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1.Einleitung

1.1. Zielsetzung

Das Ziel meiner Diplomarbeit war es, die Wirkung der am Department fir
Medizinische/Pharmazeutische Chemie hergestellten Substanz MAH 27 HCL, auf 5
isolierte Organe des Meerschweinchens zu untersuchen. Die Wirkung wurde an der
glatten Muskulatur der Aorta, am lleum terminales und an der Pulmonalarterie
untersucht. Die Inotropie wurde an der quergestreiften Muskulatur des
Papillarmuskels beobachtet, wahrend die Chronotropie am rechten Vorhof genauer

angeschaut wurde.

An dem Organ, an welchem die Testsubstanz die starkste Wirkung erzielt hatte,
sollte auch ein moglicher Wirkmechanismus genauer untersucht werden, was bei der
untersuchenden Substanz das lleum terminales war. Hierbei handelt es sich um
Glibenclamid, welches zu den Sulfonylharnstoffen gehért und den ATP-abhéngigen

Kaliumkanal blockiert.

1.2. Schwefelwasserstoff

Schwefelwasserstoff (=H,S; Molekulargewicht 34,08 g/mol) ist in niedriger
Konzentration ein stark nach faulen Eiern riechendes Gas (Geruchschwelle bei
0,025ml/m?), wéhrend es bei hoherer Konzentration eher siiRlich riecht. Es entsteht
bei der Einwirkung von Sé&uren auf Schwermetallsulfide oder bei der reduktiven

Zersetzung von Eiweil3 (Forth et al 2009).
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Abbildung 1: Struktur Schwefelwassersstoff



Im Labormal3stab entsteht aus Eisen(ll)-sulfid und Salzsadure das Eisen(ll)-chlorid

und Schwefelwasserstoff.
FeS + 2 HCIl 2 FeCl, + H,S

Bei einer akuten Schwefelwasserstoffvergiftung sind vor allem das zentrale
Nervensystem und der Atemtrakt betroffen. Bei einer Inhalation von einer hohen H,S-

Konzentration kann es zu Bewusstseinsverlust und zentraler Atemlahmung kommen.

Das Auftreten der zentralen Atemlahmung kann nach wenigen Atemziigen
geschehen (apoplektiforme Vergiftung) und geringe H,S-Konzentrationen
verursachen unter anderem Hyperpnoe, Schwache und Krampfe sowie
Reizerscheinungen im Atemtrakt und teilweise auch Lungendédeme. Spétfolgen sind
dann Pneumonie und Herzmuskeldegeneration (Forth et al 2009). Jedoch ist der

genaue Wirkmechanismus einer H,S-Vergiftung noch nicht komplett aufgeklart.

Das wichtigste bei der Therapie einer akuten Vergiftung ist die gezielte Beatmung.
Versuchsweise kann man aber auch Diethylaminophenol (=4-DMAP) ohne

nachfolgende Gabe von Natriumthiosulfat einsetzen (Oberdisse et al. 2002).

Im Organ wird aus Schwefelwasserstoff das Hydrogensulfidion gebildet und sowohl
das, als auch H,S blockieren in hoheren Konzentrationen die eisenhaltigen
Atmungsenzyme. Das im Organismus durch Protonierung entstandene
Hydrogensulfidion inhibiert das 3-wertige Eisen der Cytochromoxidase und blockiert
genauso wie das Cyanid die Enzyme der oxidativen Phosphorylierung (Estler und
Schmidt 2007).

Dazu wird noch angenommen, dass Schwefelwasserstoff zu einer Stérung des

Zellstoffwechsels mit konsekutiver Hypoxie fuhrt (Mutschler et al. 2008).

H,S ist zwar ein gasférmiger ATP-abhangiger Kaliumkanal6ffner, doch hat es keine
Kanalspezifitdt gezeigt und daher kdonnte es auch moglicherweise einige Effekte auf
die Insulin-Sekretion haben (Pathel 2010).

Die ATP-abhangige Kaliumkanale werden durch Adenosintriphosphat (=ATP)
gesteuert. Bei einem ATP-Anstieg kommt es zu einer Schliefung der Kanéle
(Mutschler et al. 2008).



Schwefelwasserstoff ist ebenso ein biologisches Gas, welches im Organismus
endogen beim Cystein-Metabolismus entsteht (Stipanuk und Beck 1982, Hosoki et al.
1997).

Man kam letztendlich zu der Uberzeugung, dass H,S neben seiner Toxizitat auch
eine physiologische Rolle in der kardiovaskuldren Regulation spielen kénnte. Daher
beschaftigten sich viele Studien damit, zum Beispiel zeigte Hosoki et .al (1997), dass
H,S bei Ratten in vitro die Aorta relaxierte. Nun wurde daran gearbeitet den genauen
Wirkungsmechanismus aufzuklaren. Hierfir wurde ein Zusammenhang mit den
bekannten Regulationsmechanismen der vaskularen, glatten Muskulatur,
Kohlenstoffmonoxid (=CO), Stickstoffmonoxid (=NO) und Karp Kandle in Betracht
gezogen. Eine Studie an pulmonalen Rattenaorten zeigte den Zusammenhang
zwischen Stickstoffmonoxid und Schwefelwasserstoff (Wang et al. 2008).

Durch in vitro Versuche bei Ratten wurde gezeigt, dass H,S durch den Angriff am
ATP abhangigen Kaliumkanal die Aortengewebe relaxiert und bei isolierten glatten
Muskelzellen ermoglicht es eine direkte Offnung der ATP abhangigen Kaliumkanale.
Dadurch fuhrt es zu einer Hyperpolarisation der Membran. Die Expression der
Enzyme, die fir die Bildung von Schwefelwasserstoff verantwortlich sind, wurden
nicht im Endothel, daflr aber in vaskularen glatten Muskelzellen identifiziert (Zhao et
al. 2001).

Der ATP-abhéngige Kaliumkanal besteht strukturell aus 4 Untereinheiten, welche aus
den vier Untereinheiten des KIR6.1 oder KIR6.2 zusammen mit 4
Sulfonylharnstoffrezeptoruntereinheiten (SUR) bestehen, und stellt ein Octamer dar
(Manna et al. 2009).

Es wurde auch mittels einer Studie der Zusammenhang zwischen
Schwefelwassserstoff und dem intrazellularen pH, der ebenfalls an der vaskularen

Regulation beteiligt ist, gezeigt (Lee et al. 2007).

Diese verschiedenen Studien zeigen, dass die Karp Kandle nicht alleine fir die

physiologische Wirkung von H,S verantwortlich sind.



2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Bei den isolierten Organen, die wir flr die Versuche verwendet haben, handelte es
sich um die Organe mannlicher und weiblicher Meeresschweinchen mit einem
Kdrpergewicht von ungefahr 250-600g. Es wurden deswegen Meerschweinchen fur
die Versuche verwendet, da deren lonenkanéle ahnlich aufgebaut sind wie bei den

Menschen. AuRerdem wurde an jedem Versuchstag immer nur ein Tier verwendet.

Nach der Tétung durch Genickschlag (fur einen raschen und schmerzlosen Tod des

Tieres) wurde der Thorax und das Abdomen behutsam geéffnet.

Zu aller erst wurde mit der Schere und Pinzette das noch schlagende Herz und die
Lunge entnommen, danach ein Stiick des Dinndarms, das an einem Ende mit einem

Faden abgebunden wurde. Zuletzt wurde die Aorta vorsichtig herausgeschnitten.

Damit die isolierten Organe ex vivo auch Uberleben konnten, wurden sie sofort in
eine davor bereitgestellte, physiologische Nahrlosung (Tyrode) gegeben und mittels
Oxymix, welches aus Kohlendioxid (5%) und Sauerstoff (95%)besteht, begast.

Dadurch wurden Hypoxie und die Gerinnung des Blutes verhindert.

Die Praparationen vom Papillarmuskel und der Arteria pulmonalis erfolgte immer

unter dem Mikroskop.

Abbildung 2: Versuchstier (Meerschweinchen)



2.2. Herstellung von Tyrode

Diese physiologische Nahrlésung enthalt alle erforderlichen Elektrolyte um die

isolierten Organe fir mindestens 7 Stunden weiter am Leben zu erhalten.

An jedem Tag, wo wir Versuche durchgefuhrt haben, wurden 2 Liter frisch zubereitet.

Die genaue Zusammensetzung der Nahrstofflosung:

Substanz Molekular- Stockldésung miiStocklosung/ mmol/l
gewicht Tyrode
CaClL, 110,980 g/mol | 34,00 g/250 ml 3,20 3,92
NaHCO; 84,010 g/mol 125,00 g/sl 83,70 2491
KCI 74,550 g/mol 50,33 g/5l 35,00 4,73
NaCl 58,442g/mol 1000,25g/5I 33,60 115,01
KH2PO,4 136,090 g/mol | 62,00 g/250 ml 1,18 2,15
MgSO, 120,370 g/mol 147,02 g/sl 1,18 0,29
Glucose 180,160 g/mol | Reinsubstanz 1,98 -

Abbildung 3: Tabelle Nahrstoffzusammensetzung

Zuerst wurden NaCl, KCI, NaHCO3; MgSO,4 KH;PO,; und Glucose in einen
Messkolben gegeben. Dann wurde der Messkolben mit Aqua bidestillata bis auf %/,
des Volumens aufgefillt und mehrmals geschuttelt, bis die Zusammensetzung

homogen wurde. Danach folgte 20 Minuten lang die Begasung mittels Oxymix.



Nach 10 Minuten wurde das CaCl, langsam und tropfenweise mit der elektrischen
Pipette dazugegeben, ansonsten wurden schwerlosliche Calciumsalze ausfallen und
die Nahrstoffloésung trib werden, wodurch die Zusammensetzung nicht mehr intakt

gewesen ware.

Nachdem das CaCl; hinzupipettiert wurde und die 20 Minuten voruber waren, wurde
der Messkolben bis zur Eichgerade mit Aqua bidestillata aufgefullt und ordentlich

geschwenkt.

Die Begasung der Tyrode hatte den Sinn, dass der pH-Wert in einem konstanten,
physiologischen Bereich bleibt und um eine ausreichende Sauerstoffversorgung der

isolierten Organe zu ermdglichen.

2.3. Praparate
Nach der Begasung der isolierten Organe wurden sie fur die Versuche préapariert.

Eine Petrischale wurde zuerst mit Tyrode beflllt und dann die Organe mit einer
Pinzette einzeln dahin Uberfuhrt. Aul3erdem befand sich in der Petrischale eine
Korkscheibe, die durch einen Gummischlauch fixiert wurde. Auf diesem Korkboden
wurden die einzelnen Organe jeweils mit einer Prapariernadeln befestigt. Um leichter

zu praparieren wurde ein Stereomikroskop verwendet.

Abbildung 4: Lichtmikroskop und Werkzeug zum Préaparieren
6
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2.3.1. Isolierung des rechten Vorhofs (Atrium cordis dexter)

Das Herz wurde mit zwei Prapariernadeln am Korkboden in der Petrischale befestigt.
Danach wurden das Lungengewebe und das uUberflissige Fett unter dem

Lichtmikroskop abgeschnitten.

Es wurde sehr vorsichtig gearbeitet, da der Sinusknoten, welcher der primare
Impulsgeber ist, schwer zu lokalisieren war und wir das Organ nicht beschadigen
wollten. Denn die autonome Schlagtatigkeit des Herzens war flir erfolgreiche

Versuche von essentieller Bedeutung.

Es wurde mit Hilfe von zwei Prapariernadeln und zwei Faden am Vorhof die Spitzen
abgebunden. Um das Praparat in der Versuchsapparatur befestigen zu kdnnen,
wurde ein Silberh&kchen durch einen Knoten gemacht. Danach wurde es von beiden

Seiten an die Apparatur, welche mit 25 ml Tyrode beflllt und begast ist, angehéangt.

Abbildung 6: fertiges Vorhofpraparat



2.3.2. Isolierung vom Papillarmuskel(Musculus papillaris)

Die Papillarmuskeln befinden sich in der rechten und linken Herzkammer. Nach der
Entfernung des rechten Vorhofes, wurde ein feiner Schnitt entlang des Septums der
rechten Kammer bis zur Herzspitze gemacht. Dadurch konnten die Papillarmuskeln
erst sichtbar gemacht werden. Danach wurde versucht die Purkinjefasern zu
entfernen. Sie sind der letzte Abschnitt der Erregungsleitungssystems des Herzens
und konnen ebenfalls spontan depolarisieren und somit auch zur Erregungsbildung

fihren.

Durch diese Spontanaktivitat hatten die Ergebnisse verfalscht werden kénnen und
daher wurden die Purkinjefasern entfernt. Es wurde ein Faden mit Silberhdkchen am
Ansatz der Muskelsehne gebunden und dann die Sehne durchtrennt, wodurch
danach vorsichtig der Muskel herausgeschnitten werden konnte. Die Praparate

wurden in die begaste, mit Tyrode geflllte Apparatur eingespannt.

Abbildung 7: fertiges Papillarmuskelpraparat



2.3.3. Isolierung des Darms (lleum terminales)

Der Darm wird anatomisch in drei Abschnitte gegliedert und zwar in den
Zwolffingerdarm (lat. Duodenum), Leerdarm (lat. Jejunum) und Duinndarm (lat.

lleum).

Fir unsere Versuche wurde das terminale lleum verwendet. Daflir wurde ein ca. 20

cm langes Stiick herausgezogen und mit einem Faden abgebunden.

Dann wurde der Darm abgeschnitten und in die Nahrstofflésung, die begast wird,
gelegt. Fur die Praparation wurde ein 0.5 cm langer Abschnitt schrag abgeschnitten

und die Spitzen an der Petrischale mittels Prapariernadeln befestigt.

Es ist besonders wichtig, dass die Offnungen des Darms offen bleiben, damit der
Wirkstoff im Organbad durch die Offnungen stromen kann. Wie bei dem Vorhof

wurden bei dem Darm die Hakchen durch den Faden angebracht.

Abbildung 8: fertiges Darmpréaparat
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2.3.4. Isolierung der Aorta (Aorta descendes)

Die Aorta wurde am oberen Ende mit einer Pinzette erfasst und entlang der

Wirbelsaule ein ungeféhr 3 cm grof3es Stlick herausgeschnitten.

Danach wurde die Aorta in einer Petrischale mit zwei Préapariernadeln befestigt und
das umgebende Fett mit einer Federschere prazise herausgeschnitten, weil sich
sonst lipophile Substanzen an das Fett angelagert hatten und die Ergebnisse

verfalscht gewesen waren.

Abbildung 9: Aortaringe, die bereit zum Praparieren sind

AuRerdem musste genau darauf geachtet werden, dass die Aorta nicht Gberdehnt

wird.

Anschlie3end wurde die Aorta in kleine Sticke (0.3 cm) zerschnitten und in einer
begasten Nahrlosung aufbewahrt. Von diesen Sticken wird dann eines fir den
Versuch in die Apparatur, die begast und mit Nahrstofflosung befllt ist, ohne Einsatz

von Praparierhékchen eingespannt.
11
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Abbildung 10: Anatomie der Aorta
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2.3.5. Isolierung der Lungenarterie (Arteria pulmonalis)
Hier wurde fur die Versuche der Truncus pulmonalis verwendet, der aus der rechten

Herzkammer hervorgeht. Die Arteria pulmonalis sollte so nahe wie moglich vom

Herz entnommen werden.

Es wurden pro Tag maximal zwei Praparate hergestellt, welche als kleine, ungefahr
0.3 cm grol3e Ringe direkt ohne Silberhdkchen an die begaste, mit Tyrode befillter

Apparatur eingespannt werden konnten.

Abbildung 11: Fertige Arteria pulmonalis zum Praparieren bereit
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2.4. Testsubstanz

Bei der ersten genauer untersuchten Substanz meiner Diplomarbeit handelt es sich
um das vom Department fir Medizinische/Pharmazeutische Chemie hergestellten
Substanz MAH 27 HCL (MG: 309.9 g/mol).

I
_CH
o O/\/\Il\| 3
CH3
HCI

2-Cyclohexylethyl (3‘-dimethylaminopropoxy)methanthioat

Abbildung 12: chemische Struktur von MAH 27 HCI

Im zweiten Teil meiner Diplomarbeit wurde der Wirkungsmechanismus vom

Glibenclamid am lleum terminales genauer untersucht.

Glibenclamid zahlt zu den Sulfonylharnstoffen und blockiert den ATP-abhéngigen

Kaliumkanal.

O O

P s.

O O W'N N
OH H

Ir=z

Cl

Abbildung 13: chemische Struktur vom Glibenclamid
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2.5. Versuchsanordnung

Um den Erfolg der Versuche sicher zu stellen, wurden so gut es geht physiologische
Umstande fur die isolierten Organe geschaffen und zwar beziglich der Temperatur,

der Sauerstoffversorgung und dem pH- Wert.
Es gab fir die Durchfuhrung der Versuche zwei verschiedene Apparaturen.

Fur die Versuche am Papillarmuskel wurde die Apparatur A verwendet, wahrend fur

die anderen verwendeten Organe die Apparatur B herangezogen wurde.

Gasversorgung

Organbad
l Wasserbad

Amplifier

Schreiber

Abbildung 14: Aufbau der Apparturen
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2.5.1. Versuchsapparatur A

Die Apparatur A besteht aus einem Wasserbad und wurde fur die Messung der
Kontraktionskraft des Papillarmuskels verwendet. Die Temperatur vom Wasserbad
wurde durch eine Heizspirale und durch einen Thermostat kontrolliert. Fir die

Versuche musste die Temperatur des Wasserbads bei ungefahr 35°C liegen.

Das Organbad wurde mithilfe einer Kunststoffspritze gereinigt, was bedeutet, dass

die Nahrlésung des Bades ausgetauscht worden ist.
Die Organhalterung aus Kunststoff war auf einem Stativ.

Das eigentliche Messinstrument war der ,Kraftwandler, der sich auch am Stativ
befand.

Fur die Durchfihrung des Versuches wurde der isolierte Papillarmuskel mit dem
davor angebrachten Silberhakchen an einem Silberdraht gehéngt. Der Draht war die
Verbindung zum Kraftwandler. Das freie Ende wurde danach durch ein kleines
Metallplattchen mit einer Silber-Silberchloriddraht-Kathode verbunden und zwar
durch einen Schraubmechanismus. Bei diesem Schritt war es sehr wichtig schnell zu
arbeiten, dass es nicht zum Absterben der Organe durch zu wenig Sauerstoff

kommen sollte.

Dazu musste noch darauf geachtet werden, dass der Papillarmuskel beim
Einspannen nicht Uberdehnt wurde, da sonst die Resultate verfalscht werden

konnten.

Danach konnte die ganze Apparatur ins Organbad gelassen werden. Hierbei musste

man darauf schauen, dass das gesamte Organ in die Nahrldsung getaucht wurde.
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Abbildung 15a: Versuchsapparatur A schematisch

17



Abbildung 15b: Versuchsapparatur A

2.5.2. Versuchsapparatur B

Die Apparatur B besteht ebenfalls aus einem Organbad und wurde fir die Testung
von Vorhof, Aorta, Pulmonalarterie und Darm verwendet. Dieses Organbad besteht
aus einem doppelwandigen Glaskorper, der fir die Temperaturregulation wichtig ist.
AuRerdem unterscheidet sich die Apparatur B durch die Fixierungsmaoglichkeit der
Organe an der Organhalterung. Zur Befestigung wurden hier zwei Silberdréhte
gebraucht. Einer davon war am Steg und der Zweite befand sich an der
Aufhangevorrichtung des Kraftwandlers. Fur die Reinigung vom Organbad, also fir
das Ablassen der Nahrlésung, befand sich am Boden des Glaskdrpers ein

Abwasserschlauch.
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Abbildung 16: Apparatur B
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2.5.3. Gaszufuhr

Die Gasversorgung der Apparaturen erfolgte durch Hilfe einer zentralen Gasflasche.

Sie war wichtig vom Beginn der Herstellung der Tyrode bis zum Ende der Versuche.

Die Gasversorgung ist wichtig fir eine ausreichende Sauerstoffversorgung der
isolierten Organe, fiur einen konstanten physiologischen pH-Wert und fur eine
homogene Verteilung der Testsubstanz in der Tyrode. Das Gas kam dann uber
Schlauche in die Apparaturen. Die Zufuhr des Gases wurde mithilfe von
Schraubklemmen reguliert. Die Schraubklemmen befanden sich an den Schlauchen
und sorgten dafir, dass weder zuviel noch zuwenig Gas vorhanden war. Das Gas

wird auch als Oxymix (95% Sauerstoff, 5% Kohlendioxid) bezeichnet.

Abbildung 17: Gashahn

2.5.4. Kraftwandler, Verstarker, Reizgeréat, Schreiber

In beiden Apparaturen befand sich ein Kraftwandler (Transducer), der es uns
ermoglichte, dass die Versuche Uberhaupt messbar wurden, weil er die mechanische

Kraft, also die Kontraktion, in elektrische Impulse umwandelt.
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Abbildung 18: Kraftwandler

Der Transducer bestand aus einem Dehnungsstreifen, der bei Dehnung oder
Kontraktion seinen elektrischen Widerstand énderte. Durch das Ohm'‘ sche Gesetz (
I= U/R), andert sich bei einer gleichbleibenden Spannung die Stromstarke
proportional zum Widerstand.

Durch einen Verstarker, dem Amplifier (4-Channel Transducer Amplifier; World
Precisions Instruments), wurde die Anderung des Stromflusses, also das elektrische

Signal, verstarkt.

Das sogenannte Reizgerat Accupulser A 310 (World Precision Instruments) war
deshalb wichtig, da der Papillarmuskel im Gegensatz zum Vorhof nicht zur
Spontanaktivitat fahig ist. Daher musste er durch elektrische Reize zur Kontraktion

angeregt werden.

Um die richtige Reizstarke herauszufinden, wurde die Frequenz so lange gesteigert,

bis das verwendete Organ anfing eine Kontraktion zu anzuzeigen.

Fur die Reproduzierbarkeit der Resultate wurde sichergestellt, dass der Muskel eine

Kontraktion pro Sekunde durchfihrte.

Den letzten Schritt im Versuchsablauf, stellte der Schreiber (Flatbed Recorder BD-
112 Dual Channel) dar. Durch ihn wurde das verstarkte Signal in Form von Kurven

auf das Millimeterpapier notiert.
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2.6. Versuchsablauf

Es war besonders wichtig darauf zu achten, dass die Apparaturen gesaubert wurden.

Am Vortag wurden die verwendeten Apparaturen mit einer 2%-igen Salzsaure
gereinigt, damit Salze, die aus der N&ahrlésung auskristallisiert wurden, griindlich

entfernt werden konnten.

Nach der Salzsdurebehandlung wurden die Apparaturen noch mehrmals mit Aqua
bidestillata durchgespult. Zuletzt wurden noch am Anfang eines Versuchtages die
Apparaturen mit frisch zubereiteter Tyrode gespilt und befillt. Die notwendige

Gaszufuhr wurde durch eine Schraube geregelt.

Die Testsubstanzen wurden danach in folgenden Konzentrationsstufen 3; 10; 30;
100 pmol/l kumulativ hinzugefugt.

2.6.1. Versuchsablauf beim rechten Vorhof (Atrium cordis dexter)

Der praparierte Vorhof wurde mit 2 Silberdrahthakchen in die Versuchsapparatur B
eingehangt und danach in das Organbad eingetaucht.

Es war wichtig, dass das Organ nicht zu fest gedehnt wurde, weil es ja durch den
Feintrieb nochmals nachgespannt wurde. Auf3erdem durfte der Silberdraht nicht die

Waénde des Gefalles berithren.
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Abbildung 19: Versuchsapparatur mit eingespanntem Vorhof

Danach wurde der Schreiber eingeschaltet und durch das Zero-Drehrad auf die
Nulllinie gestellt. Die angelegte Spannung betrug 5 mV und durch den Feintrieb
wurde der Vorhof auf 10,4 mN vorgespannt. Durch den Schreiber wurden die am
Herzen beobachteten Kontraktionen wesentlich deutlicher dargestellt. Wahrend dem
Vorspannen kann es sein, dass sich der Schreibstift von der Nulllinie bewegt und da
es aber wichtig war fir die Versuche, dass die Vorspannung aufrecht erhalten bleibt,
wurde sie mittels Feintrieb auf die Nulllinie nachgestellt. Dadurch wurden fir die
préparierten Organe gleiche Versuchsbedingungen geschaffen, damit man auch
reproduzierbare Ergebnisse erhalten kann. Der Vorhof brauchte ungefahr 45-60
Minuten bis die Schlagfrequenz eine konstante Anzahl an Schlagen pro Zeiteinheit
zeigte. Die Ausschlage wurden alle 5 Minuten Uber eine Lange von 6 cm am
Millimeterpapier aufgezeichnet. Als eine konstante Chronotropie herrschte, wurde die
Testsubstanz dazugegeben. Die entsprechenden Konzentrationen wurden dann alle
45 Minuten nach einem Pipettierschema hinzugegeben. Durch das Einspritzen
startete die Kontrollphase und nun wurde bis zum Versuchsende alle 5 min eine
Messung durchgefiihrt, indem die Ausschlage Uber eine Lange von 6 cm
aufgezeichnet wurden. Das Versuchsende wurde erreicht, wenn entweder der Vorhof

nicht mehr schlug oder eine Endkonzentration von 100 pmol/l erreicht wurde.
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Abbildung 20: Dokumentation der Schlagfrequenz vom Vorhof durch den Schreiber

2.6.2. Versuchsablauf bei Papillarmuskel (Musculus papillaris)

Das isolierte Organ wurde an die Versuchsapparatur A angebracht und in das auf
35°C warme Organbad eingetaucht. Die Stromstarke betrug 5 mV (bei Bedarf 2 oder
1 mV) und die Geschwindigkeit war auf 5mm/sec eingestellt. Durch den Feintrieb
wurde der Papillarmuskel auf 3.92 mN vorgespannt. Da er im Gegensatz zum Vorhof
keine Spontanaktivitat besitzt, wurde der Papillarmuskel mittels elektrischer Reizung
zur Kontraktion gebracht. Hier war das nachstellen des Schreibstiftes genauso
notwendig wie oben beschrieben.Nach einer Anpassungsphase begann man mit der
Kontrolle. Dafir wurden mit dem Schreiber alle 5 Minuten mindestens 6

Kontraktionsamplituden aufgezeichnet.

Sobald diese konstant waren, konnte mit der Zugabe der Testsubstanz begonnen
werden. Die Substanz wurde ebenfalls alle 45 Minuten dazugegeben und es wurde

auch alle 5 Minuten die Zackenlinien gemessen.
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2.6.3. Versuchsablauf bei lleum terminales

Das bereits praparierte Organ wurde mit den Silberdrahthakchen an die Apparatur B
angebracht und wurde anschlie3end in die Tyrodeldsung eingetaucht. Der Schreiber
wurde eingeschaltet und auf den Nullpunkt gedreht. Mittels Feintrieb wurde wieder

bei 4.9 mN vorgespannt und die Stromstarke betrug 5 mV.

Abbildung 21: Darmpréaparat, welches im Organbad befestigt ist

Nach einer 20 minutigen Anpassungsphase wurde die Nulllinie wieder nachjustiert.
Danach wurde die Nahrlésung abgelassen und durch Kaliumchloridlésung ersetzt.
KCl lasst den Darm maximal kontrahieren und die experimentell ermittelte KCI-
Konzentration betrug 60 mmol (EW=0.44 g KCI/100 ml Tyrode). Es kam zu einem
sofortigen Ausschlag der Kontraktionskurve, die sich aber nach kurzer Zeit wieder
langsam erholte. Nach ungefahr einer Stunde stellte sich die Plateauphase ein und

nun konnte die in DMSO-geldste Testsubstanz dazugeben werden.
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2.6.4. Versuchsablauf bei Aorta

Der Aortenring wurde direkt in die Apparatur B eingehangt und dann in das mit
Tyrode aufgefullte Organbad eingetaucht. Die Aorta durfte nicht tberdehnt werden.
Der Schreiber wurde eingeschaltet und die Spannung betrug 10 mV. Danach wurde
der Schreiber auf den Nullpunkt gedreht und durch den Feintrieb auf 19.4 mN

vorgespannt.

Nach einer Anpassungszeit von 20 min wurde auf 5 mV umgeschaltet und der
Schreiber wieder auf den Nullpunkt gestellt. Danach wurde am Schreiber durch ,Pen
down® und , Record on“ mit den Aufzeichnungen angefangen. Wie die
Pulmonalarterie braucht auch die Aorta eine 90 mmolare Kaliumchloridlésung (EW=
0.67 g KCI/ 100 ml Tyrode) fir die maximale Kontraktion.

Daher wurde die Nahrlosung abgelassen und eine 90 mmolare KCI-Lésung
dazugegeben. Nach dem Erreichen der Plateauphase wurde in einem Intervall von
45 Minuten mit dem Einspritzen der Testlosung angefangen. Eine mdgliche Gefal-
dilatierende Wirkung wurde durch das Aufzeichnen der Kontraktionskurve

dokumentiert.

2.6.5. Versuchsablauf bei Arteria pulmonalis

Das Praparat wurde zunachst in die Apparatur B eingehangt und danach in das mit
Tyrode beflllte und begaste Organbad abgesenkt. Das isolierte Praparat sollte

komplett mit Nahrlésung bedeckt sein.

Der Schreiber wurde eingeschaltet und seine Spitze auf die Nulllinie gestellt. Danach
wurde der Verstarker aktiviert, was den Schreiber wiederum ein bisschen verstellte
und man ihn deshalb wieder auf null nachdrehen musste. Durch den Feintrieb wurde
auf 9.81 mV vorgespannt und dadurch durfte der Schreiber wieder auf die Nulllinie

gebracht werden.

Es erfolgte eine ungefahr 20 Minuten lange Anpassungsphase.
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Es wurde hier genauso wie bei der Aorta eine 90 mmolare KCI-Losung fir die
maximale Kontraktion gebraucht. Also wurde die Tyrode abgelassen und das
Organbad mit KCI-Losung befullt. Die darauf resultierende Kontraktion wurde mithilfe

vom Schreiber registriert.

Sobald die Plateauphase erreicht wurde, durfte die Testlésung im 45 Minuten-
Intervall dazugegeben werden. Der genaue Zeitpunkt der jeweiligen

Testsubstanzzugabe wurde mit einem Stift am Millimeterpapier gekennzeichnet.

Es wurde genau darauf geachtet, dass beim Dazugeben der Testsubstanz die

Organhalterung nicht bertihrt wurde, weil sonst der Stift verschoben werden wirde.

2.7. Bereitung der Stammldésungen

Da die zu untersuchende Testsubstanz wasserléslich war, wurde sie in Wasser

badestillata gelost.

2.7.1. Stammldsung der Testsubstanz

Die Stammloésung, das aus Wasser und der Testsubstanz bestand, wurde taglich
frisch hergestellt. Aul3erdem musste beim Einwiegen der Substanz darauf geachtet
werden, ob der Versuch in einem 8 ml — oder 25 ml-Organbad durchgefuhrt wurde.

Stammlésung Organbad Einwaage der Substanz
MAH 27 HCL 25ml 0,77mg
MAH 27 HCL aml 0,24mg

Abbildung 22: Tabelle der Stammldsungen
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Das genaue Gewicht der Testsubstanz wurde Uber die molare Masse ermittelt. Die

danach abgewogene Menge wurde in 100 yl Wasser gelost.

Wahrend den Versuchen wurde die Stammlésung, die unterschiedliche
Konzentrationen hatte, mithilfe der Kolbenhubpipette dazugegeben

(Pipettierschema).

Das Einspritzen der Testsubstanz geschah immer nach Erreichen des ,,steady
state“ (Plateauphase) im Abstand von 45 Minuten und beim Einspritzen durfte der

Kraftwandler nicht bertihrt werden.

Gesamtkonzentration im
Zugefuhrtes Volumen Organbad
3ul 3 umol/l
7ul 10 pmol/l
20yl 30 pmol/I
70ul 100 pumol/l

Abbildung 23: Pipettierschema
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2.8. Statistik

Fur die genaue Berechnung des Standardfehlers der Mittelwerte und des

arithmetischen Mittel haben wir das ,Sigma Plot 9.0“-Programm verwendet.

Mithilfe der Konzentrations-Wirkungskurve wurden die Werte als Graph dargestellt,
wobei nur bei den stark wirksamen Substanzen ein ECsy Wert ermittelt wurde.

Als letztes wurde flr gepaarte Beobachtungen ein Signifikanztest (,Student-t-Test")
durchgefiihrt. Die Messergebnisse wurden dann als signifikant bezeichnet, wenn die
Irrtumswabhrscheinlichkeit kleiner als 5% (P< 0,05) oder sogar Kleiner als 1% (P<
0,01) betrug. Die Ergebnisse, die eine Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 0,1% (P<

0,001) hatten, wurden als hochsignifikant angegeben.
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3. Ergebnisse

Die Versuchsergebnisse der jeweiligen Testsubstanzen an den isolierten Organen
der Meerschweinchen wurden hier anhand von Tabellen und Konzentrations-

Wirkungs-Kurven ausgewertet.

Um ein reprasentatives und reproduzierbares Ergebnis gewahrleisten zu kénnen,

wurden pro Organ mindestens 4 Versuche durchgefihrt.

Fur die Uberpriifung des Wirkmechanismus (mit Glibenclamid) mussten mindestens
3 Versuche bei den jeweiligen Konzentrationen (30; 100 pmol/l) an einem

ausgewahlten Organ (lleum terminales) stattfinden.

3.1. Wirkung von MAH 27 HCI auf das terminale lleum

Insgesamt wurden 4 Versuche durchgefuhrt und der genaue Ablauf wurde bereits
oben erwahnt. Zuerst wurde KCI-Losung dazugegeben um eine Vorkontraktion zu
erzielen. Die Konzentrationen der Testsubstanz betrugen 3, 10, 30 und 100 pmol/l

und sie wurden in einem Abstand von 45 Minuten dazugegeben.
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MAH 27 HCI f. £+ SEM fo £ SEM Anzahl Irrtumswahr-
d.Versuche scheinlichkeit
(mN) (%) (N) (P)
0 (Kontrolle) | 14,51 +0,98 00 4 | e
3 12,52 +0,78 | -13,57 + 1,99 4 0,05
10 9,60 +1,44 | -37,02+4,01 4 0,01
30 0,85 + 0,51 | -94,16 + 3,39 4 0,001

Abbildung 24 : Wirkung von MAH 27 HCI auf das terminale lleum

Die Tabelle soll die Mittelwerte der Kontraktionskraft (fc) und deren Standardfehler
(SEM) veranschaulichen, wobei der Standardfehler sowohl in Prozent als auch in mN
angegeben wurde. Dazu wurden noch die Irrtumswahrscheinlichkeit und die

Versuchsanzahl dokumentiert.

Nachdem die erste Konzentration der Testsubstanz dazugegeben wurde, lag der
Mittelwert der Kontraktionskraft bei 14,51 + 0,98 mN und dieser Wert entspricht
100%.

Die ersten beiden Konzentrationen (3umol/l; 10umol/l) zeigten eine leichte Abnahme
der Kontraktionskraft, wahrend es bei der dritten Konzentration (30 pumol/l) zu einer

signifikante Abnahme gekommen ist, die nur noch bei 0,85 + 0,51 mN lag.

Daher wurde die letzte Konzentration (100 umol/l) gar nicht mehr dazupipettiert, weil

das lleum schon bei 30 umol/l abgestorben war.
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Abbildung 25: Konzentrations-Wirkungskurve von MAH 27 HCL am terminalen lleum

Diese Kurve soll die Abnahme der Kontraktionskraft darstellen und zwar bei den

unterschiedlichen Konzentrationen vom MAH 27 HCL.

Wahrend auf der Ordinate die Abnahme der Kontraktionskraft in Prozent angegeben

ist, steht auf der Abszisse die jeweilige Konzentration in pmol/I.

Anhand der Kurve erkennt man, dass die Abnahme der Kontraktionskraft deutlich zu
sehen ist und dass hier der ECso-Wert bei 13 pmol/l liegt. Durch die Lange der
Balken werden die Standardfehler gezeigt
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Abbildung 26 : Originalaufzeichnung von MAH 27 HCI am terminalen lleum

Diese Kurve erklart wie durch das Dazugeben der verschiedenen Konzentrationen
die Kontraktionskraft abnimmt, wobei die grof3te Abnahme bei der Konzentration von

30 umol/l zu sehen ist.
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3.2. Wirkung von MAH 27 HCI auf die Aorta

Fur die Untersuchung von MAH 27 HCL auf die Kontraktionskraft der Aorta wurden
ebenfalls 4 Versuche durchgefuhrt. AuRerdem wurde wieder wie oben erwéhnt eine
Vorkontraktion mittels KCI-Losung angeregt. Nach dem Konstant werden der
Vorkontraktion wurden wieder die jeweiligen Konzentrationen (siehe oben) alle 45

Minuten hinzugefugt.

MAH 27 HCL fc tSEM fo £ SEM Anzahl d. Irrtumswahr-
Versuche scheinlichkeit
(mN) (%)

(P)

O(Kontrolle) 8,58 +£0,81 00 4 | e

3 8,16 + 0,59 -5,22+1,75 4 n.s.

10 7,11+051 | -16,59 + 3,10 4 0,05

30 5,20+0,37 | -38,43+5,85 4 0,01

100 3,31+0,55 | -61,64 +5,43 4 0,001

Abbildung 27 : Wirkung von MAH 27 HCI auf die Aorta

Die Tabelle zeigt die Testsubstanz mit den verschiedenen Konzentrationen und die
Anderung der Kontraktionskraft (in mN und % angegeben). Dazu wurden noch die
Irrtumswabhrscheinlichkeit und die Anzahl der Versuche abgefuhrt. Zum Beginn des
Versuches, lag die Kontraktionskraft bei 8,58 + 0,81 mN. Bei der Zugabe der
Testsubstanz gab es zu Beginn kaum eine deutliche Veranderung der
Kontraktionskraft. Zu einer signifikanteren Abnahme (5,20 + 0,37 mN) kam es erst
bei der Zugabe von 30 pumol/l. Durch die Konzentration von 100 umol/l wurde dann

die starkste Abnahme beobachtet, wobei der Wert bei 3,31 + 0,55 mN lag.
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Abbildung 28: Konzentrations-Wirkungskurve von MAH 27 HCL an der Aorta

Dieser Graph zeigt, dass die Kontraktionskraft am Anfang des Versuches nicht sehr
stark abgenommen hat. Erst ab einer Konzentration von 3 umol/l wird eine deutliche

Abnahme der Kontraktionskraft bemerkt. Hier betragt der ECso -Wert 54.5 pumol/I.

Die senkrechten Balken sollen den Standardfehler zeigen.
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Abbildung 29 : Originalaufzeichnung von MAH 27 HCI an der Aorta

Anhand der Kurve sieht man, dass es zuerst zu keiner deutlichen Abnahme
gekommen ist und dass es erst durch das Hinzupipettieren von einer Konzentration

von 30 pumol/l und 100 pmol/l zu einer starkeren Abnahme kam.
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3.3. Wirkung von MAH 27 HCI auf die Arteria pulmonalis

Auch hier wurde fur die Untersuchung der Testsubstanz wieder KCI-L6sung fur eine
Vorkontraktion verwendet (wie oben erwdhnt). Aul3erdem wurde wieder auf die

Plateauphase gewartet, um dann die Substanz mit

den entsprechenden
Konzentrationen (siehe oben) alle 45 Minuten dazu zu geben.

MAH 27 HCL fo £SEM fo £SEM Anzahl Irrtumswahr-
d.Versuche scheinlichkeit
(mN) (%)

(P)

O(Kontrolle) | 13,37 £1,74 00 4 | -

3 12,06 + 1,70 -2,55+1,18 4 n.s.

10 11,32+1,76 | -9,39+2,44 4 n.s.

30 8,41 +1,59 -33,5+6,14 4 0,05

100 50+1,17 -60,96 + 6,45 4 0,01

Abbildung 30 : Wirkung von MAH 27 HCI auf die Arteria pulmonalis

Die Tabelle soll die verwendeten Konzentrationen der Testsubstanz und die
Mittelwerte der Kontraktionskraft zeigen. Dazu sind noch die Versuchsanzahl und
Irrtumswahrscheinlichkeit angegeben. Am Anfang des Versuches lag die
Kontraktionskraft bei 13,37 +1,74 mN. Bei den ersten beiden Konzentrationen (3
pmol/l; 10 pumol/l) gab es keine deutliche Abnhame. Erst bei der Konzentration von
30 pmol/l kam es zu einer starkeren Abnahme (8,41 £1,59 mN). Die grol3te Abnahme
der Kontraktionskraft wurde bei der letzten Konzentration von 100 pumol/l beobachtet.

Die Kontraktionskraft betrug nun nur noch 5,0+1,17 mN.
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Abbildung 31: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von MAH 27 HCL an der isolierten

Arteria pulmonalis

Diese Grafik soll die Abnahme der Kontraktionskraft darstellen. Auf der Ordinate (y-
Achse) sieht man die Kontraktionskraft in Prozent und auf der Abszisse (x-Achse) die

unterschiedlichen Konzentrationen in umol/l. Der ECs,- Wert ist hier bei 61.2 pumol/l.
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Abbildung 32 : Originalaufzeichnung von MAH 27 HCI an der Arteria pulmonalis

Die Kurve zeigt, dass es erst bei einer Konzentration von 30 pumol/l und 100 pmol/l zu
einem Anstieg gekommen ist. Davor gab es keine signifikante Abnahme der

Kontraktionskraft.
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3.4. Wirkung von MAH 27 HCI auf den Papillarmuskel

Die Testsubstanz wurde hier auch mittels 4 Versuchen am isolierten Papillarmuskel
getestet. Hier erfolgte die Kontraktion jedoch durch eine elektrische Reizung. Es

wurde nach dem Konstant werden der Vorkontraktion die jeweiligen Konzentrationen

(siehe oben) alle 45 Minuten hinzugegeben.

MAH 27 HCL | f.+ SEM fo £ SEM Anzahl d. | Irrtumswahrscheinlichkeit
Versuche

(mN) (%) (P)
O(Kontrolle) | 1,53 £ 0,23 0+0 4 | -
3 1,32 +0,22 | -14,49 + 2,89 4 0,05
10 0,79 +£0,15 | -49,62 + 2,96 4 0,01

30 0,29 +0,06 | -80,78 £ 4,11 4 0,001

100 0,05+0,03 | -96,45 + 2,21 4 0,001

Abbildung 33: Wirkung von MAH 27 HCI auf isolierte Papillarmuskel

In der Tabelle sieht man die unterschiedlichen Konzentrationen, Anderung der

Inotropie (in mN und % angefuhrt), Anzahl der Versuche und die

Irrtumswabhrscheinlichkeit.
In der Kontrollphase lag die Kontraktionskraft bei 1,53+0,23 mN.

Die danach dazugegebenen Konzentrationen zeigten eine Abnamne der Inotropie.
Am Ende (Konzentration von 100 umol/l) lag der Wert der Inotropie nur noch bei
0,05£0,03 mN.
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Abbildung 34: Konzentrations-Wirkungskurve von MAH 27 HCL am isolierten

Papillarmuskel
Die Kurve zeigt die Zunahme der Kontraktionskraft (Inotropie).

Auf der Ordinate ist die Kontraktionskraft in Prozent angegeben, wahrend auf der
Abszisse die unterschiedlichen Konzentrationen (umol/l) der verwendeten
Testsubstanz eingetragen wurden. Es ist anhand der Kurve ersichtlich, dass die

Inotropie stetig abnimmt. Der ECsy Wert betragt hier 10 umol/I.

Die senkrechten Balken repréasentieren wieder den Standardfehler.
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Abbildung 35 : Originalaufzeichnung von MAH 27 HCIl am Papillarmuskel

Diese Abbildung soll zeigen, wie sich die Injektion der unterschiedlichen

Konzentrationen auf die Inotropie auswirkt.

Die einzelnen Amplituden zeigen die Kontraktionskraft und je breiter die Amplitude

ist, umso starker ist die Inotropie. Die Messungen sind alle 5 Minuten erfolgt.
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3.5. Wirkung von MAH 27 HCI auf den Vorhof

Es wurden 4 Préaparate fur die Untersuchung der Testsubstanz verwendet. Hier
wurde die Schlagfrequenz beobachtet und die Substanz wurde wieder nach dem

Erreichen der Plateauphase alle 45 Minuten in den jeweiligen Konzentrationen (siehe

oben) dazugegeben.

MAH 27 HCL f £+ SEM f +£SEM Anzahl d. Irrtumswahr-
, Versuche scheinlichkeit
(x/min) (%)
(P)

O(Kontrolle) | 197,5+ 19,84 0+0 4 | -

3 161,25+12,48 | -17,79+ 2,02 4 0,05

10 111,25+ 10,28 | -43,21 + 3,94 4 0,01

30 11,25+ 11,25 -92,97 + 7,00 4 0,001

Abbildung 36: Wirkung von MAH 27 HCI auf die rechten Vorhofe

Diese Tabelle zeigt die verwendeten Konzentrationen der Testsubstanz, die

Irrtumswahrscheinlichkeit, die Versuchsanzahl und die Anderungen der
Schlagfrequenz (in % und in x/Minute angegeben, wobei x fur die Anzahl der
Schlage steht). Am Anfang vom Versuch betrug die Schlagfrequenz 197,5+19,84
Schlage/Minute. Schon bei den ersten Konzentrationen (3pmol/l, 20umol/l) sieht man
eine deutliche Abnahme. Bei der Konzentration von 30umol/l lag der Wert bei
11,25+11,25, was bedeutet, dass das Préparat fast abgestorben ist. AuRerdem ist
bei einer Konzentration von 100 pumol/ | der Vorhof abgestorben und der Wert lag

daher bei null Schlage/Minute.
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Abbildung 37: Konzentrations- Wirkungskurve von MAH 27 HCL an den isolierten

Vorhofen.

Die Kurve stellt die Abnahme der Schlagfrequenz des Vorhofs dar. Auf der Ordinate
(y-Achse) ist die Abnahme der Schlagfrequenz in Prozent und auf der Abszisse (x-
Achse) die Konzentrationen in pmol/l angegeben. Die senkrechten Balken sollen

wieder den Standardfehler zeigen.
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Abbildung 38: Originalaufzeichnung von MAH 27 HCl am rechten Vorhof

Diese Abbildung soll die Schlagfrequenz genauer zeigen, welche durch die

Ausschlage des Schreibers pro Minute berechnet wurde.

Es wurde fir eine Dauer von 12 Sekunden aufgezeichnet damit man die
Schlagfrequenz pro Minute erhalt. AnschlieRend wurde mit dem Korrekturfaktor 5
multipliziert. Dann erfolgte in einem Intervall von 45 Minuten die kumulative Zugabe

der Substanzldsung.
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3.6. Resultate der Untersuchung mit Glibenclamid

Fur die Untersuchung des Wirkungsmechanismus der Testsubstanz wurde
Glibenclamid, welcher den ATP-abhéngigen Kaliumkanal blockiert, verwendet und es

wurden insgesamt 6 Versuche am terminalen lleum durchgefuhrt.

Fur die ersten 3 Versuche wurde eine Konzentration von 30 pumol/l Glibenclamid
verwendet, wahrend fiir die weiteren 3 Versuche eine Konzentration von 100 pmol/l

genommen wurde.

Das fertig praparierte Organ wurde in die Apparatur B eingespannt und die
Vorspannung erfolgte bei einer Stromstarke von 5 mV.

Nach 20 Minuten folgte die Vorkontraktion mittels KCI-Losung.

Nach dem Erreichen der Plateauphase wurde Glibenclamid dazugegeben und
danach 45 Minuten gewartet.

Dann gibt man 15 pmol/l Testsubstanz (wurde dem ECsp-Wert vom terminalen lleum
angepasst, der hier 13 umol/l betrug) ebenfalls dazu und wartet wieder 45 Minuten

und somit ist der Versuch zu Ende.
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3.6.1. Resultate der Versuche mit 30 pumol/l Glibenclamid

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgt wie bereits oben erwahnt.

Glibenclamid fo £SEM Anzahl d. Irrtumswahrscheinlichkeit
(30 pmol/l) (mN) Versuche (P)

0 (Kontrolle) | 11,69 +1,35 3 | e

30umol/l 10,16 + 1,87 o 2 e —

Glibenclamid

+15umol/l 288+2]1 3 0,05
MAH 27 HCL

Abbildung 39: MAH 27 HCl —Wirkung an einem mit Glibenclamid (30pmol/l)

vorbehandelten terminalen lleum

Die Tabelle zeigt die Konzentration von Glibenclamid und MAH 27 HCI. Dazu zeigt
sie noch die Mittelwerte der Kontraktionskraft (in mN angegeben), die Anzahl der

Versuche und die Irrtumswahrscheinlichkeit.

In der Kontrollphase hatte die Kontraktionskraft den Wert von 11,69+1,35 mN. Nach
der Zugabe von Glibenclamid kam Zu einer geringen Abnahme der

Kontraktionskraft.

Nach der Zugabe meiner Substanz wurde eine starke Anderung gezeigt, deren Wert
bei 2,88 + 2,1 mN lag.
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Abbildung 40 : Balkendiagramm von MAH 27 HCI am terminalen lleum unter dem

Einfluss von Glibenclamid

Die x-Achse zeigt die jeweiligen Konzentrationen in umol/l und auf der y-Achse ist die

Kontraktionskraft in mN angegeben.

Die Balken prasentieren die Darstellung der Mittelwerte aus den 3 Versuchen und die
strichformige Verlangerung soll den Standardfehler darstellen. Anhand des
Balkendiagramms zeigt sich, dass mit der Zugabe von 30umol/l Glibenclamid es zu
einer leichten Abnahme der Kontraktionskraft kommt. Zu einer deutlichen Abnahme
der Kontraktionskraft kam es allerdings erst erst nach der Zugabe von 15 pmol/l MAH
27 HCI.
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Abbildung 41: Originalaufzeichnung von 15 pmol/l MAH 27 HCI - Wirkung am

terminalen lleum unter Einfluss von 30 pmol/l Glibenclamid
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3.6.2. Resultate der Versuche mit 100 pmol/l Glibenclamid

Die Versuchsdurchfiihrung wurde bereits oben erwéhnt.

Der Unterschied zu den erwdhnten Versuchen bestand darin, dass hier bei diesen

Versuchen nun 100 pmol/l statt 30 umol/I Glibenclamid verwendet wurden.

Glibenclamid fo £ SEM Anzahl Irrtumswahrscheinlichkeit
(100umol/) (mN) d.Versuche (P)

O(Kontrolle) 9,36 + 1,55 3 | e

100umol/I 473 +1,45 3 | e

Glibenclamid

+15umol/l 0,1+0,1 3 0,01
MAH 27 HCL

Abbildung 42: MAH 27 HCI-Wirkung an einem mit 100 pmol/l vorbehandelten

terminalen lleumIn der Tabelle sind die Substanzkonzentrationen, die Mittelwerte der

Kontraktionskraft (mit mN angefuhrt), die Irrtumswahrscheinlichkeit und die
Versuchsanzahl angegeben. In der Kontrollphase ergab der Wert der
Kontraktionskraft 9,36+ 1,55 mN. Nach dem Zusatz von 100 pumol/l Glibenclamid
kam es zu einer Veranderung in der Kontraktionskraft. Nach der Gabe von 15 pmol/l
MAH 27 HCI kam es dann zu einer noch deutlicheren Abnahme der Kontraktionskraft
(0,1 0,12 mN).
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Abbildung 43: Balkendiagramm von MAH 27 HCIl am terminalen lleum unter Einfluss

von Glibenclamid

Die oben gezeigten Balken symbolisieren wieder die Mittelwerte der 3 Versuche.
Wahrend auf der x- Achse (Abszisse) wieder die Konzentrationen von der
Testsubstanz in pmol/l  angegeben sind, zeigt die y-Achse (Ordinate) die

Kontraktionskraft (in mN).

Das Balkendiagramm zeigt, dass es durch die Zugabe von 100 pmol/l Glibenclamid
zu einer deutlichen Abnahme der Kontraktionskraft kam. Nach der Zugabe von
15umol/l MAH 27 HCI ist es zu einer noch signifikanteren Abnahme der

Kontraktionskraft gekommen.
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Abbildung 44: Aufzeichnung von MAH 27 HCI (15umol/l) —“Wirkung am terminalen

lleum unter Einfluss von Glibenclamid (100umol/l)

Die Kurve zeigt eindeutig, dass durch die Zugabe von 100 pmol/l Glibenclamid es
zwar zu einer Abnahme der Kontraktionskraft kam, jedoch nicht in derselben Stérke
wie nach der Zugabe von MAH 27 HCIl. Da kam es namlich zu einer noch

signifikanteren Abnahme der Kontraktionskraft.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Diplomarbeit, wurde die Wirkung von MAH 27 HCI an 5
unterschiedlichen Organen (Atrium dextrum, Aorta, Musculus papillaris, terminales

lleum und Arteria pulmonalis) von Meerschweinchen untersucht.
Danach wurde der Wirkungsmechanismus von Glibenclamid genauer getestet.

Der genaue Versuchsablauf und die Apparaturen wurden bereits in den

vorangegangenen Kapiteln genauer beschrieben.

In diesem Teil der Diplomarbeit sollte genauer auf die Wirkung von MAH 27 HCI
eingegangen werden, denn die Ergebnisse der Versuche wurden bereits in einem

friheren Kapitel beschrieben.

4.1. Versuchsreihen am quergestreiften Herzmuskel

Durch die Versuche am Musculus papillaris und am Atrium dextrum sollten Inotropie
(Muscullus papillaris)bzw. Chronotropie (Atrium dextrum) genauer untersucht

werden.

Fur die Uberprufung des Effektes am Papillarmuskel musste das Organ zunachst mit

einer Elektrode gereizt werden.

Bei dem rechten Vorhof war das nicht notwendig, weil dieses Organ, aufgrund der

autonomen Spontanaktivitat des Sinusknotens, spontan aktiv ist.
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MAH 27 HCL
fo + SEM (%) bei 100

Organ ECso
pmol/l
_ (umol/l)
Endkonzentration
Atrium dextrum -92,97 £ 7,03 11,6
Musculus papillaris -96,45 £ 2,21 10

Abbildung 45: Tabelle zeigt die Wirkung von MAH 27 HCL auf die quergestreifte

Herzmuskulatur

Mithilfe der Tabelle wird gezeigt, dass MAH 27 HCI eine starke Wirkung am rechten
Vorhof hat. Der Kontrollwert lag bei 197,5 + 19,84 Schlage pro Minute. Bei einer
Konzentration von 30 pumol/l lag der Wert dann bei 11,25 + 11,25 Schlage/Minute.
Dadurch, dass der Wert abgenommen hat, sieht man, dass es zu einer signifikanten

Abnahme der Chronotropie (negativ Chronotropie) gekommen ist.

Der ECso-Wert liegt hier bei 11,6 pumol/I.

Beim Papillarmuskel betrug der Kontrollwert 1,53 + 0,23 mN, wahrend der Wert nach
der Zugabe von 100 pmol/l der Testsubstanz bei 0,05 + 0,03 mN (= -96,45 *+ 2,21 %)

lag. Daran sieht man die starke Abnahme der Inotropie (negative Inotropie).
Beim Papillarmuskel konnte kein ECso-Wert ermittelt werden.

Hier kann man also gut erkennen, dass die Testsubstanz MAH 27 HCI eine sehr

starke Wirkung an isolierten Herzmuskelpraparaten erfullt hat.
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4.2. Versuchsreihen an glattmuskularen Organen

Durch eine Kaliumchlorid-L6sung wurde die glatte Muskulatur von Aorta, Arteria
pulmonalis und Illeum terminales vorkontrahiert. Dadurch bekam man einen
konstanten Kontraktionstonus, wodurch eine spasmolytische bzw. dilatierende

Wirkung untersucht werden konnte.

Fur die Versuche an der Aorta und an der Arteria pulmonalis wurde eine 90 mmolare
KCL-L6sung verwendet, wahrend fir die Darmversuche eine 60 mmolare KCL-

Losung gebraucht wurde.

MAH 27 HCL
Organ fc £SEM (%) bei 100 ECso
pmol/l Endkonzentration (umol/l)
Aorta -61,64 £ 5,43 54,5
Arteria pulmolnalis -60,96 + 6,45 61,2
terminales lleum -94,16 +3,39 13,0

Abbildung 46: Tabelle zeigt die Wirkung von MAH 27 HCI auf die glatte Muskulatur

MAH 27 HCI Ubte auf die Organe der glatten Muskulatur eine starke Wirkung aus,
aber (bis auf das lleum) eine nicht so starke Wirkung wie bei der quergestreiften
Muskulatur. Der ECso Wert wurde bei allen drei Organen ermittelt, wobei der
niedrigste Wert von 13,0 umol/l die Pulmonalarterie hat.

Laut der Tabelle betrug der Kontrollwert bei der Aorta 8,58 + 0,81 mN und nach der
Zugabe von 100 pmol/l der Testsubstanz betrug der Wert 3,31 + 0,55 mN (=-61,64 +

5,43 %). Das zeigt eine stetig schwache Abnahme der Kontraktionskratft.

Der EC5o Wert betragt bei der Aorta 54,5 pumol/I.
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MAH 27 HCI hatte eine ahnliche Wirkung auf die Pulmonalarterie wie auf die Aorta.
Der Kontrollwert liegt zu Beginn bei 13,37 = 1,74 mN und nach der Zugabe von 100
pmol/l von der Testsubstanz liegt der Wert bei 5,0 £ 1,17 mN (= -60,96 + 6,45 %).

Bei der Pulmonalarterie betragt der ECso Wert 61,2 pumol/l.

Die signifikanteste Wirkung an der glatten Muskulatur sieht man beim terminalen
lleum, was hier eine spasmolytische Wirkung darstellt. Der Kontrollwert lag bei 14,51
+ 0,98 mN und nach der Zugabe von 30 umol/l von MAH 27 HCI betrug der Wert
0,85 £ 0,51 mN (=-94,16 * 3,39 %).

Der ECso Wert betragt beim Darm 13,0 pmol/I.

4.3. Versuchsreihen mit MAH 27 HCI in Kombination mit

Glibenclamid

Hier wurden 6 Versuche durchgefiihrt. Mit Hilfe vom Glibenclamid (=ein
Kaliumkanalblocker) soll der Wirkungsmechanismus von der Testsubstanz genauer
untersucht werden. Die ersten drei Versuche erfolgten mit einer Konzentration von 30
pmol/l Glibenclamid und bei den letzten drei Versuchen wurde eine Konzentration

von 100 pmol/l Glibenclamid verwendet.

4.3.1. Versuch mit MAH 27 HCI in Kombination mit 30 pmol/l

Glibenclamid

Nach dem Erreichen der Plateauphase wurden 30 umol/l Glibenclamid hinzupipettiert
und nach 45 Minuten wurden 15 pmol7l MAH 27 HCI hinzugesetzt.

Der Kontrollwert lag hier bei 11,69 £ 1,35 mN und nach der Zugabe von Glibenclamid
und MAH 27 HCI wurde ein Wert von 2,88 + 2,1 mN erreicht.
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4.3.2. Versuch mit MAH 27 HCI in Kombination mit 100 pmol/I

Glibenclamid

Nun wurden 100 pmol/l anstelle von 30 umol/l Glibenclamid zu dem Organbad, in
dem sich das Préaparat befindet, dazugegeben. Der Kontrollwert lag bei 9,36 + 1,55
mN und nach der Zugabe von 100 pmol/l Glibenclamid und 15 pmol/l der
Testsubstanz betrug der Wert 0,1 = 0,1 mN.

Das Zustanden kommen der relaxierenden Wirkung ist wahrscheinlich nicht durch die
Offnung der ATP-abhangige-Kalium-Kanal bedingt.

Zur Untersuchung eines maglichen Wirkungsmechanismus wéren somit noch weitere

Versuche notwendig.

57



5. Zusammenfassunq

In dieser wissenschaftlichen Arbeit ging es um die in vitro- Untersuchung von einem
am Department fir Medizinische/Pharmazeutische Chemie der Universitat Wien
synthetisierten Testsubstanz und zwar das MAH 27 HCI. Diese wurde in den
Konzentrationen 1 pmol/l, 3 pmol/l, 10 pmol/l, 30 pmol/l und 100 pmol/l an 5
verschiedenen Organen (Arteria pulmonalis, Atrium dextrum, Aorta, Musculus

papillaris und das terminale lleum)von Meerschweinchen analysiert.

Mithilfe des Musculus papillaris wurde eine eventuelle positive oder negative inotrope
Wirkung untersucht, wahrend beim Atrium dextrum der Effekt der Testsubstanz auf
die Chronotropie getestet wurde. Bei den restlichen Praparaten, welche die
glattmuskularen Organe waren, wurde die Wirkung von MAH 27 HCl auf die

Kontraktionskraft genauer untersucht.

FUr eine reprasentative Aussage war es wichtig mindestens 4 Versuchsreihen pro

isoliertes Organ durchzufthren.

Am Papillarmuskel zeigte die Testsubstanz eine eindeutige negative inotrope
Wirkung, jedoch wurde der ECso Wert hier gar nicht erreicht.

Beim Vorhof zéhlte man die Schlage pro Minute. Durch die Zugabe der Testsubstanz
nahm die Zahl der Schlage stetig ab. Bei 11,6 umol/l wurde hier ein ECso Wert

erreicht.

Am Darm wurde auch eine spasmolytische Wirkung gezeigt, wahrend es bei der

Aorta und der Pulmaonalarterie zu einer schwachen vasodilatierenden Wirkung kam.

Der ECso Wert liegt beim Darm bei 13 pumol/l, bei der Aorta betragt der Wert 54,5

pmol/l und bei der Pulmonalarterie hat er einen Wert von 61,2 pumol/l.

Dadurch dass beim terminalen lleum die starkste Abnahme der Kontraktionskraft
beobachtet wurde, verwendete man dieses Organ auch zur Untersuchung des
Wirkmechanismus der Testsubstanz MAH 27 HCI. Dazu verwendete man

Glibenclamid.
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Im zweiten Teil der Diplomarbeit wurde der Wirkmechanismus genauer am lleum
terminales untersucht. Mit dem Glibenclamid blockierte man den ATP-abh&ngigen

Kaliumkanal.

Wie schon oben erwahnt, ist die relaxierende Wirkung vom MAH 27 HCI vermutlich
nicht durch die Offnung des ATP-abhangige-Kalium-Kanals entstanden. Daher sind
fur die Untersuchung eines moglichen Wirkungsmechanismus noch weitere

Versuche notig.
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