8gkunden. Die Anzahl der Schlage
pro Minute erhielt man so durch die Multiplikationit dem Faktor finf. Von den so
erhaltenen Werten musste die LOsungsmittelwirkudig, von vorigen Arbeitsgruppen
ermittelt worden war, abgezogen werden.

Der erhaltene Kontrollwert wurde hundert Prozemdiayjigesetzt und die Messwerte, die
man nach jeweils funfundvierzig  Minuten  Einwirkzeitder jeweiligen

Testsubstanzkonzentration erhielt, dazu in RelajeEsetzt und als Prozentwerte ermittelt.
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3.7.2 Auswertung der Versuche an Papillarmuskeln

Die Versuche an den Papillarmuskeln dienten zutskdking einer positiv bzw. negativ
inotropen Wirkung der jeweiligen Testsubstanz aefrterzmuskelpraparate. Hierfir wurde
also die Anderung der Kontraktionskraff) ies Papillarmuskels, angegeben in Millinewton
(mN) als Messgrof3e, durch die kumulative Einwirkaleg Testsubstanz bestimmt.

Die mit Hilfe des Detektors auf dem Millimeterpapaufgezeichneten Amplituden wurden
zundchst mit einem Lineal abgemessen und die er®it Werte in Zentimeter
anschlieBend mit dem Eichfaktor des Kraftwandletstipliziert, um so die tatsachlichen
Grol3en zu erhalten.

Zuletzt wurde von den so ermittelten Werten die ungsmittelwirkung abgezogen, der
Kontrollwert als hundert Prozent angenommen unchd@hfolgenden Messwerte zu diesem

wieder in Relation gesetzt.

3.7.3 Auswertung der Versuche an glattmuskularen Prapara¢n

Bei der Auswertung der Versuchsreihen von Aortatea pulmonalis und terminales
lleum diente erneut die Kontraktionskraff) (in Millinewton (mN) als Messgrof3e. Um den
Einfluss der Testsubstanzen auf die Kontraktiorfskier jeweiligen Praparate feststellen zu
kénnen, war es notwendig, die prozentuelle AbnaklereKontraktionskraft bezogen auf
einen Kontrollwert zu berechnen.

Hierfir wurden wahrend der schon beschriebenen ihggs an Aorta, Arteria pulmonalis
und terminalem Illeum am Ausdruck des Schreibersijewene Zeitpunkte markiert, an
denen der Zusatz der verschiedenen Substanzkoatzemén erfolgte. Um die tatsachlichen
Werte in Millinewton zu ermitteln, wurde fir die Swertung der Abstand in Zentimeter
jener Punkte zur Nulllinie gemessen und danacledwltene Wert mit dem Eichfaktor des
Kraftwandlers multipliziert — wobei bei der Messumg finf Millivolt ein Zentimeter 0,98
mN entsprach. Zur Ermittlung des Kontrollwerts wairédnhand der aufgezeichneten
Kontraktionskurve der Abstand von der Plateaupimasdn der maximalen Vorkontraktion
zur Nulllinie herangezogen. Als Kontrollwert wurdkso jener Werte definiert, bei dem am
Ende der Plateauphase vor der ersten Substanzbgeyabils ,steady-state” — Bedingungen

herrschten.
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Von den erhaltenen Werten musste auch hier wieidek.@ungsmittelwirkung abgezogen
und die prozentuelle Abnahme der Kontraktionskdaftch die kumulative Einwirkung der

Testsubstanz gegentber dem Kontrollwert ermittadt werglichen werden.

3.8 Statistik

Zur statistischen Auswertung zog man die erhobemMdesswerte der einzelnen
Versuchsreihen heran.

Aus einer Anzahl von ,n* Versuchen wurden die an#tischen Mittelwerte und deren
Standardfehler (SEM = standard error of mean) bret und die Anderung der
MessgrofRen (Kontraktionskraft und Schlagfrequenz) Prozent ausgedriickt. In den
Tabellen wurde die Schlagfrequenz mit ,f* (frequgncdie Kontraktionskraft mit
(force of contraction) bezeichnet.

Um eine Aussage bezuglich der statistischen Slgmfi, also der Veranderungen durch die
Testsubstanzen im Vergleich zum Kontrollwert, gafzu kdnnen, wurde der Student — t —
Test fur gepaarte Beobachtungen  herangezogen. ¢€mdurkonnte  die
Irrtumswabhrscheinlichkeit P ermittelt werden. Banez Irrtumswahrscheinlichkeit von <
5% (P < 0,05) beziehungsweise < 1% (P < 0,01) wuntie Unterschiede als signifikant,
bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 0,1% (B,801) als hochsignifikant gesehen.
Um die Effekte der Testsubstanzen anschaulich ptigsen zu konnen, wurden die
statistisch ausgewerteten Daten der Versuche aphgchen Darstellung in Konzentration
— Wirkungskurven ubertragen. Auf die Ordinate wuardelie Anderungen der
Kontraktionskraft oder der Schlagfrequenz in Prozanfgetragen, wahrend auf der
Abszisse die verwendeten Konzentrationen der Testaoz in pmol/l logarithmisch
dargestellt wurden. Die Punkte entlang der Konzioin — Wirkungskurve geben den
arithmetischen Mittelwert aus n Versuchen, die ikakén Balken die Grol3e der
Standardfehler an.

Die EGy, (Effective Concentration 50%), die jene Konzembrat bei der die
Kontraktionskraft beziehungsweise die Schlagfrequeuaf die Halfte des Kontrollwertes
abgesunken ist, in mmol/l darstellt, wurde auf gisghem Weg aus der Konzentration —
Wirkungskurve ermittelt.
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4 Ergebnisse

4.1 Wirkung von WHG70T auf isolierte Meerschweinchen -
Organe

4.1.1 Wirkung von WHG70T auf die Schlagfrequenz des Vorhts

Der Einfluss der Testsubstanz WHG70T auf die Sdtdggenz des isolierten Vorhofes
wurde, wie in Kapitel 3. 5. 1. beschrieben, an finefschiedenen Pr&paraten in den
Konzentrationen 1, 3, 10, 30 und 100 pumol/l untensu

Nachdem zur Erzielung der maximalen Kontraktionkeae Vorspannung von 10,4 mN
angelegt worden war, musste eine konstante Schtpgfnz des Vorhofs erreicht werden.
Diese betrug nach Beriucksichtigung der Ergebnisssr dosungsmittelversuche
durchschnittlich 189 + 13,73 Schlage pro Minute wndde als hundert Prozent festgesetzt.
Die folgenden Frequenzanderungen wurden prozerdguetliesen Kontrollwert bezogen.
Die Testsubstanz WHG70T zeigte eine leicht positivonotrope Wirkung, wobei das
Ausmald der Schlagfrequenz — ErhOhung konzentratidréngig anstieg und erst bei einer
Konzentration von 100 pmol/l leicht absank. Das euget, dass im untersuchten
Konzentrationsbereich eine Zunahme der Schlagfrequeon 100 auf 108,54 + 5,70
Schlage pro Minute festgestellt werden konnte. Ddoige wurde keine E£g, also keine
Abnahme der Schlagfrequenz auf finfzig Prozentaegrollwertes, erreicht.

Die Anderung der Schlagfrequenz erwies sich innallef Konzentrationen als statistisch

nicht signifikant.

In Tabelle 5 sind die arithmetischen Mittelwerte 8ehlagfrequenz (f) pro Minute und ihre
Standardfehler (SEM) bei den Konzentrationen 118,30 und 100 pmol/l aus insgesamt

funf Versuchen sowohl in absoluten Zahlen als andProzentangaben angefuhrt.

Graphisch sind in Abb 4. die prozentuellen Verandgen der Schlagfrequenz des rechten
Vorhofs in Abhangigkeit der unterschiedlichen Kamzationen der Testsubstanz
WHGT70T, die in umol/l auf der Ordinate aufgetragémd, dargestellt. Auf der Abszisse

befinden sich die durchschnittlichen Anderungen 8ehlagfrequenz pro Minute, die
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vertikalen Balken entsprechen den Standardfehlé8&M) von den arithmetischen

Mittelwerten aus flunf unabhangigen Versuchsdurahfiigen.

Abb. 5 zeigt einen Ausschnitt der Originalaufnahmaie vom Schreibgeréat wahrend der

Versuche aufgezeichnet wurden. Anhand der Amplitadeahl innerhalb zwolf Sekunden,

was einer Laufstrecke von sechs Zentimetern ewtdprkonnte durch Multiplikation mit

dem Faktor funf die Schlagfrequenz pro Minute eettitverden.

Wirkung von WHG70T auf die Schlagfrequenz des rechdn VVorhofs

Konz. WHG70T
(umolf) f+ SEM (mN) f+ SEM (%) P
0 (Kontrolle) 189,00 + 13,73 160 -

1 192,00 + 8,89 102,98 £ 5,11 n. s.

3 197,00 + 8,00 105,95 + 6,19 n.s
10 205,00 +£8,51 110,28 + 7,60 n.s.
30 210,00 £ 10,12 112,73 £ 6,70 n. s.
100 203,00 £11,14 108,54 £ 5,70 n.s

Tab. 4 Arithmetische Mittelwerte und Standardfehler, ermittelt aus finf Versuchsdurchfiihrungen am

rechten Vorhof
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Konzentrations- Wirkungskurve von WHG70T auf den rechten Vorhof
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Abb. 4 Konzentrations- Wirkungskurve von WHG70T, emittelt aus finf Versuchsdurchfihrungen am

rechten Vorhof
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Schlagfrequenz des rechten Vorhofs unter Einflusson WHG70T
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Abb. 5 Ausschnitt aus der Originalaufzeichnung deiirkung von WHG7O0T in steigender

Konzentration auf die Schlagfrequenz isolierter rebter Vorhéfe, wobei die Konzentration der

Testsubstanz in flinfundvierzig — mindtigen Intervalen von 1, 3, 10 Gber 30 auf 100 umol/l erhéht

wurde.
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4.1.2 Wirkung von WHG70T auf die Kontraktionskraft des
Papillarmuskels

Zur Testung der Wirkung von WHG70T auf die Kontraktskraft des Herzens wurden funf
Versuche an isolierten Papillarmuskeln von Meersihahen durchgefihrt, die in Kap. 3.
5. 2. ndher beschrieben sind. Auch hier erfolgtgimfundvierzig minutigen Abstéanden die
Substanzzugabe in der steigenden Konzentration, 1,03 30 und 100 pmol/l. Zuvor
mussten die isolierten Organe jedoch mithilfe vdekteischen Reizen zur Kontraktion
angeregt und ein Erreichen einer konstanten Laegddntraktionsamplituden abgewartet
werden. Diese Kontrollmessungen ergaben nach Abdeg Ergebnisse aus den
Losungsmittelversuchen einen durchschnittlichentWen 1,31 + 0,4 mN, der als hundert
Prozent angenommen wurde.

WHG70T zeigte eine negativ inotrope Wirkung, wobeie stufenweise erfolgte
Konzentrationserhbhung von 3 auf 30 pmol/l inteaessweise in diesem
Konzentrationsbereich beinahe keine Veranderungden Kontraktionskraft bewirkte,
sondern jene erst wieder bei einer Substanzkoratetrvon 100 pmol/l vermindert wurde.
Da die negativ inotrope Wirkung von WHG70T nur @ine im getesteten
Konzentrationsbereich - maximalen Wert von 0,86,270mN erreichte, der 64,66 + 1,80
Prozent entspricht, konnte auch bei den Versuche®apillarmuskel keine Egermittelt
werden.

Statistisch erwies sich die Wirkung von WHG70T dig isolierten Papillarmuskeln als

signifikant, bei einem Konzentrationsbereich vol® 0nol/l sogar als hochsignifikant.

Tab. 5 zeigt die arithmetischen Mittelwerte der Anchgen der Kontraktionskraft.fder
Papillarmuskeln als auch deren Standardfehler (SEMJeben in mN und Prozent; auch

hier wurden die Ergebnisse aus insgesamt funf uirapben Versuchen ermittelt.

In der graphischen Darstellung der negativ inotmogérkung von WHG70T in Abb. 6 ist
besonders gut zu erkennen, dass die kumulativehtu@aler Substanzkonzentration keine
lineare  Verminderung der Kontraktionskraft  bewirkt,sondern dass im
Konzentrationsbereich von 3 bis 30 umol/l fast keWferanderung der Kontraktionskraft
auftritt, sondern diese erst wieder bei einer Kotrz¢ion von 100 pmol/l absinkt. Die
Ordinate gibt die steigenden Konzentrationen destsSidbstanz, die Abszisse die Anderung

der Kontraktionskraft der Papillarmuskeln wieder.
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Die durch die Testsubstanz ausgeloste Verkleinerdag Kontraktionsamplitude, die
wéahrend der Versuchsdurchfihrungen vom Detektor gengfichnet wurde, st

ausschnittsweise in Abb. 7 angefihrt.

Wirkung von WHG70T auf die Kontraktionskraft des Papillarmuskels

Konz. WHG70T
(umolf) fc £ SEM (mN) £+ SEM (%) P
0 (Kontrolle) 1,31 +0,40 100 -
1 1,22+0,41 90,55 + 3,01 < 0,05
3 1,12+0,42 80,19 +£5,93 < 0,05
10 1,14+ 0,44 80,32 + 6,54 <0,05
30 1,12+0,41 79,91 +4,55 < 0,05
100 0,86 + 0,27 64,66 + 1,80 < 0,001

Tab. 5 Arithmetische Mittelwerte und Standardfehler, ermittelt aus finf Versuchsdurchfiihrungen am

isolierten Papillarmuskel
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Konzentrations- Wirkungskurve von WHG70T auf den Paillarmuskel
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Abb. 6 Konzentrations- Wirkungskurve von WHG70T, emittelt aus finf Versuchsdurchfiihrungen am

isolierten Papillarmuskel
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Kontraktionskraft des Papillarmuskels unter Einfluss von WHG70T
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Abb. 7 Ausschnitt aus der Originalaufzeichnung deWirkung von WHG70T in steigender
Konzentration auf die Kontraktionskraft isolierter Papillarmuskeln, wobei die Konzentration der
Testsubstanz in flinfundvierzig — mindtigen Intervalen von 1, 3, 10 Gber 30 auf 100 umol/l erhéht

wurde.
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4.1.3 Wirkung von WHG70T auf die Kontraktionskraft der Ar teria
pulmonalis

In finf Versuchen wurde der Einfluss der Testsubst&WHG70T auf die Kontraktionskraft
der glatten Muskulatur der Arteria pulmonalis ustmht. Wie im Kapitel 3. 5. 3.
beschrieben, musste eine maximale Vorkontraktion @efalRmuskel erfolgen, um das
Ausmald der Kontraktionsabnahme bestimmen zu koridies. geschah mit einer neunzig
millimolaren Kaliumchloridlosung. Nach Erreichen sdegsteady state* erfolgte die
kumulative Substanzzugabe im flnfundvierzig MinuterRhythmus. Der Abstand der
Plateauphase zur Nulllinie in Zentimetern wurde ®®8 multipliziert, um Werte in
Millinewton zu erhalten, und als hundert Prozerdearommen. Dieser Kontrollwert betrug
durchschnittlich 13,80 = 1,49 mN und wurde als Vedpswert zur Bestimmung der
prozentuellen Abnahme der Kontraktionskraft durehTestsubstanz herangezogen.

Die Kontraktionskraft der glatten Muskulatur dertéra pulmonalis wurde durch die
Substanz WHG70T nur aul3erst geringfugig verringadass selbst bei einer Konzentration
von hundert umol/l keine Eg erreicht werden konnte. Die Irrtumswahrscheinlahkag
bei den ersten vier Konzentrationen unter funf Pnbzbei der héchsten Konzentration
sogar unter ein Prozent; die ermittelten Werte konmnlaher als signifikant bzw. als

hochsignifikant angesehen werden.

In Tab. 6 sind die arithmetischen Mittelwerte denitaktionskraft (), ermittelt aus funf
Versuchen, in Millinewton und Prozent sowie derégan8ardfehler und deren statistische

Signifikanz angefihrt.

Abb. 8 stellt die Konzentration — Wirk — Beziehuggaphisch dar, wobei deutlich
erkennbar ist, dass WHG70T kaum Wirkung auf die tkaktionskraft der glatten
Muskulatur der Pulmonalarterien besitzt. Der Eis$luder Testsubstanz lasst sich auch
durch Erhéhung der Substanzkonzentration nur umtiede steigern: Im
Konzentrationsbereich 1 — 30 umol/l ist die AbnaldaeKontraktionskraft sogar so gering,
dass die Konzentrations — Wirkungskurve beinahe &erade darstellt, und auch in der
hochsten getesteten Konzentration von hundert pimdie Verringerung der

Kontraktionskraft nur einen Prozentwert von 16,44ieht.
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Auch die Kontraktionskurve in Abb. 9, die wahrendineen der funf
Versuchsdurchfiihrungen aufgezeichnet wurde, zeigtlidh dass die Testsubstanz auch bei
Steigerung der Konzentration keine merkliche Veeming in der Kontraktionskraft

bewirkt, sondern diese erst im letzten und hochi€tarzentrationsbereich deutlich wird.

Wirkung von WHG70T auf die Kontraktionskraft der Ar teria pulmonalis

Konz. WHG70T
(umoll) fo £ SEM (mN) f + SEM (%) P

0 (Kontrolle) 13,80 +£1,49 160 -
1 13,46 + 1,44 97,60 + 0,56 < 0,05

3 13,28 + 1,43 96,36 + 1,14 <0,05
10 13,31 +1,36 96,80 + 1,52 < 0,05
30 12,94 + 1,28 94,36 + 1,70 < 0,05
100 11,50 +1,18 83,56+ 1,65 < 0,001

Tab. 6 Arithmetische Mittelwerte und Standardfehler, ermittelt aus funf Versuchsdurchfiihrungen an

der isolierten Arteria pulmonalis
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Konzentrations- Wirkungskurve von WHG70T auf die Arteria pulmonalis
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Abb. 8 Konzentrations- Wirkungskurve von WHG70T, emittelt aus funf Versuchsdurchfiihrungen an

der isolierten Arteria pulmonalis
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Kontraktionskraft der glatten Muskulatur von Pulmon alarterien unter Einfluss von
WHG70T

100 pmol/-

30 umol/t-

10 pmol/-

3 umol/t-

45 Minuten

1 pmol/-

«— 0 — Punkt

<+“—>
1 mN

Abb. 9 Originalaufzeichnung der Wirkung von WHG70T in steigender Konzentration auf die
Kontraktionskraft isolierter Arteria pulmonalis - P raparaten, wobei die Konzentration der
Testsubstanz in finfundvierzig — mindtigen Intervalen von 1, 3, 10 tber 30 auf 100 pmol/l erhdht

wurde.
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4.1.4 Wirkung von WHG70T auf die Kontraktionskraft der is olierten
Aorta

Bei dieser Untersuchung wurde der Einfluss der sidstanz WHG70T auf die
Kontraktionskraft der isolierten Aorta an funf uhdingigen Versuchsdurchfihrungen
ermittelt (siehe Kap. 3. 5. 4). Vor der kumulativ&uigabe der Testsubstanz in den
Konzentrationen 1, 3, 10, 30 und 100 pumol/l mugstes Praparat mit einer neunzig
millimolaren Kaliumchlorid — LOsung maximal vorkeahiert werden, um so den
relaxierenden Effekt von WHG70T auf die glatte @efduskulatur der Aorta feststellen zu
konnen. Wahrend des gesamten Versuchsablaufes wudthehier jegliche Verénderung in
der Kontraktionskraft mit Hilfe eines Schreibersige dokumentiert.

Nach Multiplikation des Abstandes von der maximalankontraktion bis zur Nulllinie in
Zentimetern mit dem Eichfaktor 0,98 ergab sich Mistelwert der Versuchsreihe eine
Kontraktionskraft von 8,96 + 1,83 mN, wobei die &bgisse der Losungsmittelversuche
bereits berucksichtigt sind.

WHG70T zeigte kaum relaxierende Wirkung auf die @&Befiuskulatur der Aorta — in den
niedrigen Konzentrationsbereichen war sogar ein ingirgiger Anstieg der
Kontraktionskraft um 2,23 Prozent zu verzeichneglb& bei einer Konzentration von 30
pmol/l war nur eine aufRerst minimale Relaxierung @efal3muskulatur um 0,76 Prozent
erkennbar, die auch bei weiterer Konzentrationgstang nicht deutlicher wurde, sodass
sich nur die Werte ermittelt bei einer Konzentmatimn 100 pmol/l als signifikant erweisen.

Die aus funf Versuchsdurchfihrungen erhaltenen hragtischen Mittelwerte der
Kontraktionskraft (f) sind in Tab. 7 in mN und in Prozentwerten angefigbenso wie die
daraus berechneten Standardabweichungen und lwiimscheinlichkeiten.

Abb. 10 stellt die Ergebnisse der Versuchsreihdansolierten Aorta graphisch dar. Darin

ist deutlich zu erkennen, dass WHG70T kaum Einflugsdie Kontraktionskraft der glatten

Muskulatur der Aorta ausubt, sondern die Konzeiatnat— Wirkungskurve beinahe linear

verlauft. Erst in einem Konzentrationsbereich v@énts 100 pmol/l scheint eine leichte

Relaxierung der GefalRe aufzutreten, die jedochsougering ausfallt, dass wie auch schon
bei der Auswertung der Versuche an der Arteria pulatis keine Egy ermittelt werden

kann.
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In Abb. 11 st eine Originalaufzeichnung, stellvetend fir alle funf
Versuchsdurchfihrungen dargestellt. Auch anhandedieKurvenverlaufs wird deutlich,
dass ein Einfluss von WHG70T auf die Kontraktildigr Aorta kaum erkennbar ist.

Wirkung von WHG70T auf die Kontraktionskraft der Ao rta

Konz. WHG70T
(amoll) fo £ SEM (mN) f + SEM (%) P
0 (Kontrolle) 8,96 +1,83 160 e
1 9,03 +1,82 101,05 + 0,68 n.s.
3 9,04 +1,85 100,29 + 0,70 n.s.
10 9,14 +1,85 102,23 + 1,45 n.s.
30 8,86 +1,79 99,24 + 1,76 n.s.
100 8,30 +1,28 92,56 + 1,28 <0,05

Tab. 7 Arithmetische Mittelwerte und Standardfehler, ermittelt aus funf Versuchsdurchfiihrungen an

der isolierten Aorta
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Konzentrations- Wirkungskurve von WHG70T auf die Aorta
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Abb. 10 Konzentrations- Wirkungskurve von WHG70T, emittelt aus finf Versuchsdurchfiihrungen an

der isolierten Aorta
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Kontraktionskraft der glatten Muskulatur der Aorta unter Einfluss von WHG70T

100 pmol/-
30 pmol/t-
10 pmol/~ §
3 umol/- i A
[ 45 Minuten
1 pmol/- v
« 0 — Punkt
“«—>
1 mN

Abb. 11 Originalaufzeichnung der Wirkung von WHG7O0T in steigender Konzentration auf die
Kontraktionskraft isolierter Aorta - Préparaten, wo bei die Konzentration der Testsubstanz in

funfundvierzig — minutigen Intervallen von 1, 3, 10uber 30 auf 100 pmol/l erhéht wurde.
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4.1.5 Wirkung von WHG70T auf die Kontraktionskraft des isolierten
terminalen lleum

Auch die Wirkung von WHG70T auf die Kontraktilitdes isolierten Diinndarms wurde an
insgesamt funf Versuchen in den Konzentratione®, 1,0, 30 und 100 pumol/l untersucht.
Der detaillierte Versuchsablauf ist in Kapitel 355 beschrieben.

Um Veranderungen der Kontraktilitdt unter dem Eisfl der Testsubstanz beurteilen zu
konnen, war eine Vorkontraktion der Préparate msitteiner sechzig millimolaren
Kaliumchlorid — Lésung notwendig. Diese maximale nigiaktionskraft, die durch die
Vorkontraktion erreicht wurde, betrug im Mittel aden funf Versuchen 11,3 = 1,50 mN
und wurde als hundert Prozent definiert. Mit diesefontrollwert wurden die
Veranderungen der Kontraktilitdt unter dem Einflues WHG70T, dessen Konzentration
alle finfundvierzig Minuten erhéht wurde, vergliche

Im Konzentrationsbereich von 1 bis 10 umol/l Telstsanz sank die Kontraktionskraft des
Dunndarms sukzessive mit jeder Konzentrationsenghum jeweils etwa zwei bis drei
Prozent. Erst bei einer Konzentration von 30 pmetdrde die Kontraktilitdt statistisch
signifikant um 14,17 Prozent verringert und erreacim der hochsten Konzentrationsstufe
ihr Minimum von 67,64 £+ 2,23 Prozent mit einer urrtswahrscheinlichkeit kleiner ein

Prozent.

In Tab. 8 sind die aus funf Versuchen am termindleam erhaltenen arithmetischen
Mittelwerte der Kontraktionskraft {f und ihre Standardfehler (SEM) in mN und Prozent

angefuhrt.

In der graphischen Darstellung in Abb. 12 wird tlebt dass - analog zu den beiden
anderen untersuchten glattmuskularen Organen - VOHAG7in den ersten

Konzentrationsstufen auch auf den isolierten Durmd&aum Veranderungen in der
Kontraktilitat hervorruft. Obwohl bei den Testkonzetion von 30 und 100 pmol/l der
Einfluss der Testlosung auf die Kontraktilitdt desminalen lleum wesentlich starker
ausfallt als der auf Aorta und Pulmonalis, ist Alenahme der Kontraktionskraft auch hier

noch zu gering, um eine Bgerreichen zu kénnen.
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In Abb. 13 findet sich eine Aufzeichnung Uber dier&éhderung der Kontraktilitat, die
wahrend des Versuchsablaufes vom Schreiber detektiede, wieder.

Wirkung von WHG70T auf die Kontraktionskraft des terminalen lleums

Konz. WHG70T
(umolf) fc £ SEM (mN) £+ SEM (%) P
0 (Kontrolle) 11,3 £1,50 100 e
1 10,99 + 1,62 96,65+ 1,17 n. s.
3 10,95+1,73 95,69 + 2,58 n.s.
10 10,70 + 1,59 93,94 + 2,12 n. s.
30 9,73+1,35 85,83 +2,44 < 0,05
100 7,75 +1,27 67,64 £ 2,23 < 0,001

Tab. 8 Arithmetische Mittelwerte und Standardfehler, ermittelt aus finf Versuchsdurchfiihrungen am

isolierten lleum
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Konzentrations- Wirkungskurve von WHG70T auf das teminale lleum
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Abb. 12 Konzentrations- Wirkungskurve von WHG70T, emittelt aus finf Versuchsdurchfiihrungen

am isolierten terminalen lleum
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Kontraktionskraft der glatten Muskulatur des termin alen lleum unter Einfluss von
WHG70T

100 pmol/-
30 pmol/t-
10 pmol/-~
3 umol/t-
45 Minuten
1 pmol/-
) ~  « 0—Punkt
«—>
1 mN

Abb. 13 Originalaufzeichnung der Wirkung von WHG7O0T in steigender Konzentration auf die
Kontraktionskraft isolierter lleum - Praparaten, wo bei die Konzentration der Testsubstanz in

funfundvierzig — mintigen Intervallen von 1, 3, 10tber 30 auf 100 pmol/l erhéht wurde.
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4.2 Wirkung von WHGG6O0T auf isolierte Meerschweinchen -
Organe

4.2.1 Wirkung von WHGG6O0T auf die Schlagfrequenz des Vorhts

Zur Untersuchung des Einflusses von WHG60T auf Sahlagfrequenz des rechten
Vorhofes war die Testung an nur vier Praparatenearend, da die erhaltenen Messdaten
kaum Schwankungen unterworfen und gut reproduzievagen.

Zu Beginn jeder Versuchsdurchfuihrung stand die Kdiphase, in der sich das Vorhof —
Praparat an die Versuchsumgebung gewdhnen konntt das Einstellen einer
gleichbleibende Schlagfrequenz abgewartet wurdesdbetrug im Mittel 235,25 + 18,75
Schlage pro Minute und wurde als Kontrollwert mindert Prozent angenommen. Danach
konnte mit der kumulativen Zugabe der Testsubst@gonnen werden.

Bei allen vier Versuchsdurchfilhrung musste die Urastjedoch vorzeitig abgebrochen
werden, da unabhéngig voneinander jedes der viehofo- Praparate bei Zugabe einer

zehn pmolaren Testlosung nach wenigen Minuten paaanaktivitat einstellte.

Daher kbnnen in Tab. 9 die arithmetischen Mitteteveter Schlagfrequenz (f) pro Minute
und ihre Standardfehler (SEM) nur bei den Konzeiotnen 1 und 3 pmol/l in absoluten
Zahlen und in Prozentangaben angefiihrt werden, indibeermittelten Daten in beiden

Konzentrationen als statistisch signifikant gelten.

Die stark negativ chronotrope Wirkung von WHGG60TssE sich in der Dosis —
Wirkungskurve in Abb. 14 deutlich erkennen. Beiesin Konzentrationsbereich von 1
pmol/l sinkt die Schlagfrequenz zunachst um 5,35®urch Steigerung der
Testkonzentration um 2 pmol/l verdreifacht sich degativ chronotrope Wirkung, die
Frequenzabnahme erreicht einen prozentuellen Want 15,86 und fallt bei weiterer
Erh6éhung der Konzentration auf 10 pumol/l nach wenid/inuten rapide ab. Besonders
deutlich wird der massive Einfluss von WHGG6E0T aig 8chlagfrequenz dadurch, dass die
ECso, in der Grafik mit Hilfe der punktierten Linien raittelt, bereits bei einer

Konzentration von 4,85 pmol/l erreicht wird.
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Abb. 15 zeigt einen Ausschnitt der vom Schreibeigezeichneten Frequenzamplituden
wahrend der Kontrollphase sowie bei den Konzemtnath von 1, 3 und 10 pmol/l.

Wirkung von WHGG60T auf die Schlagfrequenz des rechdn VVorhofs

Konz. WHG60T
f+ SEM (mN) f+ SEM (%) P
(umol/1)
0 (Kontrolle) 235,25 +18,75 00 0 e
1 223,75 + 18,53 94,65 + 0,60 <0,05
3 200,00 + 18,82 84,32 +2,19 < 0,05
10 0 o -

Tab. 9 Arithmetische Mittelwerte und Standardfehler, ermittelt aus vier Versuchsdurchfiihrungen am

rechten Vorhof
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Konzentrations- Wirkungskurve von WHG60T auf den rechten Vorhof
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Abb. 14 Konzentrations- Wirkungskurve von WHG60T, emittelt aus vier Versuchsdurchfihrungen am

rechten Vorhof
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Schlagfrequenz des rechten Vorhofs unter Einflusson WHGG0T

12 Sekunden

P »
<« »

«— Kontrolle

«— 1 pmol/l

«— 3 umol/l

Abb. 15 Ausschnitt aus der Originalaufzeichnung deWirkung von WHGG60T in steigender
Konzentration auf die Schlagfrequenz isolierter rebter Vorhofe, wobei die Konzentration der

Testsubstanz in finfundvierzig — minutigen Intervalen von 1 tber 3 auf 10 pmol/l erhéht wurde.
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4.2.2 Wirkung von WHG6O0T auf die Kontraktionskraft des
Papillarmuskels

Um den Einfluss von WHG6O0T auf die Kontraktionskrdés Papillarmuskels untersuchen
zu kénnen, wurden in finf Versuchen steigende Destlntrationen der Elektrolytlésung,
in der sich das isolierte Muskel — Préaparat befagjesetzt. Die Zugabe der Testlosung
konnte erst erfolgen, nachdem die Organe mit etekten Reizen zur Kontraktion angeregt
worden waren und die Kontraktionsamplituden eineskante Lange aufwiesen. Der genaue
Versuchsablauf ist in Kap. 3. 5. 2. beschrieben.

Der aus den Kontrolimessungen ermittelte Durchstdwert von 2,33 = 0,21 mN wurde als
hundert Prozent festgesetzt und diente als Bezugdiienachfolgende Anderungen der
Kontraktionskraft durch die Testsubstanz WHGG60T.edi zeigte bereits bei einer
Konzentration von 1 pumol/l eine negativ inotroperkMng, die Kontraktionskraft nahm um
20,79 = 3,97 Prozent ab. Die Abnahme der Kontrakkoaft setzte sich bei weiterer
Zugabe der Testlésung beinahe linear fort und @rteibereits bei einer Konzentration von
10 pmol/l ein Maximum von 67,25 + 1,37 Prozent. Behohung der Testmenge auf 30
pmol/l traten sofort unkoordinierte Kontraktiongfuenzen auf und nach wenigen Minuten
musste der Versuch beendet werden, da der Papikdkehseine Kontraktionskraft vollig

verloren hatte.

Wie in Tab. 10 ersichtlich gelten die aus funf \(missansatzen ermittelten Werte als
statisch signifikant bzw. bei einer KonzentratioonvlOumol/l sogar als hochsignifikant.
Aufgrund der stark negativ inotropen Wirkung von W60T konnten bei héheren
Konzentrationen keine Werte ermittelt werden, da @&apillarmuskeln in allen funf
Versuchen bei einer Konzentration von 30 pmol/Im&arzer Zeit ihre Kontraktionen

einstellten.

Die Konzentrations — Wirkungskurve von WHG60T awndPapillarmuskel in Abb. 16
zeigt die fast lineare Abnahme der Kontraktiongkeafter Einfluss der Testsubstanz, die
ECso wurde bei einer Konzentration von genau 3 pmal8 der graphischen Darstellung

ermittelt.
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In Abb. 17 ist ein Ausschnitt der - zwecks exaktex&ermessung bei zwanzig mV
durchgefuhrter - Aufzeichnung des Detektors dasgistdie deutlich die durch die

Testsubstanz hervorgerufene Verkleinerung der Aogi zeigt.

Wirkung von WHGG60T auf die Kontraktionskraft des Papillarmuskels

Konz. WHG60T
fc £ SEM (mN) f + SEM (%) P
(umol/1)

0 (Kontrolle) 2,33 £0,21 100 -
1 1,85+0,19 79,21 + 3,97 <0,05
3 1,18 + 0,17 50,05 £ 4,55 <0,05
10 0,77 £ 0,09 32,75+ 1,37 < 0,001
30 0 o -

Tab. 10 Arithmetische Mittelwerte und Standardfehle, ermittelt aus funf Versuchsdurchfihrungen am

isolierten Papillarmuskel
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Konzentrations- Wirkungskurve von WHGG60T auf den Paillarmuskel

25 1

on R
o al o
I I I

Abnahme der Kontraktionskraft (%)
4
a1

-100 -

0 1 3 10 30

Konz.(umol/l)

Abb. 16 Konzentrations- Wirkungskurve von WHG60T, emittelt aus funf Versuchsdurchfiihrungen

am isolierten Papillarmuskel

59



Ergebnisse

Kontraktionskraft des Papillarmuskels unter Einfluss von WHG60T
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Abb. 17 Ausschnitt aus der Originalaufzeichnung deirkung von WHGG6O0T in steigender
Konzentration auf die Kontraktionskraft isolierter Papillarmuskeln, wobei die Konzentration der
Testsubstanz in funfundvierzig — mindtigen Intervalen von 1, 3, 10 tber 30 auf 100 pmol/l erhdht

wurde.
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4.2.3 Wirkung von WHGG6O0T auf die Kontraktionskraft der Ar teria
pulmonalis

An der Arteria pulmonalis wurde die Testsubstanz®®AT in den Konzentrationen 1, 3,
10, 30 und 100 pmol/l an insgesamt fiunf Prapargttestet, um Auswirkungen auf die
Kontraktionskraft feststellen zu kénnen. Auch haeiolgte die kumulative Substanzzugabe
in funfundvierzig — mindtigen Intervallen, wobeivar eine maximale Vorkontraktion mit
Hilfe einer neunzig millimolaren Kaliumchloridlésgrerfolgte und das Einstellen einer
Plateauphase abgewartet wurde (s. Kap. 3. 5. 33. BPreeichen dieses ,steady state”
entsprach der maximalen Kontraktion und wurde mitdert Prozent angenommen.

Unter dem Einfluss von WHG60T war bei einer Konratn von 1 pmol/l eine
Relaxation der Gefal3muskulatur der Pulmonalartesre11,15 + 1,98 % zu erkennen. Bei
weiterer Konzentrationssteigerung nahm das Ausmafd RElaxation deutlich zu und
erreichte bei der Endkonzentration von 100 pmahiee prozentuellen Wert von 89,38 +
3,58.

Wie in Tab. 11 ersichtlich waren die Messergebnisseden Konzentrationen 1 und 3

pmol/l signifikant, bei den Konzentrationen von 30,und 100 pumol/l hochsignifikant.

In Abb. 18 ist zur Veranschaulichung der WirkungaW&/HG60T die Konzentrations —
Wirkungskurve dargestellt. An dieser ist auch Zkeenen, dass in dem flinfundvierzig —
minutigen Messzyklus bei einer Konzentration vagunr3ol/l die Kontraktionskraft um mehr

als funfzig Prozent sinkt, die E@wurde bei einer Konzentration von 4,879 pumol/ewmint.

An der Originalaufzeichnung in Abb. 19 wie auchder Dosis — Wirkungskurve, ist zu
erkennen, dass die Kontraktionskraft im Konzertregbereich 1 — 30 pmol/l stark absinkt.
Ab einer Konzentration von 30 umol/l ist die Relas@a der Gefallmuskulatur weniger
massiv, sodass die Kurve, die wahrend eines Vessibtdwfes vom Schreiber aufgezeichnet
wurde, in den letzten beiden Konzentrationsber@iceitlich abflacht.
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Wirkung von WHGG60T auf die Kontraktionskraft der Ar teria pulmonalis

Konz. WHGG60T
(umolf) fc £ SEM (mN) £+ SEM (%) P

0 (Kontrolle) 11,88 £1,10 100 e
1 10,58 + 1,08 88,85 +1,98 < 0,05

3 6,97 +1,25 58,42 + 7,88 < 0,05
10 3,42+0,91 28,61 +6,70 < 0,001
30 1,88 + 0,60 15,74 + 4,42 < 0,001
100 1,24 +0,42 10,62 + 3,58 < 0,001

Tab. 11 Arithmetische Mittelwerte und Standardfehle, ermittelt aus fiinf Versuchsdurchfiihrungen an

der isolierten Arteria pulmonalis
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Konzentrations- Wirkungskurve von WHGG60T auf die Arteria pulmonalis
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Abb. 18 Konzentrations- Wirkungskurve von WHGG60T, emittelt aus finf Versuchsdurchfiihrungen an

der isolierten Pulmonalarterie
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Kontraktionskraft der glatten Muskulatur der Arteri a pulmonalis unter Einfluss von
WHG60T

100 pmol/l—
//,
30 pmol/l—
10 pmol/l—
3umoll— £ A
45 Minuten
1 pmol/l— v
«— 0 — Punkt
«—>
1 mN

Abb. 19 Originalaufzeichnung der Wirkung von WHGGEOT in steigender Konzentration auf die
Kontraktionskraft isolierter Arteria pulmonalis - P raparaten, wobei die Konzentration der
Testsubstanz in funfundvierzig — mindtigen Intervalen von 1, 3, 10 tber 30 auf 100 pmol/l erhdht

wurde.
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4.2.4 Wirkung von WHG6O0T auf die Kontraktionskraft der is olierten
Aorta

Um einen relaxierenden Effekt von WHG60T auf diatighuskularen Gefalie vom Typ der
Aorta feststellen zu kénnen, wurde die Substardeimsteigenden Konzentrationen 1, 3, 10,
30 und 100 pmol/l an finf unabhangigen isoliertemt& — Praparaten getestet.

In &hnlicher Weise wie bei der VersuchsdurchfihrangArteria pulmonalis — Préaparaten
musste auch hier nach einer vorangegangenen Anpggshase das isolierte Organ
maximal vorkontrahiert und das Erreichen einer ddlaphase abgewartet werden. Die
genaue Versuchsdurchfihrung ist in Kap. 3. 5. dilliett beschrieben.

Als Kontroll- und definierter 100% - Wert wurde ddlittelwert aus allen finf Versuchen
mit 11,76 £ 1,11 gemessen. Anhand dieses Wertesdih eine prozentuelle Abnahme der
Kontraktionskraft der glatten Muskulatur unter Hiiss von WHG6E0T ermitteln.

Bereits ab 1 umol/l WHG60T war eine leichte Relatatler Aorta erkennbar, die mit jeder
Erh6éhung der Menge an Testsubstanz geringflugigar&tswurde. Beispielsweise konnte
durch Konzentrationssteigerung von 3 auf 10 umdid Kontraktionskraft um etwa
vierzehn Prozent verringert werden, eine weiteredk&fachung der Konzentration auf 30
umol/l brachte eine Abnahme um etwa sechzehn Prozeach Abwarten von
funfundvierzig Minuten bei einer Konzentration vof00 pmol/l erreichte die
Kontraktionskraft der Aorta das durchschnittlichenlvhum von 40, 12 + 4,87 %.

In Tab. 12 sind die arithmetischen Mittelwerte Hentraktionskraft (f), ermittelt aus funf
Versuchen, in Millinewton und Prozent sowie der¢an8ardfehler und deren statistische
Signifikanz angefuhrt. Die ermittelten Werte geltarden ersten drei Konzentrationsstufen
als signifikant, bei den Konzentrationsstufen vorudd 100 pmol/l als hochsignifikant.

Die Dosis — Wirkungskurve in Abb. 20 zeigt, dasseater Konzentration von 3 pmol/l die
stufenweise Erh6hung der Testkonzentration von WBHIG&Ine jeweils annéhernd gleiche
Verringerung der Kontraktionskraft bewirkt, sodalss Kurve im Konzentrationsbereich 3
bis 100 pmol/l beinahe eine Gerade darstellt. DigoRvird bei einer Konzentration von

43,5 umol/l erreicht.
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Abb. 21 zeigt einen der finf vom Schreiber detetaie Kontraktionsverlaufe, der wahrend
eines Versuchsablaufes aufgezeichnet wurde undEmmittlung der durchschnittlichen

Messergebnisse herangezogen wurde.

Wirkung von WHGG60T auf die Kontraktionskraft der Ao rta

Konz. WHGG60T
(umolf) fc £ SEM (mN) £+ SEM (%) P

0 (Kontrolle) 11,76 +1,11 100 -
1 11,01 + 1,06 93,64 + 1,05 < 0,05

3 9,97 £ 0,99 84,79 + 2,73 <0,05
10 8,27 +£0,97 70,19 + 3,88 <0,05
30 6,38 £ 0,70 54,45 + 3,23 < 0,001
100 4,61 +0,54 40,12 + 4,87 < 0,001

Tab. 12 Arithmetische Mittelwerte und Standardfehle, ermittelt aus fiinf Versuchsdurchfiihrungen an

der isolierten Aorta
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Konzentrations- Wirkungskurve von WHGG60T auf die Aorta
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Abb. 20 Konzentrations- Wirkungskurve von WHG60T, emittelt aus finf Versuchsdurchfiihrungen an

der isolierten Aorta
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Kontraktionskraft der glatten Muskulatur der Aorta unter Einfluss von WHGG60T

100 pmol/-

30 umol/A-

10 pmol/-

3 umol/-

45 Minuten

1 pmol/-

«— 0 - Punkt

Abb. 21 Originalaufzeichnung der Wirkung von WHGGEOT in steigender Konzentration auf die
Kontraktionskraft isolierter Aorta - Préparaten, wo bei die Konzentration der Testsubstanz in

funfundvierzig — minutigen Intervallen von 1, 3, 10uber 30 auf 100 pmol/l erhéht wurde.
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4.2.5 Wirkung von WHGG6O0T auf die Kontraktionskraft des isolierten
terminalen lleum

Zur Feststellung des Einflusses von WHG60T auf glate Muskulatur des terminalen
lleums wurde die Substanz in den Konzentratione, 11,0, 30 und 100 pmol/l an funf
Meerschweinchendarm — Préparaten getestet.

Um einen eventuell relaxierenden Effekt der Testgryz erkennen zu kdnnen, war eine
maximale Vorkontraktion der Organe notwendig, wasHhtilfe einer sechzig millimolaren
Kaliumchloridlésung erfolgte. Diese maximale Komtian der glattmuskularen Praparate
diente als Kontrollwert, mit dem nachfolgende Andweyen in der Kontraktionskraft durch
die Testsubstanz in Relation gesetzt werden kon(gemaue Versuchsdurchfiihrung s. Kap.
3.5.5).

Schon ab der ersten Testkonzentration von 1 pinefann die Kontraktionskraft drastisch
zu sinken, bei einer Konzentration von 3 pmol/ltératdie Darmpraparate bereits siebzig
Prozent ihrer Kontraktionskraft eingebf3t. Bei wrt Konzentrationserhéhung ging auch
das noch verbleibende Kontraktionsvermdgen ver|lagedass die Organe in den zwei- und
dreistelligen Konzentrationsbereichen vollstanaigxiert waren.

Aufgrund der stark relaxierenden Wirkung von WHG6ATF das terminale lleum erhalt
man bei der prozentuellen Auswertung der Versudisne in den letzten drei
Konzentrationsbereichen negative Werte, wobei Blkssergebnisse statistisch als hoch

signifikant gelten (s. Tab. 13).

In der Konzentrations — Wirkungskurve in Abb. 22 tie relaxierende Wirkung von

WHGG60T in Abhangigkeit der Testkonzentration graphidargestellt. Die Relaxation der
Darmmuskulatur bei den ersten beiden Konzentratiorgglauft so massiv, dass das lleum
bereits bei einer Konzentration von 1,77 pmol/If&imn Prozent seiner Kontraktionskraft

verloren hat. Zudem kann sich der Verlauf der Kureeweiterer Konzentrationssteigerung
nicht linear fortsetzen , da die Kontraktionskiradireits bei 10 pmol/l um hundert Prozent
gesunken ist. So knickt die Konzentrations — Widakurve bei der 100 — Prozentmarke ab.

Die ECsist in der Graphik anhand der unterbrochenen Lenkennbar.
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Ebenso verhalt es sich bei dem Ausdruck des Sdhsibder wéahrend eines
Versuchsablaufes aufgezeichnet wurde (s. Abb. B8 Konzentrationssteigerung auf 30

bzw. 100 umol/l bewirkt im Kurvenverlauf keine Vadierung mehr.

Wirkung von WHGG60T auf die Kontraktionskraft des terminalen lleums

Konz. WHGG60T
(umolf) fc £ SEM (mN) £+ SEM (%) P
0 (Kontrolle) 11,17 £1,68 100 -

1 7,98 +1,47 69,99 + 2,81 < 0,001
3 3,77 +£1,12 30,93 £5,76 < 0,001
10 0,01 +£0,57 -2,94 + 6,15 < 0,001
30 -0,21 £ 0,47 -4,58 + 5,30 < 0,001

100 0,02 +£0,49 -4,39 + 7,86 < 0,001

Tab. 13 Arithmetische Mittelwerte und Standardfehlea, ermittelt aus finf Versuchsdurchfihrungen am

isolierten lleum
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Konzentrations- Wirkungskurve von WHG70T auf das teminale lleum
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Abb. 20 Konzentrations- Wirkungskurve von WHG60T, emittelt aus funf Versuchsdurchfiihrungen

am isolierten terminalen lleum
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Kontraktionskraft der glatten Muskulatur des termin alen lleum unter Einfluss von
WHG70T

100 pmol/A- |

30 pmol/t-

10 pmol/-

3 umol/t-

1 pmol/-

i\w\\\—‘—‘\ «— 0-Punkt

+—>
1 mN

Abb. 21 Originalaufzeichnung der Wirkung von WHG7O0T in steigender Konzentration auf die
Kontraktionskraft isolierter lleum - Praparaten, wo bei die Konzentration der Testsubstanz in

funfundvierzig — minutigen Intervallen von 1, 3, 10uber 30 auf 100 pmol/l erhéht wurde.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Diplomarbeit wurde die Wirkudgr beiden Thioamid — Derivate
WHG70T und WHG60T auf die Kontraktionskraft und Sgamaktivitat isolierter
Herzmuskelpraparate des Meerschweinchens untersucht

Weiters wurden die Auswirkungen der beiden Testsulzen auf die Kontraktionskraft der
isolierten glattmuskularen Préparate von AortageAat pulmonalis und terminalem lleum

gepruft.

Beide Testsubstanzen wurden am Institut fur Phaeotesche Chemie der Universitat unter
der Leitung von Prof. Dr. Thomas Erker neu syn#ieti und kamen zum ersten Mal an
isolierten Organen des Meerschweinchens zur Anwamndu

5.1 Strukturvergleich von WHG60T und WHG70T

WHG70T, das in Abb. 22 dargestellt ist, ist einddmid — Derivat: und zwar handelt es
sich dabei um ein Glycolsaure — Thioamid, degséfydroxygruppe mit einem Benzolring

verethert ist. Zudem liegt der Amid-Stickstoff &8estandteil eines Morpholin-Rings vor.

WHG70T

Molecular Weight =237.32
Exact Mass =237
Molecular Formula =C12H15N0O2S

Abb. 22: Strukturformel von W HG70T
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Hingegen liegt im Fall von WHGG60T ein symmetrischgishioamid — Derivat vor: Die
beiden Stickstoff-Atome von zwei Benzoesaurethi@hBtrukturen sind Uber einen
Benzolring in ortho-Stellung miteinander verbundéndem sind die beiden endstéandigen

Aromaten jeweils mit einem Fluor-Atom substituigsiehe Abb. 23).
Es ist anzunehmen, dass die Erweiterung zur Dilhéamid-Struktur sowie die

Einfihrung von zwei Fluor-Substituenten mit eingh@&hung der Lipophilie gegeniber

WHGT7O0T einher geht.
S S
D /g
F F

WHG60T

Molecular Weight =384.47
Exact Mass =384
Molecular Formula =C20H14F2N2S2

Abb. 23: Strukturformel von WHG60T

Die einzige strukturelle Gemeinsamkeit, die diesiglén Verbindungen aufweisen, besteht

in der Thioamid — Funktion.
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5.2 Wirkungsvergleich der Testsubstanzen WHG60T und
WHG70T

In allen durchgefuihrten Versuchen zeigte das Dilibienzamid WHGG60T eine deutlich
ausgepragtere Wirkung als die Vergleichssubstanz GRMH, wobei neben einer
unterschiedlichen Rezeptoraffinitdt eventuell audi® erhohte Lipophilie gegeniber
WHGT7O0T eine Rolle spielen kénnte.

Als Ursache fur die sowohl massive negativ chrap#rund negativ inotrope Wirkung als
auch fur die stark spasmolytische Wirkung von WHGGLf glattmuskulare Praparate
konnte eine Blockade der Calciumkanale vom L-Typliegen: Diese bewirkt einen
verminderten Calcium-Einstrom in die Muskelzeller &elltonus sinkt und eine Abnahme
der Kontraktilitat ist die Folge.

Dieser Wirkmechanismus kann jedoch nur als Vernmitgelten. Um diese Annahme

verifizieren zu kdnnen, waren weitere Versuche eoihg.

5.2.1 Auswirkungen auf die Schlagfrequenz des rechten Vbiofs

Die Testsubstanz WHG70T zeigte eine leicht posttiwvonotrope Wirkung, wobei das
Ausmald der Schlagfrequenz — ErhOhung konzentratidréngig anstieg und erst bei einer
Konzentration von 100 pumol/l leicht absank. Demigdowurde keine E&, also keine
Abnahme der Schlagfrequenz auf fiinfzig Prozentkaegrollwertes, erreicht.

Im Gegensatz zur positiv chronotropen Wirkung voR®70T zeigte das symmetrische
Derivat WHGG60T eine deutliche Reduktion der Schiegfienz — wobei die negativ
chronotrope Wirkung so stark war, dass bei allear Versuchsdurchfihrung die Testung
vorzeitig abgebrochen werden musste, da unabh&ogiginander jedes der vier Vorhof —
Praparate bei Zugabe einer zehn pmolaren Testloswamp wenigen Minuten die
Spontanaktivitat einstellte. Die E£wurde bereits bei einer Konzentration von 4,85 |Amo
erreicht.

Die auRerst unterschiedlichen Auswirkungen der deidTestsubstanzen auf die

Chronotropie des Meerschweinchenherzens sind in 2dlgraphisch dargestellt.
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Wirkung auf den rechten Vorhof
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Abb. 24 Graphischer Vergleich der chronotropen Wikungen von WHG60T und WHG70T

Der Vergleich der E€-Konzentration von WHG60T und dem Calcium — Karadker
Diltiazem, zeigt, dass der bewahrte Calcium - Aatagt mit einer Eg von< 0,8 pumol/l
(Erker et al. 1996) die negativ chronotrope Wirkuhgr Testsubstanz um mehr als das

Sechsfache Ubersteigt.
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5.2.2 Auswirkungen auf die Kontraktionskraft des Papillarmuskels

Die Testung der Auswirkung von WHG70T in den Korteationen 1, 3, 10, 30 und 100
umol/l auf die Kontraktionskraft des Papillarmuskergab eine leicht negativ inotrope
Wirkung, die allerdings nur so schwach ausfiel sdesine EG erreicht werden konnte.

Im Gegensatz dazu zeigte WHGG6O0T eine so stark magatrope Wirkung, dass bereits bei
einer Testkonzentration von 30 pmol/l unkoordimdfbntraktionsfrequenzen auftraten und
der Papillarmuskel in allen Versuchsansatzen naclenigen Minuten seine
Kontraktionskraft vollig verloren hatte. Die B wurde bei einer Konzentration von 3,0
pumol/l erreicht. Hinsichtlich des Einflusses auf dnotropie Ubersteigt WHG6E0T die
Wirkung des Calciumantagonisten Diltiazem, dess€g Bei einer Konzentration tber 5, 0
pmol/l liegt.

Das Ausmal der stark unterschiedlichen Effektédodi&len Testsubstanzen auf die Inotropie

des Papillarmuskels soll in Abb. 25 deutlicher wechaulicht werden.

Wirkung auf Papillarmuskel
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Abb. 25 Graphischer Vergleich der inotropen Wirkungen von WHG60T und WHG70T
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5.2.3 Auswirkungen auf die Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis

Die Kontraktionskraft der glatten Muskulatur derté&ra pulmonalis wurde durch die
Substanz WHG70T nur aufl3erst geringflugig verringerdass selbst bei einer Konzentration
von hundert umol/l keine Eg erreicht werden konnte. Die Testsubstanz zeigiraylich
auch bei Steigerung der Konzentration keine mdiklicVerringerung in der
Kontraktionskraft, sondern diese wird erst im letzund hdchsten Konzentrationsbereich
erkennbar.

Hingegen zeigte die Testsubstanz WHGG60T bereits der geringsten getesteten
Konzentration eine Relaxation der GefalBmuskulatderen Ausmafld bei weiterer
Konzentrationssteigerung deutlich zunahm und ei@gp-Wert von 4,88 pmol/l erreichte.
Die Divergenz in der gefal3relaxierenden Wirkunglakaden Testsubstanzen ist in Abb. 26

verdeutlicht.

Wirkung auf Arteria pulmonalis
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Abb. 26 Graphischer Vergleich der gefaRrelaxierenen Wirkungen von WHG60T und WHG70T

78



Diskussion

5.2.4 Auswirkungen auf die Kontraktionskraft der Aorta

Auch bei den Versuchsreichen an der isolierten sAagigte WHG70T kaum relaxierende
Wirkung an der Gefalimuskulatur — in den niedrigem2éntrationsbereichen war sogar ein
geringfugiger Anstieg der Kontraktionskraft zu vachnen, wie in dem graphischen
Vergleich in Abb. 27 ersichtlich ist. Selbst ben&i Konzentration von 30 pmol/l war nur
eine aullerst minimale Relaxierung der GefalBmuskutkennbar, die auch bei weiterer
Konzentrationssteigerung nicht deutlicher wurde,dass auch hier keine EE£
Konzentration ermittelt werden konnte.

Am schwachsten ausgepragt war die relaxierende Wigrkvon WHGG60T bei der glatten
Muskulatur der Aorta. Im Vergleich mit der zweit@restsubstanz WHG70T zeigte die
Verbindung jedoch bereits ab 1 pmol/l eine leidRétaxation der GefaBmuskulatur, die mit
jeder Erhéhung der Menge an Testsubstanz gerirgyfimistarkt wurde, sodass einesgEC

von 43,5 umol/l erreicht werden konnte.

Wirkung auf Aorta
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Abb. 27 Graphischer Vergleich der gefa3relaxierende Wirkungen von WHG60T und WHG70T
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5.2.5 Auswirkungen auf die Kontraktionskraft des terminalen lleum

Analog zu den beiden anderen untersuchten glatmégn Organen — ruft WHG70T in
den ersten Konzentrationsstufen auch auf den rsaiddiinndarm kaum Veradnderungen in
der Kontraktilitat hervor. Obwohl bei den Testkonizationen von 30 und 100 pmol/l der
Einfluss der Testlosung auf die Kontraktilitdt desminalen lleum wesentlich starker
ausfallt als der auf Aorta und Pulmonalis, ist Alsnahme der Kontraktionskraft auch hier
noch zu gering, um eine E&krreichen zu kdnnen.

Im Gegensatz dazu zeigte WHG6E0T auch in der spasisadilen Wirkung, getestet an
lleum-Praparaten des Meerschweinchens, eine deerticEffektivitat (s. Abb. 28) als das
Monothioamid WHG70T. Schon ab der ersten Testkanagon begann die
Kontraktionskraft drastisch zu sinken, bei einernkKentration von 3 pumol/l hatten die
Darmpraparate bereits siebzig Prozent ihrer Kotiakkraft eingeblf3t. Bei weiterer
Konzentrationserhdhung ging auch das noch verbidiélontraktionsvermégen verloren,
sodass die Organe in den zwei- und dreistelligemzkntrationsbereichen vollstandig
relaxiert waren. Die E§ lag bei der geringen Konzentration von 1,77 mol/l.

Wirkung auf terminales lleum
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Abb. 28 Graphischer Vergleich der spasmolytischeWwirkung von WHG60T und WHG70T
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Diplomarbeit war, die Wirkungen der dei neu synthetisierten Thioamid-
Derivate WHG60T und WHG70T in aufsteigenden Konediinen an verschiedenen
muskularen Organen des Meerschweinchens zu unbersuaind sich die hierflr

notwendigen Fertigkeiten zur Praparation sowiekdreekte Handhabung der erforderlichen
Messgerate anzueignen.

Anschlieend wurden die ermittelten Ergebnisse eweget und die beiden

Testverbindungen hinsichtlich ihrer Wirkung verpko.

Alle Versuche wurden nach der von Reiter beschnebeMethode zur isometrischen
Kontraktionsmessung an isolierten Organen von Méevsinchen durchgefuhrt. Zur
Ermittlung der Einflisse der Testsubstanzen wundgd&tate von Vorhof, Papillarmuskel,

Arteria pulmonalis, Aorta und terminalen lleum hegazogen.

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen, dassudivirkungen von WHG60T auf

die beschriebenen Organe um ein Vielfaches ausgieprévaren als die Einflisse von
WHG70T. Die gefalirelaxierende und die spasmolygisttiirkung auf glattmuskulare

Organe als auch die negativ inotrope und chronetMirkung auf Herzmuskelpréaparate
von WHG70T war sogar so gering, dass sich in alWemsuchsreihen eben genannter
Untersuchungen keine Bg&ermitteln lassen konnte.

Hingegen zeigte WHGG60T malgebliche Einflisse auhtkaktionskraft der isolierten

Muskelpraparate, der negativ inotrope Effekt konswgar die Wirkstarke von Diltiazem

Ubersteigen. Am starksten ausgepragt war — mitrei@,, von 1,77 pmol/l — die

relaxierende Wirkung der Testsubstanz bei deregiadttuskulatur des terminalen lleum.
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