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Einleitung

I Einleitung

lonenkanéle bilden die Grundlage fur die elektrische Erregbarkeit von Herzmuskelzellen. Sie
sind hydrophile Poren mit unterschiedlicher, teils sehr hoher Selektivitat fir die lonen des
Extra- und Intrazellularraums. Der Leitwert von lonenkanélen wird durch die Konzentration von
lonen auf der intra- und extrazellularen Seite bestimmt. Die Funktion der lonenkanéle wird tiber
ihre Offenwahrscheinlichkeit gesteuert. Die Regulation kann auf verschiedene Arten erfolgen.
Eine groRe Gruppe wird durch Anderungen der Spannung beeinflusst. Andere werden durch
die Bindung eines Transmitters oder Liganden aktiviert. Auch das Zellvolumen und
mechanische Reize konnen lonenkandle regulieren (Carmeliet 1999; Thews et al. 1999;
Ashcroft 2000).

Unter Ruhebedingungen kann das Membranpotential jeder Zelle als elektrochemisches
Gleichgewichtspotential betrachtet werden. Fir dessen Betrag sind sowohl die intra- und
extrazellularen lonenkonzentrationen als auch die Permeabilitdt der Zellmembran fir diese
lonen bestimmend. Durch das Offnen von lonenkandlen wird die Permeabilitat verandert, so
dass sich ein neues Gleichgewichtspotential einstellen kann. Aufgrund der bestehenden
elektrochemischen Triebkraft kommt es zu lonenstrémen durch die gedffneten Kanale (Thews
et al. 1999, Berg et al. 2003).

Die physiologische Relevanz von lonenkanalen wird durch Erkrankungen unterstrichen,
welche auf Mutationen von Kandalen beruhen. Krankheiten wie Herzrhythmusstérungen,
Muskelsteifigkeit und Lahmungen, Epilepsie und zystische Fibrose kdnnen mittlerweile durch
die Fehlfunktion von lonenkandalen erklart werden. Umgekehrt haben diese Krankheiten zum
Verstandnis der physiologischen Funktionen der entsprechenden lonenkanale beigetragen
(Spooner et al. 1994; Ackerman, Clapham 1997; Ashcroft 2000; Shieh et al. 2000).
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I.L A Aktionspotential von Herzmuskelzellen

Das Aktionspotential von Herzmuskelzellen wird von den Schrittmacherzellen des
Sinusknotens getriggert, indem durch Hyperpolarisation der Zellmembran lonenkanale
gedffnet werden, die fir Natrium- und Kaliumionen permeabel sind. Die daraus resultierende
langsame Depolarisation fiihrt bei Erreichen eines Schwellenpotentials zur Offnung von
spannungsabhangigen Natriumkanalen. Dieser Natriumeinstrom (ly,) ist fir den raschen
Aufstrich des Aktionspotentials verantwortlich (Phase 0). Die Frequenz der Depolarisation des
Sinusknotens als primarem Schrittmacherzentrum kann durch nervale Einflisse variiert
werden. So wird durch Freisetzung von Acetylcholin aus parasympatischen Nervenendigungen
Uber muskarinische (M,) Rezeptoren ein Kaliumkanal (Kacn) aktiviert, der die Zellmembran
hyperpolarisiert und der langsamen Depolarisation entgegenwirkt (Brown 1990; Mutschler
et al. 1995; Dascal 1997).

Die Ausbreitung des Aktionspotentials auf den gesamten Herzmuskel erfolgt (ber das
Reizleitungssystem von Atrioventrikular(AV)-knoten, Hisbiindel, Kammerschenkeln und
Purkinjefasern. Letztere gehen an vielen Stellen in das Myokard Uber, so dass danach die
Weiterleitung zu benachbarten Herzmuskelzellen erfolgen kann und das Herz dadurch

synchron erregt wird (Thews et al. 1999).

Im Myokard folgt auf die rasche Depolarisation zunachst eine geringe Repolarisation durch
einen kurzen vortbergehenden Kaliumauswartsstrom (I ,transient outward”; Phase 1). In der
Plateauphase (Phase 2) des Aktionspotentials befindet sich der Einstrom von Kalziumionen
durch T-Typ- und L-Typ-Kalziumkanale mit dem Kaliumionenausstrom im Gleichgewicht, so

dass die Zellmembran depolarisiert bleibt (Anumonwo et al. 1991; Spooner et al. 1994).

Die elektromechanische Kopplung bewirkt eine Kontraktion des Myokards: Der Kalzium-
einstrom wahrend der Plateauphase fuhrt zur Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum. Das Kalzium schafft durch Bindung an kontraktile Myofilamente die Mdglichkeit,

mittels ATP-Hydrolyse die Herzmuskelzelle zu kontrahieren.

Der Ausstrom von Kalium erfolgt tGber eine Vielzahl von Kaliumkanaltypen, die unterschiedlich
rasch und lange durch die Depolarisation aktiviert werden (I, ,ultra rapid“, Iy, ,rapid®,
Iks »Slow*). Das Aktionspotential wird nach dem SchlieBen der Kalziumkanale durch
Kaliumstrome terminiert (I, lks; Phase 3). Das Ruhemembranpotential (Phase 4) wird dann

von der Kaliumpermeabilitdt bestimmt, bis das nachste Aktionspotential beginnt (Snyders
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1999; Nerbonne et al. 2001). Die folgende Abbildung I.1 stellt das Aktionspotential einer

Herzmuskelzelle schematisch dar.

Phase 1
l, Phase 2
0
\ ICa1 IKur1 IKr1 IKS
Phase 3
Phase 0 o ko lkss lka
INa /
| Phase 4
KATP |
J K1

—/

Abbildung 1.1: Ventrikulares Aktionspotential und die daran beteiligten lonenkandle (nach Snyders 1999);
Ina Natriumeinwartsstrom, lca Kalziumeinwartsstrom, |, Kaliumauswartsstrom ,transient outward”,
Iks langsam  aktivierender Kaliumauswartsstrom ,slow”, Ik schnell aktivierender Kalium-
auswartsstrom ,rapid“, lka Sehr schnell aktivierender Kaliumauswartsstrom ,ultra rapid®,
Ik1 einwartsrektifizierender Kaliumstrom, Ikarp durch Ischémie aktivierter, ATP-abhéngiger

Kaliumkanal

Neben den beschriebenen lonenbewegungen, die beim Aktionspotential unter normalen
Bedingungen auftreten, hat man bei Ischamie einen weiteren Kaliumkanal beobachtet, der
durch intrazellulares ATP reguliert wird. Die Offnung dieses Kanals fiihrt zu einer deutlichen
Verkirzung und Verformung des Aktionspotentials, die schematisch in Abbildung l.1
skizziertist. Wie in spateren Abschnitten noch ausfuihrlich beschrieben wird, bestehen
Uberzeugende tierexperimentelle Befunde, die zeigen, dass die Aktivierung von ATP-
sensitiven K" Kanélen in der sarkolemmalen Membran von ventrikularen Herzmuskelzellen
unter hypoxischen oder ischamischen Bedingungen die Entstehung kreisender Erregungen im
Herzen fordert (Janse, Wit 1989). Beim Menschen kann dies zum Kammerflimmern und somit

zum plétzlichen Herztod fiihren.
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Aus diesem Grunde besitzen die sarkolemmalen Karp-Kanalen im Herzen eine grofe
pathophysiologische Bedeutung. Sie stehen daher im Fokus flr eine neue Therapie gegen
lebensbedrohliche Arrhythmien. Es kann angenommen werden, dass Inhibitoren der
sarkolemmalen Kamp-Kanédle unter ischamischen Bedingungen die Verkirzung der
Aktionspotentialdauer vermindern und daher ein geeignetes Mittel gegen den plotzlichen
Herztod darstellen. Da Inhibitoren von Karp-Kanélen das Thema dieser Arbeit bilden, wird in

den folgenden Abschnitten deren Aufbau, Regulation und Funktion naher beschrieben.
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.B ATP-abhangige Kaliumkanale

[.B.1 Struktur des Katp-Kanals

ATP-abhéangige Kaliumkanéle bestehen aus einem Heterooktamer aus vier porenbildenden
Untereinheiten vom Typ Kir 6.x und vier Sulfonylharnstoffrezeptor- (SUR-) Untereinheiten
(Clement et al. 1997; Fuijita, Kurachi 2000; siehe Abbilung 1.2).

Kir 6.x SUR

-I-Ha”

Abbildung 1.2: Topologie des ATP-abhéngigen Kaliumkanals (Fujita, Kurachi 2000)

Die Kir 6.x-Untereinheit

Die porenbildende Kir 6.x-Untereinheit gehort zur Gruppe der einwarts rektifizierenden
Kaliumkandle. Eine Kir-Untereinheit besteht aus zwei Transmembrandomanen (M1 und M2)
und einer Poren-Schleife (H5). Der N- und C-Terminus befinden sich intrazellular. In der
Poren-Schleife der bekannten kaliumselektiven Kanale befindet sich die Tripeptid-Sequenz
Glycin-Tyrosin-Glycin  (GYG). Bei der Kir 6.x-Untereinheit ist dieses Motiv zu Glycin-
Phenylalanin-Glycin (GFG) abgewandelt, wobei die Selektivitéat der Pore erhalten bleibt.
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Bei Untereinheiten aus der Kir-Familie werden Kalium-Auswértsstrome durch Blockade der
Pore von innen mit Magnesiumionen und mit natirlich vorkommenden Polyaminen wie
Spermin und Spermidin (,intrinsic gating“) erschwert (Ficker et al. 1994). Bei Kir 6.x-

Untereinheiten ist jedoch die Einwarts-Rektifizierung nur schwach ausgepragt.

Es sind bisher die Untereinheiten Kir 6.1 und Kir 6.2 gefunden worden. Die Kir 6.1-Untereinheit
wird auf Chromosom 12p11.23 codiert (Inagaki et al. 1996). Das Gen hat drei Exons, das
resultierende Protein besteht aus 424 Aminosauren (Aguilar-Bryan et al. 1998). Die Kir 6.2-
Untereinheit wird von einem intronlosen Gen auf Chromosom 11p15.1 codiert (Inagaki et al.
1995). Das Kir 6.2-Protein besteht aus 390 Aminoséuren (Aguilar-Bryan et al. 1998). Die
Kir 6.1- und Kir 6.2-Proteine sind zu ungefahr 70% identisch (Sakura et al. 1995). Die Kir 6.1-
Untereinheit enthaltende Kanéle haben einen geringeren Leitwert als Kanale, die die Kir 6.2-
Untereinheit enthalten (Babenko et al. 1998). Bei der Kir 6.2-Untereinheit ist bekannt, dass sie
an Threonin 224 und Serin 372 durch Proteinkinase A sowie an Threonin 180 durch Protein-

kinase C phosphoryliert werden kann (Fujita, Kurachi 2000).

Der Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR)

SUR wird nach seiner Bindungsstelle fir Sulfonylharnstoffe benannt. Die SUR-Untereinheit
bewirkt die Sensitivitit des Kap-Kanals fiir Sulfonylharnstoffe und andere Blocker

(beispielsweise Repaglinid und Meglitinid) sowie Kaliumkanal6ffner.

SUR gehort zur groBen ATP-Bindungs-Cassette- (ABC-) Transporter-Familie, die mit den
Multi-Drug-Resistance-Proteinen nahe verwandt ist (Babenko et al. 1998). SUR 1 wird von
einem Gen auf Chromosom 11p15.1 mit 39 Exons (Aguilar-Bryan et al. 1995), SUR 2 von
einem Gen auf Chromosom 12p12.12 mit 38 Exons codiert (Chutkow et al. 1996). Das
Exon 18 von SUR 1, welches fiir einen Teil der ersten Nukleodidbindungsfalte codiert, fehlt bei
SUR 2 (Aguilar-Bryan et al. 1998). Bei SUR 2 findet alternatives Splei3en bei Exon 38 statt, es
resultieren die SpleiRvarianten SUR 2A (Exon 38a) und SUR 2B (Exon 38b).

Die resultierenden Proteine sind 1581 (SUR 1) beziehungsweise 1549 (SUR 2A und SUR 2B)
Aminosauren lang (Aguilar-Bryan et al. 1998). Die SUR 2-Proteine sind zu ungefahr 67%
identisch mit SUR 1, SUR 2A ist zu 97% identisch mit SUR 2B. Die letzten 42 Aminosauren
des C-Terminus von SUR 2B sind allerdings hoch homolog zu dem C-Terminus von SUR 1
(Fujita, Kurachi 2000). Der Amino-Terminus liegt extrazellular, der Carboxy-Terminus
intrazellular. SUR hat vermutlich 17 Transmembrandoméanen. Zwischen der elften und zwdélften

Transmembrandomane sowie am Carboxylende liegen zwei Nukleotid-Bindungs-Falten mit

-6 -
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den so genannten Walker-A- und Walker-B-Motiven. Diese sind an der Aktivierung des Kanals
durch ATP/MgADP beteiligt. SUR 1 kann an Serin 1571 durch die Proteinkinase A
phosphoryliert werden (Fujita, Kurachi 2000).

[.B.2 Gewebeverteilung des Katp-Kanals

Der ATP-sensitive Kaliumkanal wurde in ventrikularen und atrialen Herzzellen entdeckt (Noma
1983). Danach wurde er auch im Pankreas, im Skelettmuskel, in Neuronen und in glatten
Muskelzellen nachgewiesen (Cook, Hales 1984; Spruce et al. 1985; Ashford et al. 1988;
Standen et al. 1989; Nichols, Lederer 1991). Des weiteren wird postuliert, dass in den

Mitochondrien ATP-sensitive Kaliumkanale vorhanden sind (Inoue et al. 1991).

Die Expression der beiden Kir-Untereinheiten mit den drei moglichen SUR-Untereinheiten fiihrt
zu Karp-Kanédlen mit verschiedenen biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften.
Diese Eigenschaften konnen mit denen der nativen Kandle verglichen werden. Aul3erdem
konnte der Nachweis der Kanale aus Gewebe mittels molekularbiologischer Methoden
erfolgen. Die Kir 6.1-Untereinheit wird ubiquitar exprimiert, die Untereinheit Kir 6.2 vor allem in
pankreatischen ?-Zellen, im Gehirn, im Herzen und im Skelettmuskel (Inagaki et al. 1995;
Inagaki et al. 1996). Durch Kir 6.2-Knockout-Mause konnte gezeigt werden, dass die Kir 6.2-
Untereinheit die porenbildende Untereinheit bei pankreatischen und kardialen, jedoch nicht bei
vaskularen und mitochondrialen Karp-Kanalen darstellt (Miki et al. 1998a; Suzuki et al. 2001;
Suzuki et al. 2002). Bei Méausen, in denen die Untereinheit Kir 6.1 fehlt, ist die Regulation des

Gefalltonus gestort, insbesondere in den Koronararterien (Miki et al. 2002).

Die Expression von SUR 1 findet in den ?-Zellen des Pankreas und im Gehirn statt (Aguilar-
Bryan et al. 1995; Thomas et al. 1995). SUR 2 wurde zunachst im Herzen, im Skelettmuskel
und im Gehirn gefunden (Chutkow et al. 1996). SUR 2A scheint beschrankt auf Herz- und
Skelettmuskeln exprimiert zu werden, wahrend SUR 2B nahezu in jedem Gewebe vorkommt
(Davis-Taber et al. 2000).

Die Kombination von Kir 6.2-Untereinheiten und SUR 1 befindet sich vor allem in den
pankreatischen ?-Zellen (Inagaki et al. 1995), aber auch in Neuronen. Im Myokard und im
Skelettmuskel setzt sich der Karp-Kanal aus der Kir 6.2-Untereinheit und SUR 2A zusammen.
Der Karp-Kanal in glatten GefaRmuskelzellen besteht aus Kir 6.1-Untereinheiten und SUR 2B
(Aguilar-Bryan et al. 1998; Fujita, Kurachi 2000). Der Aufbau der mitochondrialen ATP-

sensitiven Kaliumkanale ist noch nicht aufgeklart: Kir 6.1- sowie Kir 6.2-Untereinheiten und

-7 -



Einleitung

SUR 2A sind potenzielle Untereinheiten (Hu et al. 1999b; Seharaseyon et al. 2000; Terzic et al.
2000; Liu et al. 2001b; Singh et al. 2003).

[.B.3 Regulation und Funktion des Karp-Kanals

ATP-abhéngige Kaliumkanéle (Karp) koppeln das Membranpotential der Zelle an deren
metabolischen Status (Noma 1983). Die Offnung von Karp-Kanalen fiihrt zu einer Erhéhung
der Kaliumpermeabilitdt, wodurch sich das Membranpotential dem Kaliumgleichgewichts-
potential von ca. -90 mV ann&hert. Diese Anderung der Kaliumpermeabilitat ruft in den

einzelnen Geweben unterschiedliche Wirkungen hervor.

Katp-Kanale in R-Zellen des Pankreas

In den B-Zellen des endokrinen Pankreas koppelt der Karp-Kanal den Blutglucosespiegel an
die Insulinfreisetzung. Bei hoher Glucosekonzentration wird in den ?-Zellen des Pankreas ATP
gebildet. Dieses bewirkt durch Schliel3en der Kanéle eine Depolarisation der ?-Zelle. Hierdurch
kommt es zur Offnung von spannungsabhingigen Kalziumkanélen und damit zu einem
Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration. Kalzium bildet das Signal fir die
exozytotische Freisetzung von Insulin ins Blut. Dadurch wird Glucose in Zellen aufgenommen
und der Blutglucosespiegel sinkt. Ein niedriger Blutzuckerspiegel fuhrt in den ?-Zellen zu einer
Abnahme der ATP-Konzentration, so dass Karp-Kandle gedffnet werden und die ?-Zell-
membran hyperpolarisiert. Die Karp-Kandle in den ?-Zellen des Pankreas sind also unter
physiologischen Bedingungen offen oder geschlossen, abhangig von der intrazellularen ATP-

bzw. der extrazellularen Glucose-Konzentration (Yokoshiki et al. 1998).

Katp-Kanéle in glatten Gefallmuskelzellen

Die Karp-Kandle in glatten GefalBmuskeln sind an der Aufrechterhaltung des basalen Tonus
beteiligt (Nelson, Quayle 1995; Farouque et al. 2002). Wichtig sind sie insbesondere bei der
Vasodilatation als Reaktion auf Hypoxie oder Ischamie (Daut et al. 1990; Kingsbury et al.
2001). Durch intrazellularen ATP-Mangel, der unter diesen Bedingungen eintritt, werden die
Kandle aktiviert und die Zellmembran wird hyperpolarisiert. Durch spannungsabhangige
Kalziumkanéle gelangt nun weniger Kalzium in die Zellen, was zu einer Relaxation des

GefalRmuskels fuhrt. Diese Vasodilatation bewirkt dann eine bessere Sauerstoffversorgung.
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Katp-Kanale in der sarkolemmalen Membran von Herzmuskelzellen

Es ist seit langerem bekannt, dass Hypoxie und metabolische Inhibierung einen
zeitunabhangigen elektrischen Strom in Herzmuskelzellen hervorruft (Isenberg et al. 1983;
Vleugels et al. 1980). Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik gelang es Trube und Hescheler
(Trube, Hescheler 1983) erstmals, einzelne Karp-Kandle in isolierten Herzmuskelzellen
nachzuweisen. Danach konnte gezeigt werden, dass diese Kandle durch metabolische
Inhibition von Herzmuskelzellen durch Cyanid oder Dinitrophenol aktiviert werden kdnnen
(Noma 1983; Trube, Hescheler 1984).

Weitere Untersuchungen ergaben, dass der Karp-Kanal durch intrazelluldres ATP inhibiert und
durch MgADP gedtffnet wird (Noma 1983; Nichols, Lederer 1991; Quayle et al. 1997). Die |Cs,-
Werte fir ATP wurden in Patch-clamp-Experimenten (,excised patch®) auf Werte zwischen
10 uM und 100 uM geschatzt, so dass die Kandle bei physiologischen ATP-Konzentrationen
stets geschlossen bleiben miissten (Babenko et al. 1998). Unter pathophysiologischen
Bedingungen in den Herzzellen o6ffnen Karp-Kandle jedoch bereits bei intrazellularen
ATP-Konzentration von wenigen mM, die nur geringfiigig unterhalb der physiologischen ATP-
Konzentration liegen (Nichols, Lederer 1992; Yokoshiki et al. 1998). Daraus folgt, dass es

aul3er ATP weitere Regulatoren des ATP-abhangigen Kaliumkanals geben muss.

Das Verhaltnis von ATP zu ADP ist bei der Aktivierung der Karp-Kandle sehr wichtig (Dunne,
Petersen 1986; Kakei et al. 1986). In Abwesenheit von ATP ist sogar ADP allein in der Lage,
Karp-Kanale zu inhibieren, wahrend es bei Anwesenheit von ATP die Offenwahrscheinlichkeit
erhoht (Findlay 1988). Wahrend einer Ischamie oder Hypoxie sinkt der Quotient der
Konzentrationen von ATP und ADP schneller als die ATP-Konzentration. Diese Veranderung
reicht fur eine deutliche Aktivierung der Karp-Kandle aus (Weiss, Venkatesh 1993). Auch
Protonen und Laktat, wie sie bei Sauerstoffmangel und metabolischem Stress entstehen,
erhbhen die Empfindlichkeit des Kanals fir ATP (Koyano et al. 1991; Keung, Li 1991).
Membranphospholipide, insbesondere Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,), kbnnen die
physiologische Nukleotidempfindlichkeit der Karp-Kanéle ebenfalls modulieren, indem sie die
Offenwahrscheinlichkeit erhéhen (Shyng, Nichols 1998; Baukrowitz et al. 1998). Coenzym-A-
Ester langkettiger Fettsauren wie Palmitoleinsaure und Olsaure fiihren zu einer hoheren Offen-
wahrscheinlichkeit bei konstanter ATP-Konzentration, die unveresterten langkettigen

Fettsauren haben die gegenteilige Wirkung (Liu et al. 2001a).

Wie schon erwéahnt, sind in der sarkolemmalen Membran von Herzmuskelzellen die Karp-
Kanale unter physiologischen Bedingungen geschlossen. Erst bei starkem ATP-Mangel

wahrend einer Ischamie werden diese Kanédle geoffnet. Diese Erh6hung der
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Kaliumpermeabilitat verkirzt das Aktionspotential deutlich. Dadurch wird der Kalziumeinstrom
wahrend der Plateauphase und infolgedessen die ischamische Kalziumiberladung der Zelle
verringert. Die extrazellulare Kaliumkonzentration wird unter Ischamie deutlich erhéht, was zu
einer Abnahme des Ruhemembranpotentials und der Leitungsgeschwindigkeit fihrt (Janse,
Wit 1989; Kantor etal. 1990; Gwilt et al. 1992). Unter Beriicksichtigung der sehr hohen
Kanaldichte in der Membran der Myozyten wird angenommen, dass zur Aktionspotential-
verkiirzung bereits die Aktivierung weniger Kandle (<1%) ausreicht, was bei einer ATP-
Verminderung um 30% denkbar ware (Faivre, Findlay 1990; Nichols et al. 1991; Weiss et al.
1992).

Bedeutung des mitochondrialen Katp-Kanals —
Ischamische Prakonditionierung

Préakonditionierung ist ein endogener Schutzmechanismus, bei dem eine oder mehrere kurze
Ischamiephasen einen Schutz vor Schadigungen durch eine folgende langandauernde
Ischamie, gefolgt von Reperfusion, bewirken (Murry et al. 1986). Die Protektion bezieht sich
auf alle Auswirkungen von Ischamie auf das Herz, sowohl auf die Infarktgrof3e als auch auf
Herzfunktion und Arrhythmieinzidenz (Murry et al. 1986; Ytrehus 2000). Im einzelnen wurden
eine verminderte Kalzium-Uberladung der Zellen, ein erhohter ATP-Gehalt, eine geringere
Azidose, die verringerte Freisetzung von Kreatinkinase (CK), Laktatdehydrogenase (LDH) und
Laktat sowie eine verringerte ST-Hebung im EKG beobachtet (Reimer et al. 1986; Yellon et al.
1998; Holmuhamedov et al. 1999). Sowohl die ischamiebedingte Nekrose als auch die
vorwiegend wahrend der Reperfusion auftretende Apoptose werden verringert (Zhao, Vinten-
Johansen 2002).

Alle untersuchten Spezies, darunter Hunde, Ratten, Kaninchen und Schweine, wurden mittels
ischdmischer Prakonditionierung (IPC) vor der Schadigung durch Ischdmie geschitzt (Murry
et al. 1986; Schulz et al. 1994; Munch-Ellingsen et al. 2000). Auch beim Menschen tritt dieses
Phanomen auf: In atrialem Gewebe in vitro wird die ischamische Zellschadigung durch
Prakonditionierung verringert. Ebenso wurde beobachtet, dass eine zweite koronare
Ballonangioplastie weniger Ischamiesymptome hervorruft als die erste. Zudem verbessert ein
Angina-pectoris-Anfall vor einem Herzinfarkt die Prognose zumindest wahrend des
Krankenhausaufenthaltes (Airaksinen, Huikuri 1997; Ghosh et al. 2000; Yellon, Dana 2000).
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Adenosin Endothelin

Bradykinin Noradrenalin

Opioide Acetylcholin Endothel
Angiotensin |1

Sauerstoff-

radl kale
Mitochondrium
ATP

Abbildung [.3: Schematische Darstellung der Signalwege der ischamischen Prakonditionierung; PKC Protein-
Kinase C, MAP-Kinase Mitogen-aktivierte Protein-Kinase, NO Stickstoffmonoxid, Gi/q G- und
Gg-Protein-gekoppelte Rezeptoren, nach Gross, Fryer 1999, Oldenburg et al. 2002 und Lebuffe
etal. 2003

Wie in Abbildung 1.3 dargestellt, kann Prakonditionierung durch viele verschiedene Mediatoren
hervorgerufen werden (Gross, Fryer 1999). Diese werden durch Ischamie freigesetzt,
beispielsweise Adenosin, Bradykinin oder Noradrenalin. Sie aktivieren Uber ihre Bindung an
Gi- oder G4-Protein-gekoppelte Rezeptoren die Signaltransduktionskaskaden von PKC,
Tyrosinkinase und MAP-Kinasen. Die Aktivierung dieser Kinasen fihrt zur Offnung
mitochondrialer K rp-Kanale (Dana, Yellon 1998; Yellon et al. 1998; Baines et al. 1999; Chilian,
Gross 1999; Yellon, Baxter 2000; Schulz et al. 2001; Bolli 2001). Stickstoffmonoxid (NO) aus
dem Endothel kann mit Sauerstoff zu freien Radikalen reagieren, die direkt und durch
Aktivierung von PKC zur Offnung mitochondrialer Kare-Kanéle filhren (Ockaili et al. 1999;
Patel, Gross 2001; Lebuffe et al. 2003). Die ischamischen Veradnderungen in den
Mitochondrien bewirken wiederum einen Anstieg der Produktion von freien Sauerstoffradikalen
und von NO (Garlid 2000; Pain et al. 2000; Forbes et al. 2001; Lebuffe et al. 2003).
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Der eigentliche Mechanismus, der den Schutz der Zellen bewirkt, ist noch nicht vollstéandig
aufgeklart. Es gibt Hinweise, dass die Offnung der mitochondrialen Karp-Kanile sowohl bei der
Initiierung der IPC eine Hauptrolle spielt (in der Literatur als ,Trigger bezeichnet), als auch am
Ende der Signalkaskade direkt am Protektionsmechanismus beteiligt ist (Oldenburg et al.
2002).

Eine interessante, von experimentellen Daten gestltzte Hypothese, beschreibt eine direkte
Beteiligung von mitochondrialen Karp-Kandlen an der Kardioprotektion (Garlid 2000; Laclau
et al. 2001; Dos Santos et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass ein Kaliumeinstrom durch
gedffnete Karp-Kandle in der inneren Membran von Mitochondrien zu einem Anstieg des
Volumens der mitochondrialen Matrix fuhrt, wodurch deren ischamiebedingte Volumen-
kontraktion verhindert wird (Garlid 2000; Kowaltowski et al. 2000). In der inneren
Mitochondrienmembran liegt die Adenin-Nukleotid-Translokase (ANT) und in der aul3eren die
mitochondriale Kreatin-Kinase (CK), die zusammen das energiereiche Phosphat von ATP auf
Kreatin Ubertragen. Die funktionelle Kopplung dieser beiden Enzyme zum Energietransport
aus den Mitochondrien ins Zytosol erfordert jedoch die Beibehaltung der raumlichen Strukturen
(Laclau et al. 2001; Dos Santos et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung
von mitochondrialen Karp-Kanélen diese Kopplung von ANT und CK bei Ischamie/Reperfusion
aufrechterhélt und somit kardioprotektiv wirkt. Zur Verdeutlichung ist dies in Abbildung 1.4

schematisch dargestellt.

Andere Arbeiten heben die wichtige Rolle der freien Sauerstoffradikale hervor, die durch die
Offnung von mitochondrialen Karp-Kanalen gebildet werden. Die Sauerstoffradikale aktivieren
Kinasen wie beispielsweise der p38-MAP-Kinase und bewirken auf bislang ungeklarte Weise
die beobachtete Protektion (Oldenburg et al. 2002; Yue et al. 2002).
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A normal — mitochondriale K ,;-K anéle geschlossen

Cr crp
Mitochondrium

r ANT \

Karp

\ _/

B |schamie — mitochondriale K ,;p-K anéle geschlossen
Volumenstorung cr cre

cK Mitochondrium

a4 ) )

\

C nach IPC — mitochondriale K ,p-K anéle gesffnet
Volumen reguliertcr c.p

-~

Mitochondrium

KATP

_/

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des funktionellen Zusammenhangs zwischen ANT und der

\—

mitochondrialen CK; A Normal: mitochondriale Karp-Kanéle geschlossen; B Ischamie:
mitochondriale Katp-Kanéle geschlossen, Volumenstérung; C nach IPC: mitochondriale Katp-
Kanéale gedffnet, Volumen reguliert; ANT Adenin-Nukleotid-Translokase, CK Kreatin-Kinase, Cr
Kreatin, CrP Kreatinphosphat, ADP Adenosindiphosphat, ATP Adenosintriphosphat
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[.B.4 Pharmakologische Beeinflussung des Katp-Kanals

Blocker des Katp-Kanals

Karp-Kanéle werden geschlossen durch Sulfonylharnstoffe, deren bekanntester Vertreter das
Glibenclamid ist, durch Benzoesaurederivate wie Repaglinid und Nateglinid, aber auch durch
Natrium-5-hydroxydecanoat (5-HD) (Coghlan et al. 2001). Die Wirkungen werden durch

Bindung der Substanzen an die SUR-Untereinheit hervorgerufen.

Das Antidiabetikum Glibenclamid wirkt mit hoher Affinitat auf die Karp-Kanale im Pankreas und
in Herzmuskelzellen (Krause et al. 1995; Gogelein 2001; Gribble et al. 1998), aul3erdem sind
Wirkungen auf die Koronardurchblutung nachgewiesen worden (Daut et al. 1994a; Daut et al.
1994b) Zudem wurde gezeigt, dass die protektive Wirkung von ischamischer
Préakonditionierung auf die InfarktgréRe von Ratten, Kaninchen und Hunden durch
Glibenclamid inhibiert wird (Mocanu et al. 2001; Wang et al. 2001a; Schultz et al. 1997a; Linz
et al. 1998; Jung et al. 2000; Sanada et al. 2001).

Ebenso ist bekannt, dass weitere Karp-Kanalblocker, die als Antidiabetika im Handel sind,
aul3er der Blockade von pankreatischen Karp-Kanélen auch Karp-Kandle in anderen Geweben
inhibieren. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass die Benzoeséaurederivate Meglitinid (Gribble
et al. 1998) und Repaglinid (Dabrowski et al. 2001) neben dem pankreatischen auch den

kardialen Karp-Kanal potent blockieren.

Substanzen, die hauptséchlich den sarkolemmalen Karp-Kanal blockieren, werden bei der
Firma Aventis gegen ventrikulare Arrhythmien entwickelt (Gogelein 2001). Der erste Vertreter
ist der Sulfonylthioharnstoff HMR 1098. Diese Substanz blockiert den sarkolemmalen Katp-
Kanal in Herzmuskelzellen etwa 10fach potenter als den Karpe-Kanal in den [-Zellen des
Pankreas und zeigt nur sehr geringe Wirkung auf K,rp-Kanéle in der glatten Muskulatur der

Koronargefal3e (Gogelein et al. 1998).

5-Hydroxydecanoat (5-HD) wird als ein selektiver Inhibitor fiir mitochondriale Karp-Kanale
angesehen (Schultz et al. 1997b; Gross, Fryer 1999; Munch-Ellingsen et al. 2000; Fryer et al.
2001). Es wurde gezeigt, dass 5-HD die ischamische Prakonditionierung in Ratten (in vitro und
in vivo) und Kaninchen verhindert (Schultz et al. 1997b; Munch-Ellingsen et al. 2000). Dabei
muss 5-HD nicht notwendigerweise vor der Prakonditionierung appliziert werden: eine 5-HD-
Gabe ist auch wahrend der Prakonditionierung und kurz vor Ende der Indexischamie wirksam

(Fryer et al. 2001). Die monophasische Aktionspotentialdauer in Kaninchen wird dabei jedoch
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nicht beeinflusst, ebensowenig Blutdruck und Herzfunktion in vivo bei Ratten und Kaninchen
(Munch-Ellingsen et al. 2000; Fryer et al. 2001).

Offner des Karp-Kanals

Karp-Kanéle werden durch Substanzen unterschiedlicher Strukturklassen gedéffnet, darunter
Diazoxid, Minoxidilsulfat, Pinacidil und sein Analogon P1075 sowie Benzopyranderivate wie

Cromakalim.

Diazoxid zeigt Affinitat zu pankreatischen, vaskularen und mitochondrialen Karp-Kanalen, nicht
aber zu sarkolemmalen (Gross, Fryer 1999; Liu et al. 1999; Gross 2000; Grover, Garlid 2000;
Sato, Marban 2000). P1075 wirkt nicht auf den mitochondrialen Kanal. Pinacidil und

Chromakalim aktivieren die sarkolemmalen und mitochondrialen Karp-Kanale.

Offner des Karp-Kanals wurden zunéchst gegen Bluthochdruck entwickelt, weitere potenzielle
Indikationen sind myokardiale Ischamie, Angina pectoris und Raynaud-Syndrom sowie
Asthma, Hyperaktivitdt der Harnblase und Haarausfall (Coghlan et al. 2001). Die Vielzahl
moglicher Indikationen weist jedoch bereits darauf hin, dass an die Selektivitat therapeutisch

einsetzbarer Substanzen besondere Anforderungen zu stellen sind.
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I.C  Herzrhythmusstérungen und deren medikamentése
Therapie

I.C.1 Formen von Herzrhythmusstdérungen

Herzrhythmusstérungen lassen sich in Stérungen der Erregungsbildung und in solche der
Erregungsleitung unterteilen. Man unterscheidet bradykarde Stdérungen mit weniger als 60
Herzschlagen pro Minute, tachykarde mit mehr als 100 Schlagen pro Minute, jeweils in Ruhe,
und solche mit unregelmafigem, arrhythmischem Herzschlag. Diese Arrhythmien umfassen
von einzelnen Extrasystolen (ber Salven, Flattern bis Flimmern eine Reihe unterschiedlich

schwerwiegender Krankheitsbilder (Mutschler et al. 2001).

Vorhofflimmern ist die verbreitetste Arrhythmieform und nimmt mit dem Alter an Haufigkeit zu.
Da in den Vorhofen das Blut nicht mehr gepumpt wird, kann es dort zur Bildung von
Blutgerinnseln kommen. Diese kénnen losreil3en und dann eine Embolie, beispielsweise in der

Lunge oder im Gehirn, hervorrufen (Mutschler et al. 2001).

Ventrikulare Arrhythmien kénnen zu kreisender Erregung fihren und in Kammerflimmern
Ubergehen. Kammerflattern und Kammerfimmern sind Hauptursache des pl6tzlichen
Herztodes. Der Blutkreislauf ist dabei durch die hohen Frequenzen nicht gewéahrleistet, so dass
der entstehende Sauerstoffmangel rasch zu Organschaden fuhrt. Die Grundlage fiur pl6tzlichen
Herztod liegt in einer Vorschadigung des Herzens durch Nekrose (Infarkt), Fibrose sowie
Hypertrophie und daraus resultierenden Stérungen bei der Weiterleitung des Aktionspotentials
(Myerburg et al. 1992). Auslosende Ereignisse fur Arrhythmien kdnnen dann eine akute
Ischamie, neuroendokrine oder hamodynamische Einflisse, Elektrolytstérungen, aber auch
Nebenwirkungen eines Arzneimittels sein (Myerburg et al. 1992; Zipes, Wellens 1998).
Atherosklerotische Plaques, die bei den meisten Patienten mit plotzlichem Herztod gefunden
werden, weisen auf die besondere Gefahrdung durch regionale Ischamie hin (Farb et al.
2001). Kammerflimmern kann durch gestorte Automatie von Schrittmacherzellen, getriggerte
Aktivitat mit Nachpotentialen oder kreisende Erregungen initiiert und aufrechterhalten werden
(Zipes, Wellens 1998; Jalife 2000).
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1.C.2 Klassen der Antiarrhythmika

Antiarrhythmika gegen tachykarde Stérungen und Extrasystolen werden aufgrund ihres

Wirkprinzips in vier Klassen eingeteilt (Vaughan-Williams-Klassifizierung):

Klasse-I-Antiarrhythmika sind  Natriumkanal-Blocker, welche die Geschwindigkeit der
Depolarisation (Phase 0) und somit auch die der Weiterleitung des Aktionspotentials
verringern. Die Ausldsung eines Aktionspotentials wird dadurch erschwert. Die Dauer des
Aktionspotentials kann zunehmen (Klasse 1A), abnehmen (IB) oder gleich bleiben (IC), da auch
andere Kanalproteine unspezifisch blockiert werden kdnnen. Klasse-I-Antiarrhythmika sind
beispielsweise Chinidin (Klasse IA), Lidocain (IB) und Flecainid (IC). Fir Encainid, Flecainid
und Moricizin (Klasse IC) wurde allerdings gezeigt, dass sie die Mortalitat der Patienten
erhdhen, obwohl die Rhythmusstorung effektiv unterdriickt wurde [Cardiac Arrhythmia
Suppression Trial (CAST) Investigators 1989; Cardiac Arrhythmia Suppression Trial ll
(CAST II) Investigators 1992].

?-Blocker werden als Klasse-ll-Antiarrhythmika bezeichnet. Aufgrund ihrer antiadrenergen
Wirkung eignen sie sich fiir tachykarde Rhythmusstérungen. Mehrere Studien konnten nach
Herzinfarkt eine Reduktion der Mortalitat und der plétzlichen Herztode zeigen (Norwegian
Multicenter Study Group 1981; ISIS-1 Collaborative Group 1986; Pitt 1992; Hjalmarson 1997).
Ebenso konnte gezeigt werden, dass [3-Blocker eine Verbesserung in der Mortalitat bei

Patienten mit Herzinsuffizienz bewirken (Lechat et al. 2001; Singh 2001).

Kalium-Kanal-Blocker fiihren zur Verlangerung des Aktionspotentials aufgrund ihrer
Verzdgerung der Repolarisation (Phase 3). Zu diesen Klasse-llI-Antiarrhythmika gehoren
Amiodaron und Sotalol. Von Sotalol wird das Razemat eingesetzt, das zudem
?-Adrenorezeptoren blockiert. Es liegt ein gutes Wirksamkeits- und Sicherheitsprofil vor
(MacNeil et al. 1993; Hohnloser 1997). D-Sotalol, das ausschlieBlich als Hemmstoff des
schnellen, verzdgerten Kaliumstromes (lx) wirkt und daher als reines Klasse-lll-
Antiarrhythmikum klassifiziert wird, konnte die Mortalitdt nach Herzinfarkt wegen seiner
proarrhythmischen Wirkung jedoch nicht verringern (Waldo et al. 1996). Amiodaron wirkt auf
viele lonenkandle sowie etliche Rezeptoren und zeigt eine komplexe Pharmakokinetik.
Wahrend akut keine konsistente Wirkung auf die Aktionspotentialdauer beobachtet werden
kann, erfolgt langfristig eine Aktionspotentialverlangerung (Kodama et al. 1999). Die
Wirksamkeit von Amiodaron und die Sicherheit beziglich der kardialen Wirkung wurde in
mehreren Studien Uberzeugend gezeigt (Cairns et al. 1997; Julian et al. 1997; Connolly 1999;

Elizari et al. 2000). Trotz einer signifikanten Verringerung der Todesfalle durch Arrhythmien ist
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jedoch der Einfluss von Amiodaron auf die Gesamtmortalitdt der Patienten widersprichlich:
Julian et al. (1997) konnten im Gegensatz zu Cairns et al. (1997) keine Reduktion zeigen.
Nach akutem Herzinfarkt erhdhten hohe Dosen Amiodaron die Mortalitat, so dass die Dosis fur
den weiteren Verlauf der Studie halbiert wurde (Elizari et al. 2000). Schwerwiegende Neben-
wirkungen auf Schilddriise, Lunge und Leber und eine schlechte Steuerbarkeit durch die
extrem lange Halbwertszeit sind Nachteile, die die Suche nach sicheren und effektiven

Antiarrhythmika notwendig machen.

Klasse-IV-Antiarrhythmika sind Substanzen wie Verapamil und Diltiazem, die durch Hemmung
des L-Typ-Kalziumkanals die atrioventrikulare Uberleitung und die effektive Refraktarzeit
verlangern. Durch Kalzium-Uberladung koénnen Nachpotentiale und Automatizitat von
Schrittmacherzellen induziert sowie die Weiterleitung von Aktionspotentialen verhindert

werden, Kalziumkanal-Blocker wirken dem entgegen (Opie 1991).

[.C.3 Vorteile von Katp-Blockern

Selektive Inhibitoren sarkolemmaler K,tp-Kandle haben den einzigartigen Vorteil, dass sie bei
ausreichender Sauerstoff- und Energieversorgung des Myokards keinen Einfluss auf die
Herzfunktion austiben, da diese Kandle unter physiologischen Bedingungen geschlossen sind.
Eine proarrhythmische Wirkung durch Verlangerung der normalen Aktionspotentialdauer kann
daher ausgeschlossen werden. In Hinblick auf die Arzneisicherheit waren daher selektiv
sarkolemmale Karp-Kanalblocker allen anderen bekannten  Antiarrhythmika sehr

wabhrscheinlich Gberlegen.

Erst unter den pathophysiologischen Umstanden einer myokardialen Ischamie werden die
Karp-Kanéle gedffnet. Die Aktionspotentialverkirzung fihrt zur Heterogenitat der Refraktérzeit
innerhalb des ischdmischen Myokards und zwischen ischdmischen und gesunden Arealen, so
dass die Entstehung von Arrhythmien ermdglicht wird (Picard et al. 1999). Unter Sauerstoff-
mangelbedingungen kdnnen daher Karp-Blocker die Inzidenz von Kammertachykardien und
Kammerflimmern verringern. Diese Verringerung der Arrhythmieh&ufigkeit wurde in
Tiermodellen mit dem Sulfonylharnstoff Glibenclamid gezeigt (Bril et al. 1992; Tosaki et al.
1993; Billman 1994).

Bei Typ-2-Diabetikern mit koronarer Herzkrankheit und Arrhythmien, die mit Sulfonyl-
harnstoffen behandelt wurden, wird eine geringere Inzidenz ventrikularer Arrhythmien
beobachtet als bei mit anderen Antidiabetika behandelten Patienten (Schotborgh, Wilde 1997).

Es konnte gezeigt werden, dass Glibenclamid im Vergleich zu Metformin die Haufigkeit von
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ischAmiebedingten Arrhythmien reduziert. Die H&aufigkeit von ischamischen Episoden wurde
dabei nicht verringert, ebensowenig wie die Anzahl von ischdmieunabhangigen Arrhythmien
(Cacciapuoti et al. 1991). Nach Myokardinfarkt ist bei Glibenclamid-behandelten Diabetikern
die Arrhythmieinzidenz (Kammertachykardien und Kammerflimmern) und die Mortalitat im
Krankenhaus signifikant geringer als bei Patienten ohne Diabetes und Diabetikern ohne
Glibenclamid-Behandlung (Lomuscio, Fiorentini 1996). Die retrospektive Auswertung von
Patienten mit akutem Myokardinfarkten in Perth zeigte, dass die Arrhythmiehaufigkeit von
Diabetikern, die mit Glibenclamid behandelt wurden, vergleichbar zu der von nicht-
diabetischen Patienten war, jedoch signifikant geringer als die von Diabetikern, die mit Insulin
behandelt wurden (Davis et al. 1998).

Aufgrund seiner Wirkung auf die R-Zellen des Pankreas ist Glibenclamid als Arzneimittel
gegen lebensbedrohliche Rhythmusstérungen in einer breiten Bevolkerungsschicht nicht
geeignet. Ein neues Antiarrhythmikum miuisste den sarkolemmalen Karp-Kanal selektiv
inhibieren. Deshalb besteht ein grofRer Bedarf an der Entwicklung weiterer sarkolemmaler

Karp-Kanalblocker gegen den ischamiebedingten plétzlichen Herztod.
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Zielsetzung dieser Arbeit

Etablierung eines pradiktiven Versuchsmodells, um die Wirksamkeit verschiedener
Blocker des ATP-sensitiven Kaliumkanals (Karp) unter ischdmischen Bedingungen am
Herzen zu untersuchen. Hierzu wurde das isoliert-perfundierte Meerschweinchenherz

nach Langendorff gewahlt.

Etablierung eines Globalischamiemodells und eines Protokolls zur ischamischen

Prakonditionierung (IPC) bei isoliert perfundierten Rattenherzen

Standardisierung der Versuchsbedingungen flr optimale Reproduzierbarkeit,
Perfektionierung im Hinblick auf Temperaturkonstanz als auf3erst kritischem Parameter

insbesondere bei Ischamieversuchen

Charakterisierung der Referenzwirkstoffe

Erstellen von  Struktur-Wirkungs-Beziehungen  flir  Kapp-Kanal-Blocker  bei
Aktionspotentialverkirzung und  Koronarflussverringerung, Identifizierung  von

Strukturelementen fur eine selektive Wirkung

Vergleich der Selektivitdt von strukturell abgewandelten Hemmstoffen des

ATP-sensitiven Kaliumkanals
Suche nach einem Antagonisten als potenziellem antiarrhythmischem Arzneistoff, der
die ischamische Aktionspotentialverkiirzung aufhebt, ohne den Koronarfluss zu

beeintrachtigen

Charakterisierung des mitochondrialen Karp-Offners S1526 anhand der Beeinflussung

der InfarktgrofR3e im Globalischamiemodell
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[l Material und Methoden

LA Das isoliert-perfundierte Herz nach Langendorff

Das isoliert-perfundierte Herz nach Langendorff ist ein lange bekanntes, bewahrtes in-vitro-
Versuchsmodell, mit dem eine Vielzahl von Messparametern technisch relativ einfach
zuganglich ist, die umfassende Informationen Uber den Zustand des Myokards und der

Koronargefalie ermdglichen.

A1 Langendorff-Apparatur

Ein wichtiges Element der Langendorff-Apparatur ist der Kugel-Oxygenator (Abbildung 1.1 A),
in dem die Perfusionsldsung mittels einer Schleuderscheibe als diinner Film an die Gefalwand
gedruckt wird und dort herablauft. Durch ein Thermostat-Wasserbad (Abbildung 11.1 D, C12
LAUDA / CS), das auch den AuBenmantel des Oxygenators und das Wasserbad (Abbildung
I1.1 B) versorgt, wird der Perfusatfilm im Oxygenator auf 37°C erwarmt. Im Oxygenator wird die
Pufferldsung mit Carbogen (Gasgemisch aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlendioxid) begast.
Der Sauerstoffpartialdruck des Puffers vor dem Herzen liegt eigenen Stichproben zufolge
(Blutgasanalysegerat Radiometer ABL 700 Serie) bei 550 mm Hg, das Eluat hat noch einen
Sauerstoffpartialdruck von 216 mm Hg, so dass von einer genligenden Sauerstoffversorgung
des Herzens ausgegangen werden kann. Der pH-Wert wird durch den Kohlendioxidanteil des
Gasgemisches auf 7,39 ? 0,02 (Knick pH-Meter 766 Calimatic) eingestellt. Das Gas wird aus
dem Oxygenator in ein wassergefilltes Steigrohr geleitet (Abbildung 1.1 J), um einen
Perfusionsdruck von 55 mm Hg bei den Versuchen mit Meerschweinchenherzen bzw. von

70 mm Hg bei den Rattenherz-Versuchen zu erreichen (druckkonstante Perfusion).

Im Oxygenator befindet sich ein Fihler fir den Fillzustand (LLC Liquid Level Controller,
Plugsys Type 661, Hugo Sachs Elektronik), der bei zu geringer Leitfahigkeit die
Schlauchquetschpumpe (Abbildung 1.1 G, Ismatec MV-GE) anschaltet, die daraufhin
Perfusionsldsung nachpumpt. Bei den Rattenversuchen wurde die Losung bei Ansaugen aus
dem VorratsgefaR (Abbildung Il.1 F) durch einen Millex-APsq-Prefilter (Millipore, PorengréiRe
1,5 um) gefiltert. Im Wasserbad zwischen Oxygenator und Herz befindet sich eine Blasenfalle,

da kleine Gasblasen Luftembolien im Herzen verursachen konnten.
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Das Herz héangt in einer feuchten Kammer (Abbildung 1I.1 C, Feinmechanik- und Elektronik-
Werkstatt, Aventis, Frankfurt), in die alle benétigten Messfihler eingebaut sind, so dass diese
Kammer im Versuch geschlossen bleiben kann. Die Kammer ist an drei Seiten doppelwandig
und wird in diesem Zwischenraum mit temperiertem Wasser durchstromt, um eine konstante
Temperatur in der Kammer halten zu kénnen (Temperatur-Regler Abbildung 1.1 E). Mit einem
Temperaturfihler in der Kammer wird die jeweils aktuelle Temperatur angezeigt, sie muss

wahrend jedes Versuchs 37,0°C betragen.

Abbildung II.1: Langendorff-Apparatur; A Oxygenator, B Wasserbad, C feuchte Kammer, D Thermostat-
Wasserbad, E Temperatur-Regler fur die feuchte Kammer, F Puffervoratsgefa, G Rollen-
quetschpumpe fiir Puffer, H Schlauch zum ,Abfall*-GefaR fiir Puffer, | Umschalthahn zwischen den
Gasen fir Normoxie (Carbogen) und Hypoxie (20% Sauerstoff), J wassergefillites Steigrohr fur
konstanten Perfusionsdruck, K Verstarker fir Messsignale, L Oszilloskop, M Messgerat fir den
Koronarfluss (Flowmeter), N Steuerung fir die Stimulationselektrode
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Kritisch ist die Umgebungstemperatur des Herzens insbesondere in der Ischamie, da
ansonsten die Versorgung mit warmer Pufferldsung die Temperatur des Herzens bestimmt.
Die Aktionspotentialdauer des Herzens ist von der Temperatur abhangig (Trautwein, Dudel
1954; Tweedie et al. 1993), durch die feuchte Kammer kann aber eine Temperaturkonstanz
bei 37,0°C sichergestellt werden, so dass eine Aktionspotentialverlangerung durch
Temperaturabfall ausgeschlossen ist. Ein Absinken der Temperatur verlangsamt zudem die
Entstehung von Infarkten (Schwartz et al. 1997; Miki et al 1998b; Hale, Kloner 1998; Hale,
Kloner 2002).

Uber einen Dreiwegehahn unterhalb des Oxygenators kann von druckkonstanter Perfusion auf
flusskonstante Perfusion umgeschaltet werden. Dazu wird zunéchst die Pufferlésung in einem
Becherglas mit dem entsprechenden Gasgemisch durchperlt. Anschliel3end wird sie aus einer
Spritze mittels einer Dauerinfusionspumpe (TSE) Uber gasdichte Schlauche zum Herzen
gepumpt. Die Infusionspumpe drickt die Lésung pulsationsfrei durch das Herz. Die
Temperierung der Lésung auf 37°C erfolgt, indem die Losung durch Glaswendel im
Wasserbad (Abbildung 11.1 B) gepumpt wird. Mit dem oben genannten Dreiwegehahn kann die
Perfusion auch vollig unterbrochen werden, so dass das Herz einer globalen Ischamie

ausgesetzt ist.

.A.2 Instrumentierung des Herzens

Alle wahrend des Versuchs gemessenen Parameter wurden in einem Computer vom
Programm IBJ-BeMon32 V2.6 (Ingenieurbiiro Jackel) gespeichert und graphisch dargestelit.

Die Ausgabe der Daten erfolgte graphisch und tabellarisch vom Programm IBJ-Amon32 V2.6.

Wahrend der Versuche wurde die linksventrikulare Druckkurve gemessen, aus der die
Parameter LVP,» und LVP,,. als Minimum und Maximum, die Kontraktilitat dP/dt+ und dP/dt-
als erste Ableitung der Druckkurve sowie die Herzfrequenz errechnet wurden. LVP steht dabei
fir den linksventrikularen Druck. Zur Druckmessung wurde durch einen Schnitt in das linke
Atrium ein wassergeftllter Latexballon (Hugo Sachs; Grof3e 5 = 0,1 ml) tber die Mitralklappe in
den linken Ventrikel eingefiihrt. Dieser Ballon war tber einen druckfesten Schlauch mit einem
Druckaufnehmer (Isotec Pressure Transducer) verbunden. Auf die richtige Position und eine
angemessene GrofRe des Ballons wurde geachtet, da dieser fur eine korrekte Messung dem
Endokard liickenlos anliegen muss. Das wassergefillte Ballon-Schlauch-System muss
luftblasenfrei und absolut dicht sein. Der minimale Druck kann durch eine ebenfalls
wassergefillte Spindelspritze Uber die Wassermenge im System eingestellt werden, er lag im

physiologischen Bereich von 5 bis 10 mm Hg.
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Im Wasserbad oberhalb der Blasenfalle befindet sich der Messkopf (In-Line-Flowprobe 2N) fiir
die Messung des Koronarflusses mittels Ultraschall. Bei retrograder Perfusion ist der
Durchfluss durch die Aorta identisch mit dem Koronarfluss, da sich die Taschenklappen zum
linken Ventrikel durch den Perfusionsdruck schlieBen und die Pufferlosung in die

Koronararterien gedrickt wird.

Zur bipolaren Ableitung eines Elektrogramms wurden noch zwei chlorierte Silberdréhte, die an
der Spitze zur Kugel rundgeschmolzen sind, angelegt. Das Elektrogramm wurde auf einem

Oszilloskop (HM 408, Hameg) angezeigt und im Rechner gespeichert.

Die Elektrode fir das monophasische Aktionspotential (MAP) (Langendorff-Probe, Boston
Scientific / EP Technologies Inc.) wurde bei den Meerschweinchen-lschdmieversuchen an die
Herzspitze angedriickt. Das Signal wurde vor der Anzeige auf dem Oszilloskop und der
Aufzeichnung im Computer verstarkt (EP Technologies Inc.). Die MAP-Elektrode besteht aus
Silber/Silberchlorid (Franz 1999). Die Dauer des monophasischen Aktionspotentials wird

Ublicherweise als Dauer bei 90% Repolarisation (MAPDy,) angegeben.

retrograde
Perfusion

Koronarfluss ml/min

Stimulations-
Elektrode

Druck-
aufnehmer

LVP mmHg

dp/dt mmHg/sec

K

Frequenz bpm

MAP-Elektrode

Abbildung 11.2: Schematische Zeichnung eines isoliert-perfundieren Herzens nach Langendorff
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Bei Ischamieversuchen wurde auf3erdem noch eine Koaxialstimulationselektrode (Hugo Sachs
Elektronik Stimulator P) unter das rechte Herzohr angebracht. Damit wurde das Herz zu einer
konstanten Frequenz von 300 Schlagen pro Minute (5 Hz) stimuliert. Die Stimulierung wurde
mit einem Rechteckpuls von 2 Millisekunden Dauer und 5-50 Volt, abhangig von der
Empfindlichkeit des Herzens, erzeugt. Die unterschiedlichen Spannungen sind mit der
unterschiedlichen Empfindlichkeit der verschiedenen Herzen zu begriinden, da jeweils erst bei
einem bestimmten Schwellenpotential die Herzfrequenz durch die Stimulationsfrequenz
bestimmt wird. Spannungen gréRer als 10 Volt mussten jedoch nur unter Ischdmie verwendet
werden. Die Reizelektrode besteht aus einem inneren Metallstift (+), der gegen das aul3en
liegende Metallrohr (-) aus gleichem Material isoliert ist (bipolare Elektrode), so dass die
elektrischen Feldlinien des Stimulationspulses sich auf die dem Herzen im Bereich des
Sinusknotens aufliegende Flache der Elektrode beschréanken und der elektrische Puls nur

durch das physiologische Erregungsleitungssystem des Herzens weitergeleitet wird.
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II.B  Versuchsdurchfihrung

1.B.1 Tierspezies

Versuchstiere waren bei der Charakterisierung der Karp-Blocker mannliche Meerschweinchen
vom Stamm Dunkin Hartley Pirbright White (Crl:HA) vom Zichter und Lieferanten Charles
River, die am Versuchstag zwischen 250 und 350 Gramm wogen. Meerschweinchen wurden

Ratten vorgezogen, da ihr Aktionspotential dem des Menschen dhnlicher ist.

Die Globalischamieversuche wurden mit Ratten vom Stamm Wistar durchgefihrt. Die Tiere

hatten ein Gewicht von 300 bis 400 Gramm. Zuchter und Lieferant war Harlan Winkelmann.

Die Haltung und Toétung der Tiere erfolgten entsprechend den geltenden

Tierschutzbestimmungen.

11.B.2 Préaparation der Herzen

Die Meerschweinchen wurden durch einen kurzen Genickschlag betdaubt und dann mit einem
Kehlschnitt, der auch die Wirbelsaule durchtrennte, getdtet. Nach dem raschen Entbluten
wurde der Thorax des Tieres gedffnet, der Herzbeutel aufgeschnitten und das Herz mit einem
moglichst langen Aortenstiick entnommen. Das Herz wurde sofort in eisgekihltem Puffer von
Blut sowie Fett und Lungengewebe befreit. Die Aorta wurde kanuliert und die Kanile sorgfaltig
befestigt. Daraufhin wurde das Herz in die Langendorff-Apparatur Uberfiihrt. Die Gesamtdauer
der Praparation betrug etwa drei Minuten. Neben der moglichst raschen Durchfiihrung ist die
Praparation des Herzen auf Eis und in eiskalter Losung besonders wichtig, um die
unvermeidbare Beeintrachtigung des Herzens so gering und so voriibergehend wie moglich zu
halten.

Die Ratten wurden durch eine intraperitoneale Injektion von Pentobarbital (Narcoren®:
160 mg/kg Kérpergewicht) anasthesiert. Gleichzeitig wurde Heparin (Liquemin N® 5000; 5000
I.U.) appliziert, um die Blutgerinnung im Herzen aufzuheben. Die Praparation erfolgte

ansonsten analog zu der der Meerschweinchen.

Nach Perfusionsbeginn wurden mit den ersten Kontraktionen die letzten Blutreste aus den

Koronarien herausgespilt. Sobald der Koronarfluss wieder abnahm, der zu Beginn als
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Reaktion auf die Ischamie wahrend der Praparation erhoht war, wurde mit der

Instrumentierung des Herzens begonnen.

1.B.3 Pufferldsungen

Verwendet wurden modifizierte Krebs-Henseleit-Puffer (KH-Puffer), die taglich frisch in

destilliertem Wasser angesetzt wurden (Tabelle I.1 und Tabelle 11.2).

Tabelle II.1: Krebs-Henseleit-Puffer fiir die Versuche mit Meerschweinchen

Substanz mM Hersteller / Nummer
Kalziumchlorid-2-hydrat 25 Riedel-de Haen / 31307
Natriumchlorid 118 Merck / 1.06400.
Kaliumchlorid 4,7 Riedel-de Haen / 31249
Natriumhydrogencarbonat 25 Riedel-de Haen / 31437
Magnesiumsulfat-6-hydrat 1,2 Riedel-de Haen / 31420
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 1,2 Merck / 1.06346.
D(+)-Glucose-Monohydrat 5 Merck / 1.08342.
Natriumpyruvat 2 Merck / 1.06619.

Abweichend von den Angaben in Tabelle 1.1 wurde bei den Ischéamieversuchen der
Meerschweinchen die Glucosekonzentration auf 11 mM erhoht (Khandoudi et al. 1996; Owen
et al. 1990; King et al. 1995).

Tabelle 11.2: Krebs-Henseleit-Puffer fur die Versuche mit Ratten (modifiziert nach Iwai et al. 2000)

Substanz mM Hersteller / Nummer

Kalziumchlorid-2-hydrat 2,5 Riedel-de Haen / 31307

Natriumchlorid 120 Merck / 1.06400.
Kaliumchlorid 4.8 Riedel-de Haen / 31249
Natriumhydrogencarbonat 25 Riedel-de Haen / 31437
Magnesiumsulfat-6-hydrat 1,2 Riedel-de Haen / 31420

D(+)-Glucose-Monohydrat 11 Merck / 1.08342.
Kaliumdihydrogenphosphat 1,2 Riedel-de Haen / 04243
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Der pH-Wert der Lésung ohne Begasung lag bei 7,51 ? 0,04. Durch Begasung mit Carbogen
(oder einem anderen Gas mit 5% Kohlendioxid) wurde die Lésung auf 7,39 ? 0,02 gepuffert
(Carbonat-Puffer).

1.B.4 Substanzen

Von Amiodaron, Glibenclamid, S 92 0707, S 95 1957, S 94 1638, Meglitinid und Repaglinid
wurden 10-mM-Stammldsungen in Dimethylsulfoxid (DMSO) und von Diazoxid und S1526
100-mM-Stammldésungen in DMSO hergestellt. Von Sotalol, HMR 1372, HMR 1098,
HMR 1402 und S 0000405 wurden 10-mM-Stammldésungen und von Natrium-5-
hydroxydecanoat eine 100-mM-Stammlésung in KH-Puffer angesetzt. Unmittelbar vor
Gebrauch wurden die Stammlosungen in KH-Puffer entsprechend der gewilnschten

Endkonzentration verduinnt.
Sotalol, Diazoxid und 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchorid (TTC) wurden von Sigma und Natrium-

5-hydroxydecanoat von ICN bezogen, die anderen Substanzen wurden bei Aventis

synthetisiert.
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II.C Versuchsprotokolle

1.C.1 Meerschweinchenherzen

Vor Beginn jeden Versuchs wurden 30 min bis 70 min Einschlagphase bendtigt, bis alle
gemessenen Parameter konstant blieben. Danach begann eine 10mintitige Kontrollphase, in
der die Ausgangswerte des Herzens aufgezeichnet wurden. Herzen, deren Ausgangswerte
nicht den Sollvorgaben entsprachen, mussten vom Versuch ausgeschlossen werden. Diese
Sollvorgaben sehen vor, dass die Meerschweinchenherzen bei einer Herzfrequenz von 180 bis
280 Schlagen pro Minute (bpm) eine Druckdifferenz (LVDP) von mindestens 60 mm Hg

aufbringen, wobei der Koronarfluss zwischen 6 und 14 ml/min liegen muss.

Sofern eine Substanz getestet wurde, erfolgte deren Applikation im Anschluss an die

Kontrollphase fir den gesamten weiteren Versuchsverlauf.

Normoxie

Im Anschluss an die Kontrollphase mit Carbogen-begastem KH-Puffer wurden fir jeweils
15 Minuten steigende Konzentrationen der zu testenden Substanz gegeben. Danach wurde

wieder mit KH-Puffer perfundiert, um zu testen, inwiefern die Wirkung reversibel war.

Hypoxie

Nach der Kontrollphase wurde die Begasung von Carbogen auf ein Gasgemisch mit nur noch
20% Sauerstoff (5% Kohlendioxid, 75% Stickstoff) umgestellt, worauf das Herz innerhalb der
nachsten 5 Minuten mit einem deutlichen Anstieg des Koronarflusses reagierte, um das
verminderte Sauerstoffangebot teilweise zu kompensieren. Betrug der Koronarflussanstieg
weniger als 40% des Kontrollwertes, wurde das Herz vom Versuch ausgeschlossen. Nach
zehnminutiger Hypoxie wurden fur jeweils zehn Minuten ansteigende Substanzkonzentrationen

appliziert.

Ischamie

Nach der Kontrollphase wurde das Herz mit 5 Hz stimuliert. Die Ischamie begann nach
15 Minuten: die Perfusion erfolgte mit KH-Puffer, der mit einem sauerstofffreien Gasgemisch

(5% Kohlendioxid, 95% Stickstoff) auf den physiologischen pH-Wert eingestellt wurde. Zudem
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wurde mit einem niedrigen Koronarfluss von 1,2 ml/min flusskonstant perfundiert, worauf
wegen fehlenden Sauerstoff- und unzureichenden Substratangebotes sofort eine nahezu
vollstdandige Abnahme der Kontraktionskraft eintrat. Das Aktionspotential verlangerte sich
wahrend der ersten Minute der Ischdmie geringfligig und verkirzte sich danach deutlich.
Bereits nach finf Minuten wurde nahezu die maximale Verkirzung der MAPDgy, erreicht. Bei
Einsetzen von Kammerflimmern oder nach 15 Minuten wurde mit der fiinfzehnminttigen
Reperfusion begonnen, bei der das Herz druckkonstant mit sauerstoffgesattigter Losung

perfundiert und weiterhin die Herzfrequenz konstant gehalten wurde.

1.C.2 Rattenherzen

Nach 15 min bis 40 min Einschlagphase, in der sich alle Parameter stabilisierten, begann eine
10mindtige Kontrollphase, in der diese Ausgangswerte aufgezeichnet wurden. Diese Werte
sollten bei Rattenherzen einen Koronarfluss von 6 bis 14 ml/min, eine Herzfrequenz von 250
bis 350 bpm und eine Differenz zwischen systolischem und diastolischem Druck von

mindestens 80 mm Hg aufweisen.

Globalischamie

Nach 15 min Kontrollphase folgte eine Behandlungsphase. Danach wurde das Herz einer
40minutigen Globalischdmie und 30 min Reperfusion ausgesetzt (modifiziert nach Iwai et al.
2000).

Fur die Behandlungsphase gab es Protokolle zur Aufhebung und zur Nachahmung der
ischamischen Prakonditionierung (IPC). Die IPC wurde nach Laclau et al. (2001) mit dreimal je
funf Minuten Globalischamie und fiinf Minuten Reperfusion herbeigefiihrt. Um die IPC
aufzuheben, wurde 10 min vor der Prakonditionierung und in den drei Reperfusionsphasen ein
Katp-Blocker gegeben. Zur Nachahmung der IPC wurde 10 min vor der Globalischamie ein
Kare-Offner appliziert. Ein weiteres Behandlungsprotokoll bestand aus zehnminitiger Gabe

eines Karp-Blockers, gefolgt von 10 min Applikation einer Kombination aus Blocker und Offner.

InfarktgréRenbestimmung

Zur Bestimmung der InfarktgréRe wurde das Herz mit 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) -

Losung gefarbt. TTC setzte sich mit NADH zu einem roten Formazan und NAD+ um. Diese

Reaktion findet nur in metabolisch aktiven Zellen statt. Das Infarktgebiet mit dem geschadigten

Gewebe blieb daher weil3. TTC wurde 1,5%ig in einer Mischung aus 10% Phosphatpuffer
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(Puffer pH 7,00 , Riedel-de Haen 33546) und 90% isotonischer Kochsalzlosung (Fresenius)

geldst. Die TTC-LOsung wurde auf 37°C erwarmt.

Nach Versuchsende wurde das Herz an der Glaskanile, die in die Aorta eingebunden wurde,
aus der Langendorff-Apparatur entnommen. Uber diese Glaskaniile wurde das Herz mittels
einer Spritze langsam mit 20 ml TTC-L6sung durchsplilt. Die Reaktion wurde beendet, indem
das Herz mit 10 ml eiskalter KH-Pufferldsung perfundiert wurde. Darauf wurde das Herz in 5
bis 6 gleichmallige Scheiben geschnitten, die Herzspitze und die Herzbasis mit dem
Aortenrest wurden verworfen. Die Herzscheiben wurden dann zwischen der Ober- und
Unterseite einer Plastikpetrischale luftblasenfrei und ohne Uberschiissige Flissigkeit gelegt.
Die Herzscheiben wurden einzeln von jeder Seite fotographiert (Programm Leica Qwin) und

danach gewogen.
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II.D Datenauswertung und Statistik

11.D.1 Datenauswertung

Die Datenauswertung erfolgte mit dem Programm SigmaPlot2001. In den Abbildungen werden
die Ergebnisse der im jeweiligen Versuchsprotokoll wichtigsten Wirkung dargestellt. Wahrend
der Normoxie und Hypoxie wurde hauptsachlich der Koronarfluss untersucht, bei den
Ischamieversuchen war es die Aktionspotentialdauer. Bei den Hypoxie- und Ischamie-
versuchen werden die Ergebnisse prozentual auf den jeweiligen Ausgangswert bezogen
(Hypoxie: Kontrolle = Puffer mit Carbogen begast; Ischamie: praischamischer Kontrollwert =
carbogenbegaster Puffer mit Substanz und Stimulation des Herzens mit 5 Hz). Die jeweiligen

Mittelwerte aller gemessenen Parameter sind in Tabellen zusammengefasst.

[1.D.2 Statistik

Die Versuchsergebnisse sind als Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwertes angegeben
(SEM). Die Anzahl der Experimente ist mit ,n“ angegeben. Die Ergebnisse wurden mit dem
gepaarten beziehungsweise ungepaarten Student t-Test mit a-priori-Ordnung auf Signifikanz
gepruft (p<0,05). Signifikanz wird im folgenden mit einem Sternchen* oder Kreuz *
gekennzeichnet. Die Signifikanz bezieht sich bei der Normoxie auf die Kontrolle und in den
Hypoxieversuchen auf die Hypoxie, jeweils vor Substanzgabe. Bei den Ischamieversuchen
sind die Werte nach 5 min Ischamie bei unterschiedlichen Substanzkonzentrationen auf den
entsprechenden Wert ohne Substanz (Puffer) bezogen. Zusatzlich ist die MAPDg, des
praischamischen Kontrollwertes angegeben, um die MAPDg-Verklirzung unter Ischamie oder

deren Blockade durch die Substanz zu verdeutlichen.

Aus den Wirkungen der verschiedenen Konzentrationen auf den normoxischen und
hypoxischen  Koronarfluss und die ischamische Aktionspotentialdauer  wurden
Konzentrations-Wirkungs-Kurven errechnet. Die ICso-Werte und der sigmoide Kurvenverlauf

wurden durch das Programm SigmaPlot 2001 nach folgender Formel berechnet:

yt) y t) (y100 ’) yO)*rc’;H
°Ac,? 2 Y
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dabei sind y die Inhibition bei der Substanzkonzentration [c], Yo die minimale Inhibition,
Y100 die maximale Inhibition, 1Csy Konzentration fur die halbmaximale Inhibition und
H der Hill-Koeffizient.

Die Infarktflache wurde mit Hilfe des Auswerteprogramms QUIPS im Vergleich zur
Gesamtflache jeder Seite der Herzscheibe bestimmt. Das prozentuale Infarktgewicht bezogen

auf das Gesamtgewicht des Herzens wurde dann folgendermalRen berechnet:

M BN "
22 Mittelwertinfarktflache 2+ GenichtHerzscheibey

] %MittelwertGmﬂ ache?
?? GewichtHerzscheibe

%Infarktgewicht ? ( % 100%

Die Mittelwerte der Flachen errechneten sich aus den Flachen der Oberseite und der
Unterseite jeder Herzscheibe. Im Zahler der obigen Formel stand dabei die Summe der
Infarktgewichte jeder Herzscheibe. Dadurch wurden die unterschiedlichen Gewichte der
Scheiben beriicksichtigt. Das prozentuale Infarktgewicht bezog sich auf das ganze Herz, da

durch die Globalischamie das gesamte Herz einem Infarktrisiko ausgesetzt war.
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Il Ergebnisse

I1I.LA  Kontrollversuche

Die Kontrollversuche dienten der Ermittlung der Normalwerte und der Erstellung von
Vergleichsdaten in den drei verschiedenen Versuchsbedingungen Normoxie, Hypoxie und
Ischamie ohne Anwesenheit von Substanzen. Da die meisten Substanzen nicht wasserldslich
sind, wurden konzentrierte Losungen in DMSO hergestellt. Bei der Verdinnung in die
Perfusionslosung hatte eine 1-, 10- bzw. 30-mikromolare Lésung einen DMSO-Anteil von
0,01%, 0,1% bzw. 0,3%. Um mdogliche Wirkungen von DMSO auszuschlieen, wurde zunéchst

DMSO allein unter den drei Versuchsbedingungen untersucht.

.A.1 Wirkung von DMSO in Normoxie

In den Normoxie-Versuchen wurde von den in DMSO geldsten Substanzen maximal eine
Konzentration von 30 pM verwendet. Durch den DMSO-Gehalt der verwendeten Stamm-
[6sungen konnten Konzentrationen bis zu 0,3% DMSO auftreten. Aus Abbildung IIl.1 wird
ersichtlich, dass diese DMSO-Konzentration in jeweils 15 min Einwirkzeit keine signifikante

Wirkung auf den Koronarfluss besitzt.
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Abbildung 111.1: Wirkung von DMSO auf den Koronarfluss wéahrend Normoxie

-34 -



Ergebnisse

Die fehlende Wirkung des Lésungsmittels DMSO auf alle gemessenen Herzparameter ist in

Tabelle 111.1 zusammengefasst (zur besseren Ubersichtlichkeit in Kapitel 111.A.4).

DMSO kann demnach unter normoxischen Bedingungen als Lésungsmittel eingesetzt werden,

ohne dass dadurch die gemessenen Parameter beeinflusst werden.

.A.2 Wirkung von DMSO in Hypoxie

In Hypoxie-Versuchen wurden DMSO-Konzentrationen bis zu 1% getestet. Aus Abbildung I11.2
wird ersichtlich, dass dadurch keine signifikante Wirkung auf den Koronarfluss erfolgte.
Substanzkonzentrationen bis 100 uM konnten daher wahrend der Hypoxie getestet werden,

ohne unerwiinschte Wirkungen des Losungsmittels beflrchten zu miissen.
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01%+ 03%+ 1%+
Hypoxie Hypoxie Hypoxie
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Koronarfluss (in % des Kontrollwertes)

Abbildung 111.2: Wirkung von DMSO auf den Koronarfluss wahrend Hypoxie

Tabelle 111.2 in Kapitel IIlLA.4 zeigt die Messwerte der Herzfunktionen unter Hypoxie bei

unterschiedlichen DMSO-Konzentrationen.
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.A.3 Ischamie

Vor der Untersuchung der Wirkung von DMSO bei Ischamie wurde das Verhalten der Herzen

unter Ischamie-Bedingungen untersucht.

Kontrollexperimente unter Ischamie

In Abbildung 111.3 ist der Zeitverlauf der Verkirzung der MAPDgy, bei Ischamie dargestellt. Es
handelte sich um ein Kontrollexperiment mit Krebs-Henseleit-Puffer, der sauerstofffrei begast
wurde. Da sich unter ischamischen Bedingungen die Herzfrequenz vermindert, wurden in allen
Ischamieversuchen die Herzen mit einer Elektrode Uber den Sinusknoten mit einer Frequenz
von 5 Hz stimuliert. Die MAPDg, wurde auf den praischamischen Kontrollwert, bei dem das
Herz bereits mit 5 Hz stimuliert wurde, normiert, um die Streuung der Ausgangswerte

auszugleichen und ausschlieBlich die Aktionspotentialsverkiirzung zu betrachten.

Die Verkirzung der MAPDg, erreichte bereits nach 5 Minuten Ischamie einen Plateauwert, der
sich danach nur noch geringflgig verringerte. Zudem traten zu diesem Zeitpunkt noch keine
Rhythmusstérungen auf. Daher wurde die MAPDgy nach 5 min Ischamie ausgewéhlt, um die

Wirkungen von verschiedenen Substanzen und Substanzkonzentrationen zu vergleichen.
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Abbildung 1II.3: Ischamische Verkiirzung der monophasischen Aktionspotentialdauer ohne Substanzgabe; * p<0,05

vs. Kontrollwert
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Zur besseren Verdeutlichung der Aktionspotentialverkiirzung im Ischamieprotokoll zeigt

Abbildung 111.4 Originalaufzeichnungen der monophasischen Aktionspotentiale von einem
reprasentativen Versuch.
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Abbildung 1ll.4: Originalaufzeichnung des MAP ohne Substanzgabe, A
B MAP nach 5 min Ischamie

Kontrollwert vor der Ischamie,

Die Ischamie hatte nicht nur Auswirkungen auf das MAP, auch die mechanischen Parameter
der Herzfunktion wurden signifikant beeintréchtigt. Die Herzfrequenz betrug stets 300 bpm, da
die Herzen mit 5Hz stimuliert wurden. Der Koronarfluss wurde wahrend der Ischamie
protokollgemal bei 1,2 ml/min konstant-gehalten. Der Kontrollwert des Koronarflusses betrug

11,57 0,3 ml/min. Es erfolgte also eine Reduktion des Koronarflusses wahrend der Ischamie
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auf 10% des Ausgangswertes (,low flow ischemia“). Die Verkirzung der MAPDg, von 121 ? 2

ms auf 99 ? 2 ms entspricht einer Verminderung auf 82,2 ? 1,0 % des Ausgangswertes.

In Tabelle 111.3 (Kapitel 111.A.4) sind alle Parameter zusammengefasst.

DMSO

In den Ischamieversuchen gelangte DMSO in einer Konzentration bis zu 0,3% in die
Perfusionslosung, was einer Substanzkonzentration von 30 UM entspricht. Abbildung I11.5 zeigt
analog zu Abbildung 111.3 den Zeitverlauf der Aktionspotentialverkiirzung bei Zugabe von 0,3%

DMSO wahrend der Ischamie.
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Abbildung III.5: Ischamische Verkirzung der MAPDgo mit 0,3% DMSO (graue Balken) im Vergleich zur ischdmischen
MAPDgo-Verkurzung ohne DMSO (schraffierte Balken; siehe auch Abbildung 1I1.3); die jeweilige
Versuchsanzahl in Klammern und die Angaben zur Signifikanz beziehen sich auf die Versuche mit
0,3% DMSO; * p<0,05 vs. Kontrollwert

In der Tabelle IIl.4 (Kapitel 111.A.4) sind die Messwerte von Versuchen mit 0,3% DMSO nach
5 min Ischdmie zusammengefasst. DMSO hatte demnach keine signifikante Wirkung auf das

MAP und die Herzfunktion wahrend der Ischamie.
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.A.4

Tabellen

Die fehlende Wirkung des Ldsungsmittels DMSO ist in den folgenden Tabellen dargestellt.

Tabelle I1l.1: Wirkung von DMSO wéahrend Normoxie; keine signifikanten Unterschiede vs. Kontrolle

DMSO in Normoxie

Kontrolle 0,01% DMSO 0,1% DMSO 0,3% DMSO
n 5 3 3 4
LVP max 120 106 118 113
[mm Hg] ?7 ?5 ?11 ?11
LVP min 6,2 5,0 4,0 4,8
[mm Hg] 20,5 21,0 20,6 20,5
Herzfrequenz 237 227 246 245
[bpm] ?11 ?13 ?17 ?11
dP/dt+ 2021 1657 2047 1916
[mm Hg/s] ? 208 ? 160 ? 339 ? 311
Koronarfluss 10,5 10,5 10,9 10,1
[mI/min] ?0,6 ?0,7 20,4 ?0,7
MAPDg, 117 121 115 114
[ms] ?3 ?2 ?5 ?4
Tabelle Ill. 2: Wirkung von DMSO wéahrend Hypoxie; * p<0,05 vs. Hypoxie
DMSO in Hypoxie
. Hypoxie + Hypoxie + Hypoxie +
Kontrolle | Hypoxie | 0 U0ch | 030 DMSO | 19 DMSO
n 3 3 3 3 3
LVP max 126 101 100 95 91
[mm Hg] ?5 ?15 ?12 ?12 ?9
LVP nmin 6,0 17,3 13,7 16,0 18,0
[mm Hg] ?1,0 794 ?6,3 ?8,3 ?8,5
Herzfrequenz 242 237 240 240 237
[bpm] ?6 ?1 ?5 ?9 ?4
dP/dt+ 2134 1505 1486 1411 1299
[mm Hg/s] ? 106 ? 361 ? 292 ? 281 ? 258
Koronarfluss 9,9 15,7 15,9 15,5 15,1
[ml/min] ?0,2 ?0,9 ?1,0 21,2 ?1,0
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Tabelle 111.3: Wirkung der Ischamie; * p<0,05 vs. Kontrollwert

Kontrollversuche in Ischamie

Kontroll- | Ischdmie | Ischamie | Ischamie | Ischamie | Ischdmie | Ischamie
wert 2 min 5 min 7min 10min 12 min 15 min
n 29 29 29 26 19 16 13
LVP max 96 13 * 10* 9* 8~ 8* 7*
[mm Hg] ?3 ?1 ?1 ?1 ?1 ?1 ?2
LVP min 5,4 2,1* 2,2* 2,2* 2,1* 1,9~ 1,4*
[mm Hg] ?0,9 ?0,7 ?0,8 ?0,9 ?1,1 ?1,3 ?1,5
[rr?rz/igls 1746 289 * 231 * 214 * 191~ 185 * 178 *
] ?53 ?9 ?10 ?10 ?10 ?10 ?12
MAPDg, 121 114 * 99 * 96 * 95 * 95 * 91~
[ms] ?2 ?2 ?2 ?2 ?2 ?3 ?4

Tabelle 111.4: Wirkunge von DMSO nach 5 min Ischamie; * p<0,05 vs. praischamischer Kontrollwert

DMSO in Ischamie

0,3 % DMSO

n 3

LVP max 12
[mm Hg] ?21
LVP min 2,7
[mm Hg] 20,7
dP/dt+ 265
[mm Hg/s] ?13
ischamische 83"
MAPDg, [ms] ?4
praischamischer Kontrollwert 105
MAPDg, [ms] ?2

DMSO ist demzufolge ein geeignetes Losungmittel flir wasserunldsliche Substanzen, die im
isoliert-perfundierten Herzen nach Langendorff getestet werden, weil es in den verwendeten
Konzentrationen die Herzfunktion nicht beeinflusst.
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III.B Vergleichende Testung der Katp-Blocker

Im diesem Kapitel werden die Wirkungen von strukturell geringgradig abgewandelten Karp-
Blockern miteinander verglichen, um dadurch eine Struktur-Wirkungs-Beziehung aufstellen zu
konnen. Je zwei Substanzen werden einander gegenubergestellt, sowohl hinsichtlich ihrer
Wirkung auf die Vasokonstriktion in Normoxie und Hypoxie als auch bezlglich der Aufhebung

der isch&mischen Aktionspotentialverkiirzung.

.B.1 Glibenclamid und Meglitinid

Abbildung 111.6 zeigt die Strukturformeln von Glibenclamid und Meglitinid. Glibenclamid ist seit
1969 als Euglucon® (Hoechst, jetzt Aventis) zur Behandlung von Typ-II-Diabetes im Handel.
Es ist der erste Vertreter der ,2. Generation — Sulfonylharnstoffe”, da es im Gegensatz zum
Vorganger Tolbutamid bereits bei nanomolaren Konzentrationen pankreatische Karp-Kanale
blockiert. Glibenclamid bewirkt eine langsam einsetzende und lang anhaltende
Insulinfreisetzung aus dem Pankreas. Bei Meglitinid ist im Vergleich zu Glibenclamid der
Cyclohexylsulfonylharnstoff-Rest durch eine Carbonsaurefunktion ersetzt. Meglitinid ist der

Namensgeber fir eine Familie von Benzoesaurederivaten, die den K,tp-Kanal blockieren.
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Abbildung III.6: Strukturformeln von A Glibenclamid und B Megilitinid
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Zur besseren Verdeutlichung der Versuche werden in den folgenden Abbildungen Original-

aufzeichnungen von einzelnen Versuchen mit Glibenclamid dargestellt.

Abbildung 111.7 zeigt den Verlauf des Koronarflusses bei Applikation von steigenden Substanz-
konzentrationen. Das stufenférmige Absinken des Koronarflusses nach Gabe einer héheren
Glibenclamid-Konzentration ist deutlich zu erkennen. Durch Perfusion mit substanzfreier
Pufferldsung lie3 sich der Koronarfluss wieder steigern, die Wirkung von Glibenclamid war

daher reversibel. Allerdings wurde der Ausgangswert nicht wieder erreicht.

Die Originalaufzeichungen des hypoxischen Koronarflusses und die Wirkung von Glibenclamid
zeigt Abbildung 111.8. Der Koronarfluss-Anstieg durch hypoxische Begasung der Pufferlésung
ist gut zu erkennen. Die Gabe von 10 nM Glibenclamid hatte nahezu keine Wirkung, 100 nM
bewirkten eine deutliche Abnahme des hypoxischen Koronarflusses, die durch 1 puM

Glibenclamid nochmals gesteigert werden konnte.
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Orinalaufzeichnung des Koronarflusses unter Normoxie
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Abbildung 111.7: Originalaufzeichnung vom Koronarfluss eines normoxischen Versuchs mit Applikation von

Glibenclamid

Orinalaufzeichnung des Koronarflusses unter Hypoxie
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Abbildung 111.8: Originalaufzeichnung vom Koronarfluss unter Hypoxie und Wirkung von Glibenclamid
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In den Abbildungen 111.9 und I111.10 sind Originalaufzeichungen des monophasischen
Aktionspotentials dargestellt. Glibenclamid war in der angegebenen Konzentration sowohl
beim praischmischen Kontrollwert als auch nach 5 min Ischamie in der Pufferlésung
vorhanden. 30 nM Glibenclamid hatten keinen Einfluss auf die MAPDg,-Verkirzung durch die

Ischamie, 3 uM Glibenclamid hoben diese Verkiirzung dagegen vollstandig auf.

Originalaufzeichnungen des monophasischen Aktionspotentials
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Abbildung 111.9: Originalaufzeichnungen des MAP bei Anwesenheit von 30 nM Glibenclamid, A Kontrollwert vor der
Ischdmie, B MAP nach 5 min Ischamie
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Originalaufzeichnungen des monophasischen Aktionspotentials
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Abbildung 111.10: Originalaufzeichnungen des MAP bei Anwesenheit von 3 uM Glibenclamid, A Kontrollwert vor der
Ischamie, B MAP nach 5 min Ischamie
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In den folgenden Konzentrations-Wirkungs-Kurven werden die Ergebnisse dieser
Versuchsserien mit Glibenclamid und Meglitinid zusammengefasst und einander

gegenibergestellt.

Die Werte der Kontrolle bei den normoxischen Versuchen sind hinsichtlich des Koronarflusses
deutlich unterschiedlich (Abbildung IlIl.11 A). Diese Differenz von 1,4 ml/min liegt jedoch im
Rahmen der biologischen Streuung verschiedener Versuchsserien. Fir die Senkung des
normoxischen und hypoxischen Koronarflusses betrugen die 1Cso-Werte 18 nM und 25 nM fir
Glibenclamid sowie 620 nM und 600 nM fiir Meglitinid. Meglitinid wirkte an den glatten
GefaBmuskeln also 24- bis 34-mal schwacher als Glibenclamid. Die Wirkung von Meglitinid auf
die ischdmische Aktionspotentialverkiirzung war bei gleicher Konzentration ebenfalls
schwécher als die von Glibenclamid, was aus Abbildung 111.11 C ersichtlich wird. Der 1Cso-Wert
fur Glibenclamid bzw. Meglitinid betrugen 95 nM bzw. 400 nM fur die MAPDg, nach 5 min

Ischamie, was einer Verschiebung um den Faktor 4 entspricht.

Die weiteren Wirkungen von Glibenclamid sind in den Tabellen IIl.5 dargestellt. Unter
normoxischen Bedingungen wurde das Aktionspotential erwartungsgemaf nicht beeinflusst.
Allerdings fiel auf, dass das MAP relativ lang war, was aber durch die niedrige Herzfrequenz
und biologische Streuung erklarbar ist. Neben einer Verringerung des Koronarflusses wurde
eine Senkung der linksventrikularen systolischen Druckentwicklung (LVP na) und der
Kontraktilitat (dP/dt+) beobachtet, die aber erst bei htheren Konzentrationen auftrat. In der
Hypoxie wurde neben dem Koronarfluss ab 300 nM auch die Kontraktilitét signifikant gesenkt.
Wahrend der Ischamie war die Verlangerung der Aktionspotentialdauer im Vergleich zu puffer-
perfundierten Herzen bei Konzentrationen ab 100 nM signifikant, ansonsten bestand kein
Unterschied zu den unbehandelten Herzen. Zudem waren die Konzentrationen ab 500 nM
Glibenclamid nicht mehr signifikant verschieden von den dazugehorigen praischamischen
Kontrollwerten, so dass ab dieser Konzentration eine deutliche Wirkung auf den

sarkolemmalen Karp-Kanal zu beobachten ist.
Die Wirkung von Meglitinid ist in Tabelle 111.6 zusammengefasst. Meglitinid beeinflusste die

Herzfunktion kaum, erst bei einer Konzentration von 10 pM waren in den normoxischen

Versuchen eine Verringerung von LVP ., LVP i, und Koronarfluss signifikant.
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A Koronarfluss unter Normoxie
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Abbildung 111.11 A,B: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Glibenclamid und Meglitinid, A  Koronarfluss in

Normoxie, B Koronarfluss wahrend Hypoxie
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C MAPD,, unter Ischamie
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Abbildung 111.11 C: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Glibenclamid und Meglitinid, C MAPDg nach 5 min

Ischamie

Den in diesem Abschnitt vorgestellten Versuchen zufolge wirkte Glibenclamid starker auf
Karp-Kanéle der glatten GefaBmuskulatur als auf die des Myokards. Bei unseren Versuchen
zeigte Meglitinid ungefahr gleiche Effektivitat beztglich der Wirkung auf den vaskularen und
myokardialen Kanal. Fir eine differenzierte Wirkung auf SUR 2A, ohne eine Beeinflussung von
SUR 2B, schien demnach die bei Meglitinid fehlende Sulfonylharnstoff bzw. Sulfonyl-
thioharnstoffgruppe wichtig zu sein. Zudem erwies sich Meglitinid im Vergleich zu Glibenclamid

als deutlich schwacher wirksam.
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Tabelle 111.5: Wirkung von Glibenclamid, A in Normoxie * p<0,05 vs. Kontrolle, B wéahrend Hypoxie * p<0,05 vs.

Glibenclamid

Hypoxie, C nach 5 min Ischamie * p<0,05 vs. Puffer, * p<0,05 vs. praischamischer Kontrollwert

A Normoxie
1nM 10 nM 100 nM 1uM 10 uM
Kontrolle Gliben- Gliben- Gliben- Gliben- Gliben-
clamid clamid clamid clamid clamid
n 10 4 5 5 5 3
LVP max 116 106 101~ 90 * 71~ 76 *
[mm Hg] ?3 27 ?5 ?2 ?3 ?8
LVP min 52 2,0 -0,6 4,0 -2,8* -5,0*
[mm Hg] ?0,7 ?1,1 21,2 ?4,4 ?15 ?26
Herzfrequenz 221 236 209 209 224 190 *
[bpm] ?6 ? 15 ? 10 ?8 ?8 ?13
dP/dt+ 1817 1731 1594 1361 * 1166 * 1231 *
[mm Hg/s] ?75 ? 107 ?81 ?42 ? 87 ? 208
Koronarfluss 11,6 10,5 95* 8,6 * 76%* 7,2*
[mI/min] ?0,3 20,7 20,4 ?0,3 20,7 ?0,7
MAPDgo 146 141 150 152 146 153
[ms] ?3 ?21 ?7 27 ?5 ?12
B  Hypoxie
Hypoxie Hypoxie Hypoxie Hypoxie Hypoxie
Kontrolle Hypoxie +1Q nM +SQ nM +1QO nM +SQO nM +:'L uM
Gliben- Gliben- Gliben- Gliben- Gliben-
clamid clamid clamid clamid clamid
n 8 8 5 6 8 5 3
LVP max 104 61 59 63 56 54 50
[mm Hg] ?5 ?3 27 ?3 ?4 ?7 ?14
LVP min 3,0 16,5 12,4 21,3 18,1 26,8 30,3
[mm Hg] 20,9 ?55 24,2 272 ?6,5 ? 10,6 ?17,9
Herzfrequenz 233 225 229 201 201 200 268
[bpm] ?7 ?14 ? 10 ? 20 ? 15 ?22 ? 45
dP/dt+ 1720 886 917 654 674 442 * 365 *
[mm Hg/s] ? 98 ? 70 ? 56 ?112 ? 81 ?117 ? 129
Koronarfluss 10,9 16,6 15,6 14,1 11,9* 11,8 * 11,1 *
[ml/min] ?0,8 ?0,8 20,7 ?1,3 ?1,0 ?1,0 ?1,3
C Ischamie
Puffer _ 30 nM _ _100 nM _ _500 nM _ _ 3uM _
Glibenclamid Glibenclamid Glibenclamid Glibenclamid
n 29 3 3 5 3
LVP max 10 8 8 9 13
[mm Hg] ?1 ?1 ?3 ?1 ?1
LVP nin 2,2 -1,7 -1,0 0,2 1,3
[mm Hg] ?0,8 ?0,3 21,7 21,2 21,2
dP/dt+ 231 240 259 226 284
[mm Hg/s] ?10 ? 43 ? 20 ?14 ?22
ischamische 99" 1117 117+ 7 120 * 127 *
MAPDgy [ms] ?2 ?2 ?1 ?3 ?1
e | 21 130 128 121 126
MAPDgo [ms] ?2 ? 4 21 ?2 ?2
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Tabelle 111.6: Wirkung von Meglitinid, A in Normoxie * p<0,05 vs. Kontrolle, B wahrend Hypoxie - keine signifikanten

Unterschiede vs. Hypoxie, C nach 5 min Ischdmie — keine signifikanten Unterschiede vs. Puffer

(ungepaarter t-test), * p<0,05 vs. praischamischer Kontrollwert

Meglitinid
A Normoxie
Kontrolle 100 nM Meglitinid 1 pM Meglitinid 10 uM Meglitinid
n 4 3 3 3
LVP max 141 136 119 113 *
[mm Hg] ?6 ?7 ?5 ?8
LVP min 6,5 3,3 1,3 -1,0*
[mm Hg] 20,6 21,2 223 225
Herzfrequenz 216 215 216 223
[bpm] ?9 ?14 ?11 ?24
dP/dt+ 2086 2022 1791 1716
[mm Hg/s] ? 105 ? 96 ?30 ? 86
Koronarfluss 13,0 12,5 10,4 9,0*
[ml/min] ?0,5 212 ?1,0 ?1,0
MAPDg 128 127 126 129
[ms] ?2 ?4 ?1 ?2
B  Hypoxie
Hypoxie Hypoxie Hypoxie Hypoxie
Kontrolle Hypoxie +300 nM +1 UM +3 UM +10 uM
Meglitinid Meglitinid Meglitinid Meglitinid
n 7 7 3 5 3 3
LVP max 97 69 70 69 72 57
[mm Hg] ?9 ?5 ?3 ?4 ?2 ?5
LVP min 5,7 21,7 29,7 21,6 15,7 21,0
[mm Hg] 21,4 ?45 ?87 ?75 ?1,7 ?11,9
Herzfrequenz 257 222 184 192 138 192
[bpm] ?11 ?23 ? 37 ? 26 ?35 ?32
dP/dt+ 1629 841 608 765 823 602
[mm Hg/s] ?123 ?93 ?154 ? 148 ?81 ?211
Koronarfluss 12,8 18,7 18,0 15,7 13,8 15,8
[ml/min] 213 224 24,2 228 ?0,5 222
C Ischamie
Puffer 100 nM 300 nM 1M 3 M
Meglitinid Meglitinid Meglitinid Meglitinid
n 29 3 3 3 3
LVP max 10 11 9 11 11
[mm Hg] ?1 22 ?5 ?2 ?2
LVP min 2,2 2,3 -1,3 2,7 1,3
[mm Hg] ?0,8 224 ?5,0 21,8 21,7
dP/dt+ 231 224 265 206 243
[mm Hg/s] ?10 ?22 ? 27 ?28 ?5
ischamische 99" 98 99 112 111
MAPDgo [ms] ?2 ?7 ?4 ?1 ?2
ol 115 119 118 114
MAPDgy [ms] ’2 24 ’1 ’3 ?5
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1.B.2 Glibenclamid und S 94 1638

Die Substanz S 94 1638 in Abbildung .12 unterscheidet sich von Glibenclamid (Abbildung
1.6 A) durch das Schwefelatom, das den Sulfonylharnstoff Glibenclamid zu einem Sulfonyl-

thioharnstoff macht.

I=

Cl

Abbildung 111.12: Strukturformel von S 94 1638

Aus Abbildung 111.13 lasst sich leicht der positive Einfluss dieser Strukturvariation erkennen.
Die Wirkungen auf den normoxischen und hypoxischen Koronarfluss waren gleich bzw. sogar
um den Faktor 5 geringer als bei Glibenclamid. Die dazugehdrigen 1Cso-Werte waren 20 nM
und 130 nM. Dagegen war die erwiinschte Wirkung auf die MAPDg, nach 5 min Ischdmie um
den Faktor 10 nach rechts verschoben, der ICs-Wert von S 94 1638 betrug 8,8 nM.

Die in Tabelle IIl.5 dargestellte Wirkung des Glibenclamids auf die Herzfunktion wies das
Thioderivat S 94 1638 in deutlich geringerem Mal3e auf. In Tabelle IIl.7 wird gezeigt, dass die
unter normoxischen Versuchsbedingungen erfolgende Senkung von LVP .« und Kontraktilitét
erst bei 1 uM signifikant wurde. Bereits mit 3nM S 94 1638 war dagegen die ischdmische

Aktionspotentialverkiirzung nicht mehr signifikant verschieden vom praischamischen Wert.
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A Koronarfluss unter Normoxie
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Abbildung 111.13 A,B: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Glibenclamid und S 94 1638, A Koronarfluss in
Normoxie, B Koronarfluss wahrend Hypoxie
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C MAPDy, unter Ischamie
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Abbildung I11.13 C: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Glibenclamid und S 94 1638, C MAPDg, nach 5 min

Ischamie

Im Vergleich mit Glibenclamid wies dessen Thioderivat S 94 1638 die erwinschten Ver-
schiebungen in der kardialen Selektivitdt auf: nach rechts bei der Wirkung auf vaskulare
Kanéle und nach links bei der Beeinflussung der ischamischen Aktionspotentialdauer. Fir die
Anwendung als Antiarrhythmikum ware eine noch spezifischere Wirkung auf den

sarkolemmalen Karp-Kanal wiinschenswert.
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Tabelle 111.7: Wirkung von S 94 1638, A in Normoxie * p<0,05 vs. Kontrolle, B wéahrend Hypoxie - keine

signifikanten Unterschiede vs. Hypoxie, C nach 5 min Ischamie * p<0,05 vs. Puffer , * p<0,05 vs.

praischamischer Kontrollwert

S94 1638
A Normoxie
Kontrolle 10 nM 100 nM 1uM
S94 1638 S94 1638 S94 1638
n 4 3 3 3
LVP max 125 114 110 88 *
[mm Hg] ?5 ?4 ?6 ?6
LVP min 6,3 3,3 2,3 2,7
[mm Hg] ?14 ?13 22,3 224
Herzfrequenz 232 244 236 245
[bpm] ?14 ?18 ?23 ? 23
dP/dt+ 1965 1835 1735 1330 *
[mm Hg/s] ? 82 ?72 ? 58 ? 41
Koronarfluss 12,4 10,9 8,8* 8,1*
[ml/min] 20,4 ?0,6 ?0,5 ?0,7
MAPDgg 121 118 120 118
[ms] ?4 ?4 ?6 ?6
B  Hypoxie
Hypoxie Hypoxie Hypoxie Hypoxie
Kontrolle Hypoxie +10 nM +100 nM +1 pM +10 uM
S94 1638 S9416382 S94 1638 S94 1638
n 4 4 3 3 3 3
LVP max 119 85 81 88 55 74
[mm Hg] ?4 ?12 ?17 ?17 ?9 ?10
LVP min 5,8 21,3 21,3 14,0 21,0 28,7
[mm Hg] 20,6 ?6,6 ?5,9 21,0 ?12,0 ?13,0
Herzfrequenz 218 221 222 213 215 184
[bpm] 27 27 ?2 27 ?13 ?19
dP/dt+ 1834 1084 1025 1165 642 764
[mm Hg/s] ? 85 ? 210 ? 264 ? 259 ?93 ?171
Koronarfluss 9,7 15,8 15,9 13,7 10,1 10,3
[ml/min] ?0,5 ?1,6 21,1 ?15 ?1,6 ?1,6
C Ischamie
Puffer 1nM 3nM 10 nM 30 nM 1uM
S94 1638 S94 1638 S94 1638 S94 1638 S94 1638
n 29 3 3 3 3 3
LVP max 10 10 10 9 13 14
[mm Hg] ?1 ?2 ?21 ?21 ?1 ?1
LVP min 2,2 -0,7 0,0 0,0 3,0 1,3
[mm Hg] 20,8 ?15 210 21,0 ?0,0 ?0,3
dP/dt+ 231 265 265 249 271 318~
[mm Hg/s] ? 10 ? 31 ?14 ?15 ? 32 ?16
ischamische 99" 90" 96 100 109 105
MAPDg, [ms] ?2 ?1 ?5 ?1 ?2 ?2
pr?;ﬁ:‘%ﬁ\;\fgft‘er 121 109 106 110 111 103
MAPDgo [ms] ?2 ?2 ?2 ?2 ?1 ?3
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11.B.3 S 92 0707 und HMR 1098

Die eben gezeigte erwlinschte Wirkungsverschiebung von einem Sulfonylharnstoff zu einem

Sulfonylthioharnstoff wurde mit einem weiteren Substanzpaar bestéatigt.

Die Stukturformeln der Substanzen S 92 0707 und HMR 1098, welches das Natriumsalz des
Thioderivats von S 92 0707 ist, werden in Abbildung 11l.14 gezeigt. Der Benzamidteil der
Molekile hat sich im Vergleich mit Glibenclamid nicht verandert. Der Sulfonylharnstoff bzw.
Sulfonylthioharnstoff befindet sich hier in meta-, nicht wie bei Glibenclamid in para-Positon zum
Benzamid. In para-Position befindet sich stattdessen eine Methoxygruppe. Der Cyclohexylrest

am Sulfonylharnstoff wurde durch einen weniger lipophilen Methylrest ersetzt.

Y O O~cH,
7 ~
i o [
O
Cl
A
HaC_ . o
“CH,
* H
N NS
i S [
) S
Na
Cl
B

Abbildung 11.14: Strukturformeln von S 92 0707 (A ) und HMR 1098 ( B)

Abbildung 111.15 stellt die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der beiden Substanzen in den drei
Versuchsprotokollen gegentiber. Der Koronarfluss wurde durch HMR 1098 nicht bzw. kaum
beeinflusst, die ICs-Werte waren grof3er als 100 uM. Bei S 92 0707 betrugen sie ~1 uM fir die
Senkung des normoxischen und ~5 pM beim hypoxischen Koronarfluss. In Abbildung 111.15 C
wird eine deutliche Rechtsverschiebung der Kurve des Thioderivates um den Faktor 40
veranschaulicht. Die jeweiligen ICso-Werte betrugen ~20 uM fur S 94 1638 und 550 nM fiir
HMR 1098.
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Bei S 92 0707 wurde keine hthere Konzentration als 10 uM getestet. Erfahrungswerte aus
anderen Versuchsreihen zeigten jedoch, dass durch Karp-Blocker unter Normoxie der
Koronarfluss auf maximal 60-70% des Ausgangswertes gesenkt wurde. Mit 10 uM S 92 0707
trat eine Verringerung des Koronarflusses auf 72% auf, was die nahezu maximale Wirkung war

und eine Abschatzung der I1Cs, erlaubte.

Die unterschiedlichen Steigerungen des hypoxischen Koronarflusses ohne Substanzgabe sind
auf unterschiedliche Reaktivitat der Karp-Kanéle zuriickzuftihren. Mit 30 uM HMR 1098 wurde
bereits eine ebenso grofle Wirkung auf den Koronarfluss erreicht wie mit 100 uM. Diese
Wirkung war jedoch nur eine weniger als halbmaximale Aufhebung der hypoxischen
Steigerung des Koronarflusses, was auf die schwache Wirksamkeit von HMR 1098 auf Karp-
Kandle der glatten GefaBmuskulatur hindeutet. Bei den hypoxischen Versuchen liel3 sich der
ICso-Wert zuverlassig bestimmen, da die maximale Inhibition der hypoxischen Vasodilatation

einem Abfall des Koronarflusses auf den préahypoxischen Ausgangswert entspricht.

In analoger Weise bewirkte die maximale Inhibition sarkolemmaler Karp-Kanéle unter Ischamie
eine MAPDgy, wie beim praischamischen Kontrollwert. Auch wenn durch 30 uM S 92 0707
keine maximale Wirkung auf die Aktionspotentialdauer erreicht wurde, kann somit der

ICso-Wert gut auf ~20 uM geschatzt werden.
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A Koronarfluss unter Normoxie
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Abbildung 111.15 A,B: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von S 92 0707 und HMR 1098, A Koronarfluss in Normoxie,

B Koronarfluss wahrend Hypoxie
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C MAPDy, unter Ischamie
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Abbildung 111.15 C: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von S 92 0707 und HMR 1098, C MAPDg, nach 5 min Ischéamie

S 92 0707 zeigte erst bei der Konzentration 100 uM, die nur bei den Hypoxieversuchen
verwendet wurde, signifikante Wirkungen auf LVP ., und die Kontraktilitat. Der Koronarfluss
wurde dagegen schon ab 10 uM signifikant verringert. Erst 30 uM S 92 0707 zeigten keine
signifikante Aktionspotentialverkiirzung durch Ischamie, niedrigere Konzentrationen waren

nicht wirksam. Die Zahlenwerte sind in Tabelle 111.8 wiedergegeben.

Die Daten zu HMR 1098 werden in Tabelle 111.9 gezeigt. In Normoxie wurde bei allen
Konzentrationen eine geringfiigige, aber signifikante Verringerung des diastolischen Druckes
LVP .in beobachtet. Wahrend der Hypoxie bewirkte HMR 1098 keine signifikanten
Veranderungen. In der Ischamie war bei 2 uM HMR 1098 die ischamische Aktionspotential-

verkirzung nicht mehr signifikant.

Der Vergleich von S 92 0707 und HMR 1098 zeigte, dass die Substitution des Sauerstoffs
durch Schwefel zum Sulfonylthioharnstoff die Selektivitat der Karp-Blocker zu der bevorzugten
Hemmung der sarkolemmalen Kanéle verschob. Der Sulfonylharnstoff S 92 0707 wirkte
effektiver auf den Koronarfluss als auf das Aktionspotential des isolierten Meerschweinchen-
herzens. Insgesamt war die Wirkung von S 92 0707 relativ schwach. Die ausgepragteste

Wirkung fand auf den Koronarfluss statt. Dagegen wies HMR 1098 die erwlinschte Blockade
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der sarkolemmalen Kamp-Kanale auf, ohne eine Vasokonstriktion hervorzurufen.

Diese

Substanz ist nach diesen Ergebnissen als Antiarrhythmikum sehr gut geeignet.

Tabelle 111.8: Wirkung von S 92 0707, Kontrolle, A in Normoxie * p<0,05 vs. Kontrolle, B wahrend Hypoxie * p<0,05

vs. Hypoxie C nach 5 min Ischamie — keine signifikanten Unterschiede vs. Puffer, © p<0,05 vs.

praischamischer Kontrollwert

S92 0707
A Normoxie
1uM 10 uM
Kontrolle S62 0707 S92 0707
n 4 3 3
LVP max 115 104 103
[mm Hg] ?5 ?4 ?9
LVP min 6,0 2,7 -0,7
[mm Hg] ?2,3 ?3,2 ?2,8
Herzfrequenz 213 211 211
[bpm] ?4 ?5 ?6
dP/dt+ 1629 1458 1511
[mm Hg/s] ? 101 ?61 ? 146
Koronarfluss 11,3 9,9 82*
[ml/min] ?0,6 ?0,8 20,4
MAPDgo 126 127 125
[ms] ?2 ?4 ?4
B  Hypoxie
. Hypoxie Hypoxie Hypoxie
Kontrolle | Hypoxie | ph% 020707 | +10 ul\%lpSQZ 0707 | +100 pK/'Iosgz 0707
n 7 7 4 3 3
LVP max 114 60 65 65 52 *
[mm Hg] ?5 ?3 ?5 ?6 21
LVP min 53 14,9 15,3 15,3 15,7
[mm Hg] ?04 ?15 ?24 ?2,6 ?19
Herzfrequenz 234 232 187 172 222
[bpm] ?7 ?7 ? 25 ?25 ?9
dP/dt+ 1845 901 867 847 713 *
[mm Hg/s] ? 105 ?41 ? 50 ? 50 ?28
Koronarfluss 10,6 15,4 14,0 12,5* 12,1 *
[ml/min] 20,3 20,6 ?0,7 21,3 21,2
C Ischamie
Puffer 1 uM S92 0707 10 uM S92 0707 30 uM S92 0707
n 29 3 3 3
LVP max 10 10 19 10
[mm Hg] ?1 ?1 ?1 ?1
LVP min 2,2 1,7 5,0 0,3
[mm Hg] 70,8 ?0,9 ?2,1 ?0,7
dP/dt+ 231 234 305 265
[mm Hg/s] 210 711 ?55 219
ischamische 99" 93" 98" 105
MAPDg, [ms] 22 ?3 ?1 ?5
praischamischer 121 110 111 111
Kontrollwert PP 3 a1 "3
MAPDgg [ms] i i i :
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Tabelle 111.9: Wirkung von HMR 1098, A

in Normoxie * p<0,05 vs. Kontrolle, B wéhrend Hypoxie — keine

signifikanten Unterschiede vs. Hypoxie, C nach 5 min Ischamie * p<0,05 vs. Puffer, © p<0,05 vs.

praischamischer Kontrollwert

HMR 1098
A Normoxie
Kontrolle 1uM 10 pM 30 uM 100 pM
HMR 1098 HMR 1098 HMR 1098 HMR 1098
n 4 3 3 3 3
LVP max 125 114 112 102 106
[mm Hg] ?8 ?9 ?11 ?9 27
LVP min 4,0 0,7* -0,7* -2,0* -0,3*
[mm Hg] ?0,4 20,3 ?0,9 ?0,6 ?0,9
Herzfrequenz 247 251 241 242 236
[bpm] ?3 ?3 ?3 ?6 ?5
dP/dt+ 2250 2082 1942 1878 1925
[mm Hg/s] ? 115 ? 129 ? 242 ? 192 ?71
Koronarfluss 9,3 8,6 8,7 8,4 9,8
[ml/min] ?0,5 ?0,6 ?0,7 ?0,7 20,9
MAPDgo 104 104 107 104 101
[ms] ?2 ?3 ?3 ?3 ?2
B  Hypoxie
Hypoxie Hypoxie Hypoxie Hypoxie
Kontrolle Hypoxie +1 uM +10 uM + 30 uM +100 pM
HMR 1098 HMR 1098 HMR 1098 HMR 1098
n 4 4 3 3 3 3
LVP max 108 67 65 62 55 56
[mm Hg] ?5 ?5 ?2 ?5 ?3 ?6
LVP min 4,8 31,5 29,0 25,3 31,3 29,0
[mm Hg] ?0,5 ?51 ?5,0 ?4,1 ?3,3 ?3,1
Herzfrequenz 261 256 241 246 262 253
[bpm] ? 16 ? 14 ?4 ? 31 ?19 ?28
dP/dt+ 1925 796 796 773 610 579
[mm Hg/s] ? 135 ? 115 ? 112 ? 60 ?25 272
Koronarfluss 7,9 13,4 13,8 13,3 10,4 9,7
[ml/min] 21,0 21,8 2272 ?1,8 ?14 21,2
C Ischamie
Puffer 100 nM 300 nM 500 nM 2 uM 10 uM
HMR 1098 HMR 1098 HMR 1098 HMR 1098 HMR 1098
n 29 3 3 5 3 6
LVP max 10 12 9 12 16 12
[mm Hg] ?1 ?1 ?3 ?21 ?3 ?2
LVP nin 2,2 4,0 0,0 3,8 6,7 6,5
[mm Hg] 20,8 21,0 ?1,7 ?1,1 22,6 ?25
dP/dt+ 231 212 224 257 265 238
[mm Hg/s] ? 10 ?23 ? 19 ?29 ?17 ?21
ischamische 99" 96 " 106 * 101" 121 * 112 *
MAPDgy [ms] ?2 ?2 ?5 ?4 ?3 ?4
pr?;ﬁ[‘riw\',\fgt‘er 121 117 124 113 124 113
MAPDgo [ms] ?2 ?2 ?3 ?5 ?4 ?3
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11.B.4 S92 0707 und S 95 1957

Die Substanz S 95 1957 enthalt ein Chromangrundgerist, das die freie Beweglichkeit des
Benzamids einschrankt und ein Chiralitdtszentrum einfuhrt (Abbildung 111.16). Die Substitution
entspricht aber ansonsten der bereits vorgestellten Substanz S 92 0707. Auch der Abstand
von zwei Kohlenstoffatomen zwischen dem Stickstoff des Benzamids und dem zweiten
Aromaten bleibt erhalten.

O O~cH,

H.C N N
3 ~ ~ N
Q Q //S\\ \H/ CH3
O O O

Cl

Abbildung 111.16: Strukturformel von S 95 1957

Aus den Konzentrations-Wirkungs-Kurven in Abbildung I111.17 ist ersichtlich, dass diese
Fixierung der aromatischen Ringe zueinander in S 95 1957 die Kurven nach rechts verschiebt.
Die Kurven in Normoxie und Hypoxie fiir die Vasokonstriktion waren um den Faktor 13 bzw. 4
gegeniber S 92 0707 verschoben, die ICso-Werte von S 95 1957 betrugen 100 nM und ~1 pM
(Normoxie / Hypoxie). Diese Wirkungsverstarkung war jedoch bei der ischamischen MAPDy,
besonders ausgepréagt. Der ICs-Wert betrug 62 nM und war damit um den Faktor 350 kleiner

als der entsprechende Wert von S 92 0707.
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A Koronarfluss unter Normoxie
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Abbildung 111.17 A,B: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von S 92 0707 und S 95 1957, A Koronarfluss in Normoxie,

B Koronarfluss wahrend Hypoxie
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C MAPD,, unter Ischamie
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Abbildung 111.17 C: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von S 92 0707 und S 95 1957, C MAPDgy nach 5 min Ischamie

Die weiteren Wirkungen von S 92 0707 wurden bereits in Tabelle 111.8 gezeigt, fir S 95 1957
sind sie in Tabelle 111.10 zu sehen. In der Normoxie konnten eine signifikante Verringerung der
Kontraktilitat (dP/dt+) sowie der systolischen (LVP ..) und der diastolischen (LVP nin)
Druckentwicklung ab 1 uM beobachtet werden. Die normoxische und hypoxische Koronarfluss-
Verringerung waren bei mikromolaren Konzentrationen signifikant. In den Ischamieversuchen
war bei 3 uM die ischamische MAPDy, signifikant verschieden im Vergleich zu dem Puffer-
Wert, verglichen mit dem praischamischen Kontrollwert war die Aktionspotentialdauer jedoch

nur bei niedrigen Konzentrationen bis 30 nM signifikant verkirzt.

Das Chromanderivat S 95 1957 wirkte etwa gleich stark auf sarkolemmale und vaskulare
Karpe-Kanéle, mit einer geringfliigigen Praferenz fur die sarkolemmalen. Die Rigidisierung des
Molekiils durch den Chromanring rief eine Wirkungsverstarkung hervor. Einer ausgepragten
Verbesserung der Wirksamkeit bei der ischamischen MAPDgo-Verkirzung um den Faktor 350
stand eine geringere Effektivitdt (Faktor 13 bei Normoxie, Faktor 4 bei Hypoxie) bei der
Beeinflussung des Koronarflusses entgegen. Die strukturell nah verwandte Substanz
S 92 0707 wirkte jedoch eher auf vaskulare Kandle, so dass die Verschiebung des Wirkprofils
insgesamt positiv ist, auch wenn S 95 1957 trotz der erfolgten Verbesserung keine optimale

Selektivitat zeigte.
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Tabelle 111.10: Wirkung von S95 1957, A in Normoxie * p<0,05 vs. Kontrolle, B wahrend Hypoxie * p<0,05 vs.

Hypoxie, C nach 5 min Ischamie * p<0,05 vs. Puffer, © p<0,05 vs. praischamischer Kontrollwert

S95 1957
A Normoxie
Kontrolle 10 nM 100 nM 1uM 10 uM
S95 1957 S95 1957 S95 1957 S95 1957
n 4 3 3 3 3
LVP max 134 125 126 113 * 102 *
[mm Hg] ?5 ?2 ?5 ?3 ?3
LVP min 8,8 7,7 7,0 6,0* 4,3%*
[mm Hg] ?0,5 20,7 ?0,6 ?0,0 20,3
Herzfrequenz 228 234 220 210 229
[bpm] ? 15 ?17 ?22 ? 16 ?22
dP/dt+ 2199 2087 2075 1707 * 1548 *
[mm Hg/s] ? 104 ? 92 ? 95 ?8 ?76
Koronarfluss 10,7 10,5 8,7 75* 6,8 *
[ml/min] ?0,7 20,1 ?0,8 20,9 ?0,8
MAPDgo 119 117 119 121 119
[ms] ?2 ?2 ?4 ?4 ?4
B  Hypoxie
Hypoxie Hypoxie Hypoxie
Kontrolle Hypoxie +100 nM +1 pM +10 uM
S95 1957 S95 1957 S95 1957
n 4 4 3 3 3
LVP max 130 77 69 69 63
[mm Hg] ?9 ?4 ?4 ?4, ?6
LVP min 6,0 30,8 25,3 36,7 31,3
[mm Hg] ?0,0 ?71 ?8,4 ? 10,3 ?14,8
Herzfrequenz 215 216 211 219 202
[bpm] ?7 ?9 ?11 ? 14 ? 14
dP/dt+ 1942 848 795 670 567
[mm Hg/s] ?122 ? 100 ? 87 ? 35 ? 169
Koronarfluss 10,3 15,0 15,0 12,1 10,5*
[ml/min] 20,7 ?1,0 20,5 20,8 ?1,0
C Ischamie
Puffer 10 nM 30 nM 100 nM 300 nM 3 uM
S95 1957 S95 1957 S95 1957 S95 1957 S95 1957
n 29 3 3 3 3 3
LVP max 10 12 15 11 13 15
[mm Hg] ?21 ?1 ?3 ?2 ?2 ?2
LVP min 2,2 2,7 0,7 0,3 2,0 4,0
[mm Hg] ?0,8 ?0,9 ?1,2 ?0,9 21,0 210
dP/dt+ 231 249 296 262 284 271
[mm Hg/s] ? 10 ?13 ? 20 ? 14 ?17 ?19
ischamische 997" YA 97" 106 112 123 *
MAPDgy [ms] ?2 ?4 ?3 ?8 ?2 ?2
pr?;ﬁ:‘%ﬁ\;\fgft‘er 121 117 110 115 116 125
MAPDgo [ms] ?2 ?1 ?3 ?2 ?0 ?5
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[1.B.5 HMR 1098 und HMR 1372

HMR 1098 wurde bereits in Abbildung 111.14B gezeigt, HMR 1372 ist in Abbildung II1.18
dargestellt. Der einzige Unterschied befindet sich im Benzamidteil der Molekiile, wo der Chlor-
substituent im HMR 1098 durch eine tertidre Butylgruppe in HMR 1372 ersetzt wurde. Das
Molekiil wird dadurch amphiphil.
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Abbildung 111.18: Strukturformel von HMR 1372

Die Wirkungen von HMR 1098 und HMR 1372 sind in Abbildung II1.19 einander
gegenibergestellt. Beide zeigten keine bzw. nur eine geringe Wirkung auf den normoxischen
und hypoxischen Koronarfluss. HMR 1372 wurde allerdings nur bis zu einer Konzentration von
30 uM getestet. Da die Hypoxie-bedingte Zunahme des Koronarflusses mit 30 pM HMR 1372
nur um 35 % vermindert wurde, muss die Substanzkonzentration bei halbmaximaler Wirkung
groRer sein. Die Wirkungen auf die ischamische Aktionspotentialverkiirzung waren ebenfalls
vergleichbar, der ICs-Wert von HMR 1372 war 970 nM.
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A Koronarfluss unter Normoxie
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Abbildung 111.19 A,B: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von HMR 1098 und HMR 1372, A Koronarfluss in Normoxie,

B Koronarfluss wahrend Hypoxie
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C MAPDy, unter Ischamie
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Abbildung 111.19 C: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von HMR 1098 und HMR 1372, C MAPD90 nach 5 min
Ischamie

Die Werte fir HMR 1098 wurden bereits in Tabelle 111.9 zusammengefasst. HMR 1372 zeigte
ab 30 uM eine signifikante Verringerung der Kontraktilitdt, ansonsten wurden die weiteren
Parameter nicht verandert (Tabelle 111.11). Auffallig war die fehlende Signifikanz hinsichtlich der
Beeinflussung der MAPDg,-Werte in der Ischamie. Bezogen auf die unterschiedlichen
praischamischen Kontrollwerte war die ischamische MAPDg,-Verkirzung jedoch bei niedrigen

Konzentrationen bis 300 nM signifikant.

HMR 1372, ein naher lipophilerer Strukturverwandter von HMR 1098, wirkte wie dieses in den
hier vorgestellten Versuchen auf den sarkolemmalen Karp-Kanal selektiv, war aber etwas

schwécher wirksam.

-67 -



Ergebnisse

Tabelle [11.11: Wirkung von HMR 1372, A in Normoxie * p<0,05 vs. Kontrolle, B wéahrend Hypoxie * p<0,05 vs.
Hypoxie, C nach 5 min Ischamie - keine signifikanten Unterschiede vs. Puffer, © p<0,05 vs.

praischamischer Kontrollwert

HMR 1372
A Normoxie
Kontrolle 100 nM 1uM 10 uM 30 uM
HMR 1372 HMR 1372 HMR 1372 HMR 1372
n 3 3 3 3 3
LVP max 109 98 99 101 93
[mm Hg] ?8 ?1 ?0 ?2 ?3
LVP min 8,3 8,0 8,7 7,7 12,3
[mm Hg] ?0,3 21,2 218 222 ?35
Herzfrequenz 241 230 221 219 221
[bpm] ?9 ?8 ?8 ?10 ?16
dP/dt+ 1699 1508 1503 1485 1279 *
[mm Hg/s] ? 67 ? 68 ? 50 ? 66 ?21
Koronarfluss 10,0 10,0 9,8 13,1 10,8
[ml/min] ?0,5 ?0,1 ?0,6 ?1,0 217
MAPDgy 113 116 116 122 121
[ms] ?6 ?7 ?7 ?5 ?8
B  Hypoxie
Hypoxie Hypoxie Hypoxie Hypoxie
Kontrolle Hypoxie +1 uM HMR +3 uM +10 uM +30 uM
1372 HMR 1372 HMR 1372 HMR 1372
n 10 10 7 4 7 5
LVP max 72 40 41 35 35 33
[mm Hg] ?2 ?2 ?2 ?3 ?2 ?3
LVP min -2,0 12,4 15,1 11,7 14,8 15,4
[mm Hg] ?1,6 ?2,6 ?2,9 ?15 22,2 ?35
Herzfrequenz 231 219 207 223 209 209
[bpm] ?9 273 ?13 ?14 ?8 ?10
dP/dt+ 1076 476 426 377 357 333 *
[mm Hg/s] ? 63 ?42 ?31 ?34 ? 37 ?31
Koronarfluss 8,7 15,3 13,5 11,9 13,3 13,0
[ml/min] 20,8 ?1,6 ?1,3 ?214 21,7 ?28
C Ischamie
Puffer 100 nM 300 nM 1pM 10 pM
HMR 1372 HMR 1372 HMR 1372 HMR 1372
n 29 3 3 3 3
LVP max 10 11 10 10 13
[mm Hg] ?1 ?2 ?1 ?0 ?1
LVP min 2,2 33 1,7 2,7 4,3
[mm Hg] 20,8 ?0,9 21,2 ?0,3 ?0,3
dP/dt+ 231 209 218 206 224
[mm Hg/s] ?10 ?22 ? 30 ?11 ?5
ischamische 99" 96 " 97" 106 109
MAPDg, [ms] ?2 ?1 ?2 ?4 ?3
IR 116 111 115 109
MAPDgo [ms] ?2 ?1 ?1 21 ?2
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[11.B.6 HMR 1098 und HMR 1402

Bei HMR 1402 (Abbildung 111.20) ist im Vergleich zu HMR 1098 (Abbildung 11l.14 B) der
Methoxyrest in ortho-Position zum Sulfonylthioharnstoff durch eine Methoxyethoxygruppe
substituiert.

H,C

O\/\O/CH

< \W “CH,
Na
Cl

Abbildung 111.20: Strukturformel von HMR 1402

Abbildung 111.21 zeigt, dass HMR 1402 bei Konzentrationen bis 10 uM keine Wirkung auf den
normoxischen Koronarfluss hatte. Bei héheren Konzentrationen wurde eine Zunahme des
Koronarflusses beobachtet, was auf eine zusatzlichen Wirkmechanismus schlieRen lasst, der
nicht weiter untersucht wurde. Die Zunahme des Koronarflusses unter Hypoxie wurde durch
30 uM der Substanz vollstandig aufgehoben. Auf Grund der zusatzlichen Nebenwirkung
wurden keine héheren Konzentrationen getestet. Es wurde daher keine Kurvenanpassung mit
der sigmoiden Funktion durchgefihrt, sondern der Wert der halbmaximalen Wirkung aus dem
Kurvenverlauf in Abbildung 1I1.21 zu 9 uM geschatzt. Die Strukturabwandlung fuhrte zu einer
Verstarkung der Wirkung auf die ischAmische Aktionspotentialverkirzung um dem Faktor 5,
der ICso-Wert betrug 110 nM. Somit ist die Selektivitat von HMR 1402 fir den sarkolemmalen

Karp-Kanal um den Faktor 90 gréRer als fur den vaskularen.
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A Koronarfluss unter Normoxie
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Abbildung 111.21 A,B: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von HMR 1098 und HMR 1402, A Koronarfluss in Normoxie,

B Koronarfluss wahrend Hypoxie
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C MAPD,, unter Ischamie
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Abbildung 111.21 C: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von HMR 1098 und HMR 1402, C MAPDg nach 5 min

Ischamie

Die weiteren Wirkungen von HMR 1402 auf die Herzfunktion sind in Tabelle II1.12
zusammengefasst, die Wirkungen von HMR 1098 wurden bereits in Tabelle 111.9 behandelt.
Die Kontraktilitat in den Normoxieversuchen wurde bei 100 uM signifikant verringert. Bei
100 uM HMR 1402 wurde auRerdem LVP i, geringfugig erhdht. Die Aktionspotentialdauer der
Normoxieversuche war bereits bei der Kontrolle auffallig lang und wurde durch HMR 1402
nicht beeinflusst. Die Hypoxieversuche zeigten eine signifikante Verringerung von systolischer
Druckentwicklung (LVP nax) und Koronarfluss ab 10 uM. Bei den Ischamieversuchen war die
Kontraktilitat bei 10 uM signifikant héher und die MAPDg ab 1 uM verglichen mit Puffer
signifikant verlangert. Die signifikante ischamische MAPDg-Verkirzung wurde durch
HMR 1402-Konzentrationen ab 100 nM aufgehoben.

Durch die Einfigung der Methoxyethoxygruppe bei HMR 1402 statt des Methoxyrestes in
HMR 1098 wurde die Wirksamkeit auf den sarkolemmalen Karp-Kanal etwas besser, der
Koronarfluss jedoch nicht oder erst bei deutlich héheren Konzentrationen beeinflusst. Daher
kann HMR 1402 als besonders vorteilhafter Kandidat fir die Entwicklung eines Arzneimittels

gelten.
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Tabelle I11.12: Wirkung von HMR 1402, A in Normoxie * p<0,05 vs. Kontrolle, B wahrend Hypoxie * p<0,05 vs.

Hypoxie, C nach 5 min Ischamie * p<0,05 vs. Puffer, * p<0,05 vs. praischéamischer Kontrollwert

HMR 1402
A Normoxie
Kontrolle 1pM 10 uM 30 uM 100 uM
HMR 1402 HMR 1402 HMR 1402 HMR 1402
n 7 4 5 4 6
LVP max 89 95 73 73 75
[mm Hg] ?6 ?5 ?7 ?8 ?4
LVP min -0,3 -1,0 -0,5 1,3 4,0*
[mm Hg] ?0,5 204 ?0,3 ?0.3 ?16
Herzfrequenz 218 206 206 205 214
[bpm] ?4 ?7 ?7 ?11 ?10
dP/dt+ 1307 1274 1034 1027 1028 *
[mm Hg/s] ?92 ? 107 ?55 ?73 ?32
Koronarfluss 7,6 7,0 6,7 8,4 8,4
[ml/min] ?0,5 ?1,0 ?0,8 ?0,8 204
MAPDg 154 167 160 155 149
[ms] ?7 ?9 ?8 ?11 ?5
B  Hypoxie
Hypoxie Hypoxie Hypoxie Hypoxie
Kontrolle Hypoxie +100 nM +1 M +10 uM +30 uM
HMR 1402 HMR 1402 HMR 1402 HMR 1402
n 6 6 3 3 5 3
LVP max 83 41 41 40 35* 30*
[mm Hg] ?8 ?1 ?1 ?2 ?1 ?3
LVP min -4,3 0,5 1,0 2,7 -0,6 0,3
[mm Hg] ?0,6 22,7 ?5,0 ?32 ?19 21,8
Herzfrequenz 222 213 214, 206 199 186
[bpm] ?9 ?10 ?12 ?8 ?14 ?23
dP/dt+ 1261 708 698 648 592 482
[mm Hg/s] ? 148 ? 65 ?132 ?110 ?44 ?38
Koronarfluss 10,4 18,0 16,4 15,9 14,0 * 11,1*
[ml/min] 204 ?0,7 ?0,6 20,8 ?1,0 ?11
C Ischamie
Puffer 30 nM 100 nM 1uM 10 uM
HMR 1402 HMR 1402 HMR 1402 HMR 1402
n 29 3 3 3 3
LVP max 10 9 11 13 15
[mm Hg] ?1 ?0 ?0 ?2 ?1
LVP min 2,2 -2,0 1,0 2,7 23
[mm Hg] ?0,8 21,2 ?15 ?0,9 ?0,9
dP/dt+ 231 262 262 280 299 *
[mm Hg/s] ?10 ?19 ?41 234 ? 27
ischamische 99" 99" 95 122 * 116 *
MAPDg, [ms] ?2 ?6 ?2 ?2 ?5
IR 118 107 126 120
MAPDg [ms] ’2 ?5 24 ?5 24
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.B.7 HMR 1402 und S 0000 405

Bei der Substanz S 0000 405 befindet sich ein Zimtsdaureamid an der Stelle, an der sich bei
HMR 1402 der 5-Chlor-2-methoxybenzamid-Rest befindet. Die Strukturformel von S 0000 405
wird in Abbildung 111.22 gezeigt, die von HMR 1402 in Abbildung I11.20.
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Abbildung 111.22: Strukturformel von S 0000 405

Der Koronarfluss wurde von S 0000 405 unter normoxischen Versuchsbedingungen mit einer
ICso von 590 nM gesenkt, der entsprechende Wert fur den hypoxischen Fluss betrug ~3 uM, er
war somit nur geringfuigig kleiner als der Wert von HMR 1402. Die Blockade der ischamischen
MAPDgo-Verkiirzung war durch S 0000 405 leicht nach links verschoben (Abbildung 111.23), der
ICso-Wert betrug 710 nM.
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A Koronarfluss unter Normoxie
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C MAPD,, unter Ischamie
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Abbildung 111.23 C: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von HMR 1402 und S 0000 405, C MAPDg nach 5 min

Ischamie

Tabelle 111.13 listet die gesamten Messparameter flr S 0000 405 auf, von HMR 1402 wurden
diese bereits in Tabelle IIl.12 gezeigt. Der normoxische Koronarfluss wurde ab 1 uM, der
hypoxische ab 10 uM signifikant gesenkt. Bei denselben Konzentrationen fand auch ein Abfall
der Kontraktilitat und von LVP ..« statt. Die MAPDg, nach 5 min Ischdmie war bereits bei
300 nM S 0000 405 signifikant langer als mit Puffer. Bei allen getesteten S 0000 405-
Konzentrationen war die MAPDg, nach 5 min Ischamie nicht signifikant kirzer als die

praischamischen Kontrollwerte.

Die Substitution der bisherigen Benzamidstruktur durch ein Zimtsaureamid fuhrte zu einer
geringeren Selektivitat der Substanz S 0000 405 bezlglich des sarkolemmalen und des
vaskularen Karp-Kanals. S 0000 405 war mit einem ICsq-Wert von 710 nM schwéacher wirksam
hinsichtlich der MAPDg als HMR 1402 (ICsp: 110 nM).
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Tabelle 111.13: Wirkung von S 0000 405, A in Normoxie * p<0,05 vs. Kontrolle, B wéahrend Hypoxie * p<0,05 vs.

Hypoxie, C nach 5 min Ischamie * p<0,05 vs. Puffer, * p<0,05 vs. praischamischer Kontrollwert

S 0000 405
A Normoxie
100 nM 1uM 10 uM
Kontrolle S 0000 405 S 0000 405 S 0000 405
n 22 6 18 8
LVP max 93 95 79 * 66 *
[mm Hg] ?4 ?7 ?4 ?4
LVP min -0,7 3,3 -1,9 3,7
[mm Hg] ?0,9 21,2 ?0,9 ?57
Herzfrequenz 226 235 220 214
[bpm] ?4 ?15 ?5 ?16
dP/dt+ 1489 1499 1208 * 928 *
[mm Hg/s] ?274 ? 129 ? 68 ? 105
Koronarfluss 10,9 10,6 85* 75*
[ml/min] ?0,5 20,9 20,4 ?0,7
MAPDgo 135 133 136 137
[ms] ?3 ?4 ?4 ?9
B  Hypoxie
Hypoxie Hypoxie Hypoxie
Kontrolle Hypoxie +1 pM +10 uM +30 uM
S 0000 405 S 0000 405 S 0000 405
n 9 9 9 8 6
LVP max 95 46 49 40 35*
[mm Hg] ?5 ?2 ?2 ?3 ?2
LVP min 4.6 12,8 11,9 10,4 11,5
[mm Hg] 21,2 221 ?2,4 ?2.8 22,6
Herzfrequenz 239 225 221 218 238
[bpm] ?5 ? 10 ? 15 ?17 ?3
dP/dt+ 1474 677 701 594 * 541 *
[mm Hg/s] ?61 ?27 ?16 ? 28 ?23
Koronarfluss 11,2 16,8 16,1 115* 9,6 *
[ml/min] ?0,4 20,5 20,7 20,9 ?0,5
C Ischamie
Puffer 100 nM 300 nM 2uM 10 pM
S 0000 405 S 0000 405 S 0000 405 S 0000 405
n 29 5 3 6 3
LVP max 10 11 13 12 6
[mm Hg] ?21 ?2 ?1 ?2 ?3
LVP nin 2,2 2,0 3,3 2,7 -2,3
[mm Hg] ?0,8 ?21,1 21,2 ?0,9 ?3,2
dP/dt+ 231 232 259 256 237
[mm Hg/s] ? 10 ? 16 ?8 ? 39 ? 39
ischamische 99" 106 113~ 121+ 127 *
MAPDgy [ms] 22 27 ?6 23 ?6
pr?;ﬁ:‘%ﬁ\;\fgft‘er 121 122 125 121 121
MAPDgo [ms] ?2 ?2 ?3 ?3 ?1
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[1.B.8 Meglitinid und Repaglinid

Das in Abbildung I11.24 dargestellte Repaglinid ist seit Oktober 1998 unter dem Handelsnamen
NovoNorm® als Antidiabetikum in Deutschland erhaltlich. Es wird auch als prandialer
Glucoseregulator bezeichnet, da seine rasche Kinetik eine Senkung der postprandialen
Blutzuckerspitzen ohne anschlielende Hypoglykamie ermdglicht (Quast 2001). Repaglinid
leitet sich aus der Meglitinidfamilie ab. Wie Meglitinid (Abbildung 111.6 A) ist es ein

Benzoesaurederivat mit einer Amidstruktur und einem zweiten aromatischen Ring.

)

Abbildung 111.24: Strukturformel von Repaglinid

Repaglinid wirkte unselektiv auf die kardialen Karp-Kanéle (siehe Abbildung I11.25). Es war
allerdings etwas wirksamer als Meglitinid, die ICso-Werte waren 46 nM und ~200 nM fir den
normoxischen und hypoxischen Koronarfluss sowie 74 nM fur die Inhibition der isch&mischen

Aktionspotential-Verkirzung.
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/2
7 7/
14 -
—_ i , Meglitinid
= ¢ 77 IC,,: 620 NM
g 12 F §' _____ 7 /‘-
E 1 Q\\{l
4 10- .
> i
= Repaglinid \é\
© 8 - . ~
c IC;,: 46 NM ~o
s i
(@]
Y 6 -
y y
7 /
1 1
0 +——— o e ——rr
Puffer 1nM 10nM  100nM 1uM 10 uM

Substanzkonzentration im Puffer

B Koronarfluss unter Hypoxie

m

L 200 7/~

5 i _

2 1504 Repaglinid

= ICy,y: ~200 NM

2 ' ¢——=-= s S

< 160 - \\é'

2 - —=-

» 140 o { 77

3 - Meglitinid

¥ 120 -+ ICy,: 600 NM

E 1

~ 100 H

2

A _

- 80 -

E b4 4
/ /

v, 0 - A AT ——rrry

Puffer 1nM 10nM 100 nM 1uM 10 pM

Substanzkonzentration im Puffer

Abbildung 111.25 A,B: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Meglitinid und Repaglinid, A Koronarfluss in Normoxie,

B Koronarfluss wahrend Hypoxie
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C MAPDgy, unter Ischamie
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Abbildung 111.25 C: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Meglitinid und Repaglinid, C MAPDg, nach 5 min Ischamie

Die Wirkungen von Repaglinid zeigt Tabelle 111.14 als Ubersicht (Meglitinid: Tabelle 111.6). Bei
Normoxie wie Hypoxie wurde der Koronarfluss ab 100 nM signifikant gesenkt, ab 1 uM auch
der systolische Druck (LVP ma) und die Kontraktilitat (dP/dt+). In den Ischédmieversuchen wies
Repaglinid ab 500 nM eine signifikante Aktionspotentialverlangerung im Vergleich zu Puffer,
bei 3 uM eine Erhdhung der Kontrakitilitéat auf. Die Aktionspotentialverkiirzung durch Ischamie
im Vergleich zum praischdmischen Kontrollwert war bei Konzentrationen bis 100 nM

signifikant.

Der Vergleich von Meglitinid mit dem Antidiabetikum Repaglinid zeigt, dass flur eine Blockade
der ATP-abhangigen Kaliumkanale auch von Sulfonylharnstoffen strukturell deutlich
unterschiedliche Molekiille geeignet sind. Repaglinid war starker wirksam als Meglitinid, aber
ebenfalls unselektiv fir sarkolemmale und vaskulare Karp-Kandle. Beide Substanzen sind
Benzoesaurederivate, bei denen der Stickstoff eines Amids zwei Kohlenstoffatome von der
para-Position des Aromaten entfernt ist. Auerdem besitzen beide Substanzen einen

zusatzlichen aromatischen Ring.
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Tabelle 111.14: Wirkung von Repaglinid, A in Normoxie * p<0,05 vs. Kontrolle, B wahrend Hypoxie * p<0,05 vs.

Hypoxie, C nach 5 min Ischamie * p<0,05 vs. Puffer, * p<0,05 vs. praischéamischer Kontrollwert

Repaglinid
A Normoxie
Kontrolle 1nM . 10nM_ 100 n_M' 1“M .
Repaglinid Repaglinid Repaglinid Repaglinid
n 12 4 4 5 7
LVP max 127 133 117 114 67 *
[mm Hg] ?8 ?8 ?5 ?5 ?8
LVP min 3,0 35 3,3 1,4 -0,4
[mm Hg] 214 ?13 211 211 ?1,7
Herzfrequenz 230 234 239 237 239
[bpm] ?6 ?9 ?14 ?13 ?10
dP/dt+ 2025 2147 1850 1766 1091 *
[mm Hg/s] ?126 ?109 ? 106 ?109 ?104
Koronarfluss 11,9 11,2 10,6 85* 70%*
[ml/min] 204 ?0,3 ?0,5 ?0,5 ?0,6
MAPDg 141 145 143 136 131
[ms] ?4 ?2 ?9 ?7 ?4
B  Hypoxie
Hypoxie Hypoxie Hypoxie Hypoxie
Kontrolle Hypoxie +1nM +10 nM +100 nM +1 uM
Repaglinid Repaglinid Repaglinid Repaglinid
n 11 11 5 6 6 6
LVP max 129 68 67 68 63 52 *
[mm Hg] ?5 ?2 ?3 ?3 ?3 ?3
LVP min 57 9,8 9,2 12,5 7,7 10,7
[mm Hg] ?0,8 ?1,6 ?3,0 ?2,3 ?29 ?3,3
Herzfrequenz 232 232 237 223 225 235
[bpm] ?8 ?9 ?11 ?5 ?14 ?8
dP/dt+ 2054 1053 1050 1023 96 871*
[mm Hg/s] ? 89 ?25 ?13 ?39 ? 26 ?11
Koronarfluss 11,3 19,0 18,6 17,9 16,2 * 11,9~
[ml/min] ?1,9 ?0,5 ?0,9 ?0,6 ?0,6 ?05
C Ischamie
Puffer 10 nM ' 100 n_M' 500 n_M_ 3 ul\/_l '
Repaglinid Repaglinid Repaglinid Repaglinid
n 29 3 3 5 3
LVP max 10 13 11 6 12
[mm Hg] ?1 ?2 ?2 ?2 ?1
LVP min 2,2 2,7 1,3 -2,6 -2,0
[mm Hg] ?0,8 ?0,7 ?0,9 ?19 ?0,6
dP/dt+ 231 252 237 232 327 *
[mm Hg/s] ?10 ?19 ?16 ?23 ?9
ischamische 99" 109 " 1117 118 * 119 *
MAPDgo [ms] 22 ?5 ?6 ?3 ?5
il 124 119 116 119
MAPDgo [ms] ?2 ?2 ?5 ?2 ? 4
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[1.B.9 Wirkung von Antiarrhythmika

Die bekannten Antiarrhythmika Sotalol (Sotalex®), Amiodaron (Cordarex®) und der Hemmstoff
des langsamen, verzogerten K*-Kanals (Ixs) HMR 1556 (Bosch et al. 2001) (Abbildung 111.26)
wurden auf ihren Einfluss auf die ischamische Aktionspotentialverkiirzung untersucht
(Abbildung 111.27). Die gewahlten Konzentrationen sind aus der Literatur als antiarrhythmisch
effektiv bekannt (Padrini et al. 1997; Kodama et al. 1997; Gerlach 2001).
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Abbildung 111.26: A — C Strukturformeln von bekannten Antiarrhythmika: A Sotalol, B Amiodaron, C HMR 1556
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Abbildung II.27 verdeutlicht, dass die Aktionspotentialverkiirzung nach 5 min Ischamie durch

die Antiarrhythmika Sotalol, Amiodaron und HMR 1556 nicht beeinflusst wird.

120

100 A
(3)
(29) (f) (3)

80 1

60 -

40 A

20 -

MAPDg, (in % des Kontrollwertes)

0 | | | | | | |

Puffer Sotalol Amiodaron HMR 1556
10 pM 3uM 3 uM

Abbildung 111.27: Einfluss der Antiarrhythmika auf die ischdmische Aktionspotentialverkiirzung nach 5 min Ischamie

Tabelle 111.15 zeigt die Wirkung der genannten Antiarrhythmika in Normoxie und Ischamie.
10 pM Sotalol bewirkten unter normoxischen Kontrollbedingungen eine signifikante Ver-
ringerung der Herzfrequenz und des Koronarflusses sowie eine signifikante Verlangerung der
Aktionspotentiale. Keinerlei signifikante Veranderungen konnten mit 3 uM Amiodaron
beobachtet werden. 3 puM HMR 1556 fuhrten zu einer signifikanten Senkung von
Herzfrequenz, LVP . Kontraktilitdt und Koronarfluss sowie einer signifikanten Verlangerung
der Aktionspotentiale. Welcher Anteil der MAPDg,-Verlangerung auf die bradykarde Wirkung

von Sotalol und HMR 1556 zuriickzuftihren war, wurde nicht untersucht.

Der Vergleich der Werte nach 5min Ischamie zwischen Substanzgabe und
Kontrollexperimenten ergab keine signifikanten Unterschiede, aul3er bei der MAPDgy, hach
Gabe von Sotalol. Dies kann durch die aktionspotentialverlangernde Wirkung von Sotalol
erklart werden, denn die prozentuale MAPDgo-Verkiirzung durch Ischamie betrug 82,2% bei

den Kontrollen und 83,6% mit 10 pM Sotalol.
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Tabelle 111.15 A Wirkung von Sotalol, B Wirkung von Amiodaron, C Wirkung von HMR 1556; * p<0,05 vs. Kontrolle ;
" p<0,05 vs. praischamischer Kontrollwert

A Sotalol
10 uM Sotalol 10 uM
Kontrolle J'Sg?aﬁl(;\f +5 Hz Stimulierung Sotalol
(préaischamischer Kontrollwert) + Isch&mie 5min
n 3 3 3 3
LVP max 128 123 111 11°
[mm Hg] ?4 ?0 ?2 ?0
LVP min 7,7 6,0 6,7 1,0
[mm Hg] 21,2 ?2,0 218 ?0,0
Herzfrequenz 240 222 *
[bpm] 2?0 ?1 300 300
dP/dt+ 2118 1950 1931 2777
[mm Hg/s] ?122 ? 46 ? 83 ?6
Koronarfluss 10,9 9,6 * 10,5 12%
[ml/min] ?0,0 ?0,2 ?0,3 '
MAPDgy 115 129 * 116 97"
[ms] ?3 ?2 ?2 ?0
B Amiodaron
+3uM 3 uM Amiod_aron 3 UM
Kontrolle Amiodaron _ +5 Hz_ Stimulierung Amlod_aron _
(préaischamischer Kontrollwert) + Isché&mie 5min
n 3 3 3 3
LVP max 125 120 105 8"
[mm Hg] ?8 ?9 ?8 ?2
LVP min 6,0 3,7 4,3 1,3
[mm Hg] 21,2 22,7 244 ?2,0
Herzfrequenz 273 271
[bpm] P 57 300 300
dP/dt+ 2233 2182 1964 196 *
[mm Hg/s] ?179 ? 224 ?244 ?11
Koronarfluss 9,5 10,4 10,1 127
[ml/min] 20,9 21,2 ?1,0 '
MAPDgy 103 100 98 83"
[ms] ?4 ?3 ?4 ?6
C HMR 1556
+3uM 3 UM HMR 1556 3 uM
Kontrolle HMR 1556 _ +5 Hz_ Stimulierung HMR 1_556 _
(préischamischer Kontrollwert) + Isché&mie 5min
n 3 3 3 3
LVP max 132 122 * 107 97"
[mm Hg] ?5 ?6 ?9 ?2
LVP min 5,3 3,7 2,7 2,0
[mm Hg] ?0,3 ?2,3 ?32 ?2,0
Herzfrequenz 260 224
[bpm] 07 29 300 300
dP/dt+ 2401 2093 * 1936 1747
[mm Hg/s] ? 160 ? 203 ?292 ?37
Koronarfluss 10,2 9,2* 9,8 12+
[ml/min] 204 ?0,6 ?0,2 '
MAPDgy 104 120 * 100 927"
[ms] ?3 ?5 ?1 ?5
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I1.C Charakterisierung des Karp-Offners S1526

In dieser Versuchsserie sollte die Hypothese Uberprift werden, ob die Substanz S1526 die
Eigenschaften eines Offners von mitochondrialen Karp-Kanalen aufweist und demnach als

Leitstruktur fur neuartige Substanzen zur Kardioprotektion dienen kann.

n.c.1 Ischamische Prakonditionierung

Es gilt als gesichert, dass die kardioprotektive Wirkung der ischamischen Prakonditionierung
(IPC) auf der Aktivierung von mitochondrialen Karp-Kanélen beruht und dass eine Aktivierung
des mitochondrialen Karp-Kanals durch Diazoxid ahnliche schiitzende Wirkungen aufweist wie
die ischamische Préakonditionierung (lwai et al. 2000; O"Rourke 2000; Patel, Gross 2001;
Wang et al. 2001b). Daher wurde zunéchst ein Modell etabliert, das die Untersuchung der IPC
und von Aktivatoren des mitochondrialen Karp-Kanals erméglicht. Es wurde das isolierte nach
Langendorff perfundierte Rattenherz gewahlt, wobei nach einer Globalischamie von 40 min
und darauf folgender Reperfusion von 30 min die Infarktgroe durch rotes Anfarben des
Gewebes mit TTC bestimmt wurde. Das IPC-Protokoll bestand aus dreimal je finf Minuten
Globalischamie und finf Minuten Reperfusion vor der Indexischamie von 40 min und der

30mindtigen Reperfusion.
Abbildung 111.28 zeigt Originalaufnahmen der Oberseiten von je finf Scheiben von

Rattenherzen, die die protektive Wirkung der IPC veranschaulichen. Es ist zu erkennen, dass

die Infarktgebiete nach IPC (B) deutlich geringer sind als unter Kontrollbedingungen (A).
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Abbildung 111.28: Aufnahmen von TTC-gefarbten Ratten-Herzscheiben nach 40 min Globalischamie und 30 min
Reperfusion; A Kontrollversuch; B nach Ischédmischer Prakonditionierung

-85 -



Ergebnisse

Abbildung 111.29 stellt die Ergebnisse der Versuchsserie zusammengefasst dar. Durch das
gewdhlte Protokoll der ischamischen Prakonditionierung wurde die Infarktgrof3e im Vergleich

zum unbehandelten Kontrollversuch signifikant verringert.

()

10 T (5) *

Infarktgewicht (%)

O I I I
Kontrolle IPC

Abbildung 111.29: Einfluss von ischdmischer Prékonditionierung (IPC) auf das prozentuale Infarktgewicht nach 40 min

Globalischdmie und 30 min Reperfusion in isoliert perfundierten Rattenherzen; * p<0,05 vs. Kontrolle

l.C.2 Inhibition der IPC durch Natrium-5-hydroxydecanoat

In der Literatur gibt es eine Vielzahl von Ergebnissen, die zeigen, dass Natrium-5-
hydroxydecanoat (5-HD, Abbildung I11.30) einen Inhibitor des mitochondrialen Karp-Kanals
darstellt, ohne wesentliche Wirkungen auf andere Karp-Kanale auszutiben (Gross, Fryer 1999;
Sato, Marban 2000). Kalium-Fluss-Messungen in Proteoliposomen mit rekonstituierten
mitochondrialen Karp-Kanélen aus Rattenherzen zeigen fur 5-HD einen Ky,-Wert von 83 uM
(Grover et al. 2001). Die Wirkung in diesem Versuchsmodell Iasst auf eine direkte Wirkung von
5-HD am mitochondrialen Kanal schlieBen. Es ist aul3erdem bekannt, dass 5-HD die
kardioprotektive Wirkungen der IPC und von Diazoxid antagonisiert (Munch-Ellingsen et al.
2000; Fryer et al. 2001). Zur weiteren Validierung des verwendeten Modells wurden daher
Versuche mit 5-HD durchgefihrt.

Wie Abbildung 1l11.31 demonstriert, hatten 500 uM 5-HD allein keinen Einfluss auf die
InfarktgréRe nach 40 min Globalischdmie. Wurde 5-HD jedoch wahrend des IPC-Protokolls

appliziert, war dessen protektive Wirkung aufgehoben.
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/\/\)\/\)J\O Na+

Abbildung 111.30: Strukturformel von Natrium-5-hydroxydecanoat (5-HD)
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Abbildung 111.31: Einfluss von 500 pM 5-HD auf das prozentuale Infarktgewicht nach 40 min Globalischamie und 30
min Reperfusion mit und ohne IPC in isoliert perfundierten Rattenherzen; * <0,05 vs. Kontrolle

Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit den aus der Literatur bekannten Versuchen
anderer Arbeitsgruppen (Schultz et al. 1997; Gross 2000). Die Eignung der gewahlten
Versuchsdurchfiihrung zur Testung von Substanzen, welche die Wirkung der ischamischen

Préakonditionierung nachahmen, konnte so gezeigt werden.
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1.C.3 Protektion durch Diazoxid

In diesem Abschnitt werden Versuche besprochen, in denen eine kardioprotektive Wirkung
durch die Substanz Diazoxid hervorgerufen wird. In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass
Diazoxid-Applikation vor der Indexischamie zu einer Verringerung des Infarktgebietes und zu
einer Verbesserung der Herzfunktion fuhrt (lwai et al. 2000; Pain et al. 2000; Forbes et al.
2001; Wang et al. 2001b).

Die Strukturformel von Diazoxid wird in Abbildung I11.32 dargestellt. Aus Abbildung 11.33 wird
ersichtlich, dass 30 uM Diazoxid die prozentuale InfarktgréRBe im Vergleich zur parallel
durchgefuihrten Kontrollgruppe signifikant reduzierte. Ein Vergleich mit Abbildung 111.30 zeigt,

dass die kardioprotektiven Wirkungen der IPC und die der Vorbehandlung mit Diazoxid ahnlich

sind.
Q 0]
N\
¢ 4
NH
~
N CH

3

Abbildung 32: Strukturformel von Diazoxid
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Abbildung 111.33: Einfluss von 30 uM Diazoxid auf das prozentuale Infarktgewicht nach 40 min Globalischamie und
30 min Reperfusion in isoliert perfundierten Rattenherzen; * p<0,05 vs. 0,03% DMSO
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l.C.4 Wirkung von S1526 und Diazoxid auf den
Koronarfluss

Es konnte bisher gezeigt werden, dass die gewahlte Versuchsdurchfiihrung zur Testung von
Substanzen, welche die Wirkung der ischamischen Prakonditionierung nachahmen, gut
geeignet ist. Da Diazoxid neben der beschriebenen kardioprotektiven Wirkung auch ein
Aktivator von Karp-Kandlen in B-Zellen des Pankreas und in glatten Muskelzellen darstellt, ist
diese Substanz fir einen klinischen Einsatz als Herzmittel nicht geeignet. Es wurde daher die
neue Substanz S1526 zunachst auf ihre Wirkung auf den Koronarfluss untersucht, der
empfindlich auf die Aktivierung von Kump-Kandlen in der glatten Muskelschicht der

Koronargefalde reagiert.

Wie Abbildung 111.34 demonstriert, wurde mit 1 uM S1526 sogar eine leichte Abnahme des
Koronarflusses auf 89% des Kontrollwertes beobachtet. 30 uM S1526 steigerte dagegen den
Koronarfluss in Rattenherzen signifikant um 25% im Bezug auf den vorher gemessenen
Kontrollwert, wohingegen 30 pM Diazoxid zu einer Zunahme des Koronarflusses auf 209%
fuhrten. Die Ergebnisse zeigen, dass die Substanz S1526 demnach deutlich weniger auf

vaskulare Karp-Kanale wirkt als der bekannte Karp-Offner Diazoxid.

20 6)
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T Y]

o | | | | | | | | | | |

Kontrolle 0,03%  Kontrolle 30 uyM  Kontrolle 1 uM Kontrolle 30 uM
DMSO Diazoxid S1526 S1526

Abbildung 111.34: Einfluss von Diazoxid und S1526 auf den Koronarfluss in isoliert perfundierten Rattenherzen;

* p<0,01 vs. entsprechende vorangegangene Kontrolle
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l.C.5 Wirkung von S1526 auf die Infarktgrofe

Als nachstes wurde untersucht, ob die Gabe von S1526 vor und wahrend der Indexischame

eine kardioprotektive Wirkung besitzt.

Abbildung 111.35 zeigt, dass die Gabe von 1 uM und 30 pM S1526 im Vergleich zu den DMSO-
Kontrollversuchen eine signifikante Verringerung der Infarktgro3e bewirkte. Die Wirkung von
30 uM S1526 war von der InfarktgroRenreduktion durch 1 uM S1526 nicht statistisch signifikant
verschieden. Diese Ergebnisse zeigen, dass bereits 1 pM S1526 eine vergleichbare protektive

Wirkung erzielt wie die ischamische Prékonditionierung oder 30 pM des Karp-Kanal-Offners

Diazoxid.
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Abbildung I11.35: Einfluss von 1pM und 30 pM S1526 auf das prozentuale Infarktgewicht nach 40 min
Globalischdmie und 30 min Reperfusion in isoliert perfundierten Rattenherzen; * p<0,01 vs.
0,03% DMSO
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[1.C.6 Kombination von S1526 mit Kyrp-Blockern

Um die Wirkung von S1526 weiter zu charakterisieren, wurde die Substanz in Kombination mit
den Karp-Blockern 5-HD oder HMR 1098 getestet. 5-HD wird als selektiv mitochondrial,
HMR 1098 als selektiv sarkolemmal beschrieben (Gross, Fryer 1999; Gross 2000; Sato,
Marban 2000).

Wie auch bei der ischamischen Prakonditionierung hob 5-HD die Wirkung von S1526
beziglich der Verringerung der Infarktgré3e vollstandig auf (Abbildung 111.36).

Im Gegensatz hierzu wurde die protektive Wirkung von 30 uM S1526 durch 3 uM HMR 1098
nicht verringert. HMR 1098 alleine hatte keine Wirkung auf die InfarktgroRe. Da HMR 1098
einen Inhibitor des sarkolemmalen Krp-Kanals darstellt, zeigen diese Ergebnisse, dass die
Wirkung von S1526 nicht auf der Beeinflussung von sarkolemmalen Karp-Kanélen beruhen

kann.

Mit S1526 steht nach den Ergebnissen dieser Versuche eine Substanz zur Verfiigung, die eine
deutliche Uberlegenheit zu Diazoxid aufweist. Denn bei einer Konzentration von 1 uM S1526
trat bereits eine starke Kardioprotektion auf, ohne dass eine Wirkung auf den Koronarfluss zu

beobachten war.
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Abbildung I11.36: Einfluss von 30 uM S1526 in der Kombination mit 500 uM Natrium-5-hydroxydecanoat (5-HD) auf
das prozentuale Infarktgewicht nach 40 min Globalischdamie und 30 min Reperfusion in isoliert
perfundierten Rattenherzen; * p<0,01 vs. 0,03% DMSO
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Abbildung [11.37: Einfluss von 30 uM S1526 in der Kombination mit 3 uM HMR 1098 auf das prozentuale
Infarktgewicht nach 40 min Globalischdmie und 30 min Reperfusion in isoliert perfundierten
Rattenherzen; * p<0,01 vs. 0,03% DMSO
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IV  Diskussion

IV.A Langendorff-Herz

Die experimentelle Verwendung von isolierten Langendorff-perfundierten Herzen kleiner
Saugetiere ist gut geeignet, um die pharmakologische Wirkung potenzieller Arzneistoffe auf die

kontraktile, vaskulare und elektrische Aktivitat eines intakten Herzens zu bestimmen.

Die Langendorff-Préparation ist relativ einfach durchzufihren, die Versuchsbedingungen sind
leicht zu standardisieren. Zudem wird der Einfluss des Nervensystems auf die Herzfunktion
ausgeschlossen, so dass mogliche Gegenregulationen entfallen (Ytrehus 2000). Die Stabilitat
der isolierten Herzen betrdgt bei ausreichender Sauerstoffversorgung, geeigneter
Zusammensetzung der Pufferloésung und physiologischer Temperatur mehrere Stunden
(Sutherland, Hearse 2000).

Experimente an isolierten Herzen erméglichen allerdings nur einen relativ geringen Durchsatz
an Testsubstanzen, so dass sie nicht geeignet sind, um potenzielle Arzneistoffe aus grof3en
Substanzbibliotheken herauszufinden. Es konnen jedoch ausgewéhlte Substanzen auf ihre

Wirkung hinsichtlich verschiedener Parameter der Herzfunktion untersucht werden.

Gegenillber anderen in-vitro-Methoden, wie z.B. dem isolierten Papillarmuskel, hat die
Langendorff-Methode den Vorteil, dass Substanzen liber das koronare Gefalisystem an ihren
Wirkort gelangen. Aufgrund der Perfusion mit Pufferloésung kann aber keine Aussage uber die
Plasmaeiweil3bindung und andere pharmakokinetische Eigenschaften der Substanzen

getroffen werden.

IV.A.1 Langendorff-Herzen als Arrhythmie-Modell

Meerschweinchenherzen besitzen viele kollaterale BlutgefaRe. Das Abbinden der linken
Koronararterie als ubliches Modell fiir eine regionale Ischamie hat demzufolge keinen Einfluss
auf die Versorgung des Myokards. Eine solche Ischamie kann deswegen bei Meer-
schweinchen nicht durchgefuhrt werden (Résen et al. 1984; Schaper 1986; Maxwell et al.
1987).
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Die Haufigkeit und die zugrundeliegenden Mechanismen bei Rhythmusstérungen in Herzen
mit globaler Ischamie unterscheiden sich von denen in regional ischamischen Herzen. Denn
bei globaler Ischamie fehlen die Grenzzonen zwischen ischamischem und normal
perfundiertem Myokard, die bei der Entstehung von ischamisch bedingten Arrhythmien eine
wichtige Rolle zu spielen scheinen (Janse, Wit 1989; Picard et al. 1999). Die hier vorgestellten
Versuche an isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen sind daher nicht darauf ausgelegt,

die Haufigkeit von Arrhythmien in Ischamie und Reperfusion zu untersuchen.

Eine Ischamie ist gekennzeichnet durch eine unzureichende Versorgung mit Substraten wie
Sauerstoff und Glucose bei gleichzeitiger inadaquater Entfernung von Metaboliten, vor allem
Laktat, Protonen und Kaliumionen (Allen, Orchard 1986). Experimentelle Modelle fiir Ischamie
erreichen diese Kriterien durch eine regionale oder globale Reduktion des Koronarflusses. Die
koronare Perfusion und die Sauerstoffversorgung kénnen verringert oder véllig unterbunden

werden.

Fur die myokardiale Ischamie in unseren Meerschweinchen-Versuchen wurde daher eine
sauerstofffreie Perfusion mit reduziertem Koronarfluss gewahlt. Der Krebs-Henseleit-Puffer
wurde dazu mit einem Gasgemisch aus 5% Kohlendioxid in Stickstoff begast, was fiir einen
physiologischen pH-Wert sorgte und eventuell geldsten Luftsauerstoff eliminierte (Ruiz Petrich
et al. 1992). Eine Perfusion mit konstant verringertem Koronarfluss von 10% des
Ausgangswertes kann als Simulation einer Region mit akutem Myokardinfarkt dienen (Cave
et al. 1999).

Die vorgestellte Arbeit an isolierten Meerschweinchenherzen erfasst die erwiinschten und
unerwiinschten Wirkungen des therapeutischen Einsatzes von Antagonisten des ATP-
sensitiven Kaliumkanals. Diese Wirkungen konnen reproduzierbar in einem nahezu
physiologischen Umfeld untersucht werden. Die erhaltenen Daten liefern daher wichtige

Informationen fir die Entwicklung von selektiven Arzneistoffen gegen den plétzlichen Herztod.

IV.A.2 Koronarfluss-Messungen

Die Regulation der Koronardurchblutung bei Normoxie hangt sowohl von der Endothelfunktion
als auch von der glatten GefaBmuskulatur ab. Das Membranpotential dieser Zellen ist ein
aulerst wichtiger Faktor auf den koronaren Blutfluss (Daut et al. 1994b). Das Endothel kann
verschiedene vasodilatierende Botenstoffe wie Stickstoffmonoxid, Prostacyclin und Adenosin,
aber auch Vasokonstriktoren, beispielsweise Endothelin-1, Angiotensin Il und Sauerstoff-

radikale, freisetzen (Nilius, Droogmans 2001). Noradrenalin aus sympathischen Nerven-
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endigungen fuhrt an der Gefamuskulatur ebenso zu einer Konstriktion wie eine intravasale
Druckerh6hung. ATP-sensitive Kaliumkandle sind in glatten Gefalmuskelzellen ebenfalls an
der Regulation des Tonus unter basalen normoxischen Bedingungen beteiligt (Imamura et al.
1992; Daut et al. 1994b; Brayden 2002). Die vasodilatierende Wirkung von Adenosin kann zum
Teil durch die Aktivierung von Karpe-Kanélen erklart werden (Randall 1995). Vasodilatoren
konnen Uber die Aktivierung von Adenylatcyclase und Proteinkinase A den Karp-Kanal
aktivieren, vasokonstringierende Faktoren mittels Phospholipase C und Proteinkinase C den
Kanal blockieren (Standen, Quayle 1998; Brayden 2002).

Das Absinken des Sauerstoffpartialdrucks wahrend einer Hypoxie fihrt zu einer Vasodilatation
als physiologischer Gegenregulation, wodurch das Sauerstoffdefizit zumindest partiell
ausgeglichen werden kann. Die hypoxische Koronarflusserhbhung kann durch Blockade des
vaskularen ATP-sensitiven Kaliumkanals verhindert werden (Park et al. 1992; Brown et al.
1993; Liu, Flavahan 1997; Kamekura et al. 1999). Die Hemmung der Stickstoffmonoxid-
Synthase und der Cyclooxygenase sowie die Blockade von Adenosinrezeptoren verringern
ebenfalls die hypoxiebedingte Vasodilatation (Park et al. 1992; Brown et al. 1993; Kamekura
etal. 1999). Es existieren jedoch auch widersprechende Studien, die keine Beteiligung von

NO, Prostacyclin und Adenosin zeigen (Beckerath et al. 1991; Liu, Flavahan 1997).

Der Koronarfluss bei isolierten Herzen ist vielfach héher als in vivo (Opie 1965; Sutherland,
Hearse 2000). Die Hohe des Koronarflusses, aber auch die Herzfunktion korrelierten mit der
Grole des Perfusionsdrucks, mit dem die begaste Pufferlésung durch das Herz gedrtckt wird
(Opie 1965). Der Perfusionsdruck betrug bei den durchgefihrten Meerschweinchen-
experimenten 55 mm Hg, das entspricht 75 cm Wasserséule (Brown et al. 1993). Dieser
Perfusionsdruck wurde gewahlt, da hierbei eine gute Herzfunktion vorhanden war und der

Koronarfluss einen vertretbaren Wert behielt.

Die koronare Perfusion wird jedoch trotz dieser methodisch bedingten Erhéhung weiterhin
physiologisch reguliert. Durch Hypoxie kann der Koronarfluss bis auf das Doppelte des
vorherigen Wertes gesteigert werden, eine Vasodilatation ist also mdglich. Fir eine hypoxische
Begasung hat sich ein Sauerstoffgehalt von 20% bewahrt (Brown et al. 1993; Decking et al.
1995; Reffelmann et al. 2001). Bei weniger Sauerstoff ist zwar die Koronarflusserh6hung
maximal, aber die Herzfrequenz wird unregelmafig (Brown et al. 1993), so dass dieses Modell
fir die Testung von Substanzen weniger geeignet ist. Durch Karp-Blocker wurde eine
maximale Verringerung des Koronarflusses um etwas mehr als ein Drittel hervorgerufen. Die
vasokonstriktorische Wirkung der getesteten Substanzen kann demnach in Normoxie und

Hypoxie untersucht werden.
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IV.A.3 Aktionspotential-Messungen

Als Parameter flr die antiarrhythmische Wirkung von Karp-Kanal-Blockern wurde die Dauer
des monophasischen Aktionspotentials (MAP) verwendet. Dessen Verkiirzung wahrend einer
Ischamie korreliert mit der Entstehung von Arrhythmien. Die Heterogenitdt zwischen
ischamischem und perfundiertem Myokard kann zu kreisenden Erregungen fuhren (Wilde,
Janse 1994).

Das MAP wird extrazellular an epikardialen Zellen. Die MAP-Elektrode muss dazu fest an das
Herz gepresst werden, um die darunterliegenden Zellen zu depolarisieren. Die Messelektrode
misst die Potentialveranderung der Umgebung (Franz 1999). Die Aktionspotentialmessungen
mit Kontaktelektroden geben zuverlassig den Verlauf der zellularen Depolarisation und

Repolarisation wieder, sowohl im Labor als auch in der Klinik (Ino et al. 1988; Franz 1999).

Bei dieser Art der Aktionspotentialmessung sind jedoch nur epikardiale Zellen zuganglich,
deren Aktionspotential sich von endokardialen Zellen unterscheidet (Sekiya et al. 1983; Sekiya
et al. 1984; Kimura el al. 1990). Epikardiale Aktionspotentiale von Katzen und
Meerschweinchen haben eine geringere Amplitude als endokardiale (Watanabe et al. 1985;
Kimura et al. 1990). Die Aktionspotentialverkiirzung wahrend einer Ischamie tritt jedoch bei
endo- wie epikardialen Myozyten auf (Kimura et al. 1990). Die epikardialen Aktionspotentiale
weisen bei Meerschweinchen nur sehr geringe Unterschiede zwischen Herzbasis und
Herzspitze auf, so dass geringfligige Unterschiede in der Platzierung der Elektrode nicht

relevant sind (Watanabe et al. 1985).

Die Aktionspotentialdauer wurde wie in der Literatur Ublich als MAPDg, bei 90%iger
Repolarisation angegeben. Die Aktionspotentialdauer ist abhangig von der Herzfrequenz: je
héher die Frequenz, desto kiirzer das MAP (Boyett, Jewell 1980; Kimura et al. 1990; Tweedie
et al. 1993). Um die Vergleichbarkeit zu sichern, wurde bei den Ischamieversuchen die
Herzfrequenz durch elektrische Stimulation konstantgehalten. Ohne Stimulation werden die
Herzen bei den gewahlten Ischamiebedingungen extrem bradykard, so dass eine

vergleichende Aktionspotentialmessung nicht mehr moglich ware.

Die Messung der Aktionspotentialdauer unter ischdmischen Bedingungen im Langendorffherz
hat deutliche Vorteile gegeniber anderen in-vitro-Methoden. Fir die Messung von
Aktionspotentialen ist es wichtig, dass die Herzmuskelzellen sich im Gewebeverband befinden,
da die Aktionspotentialdauer bei gegebener Stimulationsfrequenz in isolierten Myozyten sehr

viel starker schwankt (Watanabe et al. 1985). Patch-clamp Experimente an einzelnen
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Herzmuskelzellen haben daher nur eine begrenzte Aussagekraft. In isolierten Papillarmuskeln
ist die ischamische Aktionspotentialverkiirzung deutlich ausgepragter und erreicht 15% bis
30% des Kontrollwertes (MacKenzie et al. 1993; Gogelein et al. 1998). Der Papillarmuskel wird
in den Versuchen lediglich von Pufferlésung umspult, so dass Substanzen nur tber Diffusion
durch mehrere Membranen an ihren Wirkort gelangen kdnnen. Dagegen wird in isolierten
Herzen die Pufferldsung mit dem Wirkstoff durch das physiologische GefaRsystem effektiv zu
den Zellen transportiert. Im intakten Herzen in vitro und in vivo tritt dagegen keine starkere
Verkirzung als auf ungefahr 80% des Kontrollwertes auf (Schulz et al. 1994; Wirth et al. 2000).

Dies stimmt mit den Ergebnissen der hier gezeigten Versuche Uberein.
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IV.B Wirkungen der Karp-Blocker

IV.B.1 Substanzwirkungen auf die Herzfunktion

Die Kontraktilitat dP/dt+ und der systolische Druck LVP .x werden bei normoxischen
Versuchsbedingungen durch die héchsten eingesetzten Konzentrationen von Glibenclamid,
Meglitinid, S 94 1638, S 951957, S 0000 405 und Repaglinid signifikant gesenkt (Tabellen
I11.5/6/7/10/12/14 A). Im jeweils selben Konzentrationsbereich findet jedoch auch eine
signifikante Verringerung des Koronarflusses statt. Diese kann als Ursache fir die
Beeintrdchtigung der Herzfunktion angesehen werden, da die Sauerstoff- und
Substratversorgung abnimmt. 30 uM HMR 1372 und 100 uM HMR 1402 (Tabellen 111.11/12 A)
rufen eine signifikante Verringerung der Kontraktilitdit ohne gleichzeitige Beeinflussung des
Koronarflusses hervor. Bei diesen hohen Konzentrationen, die weit Gber denen fir die
Blockade des sarkolemmalen Karp-Kanals liegen, kann von einer unspezifischen Wirkung

ausgegangen werden.

Unter Hypoxie wird die Kontraktilitat durch den Sauerstoffmangel ungeféhr halbiert. Wird der
kompensatorische Koronarflussanstieg blockiert, nimmt auch die Kontraktilitat signifikant ab.
Dies gilt bei wirksamen Konzentrationen von Glibenclamid, S 92 0707, HMR 1402, S 0000 405
und Repaglinid (Tabellen 111.5/8/12/13/14 B). 30 uM HMR 1372 bewirken ebenso wie unter
normoxischen Versuchsbedingungen eine signifikante Verringerung der Kontraktilitdt ohne

Senkung des Koronarflusses (Tabelle 111.11 B).

Die Wirkung der Substanzen auf die Herzfunktion kann unter ischamischen Bedingungen nur
schwer beobachtet werden, da diese sofort nach Beginn der Ischamie stark beeintréchtigt wird
(Allen, Orchard 1986). Die Kontraktilitat sinkt auf ungefahr 10-20% des Ausgangswertes. Bei
S 94 1638, HMR 1402 und Repaglinid ist bei der hdchsten, wahrend der Ischamie getesteten
Konzentration eine geringe, aber signifikante Erhdhung des systolischen Drucks bzw. der
Kontraktilitat zu beobachten (Tabellen 111.7/12/14 C). 1 uM S 94 1638 bewirkt unter Normoxie
eine Senkung und in der Ischamie eine Steigerung der Kontraktilitat. Dagegen sind 10 uM
unter Hypoxie auf die Kontraktilitat ohne Einfluss. Bei Repaglinid senken 1 pM die Kontraktilitat
bei normoxischen und hypoxischen Bedingungen, wahrend 3 uM in der Ischéamie diese
signifikant erhdhen. Diese entgegengesetzten Wirkungen sind mdglicherweise mit der
gleichzeitigen Aktionspotentialverlangerung und dem dadurch erhdhten Kalziumeinstrom

wahrend der Plateauphase zu erklaren.
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Ein antiarrhythmischer Arzneistoff sollte keine Beeintrachtigung der Herzfunktion verursachen.
Bei den getesteten Substanzen verringert sich die systolische Druckentwicklung und die
Kontraktilitat jedoch erst als Folge einer Senkung des Koronarflusses, welche der
verschlechterten Herzfunktion zeitlich vorangeht. Keine der Substanzen wirkt per se negativ

inotrop.

IV.B.2 Substanzwirkungen auf den Koronarfluss

Die untersuchten Karp-Blocker lassen sich in ihrer Wirkung auf den Koronarfluss anhand der
ermittelten ICso-Werte wie folgt einordnen: Glibenclamid < S 94 1638 < Repaglinid < S 95 1957
< Meglitinid < S 0000 405 < S 92 0707 < HMR 1402 < HMR 1372 < HMR 1098 (siehe auch
Tabelle 1V.1 im Kapitel 1V.B.4).

Die Einteilung wird jedoch dadurch erschwert, dass nur bei Glibenclamid, S 94 1638, Meglitinid
und HMR 1098 fir Normoxie und Hypoxie &hnliche ICs-Werte bestimmt wurden. Bei
HMR 1402 ist unter normoxischen Versuchsbedingungen mit Konzentrationen von 1 pM und
10 uM nur eine geringe Verringerung des Koronarflusses zu beobachten. Bei hoheren
Konzentrationen (30 uM und 100 uM) tritt hingegen eine Zunahme des Koronarflusses auf.
Diese paradoxe Wirkung kann nur durch zuséatzliche, noch unbekannte Mechanismen erklart
werden, die eine Vasodilatation hervorrufen. Unter Hypoxie wird der Koronarfluss durch 10 uM
HMR 1402 signifikant gesenkt (Abbildung 111.21 A+B, Tabelle I111.12 A+B). Diese starkere
Wirkung der Substanz auf den Koronarfluss unter Hypoxie verglichen zur Wirkung unter
Normoxie beruht wahrscheinlich auf dem vasodilatorischen Zusatzeffekt, der unter Normoxie

starker zur Geltung kommt als unter Hypoxie.

Bei der Halfte der Substanzen sind die ICs-Werte flr die Verringerung des normoxischen
Koronarflusses kleiner als fir die des hypoxischen. Bei S 92 0707, Repaglinid, S 94 1638,
S 951957 und S 0000 405 besteht ein Unterschied um den Faktor 4 bis 12 (Tabelle 1V.1 im
Kapitel 1V.B.4). Obwohl die Offnungswahrscheinlichkeit der vaskularen Kare-Kanale bei
ausreichender Sauerstoffversorgung deutlich geringer ist als in der Hypoxie, sind doch
genigend Kandle aktiviert, um durch Karp-Blocker eine signifikante Verringerung des
Koronarflusses beobachten zu konnen. Die maximal beobachtbare Wirkung fuhrt zu einer

Senkung auf ungefahr 60-70% des Ausgangswertes.
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Glibenclamid

Rekombinante vaskulare Karp-Kanéle (Untereinheiten Kir 6.1 und SUR 2B) bzw. (Unter-
einheiten Kir 6.2 und SUR 2B) werden von Glibenclamid mit einem ICso-Wert von 43 nM bzw.
26 nM inhibiert (Russ et al. 2001a; Russ et al. 2001b).

Einige Arbeitsgruppen konnten bei normoxischen Versuchen fur 1 uM Glibenclamid in
isolierten Meerschweinchen- und Rattenherzen keine signifikanten Verringerungen des
Koronarflusses beobachten (Kantor et al. 1990; Decking et al. 1995; Reffelmann et al. 2001).
Dies steht im Widerspruch zu Ergebnissen verschiedener anderer Arbeitsgruppen, die in
isolierten Meerschweinchen- und Rattenherzen flir Konzentrationen ab 0,6 uM Glibenclamid
eine signifikante Senkung des Koronarflusses im Vergleich zum Ausgangswert gezeigt haben
(Bril et al. 1992; Randall 1995; Maczewski, Beresewicz 1998; Gogelein et al. 2001). In den
eigenen Versuchen bewirkt 1 puM Glibenclamid eine signifikante Verringerung des

normoxischen Koronarflusses auf 66% des Kontrollwertes.

In einer friheren Studie wurde gezeigt, dass 1uM Glibenclamid die hypoxische
Koronarflusserh6hung in Langendorff-perfundierten Meerschweinchenherzen vollstandig
aufhebt, eine Verdopplung der Konzentration hat keine weitere Wirkung (Decking et al. 1995).
Diese Beobachtung korreliert sehr gut mit den hier gezeigten Beobachtungen, auch hier hat

1 uM Glibenclamid die maximale Wirkung.

HMR 1098

HMR 1098 inhibiert rekombinante vaskulare Kump-Kandle aus den Untereinheiten
Kir 6.1/SUR 2B bzw. Kir 6.2/SUR 2B in Patch-clamp Versuchen mit einem ICso-Wert von
5,3 uM bzw. 1,2 uM (Russ et al. 2001a; Russ et al. 2001b). Diese Werte sind deutlich kleiner
als die im isolierten Meerschweinchenherzen gefundenen Werte fir die Beeinflussung des
Koronarflusses (>100 uM). Rekombinante Kandle haben jedoch andere pharmakologische
Eigenschaften als Karp-Kanale im Gewebe, da intrazellulare Modulatoren, beispielsweise
Phosphatidylinositoldiphosphat, nicht oder in anderen Konzentrationen vorliegen (Krauter et al.
2001).

Fur die hypoxische Koronarflusserhhung wurde bereits gezeigt, dass sie bis zu der hohen
Konzentration von 100 uM HMR 1098 nicht beeinflusst wird (Gdgelein et al. 1998).
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Die Hamodynamik und Herzfunktion von Ratten, Schweinen, Hunden und sogar
herzinsuffizienten Hunden wird durch HMR 1098 nicht beeintrachtigt (Gogelein et al. 2001,
Wirth et al. 1999b; Billman et al. 1998; Saavedra et al. 2002). Eine Beeinflussung von
vaskularen Kanalen bei therapeutischer Anwendung kann daher ziemlich sicher

ausgeschlossen werden.

Repaglinid

Repaglinid wurde in verschiedenen in-vitro-Modellen auf seine Effektivitat an Karp-Kanalen der
glatten GefalBmuskulatur untersucht. In Xenopus-Froscheiern exprimierte humane Karp-Kanale
aus den Untereinheiten Kir 6.2 und SUR 2B werden von Repaglinid mit einem ICsp-Wert von
10 nM inhibiert. Physiologische Konzentrationen von 100 uM MgADP haben eine geringfiigig
verstarkende Wirkung (Dabrowski et al. 2001). In Zellen aus Rattenaorta und
Schweinekoronararterien inhibieren 80 nM Repaglinid die Karp-Kanale halbmaximal (Hu et al.
1999a). Die bei den hier gezeigten Versuchen in isolierten Meerschweinchenherzen ermittelten
ICso-Werte betragen 46 nM  bzw. 220nM (Normoxie / Hypoxie), was mit den in

Gefalmuskelzellen ermittelten Werten tendenziell Gibereinstimmt.

IV.B.3 Substanzwirkungen auf das Aktionspotential

Zur Bestimmung der Wirkung der Kap-Blocker wird als Modell eine Ischamie durch verringerte
Perfusion mit sauerstofffreiem Puffer verwendet. Die Herzfrequenz wird dabei durch konstante
Stimulation mit 5Hz aufrechterhalten. Unter diesen Bedingungen sinkt die
Aktionspotentialdauer nach 5 min Ischamie auf circa 80% des Vergleichswertes vor der
Ischamie, nach 15 min Ischamie ist sie noch etwas geringer mit ungefahr 75% des
praischamischen Wertes (Abbildung 111.3 C, Tabelle 111.3 C). Allerdings zeigen bereits nach
7 min Isch&mie die ersten Herzen Kammerflimmern, weshalb dieser und spatere Zeitpunkte fur

eine Auswertung der ischamischen Aktionspotentialverkiirzung nicht geeignet sind.

Die ischamische Verkirzung der MAPDg, nach 5 min ist bei allen Versuchen ohne wirksame
Konzentration eines Karp-Blockers reproduzierbar. Zu diesen Versuchen zahlen die
Kontrollexperimente, die Testung von DMSO und der Klasse-lll-Antiarrhythmika Sotalol,
Amiodaron und HMR 1556 sowie die Experimente mit geringen Konzentrationen der
getesteten Karp-Blocker. Bei der Testung der Hemmstoffe steht damit ein enger Bereich von
80-100% der praischamischen Aktionspotentialdauer fir die Beobachtung von Wirkungen zur
Verfugung, der jedoch aufgrund der hervorragenden Reproduzierbarkeit fur verlassliche

Aussagen ausreicht.

-101 -



Diskussion

Die errechneten ICso-Werte der untersuchten Kap-Blocker fiir die Verhinderung der
ischAmischen Aktionspotentialverkirzung steigen in der folgenden Reihenfolge an:
S94 1638 < S 95 1957 < Repaglinid < Glibenclamid < HMR 1402 < Meglitinid < HMR 1098 <
S 0000 405 < HMR 1372 < S 92 0707 (siehe auch Tabelle IV.1 im Kapitel 1V.B.4).

S92 0707, das Sauerstoff-Derivat von HMR 1098, liegt mit einem ICso-Wert von ~20 uM
deutlich Uber den anderen Werten, die ansonsten alle kleiner als 1 uM sind. Bei diesem
Substanzpaar bewirkte die Substitution des Sauerstoffatoms durch ein Schwefelatom eine
Wirkungsverbesserung um den Faktor 40. Bei Glibenclamid (ICsp: 95 nM) und der wirksamsten
Substanz S 94 1638 (ICso: 8,8 nM) findet ,nur‘ eine Verbesserung um den Faktor 10 statt.
Zudem wirken diese Thioderivate (HMR 1098 und S 94 1638) im Gegensatz zu den
zugrundeliegenden Oxoverbindungen besser auf das ischamische Aktionspotential als auf den

Koronarfluss.

Befindet sich die Sulfonylthioharnstoffgruppe in meta-Position zur Benzamidfunktion, wie dies
bei HMR 1098, HMR 1372 und HMR 1402 der Fall ist, haben die Substanzen eine gute

Wirksamkeit auf die sarkolemmalen und eine sehr geringe auf die vaskularen Krp-Kanale.

Die Rigidisierung des Molekils durch einen Chromanring wie bei S 95 1957 scheint ebenfalls
positiv zu wirken. Die Wirksamkeit auf den sarkolemmalen Karp-Kanal ist sehr stark verbessert.
Allerdings ist die ,Ausgangsverbindung” S 92 0707 diesbezuglich auch die schlechteste der
getesteten Substanzen. Eine Uberprifung des Ergebnisses mit einem anderen
Chromanderivat, am besten abgeleitet von HMR 1098, ware erforderlich, um den Einfluss

dieser Strukturvariation experimentell abzusichern.

Bei einem geeigneten Antiarrhythmikum sollte der 1Cso-Wert fir die Blockade sarkolemmaler
Karp-Kanédle mdglichst niedrig sein. Andererseits ist eine mdglichst geringe Wirkung auf
vaskulare Kanale anzustreben. HMR 1402 ist am effektivsten, HMR 1098 ist schwacher
wirksam und HMR 1372 hat einen ICs,-Wert von knapp 1 uM. Bei der Beurteilung der
Substanzen ist neben einer guten Wirksamkeit auch eine selektive Wirkung auf K rp-Kanéle im
Myokard wichtig. Die Suche nach einer Substanz, die Selektivitat mit einer besseren
Wirksamkeit auf den sarkolemmalen Karp-Kanal vereint, sollte fortgefiihrt werden, um die
Effektivitat bei der Verhinderung der ischamischen Aktionspotentialverkiirzung weiter zu

verbessern.
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Glibenclamid

Glibenclamid inhibiert rekombinante kardiale Kxp-Kandle (Untereinheiten Kir 6.2 und SUR 2A)
mit einem 1Cso-Wert von 27 nM. 100 uM MgADP verringern diese Hemmung deutlich (Gribble
et al. 1998). Eine andere Arbeitgruppe gibt mit 26 nM beinahe den identischen Wert an (Russ
et al. 2001a; Russ et al. 2001b). 50 nM Glibenclamid heben in Versuchen mit isolierten
Meerschweinchenherzzellen die durch eine geringe intrazelluldre ATP-Konzentration von 1 uM

hervorgerufene Aktionspotentialverkiirzung vollstéandig auf (Fosset et al. 1988).

In Meerschweinchenpapillarmuskeln war die Wirkung von 10 uM Glibenclamid auf eine
hypoxische Aktionspotentialverkiirzung nicht vollsténdig. Allerdings wurde Glibenclamid erst
nach Beginn der Hypoxie und maximaler Aktionspotentialverkiirzung appliziert (MacKenzie
etal. 1993). Die Verkirzung durch den Offner Rilmakalim kann jedoch durch eine
Konzentration zwischen 20 nM und 200 nM halbmaximal gehemmt werden (Englert et al.
2001).

3 UM Glibenclamid verhindern in isolieten Meerschweinchenherzen mit &hnlichem
Versuchsprotokoll die ischdmische Verkirzung der Refraktarzeit (Tweedie et al. 1993) und
konnen die Inzidenz von Kammerflimmern signifikant senken (Gwilt et al. 1992). Auch in
isolierten Rattenherzen verhindert Glibenclamid ab einer Konzentration von 1 uM das Auftreten
von irreversiblem Kammerflimmern wahrend globaler Ischamie vollstandig (Kantor et al. 1990).
Andere Konzentrationen wurden leider nicht publiziert, so dass Uber eine Konzentrations-

Wirkungs-Beziehung keinerlei Aussagen getroffen werden kénnen.

In den vorgestellten Versuchen sind fiir eine vollstandige Hemmung der ischamischen
Aktionspotentialverkiirzung 1 uM Glibenclamid notwendig, eine halbmaximale Inhibition wird
durch 95 nM erreicht.

Meglitinid

In klonierten Karp-Kanélen in Eizellen des Krallenfrosches Xenopus laevis inhibiert Meglitinid
den Strom durch sarkolemmale Kanéle aus den Untereinheiten Maus-Kir 6.2/Ratten-SUR 2A
mit einem IC5-Wert von 480 nM (Gribble et al. 1998). Der ICs-Wert fur die Inhibition korreliert

sehr gut mit dem Wert fur die Inhibition der ischamischen Aktionspotentialverkiirzung (400 nM).
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S 92 0707

Die fir halbmaximale Hemmung von sarkolemmalen Rilmakalim-geétffneten Kanalen des
Meerschweinchenpapillarmuskels bendtigte Konzentration liegt zwischen 2 und 20 puM (Englert
et al. 2001). Der ICs-Wert fur die Inhibition der ischdmischen Aktionspotentialverkiirzung im

isolierten Herzen liegt bei circa 20 uM, die Substanz wirkt hier demnach etwas schwacher.

HMR 1098

In Patch-clamp-Experimenten wurden fur die Hemmung rekombinanter kardialer Karp-Kanéle
(Untereinheiten Kir 6.2 und SUR 2A) durch HMR 1098 ICso-Werte von 380 nM und 2,1 uM
gefunden (Russ et al. 2001a; Russ et al. 2001b; Manning Fox et al. 2002). In isolierten Ratten-
Herzmuskelzellen (ebenfalls Patch-clamp-Experimente) inhibiert HMR 1098 die Karp-Kanéle
mit einem ICsp-Wert von 880 nM (Manning Fox et al. 2002). Diese Werte liegen in einer
vergleichbaren GroRenordnung wie die im isolierten Herzen gemessenen Werte fur die

Inhibition der ischamischen Aktionspotentialverkiirzung.

In isolierten Meerschweinchen-Herzzellen, deren Aktionspotential durch Rilmakalim verkirzt
wurde, betragen die ICso-Werte 400 nM und 3 uM bei extrazellularen pH-Werten von 6,5 und
7,4 (GOgelein et al. 1998). Der pH-Wert von 6,5 wurde zur Simulation von hypoxisch bedingter
Azidose gewahlt. Auch in Papillarmuskeln von Meerschweinchen kann diese pH-Abhangigkeit
der ICg-Werte gezeigt werden: 0,6 uM bei pH 6,0 und 1,8 uM bei pH 7,4 (Gdgelein et al.
1998). Wird das Aktionspotential nicht durch Rilmakalim, sondern durch Hypoxie verkurzt, ist
die halbmaximale Wirkung bei etwas weniger als 2 uM erreicht (pH: 6,5). Um die Effektivitéat
eines Karp-Blockers realistisch beurteilen zu kdnnen, muss demnach der pH-Wert am Wirkort

den physiologischen bzw. pathophysiologischen Gegebenheiten entsprechen.

In isolierten Meerschweinchenherzen wurde in einem Ischdmiemodell, das bis auf die
Stimulation mit 4 Hz identisch mit dem in dieser Arbeit durchgefiihrten ist, durch 3 pM
HMR 1098 eine vollstandige Aufhebung der ischamischen Aktionspotentialverkiirzung erreicht
(Gogelein et al. 2000). Auch in den vorgestellten Versuchen wird mit 3 UM eine maximale

Wirkung beobachtet.

Die Wirkung von HMR 1098 auf die Haufigkeit von Arrhythmien wurde in verschiedenen
Modellen erfolgreich getestet. Regionale Ischdmie in isolierten Kaninchenherzen fiihrt zu
inhomogener Aktionspotentialdauer und Kammerflimmern. 3 uM HMR 1098 verringern diese

Inhomogenitat und wirken antiarrhythmisch (Dhein et al. 2000). In Ratten, Schweinen und
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Hunden verringert HMR 1098 die Inzidenz von Kammerflimmern und plotzlichem Herztod bei
Ischamieversuchen (Wirth et al. 1999a; Wirth et al. 1999b; Billman et al. 1998). In den
Versuchen mit wachen Hunden, die einen zweiten Infarkt erlitten, wahrend sie auf einem
Laufband laufen (Bilman et al. 1998), wurde das hierdurch entstehende Kammerflimmern
durch Vorbehandlung mit HMR 1098 verhindert, wobei ein ECso-Wert von etwa 3 mg/l
abgeschéatzt werden konnte (Aventis, interner Bericht). Dieser Wert liegt héher als der hier
erhaltene Wert fur halbmaximale Inhibition der MAPDg,-Verkiirzung von 0,55 pumol/l (Abbildung
1.5 C und Tabelle IV.1 im Kapitel IV.B.4). Der Unterschied kénnte in der Bindung von

HMR 1098 an Plasmaeiweil3e liegen, die bei in-vivo-Versuchen zu beriicksichtigen ist.

S 951957

Mit 200 nM S 95 1957 wird der Rilmakalim-aktivierte sarkolemmale Kanal des Papillarmuskels
vollstandig, mit 20 nM bereits deutlich gehemmt (Englert et al. 2001). Letztere Daten stimmen

gut mit der Wirkung auf die ischamische Aktionspotentialdauer im isolierten Herzen Uberein.

HMR 1402

Am Meerschweinchen-Papillarmuskel inhibiert HMR 1402 die Wirkung des Offners Rilmakalim
effektiver als HMR 1098, was in Ubereinstimmung mit den Versuchen am isolierten Herzen
steht (Englert et al. 2001).

HMR 1402 ist nach diesen Ergebnissen dem bereits besser charakterisierten HMR 1098

Uberlegen. Die Substanz weist im Menschen aber nur eine Halbwertszeit von 30 min auf.

Repaglinid

Klonierte sarkolemmale Karp-Kanédle werden von Repaglinid halbmaximal mit 9 nM blockiert.
Die Anwesenheit von MgADP beeinflusst die Inhibition nicht (Dabrowski et al. 2001). In Ratten-
kardiomyozyten wird der Karp-Kanal durch 10 nM Repaglinid zu 66% inhibiert (Hu et al.
1999a). Der ICso-Wert flr die Blockade der ischamischen Aktionspotentialverkiirzung in
isolierten Meerschweinchenherzen liegt etwas hoher bei 74 nM (Tabelle V.1 im Kapitel
IV.B.4). Repaglinid ist beziiglich der Blockade sarkolemmaler Kup-Kandle in einer

vergleichbaren Konzentration so wirksam wie der Sulfonylharnstoff Glibenclamid.
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IV.B.4 Zusammenfassung der Substanzwirkungen

Vergleich der Wirksamkeiten

Fir einen besseren Gesamtlberblick sind in der folgenden Tabelle alle Werte fiir die
halbmaximale Inhibition in den drei beschriebenen Modellen des isoliert-perfundierten Herzens

einander gegeniibergestellt.

Tabelle IV.1: Halbmaximale Konzentration fur die inhibitorische Wirkung aller getesteten Substanzen in den drei
verwendeten Versuchsmodellen, geordnet nach der besten Wirkung auf die ischamische

Aktionspotentialverkiirzung

Substanz normoxischer hypoxischer ischamisg_he
Koronarfluss Koronarfluss MAPDgo-Verkirzung

S 94 1638 20 nM 130 nM 8,8 nM

S 95 1957 100 nM ~1 uM 62 nM

Repaglinid 46 nM ~200 nM 74 nM
Glibenclamid 18 nM 25 nM 95 nM

HMR 1402 > 100 UM ~9 uM 110 nM

Meglitinid 620 nM 600 nM 400 nM

HMR 1098 >100 uM >100 uM 550 nM

S 0000 405 590 nM ~3 uM 710 nM

HMR 1372 > 30 uM > 30 uM 970 nM

S 92 0707 ~1 M ~5 UM ~20 pM

Substanzen

Gesucht wurde eine Substanz, die effektiv die sarkolemmalen Kappe-Kanale des Herzens
blockiert, die aber eine moglichst geringe vasokonstriktorische Wirkung bei Normoxie und

Hypoxie hat.

S 920707 und Glibenclamid wirkten starker auf die glatte GefaBmuskulatur als auf das
Myokard. Eine in etwa gleiche Wirkung auf Gefaf3- und Herzmuskelzellen zeigten Repaglinid,
S 95 1957, Meglitinid und S 0000 405. Diese Substanzen sind daher fur einen therapeutischen

Einsatz gegen den plétzlichen Herztod bei Ischdmie weniger geeignet.

S 94 1638, das Thioderivat des Glibenclamids, war beziglich der Wirkung auf die ischdmische
Aktionspotentialverkiirzung die effektivste der getesteten Substanzen. Der ICso-Wert fir die

normoxische Koronarflussverringerung war aber nur doppelt so hoch wie derjenige fiir die
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gewtunschte Wirkung. Diese geringe Selektivitéat reichte nicht aus, da bei einer wirksamen

Dosis von 300 nM auch der Koronarfluss nahezu maximal gesenkt wurde.

HMR 1402 zeigte eine gute Wirksamkeit auf das MAP nach 5 min Ischamie. Mit
1 uM HMR 1402 konnte eine ischamische Aktionspotentialverkiirzung ohne Beeinflussung des
hypoxischen Koronarflusses erreicht werden. Letzterer wurde erst bei zehnfach hoherer

Dosierung merklich beeinflusst, der normoxische Koronarfluss reagierte nur geringfigig.

HMR 1098 ist von getesteten Substanzen am besten fiir den therapeutischen Einsatz als
Antiarrhythmikum geeignet. Die Effektivitat in der Ischamie ist zwar geringer als bei HMR 1402,
aber dafur konnen Wirkungen auf den Koronarfluss mit noch grof3erer Sicherheit

ausgeschlossen werden.

Strukturvariationen

Als positiv hat sich die Einfuhrung eines Schwefels zum Sulfonylthioharnstoff herausgestellt,
wie bei der Abwandlung von Glibenclamid zu S 94 1638 und bei S 92 0707 zu HMR 1098. Die
Wirkung auf den sarkolemmalen Karp-Kanal wurde verbessert, die auf die GefalBmuskulatur
blieb unbeeinflusst oder wurde sogar stark abgeschwacht. Die Selektivitat war insbesondere
besser, wenn der Sulfonylthioharnstoff sich in meta- statt in para-Postion zur Benzamidstruktur
befand, als Beispiele dienen HMR 1098, HMR 1372 und HMR 1402.

Die Rigidisierung der beiden Molekilhalften durch einen Chromanring wie bei S 92 0707 zu
S 951957 hatte eine sehr deutliche Verbesserung der Wirkung auf das isch&mische
Aktionspotential zur Folge. Die Wirkungen auf den Koronarfluss wurden dagegen nur wenig

verstarkt.

Des weiteren resultierte die Substitution der Methoxygruppe von HMR 1098 durch einen
Methoxyethoxyrest in HMR 1402 in einer Verbesserung der Wirkung auf den sarkolemmalen
Karp-Kanal. Der Koronarfluss wurde dadurch jedoch ebenfalls beeinflusst, so dass diese

Variation nicht eindeutig positiv war.
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IV.C Offner des mitochondrialen K rp-Kanals

Aus publizierten Versuchen von verschiedenen Laboratorien ist bekannt, dass bei der
kardioprotektiven Wirkung der ischamischen Prakonditionierung die Aktivierung von
mitochondrialen Karp-Kanélen eine bedeutende Rolle spielt (Gross, Fryer 1999; Downey,
Cohen 2000; Sato, Marban 2000; Yellon, Baxter 2000; Schulz et al. 2001; Oldenburg et al.
2002). Diese kardioprotektive Wirkung kann auch durch Aktivierung von mitochondrialen Karp-
Kanalen hervorgerufen werden. In der Literatur wurde hierzu hauptsachlich Diazoxid
verwendet (Liu et al. 1998; Iwai et al. 2000; Pain et al. 2000; Wang et al. 2001b). Diese
Substanz beeinflusst jedoch noch andere Karp-Kandle, wie die des endokrinen Pankreas und
der glatten Muskelzellen. In dieser Arbeit wurde der Koronarfluss des Langendorff-
perfundierten Rattenherzens benutzt, um die Wirkungen der untersuchten Substanzen auf den

Karp-Kanal in glatten Muskelzellen zu untersuchen.

IV.C.1 Substanzwirkungen auf den Koronarfluss

Diazoxid

Die Aktivierung von Karp-Kandlen in glatten Muskelzellen von Blutgefal3en bewirkt eine
Hyperpolarisation der Zellen und dadurch die Reduktion der Aktivierung von
spannungsabhangigen Ca**-Kanalen. 10 uM Diazoxid steigerten den Koronarfluss in isolierten
Rattenherzen um 55%, 30 uM sogar um 70% (lwai et al. 2000). In isolierten Kaninchenherzen
bewirkten 100 pM Diazoxid eine signifikante Koronarflusssteigerung auf 160% des
Kontrollwertes (Wang et al. 2001b). Bei den in dieser Arbeit vorgestellten Versuchen steigerten
30 uM Diazoxid den Koronarfluss auf mehr als das Doppelte. Dies zeigt, dass die hier

gefundene Steigerung des Koronarflusses mit den Literaturwerten vergleichbar ist.

S1526

Aufgrund der von Diazoxid bekannten Wirkung auf den Koronarfluss wurde dieser auch mit der
Substanz S1526 untersucht. Wie im Kapitel 111.C.4 gezeigt wurde, bewirkt 1 pM S1526 eine
leichte Verringerung des Koronarflusses, der jedoch durch das vorhandene Losungsmittel
DMSO erklart werden kann. Nach Gabe von 30 uM S1526 wurde eine moderate Steigerung
des Koronarflusses beobachtet, die auf eine Blockade von Karp-Kandlen in der glatten
Muskulatur der Koronargefal3e (Untereinheiten Kir 6.1 und SUR2B) zuriickzufuhren ist. S1526

hat demnach einen deutlich geringeren Einfluss auf die glatte Gefal3muskulatur als Diazoxid.
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IV.C.2 Substanzwirkungen auf die Infarktgrofe

Diazoxid

Die Offnung von mitochondrialen Karp-Kandlen soll ebenso wie ischamische
Préakonditionierung eine Aufrechterhaltung des Volumens der Mitochondrienmatrix bewirken,
so dass die Struktur zwischen innerer und &aufRerer Membran bei einer Ischéamie mit
nachfolgender Reperfusion intakt bleibt. In vorherigen Experimenten wurde gezeigt, dass 10
MM bzw. 100 pM Diazoxid die Infarkigré3e nach regionaler Ischdmie in isolierten
Kaninchenherzen verringern (Pain et al. 2000; Wang et al. 2001b). Zusatzlich erfolgte eine
Verbesserung der Herzfunktion mit 100 uM Diazoxid (Wang et al. 2001b). 100 pM Diazoxid
verringerten in isolierten Rattenherzen den Anstieg des diastolischen Drucks und somit die
Entwicklung einer ischamischen Kontraktur (Dos Santos et al. 2002). Mit 30 bis 100 puM
Diazoxid konnte in Ratten die Herzfunktion verbessert werden (lwai et al. 2000; Forbes et al.
2001). Die Freisetzung von Kreatinkinase wurde verringert, der intrazellulare pH-Wert dem
physiologischen Wert wieder angenahert und die Kreatinphosphatkonzentration nach der
Ischamie erhdht. Damit konnten sowohl die Normalisierung des durch Hypoxie gesenkten
mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs (30 uM Diazoxid), als auch die Erh6hung der Produktion
von freien Radikalen in Rattenmyozyten (50 uM Diazoxid) korreliert werden (lwai et al. 2000;
Forbes et al. 2001). In den hier durchgefiihrten Versuchen bewirkten 30 uM Diazoxid eine
signifikante InfarktgréRenverringerung nach 40 min Globalischdmie in Rattenherzen. In
verschiedenen Arbeitsgruppen konnte somit bestatigt werden, dass Diazoxid die Wirkung von
IPC nachahmt. Aufgrund der vasodilatierenden Wirkung kann jedoch eine verbesserte

Perfusion des Gewebes als Ursache fiir die protektive Wirkung nicht ausgeschlossen werden.

S1526

Die Wirkung von S1526 auf mitochondriale Karp-Kanale wurde in  verschiedenen
Ischamiemodellen untersucht. 50 pM S1526 verhindern in isolierten Rattenherzen eine
ischamische Kontraktur und verringern die Freisetzung von Laktatdehydrogenase,
Kreatinkinase und Laktat (Laclau, unveréffentlichte Daten). Die eigenen Daten belegen eine
signifikante Senkung der Infarktgrof3e durch 30 pM S1526. Diese Ergebnisse zeigen, dass
S1526 eine potente kardioprotektive Wirkung bei einer Konzentration entfaltet, die noch keine

Wirkung auf den Koronarfluss zeigt.

Der wichtigste Hinweis auf den Wirkmechanismus von S1526 folgt aus den

Kombinationsversuchen mit 5-HD und HMR 1098. Es existiert eine Vielzahl von Publikationen,

- 109 -



Diskussion

die berichten, dass 5-HD einen Inhibitor von mitochondrialen Kape-Kanalen darstellt.
Ausagekréftige Versuche hierzu wurden an rekonstituierten mitochondrialen Karp-Kanélen
durchgefuhrt. Es wurde gefunden, dass 5-HD die Wirkung von 10 uM Diazoxid mit einem Ky,-
Wert von 45 uM antagonisiert (Jaburek et al. 1998). Dieses Ergebnis macht die Annahme sehr
wabhrscheinlich, dass 5-HD eine direkte blockierende Wirkung auf mitochondriale Karp-Kanale
ausibt. Des weiteren wurde gezeigt, dass 500 uM 5-HD bei regionaler Ischamie in isolierten
Rattenherzen die Protektion durch ischamische Pradonditionierung blockieren (Munch-
Ellingsen et al. 2000, Schultz et al. 1997; Fryer et al. 2001). In den in dieser Arbeit gezeigten
Versuchen mit globaler Ischdmie konnte bestatigt werden, dass 500 uM 5-HD die InfarktgréfZe
allein nicht beeinflussten, aber die Reduktion der InfarktgroRe durch IPC und durch den Karp-
Offner S1526 verhinderten.

Diese vollstéandige Aufthebung der kardioprotektiven Wirkung von S1526 durch 5-HD ist somit

ein starker Hinweis, dass S1526 einen Offner des mitochondrialen Kxrp-Kanals darstellt.

Als weiterer Karp-Blocker in Kombination mit S1526 wurde HMR 1098 verwendet. In friiheren
Arbeiten wurde gezeigt, dass die protektive Wirkung von ischamischer Prakonditionierung auf
die Infarktgrof3e von Ratten und Kaninchen durch HMR 1098 nicht inhibiert wird (Fryer et al.
2000; Linz et al. 1998; Jung et al. 2000). Die Erh6hung der mitochondrialen ATP-Synthese in
Ratten (in vivo) und die verbesserte Struktur der Mitochondrien von Kaninchen (in vitro) nach
Prakonditionierung wird ebenfalls nicht beeinflusst (Fryer et al. 2000; Sato et al. 2000).
HMR 1098 interagiert auch nicht mit der Verringerung der ischamischen Zellschadigung in
humanen Vorhoftrabekeln nach Prakonditionierung (Ghosh et al. 2000). Auf Grund der
Abwesenheit von Wirkungen auf pankreatische und vaskulare Karp-Kandle wird HMR 1098
daher als selektiv sarkolemmaler Karp-Antagonist betrachtet (Gross, Fryer 1999; Sato, Marban
2000; O'Rourke 2000). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass HMR 1098 in Kombination mit
S1526 die InfarktgrofRenverringerung nicht inhibiert.

Aus diesen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass sarkolemmale Karp-Kanale an

der kardioprotektiven Wirkung von S1526 nicht beteiligt sind. Die Annahme, dass S1526 durch

Aktivierung der mitochondrialen Karp-Kanale kardioprotektiv wirkt, wird damit bestatigt.
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IV.D Bedeutung fur die therapeutische Anwendung

IV.D.1 Inhibitoren von sarkolemmalen Katp-Kanélen als
antiarrhythmische Substanzen

Es wurde in zahlreichen Tiermodellen gezeigt, dass kardiale Ischamie zur Aktivierung von
Karp-Kanélen in der sarkoplasmatischen Membran von Herzmuskelzellen fuhrt, wodurch eine
Verkirzung der Aktionspotentialdauer in einem regionalen Gebiet hervorgerufen wird
(Gogelein 2001). Hierdurch wird das Auftreten von kreisenden elektrischen Erregungen
gefordert, was zum Kammerflimmern und plotzlichem Herztod fuhren kann. In einem
Hundemodell zum plétzlichen Herztod konnte gezeigt werden, dass die Blockade von
sarkolemmalen Karpe-Kanalen durch  den  Sulfonylharnstoff  Glibenclamid und den
Thiosulfonylharnstoff HMR 1098 die Tiere vor Kammerflimmern sehr effizient schitzt (Billman
1994; Billman et al. 1998). Dieses Wirkprinzip hat den grof3en Vorteil, dass unter normalen
Bedingungen keine Beeinflussung der Herzfunktion und der QT.-Zeit auftritt, da die
sarkolemmalen K,rp-Kandle unter normoxischen Bedingungen vollstandig geschlossen sind.
Dies stellt einen bedeutenden Vorteil gegeniber den Klasse-lll-antiarrhythmischen
Substanzen dar, die als Nebenwirkung Arrhythmien von Typ Torsade de Pointes hervorrufen

kdnnen.

Es bestanden jedoch Bedenken gegen den Einsatz von Sulfonylharnstoffen bei
herzinsuffizienten Patienten. Die kardiovaskuldare Mortalitit und Morbiditat von Diabetes-II-
Patienten mit Sulfonylharnstofftherapie wurde daher in der UKPDS-Studie untersucht (United
Kingdom Prospective Diabetes Study Group 1998). In dieser groRen Studie konnten keine
unerwiinschten kardiovaskularen Ereignisse aufgrund der eingesetzten Therapie beobachtet
werden, was Bedenken bezlglich der Sicherheit der Therapie mit Sulfonylharnstoffen
entkraften konnte. Moglicherweise wird die vaskulare Wirkung von Glibenclamid durch die
protektive antiarrhythmische Wirkung antagonisiert (Engler, Yellon 1996; Brady, Terzic 1998;
Betteridge, Close 2000).

Veranderungen der ATP-sensitiven Kaliumkanéle durch Erkrankungen wurden sowohl bei
diabetischen als auch bei herzinsuffizienten Patienten gezeigt. In den Plazenten von
Typ-I-Diabetikerinnen konnte eine verringerte vasodilatierende Aktivitdt von Karp-Kanalen
gezeigt werden, was auf eine bestehende endotheliale Dysfunktion des fotalen GefalRbettes
hinweist (Bisseling et al. 2002). Zellen des rechten Vorhofs von Patienten mit Herzinsuffizienz
enthalten ATP-sensitive Kaliumkanéle, die weniger empfindlich fur die Blockade durch ATP
sind. Die ICs-Werte fur die Inhibition durch ATP betragen 131 pM im Vergleich zu 26 pM in
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gesunden Herzzellen. Die Aktionspotentiale werden daher durch metabolische Blockade
signifikant starker verktrzt, obwohl unter Kontrollbedingungen die Aktionspotentiale sogar
signifikant langer sind. Die Blockade durch Glibenclamid ist jedoch nicht beeintréachtigt (Koumi
et al. 1997). Solche pathophysiologischen Veranderungen der Kanale kdnnen mdéglicherweise
die Effektivitat von Karp-Blockern verédndern, so dass Experimente in jungen und gesunden
Versuchstieren nicht nur aufgrund von Speziesunterschieden lediglich eine vorlaufige

Einschatzung Uber die therapeutische Effektivitat liefern kdnnen.

Die neue Entwicklungssubstanz HMR 1098 ist bisher noch nicht zur Marktreife weiterentwickelt
worden. Somit besteht weiterhin ein groRer Bedarf an neuen Substanzen, die selektiv den
kardialen sarkolemmalen Karp-Kanal blockieren. Fir die Entwicklung von neuen Substanzen
ist ein Modell wichtig, das es erlaubt, deren Wirkung unter pathophysiologischen Bedingungen
zu untersuchen und eine Aussage uber die Wirkstarke ermdglicht. Das in dieser Arbeit
entwickelte Modell ist in der Lage, durch Messung und Aufzeichnung der monophasischen
Aktionspotentiale im isoliert-perfundierten Meerschweinchenherzen die Wirkstarke neuer
Substanzen auf sarkolemmale Karp-Kanéle unter ischamischen Bedingungen zu erfassen. Die
Methode hat sich in der pharmakologischen Entwicklung neuartiger Antiarrhythmika bereits

bewéhrt.
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IV.D.2 Aktivatoren von mitochondrialen Katp-Kanélen bei
koronaren Herzerkrankungen

Der endogene Schutzmechanismus der ischamischen Prakonditionierung kann durch
Aktivatoren des mitochondrialen Karp-Kanals in Herzmuskelzellen nachgeahmt werden. Solche
Substanzen eignen sich moglicherweise als neuartiges Prinzip fur die Protektion von Herzen
bei koronaren Herzerkrankungen. Die Wirkung der ischdmischen Prékonditionierung wurde
auch bei Menschen gezeigt. So verringert Prakonditionierung in vitro die isch&mische
Zellschadigung in humanen Vorhoftrabekeln, 10 uM Glibenclamid hemmen diese Protektion
(Ghosh et al. 2000). Auch bei Angina pectoris, perkutaner transluminaler Koronarangioplastie
(PCTA), Bypassoperationen (CABG) und Herztransplantation konnte Protektion durch IPC
gezeigt werden (Airaksinen, Huikuri 1997; Dana, Yellon 1998; Ghosh et al. 2000; Yellon, Dana
2000; Yellon, Baxter 2000).

Eine gezielte Entwicklung von Aktivatoren der mitochondrialen Karp-Kanéle ist derzeitig
schwierig, da das Gen dieses lonenkanals noch nicht identifiziert wurde und daher keine
einfachen zellularen Testsysteme zur Verfligung stehen. Die hier erstmals vorgestellte
Substanz S1526 kann jedoch als Werkzeug dienen, das Wirkprinzip in Tiermodellen zu
evaluieren und einer zukinftigen Entwicklung von Aktivatoren des mitochondrialen Karp-Kanals

den Weg zu bereiten.
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V  Zusammenfassung

Im Herzen kommen ATP-sensitive Kalium-Kandle (Karp-Kandle) in drei verschiedenen

Strukturen vor:

In der sarkolemmalen Zellmembran der Myozyten (sarkolemmaler Karp-Kanal, gebildet aus
Kir 6.2-Untereinheiten und SUR 2A) wird der Kanal unter Ischamie aktiviert, woraufhin die

Erhohung der K*-Permeabilitat zu einer Verkiirzung der Aktionspotentialdauer fuhrt.

In den glatten Muskelzellen der KoronargefélRe (vaskularer Karp-Kanal, gebildet aus Kir 6.2-
Untereinheiten und SUR 2B) bewirkt die Aktivierung unter Hypoxie eine Vasodilatation und

somit eine Erhéhung der Koronardurchblutung.

In der inneren Mitochondrienmembran von Herzmuskelzellen (mitochondrialer Karp-Kanal,
Struktur noch nicht bekannt) verursacht die Aktivierung unter ischamischen Bedingungen eine
Prakonditionierung des Herzens, mdoglicherweise durch  Volumenregulation der

mitochondrialen Matrix.

Charakterisierung von Inhibitoren des sarkolemmalen Kare-Kanals

Die Aktivierung von sarkolemmalen Karp-Kanalen unter Ischamie fihrt zu einer Heterogenitat
der Aktionspotentialdauer zwischen normoxischen und ischamischen Gebieten, wodurch
kreisende elektrische Erregungen und somit Kammerflimmern entstehen kénnen. Daher
stellen Inhibitoren des sarkolemmalen Karp-Kanals ein neues therapeutisches Prinzip gegen

den plétzlichen Herztod dar.

Diese Inhibitoren sollen mdglichst selektiv sein und weder den pankreatischen Karp-Kanal
beeinflussen noch die oben beschriebenen Karp-Kandle in glatten GefalRmuskelzellen und in

Mitochondrien.

In dieser Arbeit wurde das Modell des isolierten, perfundierten Herzens nach Langendorff so
optimiert, dass Inhibitoren des sarkolemmalen Karp-Kanals unter ischamischen Bedingungen
untersucht werden konnten. Hierzu wurden durch eine Verminderung des Koronarflusses und
des Sauerstoffs ischdmische Bedingungen geschaffen, die zur Verkirzung der Dauer des
monophasischen Aktionspotentials (MAPD) fiihrten. In Gegenwart von Inhibitoren des

sarkolemmalen Krp-Kanals war diese MAPD-Verklirzung reduziert.

AuBerdem wurde der Koronarfluss in separaten Experimenten durch Hypoxie erhéht. Es wurde
untersucht, ob die Inhibitoren des sarkolemmalen Karp-Kanals als Nebenwirkung den

Koronarfluss beeintrachtigen.
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Ausgehend vom bereits therapeutisch eingesetzten Antidiabetikum Glibenclamid wurden
verschiedene Strukturvarianten untersucht, um eine Selektivitat fiir sarkolemmale Karp-Kanale

des Myokards zu finden. Die wichtigsten Struktur-Wirkungs-Beziehungen sind folgende:

?? Der Sulfonylharnstoff Glibenclamid sowie die Benzoeséurederivate Meglitinid und
Repaglinid sind unselektive Hemmstoffe der sarkolemmalen und vaskularen

Katp- Kanale.

?? Eine Schwefelsubstitution im Sulfonylharnstoff zum Sulfonylthioharnstoff (S 94 1638
und HMR 1098) bewirkt eine Verstarkung der Aktivitdit auf den sarkolemmalen

Katp-Kanal sowie eine Verringerung der Effektivitéat auf den Koronarfluss.

?? Die meta- statt para-Positionierung der Sulfonylthioharnstoffgruppe fiihrt ohne
Beeinflussung des GefalRtonus zu einer weiteren Verbesserung des Wirkprofils mit
einer guten Wirksamkeit auf die ischamische Aktionspotentialverkirzung (HMR 1402
und HMR 1098).

?? Substitution der Benzamidfunktion von HMR 1402 durch eine Zimtsauregruppe
(S 0000 405) bewirkt eine zur Verringerung der Selektivitat. Dies zeigt, dass neben der
Sulfonylthioharnstoffgruppe auch die Benzamidfunktion die selektive Wirkung auf

sarkolemmale Karp-Kanale im Herzen beeinflusst.

Untersuchung von Aktivatoren des mitochondrialen Karp-Kanals

Offner des mitochondrialen Karp-Kanals kénnen den endogenen Schutzmechanismus der

ischamischen Prakonditionierung nachahmen.

Um den neuen mitochondrialen Karp-Offner S1526 zu untersuchen, wurde an isolierten,
perfundierten Rattenherzen eine Globalischdmie mit Reperfusion durchgefihrt und die
Infarktgro3e bestimmt. Es konnte nachgewiesen werden, dass Vorbehandlung mit S1526 zu
einer signifikanten Reduktion der Infarktgrof3e fuhrt. Diese Protektion wurde durch den
mitochondrialen Karp-Kanalblocker Natrium-5-hydroxydecanoat, nicht aber durch den
selektiven sarkolemmalen Karp-Kanal-Blocker HMR 1098 aufgehoben. S1526 hat gegeniber
Diazoxid, einem bekannten Offner des mitochondrialen Karp-Kanals, den Vorteil einer nur
geringfugigen Beeinflussung vaskulérer Karp-Kanéle. Daher kdnnte S1526 als Ausgangspunkt
fur eine Entwicklung von Arzneistoffen, die eine Verringerung von Ischamieschaden im Herzen

bewirken, betrachtet werden.
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