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1. EINLEITUNG

Das Ziel meiner Diplomarbeit war die pharmakologische Wirkung einer
schwefelhaltigen  Testsubstanz MAH117. HClI auf die isolierten
Meerschweinchenorgane zu untersuchen. Die Wirkung der Substanz konnte
eventuell auf einer Freisetzung von Schweffelwasserstoff beruhen, wodurch die ATP-
Kaliumkandle oder die NO-Synthase beeinfluss werden kdnnten, was zu einer

Vasodilatation und relaxierenden Wirkung fihrt.

,Schwefelwasserstoff ist ein toxisches Gas, ohne Farbe und Ubel riechend. In der
Natur ist es in Faulnisprozessen von organischen Stoffen und auch in Mineralquellen

vorhanden” (Ammon 2004):

Laut vielen Studien hat Schwefelwasserstoff &hnliche Eigenschaften wie
Stickstoffmonoxid (NO) und Kohlenmonoxid (CO) (Wang et al. 2014). Es hat ein

Molekulargewicht von 34,08 g/mol und der Summenformel H,S.

Abbildung: Struktur von Schweffelwasserstoff

S

7\

H H

H,S ist ein gefalRprotektiver Faktor.

Es wurde gezeigt, dass Schwefelwasserstoff positive Auswirkungen auf
kardiovaskulare Erkrankungen, Hypertonie und Arterosklerose hat (Streeter et al.

2013).

Im Falle einer Vergiftung mit Schwefelwasserstoff kénnen die Enzyme nicht ihre
Aktivitaten ausiben und werden durch Bildung von Sulfid oder Disulfid inhibiert. Im
Prozess des Stoffwechsels wird ein Hydrogensulfidion als Folge der Deprotonierung
von Schweffelwasserstoff gebildet. Hydrogensulfidion blockiert dreiwertiges Eisen
der Cytochromoxidase und die Enzyme der oxidativen Phosphorylierung (Estler et al.

2007).



Hydrogensulfid |6st Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen, Schleimhautreizungen und
Diarrh6. Wenn es hoher dosiert ist kann es zum sofortigen Tod durch Atemlahmung

fiihren (Ammon 2004).

Laut einer Studie wird H,S in den glatten Muskelzellen von lleum, Pfortader und
thorakaler Aorta gebildet. Schwefelwasserstoff fiihrt zu einer Relaxierung der glatten

Muskelzellen dieser Organe (Hosoki et al. 1997).

Die Warnwirkung durch die olfaktorische Wahrnehmung erfolgt nur bei relativ
geringen Konzentrationen, weil es rasch zu einer Gewdhnung kommt. Hoéhere
Konzentrationen, Uber 200 ppm, blockieren die Geruchsrezeptoren, wodurch zu
leichteren bis schweren Vergiftungen kommen kann. Die wichtigsten betroffenen
Organe sind bei einer akuten Vergiftung der Atemtrakt, als auch das zentrale
Nervensystem. Als unerwunschte Arzneimittelwirkungen zeigen sich Schwindel,
Kopfschmerz, Krampfe, Brechreiz, bis hin zur Bewusstlosigkeit und Atemlahmung

(Forth et al. 2009).

Schwefelwasserstoff wird in Saugetieren endogen unter dem Einfluss zwei
Pyridoxal-5‘-phosphat-abhdngigen Enzymen, Cystathionin-B-Synthase (CBS) und
Cystathionin -Lyase (CSE) hergestellt (Stipanuk et al. 1982).

Eine weitere Studie zeigt, dass NaHS (ein H,S-Donor) signifikant zu einer Abnahme
der Kontraktion der glatten Muskulatur an Luftréhrenpraparaten von Ratten fiihrt.

(Gharib-Naseri et al. 2012).

Schweffelwasserstoff wird im Organismus zu Sulfat und Thiosulfat oxidiert (Estler et

al. 2007).



1.1. Spasmolytika

Spasmolytika sind Medikamente die zur Losung krampfartiger Schmerzen im Bereich
von Magen, Darm, Gallenwegen, Harnwegen und des weiblichen Genitals eingesetzt

werden.

Wichtigste Gruppe sind die Anticholinergika (Antimuskarinika, Parasympatholytika).
Die Bewirken eine Hemmung der Kontraktionen cholinerg innervierter glatter
Muskeln iber eine Blockade muskarinischer Acetylcholinrezeptoren. Hauptvertreter
dieser Gruppe sind Atropin, Scopolaminderivate und synthetische Anticholinergika.
Wadhrend die natlirlichen Belladonnaalkaloide Atropin und Scopolamin eine gute
Bioverfligbarkeit aufweisen, ist die therapeutische Wirksamkeit vieler synthetischer
Anticholinergika nur nach parenteraler Injektion, aber nicht nach oraler oder rektaler
Gabe ausreichend belegt. Der Grund dafiir war, dass viele pharmakologisch
wirksame Substanzen aufgrund geringer Resorption oder hoher prasystemischer

Elimination keine wirksamen Plasmaspiegel erreichen (Springer et al. 2001).

1.1.1. Neurotrope Spasmolytika

Cholinozeptor-Antagonisten  (Parasympatholytika) blockieren kompetitiv die
Acethylcholin-vermittelte Erregungsiibertragung an m-Cholinozeptoren. Sie greifen
am parasympathischen Nervensystem an wodurch die Erschlaffung der glatten
Muskulatur ausgeldst wird und daher werden sie als neurotrope Spasmolytika
gennaant. Durch die unterschiedliche Muscarinrezeptor-Blockade an verschiedenen
Organen treten unterschiedliche Wirkungen auf: Zentrale Neurone werden erregt
oder gehemmt, die Herzfrequenz wird beschleunigt (nach hoheren Dosen), die
Sekretion der Tranen, des Speichels, SchweiR-Sekretion, die Driisensekretion des
Verdauungstraktes werden reduziert, die Schleimbildung in oberen und unteren
Luftwegen wird reduziert, die glatte Muskulatur der Bronchien , der Gallenwege, der
Ureteren und der Harnblase erschlafft, die Pupillen werden erweitert.

Parasympatholytika mit tertidrem Stickstoff (z.B.Atropin) werden bei oraler



Applikation gut und rasch resorbiert. Dadurch dass sie die Blut-Hirn-Schranke

passieren, kénnen daher zentrale Nebenwirkungen auftreten.

Scopolamin wirkt gleich wie Atropin und unterscheidet sich pharmakologisch nur
dadurch dass es nicht zentral erregend, sondern zentral ddmpfend wirkt. Es wird in

Augentropfen und als Antiemetikum bei den Kindern eingesetzt.

Andererseits ist die Resorption bei quartiren Ammoniumverbindungen (z.B.
Ipratropiumbromid) gering. Daher ist fiir eine ausreichende systemische Wirkung
eine parenterale Applikation notwendig oder eine wesentlich hohere Dosierung.
Vorteil von den quartaren Stoffen ist, dass die nicht zentral wirksam sind weil sie die

Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kénnen.

Indikationen: m-Cholinozeptor-Antagonisten sind indiziert bei Spasmen der glatten
Muskulatur des Magen-Darm-Kanals, der Gallen- und Harnwege, bei spastischer
Obstipation, Gallen- und Nierensteinkoliken, hyperaktiver Harnblase, bradykarden
Herzrhythmusstorungen, zur Einschrankung der durch Narkotika vermehrter
Schleimproduktion, beim Parkinsonsyndrom zur Milderung der Symptome und zur

Pupillenerweiterung.

Einige quartdre Substanzen kdnnen ferner auch als Bronchodilatatoren eingesetzt
werden. Sie kénnen auch bei der Gabe von Morphin eingesetzt werden, um die
Nebenwirkungen zu unterdriicken, bei der Therapie von Myasthenia gravis oder als
Antidot bei Vergiftungen (Atropin ist wichtigste lebensrettende Antidot bei

Vergiftungen mit Phopsphorsaureestern) ( Mutschler et al 2012).

1.1.2. Muskulotrope Spasmolytika

Muskulotrope Spasmolytika bewirken die Erschlaffung durch einen direkten Eingriff
an der glatten Muskulatur. Dieser Gruppe gehoért Papaverin. Die Wirkung von
Papaverin, das zu etwa 1% im Opium vorkommt, beruht auf der Hemmung der
Phosphodiesterase, was zu einer Steigerung der cAMP- und c-GMP Konzentration

fiihrt. Seine Wirkung ist heute obsolet.



Stoffe, die zusatzlich eine anticholinerge spasmolytische Komponente haben werden

als neurotrop-muskulotrope Spasmolytika bezeichnet.

Die gleiche Wirkung wie Papaverin hat Hymecromon und wird zur Behandlung

oberer Bauchschmerzen eingesetzt.

Zu den neurotrop-muskulotropen Spasmolytika gehoren Denaverin, Mebeverin,

Oxybutinin und Propiverin.

Als Nebenwirkungen kénnen Mundtrockenheit, Schwindel, Kopfschmerzen, Ubelkeit,

Sodbrennen, Obstipation und allergische Reaktionen auftreten.

Kontraindikationen: Parasympatholytika wirken kontraindiziert bei Glaukom und
benigner Prostatahyperplasie. Bei Koronarsklerose dirfen sie nur in Dosen
eingesetzt werden, die die Herzfrequenz nicht relevant steigern (Mutschler et al

2012).

1.1.3. Quartare Parasympatholytika

Wie schon erwahnt, konnen die quartdre Parasympatholytika nicht so gut resorbiert
werden und werden daher fir eine ausreichende Wirkung parenteral appliziert, oder
ist im Vergleich zur i.v. Gabe eine deutlich héhere Dosis erforderlich. Sie haben
Vorteil, dass sie die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren und somit zentral unwirksam

sind.

Dazu gehoren: Glycopyrroniumbromid, Trospiumchlorid, Butylscopolamonium,

Ipratropiumbromid und Tiotropiumbromid.

Glycopyrroniumbromid: wird in der Anasthesie zur Herabsetzung des Speichelflusses

und Blockade der Bradykardie wahrend der Narkoseeinleitung eingesetzt.

Trospiumchlorid: dient zur Behandlung der Dranginkontinenz mit Hyperaktivitat der

Harnblase.



Butylscopolaminiumbromid: wird bei Spasmen der glatten Muskulatur, vor allem des
Gastrointestinaltrakts eingesetzt und auch zur Erleichterung endoskopischer

Untersuchungen des Magen-Darm-Kanals.

Ipratropiumbromid  und  Tiotropiumbromid:  werden  bei  obstruktiven

Lungenerkrankungen, vor allem COPD, eingesetzt.

1.1.4. Tertiare Parasymaptholytika

Zu dieser Gruppe gehoren Tropicamid, Pirenzepin, Tolterodin und Darifenacin

(Mutschler et al 2012).

1.2. Reizdarmsyndrom

1.2.1. Einleitung

Reizdarmsyndrom (Colon irritabile, spastische Kolon, Reizkolon) gehort zu den
haufigsten Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes. Frauen sind 2-3-mal mehr
betroffen als Manner. Hauptsymptome sind StuhlunregelmaRigkeiten (Obstipation
oder Diarrhg), Vollegefiihl, Blahungen und abdominelle Schmerzen. Die Patienten
kénnen auch von Schlaf- und Angststérungen leiden. Die Ursachen der Entstehung
sind nicht bekannt und deshalb geht die Therapie in Richtung der Leitsymptome.
Falls Obstipation vorliegt, kann es mit Ballaststoffen oder Laxantien therapiert
werden. Es ist grundsatzlich abzuraten von der Verwendung der Laxantien zur
,Blutreinigung” oder zur Gewichtsreduktion weil die weder entgiftend noch
dauerhaft gewichtsreduzierend wirken. Falls Diarrho vorliegt kann es kurzfristig mit
Loperamid therapiert werden. Wie die Wirksamkeit von Spasmolytika,
Anticholinergika, Antidepressiva, Dopamin-Antagonisten, Karminativa, Opioiden und
Tranquilizern ist, wird es kontrovers diskutiert. Veranderung der Lebens- und
Essgewohnheiten sowie eine Psychotherapie spielen auch eine wichtige Rolle in der

Behandlung der Erkrankung (Mutschler er al 2012).



1.2.2. Diagnose des Reizdarmsyndroms

Reizdarmsyndrom kann bei den Patienten diagnostiziert werden die 3 Kriterien
bezogen auf die Symptomatik erfillen: wiederkehrende Bauchschmerzen
mindestens 3 Tage pro Monat in den letzten 3 Monaten verbunden mit Symptomen
wie: Verbesserung der Beschwerden mit Defdkation, bei Beginn der Erkrankung
veranderten Stuhlhaufigkeit, veranderten Form oder Aussehen des Stuhls (Brandt et

al. 2009).

1.2.3. Reizdarmsyndrom vom Diarrhoetyp

Reizdarmsyndrom vom Diarrhoetyp beeinflusst die Lebensqualitdt der Patienten
stark und fiihrt zu einer deutlichen Verschlechterung im Vergleich zu den anderen

Subtypen. (Singh et al.2015)

Die Entstehung der Krankheit ist unterschiedlich vom Mensch zu Mensch. Es kann
durch eine Anderung der Pharmakokinetik oder durch Uberempfindlichkeit ausgeldst
werden (Crowell et al. 2005). Genetischer Faktor spielt auch eine wichtige Rolle bei

der Entstehung.

1.2.4. Die konventionelle Therapie des Reizdarmsyndroms vom

Diarrhoetyp

Es gibt mehrere Moglichkeiten wie die Erkrankung behandelt werden kann.
Loperamid: ist ein synthetischer Opioid-Rezeptor-Agonist. Es wird eingesetzt zur
Herabsetzung der Kolonperistaltik. (Manabe et al 2010). Es sollte nicht fur akut Falle
sondern prophylaktisch eingesetzt werden, weil es nur die Stuhlkonsistenz

verbessert und nicht die Intensitat der Bauchschmerzen (Lavo et al. 1987).

Eine weitere Gruppe der Medikamente sind die Gallensdure-Komplexbildner:
Cholestyramin, Colestipol und Colesevelam. Die verbessern die Stuhlkonsistenz und

verringern die Stuhlhaufigkeit dadurch, dass sie die Kolontransitzeit verlangsamen.
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(Odunsi-Shiyanbade et al. 2010) Cholestyramin kann oft mit anderen Medikamenten
in Wechselwirkung treten und die Nebenwirkungen verursachen. Deswegen kann es
oft nicht vertraglich sein und als Alternative wird Colesevelam angewendet.

(Orekoya et al. 2015)

1.2.5. Konventionelle Therapie von Unterleibsbeschwerden bei

Reizdarmsyndrom-Diarrhoetyp

Wie schon erwdhnt kénnen auch Spasmolytika eingesetzt werden, wodurch die

Kontraktion der glatten Muskulatur herabgesetzt wird.

Pfefferminzol hat auch relaxierende Wirkung auf die glatte Muskulatur und
verbessert die allgemeine Symptome und Unterleibsbeschwerden bei den Patienten

mit Reizdarmsyndrom (Khanna et al. 2014).

In der Behandlung konnen auch trizyklische Antidepressiva, z.B. Amitryptylin
eingesetzt werden. Deren Wirkung beruht auf anticholinergen Effekten wodurch sie

die allgemeine Symptomatik verbessern (Vahedi et al. 2008).

AuBer trizyklischer Antidepressiva kénnen auch SSRI eingesetzt werden, z.B.
Tianeptin, der auch gegen Allgemeinsymptomen bekampft und verursacht auch

weniger Mundtrockenheit oder Schlafrigkeit.

1.2.6. Neue Medikamente bei Reizdarmsyndrom-Diarrhoetyp

In der Gruppe neuer Medikamente die fiir die Behandlung von RDS eingesetzt

werden konnen sind: Alosetron, Eluxadolin und Rifaximin.

Alosetron ist ein 5HT3-Antagonist und wirkt aufgrund Verlangsamung der

Kolontransitzeit (Houghton et al. 2000).

Eluxadolin ist eine gemischter p-Opioid-Agonist und 6-Opioid-Antagonist und

bewirkt durch zusatzliche Hemmung der 6-Opioid-Rezeptoren auch eine Analgesie

8



(Ananthan 2006). Es verbessert die Stuhlkonsistenz und die Stuhlfrequenz und ist

auch gegen Blahungen wirksam (Nee et al. 2015).

Rifaximin ist ein Darm-spezifisches Antibiotikum, der sowohl gegen allgemeine
Symptome vom RDS vom Diarrhotyp, als auch gegen Bldhungen wirksam ist. In

seltenen Fallen kann als Nebenwirkung Obstipation auftreten (Nee et al. 2015).



2. ZIELSETZUNG

Das Ziel des praktischen Teils der Diplomarbeit war die Wirkung einer neu
synthetisierten Testsubstanz MAH117.HCI auf die isolierten Meerschweinchen-
organe und der potentielle Wirkmechanismus zu untersuchen. Die Substanz wurde

am Department fir Pharmazeutische Chemie synthetisiert.

Daflir wurden 5 Organe isoliert: Atrium cordis dexter, Musculus papillaris, Arteria

pulmonalis, Aorta descendens und lleum terminalis.

An der quergestreiften Muskulatur vom rechten Vorhof und Papillarmuskel wurde
gepriift ob zu einer Anderung der Inotropie beim Papillarmuskel oder Chronotropie
beim rechten Vorhof gekommen ist. An der glatten Muskulatur wurde die
vasodilatierende Wirkung bei der Aorta und der Arteria pulmonalis, und die

spasmolytische Wirkung am Darm untersucht.

Bei jedem Organ wurden mindestens 4 Versuche durchgefiihrt damit die Ergebnisse

verglichen werden kdénnen.

Um die Ergebnisse ersichtlicher darzustellen, wurde auch eine graphische
Darstellung in Form einer Konzentration-Wirkungskurve dokumentiert und der ECso-
Wert konnte ermittelt werden. ECso-Wert ist die halbmaximale effektive
Konzentration. Je niedriger der ECso desto besser weil das heildt dass fir einen Effekt

weniger Substanz notwendig ist.

Der Wirkmechanismus konnte an dem Organ untersucht werden, bei dem die
Testsubstanz die starkste Aktivitat gezeigt hat. Nach der Durchfihrung der
Versuchen und graphischer Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurve wurde
festgestellt dass es sich um das terminale Ileum handelte. Um den Wirkmechanismus
zu prifen wurde Nitro-L-Arginin als Inhibitor der NO-Synthase vor Substanzzugabe

eingesetzt.
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3. MATERIAL UND METHODIK

3.1 Versuchstiere

Zur Untersuchung der pharmakologischen Wirkung der Substanz MAH117 HCI
wurden fiir diese Studie Meerschweinchen verwendet, siehe Abb.1. Fir die
Untersuchung wurden fiinf Organe mannlicher und weiblicher Meerschweinchen des
Stammes "TRIK" isoliert. Wichtig war, dass junge Tiere verwendet werden, ca.4-8
Wochen alt. Sie hatten ein Kérpergewicht zwischen 250g und 600g. Gattung "TRIK"
ist speziell fir Laborversuche geeignet. Es wurden Meerschweinchen zur Testung
verwendet weil sich deren lonenkandle von den menschlichen am wenigsten
unterscheiden und noch ein Grund ist deren fiir die Laborversuche optimale GroRe.
Es handelt sich hier um ex-vivo Experimente weil die nicht an lebenden Tieren,
sondern an isolierten Organen durchgefiihrt wurden. Die Anatomie des Tieres ist am

besten in der Abb.2 ersichtlich.

Am Anfang jeden Labortags, vor der Entnahme der Organe, wurde ein Tier durch
einen gezielten Genickschlag getdtet. Nach dem Eintreten des Todes wurde der

Thorax und das Abdomen der Tiere mit einer Schere gedtffnet.

Abb.1 : Versuchstiere
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1: Schnurr-/Tasthaare

2: Nase

3: Zahne (obere Schneidezdhne)

4: Mundhdohle

5: Lymphdrisen
6: Ohren

7: Kehlkopf

8: Speicheldriisen
9: Luftréhre

10: Speiserdhre
11: Herz

12: Lungenfligel

13: Rippen/Brustkorb

14: Zwerchfell

15: Leber (4-teilig)

16: Gallenblase

ERCIEINCREICIEREE

[l Blle] [0

17: Magen

18: Zwolffingerdarm

19: Dickdarm

20: Dinndarm

21: Blindarm

22: Blase

23: Harnleiter

24: Anus

Abb.2 Anatomie eines Meerschweinchens
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3.2. Praparation der isolierten Organe

Nach der Isolierung wurde das Herz in ein Becherglass mit frisch vorbereiteter
Nahrlosung gelegt. Die Aorta descendens und ca. 25 cm lange lleum terminale
werden getrennt in der Nahrlésung aufbewahrt. Der Dinndarm wurde zusatzlich an
einem Ende mit einem Bindefaden gebunden, um beide Enden wahrend weiterer
Arbeit unterscheiden zu konnen. Die in der Néahrlésung entnommene Organe
wurden direkt mit einer Gasmischung aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlendioxid

verosorgt damit ein Absterben von Organen verhindert wird.

Danach erfolgte die Preparation der isolierten Organe. Aufgrund deren geringer
GrolRe wurde die Praparation der Organe mit Hilfe eines Lichtmikroskopes in einer
Petrischale durchgefiihrt. Die Petrischale war auch mit Nahrlésung befillt, um
Weiterleben der Organe zu sichern und am Boden mit einem Schicht Kork ausgelegt.
Dadurch wurde Organ befestigt wahrend der Praparation mit Prapariernadel. Um ein
Aufschwimmen der Korkes zu vermeiden wurde die Korkplatte mit einem Gummiring

ausgekleidet.

Fiir die weitere Aufarbeitung des Organs unter dem Lichtmikroskop wurden
Praparierbesteck wie Pinzetten, Spitzscheren und Federscheren verwendet, damit
Uberschissige Fett- und Muskelgewebe entfernt werden kann. Mit Hilfe der
Saugpipetten konnten die unerwiinschten Flussigkeitsbestandteilen entfernt
werden. Es war einerseits wichtig so schnell wie moglich zu arbeiten, aber

andererseits auch, die Organe wahrend der Praparation nicht verletzt werden.

Abbildung3: Preparationsplatz und Praparierbesteck
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3.2.1. Atrium cordis dextrum

Das menschliche Herz ist das zentrale Organ des Blutkreislaufs. Es handelt sich um
ein muskuldres Hohlorgan und funktioniert als Druck- und Saugpumpe, die pro

Minute etwa 5 bis 6 Liter Blut durch den menschlichen Kérper pumpt.

Mit Hilfe des rechren Vorhofs wurde die Auswirkung der Testsubstanz auf die
Herzfrequenz (Chronotropie) geprift. Es war unmoglich den eigentlichen
Schrittmacher des Herzens, die Sinusknote, wegen seiner anatomischer Lage zu

isolieren und deshalb verwendet man ganze Vorhof .

Nachdem das Herz aus dem Thorax isoliert war, wurde es zuerst vom lberschiissigen
Blut gereinigt und dann in die tyrodehéltige Petrischale Uberfihrt und an der
Herzspitze und Herzbasis mit zwei Prapariernadel am Korkring fixiert. Danach
wurden Perikard, Fettgewebe und Lungengewebe entfernt. Durch einen Schnitt
entlang der rechten Koronararterien, Sulcus coronarius, wurde rechter Vorhof von
der rechten Kammer getrennt. Es war sehr wichtig dass dieser Schritt vorisichtig
durchgefiihrt wird, damit die Funktion der Sinusknoten, die fir die Herfrequenz die
wichtigste Rolle spielt, nicht gestort wird. Um das Praparat in der Apparatur optimal

zu befestigen, wurde mit einem Bindefaden ein Silberdrahthackchen an beiden

Enden des abgetrennten Vorhoffs befestigt. Nachdem es prapariert worden ist,
wurde das Praparat zur Organbad eingebracht und am Versuchsapparatur

eingespannt.
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Abbildung 4: Vorhof prapariert

Abbildung 5: Mikroskopischer Blick auf Vorhof

3.2.2. Musculus papillaris

Der Papillarmuskel sind konische Vorstllpungen der Herzmuskulatur in die

Herzventrikel, die liber Sehnenfaden (Chordae tendineae) mit den Segelklappen
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verbunden sind. Im rechten Ventrikel kommen drei, im linken zwei Papillarmuskel

vor. Die Kontraktion der Papillarmuskel. (DocCheck)

Nach der Entfernung des rechten Vorhofs und Lungenarterie wurde das Herz
weiterprapariert um die Papilarmuskel zu isolieren. Dafiir wurde das rechte Ventrikel
entlang des Septums bis hin zur Herzbasis aufgeschnitten, aufgeklappt, in die
Tyrodehiltige Petrischale aufgelegt und mit Nadel befestigt. Falls ein Uberschuss an
Blut vorhanden war, wurde es durch mehrmaliges Austauschen der Nahrlosung
enfernt. Am Anfang war wichtiger Punkt Purkinje-Fasern zu entfernen weil sie die
Freisetzung der Katecholamine (Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin) auslésen
konnten, was sich auf die Systole der Papilarmuskel duRern kann und somit die
Versuche verfdlschen kdnnte. Dann wurde die Papilarmuskel am oberen Ende mit
Silberhackchen befestigt und der Muskel wird herausgeschnitten, wobei man
aufpassen sollte damit es nicht zu einer Uberdehnung kommt.Pro Meerschweinchen

konnten 3-4 Muskeln verwendet werden (3 von der Trikuspidalklappe, 2 von der

Mitralklappe).

Abbildung 6: Praparierter Papillarmuskel mit Hakchen
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Schnittebene

Abbildung 7: Anatomie des Herzens (Netter 2003)

3.2.3. Arteria pulmonalis

AuBer fir die Isolierung der Papillarmuskel wurde das Herz auch fiir die Trennung
von Arteria pulmonalis verwendet. Der Einschnitt wurde in unmittelbarer Herzndhe
durchgefihrt weil nur ein kleiner Teil, der proximale Teil, der vor der Verzweigung
liegt (Truncus pulmonalis), verwendet wurde. Truncus pulmonalis geht vom rechten
Ventrikel bis zur Aufteilung zwischen rechter und linker Lungenarterie und fihrt
sauerstoffarmes Blut vom rechten Herzkammer Uber die Lungenarterie zur Lunge.
Lungenstamm war der Teil der Lunge, der verwendet wurde. Nach der Isolierung
wurde das kleine Stlick in der Petrischale fixiert, damit Fett- und Muskelgewebe und

die noch vorhandene Blutzellen entfernt werden kdnnen. Die Arteria pulmonalis
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wurde dann in ca. 2-4mm breite Ringstlicke geschnitten, die dann bis zum Anfang
des Versuches in ein Becherglass reingegeben und mit Oxymix versorgt wurden. Die
konnten dann ohne Hilfsmittel (ohne Silberdrahthdakchen) direkt als Ring in der

Versuchsapparatur fixiert werden.

3.2.4. Aorta descendens

Die Aorta ist Hauptschlagader und nimmt das vom linken Ventrikel ausgeworfenes

Blut und transportiert es weiter in das Kérperkreislauf. (Mutschler et al.1999)

Es wurde der absteigende Teil der Aorta, Aorta descendens verwendet, der entlang
der Wirbelsdule des Tiers lduft. Nachdem das Herz entnommen worden ist, konnte
der absteigender Teil der Aorta, eingebettet in Bindegewebe und Fettgewebe,
abgetrennt werden. Es befindet sich in paralleler Lage zur Osophagus. Zur Isolierung
wurde die Aorta mit einer Pinzette und Schere entlang der Wirbelsaule
herausgeschnitten werden. Es war wichtig, dieser Schritt sehr vorsichtig
durchzufiihren damit die Aorta nicht zu viel gedehnt wurde. Das hatte sonst die
vasokonstriktorische und vasodilatierende Eigenschaften beeinflusst, wirde
Entstehung zu viel Locher auslésen und das hatte einen negativen Effekt auf die
Versuche gehabt. Die herausgeschnittene Aorta wurde dann in die begaste Tyrode
eingelegt und danach wurde das isolierte Praparat in einer Petrischale mit Nadeln an
beiden Enden fixiert und mit einer Pinzette und Schere von Fett- und
Bindegewebsresten befreit. Dieser Schritt musste sehr vorsichtig durchgefihrt
werden, um die Verletzung der Aorta zu vermeiden. Die gereinigte Aorta wurde dann
in 2-3mm breite Ringe geschnitten, die bis zur Anwendung unter Begasung in
physiologischer Losung eingelegt werden. Die wurden dann spédter, genau wie
Arteria pulmonallis, ohne Silberhdkchen, direkt in der Versuchsapparatur

eingespannt.
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Abbildung 8: unpraparierte Aorta vor Entfernung von Fett- und Bindegewebe

Abbildung 9: Praparierte Aorta descendens unter dem Mikroskop nach der Entfernung von Fett-

und Bindegewebe
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Abbildung 10: Anatomie der Aorta descendens

3.2.5. lleum terminale

Im Dinndarm werden die niedermolekularen Bruchstiicke der Nahrung zum gréRten Teil

resorbiert. Er wird in drei Abschnitte unterteilt: Zwolffingerdarm (Duodenum), Leerdarm

(Jejunum) und Krummdarm (lleum) [Mutschler et al. 2001]
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Fiir die Versuche wurde etwa 25cm langes Teil des lleum terminale aus dem Bauch

entnommen. Es wurde am oberen Teil des Darms mit einem Bindefaden gebunden

wegen der Markierung und leichter Entnahme, so dass man beide Teile voneinander
unterscheiden kann. Es musste mit Vorsicht gearbeitet werden, um den Darm nicht
zu Uberdehnen, oder die Darmoffnung zu verschlielen, was den Durchfluss des
Wirkstoffes verhindern wiirde. Dass entnommene Darmstiick wurde sofort in die
Nahrldsung eingelegt. Fir die Durchfiihrung der Versuche brauchte man etwa 0,5-
1cm langes Darmstlick der in eine Petrischale Uberfiihrt wurde. Der Darmstlick
wurde moglichst schrag geschnitten werden damit die beide Enden spater leichter
mit Prapariernadeln am Korkring befestigt werden kénnen. Nach der Fixierung in der
Petrischale wurde Darm mit einer Pasteurpipette durchgespiilt, um die verbliebenen
Chymusreste zu entfernen. Danach wurde lleum, im Gegensatz zu Aorta und Arteria
pulmonallis, an beiden Seiten mit Silberdrahthdakchen befestigt, damit es in der
Apparatur eingespannt werden kann. Vorbereitete Darmstlicke wurden in der

Versuchsapparatur bis zum Anfang des Versuches in der Nahrlosung eingelegt.

Abbildung 11: Praparierter lleum terminale
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3.3. Physiologische Nahrlésung (Tyrode)

Am Anfang jedes Tages wurde eine frische physiologische Nahrlésung hergestellt.
Diese Losung geht auf den amerikanischen Pharmakologen Maurice Vejux Tyrode

(6.November 1878 in Besancon -1930) zurlick.

Es handelt sich um eine blutisotonische Elektrolytlosung auf Wasserbasis, die in Zell-
und Gewebekulturen als Verdiinungsmittel verwendet wird und friiher als Blutersatz
diente. Diese physiologische Losung war wichtig fiir die Erhaltung eines
kdrperahnlichen Elektrolytverhaltnisses und hatte die Aufgabe die isolierten Organe
wahrend der Praparierung und Versuchsdurchfiihrung aufzubewahren und am Leben
zu halten. Fir die Herstellung wurden bidestilliertes Wasser und schon vorbereitete

Stammldsungen eingesetzt.

Tyrode hat folgende Zusammensetzung:

Substanz Moi;;a{; s8¢ Stocklosung mﬂsg‘);ﬁgiungﬂ mmol/l
NaCl 58,442 1000,25g/51 33,60 115,01
KCl1 74,550 50,33 g/51 35,00 4,73
NaHCO; 84,010 125,00 g/51 83,70 2491
MgSO, 120,370 147,02 g/51 1,18 0,29
KH,PO, 136,090 62,00 g/250 ml 1,18 2,15
CaCL; 110,980 34,00 g/250 ml 3,20 3,92
Glucose 180,160 Reinsubstanz 1.98 -

Tabelle 1: Zusammensetzung der Ndhrlésung

Besonders wichtig war die Tyrode taglich frisch vorzubereiten. Fir die Versuche
wurden gleich 2| hergestellt, weil die Tyrode von 2-3 Studenten gleichzeitig

verwendet wurde.

Einwiegen hat mit Glucose angefangen, die dann in ein Messkolbe iberfiihrt wurde.

Danach wurden weitere Inhaltstoffe, NaCl, KCl und NaHCO3; mit Hilfe der Birette,
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MgS0O,; und KH,PO,; mit Kolbenhubpipetten in 2 | Messkolbe zugegeben. Nach
Zugabe aller Bestandteile, aulRer CaCl,, wurde Messkolbe mit etwa 80% (bis unter
dem Kolbenhals) Aqua bidestillata aufgefiillt und gut geschittelt, damit es sich gut

miteinander vermischt.

Es wurde ein pH- Wert zwischen 7,2 -7,5 eingestellt. Dann wurde die Ldsung
nachsten 20 min. mit Oxymix begast und gleich nach der Begasung wurde
tropfenweise CaCl2 hinzugefligt, um das Ausfallen der Calciumsalze zu vermeiden.
Widre dazu gekommen, wiirde eine tribe Losung entstehen, die flir die weitere
Durchfiihrung der Versuche nicht anwendbar ware. CaCl, wurde im Kihlschrank
gelagert. Oxymix ist eine Mischung aus 95% O, und 5% CO, und ermoglicht die

Aufbewahrung der isolierten Organe und Aufrechterhaltung des pH-Wertes.

Zum Schluss wurde die Nahrlosung mit bidestilliertem Wasser bis zum Meniskus
aufgefillt und grindlich geschiittelt, um eine moglichst homogene Mischung zu

erzielen.

Substanz Volumen bzw. Menge

NaCl 67,20 ml
KCl 70,00 ml

NaHCOs 167,40 ml
MgSOs4 2,36 ml
KH,PO4 2,36 ml
CaCl, 6,40 ml
Glucose 3,96 g

Tabelle 2: Zusammensetzung fiir 2| Nahrlésung
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3.4. Vorbereitung der Kaliumchloridlosung

Arteria pulmonallis, Aorta descendens und terminale Ileum kdénnten eine potentielle
vasodilatierende Wirkung zeigen. Um das zu priifen missten die vorher maximal

kontrahiert werden und das wird durch Zugabe KCI-L6sung erzielt.

Die Vorkontraktionen konnten mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen
ausgelost werden: einer 90 mmolaren KCl fir Aorta descendens und Arteria
pulmonallis und einer 60 mmolaren KCI fir terminale lleum. Um eine 90 mmolare
KCl zu bekommen brauchte man 0,67g KCl und fiir eine 60 mmolare 0,45g KCl. Beide

wurden in einen 100ml Messkolbe mit Tyrodeldsung auf 100ml aufgefullt.

Danach wurden die gut geschittelt, damit man eine moglichst homogene Losung

bekommt.

3.5. Testsubstanz

3.5.1 MAH117.HCI

Als Testsubstanz wurde MAH117.HCI verwendet, die am Department fir
pharmazeutische Chemie synthetisiert worden ist. Die Substanz wurde jeden Tag

frisch vorbereitet um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.

0-2-(3,4-Dimethoxyphenyl)ethyl O-[3-(dimethylamino)propyl]-thionocarbonat -
Hydrochlorid (39)

Strukturformel:

O

"Nol S
xHCI
)k CHs

(|) o O/\/\T/

CH, CH,
Molekulargewicht: 363,90 g/mol Farbe: weil

Summenformel: C15H26CINO4S

24



Die Substanz ist wassersloslich. Als Losungsmittel wurde Aqua bidestillata
verwendet. Dadurch dass die Substanz hydrophil war, wurde es schnell und
vollstandig aufgelost und daher sollte keine weitere Nachbehandlung durchgefiihrt

werden.

Die notwendige Substanzmenge, die eingewogen werden sollte, wurde so
berechnet, dass nach Zugabe der Substanz die Konzentration im Organbad 100

umol/l war.

Die Substanz wurde in unterschiedlichen Konzentrationen im Abstand von 45 min.

Hinzugefligt, bis die Konzentration von 100 pmol/l im Organbad erreicht wurde.

3.6. Versuchsanordnungen

Um die Versuche durchzufiihren hatten wir 3 Apparaturen zur Verfligung.

Eine erméglichte die Uberpriifung der Kontraktionskraft von Papillarmuskulatur und
die anderen dienten fir die Untersuchung von Arteria pulmonalis, Aorta descendens,
rechten Vorhofs und terminalen lleum. Alle drei funktionierten auf dem gleichen

Prinzip und unterscheiden sich nur im Aufbau und in der Art der Fixierung.

Voraussetzung fir die Durchfihrung der Versuche waren aufrechterhaltende
physiologische Bedingungen. Dazu gehoéren eine konstante Erhaltung der
Temperatur von 37°C (+/-1°C), des physiologischen pH-Wertes, einer konstanten
Sauerstoff- und Elektrolytversorgung. Bei Papillarmuskel und dem rechten Vorhof
wurde eine konstante Temperatur von 35°C (+/-1°C) aufrechterhalten. Wichtige Punkte
fir die Ergebnisse der Versuche waren die Sauberkeit der Gerate, tagliche
Herstellung frischer Nahrlésungen, richtige Einspannen der Organe und
kontinuierliche Begassung, um durch Diffusion der Sauerstoffes aus der Nahrlosung

die Organe am Leben zu erhalten.

Fiir die mogliche Durchfiihrung der Versuche musste Weiterleben der Organe
auBerhalb den Organismus gesichert werden. Ex-vivo Versuche wurden uber

Organbader durchgefiihrt. Die hatten ein Volumen von 25ml oder 8ml.
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Vor Einspannen sollte Organbad zweimal mit Tyrodel6sung gespiilt werden. Die
Organe wurden am Organbad eingespannt, der mit einem Kraftwandler verbunden
war. Kraftwandler ermdoglicht dass die mechanischen Kontraktionen der Organe
(Kontraktionen oder Spasmolyse) in ein elektrisches Signal umgewandelt werden.
Elektrisches Signal konnte durch einen Amplifier verstarkt werden und dann lber

einen Schreiber auf dem Millimeterpapier registriert werden.

Versuchsanordnung

Gasversorgung

Wasserbad

Amplifier

Schreiber

Abbildung 12: Versuchsanordnung
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3.6.1. Versuchsapparaturen

3.6.1.1. Apparatur 1

Beim Apparatur 1 wurde die Inotropie von Papilarmuskel untersucht. Um die
Kontraktion der Papillarmuskel auszulésen war eine Reizung notwendig da
Papillarmuskel nicht selber spontan aktiviert werden kann. Aus diesem Grund wurde
fir die Untersuchung von Papillarmuskel diese Apparatur verwendet weil die keine
Spontanaktivitat besitzt sondern musste Uber eine Elektrode gereizt werden. Im
Herzen erfolgt die Reizung durch den Sinusknoten und im Organbad missten
Stromschlage zugefiihrt werden. Das erfolgte durch einen Accupulser A310

Stimulator solange bis eine Muskelerregung ausgeldst worden war.

> 6 FEINTRIEB FUR
VORSPANNUNG

= 4 KRAFTWANDLER

T, R —
O IS LISIIIIY T 222222222277
/
STATIVS 5oncmmu'nunc 2 4
C v Y
ﬁ Lb__ 5 ORGANFIXIERUNG MIT [/}
L 4 ELEKTRODE %
% $ > 1 WASSERBAD
//////////// ’/)(/////47///7/;
5 d 7 PAPILLARMUSKEL- 5
% KAMMER A
8 GASZUFUHR A
MIT FRITTE

Abbildung 13 : Schematische Darstellung der Apparatur 1

Vor Beginn wurde die Apparatur mit HCl und bidestilliertem Wasser gespilt und mit

Tyrodeldsung aufgefullt.
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Die Apparatur enthdlt ein Organbad aus Glass oder Kunststoff mit einer
Muskelkammer, wo der Papillarmuskel angehdangt wurde. Organbad mit einem
Fassungsvermogen von 25ml wurde direkt im Wasserbad im erwarmten Wasser
eingetaucht. Boden ist mit einer Fritte ausgekleidet wodurch es liber einen diinnen
Schlauch kontinuierlich mit Oxymix versorgt wurde. Konstanterhaltung der
Temperatur wurde Uber einen Thermostat ermoglicht, der auch im Wasserbad
eingetaucht wurde. Diese Apparatur enthalt keinen Abfluss und daher musste die

Tyrode mit einem Gummischlauch oder einer Plastikspritze abgesaugt werden.

Die Papillarmuskel wurde an einem Ende am Silberdraht angehdngt und andere
wurde zwischen Platinelektrode und Plexiglasscheibe befestigt. Es sollte mit Vorsicht
festgezogen werden damit es nicht zur Verletzung des Muskels kommt. Die

Spannung erfolgte solange bis der Muskel parallel zur Organhalterung liegt.

Falls zu einer Kontraktion kommt wurde der Reiz vom Kraftwandler registriert.
Registrierter Signal wurde weiter vom Verstarker weitergeleitet und konnte dann

Uber einen Schreiber auf Millimeterpapier Gbertragen werden.

Abbildung 15: Apparatur 1 Aufbau
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3.6.1.2. Apparatur 2

FEINTRIES
KRAFTWANDLER
3
AUFHANGE-
a VORRICHTUNG
ORGANHALTERUNG
5
ZULAUF
NAHRLOSUNG
7
6 WASSER-
WASSERABLAUF ZUFUHR
8 o
ORGANBAD - GASZUFUHR

10
ABLAUF NAHRLOSUNG

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Apparatur 2

Mit Hilfe der Apparatur 2 wurden die restlichen Organe untersucht. Zuerst wurde
das Organbad mit verdiinnter HClI und dann Aqua bidestillata gereinigt. Nach der
griindlichen Reinigung wurde Praparatkammer mit 25 ml Tyrode aufgefillt. Um eine
ausgeglichene Temperatur der Elektrolytlésung und des Wasserbads zu erzielen

musste man ca. 10 Minuten abwarten bevor man die Organe eingespannt hat.

Die zwei Apparaturen funktionieren auf dieselbe Weise vom Kraftwandler bis zum
Schreiber. Die unterscheiden sich in Temperatur des aufgewarmten Wasserbads,

Aufbau des Wasserbads ( hier doppelschichtig im Gegensatz zur einschichtigen beim
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Apparatur 1 ) und dadurch, dass die Organe ohne Stimulator gereizt werden.
Organbad besteht aus doppelschichtigem GlasgefaB. Auf diese Weise musste das
Organbad nicht im Wasserbad eingetaucht werden weil das erwarmte Wasser lber
ein Schlauchsystem zwischen den Wanden flieRen konnte. Es gab eine Vorrichtung
fir Wasserzufuhr und Wasserablauf und eine Offnung, um eine kontinuierliche
Gaszufuhr am Organbad zu gewéhrleisten. Uber Wasserablauf am Boden wurde

Inhalt aus dem Organbad entfernt.

Die isolierten Prdparate wurden an der unteren Seite an der aus Silberdraht
Organhalterung befestigt und an der oberen Seite wurden die an eine
Aufhangevorrichtung aufgehangt, die mit Kraftwandler verbunden war. Im
Gegensatz zu Darm und Vorhof, die mit Hakchen befestigt wurden, konnten Aorta
und Arteria pulmonalis aufgrund ihrer ringformiger Struktur ohne Hilfsmittel direkt

an die Aufhangevorrichtung eingebracht werden.

Mit Hilfe des Feintriebs konnte eine maximale Vorspannung eingestellt werden. Das

sollte méglichst schnell erfolgen, ohne die Praparate zu verletzen.

In den ersten 20 min. als Adaptionsphase wurden 25 ml Tyrode aufgefiillt und die
isolierten Organe wurden in das Organbad abgesenkt. Nach 20 min. wurde die
Tyrode Uber einen Ablauf abgelassen. Um eine mechanische Kontraktion des Organs
auszulésen hat man 25ml vorbereiteter KCl-Losung ins Organbad hinzugefligt.
Besteht eine Kontraktion, wurde es Uber Amplifier in ein elektrisches Signal
Uberfihrt werden und Uber einen Schreiber wurde dieses Signal auf ein

Millimeterpapier libertragen werden.
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Abbildung 17: Apparatur 2

3.6.1.3. Apparatur 3

Bei der Apparatur 3 wurde die Kurve anders gezeichnet, sonst funktionieren die
Apparatur 2 und 3 auf demselben Prinzip. Bei der zweiten Apparatur wurde
elektrisches Signal (ber Verstarker und Schreiber auf einem Millimeterpapier
registriert. Bei der dritten wurde Signal Gber ein Computerprogramm - LabScribe2
dargestellt. Diese Apparatur diente der Untersuchung von Aorta, Arteria pulmonalis

und Darm.

Wahrend der Versuche konnten die Aktivitaten der Organe nicht gleich registriert
werden weil die nur schwach waren und mussten deshalb mit mehreren Geraten
gespeichert werden und als verstarktes elektrisches Signal in Form einer Kurve

aufgezeichnet werden.
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Abbildung 18: Apparatur 3

3.6.2.Die Gaszufuhr

Damit die isolierte Organe (iberleben konnten, mussten die kontinuierlich mit
Sauerstoff versorgt werden. Das erfolgte durch eine Mischung aus 95% O, und 5%
CO,, genannt als Oxymix oder Carbogen. Gas wurde Uber eine zentrale Glasflasche
Uber Schlduche in das Organbad eingefiihrt. Der Schlauch ist am Ende von einer
Glasfritte besetzt, lGber die eine homogene Gasstromverteilung ermdoglicht wurde,
damit die Nahrlésung nicht zu stark begast wird. Die Starke der Begasung wurde

durch am Schlauch vorhandene Klemmen reguliert werde
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.6.3.Kraftwandler, Verstarker und Schreiber

Kraftwandler wurde benotigt, um die mechanischen Signale, die bei der
Untersuchung der isolierten Organe erhalten wurden, in das elektrischen Impuls zu

umwandeln weil die mechanische Signale nicht dargestellt werden konnten.

Verstarker ermoglichte eine Verstarkung der Intensitat des elektrischen Impulses

und mittels Schreiber wurden die Impulse auf dem Millimeterpapier aufgezeichnet.

4 - CHANNEL TRANSDUCER N i-lb
AMPLIFIER <«——  KRAFTWANDLER 13
I
| ll
e

..

SCHREIBER

| w—

Abbildung 14 : Schematische Darstellung der Signaliibertragung

3.7. Versuchsablauf

Pro Organpraparat wurden 5 Versuche durchgefiihrt, um eine moglichst genaue
Auswertung der Ergebnisse zu bekommen. Um die mogliche Kontaminationen zu
vermeiden wurden die Organbader am Ende jeden Tages mit 2% iger HCl und dann
mit bidestilliertem Wasser griindlich gespilt, damit die Ergebnisse durch andere
Substanzen nicht verfalscht werden. Bevor mit dem neuen Versuch angefangen
wurde, musste eine konstante Temperatur von 37°C erreicht werden. Nur bei

Papillarmuskel sollte eine Temperatur von 35°C erzielt werden.

Die Organbader wurden danach zuerst einmal mit Tyrode gespilt und dann mit 25ml

Nahrlosung aufgefillt.
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Die Testsubstanz konnte erst nach einer Kontrollphase von ca. 45 min. eingespritzt
werden, bzw. solange hat gedauert bis ein FlieRgleichgewicht (stad State) erreicht
wurde. Wichtig war mi Vorsicht zu arbeiten und die Kraftwandler oder isolierten
Organ wahrend des Einspritzens nicht zu beriihren weil dadurch Versuch nicht

erfolgreich ware und die Ergebnisse waren verfalscht.

Nachdem das Praparat fir 20 min. in der Nahrlésung gehalten worden ist, wurde die
Triode abgelassen und konnte dann die frisch vorbereitete Kcal-Losung dazugegeben
werden. Kcal ermoglichte die Vorkontraktion der isolierten Organe wodurch die
mogliche Vaso dilatierende und spasmolytische Wirkungen erkennbar waren. Bei der
Untersuchung von Vorhof und Papillarmuskel wurde keine Kcal-Losung hinzugefiigt.
Vorhof ist in der Lage auch spontan zu schlagen ohne zusatzliche chemische Reizung.

Bei Papillarmuskel konnte die Reizung durch Elektroden gewahrleistet werden.

Als Losungsmittel wurden Aqua bidestillata und DMSO (Dimethylsulfoxid)
verwendet. Die Substanz wurde gewogen und dann abhangig von ihrer Loslichkeit in

einer von diesen 2 Lésungsmitteln aufgelost.

Erst wenn steady state erreicht wurde konnte die Substanz ins Organbad in einem
Abstand von 45 min. eingespritzt werden. Falls steady state nach 45 min. nicht
eintritt dann musste man abwarten bis es erreicht wurde und das konnte bis
maximal 2 Stunden dauern. Der Wert wurde am Millimeterpapier beschriftet und
dann wurde 3 pl der Testsubstanz pipettiert, um eine Konzentration von 3 pumol/l im

Organbad zu erreichen.

Nach 45 Minuten werden 7 pl der Substanz pipettiert, wodurch eine Konzentration
von 10 unol/I erreicht wurde. Das wurde noch mit 2 Konzentrationen durchgefiihrt,

20 pl und 7 pl. Die entsprechende Konzentrationen waren 30 und 100 pumol/I.

Die durch Testsubstanz ausgeldsten Veranderungen wurden dann gemessen und am

Papier aufgezeichnet.
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Zugegebene Menge Endkonzentration
3ul 3umol/l
Tl 10pmol/l
20ul 30pumoll
70ul 100umol/l

Abbildung 19 : Pipettierschema

Die notwendige Substanzmenge die eingewogen sein sollte, wurde aus dem
Molekulargewicht von MAH 117 ausgerechnet. Das wurde durch 400 dividiert, weil

das Fassungsvolumen des Organbads als Anteil von 100 ml darstellt.

Fir jedes Organ wurden mindestens 5 Versuche durchgefiihrt, um die
unterschiedlichen Effekte der Testsubstanz auf den 5 isolierten Organen zu

Uberprifen.

Untersuchte Effekte von MAH 117. HCl auf die isolierte Organe:

- Vorhof : Chronotropie
- Arteria pulmonallis : Vasodilatation
- Aorta descendens : Vasodilatation
- Papillarmuskel: Inotropie
-Terminales lleum : Spasmolyse

3.7.1.Versuchsablauf auf das Atrium cordis dextrum

Am Vorhof wurde die Herzfrequenz untersucht. Nach der Praparierung wurde der
Vorhof vorsichtig mittels Silberdrahthdkchen mit Fettgewebe nach oben an der
Apparatur eingespannt und in das mit Nahrlosung gefiillte Organbad eingelegt und
mit Oxymix begast. Die Intensitat der Begasung sollte nicht zu stark sein damit Organ

nicht geschadigt wird.

35



Das sollte moglichst schnell gemacht werden damit die Spontanaktivitdt vom Vorhof
und Uberlebenszeit nicht beeintrachtigt werden. Aufgrund seiner Spontanaktivitit
musste Vorhof nicht wie Papillarmuskel elektrisch gereizt werden. Es wurde

vorgespannt damit die maximale Kontraktion ausgeldst werden konnte.

Der Schreiber wurde auf 5mV Sensitivitat und die Geschwindigkeit der Aufzeichnung
von 5 mm/sec eingeschaltet und auf Null eingestellt. Danach wurde Amplifier
eingeschaltet wodurch Schreiber nochmal auf Null eingestellt werden musste. Es
wurde mittels Feintrieb eine Vorspannung von 10,4 mN angelegt. Nach der

Einstellung erfolgte in ersten 45 min. die Kontrollphase. Wahrend der Kontrollphase

sollte sich der Vorhof auf die Umgebung der Nahrlésung anpassen und eine
Konstante Anzahl der Schldge zeigen. Um das zu prifen wurde alle 5 min. auf ca. 6
cm. des Millimeterpapiers aufgezeichnet. Wenn nach 3-4 Schldage die Frequenz
konstant war( die Schlage dirften sich um £ 1 voneinander unterscheiden ), war die
Kontrollphase abgeschlossen und erst dann konnten die eigentlichen Versuche
durchgefiihrt werden. Die Testsubstanz wurde alle 45 Minuten hinzugefiigt und alle
5 Minuten erfolgte eine Kontrollaufzeichnung bis eine Konzentration von 100 pmol/I
im Organbad erreicht worden ist. Um die Herzfrequenz pro Minute zu berechnen

wurden die Schlage innerhalb von 6 Kastchen aufgezahlt und mit 5 multipliziert.

Abbildung 20 : Im Organbad eingespannter Vorhof
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3.7.2.Versuchsablauf am Papillarmuskel

Am Papillarmuskel wurde die Kontraktionskraft untersucht. Der Papillarmuskel hat
im Gegensatz zu dem Vorhof keine spontane Aktivitat und muss deshalb elektrisch
durch ein Reizgerat gereizt werden (Accupulser A310 der Firma WPI, USA). Dadurch
wurde ermoglicht, dass dem Muskel alle 15 sec. ein Stromschlaf verabreicht wird.

Die Stromstarke konnte um max.10% erh6ht werden.

Wichtig war, die Stromstérke nicht zu hoch zu wihlen, da dies zu einer Uberreizung
des Papillarmuskels fihren wirde. In diesem Fall wirden sich der
Katecholaminspeicher entleeren (Run down-Effekt) und der Papillarmuskel aufhéren

zu schlagen. (Furchgott et al. 1959).
Das wiirde zur Verfalschung des Ergebnisses fluhren.

Andererseits, falls die Stromstarke zu schwach war, konnten die Kontraktionen nicht

gemessen werden.

Papillarmuskel wurde in der Versuchsapparatur 1 eingespannt und dann in das mit
Tyrode gefillte auf 35°c erwdarmte Organbad abgesenkt. Der Schreiber wurde auf
5mV eingestellt. Falls die Schlagamplitude zu gering war, konnte die Stromspannung
auf 2mV oder 1mV eingestellt werden. Der Muskel wurde mit Hilfe des Feintriebs auf
3,92 mN vorgespannt, was ca. 4 cm auf Millimeterpapier betrug. Nachdem die
Vorspannung eingestellt worden ist, musste der Schreiber wieder auf Null gesetzt

werden.

Bei der Untersuchung des Papillarmuskels war besonders wichtig zu kontrollieren,
dass es im Laufe des Experiments ein Spannungsverlust ausgeldst werden konnte.
Das war dadurch sichtbar, dass sich Schreibkopf in den negativen Bereich
verschoben hat. Um dadurch eine Verringerung der Kontraktionskraft zu vermeiden,
musste die Vorspannung des Organs immer wieder nachjustiert werden. (Reiter

1967)

Fir mindestens 45 Minuten wurde die Kontrollphase durchgefiihrt. Wahrend der

Kontrollphase wurden alle 5 Minuten mindesten 5 Kontraktionsamplituden auf dem
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Millimeterpapier aufgezeichnet und linear gemessen. Die Liange der Amplituden
sollte 22 cm betragen. Wenn die Lange bei 3 aufeinander folgenden Messungen
konstant blieb, konnte die erste Konzentration der Testsubstanz eingespritzt

werden, die dann alle 45 Minuten erh6ht wurde.

Abbildung 21: eingespannter Papillarmuskel

3.7.3.Versuchsablauf an der Arteria pulmonalis

Bei Arteria pulmonalis wurde die vasodilatierende Wirkung untersucht. Isolierte
pulmonale Arterie konnte bei beiden Apparaturen, 1 und 2, eingespannt werden.
Die freigelegte Ringe von Arteria pulmonalis wurden in der Apparatur eingespannt,
an der unteren Seite an der Organhalterung befestigt und an der oberen Seite an
eine Aufhangevorrichtung aufgehangt, mittels Feintrieb vorgespannt und in das mit

Tyrode befillte Organbad abgesenkt.
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Amplifier und Schreiber wurden auf Null gestellt und der Schreiberwurde auf eine
Stromstarke von 10mV gesetzt. Auf dem Millimeterpapier wurde es auf 10 cm

vorgespannt.

In den ersten 20 min. wurde die pulmonale Arteria auf die Tyrode angepasst. Nach
der Anpassungsphase wurde die Sensitivitat des Schreibers auf 5mV runtergesetzt,
auf Null gestellt und die Tyrode abgelassen. Nach der Entfernung der Tyrode wurde
das Organbad mit 25ml einer 90 mmolaren KCI-Losung gefiillt. Dadurch startete die
Kontrollphase, die solange dauerte bis die Kontraktionskurve einen konstanten Wert
hatte. Mindestens 45 Minuten musste die Kontraktionskurve eine Lange liber 5cm

haben, bzw. aufsteigen im Computer und tGiber 10 Minuten konstant bleiben.

Erst dann konnte die Testsubstanz in das Organbad alle 45 Minuten eingespritzt

werden.

Abbildung 22 : eingespannter Arteria pulmonalis

3.7.4 Versuchsbalauf an der Aorta descendens

Auf Aorta wurden ebenso vasodilatierende Wirkung auf die glatte Muskulatur
untersucht. Der Schreiber und Verstarker wurden eingeschaltet und auf Null

eingestellt.
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Die Versuche sind gleich wie die bei Arteria pulmonalis. Einziger Unterschied bestand
in der verschiedenen Vorspannung. Bei der Aortauntersuchung wurde der Schreiber
vom Anfang auf 5mV gestellt und blieb auch nach der Anpassungsphase gleich. Sonst
wurde Kurvenablauf und Zugabe der Testsubstanz gleich wie bei Arteria pulmonalis

durchgefiihrt.

Die Zugabe der Testsubstanz erfolgte auch erst nach der Kontrollwert nach mind. 45
Minuten einen konstanten Wert aufgenommen hat (steady state). Der Kontrollwert
wurde erreicht wenn die graphische Zeichnung des Schreibers Gber 10 min. eine fast
waagrechte Linie zeigte. Um einen Versuch Uberhaupt zu starten musste die
Amplitude des Kontrollwertes auf Millimeterpapier mind. 5cm betragen. Lag sie nach
2 Stunden Kontrolle unter 5cm, bzw. hat | sich die steady state nach 2 Stunden nicht

eingestellt, dann ist das Versuch zu unterbrechen.

Abbildung 23 : eingespannte Aorta im Organbad
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3.7.5.Versuchsablauf am lleum terminalis

Am Illeum terminalis wurde die spasmolytische Wirkung der Testsubstanz gepriift.
Diinndarm wurde mit dem jejunalen Ende in die Apparatur 2 oder 3 eingespannt und
in das Organbad abgesenkt und mit Oxymix begast. Danach wurden Schreiber und
Amplifier eingeschaltet und mittels Feintrieb auf 5cm vorgespannt und auf Null
gestellt. Der  Schreiber wurde auf Stromstarke von 5mV  und
Aufzeichnungsgeschwindigkeit von 1mm /min gesetzt. Danach erfolgte in den ersten
20 min.die Anpassungsphase in der Nahrlésung. Nach der Anpassungsphase wurde
die Tyrode Uber eine Ablassvorrichtung abgelassen, der Schreiber wieder auf Null
gestellt und 25ml einer 60 mmolaren KCI-Lésung hinzugefligt. Durch die Zugabe von
KCl-Loésung konnte Darm maximal kontrahieren. Dadurch hat die Kontrollphase
angefangen, die mindestens 45 Minuten dauerte. Das lleum konnte aufgrund
kompletter Kontraktion im Gegensatz zu den anderen Praparaten ein starker
Kurvenausschlag zeigen. Bei Darmpraparaten hat die Kurve schnell
Maximalkontraktion erreicht, nach ungefahr einer Stunde. Kurve musste mindestens
5cm betragen und lber 10 min. konstant bleiben und erst dann konnte die

Testsubstanz laut dem erwahnten Schema eingespritzt werden.

Abbildung 24 : isolierter Darm
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Abbildung 25: eingespannter Darm im Organbad

3.8.Untersuchung des Wirkmechanismus

Durchflihrung der Versuche hat gezeigt dass die Testsubstanz MAH117 die starkste
Aktivitat am terminalen lleum ausubt. Es konnten eine deutliche muskelrelaxierende
Wirkung und EC-50 Wert (jeder Wert mit 50%-iger Wirkung; je niedriger desto
besser) festgestellt werden weshalb terminale lleum zur weiteren Untersuchung des
Wirkmechanismus verwendet wurde. GroRe Rolle spielt hier die NO-Synthase. Es
wurde die Stimulierung der NO-Synthase beobachtet und ob dadurch die Wirkung
der Testsubstanz ausgelést wurde. Fir diese Uberpriifung wurde NO-Antagonist
Nitro-L-Arginin eingespritzt. Seine Wirkung besteht darin, dass es die Wirkung von

Testsubstanz inhibieren sollte.

Die Untersuchung des Wirkmechanismus war gleich wie bei dem Versuchsablauf am
Ileum terminale, bis inklusive KCl-Zugabe. Nach der Zugabe einer 60 mmolaren KCl-
Loésung und Erreichen der Plateau Phase im Organbad wurde statt Testsubstanz eine

100 um Losung von NO-Synthase Antagonisten Nitro-L-Arginin.

Nach der Zugabe vom Antagonist wurde fiir ndchsten 45 min. gewartet, bis eine 50
uM Losung von Testsubstanz eingespritzt werden kann. Der Versuch wurde dann

nach 45 min. beendet.
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3.8.1. Nitro-L-Arginin

NH (@)
NH,

Abbildung: Strukturformel von Nitro-L-Arginin

Um die NO-Synthase des glattmuskuldaren Dinndarms von Meerschweinchen zu
hemmen konnte Nitro-L-Arginin eingesetzt werden. Diese Hemmung ist aber viel

signifikanter bei jungen Tieren in Vergleich zu Erwachsenen. (Patel et al. 2010).

Dadurch dass wir fiir Versuche junge Meerschweinchen verwendet haben, war Nitro-

L- Arginin als Inhibitor der NO-Synthase das beste Auswahl.

Stickstoffmonoxid hat eine zentrale Rolle auf die Relaxation des koronaren
Durchflusses. Im Rahmen einer Nitro-L-Arginin-Infusion (NLA) wurde nicht nur die
Dilatation des koronaren Systems vollig gehemmt, sondern kam es auch zur
Kontraktion der GefdaRe. Das hat angedeutet, dass Nitro-L-Arginin eine erfolgreiche
Hemmung der NO-Synthase verursachte, welche als Mediator der vasodilatierenden
Wirkung von Acetylcholin fungiert. Diese Hemmung bezieht sich nicht nur auf die
Hemmung der KoronargefaRe, sondern auch auf die Hemmung anderer vaskularen

Systeme (Brown et al. 1992).

3.9. Auswertung der Ergebnisse

3.9.1. Auswertung am Atrium dextrum

Am rechten Vorhof wurde die Chronotropie (Schlagfrequenz) ausgewertet. Die

Schlagfrequenz wurde alle 5 Minuten tGber 12 Sekunden aufgezeichnet. Das war eine
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Strecke von 6cm auf dem Millimeterpapier bei einer Geschwindigkeit von 5 mm/s.
Die aufgenommenen Ausschldge innerhalb 6 cm wurden gezahlt und mit 5

multipliziert, um die Schlagfrequenz pro Minute zu bekommen.

Der steady-state Kontrollwert erreicht vor der Zugabe der Testsubstanz wurde als
Kontrollwert und als 100% genommen. Die Chronotropiewerte die wahrend der
Versuche dokumentiert wurden, wurden als prozentueller Anteil des Kontrollwertes
berechnet. Abhangig davon ob die Ausschlage pro Minute abnehmen oder
zunehmen konnte festgestellt werden ob die Substanz eine positive oder negative

chronotrope Wirkung zeigt.

3.9.2. Auswertung am Musculus papillaris

Beim Papillarmuskel wurde die Lange der Amplitude linear gemessen. Abhangig von
der Spannung sollte dann die gemessene Liange in cm mit einem Eichfaktor
multipliziert werden, damit sie in Kraft (mN) umgewandelt werden kann und damit
wir eine Information Uber die Kontraktionskraft des Organs bekommen. Der
konstante Wert wurde vor Zugabe der Testsubstanz wurde als 100% genommen und
die darauf folgende Messungen wurden als prozentuelle Anteile des Kontrollwertes
aufgenommen. Auf diese Weise konnte festgestellt werden, ob die Testsubstanz

einen positiven oder negativen Inotropen Effekt hatte.

Bei einer Lange unter 2cm konnte der Ausschlag durch den Verstarker vergroRert
werden. Am Computer wurde die Kurve in Abhangigkeit vom Kraft gezeichnet. Um
die bekommene Messungen in cm ( 1cm = 0,98 mN) umzuwandeln mussten die

Messungen mit 1,02 multipliziert werden.
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Spannung (mV) Eichfaktor

2 0,39
5 0,98
10 1,96

Abbildung 26 : Eichfaktoren

3.9.3. Auswertung an der Aorta, Arteria pulmonalis und lleum terminalis

Welche Auswirkungen hatte die Testsubstanz auf die glatte Muskulatur konnte mit
diesen 3 Organen untersucht werden. Es wurde die potentielle vasodilatierende bzw.
vasokonstriktorische Wirkung auf die Gefalle untersucht. Mit Hilfe des terminalen
lleums wurde die spasmolytische Wirkung auf den gastrointestinalen Trakt

Uberpruft.

Bei allen 3 Praparaten wurde KCIl-Losung dazugegeben, um eine maximale
Kontraktion auszulosen. Auf dem Millimeterpapier wurde die Gabe von Testsubstanz
mit einem Bleistift beschriftet und wenn der Versuch beendet war, wurde die
Entfernung der Kontraktionskurve bis zum Nullpunkt linear gemessen. Dieser Wert
wurde als 100% aufgenommen und diente somit als Referenzwert. Um die Werte in
mN umzuwandeln wurde der Kontrollwert mit dem Eichfaktor 0,98 multipliziert weil

1 cm auf dem Papier 0,98 entspricht.

Bei weiteren Messungen wurden die Abstande von jeder Markierung bis zum
Nullpunkt gemessen und mit dem Referenzwert verglichen werden. Durch den
Vergleich dieser Werte mit dem Referenzwert konnte die positive oder negative

Wirkung der Testsubstanz auf die Kontraktionskraft Gberprift werden.
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3.10. Statistik

Um die gemessene Ergebnisse statistisch auszuwerten wurde das Programm Sigma-
Plot 9.0 verwendet. Hierbei wurden die 5 zu einander passenden Versuche fir die
statistische Auswertung genommen. Dadurch wurden Mittelwert sowie der
Standardfehler und Standardabweichung bei allen Werten berechnet. Es wurde eine
graphische Darstellung in Form einer Konzentrations-Wirkungskurve dargestellt. Auf
x-Achse wurde die Schlagfrequenz oder die Kontraktionskraft aufgetragen und auf
die y-Achse die Konzentration der Testsubstanz in moll/l. Bei einer starken Wirkung
konnten Uber diese graphischen Darstellungen die ECso-Werte berechnet werden.
Die ECso entspricht der effektiven Konzentration bei der es zu einer 50%igen

Veranderung kommt (Larsen, 2011).

Es wurde ein Signifikanztest (Student-t-Test) durchgefiihrt um die Werte adaquat
beurteilen zu kdnnen. Dieser Test definierte, dass die Werte von unter 5% (P<0,05)
als signifikant bezeichnet wurden, wahrend die Werte <1% (P<0,01) und <0,1%

(P<0,001) als hochsignifikant bezeichnet wurden.
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4. ERGEBNISSE

Hier wurde die Wirkung von der Testsubstanz auf jedes einzelnes Organ naher
Uberpruft, wobei mindestens 5 Versuche pro Organ gemacht wurden. Dann wurde in
Abhdngigkeit von Resultaten eine Tabelle mit Ergebnissen, eine Konzentrations-
Wirkungskurve und eine Originalaufzeichnung aufgezeichnet. Danach wurden die

Ergebnisse des Wirkmechanismus an das lleum terminale dargestellt.

4.1. Wirkung von MAH117 auf das Atrium Cordis dextrum

Am rechten Vorhof wurden 5 Versuche durchgefiihrt, um eine mogliche

Chronotropieverdanderung (Schlagfrequenz) zu iberprifen.

MAH117 zeigte am Vorhof eine negative Wirkung auf die Schlagfrequenz, wobei der
ECso-Wert nicht erreicht werden konnte. Nach Zugabe jeder Konzentration kam es zu
einer Abnahme der Schlagfrequenz, auler im Versuch 3, wo es bei Konzentrationen
von 3 umol/l und 10 umol/I zu einer leichten Steigerung der Schlagfrequenz kam,

danach aber bei 30 umol/I wieder zur Abnahme.

Die prozentuelle Zunahme oder Abnahme der Schlagfrequenz wurde immer in Bezug

auf den Kontrollwert (0%) betrachtet.
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MAH117 f £ SEM f + SEM Versuche Irrtumswahrscheinlichkeit
(nmol/I) (Schldge/min) (%) (n) (P)
Kontrolle 225+11,51 00 5 ---
3 219+ 8,86 -2,21 43,30 5 n.s.
10 203+15,86 | -9,24+6,89 5 n.s.
30 178 + 24,05 -20,40% 9,27 5 0,01
100 0x0 -100+0 5 0,001

Tabelle 3: Ergebnisse von MAH117. HCI auf den rechten Vorhof

Abkirzungen :

- fc = arithmetische Mittelwerte der Schlagfrequenz in mN und %

- SEM = Standardfehler des Mittelwertes in mN und %

48




Rechter Vorhof
n=5 MAH 117. HCI
EC., =47 umol/l

25 -
g 7
g
g
g -25
5
<
=
(&)
w
S -50 -
E |
=
s |
o |
< .75 - |
|
|
|
-100 - |
| T T T I 1
0 3 10 30 100
Konz.(umol/l)

Abbildung 27: Konzentrations-Wirkungskurve von MAH117 am rechten Vorhof

Das Diagramm zeigt die Wirkung von Testsubstanz MAH117 auf die Schlagfrequenz
des rechten Vorhofs beim Einspritzen verschiedener Konzentrationen. Auf der x-
Achse wurde die eingespritzte Konzentration und auf der y-Achse die Schlagfrequenz
des rechten Vorhofs aufgetragen. Die Punkte entlang der Konzentrations-
Wirkungskurve reprasentieren die Mittelwerte der durchgefiihrten Versuche und die

durch diese Punkte laufenden senkrechten Balken, stellen deren Standardfehler dar.

Am Diagramm wurde die Abnahme der Schlagfrequenz noch ersichtlicher dargestellt,
wo es schon nach der dritten Konzentration zu einer starken Abnahme und daher zu
einer stark negativen chronotropen Wirkung kam. Aus der Konzentrations-
Wirkungskurve konnte auch EC50-Wert abgelesen werden und der betrdagt 47

umol/I.
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4.2. Wirkung von MAH117 auf den Musculus papillaris

Um die Wirkung der Testsubstanz auf die Inotropie zu untersuchen wurden 4
Versuche mit Papillarmuskel durchgefiihrt. Aus diesen Versuchen wurden die
Mittelwerte der Inotropie (in mN und Prozent) und deren Standardfehler
ausgerechnet. Die Mittelwerte, deren Standardfehler und die

Irrtumswahrscheinlichkeit wurden in der Tabelle dargestellt.

Nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen wurde eine ausgepragte Abnahme

der Kontraktionskraft dokumentiert, also eine stark negative inotrope Wirkung.

MAH117 f£SEM f. £ SEM Versuche | Irrtumswahrscheinlichkeit
(nmol/I) (mN) (%) (n) (P)
Kontrolle 1,01+0,07 040 4 _—
3 0,68 £0,09 | -33,9345,34 4 0,05
10 0,52+0,09 |-49,4046,15 4 0,05
30 0,23+0,04 |-77,39%4,19 4 0,01
100 0,05+0,01 |-94,87+1,47 4 0,001

Tabelle 4: Ergebnisse von MAH117 am Paplilarmuskel
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Abbildung 28 : Konzentrations-Wirkungskurve von MAH 117 auf den Papillarmuskel

In diesem Diagramm wurde die Wirkung der Testsubstanz auf die Inotropie
graphisch dargestellt. Auf der x-Achse wurde die Konzentration und auf der y-Achse
die prozentuelle Anderung der Kontraktionskraft aufgetragen. Die Punkte entlang
der Kurve sind arithmetische Mittelwerte und die senkrechte Balken deren
Standardfehler. Das Diagramm veranschaulicht eine deutliche Abnahme der
Kontraktionskraft wodurch sich auch ECso-Wert ablesen ldsst und es lag bei 10

umol/I.
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4.3. Wirkung von MAH117 auf Aorta descendens

An der Aorta wurde eine potentielle vasodilatierende Wirkung der Testsubstanz auf

die glatte Muskulatur Gberpriift. Es wurden 6 Versuche durchgeflihrt woraus die

Mittelwerte und deren Standardfehler in mN und Prozent angegeben wurden.

Angegeben wurde in der Tabelle auch die Irrtumswahrscheinlichkeit. Die Auswirkung

der Testsubstanz ist unter 50% gelegen weshalb das Ablesen des ECso-Wertes nicht

moglich war.
MAH117 f£SEM f. £ SEM Versuche | Irrtumswahrscheinlichkeit
(umol/l) (mN) (%) (n) (P)
Kontrolle 12,35+1,74 0+0 8 -
3 12,15+2,02 -4,60+6,01 8 n.s.
10 11,85+1,81 -5,11+2,30 8 n.s.
30 10,81+1,67 -13,35+3,10 8 0,05
100 73,8317,25 | -26,17+7,25 8 0,05

Tabelle 5: Ergebnisse von MAH 117 an der Aorta descendens
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Abbildung 29: Konzentration-Wirkungskurve von MAH117 auf Aorta descendens

Auf der X-Achse wurde die steigende Substanzkonzentration und auf y-Achse die
Kontraktionskraft aufgetragen. Die Punkte entlang der Kurve definieren Mittelwerte

des jeweiligen Versuchs und die senkrechte Balken deren Standardfehler.

Diagramm zeigte, dass die Testsubstanz keine starke Wirkung auf Aorta ausiibte und
eine Konzentrationssteigerung fiihrte zu einer leichten Abnahme der
Kontraktionskraft. Aufgrund graphischer Darstellung konnte man noch besser sehen

dass keine Ausrechnung des EC50-Wertes moglich war.
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4.4. Wirkung von MAH117 auf Arteria pulmonalis

Auf Arteria pulmonalis wurden 5 Versuchen durchgefiihrt wodurch die
vasodilatierende Wirkung der Testsubstanz auf isolierte Lungenarterie untersucht

wurde.

In der Tabelle wurden Mittelwerte der jeweiligen Versuche in mN und in Prozent,

deren Standardfehler und die Irrtumwahrscheinlichkeit angegeben.

Aus der Tabelle konnte man eine leichte Abnahme der Kontraktion ablesen, die sich
nach der Zugabe der dritten und vierten Konzentration erhoht hat. Es wurde knapp

unter 50% gelegen weshalb ECso-Wert nicht erreichbar war.

MAH117 f.+SEM f. £ SEM Versuche | Irrtumswahrscheinlichkeit
(nmol/1) (mN) (%) (n) (P)
Kontrolle 9,06 +1,08 0+0 5 -
3 9,07+1,11 0,07+0,48 5 n.s.
10 8,78+1,26 -4,1043,99 5 n.s.
30 7,78+1,57 -17,12+9,64 5 0,05
100 5,41+1,21 -43,09+7,15 5 0,05

Tabelle 6 : Ergebnisse von MAH117 auf die pulmonale Arterie
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Abbildung 30: Konzentrations-Wirkungskurve von MAH117 auf die Arterie pulmonales

Aus der graphischen Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurve konnte eine
leichte Vaso dilatierende Wirkung der Testsubstanz auf die Lungenarterie festgestellt
werden. Nach der Zugabe der dritten und vierten Konzentration wurde die
reklamierende Wirkung erhoht, lag aber knapp unter 50% weshalb ein ECso-Wert

nicht erreichbar war.

Auf der x-Achse wurde die zunehmende Konzentration in moll/l und auf der y-Achse
die abnehmende Kontraktionskraft in Prozent aufgetragen. Die schwarzen Punkte
bezeichneten die Mittelwerte der Kontraktionskraft und die senkrechten Balken

deren Standardfehler.
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4.5. Wirkung von MAH117 am lleum terminales

An dem isolierten lleum terminale wurden 5 Versuchen durchgefiihrt wodurch die
spasmolytische Wirkung der Testsubstanz untersucht wird. Die Testsubstanz hat hier
die starkste Wirkung ausgelost. Als Kontrollwert wurde die konstant gebliebene
maximale Kontraktion genommen, die nach Kcal-Zugabe sichtbar war. Die
zunehmende spasmolytische Wirkung der Testsubstanz wurde im Verhaltnis zu dem

Wert in Prozent ausgerechnet.

MAH117 f£SEM f. £ SEM Versuche | Irrtumswahrscheinlichkeit
(nmol/I) (mN) (%) (n) (P)
Kontrolle 6,53+0,47 0+0 5 -
3 5,57+0,64 -15,43+4,83 5 0,05
10 4,35+0,42 -33,57+3,46 5 0,05
30 2,08+0,37 -68,01+5,75 5 0,01
100 0,04+0,04 -99,39+0,61 5 0,001

Tabelle 7: Ergebnisse von MAH117 am lleum terminalis
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Abbildung 31: Konzentration-Wirkungskurve von MAH 117 am lleum terminalis

Die graphische Darstellung der Konzentration-Wirkungskurve zeigte, dass die
Testsubstanz am Diinndarm eine starke spasmolytische Wirkung mit zunehmender
Konzentration auslost. Auf x-Achse wurde die Konzentration in umol/l und auf y-
Achse die abnehmende Kontraktionskraft in Prozent. Schwarze Punkte bezeichneten
Mittelwerte der Kontraktionskraft und die laufenden senkrechten Balken deren
Standardfehler. Aufgrund einer starken spasmolytischen Wirkung der Testsubstanz
konnte ECsp-Wert mit einer senkrechten Linie abgelesen werden und betragt 17

umol/l ( je niedriger desto besser).

57



4.6. Wirkung von MAH117 am lleum terminalis in Anwesenheit des

Inhibitors Nitro-L-Arginin

Nach Untersuchung der Testsubstanz auf alle 5 Organe war deutlich, dass die
Testsubstanz MAH117 die starkste Wirkung am Dinndarm ausgelést hat. Die
zunehmenden Konzentrationen flihrten zu einer starken Verringerung der
Kontraktionskraft. Daher wurde Dinndarm fiir die weitere Untersuchung des

Wirkmechanismus verwendet.

Es wurde untersucht ob die spasmolytische Wirkung der Testsubstanz auf NO-
Freisetzung durch die NO-Synthase beruht. Aus diesem Grund wurde ins Organbad
Nitro-L-Arginin hinzugefligt, bevor die Substanz eingespritzt wurde. Nitro-L-Arginin
ist ein Antagonist der die NO-Synthase blockieren sollte. Auf diese Weise konnte
man feststellen ob die Wirkung von der Testsubstanz im Zusammenhang mit der NO

freisetzenden Wirkung stand.

Nach der Zugabe von KCl und Abwarten bis die maximale Vorkontraktion einen
Konstanten Wert aufgenommen hat wurde in das Organbad Nitro-L-Arginin
hinzugefiigt. Nach 45 Minuten wurde die Substanz eingespritzt, damit man
feststellen konnte ob die spasmolytische Wirkung der Testsubstanz weiter

zugenommen hat.

Tabelle 8: Ergebnisse von MAH117 am lleum terminalis in Anwesenheit von Nitro-L-Arginin

Konzentration fct SEM Versuche Irrtumswahscheinlichkeit
(umol/l) (mN) (n) P
Kontrolle 6,88+ 0,60 4 ---
100 NLA 6,84+ 0,67 4 ---
20 MAH117.HCI 4,19+ 0,10 4 0,05
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Abbildung 32: Graphische Darstellung des Wirkmechanismus von MAH117am terminalen lleum in

Anwesenheit von Nitro-L-Arginin

In der Graphik wurden die unterschiedlichen Versuchsspalten aufgetragen: Die

Kontrolle, die 100 uM Antagonist Nitro-L-Arginin und als letzte 20 uM MAH117.

Auf der Y-Achse wurde die Kontraktionskraft des Darms in mN aufgetragen. Die auf

diesen 3 Spalten bestehenden senkrechten Balken sind Standardfehler.

Aus dieser Graphik konnte festgestellt werden, dass die Kontraktionskraft des Darms
auch nach Zugabe des Antagonisten abnimmt. Das wiirde bedeuten, dass die
spasmolytische Wirkung der Testsubstanz nicht auf NO-Synthese beruht weil dieses

Enzym noch vor Gabe der Substanz blockiert worden ist.
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5. DISKUSSION

Die Zielsetzung des praktischen Teils der Diplomarbeit war aufgrund der isolierten
Meerschweinchenorgane ein pharmakologisches Profil der neusynthetisierten
Testsubstanz MAH 117.HCl genauer zu betrachten. Dadurch dass man einen
potentiellen Wirkstoff flir menschlichen Organismus gewinnen wollte, wurden fir
diesen Zweck die Meerschweinchen ausgewihlt wegen der gréBten Ahnlichkeit
zwischen deren lonenkandle der GefdBe und den menschlichen. Sie waren auch
wegen deren GroRe optimal fiir die Arbeit und leichtere Handhabung. Die
Hezmuskulatur besteht aus quergestreiftem Gewebe und ermoglicht die
Untersuchung der Inotropie und Chronotropie. Das wurde an 2 Herzorganen, Atrium
cordis dexter und Musculus papillaris durchgefiihrt. Andererseits, anhand der glatten
Muskulatur kénnen die vasodilatieerende und spasmolytische Wirkungen tberpriift
werden. Aus der glatten Muskulatur wurden fir die Untersuchungen Aorta

Deszendenz, Arterie pulmonales und lleum terminale verwendet.

In diesem Kapitel wurden die Ergebnisse der beschriebenen Versuche miteinander

verglichen.
5.1.Wirkung von MAH117.HCL auf die quergestreifte Muskulatur

Um zu prifen ob eine potentielle positive oder negative inotrope und chronotrope
Wirkungen vorhanden waren, wurde die quergestreifte Muskulatur vom rechten

Vorhof und Papilarmuskulatur untersucht.

Isoliertes Organpraparat f (fc) £ SEM (%) ECso
bei 100 pumol/I (umol/1)

Atrium dexter -100,00 £ 0,00 47

Musculus papillaris -94,87 + 1,47 10

Tabelle 9: Wirkung von MAH117.HCI auf die Priparate der quergestreiften Herzmuskulatur
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Die Tabelle zeigt eine Abnahme der Inotropie und Chronotropie durch Zugabe der
Testsubstanz in Prozent und Standardfehler. Sowohl beim rechten Vorhof als auch
bei Papillarmuskel war die Wirkung stark und wurde eine Abnahme der
Kontraktionskraft ausgelost. Beim Papillarmuskel, das extern durch eine Elektrode
gereizt werden musste, war die abnehmende Wirkung kontinuierlich schon nach der

ersten bis zur letzten Konzentration.

Beim rechten Vorhof war das nicht der Fall. Vorhof war der einzige Organ der nicht
eine externe Reizung bendtigt hat, aufgrund der Spontanaktivitdt des Sinusknotens.
Nach ersten 2 Konzentrationen kam nur zu einer leichten Senkung, nach der dritten
zu etwa grofBeren Abnahme und erst nach der letzten Zugabe der Testsubstanz kam
abrupt zu einer starken Abnahme, wodurch zum Stillstand des Herzens gekommen

ist.

Somit kann man schliefen, dass die Testsubstanz eine negativ chronotrope und
inotrope Wirkung zeigte. Als 100%-iger Referenzwert wurde die Kontrollphase von

jedem Versuch vor Zugabe der Testsubstanz bezogen.

Aufgrund signifikanter Wirkung konnte ECso-Wert, also die halbmaximale effektive
Konzentration berechnet werden. In Bezug auf diese Konzentration konnte die

Wirkung von MAH117.HCl an den isolierten Praparaten definiert werden.

5.2. Wirkung von MAH117.HCI auf die glatte Muskulatur

Damit die Wirkung von der Testsubstanz auf die GefaBe und den GIT Uberprift
werden kann miissen die daflir vorher mit KCI-L6sung vorkontrahiert werden. Erst
dann konnten durch zunehmende Substanzkonzentrationen die vasodilatierende
Wirkung auf Arteria pulmonalis und Aorta descendens und spasmolytische Wirkung

auf den terminalen lleum getestet werden.
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Isoliertes Organpraparat f (fc) £ SEM (%) ECso
bei 100 umol/I (umol/1)
Arteria pulmonalis -43,09 + 7,15 > 100
Aorta descendens -26,17 £ 7,25 > 100
[leum terminale -99,39 + 0,61 17

Tabelle 10: Wirkung von MAH117.HCI auf die glatte Muskulatur

Auf die Organe der glatten Muskulatur bewirkte die Testsubstanz unterschiedliche

Wirkungen.

Bei Arteria pulmonalis und Aorta descendens zeigte die Substanz nicht signifikante
Wirkungen. besonders schwach war der Effekt bei Aorta mit einer Abnahme der

Kontraktionskraft um nur -26,17 + 7,25.

Bei pulmonaler Arterie wurde etwa starkere Wirkung ausgelibt, mit einer Abnahme
der Kontraktionskraft um -43,09 + 7,15, was aber wieder knapp unter 50% war. Also,
in beiden Fallen war die Wirkung nicht ausreichend um eine halbmaximale effektive
Konzentration berechnen zu kénnen und somit konnte der ECso-Wert nicht ermittelt

werden.

Beim lleum terminale hat die Substanz eine starke Wirkung gezeigt. Bei der ersten
Konzentration kam zu einer Abnahme der Kontraktionskraft um -15,43 + 4,83. Bei
der zweiten hat sich das verdoppelt, auf -33,57 + 3,46 und bei der dritten
Konzentrationzugabe lag die wurde die Kontraktionskraft um -68,01 £ 5,75. Bei der
letzten Konzentration wurde die Kontraktion um -99,39 + 0,61. Die halbmaximale

Konzentration war mit 17 umol/I erreichbar.

62




5.3. Wirkmechanismus von MAH117.HCl am terminalen lleum

Wie schon erwdhnt, dadurch dass die Testsubstanz die beste Wirkung am isolierten
Darm zeigte, wurde es ausfihrlicher untersucht, um Wirkmechanismus naher zu

untersuchen.

Ein moglicher Zusammenhang war zwischen der spasmolytischen Wirkung der
Testsubstanz und der NO-Synthase. Es sollte getestet werden, ob die NO-Synthase
einen Einfluss auf die spasmolytische Wirkung der Testsubtanz hatte, ob es dadurch
gefordert worden ist. Aus diesem Grund war nétig dieses Enzym zu inhibieren, bevor

Testsubstanz eingespritzt wurde.

Als Antagonist der NO-Synthase wurde 100 pmol/l Nitro-L-Arginin hinzugefiigt.
Dadurch ware dieses Enzym blockiert und kénnte keine spasmolytische Wirkung

ausiiben.

Danach wurde 20 umol/l Testsubstanz eingespritzt. Es wurde festgestellt, dass die
Kontraktionskraft des Organs von 6,88 + 0,60 auf 4,19 + 0,10 gesenkt wurde. Diese
Kontraktionsabnahme hat darauf hingewiesen, dass die spasmolytische Wirkung der
Testsubstanz nicht durch NO-Synthase geférdert wurde weil es schon vor
Substanzzugabe blockiert war und konnte daher keine Wirkung ausiiben. Somit war
es nicht moglich, dass Nitro-L-Arginin relaxierende Wirkung von MAH117.HCI

hemmt.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Diplomarbeit wurden die Auswirkungen der Testsubstanz MAH117.HCl an 5
isolierten Meerschweinchenorganen getestet. Isoliert wurden: Papillarmuskel, Aorta,
Pulmonalarterie, Vorhof und Darm. Nach der Kontrollphase und Erreichen von
steady state wurde alle 45 Minuten Testsubstanz in zunehmenden Konzentrationen

eingespritzt.

Mit Hilfe der Organe der quergestreiften Herzmuskulatur, des rechten Vorhofs und
Papillarmuskel, konnten die Anderungen der Inotropie und Chronotropie untersucht
werden. Organe der Glattmuskulatur, absteigender Teil der Aorta und
Pulmonalarterie, dienten zur Testung der vasodilatierenden Wirkung. Eine mogliche
spasmolytische Wirkung der Substanz auf den GIT wurde am terminalen lleum

untersucht.

Die Organe wurden jeden Tag frisch prdpariert und ins Organbad, gefilllt mit

physiologischer Nahrlésung, eingebracht und vermessen.

Die Substanz zeigte eine signifikante Wirkung auf das lleum terminale, den rechten
Vorhof und den Papillarmuskel. Die Wirkungen beim Darm und Papillarmuskel sind
ahnlich bei gleicher Substanzkonzentration. Bei allen drei kam es durch Erh6hung der
Konzentration zu einer starken Abnahme der Kontraktionskraft und somit zu einer
relaxierenden Wirkung. Aufgrund der starken Wirkung konnte bei allen drei Organen
die halbmaximale effektive Konzentration erreicht werden und somit ECsg-Wert

ermittelt werden. Von groRter Bedeutung war die relaxierende Wirkung am Darm.

Bei Aorta und pulmonaler Arterie wirkte die Substanz nicht so stark, besonders

schwach bei Aorta wodurch kein ECsg -Wert berechnet werden konnte.

Es wurde auch getestet und festgestellt, dass die spasmolytische Wirkung der

Substanz unabhangig von der NO-Synthase stattfindet.
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