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1 Einleitung

1.1 Beeinflussung der Reizbildung und Erregungsleitung im Herzen

Das Herz besitzt zwei Typen von Herzmuskelzellen: Zellen, die Impulse bilden und weiterleiten
und Zellen, die solche Impulse mit einer Kontraktion beantworten; letztere stellen die
Arbeitsmuskulatur des Herzens, das Myokard, dar. Der Reiz(Impuls-)bildung geschieht innerhalb

des Organs, was als Autorhythmie oder Automatie des Herzens bezeichnet wird.

Das Herz gehort zu den rhythmisch arbeitenden Organen. Es ist dazu durch sein
Erregungsbildungs- und Erregungsleitungssystem befdhigt. Daneben greifen Sympathikus und
Parasympathikus regulierend in die Herztdtigkeit ein, ohne sie primér auszuldsen. Selbststidndige
rhythmische Erregungsbildung des Herzens ohne Einwirkung eines dufleren Reizes wird als

kardiale Autorhythmie oder Herzautomatismus bezeichnet.

Ein iiberschwelliger Reiz des Herzens fiihrt nach dem Alles-oder-Nichts-Gesetz aufgrund der

funktionellen Einheit der Herzmuskelzellen zu einer vollstindigen Erregung und Kontraktion.

Die Reizbildung des Herzens erfolgt normalerweise im Sinusknoten; er ist der physiologische
Schrittmacher des Herzens und bestimmt den Abstand zwischen zwei Aktionspotentialen (=
Herzfrequenz 60-80/min). Bei Ausfall des Sinusknotens iibernehmen der Atrioventrikularknoten
und die Purkinje-Fasern die Schrittmacherfunktion und werden deshalb als potentielle oder

subsididre Schrittmacher bezeichnet.

Die Zellen des Sinusknoten im rechten Vorhof haben die Funktion eines physiologischen
Schrittmachers, da dort im regelméfBigen Intervallen (in Ruhe 0,71s) eine elektrische Erregung
gebildet wird. Sie erreicht liber die Vorhofmuskulatur rasch den Atrioventrikuldren (AV-)Knoten.
Er ist der einzige Uberleitungsweg zwischen Vorhéfen und Ventrikeln. Die Weiterleitung durch
den AV-Knoten erfolgt stark verzogert, sie erfordert ca. 0,16 s. Dadurch entsteht eine
Siebwirkung, d. h. Aktionspotentiale von sehr hoher Frequenz konnen den AV-Knoten nicht

passieren.



Von dort gelangt die Erregung iiber die beiden Tawara-Schenke 1 des Hiss-Biindels und deren
facherformige Aufzweigung (Purkinje-Fasern) in die Kammermuskulatur. Insgesamt ist die

Aktivierung der gesamten Muskulatur beider Ventrikel in weniger als 0,1 s abgeschlossen.

AV-Knoten und Purkinje-Fasern treten erst bei Ausfall eines libergeordneten Schrittmachers in
Aktion und werden als potentielle oder subsididire Schrittmacher bezeichnet. Dieses
Erregungsleitungssystem besonders glykogenreicher Herzmuskelzellen, durch das die infolge
spontaner Erregungsbildung rhythmisch ausgelOsten Aktionspotentiale
(Membranpotentialdnderung ) fortgeleitet werden, ist fiir eine synchrone und hdmodynamisch

effektive Kontraktion des Herzmuskels verantwortlich (Forth et al. 1996).



1.2 Aktionspotential

Die Verdnderungen des Membranpotentials wihrend einer Herzaktion (Aktionspotential)
resultieren aus Aktivierungs- und Inaktivierungsvorgingen verschiedener ionaler Einwirts- und

Auswartsstrome.

Abbildung 1: Aktionspotentiale von Papillarmuskel und Sinusknoten
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Das Aktionspotential setzt sich aus finf Phasen zusammen:

Beginnend mit Phase 0 erfolgt bei Papillarmuskeln und Purkinje-Fasem eine schnelle
Depolarisation (Aufstrichphase). Ein Reiz depolarisiert die Zelle bis zu einem Schwellenpotential,
bei dem sich die Natriurnkanéle schlagartig 6ffnen und so das Aktionspotential steil ansteigt. Bei
Schrittmacherzellen (Sinusknoten, AVKnoten) liegt der Natriumkanal im inaktiven Zustand vor;
die Phase 0 (langsame Depolarisation) wird in diesen Zellen durch den Einstrom von Ca®"
getragen. In Phase 1, einer transienten unvollstindiger Repolarisation, schlieBen die
Natriumkanéle wieder blitzartig; das Aktionspotential fillt leicht ab und ein kurz anhaltender

Kaliumausstrom verursacht eine Kerbe in der Kurve.

Wihrend Phase 2 erreicht der nach Phase 0 zunehmende Einstrom von Ca®" seinen Hohepunkt
und hélt - im Gleichgewicht mit einem geringen Kaliumausstrom — das Potential auf einem

Plateau. Diese Plateauphase ist das Charakteristikum des myokardialen Aktionspotentials.



Der Ca®" -Einstrom flieBt durch spannungsabhiingige L-Typ Calciumkanile, die langsamer als
Natriumkanile inaktiviert werden, und fiihrt auch gleichzeitig zur Freisetzung von Ca®" aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum. Zur leichten Repolarisation wihrend dieser Phase trigt ein

Kaliumkanal bei, der sich bei Depolarisation langsam 6ffnet "delayed rectifier".

Die Phase 3 représentiert die Repolarisation und ist fiir die Wiederherstellung des Ruhezustandes
verantwortlich. Die eigentliche Repolarisation ist auf einen repolarisierenden Kaliumausstrom
zuriickzufiihren und setzt sich aus zwei Kaliumstromen zusammen; aus dem "delayed rectifier"
(Id, der die initiale Phase der Repolarisation bestimmt, und einem "inward rectifier" (IKI), der

durch Depolarisation abgeschaltet wird, sich aber bei zunehmender Repolarisation wieder 6ffnet.

Wihrend des gesamten Aktionspotentials ist die Membran depolarisiert und damit vor einem
weiteren depolarisierenden Reiz geschiitzt - sie ist refraktir. Wahrend der Phase 4 besteht ein
Ruhemembranpotential (-80 bis -90 mV), welches durch IK1 aufrechterhalten wird. An allen
Zellen, die zur spontanen Impulsbildung fahig sind (Sinusknoten, AV-Knoten, Papillarmuskel)
herrscht in der Phase 4 eine langsame Depolarisation, die durch einen langsam abnehmenden
Kaliumauswirtsstrom (IK), einen Calcium-Einwértsstrom (T-Typ) und einen nicht selektiven

Na'/K'-Einwirtsstrom (" funny current” Iy) verursacht wird (Carmeliet 1990).



1.3 lonenkanale

Verantwortlich fiir die Erregungsleitung im Herzen ist ein Membranpotential, das sich
unidirektional ausbreitet. Das jeweils transmembrandre Potential einer Zelle wird bestimmt durch
die Konzentration verschiedener Ionen (N a’, Ca**, K" auf beiden Seiten der Membran und durch
die Membranpermeabilitét fiir jedes dieser lonen. Sie passieren die Membran durch ionenselektive
Kanile; dabei handelt es sich um transmembranire Proteine, die aus mehreren Untereinheiten
bestehen und zusammen eine Pore bilden. Kanile sind nicht nur ionenselektiv sondern auch
selektiv beziiglich des Mechanismus, der ihre Offnung ausldst; so werden spannungsabhingige
Kanidle von ligandengesteuerten Kandlen unterschieden, die durch Bindung eines Transmitters

reguliert werden.

Ionen passieren Kanéle durch Diffusion; das heillit Grundvoraussetzung fiir jeden Ionenfluf3 ist
eine Konzentrationsdifferenz auf beiden Seiten der Membran. Wihrend des Ruhepotentials
herrscht im extrazelluliren Raum ein positives und im intrazelluliren Raum ein negatives
Potential. Im Extrazellularraum ist Na+ das quantitativ wichtigste Kation, im Intrazellularraum
hingegen K+. Natrium- und Calcium-Strome flieBen immer ins Zellinnere; Kaliumstrome sind
Auswirtsstrome. Wenn Ionen flieBen lassen sie eine gegensinnige Ladung zuriick und es entsteht

ein elektrischer Gradient.

Entgegen dem Konzentrationsgefille werden die Ionen iiber lonenpumpen transportiert (aktiver
Transport). Die notwendige Transportenergie wird iiber die Spaltung von Adenosintriphosphat

verfligbar.

Die Na'/K'-Austauschpumpe (pump-current) pumpt eingestromtes Na' wieder aus der Zelle
hinaus und ausgestromtes K wieder ins Zell innere zuriick; dabei werden 3 Natriumionen gegen 2
Kaliumionen transportiert. Fiir den Auswirtstransport von Calciumk ist ein Na'/Ca®'-
Austauschmechanismus (exchange current) verantwortlich, der 3 Natriuinionen gegen 1

Calciumion transportiert (Forth et al. 1996).
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1.3.1 Natriumkanal

Abbildung 2: Modell des Natriumkanals und Struktur der a-Untereinheit

Na*

Der Natriumkanal besteht aus drei Polypeptiduntereinheiten (o, B;, B,), die gefaltet in der
Phospholipidmembran der Zelle liegen. Die a-Untereinheit stellt den eigentlichen Kanal dar. Die
Kanalpore wird aus vier identischen Doménen, welche aus je sechs transmembranéren o -Helix-
Segmenten bestehen, gebildet. Die einzelnen Segmente sind iiber Schleifen aus Aminosduren
verbunden; die Schleifen zur Auflenseite bilden ein Selektivititsfilter, die Schleifen zur Innenseite

bilden Gates (rn-Gate: Aktivierungsgate, h-Gate: Inaktivierungsgate).

Wihrend der Ruhephase des Aktionspotentials liegt der Natriumkanal im "ruhenden Zustand" (rn-
Gate geschlossen , h-Gate offen) vor, wobei die Schleifen die Kanalpore verschlieBen. Durch
Depolarisation 6ffnet die Kanalpore und der Kanal geht in den "offenen Zustand" (m- und h-Gate
offen) {iber, was der Aufstrichphase im Aktionspotential entspricht. Gleich darauf schlie3t das h-
Gate den Kanal; in diesem "inaktiven Zustand" (rn-Gate offen, h-Gate geschlossen) ist der Kanal
durch eine erneute Depolarisation nicht aktivierbar. Der Kanal ist refraktdr. Mit fortschreitender
Repolarisation geht der Kanal wieder in den "ruhenden Zustand" iiber und es kann eine erneute

Depolarisation ausgelost werden (Forth et al. 1996).
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Papillarmuskeln und Purkinje-Fasem haben eine schnelle Depolarisationsrate. Die schnelle
Depolarisation wird durch Aktivierung des Natriumkanals ausgeldst. Bei Schrittmacherzellen
(Sinusknoten, AV-Knoten ), welche eine langsame Depolarisationsrate aufweisen , liegt der
Natriumkanal im "inaktiven Zustand" vor. Tetrodotoxin (Gift des Kugelfisches) blockiert selektiv
den spannungsabhidngigen Natriumkanal und verhindert dadurch eine Depolarisation.
Batrachotoxin (Gift des Pfeilgift-Frosches) 6ffnet den spannungsabhéngigen Natriumkanal indem-
es selektiv und irreversibel an das h-Gate bindet (Forth et al. 1996).

1.3.2 Calcium und Calciumkanale

Der menschliche Korper enthalt etwa 1000 g Calcium davon sind ca. 99% in Form von Apatit
(natiirlich vorkommendes Mineral aus mind. 90% Calciumfluoridphosphat) im Skelett gebunden.
Neben der wichtigen Funktion, die es hierbei beim Knochenaufbau erfiillt. spielt es in zahlreichen

anderen physiologischen Prozessen eine bedeutende Rolle.

Ca**-Ionen wirken bei allen Muskeltypen als Aktivatoren, indem sie die Spaltung von
Adenosintriphosphat und damit eine Umwandlung von chemischer Energie in Kontraktion
induzieren. Calcium stellt einen der wichtigsten Botonstoffe der Zelle dar: es befordert positive
Ladungen durch spezielle Kandle der Zellmembran, sog. Calciumkanale, und bewirkt dadurch
eine Zellmembrandepolarisation.

Calciumkanale sind entwicklungsgeschichtlich eine Eigenschaft erregbarer Zellen, die meist schon
vor den Na'-Kanilen vorhanden war. Diese Kanile, die den Einstrom von Calciumionen
kontrollieren, bestehen aus Glycoproteinen. die in die Lipidschicht der Membran einige bettet sind
(Curtis und Catterall, 1985). Im Gegensatz zu anderen, beispielweise Na'-Kanilen, haben sic
keine konstante Form, sie variieren vielmehr in ihrer Leitfdhigkeit, Potentialabhéngigkeit und bei
Inaktivierungsprozessen wie Blockaden durch lonen (z.B. Cd*" oder Ni*"), Calciumantagonisten
oder Toxinen.

Mit Hilfe der "patch-clarnp-Methode. konnten verschiedene Ca —Kanaltypen gefunden werden
(Hamill et al., 1981). In manchen Kandlen wurde voriibergehender, kurzer Calciumeinstrom
beobachtet. Diese erhielten den Namen T-Typ. andere Kanade zeigten wiederum einen

langandauernden Einstrom. diese wurden L-Typ-Calciumkanéle genannt (Reuter, 1986).
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Calciumkandle lassen sich in zwei Hauptgruppen unterteilen: in spannungsabhingige Kanéle, die
das Einstromen von extrazelluldrem Calcium ermdglichen und in Kanile, die zur Freisetzung von
Calcium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in das Zytosol dienen (Winifred 1992).
Spannungsabhingige Calciumkanidle werden durch Verdnderungen des transmembranéren
Potentials gesteuert. Der Calciumkanal im sarkoplasmatischen Retikulum wird entweder
elektrisch oder durch Calcium aktiviert.

Weiters gibt es auch noch rezeptorgesteuerte Calciumkanéle, die unter der Kontrolle von Liganden
stehen. In manchen Kanidlen wurde ein voriibergehender, kurzer Calciumeinstrom beobachtet - sie
erhielten den Namen T-Typ ("transient-type"); andere zeigten einen lang andauernden Einstrom -

sie wiirden Calciumkanéle vom L-Typ ("long lasting-type") genannt (Reuter 1986).

Heute werden die spannungsabhingigen Calciumkanile (VGCC) in vier Untergruppen eingeteilt
und als L-, T-, N- und P-Typ-Calciumkanéle bezeichnet (Tsien et al. 1988). Sie unterscheiden sich
durch Leitfahigkeit und Schwellenpotential.

So benétigen etwa Calciumkandle vom L- und N-Typ starke Membrandepolarisation fiir ihre
Aktivierung, wiahrend sich andere schon bei einer geringeren Membrandepolarisation 6ffnen. Die
Leitfahigkeit ist ein MaB fiir die Durchléssigkeit, mit der ein bestimmtes Ion einen Kanal passieren
kann; sie ist bei Kanidlen vom L-Typ fiir Calcium hoch (etwa 25 pS), nimmt bei N-Typ (12-20 pS)
und bei P-Typ (10-12 pS) ab und ist beim TTyp (etwa 8 pS) am niedrigsten. Auch die
Ionenselektivitdt ist bemerkenswert; so konnen beispielsweise Calciumionen etwa hundert mal
besser Calciumkanéle passieren als Natriumionen. Bei Abwesenheit von Calciumionen konnen
aber auch Natriumstrome durch diesen Kanal flielen, wobei bereits mikromolare

Calciumkonzentrationen diesen Durchstrom stoppen (Tsien et al. 1987).

Der L-Typ Calciumkanal ist wahrend der Plateauphase des Aktionspotentials sowie fiir die
langsame Depolarisation von Schrittmacherzellen (Sinusknoten, AV-Knoten) von Bedeutung.
Weiters spielt er bei pathophysiologischen Vorgingen , wie zum Beispiel beim Auftreten von
friithen Nachdepolarisationen, eine Rolle. Den T-Typ Calcium Kanal findet man in
Schrittmacherzellen, weil er an der langsame diastolische Depolarisation beteiligt ist.

T- und L-Typ des Calciumkanals haben Triggerfunktion fiir die Kontraktion, da sie indirekt die
Offnung des Calciumkanals im sarkoplasmatischen Retikulum bewirken; ob der SR-Ca-Kanal

offnet oder nicht hangt von der Calcium- und ATP Konzentration in der Zelle ab. P- und N-Typ
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Calciumkanile findet man vor allem in Nervenzellen, wo sie flir die Neurotransmitter Freisetzung

bedeutsam sind.

Abbildung 3: Modell des L-TJyp Calciumkanals und Struktur der o -Untereinhelt
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Der spannungsabhidngige Calciumkanal vom L-Typ besteht insgesamt aus flinf
Polypeptiduntereinheiten (a I, a2, 13, y, 8). Die a -Untereinheit ist dhnlich der o-Untereinheit des
Natriumkanals aufgebaut; sie kleidet die Innenseite des Kanals aus und besteht aus vier
homologen Dominen mit je sechs transmembrandren Segmenten (S1 - S6). S4 weist in jeder
dritten oder vierten Position der Aminosduresequenz eine positiv geladene Aminosédure (Lysin,
Arginin) auf, was darauf schlieen ldsst, dass es sich hierbei um einen Spannungssensor handelt.
Der B-Komponente obliegt die Regulation der spannungsabhingigen Kinetik. Die
transmembrandren Segmente sind durch extra- und intrazelluldre Aminosdureschleifen verbunden;

diese Schleifen bilden nach auflen hin ein Selektivititsfilter und nach innen Gates.

Im Ruhezustand ist das L-Typ-VGCC-Protein aufgeladen, phosphoryliert (an der a -Untereinheit)
und damit aktivierbar. Durch Depolarisation wird es aktiviert — der Kanal wird ge- 6ffnet - und
geht dann in den inaktiven, dephosphorylierten und geschlossenen Zustand iiber.

Die L-Kandle sind die Zielstrukturen der therapeutisch eingesetzten Calciumkanalblocker

(Calciumantagonisten). Die Bindungsstellen der klassischen Calciumantagonisten - wie
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DihydropylJi'dine (z.B. Nifedipin), Phenylalkylamine (z.B. Verapamil) und Benzothiazepine (z.B.
Diltiazem) - sind an der a -Untereinheit lokalisiert (Catterall und Striessnig 1992).

Calciumantagonisten hemmen den transmembraniren Calciumeinstrom durch die LTyp-Kanile,
ohne gleichzeitig Natriumstrome deutlich zu beeinflussen (Fleckenstein et al. 1967). Durch die
daraus resultierende Abnahme der intrazelluliren Calciumkonzentration transformiert die Ca®'-
abhingige myofibrillire ATPase im Augenblick der Erregung weniger phosphatgebundene
Energie in mechanische Arbeit, wodurch es zur Senkung der Kontraktionskraft (negativ inotrope

Wirkung) und des Sauerstoftbedarfs kommt.

Die negativ chronotrope Wirkung lédsst sich dadurch erkldren, dass auch die Membranen der
Schrittmacherzellen des Sinus- und AV-Knotens iiber ein Calciumtransportsystem verfligen,
sodall Calciumantagonisten sowohl die Aktivitit nomotoper Autonomiezentren als auch die
Erregungsleitung hemmen (Fleckenstein und Griin 1996). Phenylalkylamine und Benzothiazepine
(quartdre Stickstoffverbindungen) scheinen schnelleren Zugang zu ihrer Rezeptorstruktur zu
bekommen, wenn sich der Kanal hdufig Offnet. Es ist daher wahrscheinlich, daB3 ihre
Rezeptorstruktur auf der intrazelluliren Seite des Kanalproteins liegt. Thre Wirkung ist
potentialabhéngig und frequenzabhingig. Sie wirken umso besser, desto stirker die Zellmembran
depolarisiert ist und ihre Wirkung nimmt mit steigender Herzfrequenz zu (Fleckenstein und Griin
1994).

Im Gegensatz dazu binden Dihydropyridine mit hoher Affinitit an den inaktiven (geschlossenen)
Kanal, was darauf schlieBen ldsst, dass ihre Rezeptorstruktur auf der extrazelluldren Seite des
Kanalproteins liegt. Sie sind in ihrer Wirkung weder von der Herzfrequenz noch vom
Membranpotential abhéngig (Lydtin und Trenkwalder 1988).

Dihydropyridine koénnen die spannungsabhingige Offnungswahrscheinlichkeit des L-Typ
Calciumkanals, je nach ihrer Struktur, hemmen oder fordern. Nifedipin hemmt die Offnung des
Kanals, wihrend ein Enantiomer von Bay K 8644 die Offnungswahrscheinlichkeit des
Calciumkanals erhoht. Dieses Enantiomer von Bay K 8644 wird als Calciumkanal-Agonist (Ca*'-
Kanal-Aktivator) bezeichnet.
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1.3.3 Calciumantagonisten

Caleiumantagonisten sind Substanzen. die spezifisch und vorhersehend den langsamen
Einwiértsstrom von Calciumionen hemmen. Andere Effekte . wie zum Beispiel eine Hemmung des
raschen Natriumeinstroms, diirfen im Vergleich dazu Keine Rolle spielen (Fleckenstein 1984).
Calciumantagonisten imitieren dabei die Wirkung eines Calciummangels oder Entzugs.
Demzufolge lassen sieh die Wirkung von Calciumantagonisten durch eine Erhohung der
extrazellularen Ca>"-Konzentration bis auf wenige Ausnahmen aufheben (Lydtin und Trenkwalder
1988).

Die Steuerung der myokardialen Kontraktilitit beruht auf elektromechanischen
Kopplungsprozessen, wobei Calciumionen als Mittlersubstanz zwischen Membranerregung und
intrazellularer Myofibrillenverkiirzung fungieren.

Der erste Schritt im Zuge der elektromechanischen Kopplungsreaktion besteht in einer Steigerung
der Calciumpermeabilitat der Sarkolemmemberan im Augenblick der Erregung. Calciumionen
dringen wihrend der Dauer des Aktionspotentials ins Innere der Myokardfasem ein und I6sen
damit die letztlich zur Kontraktion fithrende Kettenreaktion aus. Durch eine Blockade des
Calciumkanals durch Calciumantagonisten wird der Kontraktionskraft vermindert, was sich am

besten am isolierten Herzrnuskel nachweisen lisst (Singh et al. 1984)

Finteiling der Calciumantagonisten:

1. Verapamil-Gruppe:
mit vorherrschender Wirkung am Herzen auf Myokard und Erregungsleistungssystem.
Verterter:

e Tiaparnil

e Gallopamil

e Verapamil

2. Diltiazem -Gruppe:

Calciurnantagonist mit Wirkung an der glatten Muskulatur bei gleichzeitiger Wirkung auf

Myokard und Erregungsleitungssystem
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Diltiazern ist ein Benzothiazepin-Derivat. Entscheidend fiir die biologische Aktivitdt ist die
Alkylaminoalkyl-Substitution am Stickstoffatom Die Substanz wurde Anfang 70er Jahre in Japan
synthetisiert , ist nicht lichtempfindlich und in Wasser leicht, in Alkohol schwer 16slich (Lydtin
und Trenkwalder 1988).

3. Dihydropyridin-Gruppe
Sogenannte periphere Calciumantagonisten mit vorherrschender Wirkung an der glatten

Gefallmuskulatur.

Vertreter: Nifedipin, Nitrendipin, Nimodipin, Nisoldipin und Niludipin, Nicardipin, Felodipin

4. Andere Calciumantagonisten
e Piperazin-Gruppe Lidoflazin, Cinnarizin, Flurnarizin
e Prenylamin
e Fendilin
e Perhexilin
e Etafenon
e C(Cyclandelat
e Bepridil
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1.3.4. Kaliumkanale

Man kennt heute ein breites Spektrum an Kaliumkandlen mit unterschiedlichen Strukturen,
Funktion en und charakteristischen Verteilungen in verschiedenen Geweben. Die Kaliumkanile
werden in drei spannungsabhidngige und vier agonistenabhingige (IKach). IKatp). IKnNay, IK(ca)-
Kanile eingeteilt. Spannungsabhingige Kaliumkanile werden durch Verdnderung des
Membranpotentials geéffnet oder geschlossen (Robertson und Steinberg 1990, Adams und Nonner
1990).

Der IK; (inward rectifier channel) ist fiir die Aufrechterhaltung des Membranpotentials
verantwortlich. Er wird durch Hyperpolarisation aktiviert und bei Membrandepolarisation
inaktiviert. Weiters besteht eine Abhingigkeit des Offnungszustandes von der extrazelluliren
Kaliumkonzentration. ist dies e hoch, muss eine positivere Membranspannung vorliegen, um einen

Ionenstrom auslosen zu konnen . IK; ist im Sinusknoten nicht vorhanden.

Der Ik (delayed outward rectifier channel) setzt sich aus den Komponenten IK (slow), 1K, (rapid)
und IK, (ultra rapid) zusammen und ist wihrend der Repolarisationsphase wichtig. Er
transportiert im gedffneten Zustand eine groflere Kaliummenge zellauswirts. Nach der
Aktivierung des Kanals durch Membrandepolarisation startet der lonentransport zeitverzogert.
steigt bei anhaltender Depolarisation rasch an und bleibt bestehen. Bei anhaltendem
Depolarisationsreiz kommt es zu einer langsamen Inaktivierung; ein Prozess , der an Zellen mit

Schrittmacherfunktion fiir die diastolische Depolarisation mitverantwortlich ist.

Der I1o (transient outward rectifier channel) leitet die rasche Repolarisation der Purkinje-Fasern
ein. Dieser Kanaltyp wird unmittelbar nach Beginn der Depolarisation aktiviert, wodurch die
Permeabilitét rasch ansteigt aber noch wihrend der Depolarisationsphase spontan wieder abfallt.
Die Permeabilitét ist nach einer, dem Depolarisationsschritt vorangegangenen Hyperpolarisation

am hochsten.

Der IK(ach) (Acetylcholin abhingiger Kaliumkanal) ist ein Beispiel fiir eine Signaltransduktion

unter Vermittlung eines Guaninnucleotid-bindenden Proteins. Der Rezeptor ist durch ein G-
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Protein an ein Effektorprotein , den lonenkanal, gekoppelt und wird nach Stimulation der
muskarinischen Rezeptoren zur Offnung angeregt. Uber diesen Mechanismus hyperpolarisiert
Acetylcholin die Herzmuskelzellen und hemmt deren elektrische Aktivitét.

Dieser Kanal ist mitverantwortlich fiir das Ruhepotential, ist aber auch wihrend des
Aktionspotentials nicht vollig abgeschaltet. Eine bedeutende Rolle spielt er im Parasympathikus,

wo Acetylcholin ein wichtiger Transmitter ist.

Der ATP-sensitive Kaliumkanal (IKatp)) 6ffnet nur, wenn die intrazelluldre ATP-Konzentration
unter einen bestimmten Wert (2 mmol) sinkt. Eine Aktivierung dieses Kanals fiihrt zur
Hyperpolarisation der Zellmembran. Es kommt dadurch zu einer Verkiirzung des

Aktionspotentials und in der Folge zur Abnahme der Kontraktionskraft.

Die Blockierung des ATP-abhingigen Kaliumkanals durch Sulfonylharnstoffe (z.B.
Glibenclamid) fiihrt zur Depolarisation der Zellmembran, wodurch spannungsabhingige
Calciumkanidle gedffnet werden (Quast et al. 1994). Der IKrp) spielt unter physiologischen
Bedingungen eine untergeordnete Rolle im Herz, hat aber pathophysiologische Bedeutung
(Hypoxie, Ischdmie); bei Ischdamie des Herzmuskels fiihrt ein Absinken des intrazelluliren ATP-

Gehaltes zum Offnen des IK(aTp)-Kanals.

Weiters findet man diesen Kanaltyp an der glatten Muskulatur, im Gehirn und in den B-Zellen des
Pankreas, wo er an der Insulinsekretion beteiligt ist. Die physiologische Rolle des
natriumabhéngigen Kaliumkanals (IKn, ist noch weitgehend unklar. Er wird bei erhohter
Natriumkonzentration aktiviert und ist vermutlich von pathophysiologischer Bedeutung.

Der Kaliumkanal wird durch erhdhte intrazelluldre Calciumkonzentration aktiviert und ist von

untergeordneter Bedeutung.

Abbildung 4: Struktur des Kanalproteins der Kaliumkandle der S4-Familie
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Sie bestehen aus sechs transmembrandren Segmenten; das vierte Segment zeigt eine hohe
Ubereinstimmung mit korrespondierenden Segmenten von spannungsabhéngigen Natrium - und
Calciumkanélen.

Der IK; und der IKatp) bestehen aus Monomeren mit nur zwei membrandurchdringenden
Segmenten. Weiters wurden spannungsabhidngige Kaliumkanile gefunden, die nur aus einer
einfachen membrandurchdringenden o -Helix bestehen und als "minK" (minimal Kaliumkanal)
bezeichnet werden . Es ist aber noch unklar, wieviele dieser Untereinheiten bendtigt werden, um
einen funktionstiichtigen Kanal zu bilden. Man beobachtete einen, durch minK induzierten,
langsam aktivierenden inward rectifier K channel" und es wird angenommen, dass minK. im
Herzen die langsame Komponente der delayed rectifier channel-Strome darstellt (Latorre und

Labarca 1996, Aaronson und Benham 1996).
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1.4. Einfluss des vegetativen Nervensystems

1.4.1. Parasympathikus

Acetylcholin aktiviert iiber M2-Muskarinrezeptoren , die in supraventrikuldren Abschnitten des
Erregungsleitungssystems in hoher Zahl vorhanden sind, einen GProtein (Gi)-modulierten
Kalium-Strom IK(Ach)' Die Zunahme des IK(ACh) wirkt sich auf die einzelnen Abschnitte des
Aktionspotentia Is unterschiedlich aus:

Am Sinusknoten Frequenzverlangsamung durch Erh6hung des maximalen diastolischen Potentials
und Abflachung der diastolischen Depolarisation. An Zellen mit .slow response"-Potenlialen
Verzdgerung der Aufstrichphase (Phase 0), so dass am AV-Knoten die Uberleitung verlingert
wird. Der durch den Vagus verstarkte Kalium-Ausstrom wirkt dem in dieser Phase dominierenden
Calcium-Einstrom entgegen.

Uber eine beschleunigte Repolarisation resultiert eine Verkiirzung der Refraktirzeit am Vorhof.

Abbildung 5: Einfluss des vegetativen Nervensystems auf das Aktionspotential

Sinusknoten
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1.4.2.Sympathikus

Noradrenalin bewirkt iiber B-Adrenozeptoren (vornehmlich vom B;-Subtyp) einen cAMP-Anstieg
in der Zelle und dadurch iiber die cAMP-gesteuerte Proteinkinase A schlieBlich eine
Phosphorylierung und Offnung von Calcium-Kanilen. In Schrittmacherzellen erleichtert es die
hyperpolarisationsbedingte Aktivierung cAMP gesteuerter Einwértsstrome, die die diastolische
Depolarisation mitbestimmen. Dadurch wird das Aktionspotential beeinflusst:

Die Steilheit der diastolischen Depolarisation nimmt zu und resultiert in einer Erh6hung der
Sinusfrequenz.

Bedingt durch die verkiirzte Dauer des Calcium-Einstroms in die Zelle, vermindert der Vagus die
Kontraktionskraft im Vorhof, der Sympathikus fiihrt umgekehrt iiber eine Verbesserung des

Calcium-Einstroms zu einer verstiarkten Kontraktion .
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1.5. Atiologie und Pathogenese von Herzrhythmusstérungen

Herzrhythmusstorungen sind Stérungen der Herzschlagfolge als Ausdruck einer Irritation oder
manifesten Schadigung im Bereich des Reizleitungssystems des Herzens.

Das Herz verfiigt iiber eigenen Taktgeber, der elektrische Impulse (kleine elektrische Strome)
regelméfig aussendet. Der Strom wird in einem Zentrum, dem Sinusknoten, der sich im rechten
Vorhof an der Miindung der Vena cava superior befindet, erzeugt. Das besondere an diesem
Zentrum ist, dass der Strom automatisch gebildet wird. Von Sinusknoten wird der Strom dann auf
die Vorhofmuskulatur weiter geleitet bis zu einem zweiten Zentrum, dem AV-Knoten. Dieses
Zentrum liegt zwischen den Vorhéfen und den Kammern. Weiter gelangt der Strom {iber
verschiedene Muskelfasern in die Kammerscheidewand zur Herzspitze und von dort zur gesamten
Kammermuskulatur. Diese zieht sich dann im Rhythmus des elektrischen Impulses zusammen und

erschlafft wieder.

Das Ruhepotential einer Herzmuskelfaser betrigt -80 mV. Die einzelnen Faser sind im
allgemeinen durch Zellmembranen voneinander getrennt, dennoch verbreitet sich die
Depolarisationswelle - durch das Vorhandensein sogenannter "gap junctions" wie in einem
Syncytium (Ganorg 1979). In diesem komplexen System kann die Stromleitung an jeder Stelle
verdndert oder unterbrochen sein. Die Erregung der Herzmuskulatur kommt dann aus dem

Rhythmus, man spricht von Herzrhythmusstérungen.

Zum besseren Verstdndnis der Pathogenese von Herzrhythmusstorungen ist eine Kenntnis iiber
den Aufbau und die Funktionsweise des Herzens erforderlich:

Das Herz ist ein muskuldres Hohlorgan mit der Aufgabe, durch wechselndes Zusammenziehen
(Kontraktion der Vorhofe , Kontraktion der Kammer) und Erschlaffung des Herzmuskels den
Blutstrom in den Gefdllen in Bewegung zu halten. Dadurch werden den Organen wichtige

Néhrstoffe zugefiihrt.

Das Herz besitzt vier Klappen, die alle eine Ventilfunktion haben:
Mitralklappe , Aortenklappe, Pulmonalklappe und Trikuspidalklappe. Der Herzmuskel selbst wird
iiber die Herzkranzgefédlle ( Koronararterien ) erndhrt. Arrhythmien werden nach ihrer Frequenz in

bradykarde Rhythrnusstorungen (Abfall des Pulsschlags unter 60 pro Minute) und tachykarde
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Rhythmusstorungen (Steigerung des Pulsschlags auf iiber 100 pro Minute), ihrem Ursprung als
supraventrikuldre Rhythmusstorungen (entstehen im Vorhof, Sinusknoten oder AVKnoten) und

ventrikuldre Rhythmusstorungen (entstehen in den Kammern ) klassifiziert.

Zu Behandlung der Herzrhythmusstérungen werden Antiarrhythmika und Elektrotherapie
verwendet. Die meisten Antiarrhythmika beeinflussen das Aktionspotential des Herzens in
unterschiedlichen Phasen der De- und Repolarisation, in dem die Passage der einzelnen Ionen

(Natrium , Kalium, Calcium ) durch die Zellmembran gehemmt wird.

Bei extrazelluldrer Registrierung dhnelt das Aktionspotential dem QRS-Komplex des EKG.

Von Vaughan Williams (1970) werden die Antiarrhythmika nach ihrem elektrophysiologischen
Hauptangriffspunkt in Klasse I - IV eingeteilt. Die Wirkung von Klasse I Antiarrythmika, die als
Natriumkanalblocker ~ bezeichnet =~ werden,  besteht in  einer  Verzdgerung  der
Leistungsgeschwindigkeit und damit der Erregungsausbreitung. Die typische Verdnderung am
Aktionspotential ist eine Verzogerung der Phase O. Folge der Natriumkanalhemmung ist eine
Verldngerung der Refraktérzeit, das hei3t der Zeit, bis der Natrium-Kanal sich von seiner

Inaktivierung vollig erholt hat. Die Kontraktionskraft wird herabgesetzt.

Aufgrund einer unterschiedlichen Beeinflussung der Repolarisation und damit unterschiedlichen
Dauer der Aktionspotentiale konnen drei Gruppen (1A, IB, IC) unterschieden werden (Campbell
1983).

Die  Klasse 11 Antiarrhythmika  (B-Adrenozeptor-Blocker)  antagonisieren  die
elektrophysiologischen Effekte endogener Catecholamine. Dabei nimmt die Sinusfrequenz ab, und
AV-Uberleitung wird verzogert (erhdhte Siebwirkung).

Amiodaron und andere Klasse 111 Antiarryhthmika wirken in der Regel nicht negativ inotrop. Sie
Verzogern den repolarisierenden Kalium-Ausstrom, was mit einer Verldngerung der
Aktionspotentialdauer und damit der absoluten Refraktérzeit verbunden ist. Dieses kann wiederum
eine Verldngerung des Calcium-Einstoms und damit eine Zunahme der Kontraktionskrafl

bewirken (Schlolz 1990).

Klasse IV Antiarryhthmika sind Calciumantagonisten (Calciumkanalblocker), die direkt den
Calcium-Einstrom wihrend des Aktionspotentials hemmen. Thre antiarrhythmische Wirkung

beruht auf der Unterdriickung des Calcium-Einstroms in Phase 2 des Aktionspotentials, der fiir die
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Depolarisation des Sinus- und vor allem des AV-Knotens grof8e Bedeutung hat. Dies erklart die
starke Wirksamkeit bei Reentry-Tachyarryhthmien (Bourgeois et al. 1994).

Calciumantagonisten sind nicht nur chemisch eine heterogene Substanzgruppe, sie unterscheiden
sich auch deutlich in Qualitit und Quantitit ihrer Wirkung in den verschiedenen Geweben (Winter
et al. 1995). Dies ist der Fall bei der Calciumantagonisten, ndmlich Verapamil , Diltiazem und
Nifedipin , die trotz der Tatsache , dass sie alle an die 0 1-Utereinheit des Calciumkanals vom L-
Typ binden , pharmakologische Unterschiede in der Gewebsspezifitit zeigen (Glossmann und

Striessnig 1990). Bei Vorhofflimmern und-flattern werden sie am hiufigsten angewendet.

Bradykarde Herzrhythmusstérungen werden symptomatisch mit Atropin und/oder B-
Sympathomimetika (Isoprenalin , Orciprenalin ) behandelt. Meist ist jedoch ein tempordrer
Schrittmacher erforderlich , um bei eventuell auftretenden tachykarden Rhythmusstorungen
(ausgelost durch Hypokalidmie , Hypoxie oder Azidose) eine gezielte antiarryhthmische Therapie
einleiten zu konnen. Die als Folge von kardiogenem Schock und arterieller Vasodilatation wird
mit Calcium (1-2 g Calciumgluconat i.v.), Dopamin, Dobutamin, Adrenalin bzw. Noradrenalin

(Lydtin und Trenkwalder 1988).
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Fiir den praktischen teil dieser Diplomarbeit wurden isolierte, praparierte, gesunde, minnliche
und weibliche Meerschweinchen aus dem institut fiir Laborgenetik in Himberg verwendet. Alle
Meerscheinchen haben ein Korpergewicht von 300-600g.

Die Tiere wurden durch Genickschldge getdtet um einen schnellen und schmerzlosen Tod zu

gewihrleisten.

2.2. Entnahme und Préaparation der Organe

Der Thorax wurde mittels einer schere nach der Totung gedffnet. das Herz relativ rasch
entnommen und in einer vorher zubereiteten Elektolytlosung (Tyrode) aufbewahrt um einen
Sauerstoffmangel (Hypoxie) zu vermeiden und Koagulation des Blutes vorzubeugen.

Die zubereitete Elektrolytelosung enthélt Oxymix (95% 02 ,5% CO?2).

2.2.1. Isolierung des terminalen ileum

Nach der Entnahme des Herzes wurde die Bauchdecke mit Hilfe einer Schere aufgeschnitten.
Ungefdhr 20 cm des vor dem Caecum gelegenen terminalen Ileum wurde entnommen. Das
jejunale Ende wurde mit einem Bindfaden markiert. um spéter fiir die Prdparation einen
Orientierungshilfe zu haben. Der Diinndarm wurde sowohl oberhalb der Markierung, als auch
oberhalb des Anschlusses des Caecums durchtrennt.

Dieses isolierte Darmstiick wird in einer physiologischen Néhrlosung aufbewahrt und bis zur
weitern Praparation mit oxymix begast.

Fiir die weitere Verarbeitung wurde ungefahr ein 1 cm langes Stiick unter dem Mikroskop des
schrig abgeschnitten. Das Darmstlick wurde mit zwei Stecknadeln in dem Korkboden mit
Néhrlosung fixiert und von Fett mit Hilfe einer Federschere befreit. Die beiden Enden mussten mit
verschieden farbigen Faden gekennzeichnet werden. Am abgetrennten Stiick des Darms wurden
zwei Haken montiert. Das verwendete Darmstiick musste offen bleiben, um luminales Einwirken

der Testsubstanz gewéhrleisten zu konnen.
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2.2.2. Isolierung der Arteria pulmonalis

Nach der Totung wurde der Brustkorb vorsichtig mit einer Schere gedffnet, um das schlagende
Herz rasch zu entnehmen .und das schlagende Herz wurde in physiologische Nahrlosung gelegt,
die mit Oxymix durchgeperlt wurde. Das enthaltene Blut wurde schnell ausgespiilt um
Blutgrinnung zu vermeiden.

Zur weiteren Préparation wurde eine Petrischale, welche mit einem Kork ausgekleidet ist und mit
Néhrlosung gefiillt ist, genommen.

Die rechte und linke Pulmonalarterie wurden so nahe wie moglich am Herzen abgeschnitten.
AnschlieBend wurde die Arterie von Fett und Muskelgewebe befreit und in 3 mm kleine Stiicke
zerteilt.

Entweder wird diese direkt in die Versuchsapparatur eingespannt, oder in einem Becherglas mit

Tyrode aufbewahrt und begast.

2.2.3. Isolierung des rechten Vorhofs

.$Unter dem Mikroskop wurde vom Herz vorsichtig Lungen und Fettgewebe entfernt, um nicht
den Sinusknoten der sich in der rechten Vorhofwand befindet, zu verletzen.
Der rechte Vorhof wird abtrennt und an den beiden Enden zwei Silberhdkchen befestigt. Dieses

Priparat wurde in Tyrode bis zum Versuchbeginn aufbewahrt und begast.

2.2.4. Isolierung der rechten Papillarmuskel

Der rechte Ventrikel wird iiber die Arteria pulmonalis entlang des Septums bis zur Herzspitze
geoffnet. Die rechte Kammer wurde aufklappt und mit Stecknadeln fixiert. Am Ansatz der
Papillarmuskelsehne wurde ein Silberhdkchen mittels eines Fadens befestigt, danach die Sehne
durchtrennt und der Papillarmuskel isoliert.

Die Prépariert Papillarmuskel wurde in Tyrode auftbewahrt und mit Oxymix begast.
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2.2.5. Isolierung der Aorta

Die Isolierung der Aorta ist der letzter schritt nach Entfernung des Herzens und des Darms. Der
Thorax wurde vollstindig gedftnet. Die Wirbelsdule wurde nach vorne gedriickt und mit
Nahrlosung abgespiilt. Dabei war darauf zu achten, dass das Gefaf nicht iiberdehnt wird.

Wihrend ein Helfer das Tier weiter hielt, wurde die Aorta mit einer Pinzette festgehalten und mit
einer Priparierschere entlang der Wirbelsdule abgeschnitten. Hierbei musste man ganz vorsichtig
sein, da man leicht die Aortawand verletzen konnte.

Nach Entnahme der Aorta wurde diese in eine Petrischale mit Korkboden und gefiillt mit einer
physiologischen Nihrlosung tiberfiihrt und mit Oxymix begast.

Unter dem Mikroskop wurde die Aorta im Korkboden mit Stecknadeln fixiert, anschlieBend mit
Pinzette und Federschere von Muskel- und Fettgewebe befreit. Man musste Locher im Praparat
vermeiden.

Man konnte fiinf bis acht Ringe gewinnen. Jedes Stiick ist ungefahr zwei mm breit. Die von den

Stecknadeln durchlécherten Stiicke durften nicht verwendet werden.

2.3. Physiologische Nahrlésung

Die physiologische Néahrlosung ist Voraussetzung fiir die Reproduzierbarkeit der Versuche und fiir
die Aufbewahrung der isolierten Organe.
Die physiologische Néhrlosung genant auch Tyrode wurde jeden Tag frisch zubereitet.

Der pH-Wert musste von (7,2- 7,4) sein.
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2.3.1. Physiologische Nahrlosung fir den rechten Vorhof,
den Papillarmuskel, die Arteria pulmonalis und das

terminale lleum

Die physiologische Nahrlosung zur Aufbewahrung der Prdparate wurde frisch zubereitet. Sie

entsprach somit einer modifizierten Krebs-Henseleit-Losung mit folgender Zusammensetzung

Tab 1: Zusammensetzung der physiologischen Ndhrlosung:

Stocklésung mmol/l
NaCl 114,90
KCI 4,73
NaHCOz 24,90
CaCl, 3,20
MgSO0a 1,18
KH2PO04 1,18
Glucose 10,00

2.3.2. Physiologische Nahrlésung fur Aorta

Fiir die Versuche an der Aorta wurde eine modifizierte Krebs-Henseleit-Losung verwendet,

Tab 2: Zusammensetzung fiir die physiologische Néihrlosung der Aorta.

Stockldsung mmol/l
NacCl 118,00
KCI 4,70
NaHCO3 11,90
CaCl, 3,20
MgS0: 5,80
KH,PO04 1,40
Glucose 10,00
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2.4. Versuchsanordnung

Temperatur, pH-Wert und Sauerstoffversorgung mussten immer wéhrend des gesamten Versuchs

gleich sein.
Fiir die Versuche standen zwei Versuchsapparaturen (A und B) zur Auswahl.

Fiir den Papillarmuskel Versuch wurde Apparatur B verwendet. Fiir die anderen Organe wurden

die Apparatur A verwendet.

Beide Versuchsapparaturen hatten dasselbe Funktionsprinzip.

2.5. Versuchsapparatur

Abbildung 6: Versuchsapparatur (4) fiir Papillarmuskeln

AL =1

VIS TSI

o |

5

1
TILTTITTTIIR IS T IS I I IS SIS

N 7
8

 —
CRRLRRTLRRR A
A
AR AR

I) Wasserbad 5) Elektrode
2) Organ Halterung 6 ) Feintrieb
3) Stativ mit

. _ 7) Muskelkammer
Stativschlitten

8) Gaszufuhr mit

4) Aufhangevorrichtung _
Fritte

30



Abbildung 7: Originalabbildung der Versuchsapparatur A:

2.5.1. Versuchsapparatur A

Die Versuchsapparatur A beinhaltet ein Organbad, das in ein Wasserbad getaucht wurde, welches
aus Acrylglas bestand und mit Aqua destillata befiillt war, und dessen Temperatur mittels
Heizspirale und Thermostat bei Versuchen mit dem Papillarmuskel bei 35 + 1 °C, bei allen
anderen Versuchen bei 37 + 1 °C konstant gehalten wurde.

Das Organbad wurde mit der jeweiligen physiologischen Tyrode befiillt und um eine optimale
Sauerstoffversorgung zu gewéhrleisten, mit Oxymix durchperlt.. Dies war notwendig, um den
physiologischen pH-Wert aufrechtzuerhalten.

Um eine Spiilung und einen Wechsel der Elektrolytlosung durchzufiihren, musste man eine
Kunststoffspritze, an die ein Gummischlauch befestigt wurde, zur Hand nehmen. Die
Papillarmuskel wurden mit Hilfe des zuvor befestigten Silberhdkchen an einem Silberdraht, der
an der Apparatur direkt mit dem Kraftwandler verbunden war, befestigt. Das andere Ende des

Préaparates wurde mit einer Kunststoffplatte mittels Schraubmechanismus festgeklemmt, wodurch
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ein Kontakt mit der Silber-Silberchloriddraht-Kathode zustande kam. Um den Vorgang des
Einspannens zu verkiirzen, sollte moglichst rasch gearbeitet werden, um die Zeit der
Minderversorgung des Praparates moglichst zu minimieren.

Fiir das Herausnehmen oder fiir das Absenken der Priparate war an der Apparatur ein Stativ-
schlitten befestigt und sobald nun so das Organ in das Bad eingebracht worden war, konnte mittels
Feintrieb die spezifische Vorspannung eingestellt werde . Diese Feinjustierung war nétig, um die
maximale Kontraktionskraft zu erreichen.

Der Kraftwandler, das eigentliche Messgerit, befand sich weiter oben am Stativ und konnte samt
Organhalterung mit Hilfe des Stativschlittens ins Organbad abgesenkt werden. Seine Aufgabe war
es die Kontraktionen in Stromimpulse zu transformieren und ein Verstirker Transbridge TM-4
Channel Transducer Ampliier (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) diente zur
Messung der Kraft unter isometrischen Bedingungen. Diese iibertrug die Ergebnisse als Linien
bzw. Ausschldge auf einen Schreiber (Flatbed Recorder BD-112 Dual Channel; Firma Kipp &

Zonen, Niederlande).
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Abbildung 8: Versuchsapparatur (B) fiir terminales ileum, Aorta, Arteria pulmonalis, rechter

Vorhof.

1 Kraftwandler

2 Mikrometer

3 Organ Halterung
4
Aufhangevorrichtung

5 Gaszufuhr

6 Organbad
7 Zulauf Wasserbad
8 Ablauf Wasserbad

9 Zulauf Nahrlésung
10 Ablauf Nahrlésung
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Abbildung 9: Originalabbildung der Versuchsapparatur (B)

2.5.2. Versuchsapparatur B

Im Vergleich zu Versuchsapparatur A, sind bei Apparatur B nur die Fixierungsmoglichkeit der
Organe und die Ausfiihrung des Organbades leicht modifiziert.

Im Organbad, ein doppelwandiges GlasgefaB3. zirkulierte konstant temperiertes Wasser, um
physiologische Bedingungen aufrechtzuerhalten. Ein Abflussschlauch, der sich am Boden des
Organbades befand, war mit einer Quetschklemme verschlossen und diente zum Wechseln oder
Entfernen der Tyrode.

Bei Versuchen mit der Arteria pulmonalis und der Aorta wurde das ringformige Préparat, welches
auf zwei Silberhdkchen aufgefadelt wurde, iiber diese mit Kraftwandler verbunden. Die
Gasversorgung und die Wasserversorgung erfolgten von der Seite iiber Schlauchanschliisse. Fiir
die Organbefestigung wurden ein Silberdraht, der am Steg befestigt war, und ein zweiter, der an
der Aufhdngevorrichtung des Kraftwandlers eingehdngt war, benutzt. Hierbei musste wieder
darauf geachtet werden, ziigig und vorsichtig, ohne das Praparat zu iiberdehnen, vorzugehen. Nach
dem Einspannen musste, um die maximale Kontraktionskraft zu erreichen, iiber das Mikrometer
die Vorspannung eingestellt werden und danach erfolgte die Ubertragung der Ergebnisse iiber den

Kraftwandler und einen Verstirker zum Schreiber, wie bereits beschrieben bei der Apparatur A.
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2.5.3. Kraftwandler

Der Kraftwandler, dessen Hauptaufgabe es war, die isometrischen Kontraktionen zu messen,
transformierte die mechanische Kraft, mit der sich das eingespannte Organ kontrahierte, in ein
elektrisches Signal, welches anschlieBend durch einen Verstirker (4-Channel-Transducer von
World Precision Instruments, FL, USA) verstarkt wurde.

Zur Dokumentation diente ein Schreiber mit automatischem Papiervorsch ub, der es mit
Filzschreiber auf Millimeterpapier aufzeichnete.

Zum besseren Verstindnis der Signalgewinnungskaskade soll die nachfolgende Abbildung dienen.

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Kraftwandlers

4-Channel Transducer sl N
Amplifier «——| Kraftwandler

Schreiber

2.5.4. Gasversorgung

Die Gasversorgung wurde iiber eine zentrale Gasflasche gewihrleistet. Von den einzelnen
Ventilen im Versuchsraum fiihrten Plastikschlduche zu den Versuchsapparaturen, die am Ende mit
einer Fritte versehen waren, um den Gasstrom fein im Organbad zu verteilen. Um die
ausstromende Gasmenge regulieren zu konnen, wurden Schraubklemmen an den Schlduchen
angebracht.

Zur Gasversorgung, die vom Beginn bis zum Ende des Versuches konstant gehalten werden

musste, stand ein Gasgemisch aus 95% Oz und 5% CO2, mit dem Namen Oxymix zur Verfligung.
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Es diente zur ausreichenden Sauerstoffversorgung der isolierten Organe, zur Aufrechterhaltung
des physiologischen pH-Werts von 7,2-7,4 und zur Gewéhrleistung einer homogenen Verteilung

der Testsubstanz im Organbad.

2.7. Versuchsablauf

2.7.1. Versuchsablauf bei der Arteria pulmonalis

Das ringformig priparierte Organ wird am Silberdraht eingehéngt und gemeinsam mit der
Organhalterung in das Organbad gesenkt, das mit Krebs-Henseleit-Losung befiillt war. Die
Badtemperatur war immer 37 °C und {iber gesamten Versuchsablauf konstant. Die Organe
wurden vorgespannt (9,8 mN). Danach wurde ein 90 mmolare KCl zur Kontraktion der Arteria
pulmonalis dazugegeben.

Nach 90 miniitiger Kontrolle wurde die Testsubstanz in Konzentrationen von 1 pmol, 3 pmol, 10
umol, 30 pmol und 100 pmol jeweils fiir 45 Minuten zugesetzt. Die Verdnderungen der

Kontraktionskraft, wurden mittels Schreiber aufgezeichnet.

2.7.2. Versuchsablauf bei Aorta

Die Arbeitsvorginge bei diesen Versuchen entsprachen jenen bei der Arteria pulmonalis, wobei

eine Vorspannung von 19,6 mN angelegt wurde.

2.7.3. Versuchsablauf bei rechten Vorhofen

Nachdem der Vorhof isoliert und prepariert war, wurde er so rasch wie moglich in die
vorbereitete Apparatur eingespannt die mit dem Nahrlosung gefiillt war. Wiahrend des gesamten
Versuchesablaufs wurde eine Vorspannung von 10.4mN angelegt. Danach wurde die
Kontrollphase begonnen, alle 5 min wurde die Schlagfrequenz iiber 6 cm des Millimeterpapiers
mit einem Papiervorschub von 5 mm/s aufgezeichnet.

Nach konstanter Schlagfrequenz wurde die Kontrollphase beendet und wurde mit der Zugabe der

Testsubstanz (1pumol, 3pmol, 10 pumol, 30umol, 100umol) jeweils fiir 45 Minuten begonnen.
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2.7.4. Versuchsablauf bei terminalen llea

Zuerst wurde die Muskelkammer mit physiologischer Nahrlosung gefiillt und das vorbereitete
Darmstiick wurde im Apparat aufgehédngt, sodass das jejunale Ende nach oben und das caecale
Ende nach unten zeigten.

Schreiber und Verstarkter wurden aktiviert und es wurde Vorspannung von 4,9mN angelegt.
Nach 20 min wurde die KCL L&sung (60 mmol/l) zur Kontraktion des terminalen Ileum
dazugegeben. Nach Einstellen eines Plateaus begann man mit der Zugabe der Testsubstanz, die

kumulativ erfolgte. Jeweils nach 45 min wurde die néchst hohere Konzentration zugegeben.

2.7.5. Versuchsablauf bei Papillarmuskel

Der bereits praparierte Papillarmuskel wird in die Versuchsapparatur eingespannt. Ein Ende des
Praparates wird mittels Silberhaken in die Apparatur befestigt und das andere Ende wird {iber
einen Schraubmechanismus an Kunststoffplatte festgemacht.

Der befestigte Papillarmuskel wird in Organbad eingetaucht, die mit Néhrlosung gefiillt wurde
und eine Vorspannung von 3,92 mN wurde angelegt. Wihrend der gesamten Zeit des Versuchs
musste nachjustiert werden ( Reiter 1967)..

Nach einer Anpassungszeit von 10 min wurde der Papillarmuskel mit der elektrischen
Stimulierung zur Kontraktion angeregt, weil der Papillarmuskel keine Spontanaktivitit aufweist.
Dieser Reiz wurde durch ein Reizgerdt (Rechteckimpulse mit einer Dauer von 3 ms, bei
Reizfrequenz von 1 Hz) erzeugt. Wahrend der Kontrollphase von 45 Minuten wurden alle 5
Minuten drei Kontraktion Amplituden mittels Schreiber aufgezeichnet. Nach konstanten
Kontraktionamplituden ~wurde die Testsubstanz, in abstinden von 45 Minuten kumulativ
zugegeben. Alle 5 Minuten fiir ca .5 Sekunden wurde eine Messung der Kontraktionamplituden

mit einem Schreibgerit registriert.
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2.8. Auswertung

2.8.1. Auswertung der Versuchsreihe mit rechten Vorhdfen

Die Spontanfrequenz wurde alle 5 Minuten vom Schreiber mit einem Papiervorschub von Smm/s
iiber eine Strecke von 6 cm auf dem Millimeterpapier aufgezeichnet.

Die abgezihlten Schldge wurden mit 5 multipliziert, um die Schldge pro Minuten zu errechnen.

2.8.2. Auswertung der Versuchsreihe mit Papillarmuskeln

Beim Papillarmuskel wurden als Messgrofle die Kontraktionamplituden mit der Einheit mN
auswertet, die mit einem Schreiber wihrend des Versuchsablaufes aufgezeichnet wurden. Die

Amplituden wurden abgemessen und mit dem ermittelten Eichungfaktor umgerechnet.

2.8.3. Auswertung der Versuchsreihe mit Aorta, terminalem
lleum und Arteria pulmonalis
Bei diesen isolierten Organen wurden wihrend des gesamten Versuchsablaufes Kontraktions-

kurven erstellt, die mit dem Schreiber aufgezeichnet wurden.

Die Kurven wurden mit einem Lineal abgemessen und mit dem Eichungfaktor multipliziert.
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2.8.4. Statistik:

Die arithmetischen Mittelwerte und Standardfehler dieser Mittelwerte (SEM) aus n Versuchen
wurden aus den Messdaten der einzelnen Versuchserien ermittelt. Die ECsp —Werte in pmol/l
wurde aus den Graphiken der Konzentration —-Wirkungskurven errechnet.. Der Student-t-Test flir
gepaarte Beobachtungen wurde zur Berechnung der Signifikanz herangezogen. Signifikanz
bedeutet eine Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5% (P < 0,05) ,<1% (< P 0,01) oder <
0,1%( p <0,001).

2.8.5. Substanzen und Ld&slichkeit

Substanzen: Testsubstanz war WHG 56T

Abbildung 11:

WHG 56T

<

zZ
T

o

N1-{2-[(4-methoxybenzothioyl)amino]phenyl}-4-methoxy-1-benzolcarbothioamid

Diese Substanz wurde am Department fiir Medizinische/Pharmazeutische Chemie der Universitét

Wien synthetisiert und zur Verfiigung gestellt. Die Losung erfolgte in DMSO.
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3. Ergebnisse

3.1. Wirkungen der

Organe von Meerschweinchen

Testsubstanz WHG 56T auf

3.1.1. Wirkung auf das terminale lleum

isolierte

Es wurde die Verdnderung der Kontraktionkraft des terminalen Ileum durch die Testsubstanz

WHG 56T, wie in Kapitel 2.9.4. beschrieben, untersucht. Es wurde ein ECso-Wert von 2,64

umol/l gefunden.

Tab. 2: Wirkung von WHG 56T auf die Kontraktionkraft (fc) des terminalen Ileum

WHG 56T fc+ SEM fc + SEM Anzahl der Irrtumwahr-
(umol/l) (mN) (%) Versuche | Scheinlichkeit
(n) P
Kontrolle 15,9246 * 100+ 0 5 n.s.
2,132
1 10,9934  + 69.034 + 5 0,05
2,65 2,1699
3 7,7132 + 47,875 + 5 0,05
2,2283 5,0579
10 5,355 + 35,202 + 5 0,01
1,2147 4,8705
30 4,415 + 29,79 + 5 0,01
0,8418 4,3829
100 4,582 + 30,62 + 3.37 5 0,01
0,7518
Legende zu Tabelle 2:

In dieser Tabelle sind die

Konzentrationsangaben, Irrtumwahrscheinlichkeiten, arithmetische

Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (SEM) in mN und in Prozent aus fiinf versuchen

dargestellt.
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Abb. 11: Graphische Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurve von WHG 56T auf das

terminale Ileum
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Legende zu Abbildung 11:

In der Abbildung wurden auf der x-Achse die Konzentrationsstufen der Testsubstanz in umol/l
aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Abnahme der Kontraktionkraft in Prozent infolge der
Einwirkung von WHG 56T dargestellt. Die arithmetischen Mittelwerte werden als Punkte aus fiinf

Versuchen und die Standerfehler als Balken dargestellt.
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Abb. 12: Originalregistrierung der Kontraktinoskraft eines isolierten terminalen Ileum unter

Einwirkung von WHG 56T
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Legende zu Abbildung 12:
Die Originalregistrierung des Schreibers Zeigt die Abnahme der Kontraktionskraft am terminalen

Ileum
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3.1.2. Wirkung auf die Aorta

Es wurde die Wirkung der Testsubstanz WHGS56T an isolierten Aorta des Meerschweinchens

getestet. Die Testsubstanze wurden in Konzentration 1, 3, 10, 30, 100 pmol/l untersucht.

Tab. 3: Wirkung von WHG 56T auf die Kontraktionkraft (fc) der isolierten Aorta

WHG 56T fc+ SEM fc+ SEM Anzahl Irrtumwahr-
(umol/l) (mN) (%) der Scheinlichkeit
Versuche P
(n)
Kontrolle 8,99 + 1,01 100 + 0 5 n.s
1 8.83+0,91 98,62 + 1,56 5 n.s
3 8,54 + 0,81 96,23 + 4,04 5 n.s
10 8,44 + 0,77 95,40 + 4,90 5 n.s
30 8,40 £ 0.79 94,81 + 4,64 5 n.s
100 8,34+ 0,79 93,99 + 4,21 5 n.s
Legende zu Tabelle 3 :

In dieser Tabelle sind die Konzentrationsangaben, Irrtumwahrscheinlichkeiten, arithmetische

Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (SEM) in mN und in Prozent aus fiinf versuchen

dargestellt.

43




Abb. 13: Graphische Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurve von WHG 56T auf die Aorta
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Legende zu Abbildung 13:

In der Abbildung wurden auf der x-Achse die Konzentrationsstufen der Testsubstanz in umol/l
aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Abnahme der Kontraktionskraft in Prozent infolge der
Einwirkung von WHG 56T dargestellt. Die arithmetischen Mittelwerte werden als Punkte aus fiinf
Versuchen und die Standerfehler als Balken dargestellt.

44



Abbildung 14: Originalregistrierung der Kontraktionskraft einer isolierten Aorta unter

Einwirkung von WHG 56T
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Legende Zu Abbildung 14
Die Originalregistrierung des Schreibers Zeigt die Abnahme der Kontraktionskraft an der Aorta.
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3.1.3. Wirkung auf die Arteria pulmonalis

Es wurde die Verdanderung der Kontraktionskraft der Arteria pulmonalis durch die Testsubstanz

anhand von 5 Versuchen durchgefiihrt.

Tab. 4: Wirkung von WHG 56T auf die Kontraktionkraft (fc) der isolierten Arteria Pulmonalis:

WHG fc+ SEM fc+ SEM Anzahl der I[rrtumwahr-
56T (mN) (%) Versuche Scheinlichkeit
(umol/l) (n) P

Kontrolle 14,34 + 4,01 100 + 0 5 n.s

1 13,79+ 3,81 96,39 + 0,43 5 n.s

3 13,41 + 3,61 94,01 + 1,14 5 n.s

10 13,21 + 3,40 93,70 + 2,00 5 n.s

30 12,92 + 3,22 92,28 + 2,85 5 n.s

100 12,90 + 3,14 92,67 + 3,43 5 n.s
Legende zu Tabelle 4 :

In dieser Tabelle sind die Konzentrationsangaben, Irrtumwahrscheinlichkeiten, arithmetische

Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (SEM) in mN und in Prozent aus fiinf versuchen

dargestellt.
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Abb. 15: Graphische Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurve von WHG 56T auf die

Arteria pulmonalis
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Legende zu Abbildung 15:

In der Abbildung wurden auf der x-Achse die Konzentrationsstufen der Testsubstanz in umol/l
aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Abnahme der Kontraktionskraft in Prozent infolge der
Einwirkung von WHG 56T dargestellt. Die arithmetischen Mittelwerte werden als Punkte aus fiinf
Versuchen und die Standerfehler als Balken dargestellt.
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Abbildung 16: Originalregistrierung der Kontraktionskraft einer isolierten Arteria pulmonalis

unter Einwirkung von WHG 56T
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Legende zu Abbildung 16:

Die Originalregistrierung des Schreibers Zeigt die Abnahme der Kontraktionskraft an der Arteria
pulmonalis.
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3.1.4. Wirkung auf rechte Vorhofe

Nach einer Kontrollzeit wurde die chronotrope Wirkunge von Substanz WHG 56T in

unterschiedlichen Konzentrationen von (1, 3, 10, 30 und 100 pmol/l) getestet.

Tab. 5: Wirkung von WHG 56T auf die Schlagfrequenz (fc) isolierter rechter Vorhofe:

WHG 56T f +SEM f+SEM Anzahl der [rrtumwahr-
(umol/l) (mN) (%) Versuche Scheinlichkeit
(n) P
Kontrolle 209 + 13,36 100 + 0 5 n.s
1 212 + 12,90 101.48 + 0,98 5 n.s
3 214 +12,98 102,48 + 1,62 5 n.s
10 212 +12,10 101,62 + 1,73 5 n.s
30 214 + 11,55 102,64 + 1,60 5 n.s
100 213 + 13,09 101,9 + 1,33 5 n.s
Legende zu Tabelle 5:

In dieser Tabelle sind die Konzentrationsangaben, Irrtumwahrscheinlichkeiten, arithmetische
Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (SEM) in mN und in Prozent aus fiinf versuchen

dargestellt.




Abb. 17: Graphische Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurve von WHG 56T auf rechte
Vorhofe
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Legende zu Abbildung 17:

In der Abbildung wurden auf der x-Achse die Konzentrationsstufen der Testsubstanz in pmol/l
aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Abnahme der Kontraktionskraft in Prozent infolge der
Einwirkung von WHG 56T dargestellt. Die arithmetischen Mittelwerte werden als Punkte aus finf
Versuchen und die Standerfehler als Balken dargestellt
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Abb. 18: Originalregistrierung der Schlagfrequenz am rechten Vorhof unter Einwirkung von

WHG 56T
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Legende zu Abbildung 18:
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Die Originalregistrierung des Schreibers zeigt die Anderung der Schlagfrequenz am rechten

Vorhof.

51



3.1.5. Wirkung auf den Papillarmuskel

Die Testsubstanz wurde auf die inotrope Wirkung untersucht. Es wurde fiinf Versuche in

Konzentrationen von 1, 3, 10, 30, 100 umol/l durchgefiihrt.

Tab. 6: Wirkung von WHG 56T auf die Kontraktionkraft (fc) isolierten papillar muskel:

WHG 56T fc+ SEM fc+ SEM Anzahl der Irrtumwabhr-
(umol/l) (mN) (%) Versuche | Scheinlichkeit
(n) P

Kontrolle 1,05+ 0,37 100+ 0 5 n.s

1 0.89+ 0,34 82,468 5 n.s
+3,0674

3 0,74 +0,30 66.995 5 n.s
+3,9665

10 0,79+0,32 71,3186 + 5 n.s
3,1722

30 0,84 +0,32 77,822 + 5 n.s
3,1177

100 0,93+0,35 85,75 + 5 n.s
2,798

Legende zu Tabelle 6:

In dieser Tabelle sind die Konzentrationsangaben, Irrtumwahrscheinlichkeiten, arithmetische

Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (SEM) in mN und in Prozent aus fiinf versuchen

dargestellt.
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurve von WHG 56T auf

den Papillarmuskel
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Legende zu Abbildung 19:

In der Abbildung wurden auf der x-Achse die Konzentrationsstufen der Testsubstanz in pmol/l
aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Abnahme der Kontraktionskraft in Prozent infolge der
Einwirkung von WHG 56T dargestellt. Die arithmetischen Mittelwerte werden als Punkte aus finf
Versuchen und die Standerfehler als Balken dargestellt
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Abb. 20: Originalregistrierung der Kontraktionskraft eines isolierten Papillarmuskels unter

Einwirkung von WHG 56T
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Legende zu Abbildung 20:

Die Originalregistrierung des Schreibers zeigt die Anderung der Kontraktionskraft am

Papillarmuskel.
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4. Diskussion

Diltiazem, ein Benzothiazepin-Derivat, ist ein "slow-channel 't-Blocker, der seine Hauptwirkung
an Sinus und AV-Knoten entfaltet. Diltiazem kann nicht nur bei der vasospastischen, sondern auch
bei stabilen und instabilen Angina pectoris eingesetzt werden.

Durch die Blockade des Calciumeinstroms in die Myokardzellen kommt es durch Diltiazem zu
einer Verminderung des ATP-Verbrauchs, was wiederum zu einer Verminderung des
Sauerstoffverbrauchs fiihrt und klinisch gesehen die Angina pectoris-Symptomatik reduziert
(Fleckenstein-Griin 1994). Diltiazem wirkt auch kardioprotektiv, indem es das Herz vor den
deletaren Folgen einer intrazellularen Calciumiiberladung bewahrt. Hierdurch kénnen zusitzliche
calciumbedingte Myokardschaden bei Anoxie verhiitet werden, sodass sich die Ischamietoleranz
Verbessert.

Diltiazem hat eine klare Wirkung auf den Herzmuskel. Diltiazem hat eine negativ inotrope
Wirkung. Es fiihrt zu einem bescheidenen Riickgang der Kontraktilitdt und reduziert Myokard
Sauerstoff-Verbrauch. Auflerdem hat eine negativ chronotrope Wirkung (Senkung der

Herzfrequenz). Dieser Effekt wird durch Verlangsamung des SA-Knoten bewirkt.

Abb 21:

Cr
NH
~ Hie—,

O &8

WHGS56T Diltiazem
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In der vorliegenden Diplomarbeit wurde die Wirkung WHG56T auf die Kontraktionskraft und
Spontanaktivitét isolierter Prdparate des Meerschweinchenherzens untersucht. Die Testsubstanz

weist auch strukturelle Ahnlichkeiten mit dem Calciumantagonisten Diltiazem auf.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, Unterschiede in ihrer Wirkung auf die Spontanaktivitit und
die Kontraktionskraft des Herzens, sowie Unterschiede beziiglich ihrer relaxierenden Wirkung
auf die glatte Muskulatur festzustellen.

Es wurde die Wirkung von WHGS56T auf die Kontraktionskraft. elektrisch stimulierter
Papillarmuskeln, die Spontanaktivitit rechter Vorhofe, die Spasmolyse an terminalen Ilea und die
Vasodilatation an der GefaBmuskulatur untersucht.

Die Substanz WHGS56T hat eine anfangs schwach neagtiv inotrope Wirkung auf den
Papillarmuskel, welche in einer Konzentration ab 30 umol/l wieder aufgehoben wird. Am rechten
Vorhof zeigt WHGS56T keine signifikante Wirkung auf die Schlagfrequenz.

An der GefaBmuskulatur zeigte sich ebenfalls keine signifikante vasodilatatierende Wirkung. Die
Testsubstanz bewirkte am terminalen [leum einen starken spasmolytischen Effekt mit einem ECsy-
Wert von 2,64 umol/l.

Die untersuchte Substanz hat somit gewebsspezifische Eigenschaften.

56



5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Testsubstanz WHGS6T auf ihre negativ inotrope, chronotrope Wirkung
an verschiedenen Priparaten des Meerschweinchens untersucht. Alle Versuchsreihen wurden nach
der von Reiter(1967) beschriebenen Methode zur isometrischen Kontraktionsmessung an
isolierten Pridparaten von Meerschweinchen durchgefiihrt. Die isolierten Préparate wurden in
Organbad eingebracht, dass mit physiologischer, kontinuierlich mit Oxymix (95% O,, 5% CO,,
durchgeperlter Elekrolytlosung gefiillt war. Die Substanz wurde bis zu einer Konzentration von
100pumol/1 getestet.

An spontan schlagenden rechten Vorhofen hat die  Testsubstanz keine Wirkung auf
Schlagfrequenz und die zeigt keine signifikante chronotrope Wirkung.

An elektrische stimulierten Papillarmuskeln zeigte die Substanz eine schwach negativ inotrope
Wirkung bis zu Konzentration 30umol/l .

Die Testsubstanz hatte keine Wirkung auf kontrahierte Gefd3e wie Aorta und Arteria pulmonalis.
An terminalen Ilea zeigte die Testsubstanz eine starke spamsolytische Wirkung und somit einen

gewebespezifischen Effekt.
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