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1. EINLEITUNG

1.1. ZIELSETZUNG

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden zwei neu synthetisierte Dianilide auf ihre
pharmakologische Wirkung untersucht. Die beiden Testsubstanzen mit der Bezeichnung
WHG 40 und WHG 44 wurden am Department fiir Medizinische Chemie an der Universitét
Wien synthetisiert und an isolierten Organen von Meerschweinchen getestet. Beide
Testsubstanzen wiesen gemeinsame Teilstrukturen mit dem Calciumkanalblocker Diltiazem

auf.

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob die Testsubstanzen WHG 40 und WHG 44 eine
relaxierende Wirkung auf die glatte Muskulatur erwirken. Dies wurde an den Organen Aorta,
Arteria pulmonalis und an dem terminalen Ileum getestet. Am Vorhof wurde untersucht ob
die beiden Testsubstanzen eine positiv oder negativ chronotrope Wirkung hervorrufen. An
den Priparaten des Papillarmuskels wurde auf mogliche positiv oder negativ inotrope Effekte

getestet.



1.2. ERREGUNGSBILDUNG UND ERREGUNGSLEITUNG IM
HERZEN

Herzmuskelfasern besitzen die Eigenschaft der Erregbarkeit. Erregungen werden in Form von
Aktionspotentialen weitergeleitet. Fasern des Erregungsbildungs- und Erregungsleitsystems
konnen weiters spontan Erregungen bilden. Im Sinusknoten entstehen Erregungen, die die
rhythmischen Aktionen des Herzens auslosen. Dies ist die Voraussetzung fiir Selbststeuerung

der Herzschlagfolge, die so genannte Autorhythmie oder Automatie.

Die Erregung breitet sich vom Sinusknoten, der sich im rechten Vorhof befindet, iiber das
Arbeitsmyocard beider Vorhofe mit einer Geschwindigkeit von 0,6-1 m/s aus, und geht weiter
in den Atrioventrikularknoten (AV Knoten), der am Boden des rechten Vorhofs in Nédhe des
Septums lokalisiert ist. Aufgrund des geringen Faserdurchmessers und dem nicht
vorhandenen schnellen Natriumeinstroms ist die Geschwindigkeit der Erregungsiibertragung
im AV Knoten wesentlich niedriger. Dies verursacht eine Verzogerung bei der AV
Ubertragung und stellt somit sicher, dass erst nach Ende der Vorhofsystole die

Kammerkontraktion beginnen kann.

Ausgehend vom AV Knoten gelangt die Erregung weiter zu dem Stamm des His'schen
Biindels. Dieser ist die einzige Verbindung zwischen den Vorhdéfen und den Kammern, die
Erregungen weiterleiten kann. In weiterer Folge teilt sich das His sche Biindel in die Tawara
Schenkel auf, die in linken und rechten Kammerschenkel unterteilt werden. Der linke
Schenkel spaltet sich noch in einen vorderen und hinteren Faszikel auf. Beide Schenkel
verlaufen in Richtung des Papillarmuskels. Die Erregung gelangt weiter zu den Purkinje
Fasern, die die Endaufzweigung des Systems bilden, und die Erregung auf das
Kammermyocard iibertragen. Aufgrund des groB3en Faserdurchmessers wird die Strecke von
dem His’schen Biindel zu den Purkinje Fasern mit einer sehr hohen Leitgeschwindigkeit
zuriickgelegt. Das Alles oder Nichts Gesetz der Erregungsausbreitung sagt aus, dass alle
Myokardfasern sehr schnell nacheinander von der Erregung erfasst werden, wofiir die gap
junctions verantwortlich sind. Die Aktivierung der gesamten Herzmuskulatur ist somit in

weniger als 0,1 Sekunden abgeschlossen (Thews et al. 1999).



1.3. AKTIONSPOTENTIAL

Das Aktionspotential ist die Verdnderung des Membranpotentials im Laufe einer Herzaktion.
Es entsteht in Folge von Aktivierungs- und Inaktivierungsvorgingen verschiedener lonenein-

und Ausstrome.

Ausgelost wird es durch eine lokale Depolarisation, die mindestens 15mV betragen muss. Bei
{iberschreiten dieses Werts erfolgt der Ablauf der weiteren Anderung des Membranpotentials
selbststidndig. Zuerst findet, bis die initiale Spitze erreicht ist (30mV), ein schneller
Potentialanstieg statt. Darauf folgt die Repolarisationsphase, in der ein linger anhaltendes
Plateau entsteht, was fiir die Herzmuskelfaser typisch ist. Im Anschluss darauf stellt sich
wieder ein Ruhepotential ein. Die Herzfrequenz bestimmt die Zeitspanne, liber die das
Aktionspotential andauert. Bei langsamer Frequenz hilt das Aktionspotential knapp doppelt
so lange an (400 ms) als bei niedriger Schlagfrequenz. Im Vorhof ist es kiirzer als jenes in der

Arbeitsmuskulatur in den Ventrikeln.

Durch Offnung schneller Natriumkanile wird der Anstieg des Potentials ausgeldst. Diese
Offnung ist nur von kurzer Dauer, da eine sehr rasche Inaktivierung der schnellen
Natriumkanéle erfolgt, was in weiterer Folge zu einer Teilpolarisation fiihrt. Die ldngere
Offnung der langsamen Calciumkanile vom L-Typ und die verringerte Leitfihigkeit fiir
Kaliumionen verursachen die typische Plateauphase. Somit gleichen sich die Effekte des
langsamen Calciumeinstroms und die des Kaliumausstroms annéhernd aus. Ein alleiniger
Ausstrom von Kationen findet erst wieder statt, wenn die Leitfdhigkeit von Calcium soweit
absinkt, dass sie die widhrend dieser Zeit herabgesetzte Leitfdhigkeit von Kalium
unterschreitet, wodurch dann die Repolarisation eingeleitet wird. Die dadurch auftretende
Erhohung der Kaliumleitfahigkeit fiihrt anschlieBend zu einer vollstindigen Repolarisation.
Die Leitfahigkeit fir Kalium ist nach Abschluss des Aktionspotentials konstant hoch,
wodurch der Wert des Ruhepotentials bestindig bleibt, bis eine weitere Erregung erneut ein

Aktionspotential auslost.

Durch Blockade von Natriumkandlen kann die Depolarisationsphase verlangert werden, die
Hemmung von Kaliumkanélen flihrt hingegen zu einer ldngeren Repolarisationsphase und
somit zu einem verldngerten Aktionspotential. Die Hemmung des potentialabhingigen

Einstroms ist durch Calciumkanalblocker moglich (Thews et al. 1999).



1.4. SPANNUNGSABHANGIGE IONENKANALE

Ionenkandle kommen in der Zellmembran vor und werden von Proteinen gebildet. Man
unterscheidet entsprechend der Ionen, fiir welche die lonenkandle meist selektiv sind,
Natrium-, Kalium-, Calcium- und Chloridkandle. Weiters werden spannungsabhingige
Kanile von ligandengesteuerten Kanidlen unterschieden, da Kandle nicht nur ionenselektiv,
sondern auch  selektiv  beziiglich ihres Offnungsmechanismus sind. Durch

Konformationsédnderungen der Kanalproteine konnen diese gedffnet oder geschlossen werden.

Da Ionenkanéle unterschiedliche Ladungsverteilung und Geometrie besitzen, konnen meistens
wihrend deren Offnung nur bestimmte Ionen diffundieren. Damit iiberhaupt ein IonenfluB
stattfinden kann, ist eine Konzentrationsdifferenz auf beiden Seiten der Membran notwendig.
Wihrend des Ruhepotentials weist der intrazellulire Raum gegeniiber dem extrazelluldren
Raum ein negatives Potential auf. Verantwortlich dafiir sind verschiedene
Ionenkonzentrationen im inneren und dulleren Raum der Zelle, die vor allem durch die
Na'/K'-ATPase gesteuert werden. Kaliumstrome diffundieren durch die Membran nach
AuBen, Natrium und Calciumstréme flieBen ins Zellinnere. Wenn Ionen flieBen entsteht ein

elektrischer Gradient, da sie eine gegenteilige Ladung zuriicklassen.

Entgegen dem Konzentrationsgefille werden Ionen iiber Ionenpumpen transportiert. Im
Gegensatz zu passiven Transportprozessen, die zwischen Innen und Auflenraum aufgrund von
Konzentrationsdifferenzen ablaufen, handelt es sich hier um ecinen aktiven
Transportmechanismus. Dieser aktive Mechanismus ist nétig, um die ein und ausgestromten
Ionen wieder durch die Membran zurlickzutransportieren. Die dafiir nétige Transportenergie
wird iiber die Spaltung von Adenosintriphosphat bereitgestellt. Die Na'/K'-ATPase pumpt
eingestromtes Natrium wieder aus der Zelle hinaus und ausgestromtes Kalium wieder ins
Zellinnere zurlick, wobei 3 Natriumionen gegen 2 Kaliumionen transportiert werden. Der
Transport von Calcium nach AuBen wird iiber einen Na'/Ca®" Austauschmechanismus
gesteuert, wobei 3 Natriumionen gegen 1 Calciumion transportiert werden (Mutschler et al.

2001).

Natriumkanéle sind langgestreckte Glykoproteinkomplexe, die aus einer a-, einer ;- und
einer ;- Untereinheit bestehen. Die o Untereinheit stellt den eigentlichen Kanal dar und ist in

vier identische Dominen unterteilt. Jedes Kanalprotein weist im Inneren eine mit Wasser
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gefiillte Pore auf, durch die das Passieren von Natriumionen stattfinden kann. Die
Natriumkanéle sind selektiv fiir Natriumionen permeabel, da sowohl durch negative
Festladungen der Durchtritt von Anionen abgewehrt wird, als auch durch spezielle Filter das

Eindringen von anderen Kationen verhindert wird.

Der Natriumkanal ist wéhrend der Ruhephase des Aktionspotentials geschlossen. Infolge von
Depolarisation der Membran findet eine Ladungsverschiebung im Inneren des Kanalproteins
statt, was zu einer Konformationsidnderung des Molekiils fiihrt. Dadurch wird der Kanal
tordhnlich wieder gedffnet. Durch SchlieBen eines zweiten Tores, dem Inaktivierungstor, wird
der Einstrom von Natrium abgebrochen und die Repolarisationsphase beginnt. Natriumkanéle
sind nach dem Schlieen vorerst inaktiv und erlangen erst wiahrend der Repolarisationsphase
einen geschlossenen aktivierbaren Zustand wieder. Erst nach dieser Reaktivierung kann

erneut eine Depolarisation ausgeldst werden.

Purkinje Fasern und Papillarmuskeln weisen eine schnellere Depolarisationsrate auf, die
durch die Aktivierung des Natriumkanals verursacht wird. Die Schrittmacherzellen haben eine
langsame Depolarisationsrate, da hier der Natriumkanal im inaktiven Zustand vorliegt (Thews

et al. 1999).

Spannungsabhiingige Kaliumkanile Offnen oder SchlieBen durch Verinderung des
Membranpotentials (Hille 1992). Im Unterschied zu den Natriumkanilen 6ffnen und
schlieBen sich die Kaliumkanidle der Nervenfasern, besonders wihrend der
Repolarisationsphase, stindig. Somit konnen sie innerhalb der Dauer des Aktionspotentials
aktiviert werden. Kaliumkandle anderer Typen unterscheiden sich von denen der
Nervenfasern dadurch, dass sie auch einen inaktiven Zustand annehmen konnen oder von der

intrazellularen Calciumkonzentration gesteuert werden (Thews et al. 1999).

Calciumkanidle konnen in zwei Hauptgruppen unterteilt werden. Einerseits in
spannungsabhéngige Kanile, durch die der Einstrom von extrazellulirem Calcium ermdglicht
wird, andererseits in Kanile, die fiir die Freisetzung von Calcium aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum in das Zytosol verantwortlich sind (Nayler 1992).

Calciumkandle, bei denen ein kurzer Calciumeinstrom beobachtet wurde, wurden als T-Typ
(,.transient-type*) bezeichnet. Diejenigen, die einen langen Einstrom aufwiesen, erhielten die

Bezeichnung L-Typ (,long lasting-type®) (Reuter 1986). Weiters gibt es noch N-Typ



Calciumkanile (,,neuronal-type*) und Calciumkandle vom P-Typ, die in den Zellen der
Purkinje Fasern zu finden sind. Calciumkanile vom L-Typ und N-Typ sind fiir deren
Aktivierung auf stirkere Depolarisation angewiesen als Calciumkanéle vom T-Typ, welche
schon bei relativ niedrigem Membranpotenzial aktiviert werden. Die Inaktivierung der
Calciumkanile vom T-Typ erfolgt sehr rasch, wihrend Calciumkanéle vom L-Typ nur sehr
langsam inaktiviert werden. L-Typ Calciumkanile sind weit verbreitet und fiir den Einstrom
von Calcium in die Membran von grofiter Bedeutung, da sie eine sehr hohe Leitfdhigkeit fiir
Calcium besitzen (Oberdisse et al. 2001). Spannungsabhéngige Calciumkanile, besonders die
des L-Typs, sind entscheidend fiir die Kontraktionsauslosung der glatten Muskulatur, wo sie
bevorzugt anzufinden sind. Die Hemmung des Calciumeinstroms durch die Calciumkanéle

des L-Typs ist mit Calciumantagonisten moglich (Thews et al. 1999).

1.5. CALCIUMANTAGONISTEN

Calciumantagonisten sind Substanzen, die den Calciumeinstrom durch die Membran teilweise
vermindern. Dies erfolgt durch Hemmung des Calciumeinstroms durch den L-Typ
Calciumkanal, wodurch auch die heute {ibliche Bezeichnung Calciumkanalblocker
nachvollziehbar ist. Die Gemeinsamkeit der Calciumantagonisten liegt darin, dass alle an die
o Untereinheit des L-Kanals binden. Aufgrund struktureller Unterschiede ist die
Bindungsstelle jedoch verschieden, wodurch man drei Verbindungen unterscheiden kann:
Verbindungen des 1,4- Dihydropyridin-Typs (Nifedipin-Typ), Verbindungen des Verapamil-
Typs und Verbindungen des Diltiazem-Typs. Obwohl diese drei Typen strukturell stark
variieren, ldsst sich als Gemeinsamkeit feststellen, dass die Verstoffwechselung aller
Calciumkanalblocker durch CYP3A4 erfolgt. Dadurch kann es mit Substanzen, die auf dieses
Enzym hemmend oder stimulierend wirken, zu Wechselwirkungen kommen. Dies betrifft vor
allem Pharmaka, die auf das Herz-Kreislaufsystem wirken, da diese iliber CYP3A4

biotransformiert werden.

Durch Abnahme der Konzentration an Calciumionen im Zellinneren bewirken die drei Typen
am Herzen eine Verringerung der Aktivitdt der calciumabhingigen Myosin ATPase, wodurch
weniger Phosphat umgesetzt wird und sich der Verbrauch von Sauerstoff verringert. Weiters
erfolgt an der glatten Muskulatur eine Abnahme des GefdBmuskeltonus, wodurch es zu einer
Vasodilatation kommt. Somit bewirken Calciumantagonisten, dass die Herzarbeit durch

Hemmung der elektrischen Kopplung und durch Erniedrigung der Kontraktilitdt direkt
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verringert wird. Weiters entlasten sie indirekt das Herz, indem die Nachlast und in geringem

Ausmal} auch die Vorlast reduziert wird.

Die Calciumkanalblocker vom Verapamil Typ und Diltiazem weisen als Gemeinsamkeit auf,
dass sie am Sinusknoten negativ chronotrop und am AV-Knoten negativ dromotrop wirken.
Somit  koénnen  diese beiden  Typen  bei  tachykarden  supraventrikuldren
Herzrhythmusstorungen eingesetzt werden. Generell sind Calciumantagonisten bei koronarer
Herzkrankheit zur Anfallsprophylaxe und zur Intervalltherapie sowie akut bei spastischen
Angina Zustdnden indiziert. Dariiber hinaus finden sie breiten Einsatz in der Therapie der

Hypertonie (Mutschler et al. 2001).



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. VERSUCHSTIERE

Als Versuchstiere dienten madnnliche und weibliche Meerschweinchen. Das Kdorpergewicht
der Tiere betrug zwischen 250 und 600 Gramm. Fiir die Versuche wurden die isolierten
Organe dieser Tiere verwendet. Bezogen wurden diese Versuchstiere aus dem
Forschungsinstitut fiir Labortierkunde und Labortiergenetik in Himberg (Himberg, Osterreich,
Stamm DH), und aus dem Department fiir Toxikologie und Labortierzucht in Dobra Voda
(Universitdt Bratislava, Slowakei, Stamm DH und TRIK). Die Meerschweinchen wurden
mittels Genickschlag getotet, wodurch ein schmerzfreier und schneller Tod garantiert werden
konnte. Um einen moglichst konstanten Ruhetonus der glatten Muskulatur des Diinndarms
beizubehalten, war es fiir die Versuchsdurchfiihrung wichtig, niichterne Meerschweinchen zu

verwenden.

AuBerdem war zu beachten, dass die Explantation des Herzens, seiner Gefdlle und des Darms
rasch erfolgten, um einen Mangel an Sauerstoff sowie eine Koagulation des Blutes im Herzen
zu verhindern. Das explantierte Herz wurde anschlieend thorako- und laparotomiert und in
einer mit Oxymix (95% Sauerstoff und 5 % Kohlendioxid) durchperlten Nahrlosung

zwischengelagert, wodurch das Auftreten einer Hypoxie verhindert werden konnte.

Insgesamt wurden Versuche an 5 verschiedenen Organen durchgefiihrt (Aorta, Arteria
pulmonalis, terminales Ileum, Papillarmuskel und Vorhof), wobei die Priparation der Organe
unter dem Mikroskop (Zeiss, Jena) erfolgte. Hierfiir wurden die Organe in einer mit Kork
ausgelegten und mit Nahrlosung gefiillten Petrischale eingebracht. Bei der Priparation der
Papillarmuskeln war es weiters von Bedeutung, dass die Néhrlosung in der Petrischale noch
zusitzlich mit Oxymix durchperlt wurde. Aufbewahrt wurden die fertig préparierten Organe

in einer mit Oxymix perfundierten Nahrlosung.



2.2. ENTNAHME UND PRAPARATION DER ZU UNTERSUCHENDEN
ORGANE

2.2.1. Entnahme und Priparation der Aorta

Um die Aorta entnehmen zu kdnnen, musste zuerst dem getdteten Meerschweinchen mit einer
Schere der Thorax gedffnet und rasch das Herz entnommen werden. Weiters musste man
Lunge und Zwerchfell entfernen, um zur Aorta zu gelangen. Diese befindet sich entlang des
Riickrades des Meerschweinchens. Mithilfe von einer Pinzette und einer Schere konnte man
nun ein etwa drei Zentimeter langes Stiick der thorkalen Aorta entfernen, und voriibergehend
in einem Becherglas, welches mit physiologischer Néhrlosung (Tyrode) gefiillt war,

zwischenlagern.

Da die entnommene Aorta noch von anhaftendem Muskel und Fettgewebe gereinigt werden
musste, wurde diese in einer mit Kork ausgelegten und mit Nihrlosung gefiillten Petrischale
mit Pripariernadeln fixiert. AnschlieBend konnte mit der Entfernung des Muskel- und
Fettgewebes unter dem Mikroskop begonnen werden. Dabei war es wichtig, die Aorta weder
zu beschddigen noch zu iiberdehnen. Nach erfolgter Reinigung der Aorta wurde diese in
mehrere etwa drei Millimeter lange ringformige Stiicke geschnitten. Diese wurden bis zu
Versuchsbeginn in einem mit Nahrlosung gefiillten Becherglas, in welches zusétzlich Oxymix
eingeleitet wurde, aufbewahrt. Diese priparierten Aortastiicke wurden anschlielend in die

Versuchsapparaturen eingespannt.

2.2.2. Entnahme und Priparation der Arteria pulmonalis

Wichtig fiir die Priparation der Arteria pulmonalis war eine rasche Explantation des Herzens.
Dieses wurde sofort nach der Entnahme in einer mit Néhrlosung gefiillten Petrischale fixiert.
Zusitzlich wurde in die Nidhrlosung Oxymix eingeleitet. Nach erfolgter Reinigung des
Herzens von Perikarp, Teilen der Lunge und Fettresten unter dem Mikroskop, wurde die
Arteria pulmonalis so nahe als moglich am Herzen entnommen, wobei nur das etwa 10
Millimeter lange Stiick bis zur Aufteilung in linke und rechte Arteria pulmonalis verwendet

wurde.



Die Arteria pulmonalis wurde anschlieBend in einer mit Nahrlosung gefiillten Petrischale mit
Préapariernadeln fixiert und unter dem Mikroskop von noch vorhandenem Muskel und
Fettgewebe befreit. Nach der Reinigung wurde die Arteria pulmonalis mithilfe einer
Federschere in mehrere, etwa drei Millimeter grofle ringférmige Stiicke geschnitten und bis zu
Versuchsbeginn wieder in Nihrlosung aufbewahrt. Diese Stiicke wurden spiter in die

Versuchsapparaturen eingespannt.

2.2.3. Entnahme und Préparation des terminalen Ileums

Das Abdomen wurde, nach erfolgter Entnahme des Herzens und der thorkalen Gefédl3e, mit
Hilfe einer Schere in Lingsrichtung vorsichtig aufgeschnitten. Anschlieend konnte man
jenen Teil des Darms entnehmen, der vor dem Caecum lag. Es wurden etwa fiinfzehn
Zentimeter des terminalen Ileums entnommen, wobei das aboral gelegene Ende mit einem
roten Faden markiert wurde. Der isolierte Teil wurde bis zur weiteren Priparation in einem

mit Nahrlosung befiillten und begasten Becherglas aufbewahrt.

Bei der folgenden Préparation wurden in etwa zwei Zentimeter grofle Stiicke des Ileums
abgeschnitten und in eine mit Néhrlosung gefiillte Petrischale gebracht, die mit einem
Korkboden ausgelegt war. AnschlieBend wurden die Stiicke mit Prépariernadeln von der
Innenseite nach AuBlen durchstochen und am Korkboden fixiert. Wichtig hierbei war die
Unterscheidung der Ober- und Unterseite des Ileums, wofiir man sich mit zwei
unterschiedlich gefarbten Bindefdden behalf. Nach der Reinigung der Darmstiicke wurden
zwei Silberdrahthaken am jejunalen und am caecalen Ende mit Hilfe der Bindefdden fixiert,
um die Stlicke anschliefend in die Versuchsapparatur einbringen zu konnen. Bei der
Befestigung der Haken war zu beachten, dass noch eine mdglichst groBe Offnung des Ileums
auf beiden Seiten erhalten blieb. Das konnte man erreichen, indem man die Darmstiicke
schriig abschnitt. Die freibleibende Offnung gewihrleistete das Einwirken der Testsubstanz

auf die Darmschleimhaut von allen Seiten.

10



2.2.4. Entnahme und Priparation der Papillarmuskeln

Um die Entnahme der Papillarmuskeln zu ermoglichen, musste zuerst der rechte Ventrikel des
Herzens von der Arteria pulmonalis entlang des Septums bis zur Herzspitze gedffnet werden.
Anschliefend wurde dieser aufgeklappt und mit Pripariernadeln fixiert. Da die Purkinje
Fasern Herzschrittmacherfiahigkeiten aufwiesen und durch ihre Spontanaktivitit den
Versuchsablauf storen hétten konnen, mussten diese entfernt werden. Anschlielend wurde am
Ansatz jedes Muskels ein Silberdrahthaken mit Hilfe eines Bindefadens fixiert. Nun wurde
die Sehne durchtrennt und die Muskeln konnten vorsichtig isoliert werden. Nur Muskeln mit
einem Durchmesser von weniger als 0,87 Millimeter wurden verwendet, um eine
ausreichende Sauerstoffversorgung zu garantieren (Koch-Weser 1963). Die préparierten
Muskeln wurden in einem mit physiologischer Nahrlosung gefiillten Becherglas, welches mit
Oxymix begast wurde, aufbewahrt. Zu Versuchsbeginn wurden die Muskeln in die Apparatur

eingespannt.

2.2.5. Entnahme und Priparation des rechten Vorhofs

Das zu Beginn explantierte Herz wurde in eine mit Néhrlosung gefiillte Petrischale, welche
zusitzlich begast wurde, gebracht. Unter dem Mikroskop wurden Lungen- und Fettgewebe
sowie das Perikard mit Hilfe einer Federschere entfernt. Um das Herz am oberen und unteren
Ende zu fixieren wurden Préipariernadeln verwendet, wobei das Herz hierbei nicht {iberdehnt
oder verletzt werden durfte. Vor allem der Sinusknoten, der sich im rechten Vorhof befindet,
war besonders empfindlich. AnschlieBend wurde der rechte Vorhof entlang des Succus
coronarius von den Ventrikeln abgetrennt. An der Spitze und am Fettgewebe wurden 2
Silberdrahthaken mit Hilfe eines Bindefadens angebracht, um den Vorhof anschlieBend in die
Apparatur einspannen zu konnen. Hierbei war es wichtig, dass das Fettgewebe in der
Apparatur nach oben zeigte. Um eine ausreichende Sauerstoffzufuhr zu gewdhrleisten, musste

wihrend der Isolierung mit Oxymix begast werden.
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2.3. PHYSIOLOGISCHE NAHRLOSUNG

2.3.1. Nahrlosung fiir die Aorta, Arteria pulmonalis, das terminale Ileum, den

Papillarmuskel und den rechten Vorhof

Die Herstellung der verwendeten physiologischen Nahrlosung erfolgte nach der Vorschrift

von Reiter (1967) und entsprach einer modifizierten Krebs-Henseleit Losung.

Tabelle 1: Zusammensetzung der physiologischen Elektrolytlosung

Komponenten Stocklosung ml Stocklosung/l mmol/l
Tyrode
NaCl 1000,25g/51 33,60 114,90
KCl 50,33g/51 35,00 4,73
NaHCO; 125,00g/51 83,70 24,90
CaCl, 147,02¢g/51 3,20 3,20
MgSO, 62,00g/250ml 1,18 1,18
KH,PO4 34,00g/250ml 1,18 1,18
Glucose Reinsubstanz 1,98 10,00

Um einen erfolgreichen Ablauf der Versuche zu garantieren, wurde die Tyrode (Nahrldsung)
taglich frisch zubereitet. Die entsprechende Menge der einzelnen Komponenten wurde, wie in
der Tabelle ersichtlich, mit Ausnahme von CaCl,, in einen zwei Liter fassenden Messkolben
gefiillt. Dieser wurde dann mit Aqua bidestillata bis knapp vor die Markierung des Kolbens
aufgefiillt. AnschlieBend wurde die Tyrode fiir mindestens zehn Minuten mit Oxymix begast
und erst danach tropfenweise und sehr langsam CaCl, hinzugefiigt, um das Ausfillen der
schwerloslichen Calciumsalze zu verhindern. Zum Abschluss wurde mit Aqua bidestillata bis
zur Markierung aufgefiillt und der Kolben mehrmals geschwenkt, um eine homogene

Mischung zu erhalten.

Wihrend der Versuche wurde die Nahrlosung kontinuierlich mit Oxymix begast, um einen

konstanten pH-Wert und eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff garantieren zu kdnnen.
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2.4. VERSUCHSANORDNUNG

Fir die wéhrend dieser Diplomarbeit durchgefiihrten Organversuche standen zwei
Versuchsapparaturen (A, B) zur Auswahl, wobei beide dasselbe Funktionsprinzip hatten. Fiir
Versuche am Papillarmuskel wurde ausschlieBlich Apparatur A verwendet, fiir die Versuche
an den anderen Organen konnten sowohl Apparatur A als auch B verwendet werden. Fiir
einen erfolgreichen Ablauf der Versuche waren stabile physiologische Bedingungen

beziiglich pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffversorgung notwendig.
2.4.1. Versuchsapparatur A

Abbildung 1: Aufbau der Versuchsapparatur A
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Die Versuchsapparatur A setzte sich aus einem Wasserbad, einer Heizspirale, einem
Thermostat, einer Muskelkammer, einer Glasfritte, einem Stativ, einem Stativschlitten, einer
Muskelhalterung, einem Kraftwandler, einer Aufhéngevorrichtung sowie einem Feintrieb
zusammen. Das Wasserbad bestand aus Acrylglas und war mit Aqua bidestillata befiillt. Die
Temperatur des Wasserbades wurde mittels Heizspirale und Thermostat bei Versuchen mit
dem Papillarmuskel auf 35 £ 1 °C, bei allen anderen Versuchen auf 37 + 1 °C konstant
gehalten.

Das Kammervolumen der Muskelkammer betrug zweiundzwanzig Milliliter. Die
Muskelkammer wurde mit physiologischer Néahrlosung befiillt, welche iiber eine Glasfritte
permanent begast wurde, und in das Wasserbad eingetaucht.

Das Begasen war notwendig, um eine ausreichende Sauerstoffversorgung und einen
physiologischen pH-Wert von 7,2 bis 7,4 zu gewahrleisten.

Mittels einer Spritze wurde die Muskelkammer gereinigt und mit Ndhrlosung befiillt. Die
bereits mit Silberdrahthaken préparierten Organe wurden an der Aufhingevorrichtung
befestigt, welche mit dem Kraftwandler verbunden war. Die jeweils freien Enden der
Praparate wurden in die beiden Plexiglasscheibchen der Muskelhalterung eingeklemmt. Dabei
war zu beachten, dass die Organe auf der Kathode, einem Silberchloridpléttchen, aufliegen.
Um eine ausreichende Versorgung der Organe mit Sauerstoff sicherzustellen, musste das
Einspannen der Organe moglichst rasch erfolgen. Besonders wichtig war es auch darauf zu
achten, dass es beim Einspannen zu keiner Uberdehnung der Organe kam. Mithilfe des
Stativschlittens wurde die Muskelhalterung nun soweit in das Organbad abgesenkt, bis das
Praparat vollstindig von Nahrlosung umgeben war. AnschlieBend konnte man mittels
Feintrieb die spezifische Vorspannung einstellen, wodurch die maximale Kontraktionskraft
erreicht wurde.

Zur Messung der isometrischen Kontraktion wurde ein Kraftwandler, der die Kontraktion in
einen Stromimpuls transformierte, und ein Verstirker (Transbridge TM 4-Channel Transducer
Amplifier; World Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA) verwendet. Mit einem
Schreiber (Flatbed Recorder BD 112 Dual Channel; Firma Kipp & Zonen, Holland) wurde die
Kontraktionsamplitude der Préparate beziehungsweise die Frequenz der spontan schlagenden

Vorhofe auf Millimeterpapier aufgezeichnet.
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2.4.2. Versuchsapparatur B

Abbildung 2: Aufbau der Versuchsapparatur B
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Die Versuchsapparatur B bestand aus einem Kraftwandler, einem Mikrometer, einer
Organhalterung, einer Aufthidngevorrichtung, einer Gaszufuhr und einem Organbad. Im
Vergleich zu Apparatur A wurden hier die Priparate anders fixiert. Weiters war bei dieser
Versuchsapparatur nicht das Organbad von einem Wasserbad umgeben. Das Organbad
bestand hier aus einer doppelwandigen Glasschicht, in dessen Zwischenraum sich Aqua
bidestillata befand. Mittels Heizspirale und Thermostat wurde das Wasser auf konstante 37 +
1 °C erwdarmt, um moglichst physiologische Bedingungen zu simulieren. Fiir die Versuche
wurden zwei unterschiedlich groBe Organbdder verwendet, wobei das eine ein
Fassungsvermdgen von fiinfundzwanzig Milliliter besal3, das andere acht Milliliter. In der
Bauweise gab es keine Unterschiede. Um eine ausreichende Sauerstoffversorgung und einen
physiologischen pH-Wert zu gewdhrleisten, wurde die sich im Organbad befindende
Nihrlésung mit Hilfe einer Fritte mit Oxymix begast. Uber einen Schlauch, der mit dem
Organbad verbunden war und mittels einer Klemme verschlossen werden konnte, war es
moglich, die Né&hrlosung abzulassen und bei Bedarf auszuwechseln. Die ringférmigen
Préaparate der Aorta und der Arteria pulmonalis wurden zwischen zwei Drihten eingespannt,
wobei der eine Silberdraht am Steg befestigt war, der andere an der Aufhéngevorrichtung des
Kraftwandlers. Die Priparate des Ileums und der rechte Vorhof wurden mittels
Silberdrahthaken befestigt. Ein rasches Einspannen und Absenken des Pridparates war auch
hier unbedingt erforderlich. Die Vorspannung wurde iiber das Mikrometer eingestellt, um die
maximale Kontraktionskraft zu erreichen. Ein Kraftwandler und ein Verstirker (Transbridge
TM 4-Channel Transducer Amplifier; World Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA)
wurden fiir die Messung der Kontraktionskraft verwendet. Die Messergebnisse wurden mit
einem Schreiber (Flatbed Recorder BD 112 Dual Channel; Firma Kipp & Zonen, Holland)

aufgezeichnet.
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Abbildung 3: Organbad mit eingespanntem Prdparat
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2.4.3. Kraftwandler

Abbildung 4: Kraftwandler und Registrierung

4-Channel Transducer
Amplifier <—— Kraftwandler

l

Schreiber

Die Kontraktionskraft wurde von einem Koppelglied erfasst und vom Kraftwandler in ein
elektrisches Signal transferiert. Zur Verstirkung dieses Signals wurde ein Verstirker der
Firma World Precision Instruments (Sarasota, Florida, USA) verwendet.

Mithilfe eines Schreibers erfolgte die Aufzeichnung der Versuchsergebnisse auf

Millimeterpapier.

2.4.4. Begasung

Im Versuchsraum befanden sich mehrere Gasventile, von denen Schlduche zu den
Versuchsapparaturen fiihrten. Das Gas wurde {iber eine zentrale Gasflasche eingeleitet. Um
den Gasstrom gleichméfig in den Organbddern verteilen zu konnen waren an den
Schlauchenden  Glasfritten montiert. Mittels an den Schlduchen angebrachten
Schraubklemmen konnte die austretende Gasmenge reguliert werden, wobei darauf zu achten
war, dass das Gas nicht mit einer zu hohen Geschwindigkeit in das Organbad eintrat, da dies
die Kontraktion der Organe beeinfliissen hétte konnen. Die Begasung war von Bedeutung fiir
eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Préparate. Weiters konnte durch die Begasung ein
physiologischer pH-Wert sichergestellt werden und eine gleichmidfige Verteilung der

eingespritzten Testsubstanzen im Organbad erzielt werden.
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2.5. VERSUCHSABLAUF

2.5.1. Versuchsablauf Aorta

Am Kraftwandler waren zwei an den Enden L-formig gebogene, je nach OrgangrofBBe
unterschiedlich lange Silberdrdhte befestigt, zwischen die die ringférmigen Préparate der
Aorta eingespannt wurden. Mit Hilfe des Stativschlittens wurde die Organhalterung in das auf
37 °C erwirmte Organbad, welches mit Elektrolytlosung befiillt war, abgetaucht.
Anschliefend wurde mit dem Mikrometer auf 19,6 mN vorgespannt und der Verstarker und
der Schreiber in Betrieb genommen. Mittels Verstirker konnte man die Nulllinie auf dem
Millimeterpapier festlegen. Es folgte eine etwa zwanzig Minuten andauernde Anpassungszeit,
in der sich das Prdparat an die gegebenen Bedingungen gewdhnen konnte. Eventuell
auftretende Abweichungen von der Nulllinie wéhrend dieser Zeit wurden mittels Mikrometer
nachkorrigiert.

Anschlieend wurde die sich im Organbad befindliche Tyrode durch eine 90 mmolare KCI-
Losung ersetzt. Zur Herstellung der KCI-Losung wurden 0,67 g KC1 in 100 ml Néhrldsung
gelost. Das Austauschen der Néhrlosung war nétig, da dadurch eine maximale Kontraktion
des Préparats erzielt wurde und somit die Abnahme der Kontraktionskraft bestimmt werden
konnte. Nach etwa neunzig Minuten stellte sich ein konstantes Plateau ein, welches der
maximalen Kontraktion entsprach. Es folgte die Zugabe der zuvor in DMSO
(Dimethylsulfoxid) geldsten Testsubstanz in verschiedenen Konzentrationen, wobei mit der
niedrigsten begonnen wurde. Die einzelnen Konzentrationsstufen betrugen ein, zwei, sieben,
zwanzig und siebzig pl und wurden im Abstand von 45 Minuten mittels Pipette kumulativ ins
Organbad injiziert. Die Kontraktionsverdnderungen des Organs wurden wéhrend der

gesamten Dauer des Versuchs vom Schreiber aufgezeichnet.

2.5.2. Versuchsablauf Arteria pulmonalis

Der Versuchsablauf bei der Arteria pulmonalis entsprach im Prinzip jenem der Aorta. Der

einzige Unterschied bestand in der Vorspannung, die bei der Arteria pulmonalis 9,81mN

betrug.
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2.5.3. Versuchsablauf terminales Ileum

An den beiden Enden des Darmstiickes wurden zwei Silberdrahthaken angebracht, mit deren
Hilfe das Organ anschlieend an den Vorrichtungen der Apparatur befestigt werden konnte.
Wichtig fiir einen erfolgreichen Versuchsablauf war, dass das jejunale Ende hinauf und das
caecale Ende abwirts gerichtet war. Das terminale Ileum wurde anschliefend mittels
Stativschlitten in das auf 37 °C vortemperierte Organbad, das mit Tyrode befiillt war,
abgesenkt. Verstirker und Schreiber wurden eingeschaltet und eine Vorspannung von 4,9 mN
angelegt.

Wihrend der Anpassungszeit auftretende Abweichungen von der Nulllinie wurden mit Hilfe
des Feintriebs der Stellschraube nachkorrigiert, bis keine groferen Schwankungen mehr
auftraten. Um die Abnahme der Kontraktionskraft bestimmen zu konnen, war eine maximale
Kontraktion des Prédparates notwendig. Dies erzielte man, indem man die physiologische
Nahrlosung gegen eine 60 mmolare KCI-Losung austauschte. Diese wurde hergestellt, indem
0,45 g KCl in 100 ml Néhrlosung geldst wurden.

Nach Erreichen eines konstanten Plateaus konnte mit der Zugabe der zuvor in DMSO
gelosten Testsubstanz begonnen werden. Mit der niedrigsten Konzentration beginnend
wurden im Abstand von 45 Minuten die iibrigen Konzentrationen eingespritzt. Die

Kontraktionsverdnderungen wurden mit dem Schreiber aufgezeichnet.

2.5.4. Versuchsablauf Papillarmuskel

Am Papillarmuskel wurde ein Silberdrahthaken befestigt, liber den der Muskel an der
Aufhéngevorrichtung der Apparatur eingehingt wurde. Das freie untere Ende des Muskels
wurde in die Organhalterung eingeklemmt um einen Kontakt zur Reizelektrode herzustellen.
Anschliefend wurde der Steg, an dem der Muskel befestigt war, in das mit N&hrlosung
befiillte und vorgeheizte Organbad eingetaucht. Die angelegte Vorspannung betrug 3,92 mN
und wurde im Laufe des Versuchs immer wieder nachjustiert, um eine Abnahme der
Kontraktionskraft durch eine Verringerung der Ausgangsspannung zu verhindern (Reiter
1967).

Der Papillarmuskel musste durch einen elektrischen Reiz zur Kontraktion angeregt werden,
da er von sich aus nicht selbststindig schlagen konnte, im Gegensatz zum Vorhof, welcher
aufgrund des Sinusknotens eine Spontanaktivitit aufwies. Die Reizung erfolgte mittels des

Reizgerits Accupulser A310 (World Precision Instruments, Hamden, Florida, USA) {iber
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Silberchloridionen. Der Papillarmuskel wurde mit einer Frequenz von einem Hertz und einer
Dauer von drei Millisekunden mittels Rechteckimpulsen gereizt. Damit eine regelmifBige
Kontraktion erreicht werden konnte, musste die Stromstérke so gering als moglich eingestellt
werden. Eine permanente Uberschreitung der Schwellenstromstirke hitte zu einer Entleerung
der endogenen Catecholaminspeicher des Muskels und somit zu einer Verfilschung der
Ergebnisse gefiihrt (Furchgott et al. 1959). Mit dem injizieren der Testsubstanz konnte erst
begonnen werden, nachdem in der Anpassungszeit eine konstante Amplitudenlénge erreicht
worden war. Im Abstand von 45 Minuten wurde die Konzentration der Testsubstanz erhoht.
Mit Hilfe eines Schreibers wurden im Abstand von fiinf Minuten, iiber eine Dauer von drei

Kontraktionen die Amplituden registriert.

2.5.5. Versuchsablauf Vorhof

Am rechten Vorhof war ein Silberdrahthaken befestigt, {iber das das Organ in die
Aufhingevorrichtung des Kraftwandlers eingehdngt wurde. Das lose Ende des Vorhofes
wurde in die Organhalterung eingeklemmt, womit der Kontakt zur Reizelektrode
sichergestellt wurde. AnschlieBend wurde das Organ in das vorgewarmte Organbad, welches
zuvor mit Tyrode befiillt wurde, abgesenkt. Schreiber und Verstiarker wurden eingeschaltet,
und eine Vorspannung von 10,4 mN angelegt, wobei diese Spannung mit Hilfe des
Mikrometers regelméfig nachjustiert werden musste. Die Schlagfrequenz des Vorhofes wurde
im Abstand von fiinf Minuten kontrolliert, solange bis die Schldge regelmifBig und konstant
waren. Erst dann konnte mit der Zugabe der Testsubstanz begonnen werden. Mit der kleinsten
Konzentration beginnend wurde alle 45 Minuten injiziert. Die Schlagfrequenz wurde alle fiinf

Minuten kontrolliert und gemessen.
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2.6. UNTERSUCHTE SUBSTANZEN

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden zwei Testsubstanzen mit der Bezeichnung WHG 40
und WHG 44 untersucht. Diese wurden am Department fiir Medizinische Chemie an der

Universitdt Wien neu synthetisiert.

Beide Substanzen sind strukturell verwandt mit dem Calciumantagonisten Diltiazem. Es
wurden die pharmakologischen Wirkungen der beiden Testsubstanzen an den isolierten
Organen von Meerschweinchen untersucht und die Ergebnisse anschlieBend miteinander

verglichen.

Getestet wurde die Wirkung der Substanzen auf die Herzmuskelpriparate Papillarmuskel und
rechter Vorhof sowie die Wirkung auf die glatte Muskulatur der Arteria pulmonalis, des

terminalen Ileums und der Aorta.

Da beide zu untersuchende Testsubstanzen kristallin waren, wurden sie in dem Losungsmittel
Dimethylsulfoxid (DMSO) im Ultraschallbad angelost, leicht erwidrmt und konnten
anschlieBend mittels Pipette dem Organbad zugefiihrt werden. Diese Stammldsung wurde
taglich frisch hergestellt, wobei immer dieselbe Menge an Substanz und Losungsmittel
verwendet wurde. Die Einwaage der Substanz wurde so gewéhlt, dass im Organbad durch
stetig ansteigende Zugabe der Stammlosung eine Wirkstoffkonzentration von 100 pmol/l
erreicht wurde. Bei der Einwaage mussten die unterschiedlichen Kammervolumina der

Organbider berticksichtigt werden.

Im Laufe der Versuche wurden folgende Konzentrationsstufen erreicht: 1 pmol/l, 3 umol/l, 10
umol/l, 30 pmol/l und 100 pmol/l. Die jeweilige Substanz wurde im Abstand von 45 Minuten
mittels Finnpipette in das Organbad injiziert, wobei die Volumina der Stammldsung sténdig
erhoht wurden. Folgende Volumina wurden jeweils nach 45 Minuten injiziert: 1 ul, 2 pl, 7 pl,

20 pl und zuletzt 70 pl, was dann einer Wirkstoffkonzentration von 100 pumol/l entsprach.
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Chemische und physikalische Eigenschaften der Testsubstanz WHG 40:

Bezeichnung: WHG 40

Molekulargewicht: 430,46 g/mol

Nomenklatur: 3-{2,3-dimethyl-6-[(3,4,5-trimethoxybenzoyl)amino]phenyl}-2-oxoethylacetat
Loslichkeit: unloslich in Wasser, gut 16slich in Dimethylsulfoxid (DMSO)

Farbe: weil3

Strukturformel:

Chemische und physikalische Eigenschaften der Testsubstanz WHG 44:

Bezeichnung: WHG 44

Molekulargewicht: 372,38 g/mol

Nomenklatur: 3-{5-methoxy-2-[(4-methoxybenzoyl)amino]phenyl}-2-oxoethylacetat
Loslichkeit: unloslich in Wasser, gut 16slich in Dimethylsulfoxid (DMSO)

Farbe: weill

Strukturformel.:
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2.7. AUSWERTUNG UND STATISTIK

Arteria pulmonalis, Aorta und terminales Ileum:

Als Messgrofle bei der Auswertung der Versuchsreihen diente die Kontraktionskraft (f;) in
Millinewton. Mit einem Lineal wurden aus der aufgezeichneten Kontraktionskurve der
Kontrollwert und die Messwerte, die man alle 45 Minuten erhielt, moglichst exakt abgelesen
und anschlieBend mit dem Eichungsfaktor der Versuchsapparatur multipliziert. Dadurch
konnten genaue Messwerte in mN ermittelt werden. Die Wirkung des Losungsmittels musste
jedoch beriicksichtigt werden und von den erhaltenen Werten abgezogen werden. Die
prozentuelle Abnahme der Kontraktionskraft durch kumulative Einwirkung der

Testsubstanzen gegeniiber dem Kontrollwert konnte so ermittelt werden.

Papillarmuskel:

Bei den Versuchsreihen des Papillarmuskels konnte die Anderung der Kontraktionskraft (f;)
durch kumulative Einwirkung der Testsubstanzen ermittelt werden. Mittels Lineal wurden die
aufgezeichneten Amplituden abgelesen und mit dem Eichfaktor der Versuchsapparatur
multipliziert. Von den ermittelten Werten musste noch die Wirkung des Losungsmittels
abgezogen werden, damit diese anschlieBend dem Kontrollwert, der als 100 % angenommen

wurde, gegeniibergestellt werden konnten.

Rechter Vorhof:

Bei den Versuchsreihen des Vorhofs wurde die Anderung der Schlagfrequenz ermittelt. Als
Messgrof3e diente die Anzahl der Schlidge des Vorhofs pro Minute. Mittels des Schreibgerites,
welches einen Papiervorschub von 5 mm/s besall, wurde die Schlagfrequenz innerhalb von
zwolf Sekunden aufgezeichnet. Dies entsprach auf dem Papier einer Strecke von sechs
Zentimetern. Durch Multiplikation mit dem Faktor fiinf konnten die Schlige pro Minute
errechnet werden. Von den errechneten Werten musste die Wirkung des Losungsmittels
abgezogen werden. Die Messwerte wurden mit Hilfe des Kontrollwerts, der 100%

gleichgesetzt wurde, als Prozentwerte ermittelt.
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Fiir die statistische Auswertung wurden die ermittelten Messdaten der verschiedenen
Versuchsreihen verwendet. Die arithmetischen Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM =
standard error of mean) mussten berechnet werden. Die Anderungen der MessgroBen
(Kontraktionskraft f. und Schlagfrequenz f) wurden in Prozent ausgedriickt. Der Student-t-
Test lieferte Aussagen iiber Verdnderungen durch die Testsubstanzen im Vergleich zum
Kontrollwert. Dadurch konnte die Beurteilung der Messergebnisse in Bezug der statistischen
Signifikanz durchgefiihrt werden, und weiters die Irrtumswahrscheinlichkeit P ermittelt
werden. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5% (P < 0,05) beziehungsweise < 1% (P <
0,01) wurden die Unterschiede als signifikant, bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <

0,1% (P <0,001) als hochsignifikant gesehen.

Fiir eine optimale Darstellung der Ergebnisse wurden die statistisch ausgearbeiteten Daten der
verschiedenen Versuchsreihen in Konzentrations- Wirkungskurven {iibertragen, was eine
graphische Betrachtung ermoglichte. Die Verdnderungen der Kontraktionskraft
beziehungsweise der Schlagfrequenz wurden in Prozent auf die Ordinate aufgetragen. Die
verwendeten Konzentrationen der Testsubstanzen wurden in pmol/l logarithmisch auf die
Abszisse aufgetragen. Die schwarzen Punkte auf den Kurven geben den arithmetischen

Mittelwert aus n Versuchen und die vertikalen Balken die Standardfehler an.
Aus der Konzentrations- Wirkungskurve wurde graphisch der ECso-Wert ermittelt. Der Wert

gibt die Konzentration an, bei der die Kontraktionskraft oder die Schlagfrequenz auf die

Halfte des Kontrollwerts absinkt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. WIRKUNG DER TESTSUBSTANZ WHG 40 AUF DIE ISOLIERTEN

ORGANE VON MEERSCHWEINCHEN

3.1.1. Wirkung von WHG 40 auf die Kontraktionskraft der isolierten Aorta

Die Wirkung der Testsubstanz WHG 40 auf die Kontraktionskraft der Aorta wurde an flinf

Priparaten getestet. Mittels 90 mmolarer KCI-Losung wurde die Vorkontraktion der Aorta

stimuliert. Nach Erreichen eines konstanten Kontrollwerts konnte im Abstand von 45 Minuten

mit der Zugabe der Substanz begonnen werden. Bei Testsubstanzkonzentrationen von 1, 3,

10, 30 und 100 pmol/l konnte anschlieBend der relaxierende Effekt auf die glatte Muskulatur

der Aorta von WHG 40 ermittelt werden. Die Auswertung der Testsubstanzversuche erfolgte

unter Berlicksichtigung der Ergebnisse der Losungsmittelversuche.

Tabelle 2: Wirkung der Testsubstanz WHG 40 auf die Kontraktionskraft der isolierten Aorta

WHG 40 f. £ SEM f.+ SEM Anzahl der Irrtumswahr-
(umol/T) (mN) (%) Versuche (n) scheinlichkeit P
Kontrolle 30,78 £ 7,37 000 5 /
1 32,20+ 7,56 4,63 £0,81 5 n.s.
3 32,03 + 7,60 4,78 £1,53 5 n.s.
10 32,66 +7,78 7,00 + 2,35 5 n.s.
30 32,67+7,72 7,42 +£2,72 5 n.s.
100 32,30+ 7,82 5,75 + 3,39 5 n.s.

Legende zu Tabelle 2:

In Tabelle 2 sind die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f.) sowie deren

Standardfehler (SEM) sowohl in mN, als auch prozentual ersichtlich.
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Abbildung 5: Konzentrations- Wirkungskurve von WHG 40 beziiglich Aorta
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Legende zu Abbildung 5:

Auf der x-Achse sind die einzelnen Konzentrationsstufen der Testsubstanz WHG 40 in pmol/l
dargestellt. Die Anderungen der Kontraktionskraft in Prozent sind auf der y-Achse
aufgetragen. Die Punkte geben die arithmetischen Mittelwerte wieder, die vertikal

verlaufenden Balken zeigen den Standardfehler.

27



Abbildung 6: Originalabbildung der Wirkung von WHG 40 auf die Kontraktionskraft der

Aorta
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Legende zu Abbildung 6:

Der Kurvenverlauf ergibt sich durch das Einwirken der Testsubstanz WHG 40 in
unterschiedlichen Konzentrationen auf die Aorta, was deren Relaxierung zur Folge hatte. Die

Zugabe der unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanz erfolgte im Abstand von 45

Minuten.
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3.1.2. Wirkung von WHG 40 auf die Kontraktionskraft der isolierten Arteria

pulmonalis

Die Wirkung der Testsubstanz WHG 40 auf die Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis
wurde an fiinf Préparaten {iberpriift. Mittels 90 mmolarer KCI-Losung wurde die
Vorkontraktion der Arteria pulmonalis stimuliert. Nachdem ein konstanter Kontrollwert
erreicht wurde, konnte mit der Substanzzugabe begonnen werden, wobei die Konzentrationen
im Abstand von 45 Minuten erhdoht wurden. Bei Testsubstanzkonzentrationen von 1, 3, 10, 30
und 100 pmol/l konnte anschlieBend der relaxierende Effekt auf die Arteria pulmonalis von
WHG 40 Beriicksichtigung der  Ergebnisse der

festgestellt werden.  Unter

Losungsmittelversuche erfolgte die Auswertung der Testsubstanzversuche.

Tabelle 3: Wirkung der Testsubstanz WHG 40 auf die Kontraktionskraft der isolierten Arteria

pulmonalis
WHG 40 f. £ SEM f.+ SEM Anzahl der Irrtumswahr-
(umol/T) (mN) (%) Versuche (n) scheinlichkeit P
Kontrolle 37,85+ 8,17 000 5 /
1 38,44 + 8,26 1,71 £ 0,64 5 n.s.
3 38,22+ 8,24 1,10+ 1,10 5 n.s.
10 39,01 £8,39 3,19+ 1,39 5 n.s.
30 38,38 + 8,58 0,59 +£2,29 5 n.s.
100 35,88 + 8,82 -8,14 £ 4,84 5 n.s.

Legende zu Tabelle 3:

In Tabelle 3

sind Konzentrationsangaben, Irrtumswahrscheinlichkeiten, arithmetische

Mittelwerte der Kontraktionsdnderung in mN und in Prozent dargestellt. Weiters ersichtlich

ist die Anzahl der durchgefiihrten Versuche.

29




Abbildung 7: Konzentrations- Wirkungskurve von WHG 40 beziiglich Arteria pulmonalis
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Legende zu Abbildung 7:

Auf der x-Achse sind die einzelnen Konzentrationsstufen der Testsubstanz WHG 40 in pmol/l
dargestellt. Die Anderungen der Kontraktionskraft in Prozent sind auf der y-Achse
aufgetragen. Die Punkte geben die arithmetischen Mittelwerte wieder, die vertikal

verlaufenden Balken zeigen den Standardfehler.
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Abbildung 8: Originalabbildung der Wirkung von WHG 40 auf die Kontraktionskraft der

Arteria pulmonalis
1pmol/1 Jumol/l 10pmol/1 30pmol/ 100pmol/1
I 0,98mN
B e EE——
45min
Legende zu Abbildung 8:

Der Kurvenverlauf zeigt die Relaxierung der Arteria pulmonalis durch das Einwirken der
Testsubstanz WHG 40 in unterschiedlichen Konzentrationen. Im Abstand von 45 Minuten

erfolgte die Zugabe der unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanz.
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3.1.3. Wirkung von WHG 40 auf die Kontraktionskraft des isolierten terminalen

Tleums

Die Wirkung der Testsubstanz WHG 40 auf die Kontraktionskraft des terminalen Ileums
wurde an sechs Priparaten ermittelt. Mittels 90 mmolarer KCI-Losung wurde die
Vorkontraktion der prdparierten Darmstiicke stimuliert. Nach Erreichen eines konstanten
Kontrollwerts  konnte  mit der  Substanzzugabe  begonnen  werden.  Bei
Testsubstanzkonzentrationen von 1, 3, 10, 30 und 100 pumol/l, die im Abstand von 45 Minuten
injiziert wurden, konnte der relaxierende Effekt auf die Préparate des terminalen Ileums von
WHG 40 ermittelt werden. Bei der Auswertung der Testsubstanzversuche wurden die

Ergebnisse der Losungsmittelversuche beriicksichtigt.

Tabelle 4: Wirkung der Testsubstanz WHG 40 auf die Kontraktionskraft des terminalen

lleums
WHG 40 f. = SEM f.+ SEM Anzahl der Irrtumswahr-
(umol/T) (mN) (%) Versuche (n) scheinlichkeit P
Kontrolle 10,59 + 2,56 00£0 6 /
1 10,55 +£2,60 -1,65+3,11 6 n.s.
3 10,82 +£2,70 1,31 +£2,93 6 n.s.
10 9,91 £2,56 -7,55£4,12 6 n.s.
30 8,12 +2,38 -27,00 + 7,12 6 0,01
100 5,57 +1,30 -52,80 + 3,69 6 0,01

Legende zu Tabelle 4:

In Tabelle 4 werden die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f.) und die

Standardfehler

(SEM)  bei

verschiedenen

Testkonzentrationen,

Irrtumswahrscheinlichkeit (P) von 6 Versuchen wiedergegeben.
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Abbildung 9: Konzentrations- Wirkungskurve von WHG 40 beziiglich terminales Ileum
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Legende zu Abbildung 9:

Die einzelnen Konzentrationsstufen der Testsubstanz WHG 40 in umol/l sind auf der x-Achse
dargestellt. Die Anderungen der Kontraktionskraft in Prozent sind auf der y-Achse abgebildet.
Die Punkte geben die arithmetischen Mittelwerte wieder, die vertikal verlaufenden Balken

zeigen den Standardfehler.
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Abbildung 10: Originalabbildung der Wirkung von WHG 40 auf die Kontraktionskraft des

terminalen Ileums
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Legende zu Abbildung 10:
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Durch das Einwirken der Testsubstanz WHG 40 in unterschiedlichen Konzentrationen auf das

terminale Ileum ergibt sich der Kurvenverlauf. Durch Zugabe der Testsubstanz, die im

Abstand von 45 Minuten in unterschiedlichen Konzentrationen injiziert wurde, kam es zur

Relaxierung des terminalen Ileums.
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3.1.4. Wirkung von WHG 40 auf die Kontraktionskraft des isolierten

Papillarmuskels

Der inotrope Effekt der Testsubstanz WHG 40 auf isolierte und elektrisch stimulierte

Papillarmuskeln wurde an vier Pridparaten iiberpriift. Nachdem ein konstanter Kontrollwert

erreicht wurde, konnte mit der Substanzzugabe begonnen werden, wobei die Konzentrationen

im Abstand von 45 Minuten erhdht wurden. Bei Testsubstanzkonzentrationen von 1, 3, 10, 30

und 100 umol/l konnte anschlieBend der inotrope Effekt auf den Papillarmuskel festgestellt

werden. Unter Berlicksichtigung der Ergebnisse der Losungsmittelversuche erfolgte die

Auswertung der Testsubstanzversuche.

Tabelle 5: Wirkung der Testsubstanz WHG 40 auf die Kontraktionskraft des isolierten

Papillarmuskels
WHG 40 f. £+ SEM f.+ SEM Anzahl der Irrtumswahr-
(umol/T) (mN) (%) Versuche (n) scheinlichkeit P
Kontrolle 1,23 £0,48 00£0 4 /
1 1,21 £0,46 -2,00 £2,85 4 n.s.
3 1,11+0,37 -5,58 £7,53 4 n.s.
10 1,06 + 0,33 -8,09 £ 8,56 4 n.s.
30 1,06 0,32 -7,89 + 8,83 4 n.s.
100 1,18 £0,42 -1,50 £ 9,73 4 n.s.

Legende zu Tabelle 5:

In Tabelle 5 sind Konzentrationsangaben, Irrtumswahrscheinlichkeiten, arithmetische

Mittelwerte der Kontraktionsdnderung in mN und in Prozent dargestellt. Weiters ersichtlich

ist die Anzahl der durchgefiihrten Versuche.
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Abbildung 11: Konzentrations- Wirkungskurve von WHG 40 beziiglich der isolierten und

elektrisch stimulierten Papillarmuskeln
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Legende zu Abbildung 11:

Auf der x-Achse sind die einzelnen Konzentrationsstufen der Testsubstanz WHG 40 in pmol/l
dargestellt. Die Anderungen der Kontraktionskraft in Prozent sind auf der y-Achse
aufgetragen. Die Punkte geben die arithmetischen Mittelwerte wieder, die vertikal

verlaufenden Balken zeigen den Standardfehler.
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Abbildung 12: Originalabbildung der Wirkung von WHG 40 auf die Kontraktionskraft des
Papillarmuskels
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Legende zu Abbildung 12:

Durch das Einwirken der Testsubstanz WHG 40 auf den Papillarmuskel in unterschiedlichen
Konzentrationen nahm die Kontraktionskraft im Vergleich zum Kontrollwert geringfiigig ab.

Die Zugabe der Testsubstanz erfolgte im Abstand von 45 Minuten in unterschiedlichen

Konzentrationen.
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3.1.5. Wirkung von WHG 40 auf die Schlagfrequenz des isolierten rechten
Vorhofs

Bei den Versuchen am spontan schlagenden rechten Vorhof wurde der chronotrope Effekt der

Testsubstanz WHG 40 untersucht. Bevor mit den Versuchen begonnen werden konnte, musste

die Schlagfrequenz des Vorhofs anndhernd konstant sein. Darauthin konnte mit der

Substanzzugabe begonnen werden. Die Testsubstanzkonzentrationen von 1, 3, 10, 30 und 100

umol/l wurden im Abstand von 45 Minuten in das Organbad injiziert. Im Abstand von fiinf

Minuten wurde die Schlagfrequenz wihrend der gesamten Versuchsdauer aufgezeichnet. Bei

der Auswertung der Testsubstanzversuche mussten die Ergebnisse der Losungsmittelversuche

nicht beriicksichtigt werden.

Tabelle 6: Wirkung der Testsubstanz WHG 40 auf die Schlagfrequenz des isolierten Vorhofs

WHG 40 f. £+ SEM f.+ SEM Anzahl der Irrtumswahr-
(umol/T) (mN) (%) Versuche (n) scheinlichkeit P
Kontrolle 201,00 £ 25,42 0,00 5 /
1 201,43 £10,36 7,18 13,82 5 n.s.
3 203,43 + 10,60 8,06 £ 13,56 5 n.s.
10 190,87 + 12,56 0,35+ 10,75 5 n.s.
30 144,76 + 8,52 -23,29 +9,37 5 0,05
100 54,08 +£29,24 -77,56 + 12,45 5 0,01

Legende zu Tabelle 6:

Tabelle 6 gibt die arithmetischen Mittelwerte der Schlagfrequenz (f) mit

ihren

Standardfehlern (SEM) bei verschiedenen Testkonzentrationen aus insgesamt 5 Versuchen

wieder. Weiters ist die Irrtumswahrscheinlichkeit (P) dargestellt.
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Abbildung 13: Konzentrations- Wirkungskurve des chronotropen Effekts von WHG 40 auf den

isolierten, rechten Vorhof
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Legende zu Abbildung 13:

Der Kurvenverlauf zeigt die prozentuelle Abnahme der Schlagfrequenz des Vorhofs durch das
Einwirken der Testsubstanz WHG 40 in unterschiedlichen Konzentrationen. Auf der x-Achse
sind die einzelnen Konzentrationsstufen der Testsubstanz WHG 40 in pmol/l dargestellt. Die
Anderungen der Schlagfrequenz in Prozent sind auf der y-Achse aufgetragen. Die Punkte auf
dem Graphen geben die arithmetischen Mittelwerte der Schlagfrequenz wieder, die vertikal

verlaufenden Balken zeigen den Standardfehler.
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Abbildung 14: Originalabbildung der Wirkung von WHG 40 auf die Schlagfrequenz des

isolierten, rechten Vorhofs
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Legende zu Abbildung 14:

Die Abbildung verdeutlicht die konzentrationsabhéngige Abnahme der Schlagfrequenz eines
isolierten, rechten Vorhofs. Die Zugabe der unterschiedlichen Konzentrationen der

Testsubstanz erfolgte im Abstand von 45 Minuten.
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3.2. WIRKUNG DER TESTSUBSTANZ WHG 44 AUF DIE ISOLIERTEN
ORGANE VON MEERSCHWEINCHEN

3.2.1. Wirkung von WHG 44 auf die Kontraktionskraft der isolierten Aorta

Die Wirkung der Testsubstanz WHG 44 auf die Kontraktionskraft der Aorta wurde an fiinf
Priparaten getestet. Mittels 90 mmolarer KCI-Losung wurde die Vorkontraktion der Aorta
stimuliert. Nach Erreichen eines konstanten Kontrollwerts konnte im Abstand von 45 Minuten
mit der Substanzzugabe begonnen werden. Bei Testsubstanzkonzentrationen von 1, 3, 10, 30
und 100 pmol/l konnte anschlieBend der relaxierende Effekt auf die GefdBmuskulatur der
Aorta von WHG 44 ermittelt werden. Die Auswertung der Testsubstanzversuche erfolgte

unter Berlicksichtigung der Ergebnisse der Losungsmittelversuche.

Tabelle 7: Wirkung der Testsubstanz WHG 44 auf die Kontraktionskraft der isolierten Aorta

WHG 44 f. £ SEM f.+ SEM Anzahl der Irrtumswahr-
(umol/T) (mN) (%) Versuche (n) scheinlichkeit P
Kontrolle 10,00 + 1,73 00£0 5 /
1 9,92 +£1,62 0,04 £1,75 5 n.s.
3 9,88 + 1,54 0,18 £2,59 5 n.s.
10 9,71 £ 1,47 -1,18 £ 3,31 5 n.s.
30 9,28 +1,38 -5,53 £3,62 5 n.s.
100 8,58 +1,10 -11,30 + 5,50 5 n.s.

Legende zu Tabelle 7:

In Tabelle 3 sind Konzentrationsangaben, Irrtumswahrscheinlichkeiten, arithmetische
Mittelwerte der Kontraktionsdnderung in mN und in Prozent dargestellt. Weiters ersichtlich

ist die Anzahl der durchgefiihrten Versuche.
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Abbildung 15: Konzentrations- Wirkungskurve von WHG 44 beziiglich Aorta
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Legende zu Abbildung 15:

Auf der x-Achse sind die einzelnen Konzentrationsstufen der Testsubstanz WHG 44 in pmol/l
dargestellt. Die Anderungen der Kontraktionskraft in Prozent sind auf der y-Achse
aufgetragen. Die Punkte geben die arithmetischen Mittelwerte wieder, die vertikal

verlaufenden Balken zeigen den Standardfehler.

42



Abbildung 16: Originalabbildung der Wirkung von WHG 44 auf die Kontraktionskraft der

Aorta
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Legende zu Abbildung 16:

Der Kurvenverlauf ergibt sich durch das Einwirken der Testsubstanz WHG 44 in
unterschiedlichen Konzentrationen auf die Aorta, was deren Relaxierung zur Folge hatte. Die
Zugabe der unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanz erfolgte im Abstand von 45

Minuten.
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3.2.2. Wirkung von WHG 44 auf die Kontraktionskraft der isolierten Arteria

pulmonalis

Die Wirkung der Testsubstanz WHG 44 auf die Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis
wurde an flinf Priparaten iberpriift. Mittels 90 mmolarer KCl-Losung wurde die
Vorkontraktion der Arteria pulmonalis stimuliert. Nachdem ein konstanter Kontrollwert
erreicht wurde, konnte mit der Substanzzugabe begonnen werden, wobei die Konzentrationen
im Abstand von 45 Minuten erh6éht wurden. Bei Testsubstanzkonzentrationen von 1, 3, 10, 30
und 100 pmol/l konnte anschlieBend der relaxierende Effekt auf die Arteria pulmonalis von
WHG 44  festgestellt werden. Unter

Beriicksichtigung  der  Ergebnisse der

Losungsmittelversuche erfolgte die Auswertung der Testsubstanzversuche.

Tabelle 8: Wirkung der Testsubstanz WHG 44 auf die Kontraktionskraft der isolierten Arteria

pulmonalis
WHG 44 f. £+ SEM f.+ SEM Anzahl der Irrtumswahr-
(umol/T) (mN) (%) Versuche (n) scheinlichkeit P
Kontrolle 17,54 £ 2,39 000 5 /
1 17,12 +£2,32 -2,34 £ 0,64 5 n.s.
3 16,67 2,22 -4,62 + 1,24 5 n.s.
10 16,31 £ 2,14 -6,53 £ 1,61 5 n.s.
30 15,75 £2,06 -9,62+2,07 5 n.s.
100 14,35+ 1,83 -17,25 £2,80 5 n.s.

Legende zu Tabelle §:

In Tabelle 8 werden die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f;) und die

Standardfehler =~ (SEM)  bei  verschiedenen  Testkonzentrationen,  sowie  die

Irrtumswahrscheinlichkeit (P) von 5 Versuchen wiedergegeben.
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Abbildung 17: Konzentrations- Wirkungskurve von WHG 44 beziiglich Arteria pulmonalis
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Legende zu Abbildung 17:

Auf der x-Achse sind die einzelnen Konzentrationsstufen der Testsubstanz WHG 44 in pmol/I
dargestellt. Die Anderungen der Kontraktionskraft in Prozent sind auf der y-Achse
aufgetragen. Die Punkte geben die arithmetischen Mittelwerte wieder, die vertikal

verlaufenden Balken zeigen den Standardfehler.
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Abbildung 18: Originalabbildung der Wirkung von WHG 44 auf die Kontraktionskraft der

Arteria pulmonalis
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Legende zu Abbildung 18:

Der Kurvenverlauf zeigt die Relaxierung der Arteria pulmonalis durch das Einwirken der
Testsubstanz WHG 44 in unterschiedlichen Konzentrationen. Im Abstand von 45 Minuten

erfolgte die Zugabe der unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanz.
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3.2.3. Wirkung von WHG 44 auf die Kontraktionskraft des isolierten terminalen

Tleums

Die Wirkung der Testsubstanz WHG 44 auf die Kontraktionskraft des terminalen Ileums
wurde an fiinf Prdparaten ermittelt. Mittels 90 mmolarer KCI-Losung wurde die
Vorkontraktion der prdparierten Darmstiicke stimuliert. Nach Erreichen eines konstanten
Kontrollwerts  konnte  mit  der  Substanzzugabe  begonnen  werden.  Bei
Testsubstanzkonzentrationen von 1, 3, 10, 30 und 100 umol/l, die im Abstand von 45 Minuten
injiziert wurden, konnte der relaxierende Effekt auf die Préparate des terminalen Ileums von
WHG 44 ermittelt werden. Bei der Auswertung der Testsubstanzversuche wurden die

Ergebnisse der Losungsmittelversuche beriicksichtigt.

Tabelle 9: Wirkung der Testsubstanz WHG 44 auf die Kontraktionskraft des terminalen

lleums
WHG 44 f. £ SEM f.+ SEM Anzahl der Irrtumswahr-
(umol/T) (mN) (%) Versuche (n) scheinlichkeit P
Kontrolle 12,71 £ 1,34 0,0+0 5 /
1 12,14 +£1,11 -4,04 + 2,00 5 n.s.
3 11,61 +1,04 -8,03+ 3,76 5 n.s.
10 10,99 + 1,12 -13,29 + 3,98 5 n.s.
30 9,66 +1,19 -24,39 + 4,38 5 0,05
100 7,78 £ 1,33 -40,08 + 6,27 5 0,01

Legende zu Tabelle 9:
In Tabelle 9 werden die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f.) und die

Standardfehler =~ (SEM)  bei  verschiedenen  Testkonzentrationen,  sowie  die

Irrtumswahrscheinlichkeit (P) von 5 Versuchen wiedergegeben.
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Abbildung 19: Konzentrations- Wirkungskurve von WHG 44 beziiglich terminales Ileum
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Legende zu Abbildung 19:

Die einzelnen Konzentrationsstufen der Testsubstanz WHG 44 in pmol/l sind auf der x-Achse
dargestellt. Die Anderungen der Kontraktionskraft in Prozent sind auf der y-Achse abgebildet.
Die Punkte geben die arithmetischen Mittelwerte wieder, die vertikal verlaufenden Balken

zeigen den Standardfehler.
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Abbildung 20: Originalabbildung der Wirkung von WHG 44 auf die Kontraktionskraft des

terminalen Ileums
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Legende zu Abbildung 20:

Durch das Einwirken der Testsubstanz WHG 44 in unterschiedlichen Konzentrationen auf das
terminale Ileum ergibt sich der Kurvenverlauf. Durch Zugabe der Testsubstanz, die im
Abstand von 45 Minuten in unterschiedlichen Konzentrationen injiziert wurde, kam es zur

Relaxierung des terminalen Ileums.
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3.2.4. Wirkung von WHG 44 auf die Kontraktionskraft des isolierten

Papillarmuskels

Der inotrope Effekt der Testsubstanz WHG 44 auf isolierte und elektrisch stimulierte

Papillarmuskeln wurde an vier Pridparaten getestet. Nach Erreichen eines konstanten

Kontrollwerts, konnte mit der Substanzzugabe begonnen werden, wobei die Konzentrationen

im Abstand von 45 Minuten erhdht wurden. Bei Testsubstanzkonzentrationen von 1, 3, 10, 30

und 100 umol/l konnte anschlieBend der inotrope Effekt auf den Papillarmuskel festgestellt

werden. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der Losungsmittelversuche erfolgte die

Auswertung der Testsubstanzversuche.

Tabelle 10: Wirkung der Testsubstanz WHG 44 auf die Kontraktionskraft des isolierten

Papillarmuskels
WHG 44 f. £+ SEM f.+ SEM Anzahl der Irrtumswahr-
(umol/T) (mN) (%) Versuche (n) scheinlichkeit P
Kontrolle 1,67 £0,50 00£0 4 /
1 1,74 £ 0,53 3,92+ 7,04 4 n.s.
3 1,64 +0,46 0,04 £4,23 4 n.s.
10 1,73 £0,53 4,00 £ 3,75 4 n.s.
30 1,90 + 0,59 14,70 £ 4,65 4 n.s.
100 1,96 + 0,64 18,13 £8,29 4 0,05

Legende zu Tabelle 10:

In Tabelle 10 sind Konzentrationsangaben, Irrtumswahrscheinlichkeiten, arithmetische

Mittelwerte der Kontraktionsdnderung in mN und in Prozent dargestellt. Weiters ersichtlich

ist die Anzahl der durchgefiihrten Versuche.
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Abbildung 21: Konzentrations- Wirkungskurve von WHG 44 beziiglich der isolierten und

elektrisch stimulierten Papillarmuskeln
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Legende zu Abbildung 21:

Auf der x-Achse sind die einzelnen Konzentrationsstufen der Testsubstanz WHG 44 in pmol/l
dargestellt. Die Anderungen der Kontraktionskraft in Prozent sind auf der y-Achse
aufgetragen. Die Punkte geben die arithmetischen Mittelwerte wieder, die vertikal

verlaufenden Balken zeigen den Standardfehler.
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Abbildung 22: Originalabbildung der Wirkung von WHG 44 auf die Kontraktionskraft des
Papillarmuskels
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Legende zu Abbildung 22:

Durch das Einwirken der Testsubstanz WHG 44 auf den Papillarmuskel in unterschiedlichen
Konzentrationen nahm die Kontraktionskraft im Vergleich zum Kontrollwert zu. Die Zugabe

der Testsubstanz erfolgte im Abstand von 45 Minuten in unterschiedlichen Konzentrationen.
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3.2.5. Wirkung von WHG 44 auf die Schlagfrequenz des isolierten rechten
Vorhofs

Bei den Versuchen am spontan schlagenden rechten Vorhof wurde der chronotrope Effekt der

Testsubstanz WHG 44 untersucht. Bevor mit den Versuchen begonnen werden konnte, musste

die Schlagfrequenz des Vorhofs anndhernd konstant sein. Darauthin konnte mit der

Substanzzugabe begonnen werden. Die Testsubstanzkonzentrationen von 1, 3, 10, 30 und 100

umol/l wurden im Abstand von 45 Minuten in das Organbad injiziert. Im Abstand von fiinf

Minuten wurde die Schlagfrequenz wéhrend der gesamten Versuchsdauer aufgezeichnet. Bei

der Auswertung der Testsubstanzversuche mussten die Ergebnisse der Losungsmittelversuche

nicht berticksichtigt werden.

Tabelle 11: Wirkung der Testsubstanz WHG 44 auf die Schlagfrequenz des isolierten Vorhofs

WHG 44 f. £+ SEM f.+ SEM Anzahl der Irrtumswahr-
(umol/T) (mN) (%) Versuche (n) scheinlichkeit P
Kontrolle 214,00 £ 16,00 0,00+ 0 5 /
1 215,00 + 17,39 0,34 +2,17 5 n.s.
3 214,00 + 22,43 -0,81 £3,12 5 n.s.
10 222,00 + 23,48 2,91 +£3,75 5 n.s.
30 223,00 + 23,91 3,37+ 4,04 5 n.s.
100 213,00 + 24,37 -1,33+ 5,59 5 n.s.

Legende zu Tabelle 11:

Tabelle 11

gibt die arithmetischen Mittelwerte der Schlagfrequenz (f) mit ihren

Standardfehlern (SEM) bei verschiedenen Testkonzentrationen aus insgesamt 5 Versuchen

wieder. Weiters ist die Irrtumswahrscheinlichkeit (P) dargestellt.
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Abbildung 23: Konzentrations- Wirkungskurve des chronotropen Effekts von WHG 44 auf den

isolierten, rechten Vorhof
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Legende zu Abbildung 23:

Der Kurvenverlauf zeigt die prozentuelle Abnahme der Schlagfrequenz des Vorhofs durch das
Einwirken der Testsubstanz WHG 44 in unterschiedlichen Konzentrationen. Auf der x-Achse
sind die einzelnen Konzentrationsstufen der Testsubstanz WHG 44 in pmol/l dargestellt. Die
Anderungen der Schlagfrequenz in Prozent sind auf der y-Achse aufgetragen. Die Punkte auf
dem Graphen geben die arithmetischen Mittelwerte der Schlagfrequenz wieder, die vertikal

verlaufenden Balken zeigen den Standardfehler.
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Abbildung 24: Originalabbildung der Wirkung von WHG 44 auf die Schlagfrequenz des
isolierten, rechten Vorhofs
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Legende zu Abbildung 24

Die Abbildung verdeutlicht die konzentrationsabhingige Abnahme der Schlagfrequenz eines
isolierten, rechten Vorhofs. Die Zugabe der unterschiedlichen Konzentrationen der

Testsubstanz erfolgte im Abstand von 45 Minuten.
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3.3. EINFLUSS DES LOSUNGSMITTELS DIMETHYLSULFOXID
(DMSO) AUF DIE ISOLIERTEN ORGANE VON
MEERSCHWEINCHEN

Die beiden Testsubstanzen WHG 40 und WHG 44 wurden vor den Versuchen in dem
Losungsmittel DMSO gelost, welches jedoch selbst eine Wirkung auf die isolierten Organe
hatte. Um die Wirkung des Ldsungsmittels festzustellen, wurden Losungsmittelversuche
durchgefiihrt. Somit konnte man die Wirkungen der Testsubstanzen von der Wirkung des
Losungsmittels differenzieren.

Die Testsubstanzen WHG 40 und WHG 44 16sten sich vollstdndig in 200 ul DMSO, so dass

auch die reinen Losungsmittelversuche mit dieser Konzentration durchgefiihrt wurden.

Bei der Durchfithrung der Losungsmittelversuche wurde DMSO zu den im jeweiligen
Versuch verwendeten Konzentrationen im Abstand von 45 Minuten zugesetzt. Die
ausgewerteten Messdaten der Losungsmittelversuche mussten bei der Auswertung der

Testsubstanzergebnisse berticksichtigt werden.
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3.3.1. Wirkung von DMSO auf die Kontraktionskraft der Aorta

200 pmol/l DMSO bewirkten eine Relaxation der Muskulatur von 100 % auf 84,03 + 3,74 %.

Tabelle 12: Wirkung von DMSO auf die Kontraktionskraft der Aorta

DMSO - Konzentration f. £+ SEM f.+ SEM
(mN) (%)
Kontrolle 5,96 +£1,22 0,00+0
1 5,79+ 1,23 -3,12+ 0,98
3 5,74 +1,15 -3,39+1,62
10 5,56 +1,16 -6,86 +£2,57
30 537+1,14 -10,16 + 2,77
100 5,07+ 1,14 -15,97 + 3,74

Legende zu Tabelle 12:

In Tabelle 12 sind die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f.) der Aorta und
deren Standardfehler (SEM) bei unterschiedlichen Konzentrationen an DMSO dargestellt. Der
ermittelte Kontrollwert 5,96 + 1,22 mN ist ausschlaggebend fiir die prozentuale Anderung der

Kontraktionskraft.
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3.3.2. Wirkung von DMSO auf die Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis

Bei einer Konzentration von 200 umol/l verursachte das Losungsmitte]l DMSO eine Abnahme

des Muskeltonus von 100 % auf 92,16 + 1,82 %.

Tabelle 13: Wirkung von DMSO auf die Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis

DMSO - Konzentration f. + SEM f.+£ SEM
(mN) (%)
Kontrolle 10,90 + 2,77 0,00+0
1 10,87 £ 2,66 -0,06 = 1,04
3 10,95+ 2,72 0,62 + 0,62
10 10,56 + 2,33 -2,24 +£3.47
30 10,29 +£2,35 -4,93 + 2,60
100 10,00 + 2,36 -7,84 + 1,82

Legende zu Tabelle 13:

In Tabelle 13 sind die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f;) der Arteria
pulmonalis und deren Standardfehler (SEM) bei unterschiedlichen Konzentrationen an DMSO
dargestellt. Der ermittelte Kontrollwert 10,90 + 2,77 mN ist ausschlaggebend fiir die

prozentuale Anderung der Kontraktionskraft.
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3.3.3. Wirkung von DMSO auf die Kontraktionskraft des terminalen Ileums

Bei einem Gehalt von 200 umol/l DMSO sank die Kontraktionskraft von 100 % auf 54,49 +

3,53 %.

Tabelle 14: Wirkung von DMSO auf die Kontraktionskraft des terminalen lleums

DMSO - Konzentration f. + SEM f.+£ SEM
(mN) (%)
Kontrolle 13,94 +£ 3,22 0,00+0
1 13,49 £ 3,34 -4,83 +£1,91
3 12,64 + 3,21 -11,41£2,84
10 12,06 + 3,22 -16,72 + 4,00
30 10,36 £ 2,66 -28,11 +3,32
100 8,00+2,15 -45,51 + 3,53

Legende zu Tabelle 14:

In Tabelle 14 sind die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f;) des terminalen
[leums und deren Standardfehler (SEM) bei unterschiedlichen Konzentrationen an DMSO
dargestellt. Der ermittelte Kontrollwert 13,94 + 3,22 mN ist ausschlaggebend fiir die

prozentuale Anderung der Kontraktionskraft.
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3.3.4. Wirkung von DMSO auf die Kontraktionskraft des Papillarmuskels

Bei einer Konzentration von 200 pmol/l DMSO nahm die Kontraktionskraft des
Papillarmuskels von 100 % auf 72,32 + 14,62 % ab.

Tabelle 15: Wirkung von DMSO auf die Kontraktionskraft des Papillarmuskels

DMSO - Konzentration f. + SEM f.+£ SEM
(mN) (%)
Kontrolle 0,66 +0,12 0,00+0
1 0,60 + 0,08 -6,22 £ 4,25
3 0,53 + 0,04 -13,12 £ 8,39
10 0,52 +£0,05 -14,47 £ 9,58
30 0,48 £ 0,06 -20,55 + 12,11
100 0,43 £0,08 -27,68 + 14,62

Legende zu Tabelle 15:

In Tabelle 15 sind die arithmetischen Mittelwerte der Kontraktionskraft (f;) des
Papillarmuskels und deren Standardfehler (SEM) bei unterschiedlichen Konzentrationen an
DMSO dargestellt. Der ermittelte Kontrollwert 0,66 + 0,12 mN ist ausschlaggebend fiir die

prozentuale Anderung der Kontraktionskraft.
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3.3.5. Wirkung von DMSO auf die Schlagfrequenz des rechten Vorhofs

Bei einer Konzentration von 200 pmol/l DMSO nahm die Schlagfrequenz des rechten

Vorhofs von 100 % auf 99,94 + 9,37 % ab.

Tabelle 16: Wirkung von DMSO auf die Schlagfrequenz des rechten Vorhofs

DMSO - Konzentration f. + SEM f.+£ SEM
(mN) (%)
Kontrolle 240,00 + 25,00 0,00+0
1 247,50 + 22,50 327 +1,38
3 247,50 + 22,50 3,27+ 1,38
10 245,00 + 15,00 2,55+ 4,44
30 242,50 + 12,50 1,61 £5,38
100 237,50 + 2,50 -0,06 9,37

Legende zu Tabelle 16:

In Tabelle 16 sind die arithmetischen Mittelwerte der Schlagfrequenz (f) des rechten Vorhofs
und deren Standardfehler (SEM) bei unterschiedlichen Konzentrationen an DMSO dargestellt.
Der ermittelte Kontrollwert 240,00 £ 25,00 mN ist ausschlaggebend fiir die prozentuale

Anderung der Schlagfrequenz.
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4. DISKUSSION

4.1. STRUKTURVERGLEICH

Strukturformel von WHG 40:

3-{2,3-dimethyl-6-[(3,4,5-trimethoxybenzoyl)amino]phenyl}-2-oxoethylacetat

Strukturformel von WHG 44:

3-{5-methoxy-2-[(4-methoxybenzoyl)amino]phenyl}-2- oxoethylacetat
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Strukturformel von Diltiazem :

2 O
N
L )y
S "',,, 0]
@)
/

(2S,3S5)-5-[2-(dimethylamino)ethyl]-2-(4-methoxyphenyl)-2,3,4,5-tetrahydro-1,5-

benzothiazepin-3-yl acetat

Das Diltiazem ist ein Benzothiazepin Derivat, das an Position 5 einen 2-
(dimethylamino)ethylrest triagt, an Position 2 ein p-Methoxyphenyl und an Position 3 einen
Acetylrest. Es weist 2 Chiralitétszentren an den Positionen 2 und 3 auf, wodurch 4 Stereomere

moglich sind.

Bei den beiden Testsubstanzen WHG 40 und WHG 44 wurde im Vergleich zum Diltiazem
der Thiazepinring gedffnet. Zur Fixierung der Stereochemie wurde der Schwefel an Position 1
durch eine Amidfunktion ersetzt, wodurch fiir das dadurch entstandene Benzanilid eine
transoide Struktur wahrscheinlicher wurde. Der 2-(dimethylamino)ethylrest am Stickstoff an
Position 5 ist bei den beiden Testsubstanzen nicht mehr vorhanden. Die 2-oxoethylacetat
Seitenkette, die beim Diltiazem - eingebaut im Thiazepinring - bereits vorlag, blieb bei beiden

Testsubstanzen erhalten.

Weiteres unterschieden sich die beiden Testsubstanzen vom Diltiazem durch zusétzliche
Substituenten an den Benzolringen. WHG 40 hat an der aromatischen Struktur im Anilinteil
an den Positionen 2 und 3 jeweils eine Methylgruppe und am Benzoylrest an den Positionen 3
und 5 zwei zusitzliche Methoxygruppierungen. Die Substanz WHG 44 hat an der

aromatischen Struktur im Anilinteil an Position 5 eine zusitzliche Methoxygruppe.
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4.2. VERSUCHE AN DEN ISOLIERTEN ORGANEN

Tabelle 17: Vergleich von WHG 40 und WHG 44 beziiglich ihrer Wirkung auf die glatte
Muskulatur

WHG 40 WHG 44
Organ- f.+= SEM (%) bei 100 ECs f.+= SEM (%) bei 100 ECs
praparat umol/l bezogen auf (umol/1) umol/l bezogen auf | (umol/l)
den Kontrollwert den Kontrollwert
Aorta 105,75 + 3,39 / 88,70 + 5,50 /
Arteria pulmonalis 91,86 +4,84 / 82,75+ 2,80 /
Terminales Ileum 472 £+ 3,69 87,5 59,92 + 6,27 /

Bei den Versuchen der Testsubstanz WHG 40 an der Aorta nahm die Kontraktionskraft bei
einer Konzentration von 100 umol/l unerwarteterweise um 5,75 + 3,39 % zu, wodurch auch
keine ECsq erreicht werden konnte. Bei der Testsubstanz WHG 44 konnte ebenfalls keine
ECsy ermittelt werden, jedoch kam es hier bei einer Konzentration von 100 pmol/l zu einer
Abnahme der Kontraktionskraft auf 88,70 + 5,50 %. Die Aorta betreffend ldsst sich somit
sagen, dass beziiglich der Kontraktionskraftabnahme die Substanz WHG 44 stirker wirksam
war als WHG 40.

Sowohl mit der Testsubstanz WHG 40 als auch mit WHG 44 konnte eine geringe Abnahme
der Kontraktionskraft an der glatten Muskulatur der Arteria pulmonalis erzielt werden. Bei
einer Konzentration von 100 pmol/l betrug diese beit WHG 40 91,86 + 4,84 %, beit WHG 44
82,75 £ 2,80 %. Somit bewirkte WHG 44 eine etwas stirkere Abnahme der Kontraktilitit. Bei

keiner der beiden Substanzen wurde eine ECsq erreicht.

Die Untersuchungen am terminalen Ileum zeigten, dass beide Testsubstanzen bei einer
Konzentration von 100 umol/l einen relaxierenden Effekt auf die glatte Muskulatur
hervorrufen. WHG 40 bewirkte eine Relaxierung auf 47,2 + 3,69 %. Eine ECsy wurde bei

87,5 umol/l erreicht. Die starkste Abnahme der Kontraktionskraft konnte bei Konzentrationen
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von 30 bis 100 umol/l beobachtet werden. Auch bei WHG 44 nahm die Kontraktionskraft auf
59,92 + 6,27 % ab, jedoch wurde im Gegensatz zu WHG 40 keine ECs erreicht.

Tabelle 18: Vergleich von WHG 40 und WHG 44 beziiglich ihrer Wirkung auf die

Herzmuskulatur
WHG 40 WHG 44
Organ- f.+ SEM (%) bei 100 ECsg fc+ SEM (%) bei 100 ECs
praparat umol/l bezogen auf (umol/1) umol/l bezogen auf | (umol/l)
den Kontrollwert den Kontrollwert
Papillarmuskel 98,50 £9,73 / 118,13 + 8,29 /
Rechter Vorhof 22,44+ 12,45 54 98,67 £ 5,59 /

Die Testsubstanz WHG 40 wies einen geringen negativ inotropen Effekt auf die
Kontraktionskraft elektrisch stimulierter Papillarmuskeln auf. Bei einer Konzentration von
100 pmol/l betrug die Abnahme der Kontraktilitit nur 1,50 + 9,73 %. Hingegen nahm die
Kontraktionskraft unter Einwirkung von WHG 44 bei gleicher Konzentration auf 118,13 +
8,29 % zu, und erwirkte somit eine positiv inotrope Wirkung auf den Papillarmuskel. Eine

ECso wurde weder bei WHG 40 noch bet WHG 44 erreicht.

Auf den rechten Vorhof erzielten beide Substanzen bei einer Konzentration von 100 pmol/l
einen negativ chronotropen Effekt, der jedoch bei WHG 40 weitaus stirker ausgeprigt war.
Die Abnahme der Schlagfrequenz auf 22,44 + 12,45 % bei WHG 40 war wesentlich hoher als
bei WHG 44, wo die Schlagfrequenz nur um 1,33 % auf 98,67 + 5,59 % abnahm. Bei WHG
40 wurde eine ECsy bei 54 pmol/l erreicht. Bei Konzentrationen von 30 bis 100 umol/l nahm

die Schlagfrequenz besonders stark ab.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass WHG 44 ecine stirkere Abnahme der
Kontraktilitdit an der Aorta und an der Arteria pulmonalis als WHG 40 bewirkte. Am
terminalen Ileum war die Abnahme nur unwesentlich geringer als beit WHG 40. In Bezug auf
die abnehmende Kontraktionskraft an der glatten Muskulatur war die Testsubstanz WHG 44
somit wirksamer als WHG 40. An der Herzmuskulatur zeigte jedoch die Substanz WHG 40
einen wesentlich deutlicheren negativ inotropen und negativ chronotropen Effekt als WHG

44,

Tabelle 19: Zusammenfassung der ECsy) Werte fiir negativ chronotrope und negativ inotrope

Effekte an Prdiparaten des Meerschweinchens aus der Literatur

Substanz Negativ chronotroper Negativ inotroper Literatur
Effekt ECs Effekt ECs
Diltiazem <0,8 umol/l > 5,0 umol/l Erker et al. 1996
Verapamil 8,0 umol/l 0,27 umol/l Buljubasic et al. 1991
KT-362 20,0 pmol/l 7,0 umol/l Buljubasic et al. 1991
Compound 7 23,0 umol/l 2,7 umol/l Erker et al. 1996

Im Vergleich der beiden Testsubstanzen beziiglich ihrer negativ inotropen Wirkung mit
Diltiazem, konnte ein deutlich geringerer Effekt festgestellt werden, da weder bei WHG 40
noch bet WHG 44 eine ECsg erreicht wurde. Auch im Vergleich mit der negativ chronotropen
Wirkung von Diltiazem erwiesen sich beide Substanzen als wesentlich schwécher wirksam.
Bei WHG 44 konnte keine ECsy ermittelt werden. Bei WHG 40 betrug die ECsy 54 pmol/l,
und somit das 67fache der ECsy von Diltiazem. Auch der Vergleich mit weiteren
Calciumantagonisten und ihren Nachfolgesubstanzen zeigte, dass beide untersuchte
Substanzen wesentlich schwichere Wirkungen auf die Herzmuskelprdparate aufwiesen. Der
ECso Wert von WHG 40 beziiglich des negativ chronotropen Effekts war um das 6,75fache
hoher als der des Verapamils (8,0 umol/l) beziehungsweise 2,7mal hoher als der von KT-362
(20 umol/l), und 3,4fach hoher als der von Compound 7 (23,0 pmol/l).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Diplomarbeit war es, zwei am Department fiir Medizinische Chemie an der
Universitit Wien neu synthetisierte Testsubstanzen beziiglich ihrer pharmakologischen
Wirkung zu testen. Die beiden Substanzen hatten die Bezeichnung WHG 40 und WHG 44
und wiesen strukturelle Ahnlichkeiten mit dem Calciumkanalblocker Diltiazem auf. Die
Versuche wurden an den isolierten Organen von Meerschweinchen durchgefiihrt. Die
Resultate aus den Versuchsreihen wurden ausgewertet und graphisch dargestellt. Um
eventuelle Unterschiede beziiglich pharmakologischer Wirkung feststellen zu kénnen, wurden
die beiden Testsubstanzen miteinander verglichen. Beziiglich unterschiedlicher Wirkung an

den Herzmuskelpriparaten auch mit den Calciumantagonisten Diltiazem und Verapamil.

Hauptsachlich galt es herauszufinden, ob die beiden Testsubstanzen Effekte an der glatten
Muskulatur der Aorta, der Arteria pulmonalis und an dem terminalen Ileum hervorrufen.
Weiters wurden WHG 40 und WHG 44 auf eventuelle inotrope und chronotrope Wirkungen
getestet. Diese Versuche erfolgten an den Herzmuskelpridparaten Papillarmuskel und rechter

Vorhof.

Die beiden Testsubstanzen wurden jeweils in dem Losungsmittel DMSO (Dimethylsulfoxid)
geldst und in die entsprechenden Organbéder in unterschiedlichen Konzentrationen injiziert,

wobei die Konzentrationsstufe alle 45 Minuten erhoht wurde.

An der glatten Muskulatur wies die Testsubstanz WHG 44 eine stirkere Wirkung als WHG
40 auf. An den Herzmuskelpréiparaten erwies sich WHG 40 als die wirksamere Verbindung.
In Bezug auf negativ inotropen und negativ chronotropen Effekt zeigte sich, dass beide
Substanzen wesentlich schwiécher wirksam waren als die beiden Calciumantagonisten

Diltiazem und Verapamil.
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