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Teil A Einleitung

A.1 Chronisch obstruktive Atemwegserkrankungen

Fiir die vorliegende Dissertation wurden die Wirkungen des B,-Sympathomimetikums Terbutalin auf das
isolierte Rattenherz untersucht. Da Terbutalin therapeutisch orwiegend gegen chronisch obstruktive

Atemwegserkrankungen eingesetzt wird, soll im folgenden zunichst auf diese Krankheiten eingegangen werden.

Obstruktive Atemwegserkrankungen sind definiert als
Erkrankungen der Atemwege, bei denen die
Stromungswiderstande der Atemwege durch Verengung
des Atemwegslumens erhoht sind. Die chronisch
obstruktiven Atemwegserkrankungen (Synonyme: COLD =
chronic obstructive lung disease; COPD = chronic
obstructive pulmonary disease) sind die haufigsten
Erkrankungen der Atmungsorgane. Die Inzidenz nimmt
vom 20. Lebensjahr an bis zum hoéheren Alter linear zu.
Jeder zweite Raucher Uber 40 Jahre leidet unter einer

chronisch obstruktiven Atemwegserkrankung [34].

A.1.1 Chronische Bronchitis

Allgemeines

Von einer chronischen Bronchitis pricht man, definitionsgemild (WHO=, wenn bei einem Patienten in zwei
aufeinander folgenden Jahren wihrend mindestens drei Monaten pro Jahr ein produktiver Husten (mit Auswurf)
bestand. Die hronische Bronchitis ist die hidufigste Lungenerkrankung. Sie kommt bei Ménnern dreimal
haufiger vor as bei Frauen. Atiologisch spielen exogene und endogene Faktoren eine Rolle. Zu den exogenen
Faktoren zihlen in erster Linie das Zigarettenrauchen, Umweltbedingungen wie Luftverschmutzung d
feuchtkaltes Klima und as Sinobrochiale Syndrom. 90% aller Bronchitiker sind Raucher oder Exraucher 34].

Zu den endogenen Faktoren zihlen Antikorpermangelsyndrome, der o-Proteaseninhibitor-Mangel und ie

primér zilidre Dyskinesie.

Die chronische Bronchitis entwickelt sich in drei Stufen:

1. Reversible chronische nicht obstruktive Bronchitis

un
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2. Chronisch obstruktive Bronchitis mit Belastungsdyspneu und L eistungsabfall

3. Spatkomplikationen wie obstruktives Emphysem und Cor pulmonale

Therapie

In der Therapie spielt neben der Ausschaltung on Noxen (Nikotin) und er Behandlung orhandener
Infektquellen die von der Deutschen Atemwegdliga vorgegebene 3-Sufentherapie der chronischen Bronchitis
eine grole Rolle:

l. Bedarfsweise Inhalation kurz wirksamer 3,-Sympathomimetika

. Zusitzlich ein Theophyllin-Retardpriparat

[1. Zusitzlich orale Glukokortikoide

A.1.2 Obstruktives Lungenemphysem

Allgemeines

Das Lungenemphysem ist eine irreversible Erweiterung der Luftriume distal der Bronchioli etminales infolge
Destruktion ihrer Wand. Die Privalenz betragt 5%. Manner leiden darunter haufiger als Frauen [34].
Pathogenetisch kommen folgende Ursachen in Frage [34, 64]:
»  Verdtirkte Granulozyten-Proteasenaktivitit durch Infekte, Pneumonien und chronische Bronchitis
« Verminderte Aktivitit der oy-Proteaseninhibitoren, die ntweder angeboren oder erworben dein
kann. Fiir den erworbenen oy-Proteaseninhibitor- Mangel sind in erster Linie Oxidanzien des
Zigarettenrauchens verantwortlich.
e Obstruktive Ventilationsstorungen mit exspiratorischer Einengung der Bronchien. Dazu ehgren
der atersbedingte Elastizititsverlust des Lungenparenchyms owie der Bronchospasmus im
Rahmen chronisch obstruktiver Lungenerkrankungen wie Asthma bronchiale und chronische
Bronchitis.

e Pulmonale Hypertonie und Cor pulmonale

Therapie

Therapeutisch wird neben der Meidung exogener Noxen und er Bkhandlung bronchopulmonaler nfekte
ebenfalls die bel der chronischen Bronchitis erwihnte 3-Stufentherapie angewendet (s. A.1.1).

A.1.3 Asthma bronchiale

Allgemeines

Das Asthma bronchiale ist eine reversible Atemwegsstérung, die Folge inee Entziindung oder bronchialer
Hyperreaktivitit ist. Die Priavalenz betrigt bei Kindern 7-10%, bei Erwachsenen 5%. Ménner sind  dogp so
haufig betroffen wie Frauen [34].
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Atiologisch unterscheidet man das allergische Asthma (= extrinsic  stama) vom nichtallergischen Asthma (=
instrinsic asthma) sowie Mischformen aus beiden. Ferner spielen in der Atiologie genetische Faktoren eine grofe
Rolle.

Das Asthma bronchiale gehort mit der allergischen Rhinitis und er Neurodermitis zu den sogenannten
atopischen Krankheiten, die durch eine @osomal-dominant vererbte Anlage zur iiberschief3enden |gE-Bildung
gekennzeichnet sind. Leidet ein Elternteil an einer dieser Krankheiten, findet sich bei den Kindern in 20-25% der
Fille benfalls eine tapische Erkrankung. Bei zwei kranken Elternteilen sind i€ Kinder in 40-50% der Fille
Atopiker [34].

Des weiteren ommén fiir die Entstehung des nichtallergischen Asthma Infektionen, Staub, kalte Luft,
gastroosophagealer Reflux, korperliche Anstrengung sowie die Einnahme nichtsteroidaler Antirheumatika in
Frage.

Typisch fiir das Asthma bronchiale ist eine anfallsweise Atemnot. Beziiglich der Anfallshaufigkeit unterscheidet
die Deutsche Atemwegsliga drei Schweregrade (Tab. 1).

Schweregrad | Anfallshiufigkeit

1 haufiger al's 3x pro Woche
2 mehrfach tiglich und nachts
3 stindig

Tab. 1 Asthmaschweregrade

Therapie
Kausal wird das allergische Asthma bronchiale durch
Allergenkarenz oder Hyposensibilisierung, das
nichtallergische durch die Therapie respiratorischer
Infekte, oft vorhandener Sinusitiden und

gastrodsophagealen Refluxes behandelt.

Symptomatisch wird mit folgendem von der Deutschen Atemwegsliga festgelegten 3-Stufenschema therapiert
[76]:
l. * [nhalation topischer Steroide in mittlerer Dosis
* Bedarfswel se Inhalation kurzwirksamer 8,-Sympathomimetika
. * |nhalation topischer Steroide in hsherer Dosis
* Bedarfsweise Inhalation kurzwirksamer 3,-Sympathomimetika
* Zusitzlich orae, retardierte Theophyllinpriparate und langwirksame [3,-Sympathomimetika
[1. ¢ Zusitzlich orale Glukokortikoide
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Dieses Stufenschema soll jedoch nur eine therapeutische
Orientierungshilfe sein. In jedem Fall mul3 die
Asthmatherapie individuell dem Patienten angepalit und

optimiert sein.

A.2 Fragestellung

Verschiedene [-sympathomimetische Substanzen zur Behandlung chronisch
obstruktiver Lungenerkrankungen sind derzeit im therapeutischen Einsatz.

Kardiale Nebenwirkungen wie Arrhythmien d Tachykardien gehéren zu n
wichtigsten nerwinschten Effekten ieser 8ubstanzen. Von den Substanzen
Fenoterol und Terbutalin wird sogar angenommen, dal3 sie zu inene erhdhten
Todesrisiko beitragen, welches nicht Gber arrhythmogene Effekte vermittelt wird [12].
Mit dieser Arbeit sollten die unerwinschten kardialen Wirkungen des Beta-Agonisten
Terbutalin, der schon lange therapeutisch iaegesetzt wird, untersucht werden. Dazu
wurde én isoliertes Rattenherz unter der Versuchsanordnung des ,working rat heart'
(s. Methodikteil B) mit einem odifizierten Krebs-Henseleit Puffer perfundiert,
wahrend sein rtaler Ausaorf dokumentiert wurde. Um ein chronisch
hypoxiegeschadigtes Herz eines obstruktiv Lungenkranken zu simulieren, wurde ds
Herz durch eine flnfzig minitige Hypoxiephase belastet.

Wahrend ieser dHypoxiephase wurde em Pdffer Terbutalin in verschiedenen
Dosierungen zugefigt. Nach Ablauf der flnfzig Minuten folgte ine
Reoxygenierungsphase. Der aortale Auswurf der mit Terbutalin beandelten Herzen
wurde  damlem Auswurf der nur durch Hypoxie geschadigten Herzen (Kontrolle)
gegenibergestellt.

Anschlieend wurden die Mitochondrien r #erzmuskelzellen isoliert und deren
Membranfluiditat, ATP-Synthese- und ATPase-Aktivitaten gemessen, um
Informationen Uber das Ausmal3 der mitochondrialen Schadigung zu erhalten.
Zusatzlich wurden Experimente ohne Hypoxiephase abngefihrt, um die ll@nige

Wirkung von Terbutalin auf das Herz zu untersuchen.

12
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A.3 Katecholamine

Als Katecholamine werden ie  physiologisgch im enschlichen Kbrper
vorkommenden Hormone Adrenalin und Noradrenalin beeichnet. Noradrenalin wirkt
im Gegensatz wm Adrenalin icht nur als im Blutkreislauf vorkommendes Hormon,

sondern vor allem auch als Neurotransmitter des sympathischen Nervensystems.

A.3.1 Biochemische Eigenschaften

Chemische Strukturformeln

H H H H H
| | / | |
OH C—C—N OH C—C—NH,
| | \ I I
OH H CH, OH H
OH OH
Adrenalin Noradrenalin

Abb. 1 Adrenalin und Noradrenalin

Synthese

Hauptsyntheseort fiir die Katecholamine sind de dwromaffinen Zellen des Nebennierenmarks, wo Adrenalin und
Noradrenalin im Verhiltnis 4:1 poduziert werden [65, 66]. Ausgangsstoff fir die Katecholaminsynthese ist das
Tyrosin. Uber Dihydroxyphenylalanin (DOPA) und Dopamin entsteht Noradrenalin, das dann zu Adrenalin
methyliert werden kann.

Abbau
Die Inaktivierung der beiden Hormone erfolgt durch
biochemischen Abbau. Vor allem in Leber und Niere
werden die Katecholamine in das Hauptendprodukt
Vanillinmandelsaure umgewandelt. Die Ausscheidung der
Vanillinmandelsaure geschieht tlber den Urin, wo sie zu

diagnostischen Zwecken bestimmt werden kann.
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A.3.2 Funktion im menschlichen Organismus
Im Blut zirkulierendes Adrenalin stammt allein aus dem
Nebennierenmark, wahrend zirkulierendes Noradrenalin
aus dem Nebennierenmark und vor allem aus
sympathischen Nervenendigungen stammt. Noradrenalin
wirkt somit sowohl als Neurotransmitter als auch als
Hormon. Aus diesem Grund kommt Noradrenalin im
Ruhezustand in zwei- bis dreifach héherer Konzentration
im Blut vor als Adrenalin [65, 68].

Emotionale Erregung (Stref3) und motorische Aktivitit (korperliche Arbeit) sind @ wesentlichen Reize, die mr
Katecholaminfrei setzung aus dem Nebennierenmark in die Blutbahn fiihren. Ferner fiihrt eine Hypoglykimie m
selektiver Adrendinfreisetzung. Leichte korperliche Arbeit fiihrt zundchst nur zu einer Erhohung des
Noradrenalinspiegels infolge der gesteigerten sympathisch esteuerten Herzleistung. Erst bei schwererer Arbeit
wird auch der Adrenalinspiegel erhoht.

Eine Erhohung der Katecholaminkonzentration im Blut hat Auswirkungen auf den Stoffwechsel, das Herz-
Kreislaufsystem und den Respirationstrakt (Tab. 2 u. 3).

Prozef3 Wirkung Rezeptor
Glukose Glukogenolyse (Leber+Muskulatur) T o+B>By
Glukoneogenese (Leber) T o+B,
(Spezies-abhéingig)
Lipide Lipolyse (Fettgewebe) T Bo(B3)>P1
\2 ol
Hormone Insulinsekretion T B>
2 o
Reninsekretion T B:

Tab. 2 Auswirkungen der Katecholamine auf den Stoffwechsel [19, 65, 68]
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Prozef3 Wirkung Rezeptor
Herz Frequenz pos. chronotrop B1
Kontraktilitit pos. inotrop B,
Erregungsgeschwindigkeit pos. dromotrop B,
Erregbarkeitsschwelle pos. bathmotrop By
Spannungsentwicklung pos. klinotrop B1
Gefilie Konstriktion - o0,
Dilatation - B>
Bronchien Konstriktion - oy
Dilatation - B2>B1

Tab. 3 Wirkungen der Katecholamine auf Herz, Gefaf3e und Bronchien [19, 65, 68]

A.3.3 Wirkungsmechanismus

Die Katecholamine Noradrenalin  d Adrenalin sind sogenannte ,erste Booten', die ihre Wirkung iiber
adrenerge Membranrezeptoren indirekt entfalten (s. A.4.1).

Nach Bindung an den Rezeptor fiihren intrazellulire ,zweite Booten' (sog. second messenger) zu einer
spezifischen Wirkung wie die Aktivierung on Proteinkinasen oder die Regulierung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration.

Man unterscheidet - und B-Rezeptoren (s. A.4), die wiederum je nach Lokalisation und Funktion in oy, o, B1,
B, und B3 unterteilt werden (Tab. 2 . 3). Noradrenalin aheine groBere Affinitit zu o-Rezeptoren, wihrend

Adrenalin leichter an 3-Rezeptoren bindet.

A.4 Adrenerge Rezeptoren

Je ataihrer Empfindlichkeit auf die drei Substanzen Adrenalin (A), Noradrenalin
(NA) und das nicht physiologisch vorkommende Isoproterenol (I) werden o~ und (-
adrenerge Rezeptoren temschieden. Man spricht von a-adrenergen Rezeptoren,
wenn ied ra Substanzen in  déolgenden Reihenfolge baehmende Wirksamkeit
zeigen: NA>A>l. An [-adrenergen Rezeptoren zeigen ie Sulgktanzen in r
Reihenfolge I>A>NA abnehmende Wirkung.

Da s ieh s i Tebutalin m einen fast reinen B-Agonisten handelt, sollen im
folgenden in rster Linie die B-Rezeptoren  stlerieben werden. Die Affinitdt von

Terbutalin zu a-Rezeptoren besitzt keine therapeutische Relevanz [25].

15
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A.4.1 Der p-adrenerge Rezeptor

Bi1- und B-Rezeptoren

Wie oben beschrieben ist die Affinitit von Noradrenalin zum B-adrenergen Rezeptor gering im Vergleich zu
Adrenalin  uth Isoproterenol. Dennoch zeigt sich ein  rgl3er Unterschied in der Wirksamkeit von Noradrenalin
am B-Rezeptor hinsichtlich der Lokalisation des Rezeptors. So werden die B-Rezeptoren des Herzmuskels  ebrr
stark aktiviert im Vergleich zu denjenigen der glatten Gefal3muskulatur und @r glatten Muskulatur von Trachea
und Bronchien [65]. Die f-Rezeptoren des Herzmuskels werden daher als B; und ie B-Rezeptoren der Gefilie
und Bronchien als 3, bezeichnet. Des weiteren spricht man im Fettgewebe von 3-Rezeptoren. Terbutalin glt as
relativ spezifischer B,-Agonist, das heifdt, seine Wirkung auf ,-Rezeptoren ist sehr viel groRer als auf kardiale
B1-Rezeptoren.

Struktur
Der B-Rezeptor ist ein Protein, welches in der
doppellipidschichtigen Zellmembran lokalisiert ist (Abb. 2).
Bezuglich seiner Quartarstruktur besteht das
Rezeptorprotein aus sieben intramembrandsen o-
helixformigen Domanen (I-VIl), welche durch
zytoplasmatische und extrazellulare Peptidschleifen
untereinander verbunden sind [17]. Auf der extrazellularen
Seite sind die Domanen Il und I, IV und V und VI und VII

durch Peptidschleifen verbunden.

16
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| extrazdlulir |

s’ | T77
Sbdodlopopolodlop be

intrazdlulir
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Abb.2 Schematische Struktur des B-adrenergen
Rezeptors [17]

Auf der intrazellularen Seite befinden sich Peptidschleifen
zwischen den Domanen | und Il, Il und IV und V uns VI. Das
N-terminale Ende des Rezeptorproteins erstreckt sich in
einer Peptidkette von der Domane | auf die extrazellulare
Seite.

Entsprechend erstreckt sich das C-terminale Ende von der
Domane VIl ins Zellinere. Phosphorylierungsreaktionen der
C-terminalen Peptidkette sollen eine Rolle bei dem Prozel3
der Rezeptorsensibilisierung spielen [17]. Durch die
Anordnung der sieben Domanen in der Zellmembran

entsteht eine ,Tasche’, in der wahrscheinlich die Bindung
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des spezifischen Liganden stattfindet. Die extrazellularen
Peptidschleifen sind in den Ligandenbindungsprozel3 nicht

mit einbezogen.

Funktion

Die drenergen Rezeptoren sind, im Gegensatz u derz beispielsweise intrazelluldren Steroidrezeptoren,
Membranrezeptoren. Der spezifische Ligand, der sogenannte ,second messenger', bindet an den Rezeptor,
woraufhin ein intrazeluldrer ,second messenger' die eigentliche Wirkung erzielt [19, 65, 68].

Im Falle der B-Rezeptoren ist zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) der , second messenger.

Fir eine cAMP-vermittelte Zellantwort mul3 iedZielzelle neben dem Rezeptor sogenannte Guanylnukleotid-
regulatorische Proteine (G-Proteine) enthalten. Es gibt stimulierende und inhibierende G-Proteine (Gs- bzw. G-
Proteine).

Die G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten (o, B und 7). Im Ruhezustand ist an die a-Untereinheit
Guanosindiphosphat (GDP) gebunden. Reagiert nun ein spezifischer Ligand mit dem Rezeptor, bindet der
Ligand-Rezeptor-Komplex an den G-Protein-GDP-Komplex. Dies hat ein Ersetzen des GDP durch zytosolisches
Guanosintriphosphat (GTP) und ein Abspalten sowohl der B- und y-Untereinheiten als auch des Ligand-
Rezeptor-Komplexes zur Folge. Der iibrigbleibende a-GTP-Komplex bewirkt nun eine Aktivierung (o)
beziehungsweise ire Hemmung (o) der Adenylatzyklase in Abhingigkeit davon, ob es ish um ein Gs- oder
ein G-Protein handelt. Die Adenylatzyklase wandelt zytosolisches ATP in den , second messenger' CAMP um.
Das cAMP wiederum aktiviert die Phosphokinase A, mit deren Hilfe Proteine (Enzyme oder
Membranrezeptoren) phosphoryliert werden, wodurch deren Aktivititszustand reguliert wird.

Durch eine Phosphodiesterase wird das CAMP in 5 -AMP umgewandelt und damit inaktiviert.

Das a-GTP wird wdch die GTPase in a-GDP zuriickverwandelt, welches sich dann wieder mit den - und y-

Untereinheiten zu G-GDP vereinigt.

B-Sympathomimetika

B-Sympathomimetika sind synthetisch dngestellte Stoffe, die spezifisch am 3-Rezeptor wirken. Therapeutisch
eingesetzt werden diese Stoffe vor allem bei chronisch obstruktiven Atemwegserkrankungen (s. A.1), teilweise
auch zur Tokolyse. Um iiber B;1-Rezeptoren enmittelte unerwiinschte Wirkungen am Herzen zu minimieren,
werden sogenannte P,-selektive Sympathomimetika ingesetzt. Eine vollstindige B,-Selektivitit wird jedoch
nicht erreicht. Haufig erwendete P,-Agonisten sind: Isoproterenol, Fenoterol, Reproterol, Terbutdin,

Salbutamol und Formoterol.

A.4.2 Der a-adrenerge Rezeptor

Die a-adrenergen Rezeptoren werden an dieser Stelle nur der Vollstindigkeit halber genannt. Sie sind jedoch

nicht relevantes Thema dieser Dissertation. Es werden oy- und op-Rezeptoren unterschieden, wobei
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Inositoltrisphosphat beziehungsweise cAMP as ,second messenger’ fungieren. Auch bei den o-Rezeptoren

werden die , zweiten Booten' iiber G-Proteine gesteuert [65, 68].

A5 Terbutalin

A.5.1 Pharmakologische Eigenschaften

Chemische Strukturformel

OH
H H H
[ /
C—C—N
1 \
OH H C—(CHy),
OH

Terbutalin (2-tert-Butylamino-1-(3,5-dihydroxyphenyl)ethanol)

Abb. 3 Terbutalin

Pharmakodynamische Eigenschaften

Terbutalin wurde remals Mitte der 60er Jahre von den Chemikern Lands et a. synthetisiert [56]. Es ist ein
reines B-Sympathomimetikum mit relativ rigerer Affinitit zum B-Rezeptor Bfonchien, GefilRe, Uterus) als
zum Bi-Rezeptor Herz). Im Vergleich zu anderen f-Mimetika (Fenoterol, Salbutamol) ist die B,-Selektivitit
relativ hoch [25].

Auf der Stimulation en P,-Rezeptoren und @ damit verbundenen Relaxation Igtter Muskelzellen beruht die
brochospasmolytische Wirkung von Terbutalin. Aufgrund erdzwei OH-Gruppen am Benzolring (Abb. 3) ist
Terbutalin relativ gut wasserlodlich, wodurch die im Vergleich zu Salbutamol (12 Stunden oder mehr) kurze
Wirkdauer 4-6 Sfunden) zu erkliren ist [43]. In der therapeutischen Anwendung wird Terbutalin as
Terbutalinsulfat verabreicht.

Tabelle 4 zeigt einige weitere chemische und physikalische Eigenschaften von Terbutalin.

Molmasse 225,287 g/mol
pK-Wert 8,7
Schmelzpunkt der Base 120°C
Schmelzpurkt der Saure 247°C

Tab. 4 Chemische undphysikalische
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Eigenschaften von Terbutalin [60]

Pharmakokinetische Eigenschaften [43, 60]

Terbutalinsulfat kann therapeutisch subkutan, per os oder als Dosieraerosol verabreicht werden.

Nach Subkutangabe wird Terbutalin vollstandig resorbiert.
Nach oraler Gabe werden etwa 50% einer Dosis resorbiert.
80% davon unterliegen einem first-pass-Metabolismus in
Darmmukosa und Leber, so dal3 die orale Bioverfugbarkeit
nur etwa 10% betragt. Nach Gabe als Dosieraerosol werden
etwa 10% in der Lunge zuruckgehalten. Der grof3te Teil wird

geschluckt und gastrointestinal resorbiert.

Maximale Plasmaspiegel treten bei s.c.-Gabe nach 15 Minuten, bel oraler Anwendung nach 2-3 Stunden auf. Die

Plasmaproteinbindung betragt um 20%.
Beziiglich Wirkungsmaximum und Wirkungsdauer gibt Tabelle 5 Aufschluf3.
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Wirkungs- Wirkungs-
maximum [min.] dauer [h]
s.c.-Gabe 30-60 154
p.o-Gabe 60-120 4-8
Dosier aer osol 15-30 4-8

Tab. 5 Wirkungsmaximum und Wirkdauer [60]

Teilweise wird Terbutalin in der Leber metabolisiert und
inaktiviert. Nach oraler Gabe werden etwa 60% unverandert
uber den Urin, 3% uber die Galle in die Fazes und der Rest
konjugiert in den Urin ausgeschieden. Nach 72-96 Stunden

ist die Ausscheidung von Terbutalinsulfat und seiner

Metabolite abgeschlossen.

In Tabelle 6 sind die pharmakokinetischen Eigenschaften von Terbutalin im nenschlichen Organismus nochmals

kurz zusammengefaldt.

Bioverfiigbarkeit (oral) 14%
Bioverfiigbarkeit (s.c.) 10026
Clearance 14,41/h/70kg
Eff ektive Konzentration 2,3ng/ml
Plasmahal bwertszeit 35h
Plasmaprotei nbindung 20%

Renale Elimination 56%
Verteilungsvolumen 1251/h/70kg

Tab. 6 Pharmakokinetische Eigenschaften [43]

Dosierung
Terbutalinsulfat wird subkutan (s.c.), oral (p.o.) und als

Dosieraerosol verabreicht. In Tabelle 7 sind die
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Tagesdosierungen fur Kinder und Erwachsene bei

unterschiedlichen Verabreichungsformen dargestellit.

Kinder Erwachsene
s.c.-Gabe 0,0035-0,005 0,25 mg
mg/kg KG
p.o.-Gabe | 3x2,5 mg (max. 3x5 mg
7,5 mg)
Dosieraeros| 1-2 Habe (max. 6 | 2 Habe (ca. 0,4 mg) in zwel-
ol Hube) minutigem Abstand alle 4-6
h

Tab. 7 Tagesdosierungen [43, 60]

A.5.2 Indikationen zum therapeutischen Einsatz
Terbutalin hat in Form von Terbutalinsulfat folgende

therapeutische Indikationen:

Obstruktive Lungenerkrankungen
Chronisch obstruktive Bronchitis
Obstruktives Lungenemphysem
Asthma bronchiale

vorzeitige Wehen

A.5.3 Unerwinschte Wirkungen
Folgende unerwinschte Wirkungen von Terbutalin wurden
beobachtet [60]:

Tachykardie
geringe Blutdrucksenkung

in Einzelfillen pektanginose Beschwerden
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« haufig feinschldgiger Muskeltremor, der im Laufe der Behandlung abnimmt

¢ Nervositit

* Unruhe

e Schlaflosigkeit

e Schwinde

*  Kopfschmerzen

e Schlifrigkeit
e Hautrétungen
*  Schwitzen

«  Ubelkeit

e Erbrechen

e selten Bronchospasmus (nach Langzeittherapie)

e Hyperglykdmie

e Insulinausschiittung (= Senkung des Serumkaliumspiegels)

A.5.4 Handelsnamen und Darreichungsformen

Unter folgenden Handelsnamen beziehungsweise

Darreichungsformen ist Terbutalin in Deutschland

erhaltlich [9]:

Handelsname (®) Darreichungsform Hersteller
Aerodur Turbohaler Dosieraerosol Pharma-stern
Arubendol Tabletten Isis Pharma
Asthmo-Kranit mono Retardkapseln Krewel Meuselbach
Asthmoprotect Retardkapseln, Tabletten Azupharma
Bricanyl Injektionsosung, Inhalationslésung, | Pharma-stern
Dosieraerosol, Retardtabletten,
Elixier
Butaliret Retardkapseln Fatol
Butalitab Tabletten, Retardkapseln Fatol
Contimit Dosieraerosol, Retard- Lindopharm
kapseln, Tabletten
Terbul Tabletten, Retardkapseln | Hexal
Terbutalin Tabletten, Retardkapseln Trommsdorff
Terbutalin Mundipharma Retardkapseln Mundipharma
Terbutalin Tabletten Ratiopharm
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Terbutalin Retardkapseln ct

Terbutalin Stada Retardkapseln Stada

Terbuturmant Retardkapseln Desitin

Tab. 8 Terbutalinim Handel (nach, Rote Liste 1996')
A.6 Mitochondrien

A.6.1 Aufbau [17,47]

Die Mitochondrien sind 1-5um lange Zellorganellen, die von
einer zweifachen Membran umgeben sind. Vor allem in
energieverbrauchenden Zellen wie Herzmuskelzellen und
Epithelzellen der Nierentubuli kommen sie vermehrt vor.
Die Zweifachmembran unterteilt das Mitochondrium in
einen inneren Matrixraum und in einen schmalen
intermembrandsen Raum. Beide Membranen bestehen aus

einer Lipiddoppelschicht.

Die dufere Membran ist permeabel und tbnt dem Schutz des Organells. Die innere Membran ist durch Falten,
Rohren und sickchenartige Ausstiilpungen stark  engroert. Man spricht von Cristae, Tubuli und Sacculi. Je
nach Aktivitdt des Mitochondriums vermehren oder verringern sich die Faltungen und Ausstiilpungen der
inneren Membran. In der inneren Membran sind die Enzymkomplexe der Atmungskette lokalisiert. Die oxidative
Phosphorylierung (ATP-Synthese-Reaktion) findet auf der dem Matrixraum zugekehrten Seite der inneren
Membran statt.

A.6.2 Funktion [17,47]

Die wichtigste Aufgabe der Mitochondrien ist die Produktion und Bereitstellung des Energietrigers
Adenosintriphosphat (ATP). Dies geschieht in der sogenannten oxidativen Phosphorylierung, die den letzten
Schritt in der Atmungskette darstellt. Unter A.6.3 wird niher auf diese Prozesse eingegangen.

Des weiteren finden im Matrixraum katabole Prozesse wie der Zitronensiure-Zyklus und die B-Oxidation statt.

Auch in der Kalziumspeicherung liegt eine weitere wichtige Funktion der Mitochondrien.

A.6.3 Atmungskette und oxidative Phosphorylierung

Elektronendbertragung

Die mitochondriale Atmungskette besteht aus vier Enzymkomplexen, die & Elektronencarrier €éingieren. Dabei

werden Elektronen onvNADH oder von Succinat iiber Reduktion und folgender Oxidation onvUbichinon
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(Coenzym Q) und verschiedenen Cytochromen auf molekularen Sauerstoff iibertragen. Die jeweiligen
Elektroneniibertragungen erlawfen stark exergonisch. Die dabei frei werdende Energie wird genutzt um
Protonen (H*) aus dem Matrixraum in den Intermembranraum zu transportieren. So entsteht zwischen Matrix
und Intermembranraum ein pH-Gradient; die Matrix wird alkalisch. Die dektrochemische Energie, die aus dieser
Differenz der Protonenkonzentrationen d uer ldadungstrennung resultiert, wird rotopenmotorische Kraft
(PMK) genannt.

ATP-Synthese [17,47]

Die,ATP-Synthase', der ATP-synthetisierende Enzymkomplex der inneren Mitochondrienmembran, besteht aus
zwel Hauptfaktoren: F, und F;. Der Fo-Teil des Enzymkomplexes kann durch Oligomycin wirksam inhibiert
werden; daher das tiefgestellte ,0' [47]. Zusammen bilden F, und F; eine ATP-synthetisierende Einheit. Der F;-
Komplex dleineist n der Lage, ATP zu ADP und anorganischem Phosphat (P)) zu hydrolysieren (ATPase). Er
besteht wiederum aus fiinf Untereinheiten und enthilt mehrere Bindungsstellen fiir ATP und ADP [49]. Uber die
Wechselwirkung mit F, ist der F;-Komplex an die innere Mitochondrienmembran ebgnden. F, besteht aus
sieben bis neun erschiedenen Polypeptiden, die ineneKanal bilden, durch den Protonen die Membran
durchqueren kénnen [49].

Der vollstandige F,F-Komplex kann sowohl ATP zu ADP und P, hydrolysieren als auch aus ADP und P,
energiereiches ATP synthetisieren (, ATP-Synthase').

Durch den in der Atmungskette afgebauten Protonengradienten zwischen Intermembranraum und Matrix (s.0.)
stromen nun Protonen durch den omvF.F-Komplex ebilgleten Protonenkanal n den Matrixraum. Dieser
Vorgang liefert die Energie (PMK) fiir folgende Reaktion:

ADP + P, + {H} aygen ==——ATP + H;0 + {H}irren

Abb. 4 ATP-Synthese-Reaktion

Der F.F;-Komplex kann aso je nach Protonengradient sowohl die ATP-Synthese- a's auch die AT Pase-Reaktion
katalysieren. Der genaue Mechanismus der Ubertragung der protonenmotorischen Kraft auf den FoF,-Komplex
ist noch nicht geklart [47].

A.7 Oxidativer Strel3
Da sich im Zusammenhang mit den in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten
auch der Begriff ,oxidativer Stref3' anwenden laf3t, soll an deser Stelle kurz erklarend

darauf eingegangen werden.
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A.7.1 Definition

Physiologischerweise besteht im Organismus ein Gleichgewicht zwischen Prooxidanzien urd Antioxidanzien (s.
A.7.2). Von oxidativem Stref3 spricht man definitionsgemild, wenn dieses Gleichgewicht zugunsten der
Prooxidantien erschoben ist, was sich potentiell schadlich auf Proteine, Lipide sowie Desoxynukleinsiuren
auswirken kann [67].

A.7.2 Auswirkungen auf den Organismus

Als Prooxidanzien bezeichnet man or alem reaktive Sauerstoffradikale wie das Superoxidanion O,™, das

Hydroxylradika HO- oder das Wasserstoffperoxidmolekiil H,O,, die uf wnterschiedliche Weise ntstehen
konnen.

Beispiele fiir Entstehungsorte von reaktiven Sauerstoffradikalen sind [5, 67]:
» die Xanthinoxidase aus dem Purinstoffwechsel
e die Cyclooxygenase und Lipoxygenase aus dem Arachidonsiurestoff-wechsel
« diemitochondriale Atmungskette (z.B. NADH-Dehydrogenase)

+ die Autooxidation von Katecholaminen

Um diese potentiell schadlichen Sauerstoffmetabolite
abzufangen, stehen dem Organismus sogenannte

Antioxidanzien zur Verfugung [10, 21, 67]:

» die Superoxiddismutase (SOD)

e die Glutathionsysteme (GSH-GSSG)
e Vitamin A- und E-Derivate

* Harnsiure

« Katalasen

In hdherer Konzentration, das heifd3t im Ungleichgewicht mit
den Antioxidanzien, konnen die Prooxidanzien allerdings
unter anderem folgende Schaden und Dysfunktionen auf

zellularer und subzellularer Ebene verursachen:

e an Membranen: Lipidperoxydation mit Reduktion der Membranfluiditit, was unter anderem zu
verindertem Verhalten von Rezeptorproteinen fiihrt [5, 21, 30]

e am f-Rezeptor: Hemmung der Produktion von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) [30]

e intrazellular bzw. intramitochondrial: Kalziumiiberladung durch ermehrten Einstrom bzw. durch
vermehrte Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum, was eine mitochondriale
Dysfunktion zur Folge hat [41]
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A.7.3 Reoxygenierung
Die Reoxygenierung von Uber einen gewissen Zeitraum
hypoxisch perfundiertem Gewebe ist ein Beispiel fur die

schadigenden Auswirkungen von oxidativem Strel3.

Esist bekannt, dafd es wihrend einer Ischimie sowohl zu Membranpermeabilititserhshungen, die énen Einstrom
von Na'- und Ca™-lonen ins Zytosol zur Folge haben, als auch zu Schiden am Kalzium speichernden
sarkoplasmatischen Retikulum kommt. Die daraus folgende Erhchung der intrazelluliren Kalziumkonzentration
kann in unterschiedlicher Weise Dysfunktionen oder sogar irreversible Schiden an der betroffenen Zelle
hervorrufen (s. D.3).

Folgt einer ischimischen Phase jedoch eine normoxische Reperfusion (Reoxygenierung), so steigt der
Kaziumeinstrom in die Zelle in  erstirktem Malie weiter an und fiithrt zu oben beschriebenen irreversiblen
mitochondrialen Schiden. Verantwortlich fiir den esstirkten Ca™-Einstrom wihrend edReoxygenierung ist
die Entstehung on reaktiven Sauerstoffradikalen und @ daraus folgenden Membranschidigung [1, 2, 16, 20,
21,22, 41, 61].
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Teil B Methodik und Materialien

B.1 Einfahrung
Um die kardialen Nebenwirkungen von Terbutalin
experimentell untersuchen zu kénnen, bietet sich die
direkte Perfusion von isolierten Rattenherzen an. Bezuglich
der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den menschlichen
Organismus ist die Verwendung von Wistar-Ratten eine

allgemein anerkannte Methode.

Bei der Perfusion on isolierten Rattenherzen it es einmal die Moglichkeit, das Herz nach Kaniilierung der
Aorta retrograd zu perfundieren (Langendorff-Methode) 45].[Um jedoch nterumoglichst physiologischen
Bedingungen zu arbeiten, wurde in dieser Arbeit neben der Aorta uchader linke Vorhof Kkaniiliert. Dies
ermoglicht eine physiologisch anterograde Perfusion des Herzens (working heart-Methode) 52][ Auf diese

Weise kann neben dem Herzminutenvolumen auch die Perfusion der Herzkranzgefilie quantifiziert werden.
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Teil B

Method k und Materialien

B.2 Beschreibung der Versuchsanlage

B.2.1 Perfusionsmedium

Substanz Konz. [umol]
NaCl 1240
NaHCO; 195
KCI 47
KH,PO, 1,2
MgSO, 7H,0 12
CaEDTA-2H,0 0,5
CsH1206'H0O 10,0
CaCl,"H,0 25

Zur Perfusion des Rattenherzens wurden 2 | eines
modifizierten Krebs-Henseleit-Puffers verwendet, der

folgende Zusammensetzung hat:
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Legende zu Abbildung 5

1. gefilterter Normoxiepuffer
1a......Normoxiepuffer
2. Hypoxiepuffer

4. Vorlastgefild (20 cm H,0)

5a...... linker V orhof

5b......linke Kammer

6. Auffanggefald fiir Koronarflufld
T Auffanggefil fiir Normoxiepuffer

8. Auffanggefild fiir Hypoxiepuffer
9. Perfusorspritzen fiir Terbutalin
10......justierbarer ,Windkssel*
11......130cm H,0 Nachlast
12......Aortenfluld

13...... Hypoxiedusche

P Druckwandler

Forrn Filter (5 um)

....... Dreiwegehahn
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Vor Zugabe des CaCL, wurde das Puffergemisch fiir 3 min. mit Carbogen bzw. Stickstoff-Kohlendioxid-
Gemisch begast, um einer Ausfillung vorzubeigen.

Entsprechend en dreid Phasen des Experiments wurde der Puffer wihrend er Norrdoxie und er
Reoxygenierung mit Carbogen (95% O,, 5% CO,), wihrend ed Hypoxie mit einem Stickstoff-Kohlendioxid-
Gemisch (95% N, 5% CO,) begast.

B.2.2 Betriebsarten der Versuchsanlage
Abbildung 5 zeigt schematisch den Aufbau der

verwendeten Versuchsanlage.

Sie besteht aus 6 doppelwandigen Glasgefilen (1, 1a, 2, 6, 7, 8), die iee konstante Temperierung des Puffers
mittels eines Heizkreid aufs ermoglichen.

Das Rattenherz hingt durch Kaniilierung der Lungenvenen (5a) und es Aortehstumpfes (5b) im
Koronarauffanggefif? (6).

Der zirkulierende Puffer wird wihrend & gesamten Versuchsdauer auf einer Temperatur von 37,0°C + 0,2°C
und einem pH-Wert von 7,40 £ 0,05 gehalten.

Entsprechend en diel Phasen des Experiments, Normoxie, Hypoxie und Reoxygenierung (=z Normoxie),

bestehen zwei Betriebsmiglichkeiten der Anlage.

1) Normoxie bzw. Reoxygenierung (anterograde Perfusion)

Der carbogenbegaste Puffer gelangt vom Auffanggefil3 (7) iiber die Pumpe (3) in das Vorlastgefil3 (1a) und von
hier wiederum iiber den Filter F) (in das Vorratsgefa (1). Der Filter mit einer PorengréBe von 5 um soll
Koronarembolien durch Gewebestiicke oder Blutkoagel verhindern. Uber das Vorlastgefa3 (4) wird edlinke
Vorhof mit 20 cm H,O (=15 mmHg) perfundiert. Der Aortenauswurf (Herzminutenvolumen) kann nun ach
Passage des Windkessels (10) und Uberwindung onv130 cm H,O = 100 mmHg Nachlast (11) durch eine
Volumen-pro-Zeit-Messung (12) bestimmt werden. Ferner kann durch eine Volumen-pro-Zeit-Messung am
KoronarfluRauffanggefiR (6) die Hohe der HerzkranzgefaRperfusion registriert werden. Uber einen

Druckwandler (P) kann der systolische und diastolische , Blutdruck® bestimmt werden.

2) Hypoxie (retrograde Langendorff-Perfusion)

Der N-CO,-begaste Puffer gelangt vom AuffanggefilR (8) iiber die Pumpe (3) in das Vorratsgefial3 (2) und
benetzt tiber die Hypoxiedusche (13) die Oberfliche des Herzens, um einerseits vor Luftsauerstoff abzuschirmen
und andererseits eine optimale Temperierung (37°C) zu gewihrleisten. Vom Auffanggefil’ (6) gelangt der Puffer
dann wieder in das Auffanggefill (8). Gleichzeitig elangt iiber die Perfusorspritzen (9) ein Terbutain-
Hypoxiepuffer-Gemisch in der zu  tersachenden Terbutalinkonzentration retrograd iiber die Aorta in die

Koronararterien.
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B.3 Versuchsvorbereitung

B.3.1 Préparation der Ratte
Die Ratte wurde unter Atemkontrolle mit Diathylether
betaubt. Nach Erreichen des Narkosestadiums Il nach
Guedel (Toleranzstadium) wurde eine mediane
Laparotomie durchgefuahrt. Durch Abtrennen des Lig.
falciforme hepatis wurde die Vena cava inferior zuganglich.
In die Vena cava inferior wurden nun 0,25 ml Heparin-
Natrium injiziert, um Komplikationen durch Blutkoagulation

nach Entnahme des Herzens zu vermeiden.

Im nichsten Schritt wurde der Thorax eréffnet um das Herz  uzskelettieren. Dabei wurde uerst die Aorta in
Hohe des Aortenbogens durchtrennt. Danach wurden die restlichen zu- und abfiihrenden Gefil3e durchtrennt.

Nach Entnahme des Herzens wurde dieses unmittelbar durch Kaniilieren an der Versuchsanlage befestigt.

B.3.2 Kandilieren des Herzens
Zuerst wurde der Aortenstumpf an der Kantule 5b (Abb 5)
befestigt, um den linken Ventrikel bzw. die Koronararterien
mit carbogenbegastem Puffer retrograd zu perfundieren.
Wahrend dieser Langendorff-Perfusion wurden die
Lungenvenen an der Kantle 5a (Abb. 5) befestigt. Die
Versuchsanlage wird nun auf anterograde Perfusion

umgestellt und das Experiment konnte beginnen.
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B.4 Versuchsablauf

Das Experiment setzte sich aus drei Phasen zusammen.

B.4.1 Phase der Normoxie

Die Normoxiephase dauerte 20 min. Das herz wurde anterograd (s. B.2.2) perfundiert. Die Phase der Normoxie

hatte den Zweck, die Konstanz der Ausgangsmesswerte zu iiberpriifen. Gemessen wurden:

e Aortenflul [ml/min]
e Herzfrequenz [min]
e Koronarfluf3 [ml/min]

e gyst. und diast. Druck [mmHg]

Uber den justierbaren ,Windkessel* (10 in Abb.5) wurde der
systolische Druck auf Werte zwischen 105 mmHg und 115
mmHg eingestellt, um maoglichst konstante
Versuchsbedingungen zu erreichen. Fur den diastolischen
Druck ergaben sich Werte zwischen 80 mmHg und 90
mmHg. Die Konstanz dieser Messwerte nach 5, 10, 15 und
20 min. war Voraussetzung fur die Einleitung der

Hypoxiephase.

B.4.2 Phase der Hypoxie

Die Hypoxiephase dauerte 50 min. Das Herz wurde retrograd iiber zwei 50 ml Perfusorspritzen (s. B.2.2) mit
Terbutalin-Hypoxiepuffer-Gemisch perfundiert. Die Perfusionsgeschwindigkeit betrug also  ml/r@din. Bei
retrograder Perfusion iiber die Aorta konnten in dieser Phase aus technischen Griinden leine Messwerte ehoben
werden.

Das Terbutalin-Hypoxiepuffer-Gemisch setzte sich aus 100 ml N-CO,-begastem Puffer und je nach
Versuchsreihe 0,5, 1, 5, 10  ed100 nmol Terbutalin zusammen. Bei einer Molmasse von 225,287 g/mol (s.
A.5.1, Tab. 4) wurde dem Rattenherzen also Terbutalin in Konzentrationen zwischen etwa 1,1 ng/ml (bei 0,5
nmol Terbutalin) und 2253 ng/ml (bei 100 nmol Terbutalin) Puffer zugefiihrt.

Geht man om erwachsenen Menschen aus, so etfigt die ffeltive Plasmakonzentration fiir Terbutalin 2,3
ng/ml (0,012 nmol/ml = 1,2 nmol/100 ml) 4{3]. Somit war durch die Experimente mit 0,5 nmol bis 100 nmol
Terbutalin pro 100ml Puffer der therapeuti sche Dosierungsbereich erfalit.
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B.4.3 Phase der Reoxygenierung
Die Reoxygenierungsphase dauerte 70 min. Das Herz
wurde wieder anterograd perfundiert und arbeitete unter
gleichen Bedingungen wie in der Normoxiephase.
Gemessen wurde nach 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 und 70 min.

B.5 Versuchsende
Nach Ablauf dieser drei Phasen (140 min.

Gesamtversuchsdauer) wurde das Herz in 10 ml eiskaltem
Isoliermedium grob mit einer Schere zerkleinert. Das

Isoliermedium setzte sich folgendermal3en zusammen:

Substanz |Konz. [mol/l]

EGTA 0,001
Mannitol 0,225
Saccharose 0,075

Mit Tris-Puffer wurde das I soliermedium auf pH 7,4 eingestellt.

Danach folgte die Zerkleinerung de Herzens mittels eines Ultraturrax bei 9500 U7min fiir 2 Sekunden  tam
Eiskiihlung. Dem Homogenat wurden dann 1 ml 10%ige Albuminlésung und Ml DMSO als Kryoadditiva
zugefiigt. Nach 5 miniitigem Equilibrieren erfolgte das Einfrieren der Probe in fliissigem Stickstoff, um zu einem

spiteren Zeitpunkt die mitochondrialen Messungen durchzufiihren.

Nach jedem Versuch wurde die gesamte Versuchsanlage (Normoxie- und Hypoxiekreislauf olgendermalen
gereinigt:
. 2 x 20 min. mit Zitratlosung (1 Spatelspitzein 2 | Wasser) bei 50°C
. 2 x 15 min. mit Leitungswasser
2 x5 min. mit Aqua bidest.
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B.6 Mitochondriale Messsungen

Nach Auftauen der Probe wurde diese bei 2000 U7min fiir 10 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde sodann

erneut fiir 10 min. bei 8000 U/min zentrifugiert. Der dabei entstehende Uberstand wurde verworfen  din agd
Pellet mit 500 ! Isoliermedium (s. B.5) durch mehrmaliges Uberspiilen mit einer Pipette suspendiert.

Mit dieser Suspension erfolgte nun die Proteinbestimmung rech Lowry et al. Dazu werden 10 ul der Suspension

mit 990 ul Aquadest. und 4ml einer Inkubationslésung (s.u.) 10 min. inkubiert. Als Blindprobe setzte man 1 ml

Aquadest. und 4ml Inkubationslésung an und inkubierte éenfalls 10 min. AnschlieRend wurden jeweils 500 pl

Folinlosung (1:2 verdiinnt) zugegeben. Zur Bestimmung des Proteingehalts der Suspension erfolgte nun die
Photometrierung bei 492,8 nm.

Die Inkubationssung ergab sich aus 500 ul 0,07 molarer K-Na-Tatrat-Losung, 500 ul 0,04 molarer CuSO,4-

Losung, 25 ml 0,38 molarer Na,COs-Losung und 25ml 0,2 molarer NaOH-Lssung.

B.6.1 ATPase

Zur Bestimmung der ATPase-Aktivitit dienten 15 ug Protein. Angewandt wurde die Methode nach Pul Imann et
al. Dazu wurden 500 ul Puffer (50 umol Trisund 1 umol MgCly; mit HCI auf pH 7,4 eingestellt), 20 ul PEP, 20
ul ATP, 10 ul NADH, 3,2 ul PK, 2,6 ul LDH und eine 15 ug Protein entsprechende Menge Suspension mit
Aquadest. auf 1000ul aufgefiillt. Die Blindprobe setzte sich aus 500 ul Aqua dest. und 500ul Puffer
zusammen. Es folgte die Photometrierung bei 338 rm.

Als Ergebnis galt das arithmetische Mittel von vier aufeinanderfol genden Messungen.

B.6.2 ATP-Synthese

Zur Bestimmung der ATP-Synthese-Aktivitit dienten 1,5 ug Protein. Angewandt wurde die Methode nach
Zimmer et a. Dazu wurden 200 ul Puffer (10 nM Saccharose, 10 nM KH,PO,, 5 mM MgCl und 5mM Sucdnat;
mit Tris auf pH 7,4 eingestellt), 50 ul Monitoring-Reagenz (ATP MR Kit in 10 ml Puffer), 5 ul ADP und eine
1,5ug Protein entsprechende Menge Suspension im Luminometer gegen eine Blindprobe verglichen.
Die Blindprobe bestand aus 200! Puffer, 50 ul Monitoring-Reagenz, 5 ul ATP (10°) und 5pul ADP.

B.6.3 Membranfluiditéat

Zur Bestimmung der Mitochondrienmembranfluiditit dienten 100 pg Protein. Angewandt wurde die Methode
nach Shinitzky et al. Dazu wurden eine 100 ug Protein entsprechende Menge Suspension nd |3 DPH mit
Puffer 175 mM KCI, 256 mM Tris) auf 2 ml aufgefiillt. Als Sondenmolekiil diente DPH in einer
Endkonzentration wn 1 nM. nach einer hkubationszeit von 3 min. wurde bei einer Exzitationswellenlinge von
360 nm und einer Emissionswellenlinge von 430 nm im parallelen und antiparallelen Strahlengang gemessen.

Die Anisotropie errechnet sich aus folgender Formel:

_ | (parallel) — I (antiparalld)
| (parallel) + 2I (antiparallel)

31



Dabel bedeutet eine kleine Anisotropie ineehohe Membranfluiditit und mgekehrt. Als Ergebnis galt das

arithmetische Mittel von vier aufeinanderfolgenden Messungen.

B.7 Zusatzexperimente

Um die dleinige Wirkung von Terbutalin auf das Herz 21 untersuchen, wurden zusitzlich einige Versuche ohne

Hypoxiephase durchgefiihrt. Der Versuchsaufbau entspricht dabei der Phase der Normoxie (s. B.4.1). Nach der

zwanzigsten Versuchsminute wurde Terbutalin in den zirkulierenden Normoxiepuffer gegeben, ohne die

Hypoxiephase einzuleiten. Die Versuchsdauer betrug ebenfalls 140 Minuten.

B.8 Substanzverzeichnis und verwendete Apparaturen

B.8.1 Probesubstanz

Terbutalin, Hemisulfatsalz (Asta Medica, Frankfurt)

B.8.2 Reagenzien

Fiir den modifizierten Krebs-Hensel eit-Puff er wurden verwendet:

Substanz

Hersteller

NaCl

Roth, 76185Karlsruhe

NaHCO,

Merck, 64271 Darmstadt

KCl

Merck, 64271 Darmstadt

KH,PO,

Merck, 64271 Darmstadt

MgSO, 7H,0

Merck, 64271 Darmstadt

CaEDTA-2H,0

Merck, 64271 Darmstadt

CGH 1206' Hzo

Merck, 64271 Darmstadt

CaC|2'2HzO

Merck, 64271 Darmstadt

Begast wurde mit:

Gas

Hersteller

Carbogen (95% O, 5% CO,)

Messer-Griesheim, Frankfurt

N2-CO,-Gemisch (95% N, 5% CO,) |Messer-Griesheim, Frankfurt

FUr das Isoliermedium wurden verwendet:
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Substanz Hersteller

C12H22011 Merck, 64271 Darmstadt

CsH1405 Merck, 64271 Darmstadt

EGTA Sigma, 82039 Deisenhofen

Tris Ultrapure |United States Biochemical, Cleveland

Als Kryoadditiva wurden verwendet:

Substanz Hersteller

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, 64271 Darmstadt

Rinder-Albumin 10%

Serva, 69115 Heidelberg

FUr die mitochondriale Auswertung wurden verwendet:

Substanz Hersteller

K-Na-Tatrat Merck, 64271 Darmstadt
CuSOq Merck, 64271 Darmstadt
NaOH Merck, 64271 Darmstadt
Na,CO3 Merck, 64271 Darmstadt
Succinat Merck, 64271 Darmstadt
KH2PO,4 Merck, 64271 Darmstadt
MgCl Merck, 64271 Darmstadt
NADH Merck, 64271 Darmstadt
ATP Merck, 64271 Darmstadt
LDH Merck, 64271 Darmstadt
PK Merck, 64271 Darmstadt
PEP Merck, 64271 Darmstadt
Substanz Hersteller

DPH Merck, 64271 Darmstadt
ATP MR Kit 1243-102 |Colora, 73547 Lorch
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B.8.3 Tiere
Flr unsere Versuche verwendeten wir mannliche Wistar
Ratten (Hoechst, Frankfurt) mit einem Lebendgewicht von
400-500 g. Ernahrt wurden die Ratten mit Standarddiat
(Samen-Schmitt, Jakoby, Frankfurt) ad libitum.

Zur Betiubung der Ratten diente Diithylether DAB 10 (Merck, 64271 Darmstadt).
Zur Koagulationsprophylaxe wurden wihrend erdPriparation 0,25 ml Liquemin® (Roche) in iedvena wvea

inferior injiziert.

B.8.4 Apparaturen

Working-heart-Versuchsanlage (Abb. 5):

Gerat Hersteller

V-2A-Stahlkaniilen, & 2,5 mm --
Membranfilter AE 98, & 50 mm, Schleicher Schiill, 3758 Dassel
Porengrole 5 um

Kleinfluf3durchmesser, Serie 10A6100 Fischer & Porter, 37070 Gottingen
Begasungsfritten Porengroie 2 ROBU-Glas

Peristaltische Schlauchpumpe, Modell 2006 Verder, 40225 Diisseldorf
Mikroprozessor-pH-Meter 761 Knick, 14163Berlin

Perfusor VI, Typ 871222/0 B. Braun AG, 34212Melsungen
Dreiwegehihne, DICOFIX 3° B. Braun AG, 34212Melsungen
Perfusorspritze 50 ml, PROI NJEKT® B. Braun AG, 34212Melsungen
Kryothermostat, Modell WK 15-1 DS Colora, 73547 Lorch
Uberwachungsgerét zur RR- und Pulsmessung | Siemens

Mitochondriale Messungen:

Gerat Hersteller

Ultra Turrax, T25 IKA-Labortechnik, 79219 Staufen
Automatic superspeed refrigeratored centrifuge, Typ RC-5B Sorvall, 61352Bad Homburg
Flachbettschreiber, Modell BD 111/112 Kipp & Zonen, 42653 Solingen
Fluorescence spectrometer LS-3 Perkin-Elmer, 88641 Uberlingen
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Luminometer 1250LKB Wallac

UV-visible recording spectrophotometer, Typ UV-160A Shimadzu Corp., 64271 Darmstadt

Zur Auswertung und grafischen Darstellung der Ergebnisse wurde inéentium Il 400 MMX-PC sowie die
Programme Microsoft Word 97° und Excel 97° verwendet.

B.9 Statistik
Zur Berechnung des Mittelwertes und der

Standardabweichung bei der Ergebnisauswertung wurden

folgende Formeln verwendet:

Zur Signifikanzberechnung diente der zweiseitige Student’ sche t-Test.

n(n-1)

On1 = \/—nZXZ _(ZX)Z
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Abb. 5 Versuchsanlage
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Teil C Ergebnisse

C.1 Working heart

Wie unter B.4 beschrieben, wurden wihrend eines Experiments am arbeitenden Rattenherzen der Aortenflul3,

Koronarfluf3, der systolische und diastolische Druck sowie die Herzfrequenz dokumentiert.

C.1.1 Aortenflisse

In den folgenden Diagrammen sind jeweils die Aortenfliisse vor und nach der Hypoxiephase, in der eine
bestimmte Menge Terbutalin zugegeben wurde, im Vergleich zur Kontrolle (ohne Terbutalinzugabe) dargestellt.
Auf der Abszisse ist die Versuchsdauer von 140 Minuten aufgetragen. An der Ordinate sind ied ugehdrigen

Aortenfliisse abzulesen.

Die Kontrollkurve ergibt sich aus Mittelwerten von sieben
Kontrollversuchen (n=7). Die ersten fanf AortenfluBwerte
wahrend der Normoxiephase, das heil3t die Messungen
nach 0, 5, 10, 15 und 20 Minuten Versuchsdauer, wurden
arithmetisch gemittelt und einem Aortenflul3 von 100%

gleichgesetzt.

Nach der Hypoxiephase folgt fiir die Kontrolle en Anstieg des Aortenflusses auf etwa 65% des Ausgangswertes
vor der Hypoxie. Der Anstieg setzt sich fort und erreicht nach  10®inuten Versuchsdauer ein Maximum von
80%. Bis zum Versuchsende (140 Minuten) folgt nun ein leichter, stetiger Abfall des Aortenflusses auf etwa
75% des Ausgangswertes.

Aus den Diagrammlegenden ist die jeweilige Versuchsanzahl (n) fiir die Terbutalinversuche zu ersehen.

Diagrammbeschreibung

In Abbildung 6 ist zunichst zu erkennen, dal3 & Zugabe von 0,5 mol Terbutalin der Aortenflul® wihrend e
gesamten Reoxygenierungsphase unter dem der Kontrolle verlauft.

Zu Beginn der Reoxygenierung steigt der Aortenflul? auf etwa 47% an, liegt also fast 20 Prozentpunkte unter der
Kontrolle. Im Gegensatz zir Kontrollkurve egibt sich kein Maximum wihrend @ Reoxygenierung. Die Kurve

steigt vielmehr stetig an, um sich dann gegen Versuchsende bei etwa 65% einzupendeln.
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Abb. 6 Aortenflul® bei 0,5 nmol Terbutalin

Abbildung 7 zeigt das Diagramm fiir 1 nmol Terbutalin.

Im Gegensatz zur vorherigen Kurve werden

idr Werte rreicht, die iiber den entsprechenden Kontrollwerten

liegen. Der 75 Minuten-Wert der 1 mol-Kurve liegt mit etwa 75% signifikant (p<0,05) iiber der Kontrolle.

Dieser Wert st der einzige in der gesamten Versuchsreihe, der sich signifikant von einem entsprechenden

Kontrollwert unterscheidet. Nach einer kurzen Plateauphase von der 80. bis zur 100. Versuchsminute bei 80%

fallt die Kurve zusammen mit der etwas hoher verlaufenden Kontrollkurve auf etwa 70% bei V ersuchsende ab.
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Abb. 7 Aortenflul® bei 1 nmol Terbutalin

Die5 mol-Kurve in Abbildung 8iegt zwar initial mit knapp 7@ etwas iiber der Kontrollkurve, erfihrt dann
jedoch kein Maximum. Vielmehr fillt die Kurve stetig ab, wobei sie von der 110. Versuchsminute an parallel zur
10 Prozentpunkte oberhalb liegenden Kontrolle verlauft.
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Abb. 8 Aortenfluf3 bei 5 nmol Terbutalin

Der Aortenflul eibl0 nol Terbutalin (Abb. 9) liegt wihrend emdgesamten Reoxygenierungsphase deutlich
unter den Kontrollwerten. Der erste Wert i der Reoxygenierungsphase (75 min.) ist mit etwa 55% zugleich der
hochste. Von ier Bn fillt die Kurve b, veobei se b e 180. Versuchsminute nahezu parallel zur 35
Prozentpunkte oberhalb liegenden Kontrollkurve verliuft. Bei Versuchsende werden eradp noch 40% des
Augangswertes erreicht.

Ferner fallen im Vergleich zu den vorherigen Diagrammen
groBere Standardabweichungen auf, vor allem gegen Ende

der Reoxygenierungsphase.
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Abb. 9 AortenfluR bei 10 nmol Terbutalin
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Abb. 10 Aortenfluf? bei 100 nmol Terbutalin
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Die 100 nmol-Kurve (Abb. 10) ist vom Verlauf her mnt der 10-nmol-Kurve (Abb.
9) vergleichbar. Es ist zwar initial ein Wert von fast 70% zu verzeichnen, der
somit wenige Prozentpunkte dber der Kontrolle liegt. Jedoch ist zum einen der
nachfolgende Kurvenabfall bis af 30% der Ausgangswerte sehr deutlich, zum
anderen sind ier ldie Standardabweichungen noch héher als im 19 nmol-
Versuch. Der Kurvenabfall ist im Vergleich zur Kontrolle deutlich steiler.

Zusammenfassung

Die 0,5 mol-Kurve ist die ineige, die wihrend erdgesamten Reoxygenierungsphase nsieigt. Es kann ein
Erholungseffekt nach anfinglich starker Depression durch das Medikament angenommen werden.

Diel mol-Kurve ist die imzige, die signifikant iilber der Kontrolle liegt, wenn auch nur in der Anfangsphase
der Reoxygenierung. Das Maximum wird raldisch leigh ach Beginn der Reoxygenierungsphase rreght,
wihrend die Kontrollkurve ihr Maximum erst nach 25 Minuten erreicht.

Die 5 nmol-Kurve liegt abgesehen om 75 Minuten-Wert zwar wihrend edgesamten Reoxygenierungsphase
unter den Kontrollwerten und erreicht kein eindeutiges Maximum, verliuft jedoch relativ - dnstant parallel zur
Kontrollkurve.

Bei der 10 mol-Kuve ist eine deutliche Verschlechterung des Aortenflusses zu erkennen. Im Vergleich zur
Kontrolle rgibe sich initial kein Ansteigen, sondern ein deutliches Abfallen der Kurve. Gegen Ende des
Versuchs stabilisieren sich die Werte wieder etwas und die beiden Kurven verlaufen parallel.

Noch deutlicher wird iedVerschlechterung des Aortenflusses bei Betrachtung der 100 mol-Kurve. Uber die
gesamte Versuchsdauer ist ein sehr deutlicher Kurvenabfall, also keine Stabilisierung wie im 10 mol-Versuch
zu erkennen. Eine Uberdosierung kann hier angenommen werden.

Ferner fiel bei alen Terbutalinversuchen im Vergleich zu den Kontrollversuchen ein deutlich ermehrtes
Auftreten von Arrhythmien auf.

C.1.2 Herzfrequenzen

Entsprechend den Aortenfliissen werden nun die Herzfrequenzen dargestellt.

Fiir die Kontrolle ist nach der Hypoxiephase i steiler Anstieg der Herzfrequenz af 95% zu @&rzeichnen. Bei
80 Minuten ergibt sich eéin Maximum von iiber 100% der Ausgangsfrequenz (vor der Hypoxi€). Bis zum
Versuchsende verliuft die Kurve dann leicht abfallend bis auf 95%.

Diagrammbeschreibung

Bel Zugabe von 0,5 mnol Terbutalin (Abb. 11) zeigen sich in der Reoxygenierung anfinglich Werte, die um die
Kontrollwerte streuen. Ab @r 100. Versuchsminute weichen die Werte dann diskret auseinander, wobei die 0,5
nmol-Kurve sich etwas oberhalb der Kontrollkurve bei 100% einpendelt.
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Abb

.11 Herzfrequenz bei 0,5 nmol Terbutalin
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Abb. 12 Herzfrequenz bei 1 nmol Terbutalin
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Abb. 13 Herzfrequenz bei 5 nmol Terbutalin
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Die 1 nmol Kurve (Abb. 12) liegt in den ersten 10 Minuten der Reoxygenierungsphase bei etwa 105% und damit
iiber der Kontrolle. Nach weiteren 10 Minuten liegen beide Kurven auf 10026 und verlaufen onvier lan

praktisch gemeinsam.

Die5 mol-Kurvein Abbildung 13iegt wihrend @r gesamten Reoxygenierungsphase unterhalb e Kontrolle.
Vom Verlauf her ist sie mit der Kontrollkurve vergleichbar. Beide Kurven verlaufen in etwa parallel.

Der 75 Minuten-Wert der 10 mol-Kurve (Abb. 14) liegt mit etwas iiber 10026 oberhalb der Kontrolle. Es folgt
dann alerdings innerhalb von 15 Minuten ein Herzfrequenzabfall auf 90%, was 10 Prozentpunkte unter der
Kontrolle liegt. Von diesem Minimum an erholt sich die Herzfrequenz im Laufe der Reoxygenierung wieder und
nzhert sich immer mehr der Kontrollkurve an. Bei Versuchsende (140 min.) liegen schliefdlich beide Kurven bei

95% des Ausgangswertes.

Beim 100 mol-Versuch (Abb. 15) It zunichst der sehr hohe Einstieg in die Reoxygenierung on fast 110%
auf. Im weiteren Verlauf fillt die Kurve relativ steil ab. Schon rach 10 Minuten schneidet sie die Kontrollkurve.
Bei Versuchsende findet sich eine Herzfrequenz von grade noch etwa 75% des Ausgangswertes. Des weiteren

fallen relativ hohe Standardabweichungen auf.
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Abb. 14 Herzfrequenz bei 10 nmol Terbutalin
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Abb. 15 Herzfrequenz bei 100 nmol Terbutalin
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C.1.3 Koronarflisse
Die Messung der Koronarperfusion ergab die folgenden

Ergebnisse.

Im Kontrollversuch wurde zu Beginn der Reoxygenierungsphase in Karonarflu® von etwa 130% des
Ausgangsflusses erreicht. Innerhalb @ folgenden 15 Versuchsminuten fillt sie Kurve auf etwa 105% ab. Von
hier an ergeben sich relativ onstekte KoronarfluBwerte, die bis zum Versuchsende uf etwva 95% der

Ausgangswerte sinken.

Diagrammbeschreibung

Sowohl der 0,5 mah (Abb. 16) as auch der 1 mohVersuch (Abb. 17) verlaufen wihrend er desamten

Reoxygenierungsphase nahezu parallel zu der wenige Prozentpunkte oberhalb verlaufenden Kontrollkurve.

160U | == = === === mmmm e
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120% —e— Kontrol le (n=7)
AR N I A
—a— 0,5 nmol (n=5)
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A0% Fmemmmeefrm e
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Abb. 16 Koronarfluf? bei 0,5 nmol Terbutalin
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Abb. 17 KoronarfluR bei 1 nmol Terbutalin

In Abbildung 18 ist der 5 mol-Versuch dargestellt. Simtliche Koronarflul3werte liegen iiber der Kontrolle. Zu
Beginn der Reoxygenierung werden fast 140% erreicht. Bis zur 100. Versuchsminute fillt der Koronarflu3 ab ks
auf 120% der Werte der Normoxiephase und Ibeibt bis zum Versuchsende relativ lonstant. Im Vergleich zu den
anderen Versuchen fallen relativ hohe Standardabweichungen auf.

48



160%

(L R R LR EEE ) EEEE EERE EERE] EEEY EEER EEEE
120% —e—Kontrolle (n=7)
A R
- —&—5 nmol (n=5)
= 100% ¢-g-oe-------mmimmi e T -
®
S 8090 f---r-mefrree e
S
2 B0%h e
40% frmmmmrfr e e e
2000 | e
0% !\ I I ! I ! I ! I !
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit [min]
Abb. 18 Koronarflufd bei 5 nmol Terbutalin
160%0 f---mmmmmmmmmm e
LA0%0 f--mmmmmmmmmmm e e
120% —e—Kontrolle (n=7)
- e A B D S e S I
- —a— 10 nmol (n=4)
2 100% ¢-g-o-------mmimmi e T -
@
S 8090 f---rmefrre e
S
L B0Y e
40% qrmmmmmmfr e e e e
2000 -l e e
O% !\ I I ! I ! I ! I !
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit [min]

Abb. 19 Koronarfluf3 bei 10 nmol Terbutalin
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Im 10 mnol-Versuch (Abb. 19) werden mch der Hypoxiephase nur noch etwa 125% erreicht, was ungefihr dem
Kontrollwert entspricht. Im weiteren Verlauf jedoch erfahrt die 10 mol-Kurve men weniger steilen Abfall as
die Kontrollkurve und verlauft ab er 160. Versuchsminute stets etwa hn Erozentpunkte oberhalb er
Kontrolle. Bel Versuchsende wird noch ein Koronarfluf3 von etwa 110% des Ausgangswertes erreicht.

Die 100 mol-Kurve in Abbildung 20 liegt in ihrem Verlauf wihrend edgesamten Reoxygenierung deutlich
unterhalb er Klontrollkurve. Die Kurve fillt relativ steil von anfangs etwa 110% auf ungefihr 45% bei
Versuchsende ab.
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Abb. 20 Koronarfluf® bei 100 nmol Terbutalin
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C.2 Mitochondriale Messungen

Nach Ablauf der Versuche wurden, wie unter B.5 beschrieben, aus den isolierten Mitochondrien der

Herzmuskelzellen die ATPase- und AT P-Synthese-Aktivitit sowie die Membranfluiditiat gemessen.

Im folgenden werden die dabei erhaltenen Ergebnisse
beschrieben. Auf der Abszisse ist die jeweils verwendete
Terbutalinmenge in gmol, beginnend mit der Kontrolle

(ohne Terbutalin), aufgetragen.

Auf der Ordinate sind ie AdTPase-Aktivitit in umol ADP/mg/min, die ATP-Synthese-Aktivitit in pmol
ATP/mg/minund ¢ Membranfluiditit (Anisotropie) abzulesen. Da die Anisotropie & reines Zahlenverhiltnis
darstellt (s. B.6.3) besitzt sie keine Einheit.

C.2.1 ATPase-Aktivitdt (Abb.21)

Esfillt zundchst auf, dal3 e ATPase-Werte fiir simtliche Versuche iiber dem Kontrollwert von etwa 0,6 umol
ADP/mg/min liegen. Signifikanzen traten bei 0,5 nmol und 100 rmol Terbutalin auf.

Vom 0,5 nmol-Versuch an fallt die ATPase-Aktivitat von
etwa 1,7 pgmol ADP/mg/min bis zum 19 nmol-Versuch auf
etwa 0,7 pgmol ADP/mg/min stetig ab. Der 100 nmol-Versuch
liegt schlieB3lich mit knapp 1 pmol ADP/mg/min wieder Uber
der Kontrolle. Bei Zugabe von 10 nmol Terbutalin ergab
sich also ein Tiefpunkt bezuglich der ATPase-Aktivitat, der

allerdings dennoch oberhalb der Kontrollaktivitat liegt.
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Abb. 23 Membranfluiditat

C.2.2 ATP-Synthese-Aktivitdt (Abb. 22)

Wie die Messung der ATP-Synthese-Aktivitat ergab, liegen

samtliche Versuche signifikant unter dem Kontrollwert von
0,04 pmol ATP/mg/min. Ein Tiefpunkt findet sich beim 1

nmol-Versuch. Hier wurden nur etwa 0,015 pmol

ATP/mg/min gemessen. Sowohl beim 0,5 nmol- als auch

beim 5 nmol-Versuch ergaben sich Werte von etwa 0,02

pmol ATP/mg/min. Die hochsten Aktivitaten waren beim 10

nmol- und beim 100 nmol-Versuch zu messen. Die Werte

betragen etwa 0,028 bzw. 0,025 pmol ATP/mg/min.
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C.2.3 Membranfluiditat (Abb. 23)

Der Kontrollwert fiir die Anisotropie liegt bei etwa 0,08. Fiir die Terbutalinversuche ergaben sich kaum

Abweichungen von diesem Wert. Der kleinste Anisotropiewert, d.h. die grote Membranfluiditit, wurde bei 1

nmol Terbutalin mit etwa 0,075 gefunden. Der 10 nmol-V ersuch ergab etwa den deichen Anisotropiewert wie

dieKontrolle. Leicht iiber der Kontrolle liegen der 0,5 nmol-, der 5 nmol- und der 100 nmol-V ersuch, wobei

letzterer mit etwa 0,085 am hochsten liegt.

C.3 Zusatzexperimente

Zusitzlich zu den unter C.1 beschriebenen Experimenten wurden drel Versuchsreihen ohne Hypoxiephase
durchgefiihrt. Neben einer Kontrolle (ohne Terbutalin) wurden einmal 1 nmol Terbutalin zugefiihrt (n=3), da der

1 mol-Versuch mit Hypoxiephase im Vergleich zu den iibrigen Versuchen den besten Aortenflufd aufwies (s.

C.1.2).

In einer zweiten Versuchsreihe wurden 10 nmol Terbutalin

zugegeben (n=3).

Das Terbutalin wurde wie wh db den Hypoxieversuchen jeweils nach der zwanzigsten Versuchsminute dem

Herzen zugefiihrt (s. B.7).

C.3.1 Aortenflisse

In Abbildung 24 ist zunachst der 1 nmol-Versuch

gegenuber der Kontrolle dargestellt. Bis zur fanfzigsten

Versuchsminute verlaufen beide Kurven praktisch
miteinander und fallen leicht bis auf etwa 92% der

Ausgangswerte ab. Im weiteren Verlauf fallt die

Kontrollkurve weiter bis auf 80% ab, wahrend die 1 nmol-

Kurve bis zum Versuchsende nahezu konstant bei etwas

uber 90% verlauft. Bei Terbutalinzugabe nach der
zwanzigsten Minute (—) ist praktisch keine
Verlaufsanderung der 1 nmol-Kurve im Vergleich zur

Kontrolle erkennbar.
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Wie in Abbildung 25 dargestellt, verhalten sich die
Kurvenverlaufe bei Zugabe von 10 nmol Terbutalin deutlich
anders.

Wie im 1 nmol-Versuch verlaufen die beiden Kurven bis zur
finfzigsten Versuchsminute zunachst in etwa parallel. Im
weiteren Verlauf zeichnet sich nun jedoch ein deutlicher
Abfall der 10 nmol-Kurve im Vergleich zur Kontrollkurve ab.
Bei
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Abb. 24 Aortenflul3 bei 1 nmol Terbutalin (ohne

Hypoxiephase)
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Abb. 25 Aortenflul3 bei 10 nmol Terbutalin (ohne
Hypoxiephase)
Versuchsende erreicht die immer noch fallende 10 nmol-
Kurve gerade noch etwa 43% der Werte vor

Terbutalinzugabe.

C.3.2 Koronarfliisse
Die Koronarperfusion ohne Terbutalinzusatz (Kontrolle)
bleibt bis zur 70. Versuchsminute relativ konstant bei etwa
100%. Es folgt bis zur 110. Minute ein leichter Abfall der
Kurve auf ungefahr 95% des Ausgangswertes. Von hier an
erfahrt die Kontrollkurve bis zum Versuchsende keine

Anderung mehr.
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Nach Zugabe von 1 moh Terbutalin (Abb. 26) ergibt sich ein diskreter aber kontinuierlicher Anstieg des

Koronarflusses bis zum

Ausgangswertes erreicht.

Ende des Versuchs. Nach 140 Versuchsminuten sind ungefihr 105% des
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Abb. 26 Koronarfluf3 bei 1 nmol Terbutalin (ohne Hypoxiephase)

Betrachtet man die Abbildung 27, zeigt sich ein steiler Anstieg des Koronarflusses nach Zugabe von 10 ol

Terbutalin. Nach der 50. Minute werden etwa 115% des anfinglichen Flusses erreicht. Bis zur 70.

Versuchsminute folgt ein ebenso steiler Abfall der Kurve auf etwa 100%. Von hier an ergeben sich bis zum Ende

des Versuchs Werte um etwa 100%.
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Teill D Diskussion

D.1 Einfahrung
Seit Uber zwanzig Jahren ist das B-Sympathomimetikum
Terbutalin (2-tert-Butylamino-1-(3,5-
dihydroxyphenyl)ethanol) zur Behandlung von
obstruktiven Atemwegserkrankungen (chronisch
obstruktive Bronchitis, obstruktives Lungenemphysem und

Asthma bronchiale) im klinischen Einsatz [8, 57].

Da Patienten, die langjahrig an einer dieser Erkrankungen
leiden, begleitend zumeist ein chronisch
hypoxiegeschadigtes Herz besitzen, sind die kardialen
Nebenwirkungen von Terbutalin wie Tachykardien und

Arrhythmien von grof3er klinischer Bedeutung.

Um isoliert die kardiden Wirkungen on Terbutalin zu untersuchen, wurden die oben beschriebenen

Experimente durchgefiihrt.

D.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

Vergleicht man die Aortenfluf3- und Herzfrequenzdiagramme miteinander, ergibt sich zunichst folgendes:

Bel den Versuchen mit 1 mol und 5 nmol Terbutalin fillt eine positive Korrelation zwischen Aortenflu  nd
Herzfrequenz auf. Das heifl}, eine Steigerung bzw. Reduzierung des Aortenflusses ist begleitet von einer
Steigerung bzw. Reduzierung der Herzfrequenz. Die signifikante Steigerung des Aortenflusses gegeniiber der
Kontrolle im 1nmol-Versuch ist auf eine terbutalinbedingte Stimulierung on andialek [;-Rezeptoren

zuriickzufiihren (s.u.).

Auch im 10 mmol-Versuch ist eine Korrelation erkennbar. Der anfingliche Absturz des Aortenflusses bis zur 90.
Versuchsminute ist von einem entsprechenden Abfall der Schlagfrequenz begleitet. Von ier an erholt sich die
Herzfrequenz wieder und nihert sich der Kontrollkurve an. Entsprechend verlauft die AortenflufZkurve von der
100. Versuchsminute an parallel zur Kontrollkurve.

Im 100 mol-Versuch ist offensichtlich die Schadigung des Herzens eweit fortgeschritten, dafd keine Erholung
mehr moglich ist. Sowohl Aortenflu® as auch Herzfrequenz fallen stetig iber die gesamte
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Reoxygenierungsphase. Die hohen Standardabweichungen in beiden Diagrammen sprechen dafiir, dal3 bi einer
Dosierung on 100 mol ferbutalin  eine kegelmilligen und vorhersehbaren Reaktionsmechanismen des

Herzens mehr erwartet werden ksnnen; es kann von einer Uberdosierung ausgegangen werden.

Etwas aus der Reihe fillt der 0,5 mol-Versuch. Die Herzfrequenz weicht kaum von der Kontrolle b, wogegen
der Aortenflul3 zumindest zu Beginn der Reoxygenierung deutlich unter der Kontrollkurve liegt.

Der Versuch ist der einzige, bei dem sich das Herz von Beginn @ Reoxygenierung an an der Hypoxiephase
und der terbutalinbedingten Depression zu erholen scheint.

Zusammenfassend ist also eine weitgehende Korrelation zwischen Aortenfluf und Herzfrequenz in der Phase der
Reoxygenierung zu erkennen. Es ist anzunehmen, dal3 ie Hbhe des Aortenflusses aus der Herzfrequenz
resultiert. Das heildt, eine Steigerung der Herzfrequenz hat eine Steigerung des Aortenflusses zur Folge und
umgekehrt. Die folgenden vier Abbildungen sollen dies nochmals verdeutlichen.

Die Abbildungen 28 nd u z&@en den jeweils ersten (t=75 min.) und letzten (t=140 min.) gemessenen
Aortenflul3- bzw. Herzfrequenzwert wihrend der Reoxygenierungsphase.
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Abb. 28 Erster undletzter gemessener Aortenfluf3wert
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Zur vereinfachten Darstellung werden in den Abbildungen
30 und 31 die Differenzen zwischen erstem und letztem
Wert dargestellt. So bedeutet ein positiver Flu3- bzw.
Frequenzwert eine Zunahme (Erholung) im Verlauf der
Reoxygenierung, ein negativer Wert beschreibt einen
abnehmenden Verlauf. Beim Vergleich der beiden
Abbildungen ist tendenziell eine Korrelation zwischen

Aortenflul3- und Pulsfregequenz zu erkennen.

Des weiteren ist Ediglich im 1nmol-Versuch eine signifikante Aortenflufl3steigerung ggeniiber der Kontrolle m
verzeichnen. Da sich in alen anderen Versuchen ein AortenfluZabfall zeigte, 143t dies vermuten, dald Terbutalin
neben der B-Rezeptor-vermittelten sympathomimetischen Wirkung auch kardiotoxische Wirkungen aufweist, die

nicht iiber B-Rezeptoren vermittelt werden.

Die Ergebnisse der KoronarfluBmessungen zeigen den iiber B,-Rezeptoren armittelten Einflufd von Terbutalin
auf die Koronarperfusion. Bekanntlich bewirkt eine Stimulation von ,-Rezeptoren eine Vasodilatation (s. A.3.2,
Tab. 3). So finden sich in leirken Dosen wie 0,5 molnund nbl Terbutalin ochn einek wesentlichen
Anderungen des Koronarflusses gegeniiber der Kontrolle (Abb. 16 und  ).1#n 5 mat-Versuch (Abb. 18)
hingegen zeigt sich eine deutliche Steigerung des Koronarflusses um etwa 10 Prozentpunkte, hervorgerufen
durch eine Vasodilatation der HerzkranzgefiRe. Die Zugabe von 10 mmol Terbutalin (Abb. 19) bewirkt zwar
ebenfalls eine Vasodilatation, die jedoch in ihrem Ausmal? nicht so stark ist wie im 5 nmol-Versuch. Im 100
nmol-Versuch (Abb. 20) ifidet sich schliefdlich ein stark reduzierter Koronarflu3, vermutlich als Ausdruck der
unter D.3 nidher beschriebenen Kardiotoxizitit von Terbutalin. Es ist also ein optimaler Wirkungsbereich

beziiglich der Koronardilatation festzustellen, der zwischen 1 nmol und 5 rmol liegt.

Bel Betrachtung der Zusatzexperimente ohne Hypoxiephase (Abb. 31 und ) &It zunichst auf, dal? emd
Herzen 10 mal Terbutalin offensichtlich schlechter bekommen als 1 mal. Dies entspricht hinsichtlich des

Aortenauswurfes den Ergebnissen der Hypoxieversuche (Abb. 7 und )9 Ein Unterschied dsteht jedoch darin,

dal3 nach Zugabe von 1 molnTerbutalin der Aortenflu in den Versuchen ohne Hypoxiephase bis zum

Versuchsende oberhalb er &ontrolle liegt, wihrend iesdn den Versuchen mit Hypoxiephase lediglich zu

Beginn der Reoxygenierungsphase der Fall st. Bel Versuchsende liegt die Terbutalinkurve sogar etwas

unterhalb der Kontrolle (Abb. 7).

Aus dieser Tatsache lidf}t sich schlieRen, daf3 ein hypoxiegeschidigtes Herz empfindlicher auf die Gabe von

Terbutalin reagiert als ein richt hypoxiegschidigtes Herz. Dal? jedoch auch ohne zusitzliche Hypoxieschidigung

eine kardiodepressive Potenz von Terbutalin wrhanden ist, zeigt der starke AortenflufZabfall nach Gabe von 10

nmol (Abb. 32). Die Genese dieser kardiodepressiven Potenz soll unter D.3 erdrtert werden.
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Die KoronarfluBmessungen der Zusatzexperimente igen, dal3 sich die vasodilatatorische Wirkung ow aah
Zugabe von 1 mol Terbutalin (Abb. 26) kontinuierlich iiber die gesamte Versuchsdauer erstreckt. Hingegen
findet sichim 10 mmol-Versuch nach Terbutalingabe en deutlicher Anstieg der Koronarperfusion, der allerdings
nach 30 Minuten wieder ebenso deutlich auf den Ausgangswert abfillt.

Zusammenfassend 143t sich also sagen, dal3 Terbutalin die Eigenschaft besitzt, die Auswurfleistung ov allem

hypoxiegeschidigter Herzen (wie beim chronisch obstruktiv Lungenkranken) wesentlich zu beeintriachtigen.

Um nun die Ergebnisse der Aortenflu> und Herzfreqguenzmessungen in Zusammenhang mit den
mitochondrialen Messungen zu bringen, sind in Abbildung 32 i€ Ergebnisse der letzteren nochmals in einem

Diagramm zusammengefal3t.
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1
B ATP-Synthese x10 [umol ATP/mg/min]
B ATPase [umol ADP/mg/min]
O Fluiditat x10

Aktivitat / Anisotropie
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Abb. 32 Ergebniszusammenfassung der mitochondrialen Messungen

Samtliche ATP-Synthese-Werte liegen signifikant unterhalb

des Kontrollwertes von etwa 0,04 pumol ATP/mg/min. Dabei

weist der 1 nmol-Versuch, der als einziger einen signifikant

hoheren AortenfluBanstieg gegenuiber der Kontrolle zeigte,
die niedrigste Synthese-Aktivitat auf.

Die niedrigen Synthese-Aktivititen egeniiber dgr Kontrolle sind Ausdruck der kardiotoxischen
Wirkkomponente von Terbutalin. Es si hier nochmals darauf hingewiesen, dal?3 de mitochondrialen Messungen
einen Zustand nach Ablauf des jeweiligen Experiments widerspiegeln. Entsprechend 14t sich auch en
Zusammenhang erstellen zwischen den ATP-Synthese-Aktivititen (Abb. 32) und endeweils am Ende der
Reoxygenierung emessengn Aortenflulwerten (t40 Abb. 28). Vergleicht man der Reihe nach den
t40AortenflulBwert und ie dntsprechende ATP-Synthese-Aktivitit der Versuche mit 0,5, 1, 5 dun Aol
Terbutalin, so ésteht eine negative Korrelation. Ein erhohter t40Aortenfluld ist begleitet von einer erniedrigten
Synthese-Aktivitit und mgekehrtu Es kann aso von einem aortenfluabhingigen Energieverbrauch
ausgegangen werden, wobel die verbrauchte Energie nicht durch eine rhohte eATP-Synthese-Aktivitit
kompensiert werden akn. Die Energiebilanz ist negativ. Als Griinde fiir die Unfihigkeit der Myokardzellen,
einen erhohten Energiebedarf durch erhohte ATP-Synthese u decken, kommen sowohl schidigende Effekte
durch die Hypoxie- bzw. Reperfusionsphase |sp auch durch das Terbutalin per se in Frage. Auf beides wird
unter D.3 niher eingegangen. Da jedoch simtliche Sythese-Aktivititen signifikant unterhalb dr Kontrolle , die
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den schiadigenden Einflu® ausschliefdlich der Hypoxiephase igkzesind kardiotoxische Effekte der Substanz
Terbutalin wohl am wahrscheinlichsten.

Fiir den 100 mol-Versuch trifft die negative Korrelation zwischen tisg-Aortenfluld und ATP-Synthese-Aktivitait
alerdings nicht zu. Es findet sich bei relativ iedrigem ty4-Aortenflud eine lgenfalls relativ  redrige Synthese-
Aktivitit. Wahrscheinlich ist dies auf den erhiltnismilllg ohen Aortehflud zu Beginn der
Reoxygenierungsphase (t;5, Abb. 28) zuriickzufiihren, wo schon der groBte Teil der zur Verfiigung stehenden

Energie verbraucht wurde.

Betrachtet man die ATPase-Aktivititen in Abbildung 32, so falen zunichst relativ. ohehWerte uf, was
beziiglich der niedrigen ATP-Synthese-Aktivititen auch zu erwarten ist (s. A.6.3, Abb. 4). Der niedrigste ATP-
Wert von etwa 0,7 pmol ADP/mg/min wurde beim 10 mol-Versuch gmessen, wobei dieser Wert immer noch
etwas iiber der Kontrolle liegt. Hier iMidet sich auch die hochste ATP-Synthese-Aktivitit. Es besteht also eine
erwartungsgemil’ negative Korrelation zwischen den ATP-Synthese- und ATPase-Aktivititen. Lediglich beim
0,5 mol-Versuch wurde ine unerwartungsgemifl hohe ATPase-Aktivitit von etwa 1,65 umol ADP/mg/min
verzeichnet. Spiter wird hierauf nochmal's eingegangen.

Die Tatsache, dal3 simtliche ATPase-Werte oberhalb er Kontrolle liegen, bringt zum Ausdruck, daf3 ie
Terbutalin-behandelten Herzen einen deutlich erhohten Energiebedarf aufweisen as die nicht Terbutalin-

behandelten Kontrollherzen. Diesist ein weiterer Hinweis auf die Kardiotoxizitit von Terbutalin.

Wie in Abbildung 32 zu erkennen, zeigen sich beziiglich der Membranfluiditit keine nennenswerten
konzentrationsabhingigen Unterschiede zwischen den Terbutalin-behandelten Herzen  dn ed Kontrollherzen.
Die hypoxiebedingten Mitochondrienmembrandefekte, die nach fiinfzigminiitiger Hypoxie sicherlich ovliegen
[68], haben sich also nter dem Einflu3 von Terbutalin iamt wesentlich enschlechtert. Dies ist ein Hinweis
darauf, dal3 de schlechtere Leistung der Terbutalin-behandelten Herzen nicht hauptsichlich auf hypoxiebedingte
Mitochondienmembrandefekte zuriickzufiihren ist, sondern viel wahrscheinlicher auf Terbutalin-bedingte

toxische Effekte, deren Mechanismus diskutiert werden muf3.

D.3 Mechanismen der Kardiotoxizitat

Wie unter D.2 beschrieben, besitzt Terbutalin offensichtlich eine kardiodepressive Wirkkomponente. Der

M echanismus dieser Wirkkomponente soll im folgenden erértert werden.

Maogliche M echanismen sind:
a) relative Ubersimulation von adrenergen 3-Rezeptoren
b) partieller Agonismus von Terbutalin an adrenergen -Rezeptoren

c) direkte, nicht iiber adrenerge Rezeptoren vermittelte Kardiotoxizitit

a) Relative Uberstimulation von adenergen -Rezeptoren
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Terbutalin ist as B-Sympathomimetikum it refativer P,-Selektivitit in therapeutischer Anwendung. Die
Selektivitdt von Terbutalin ist zwar im Vergleich zu anderen Bronchospasmolytika (Salbutamol, Reproterol
relativ hoch [26], dennoch ist eine gewisse Affinitit zu ;-Rezeptoren noch vorhanden.
Aufgrund  ebsen werden durch Terbutalin zum einen  &rdiae ;-Rezeptoren stimuliert. Zum anderen befinden
sich an den Myokardzellen icht nur B;-, sondern auch B,-Rezeptoren, die natiirlich aufgrund ed Selektivitit
von Terbutalin bevorzugt erregt werden. Das Verhiltnis von ;- zu B,-Rezeptoren am Myokard etibéigt etwa
85% zu 15% [30]. Auch die Stimulierung an ddialen 3,-Rezeptoren wirkt sich sympathomimetisch (positiv
inotrop und chronotrop) auf die Herzaktivitit aus [25, 63]. Diese B-Rezeptor-vermittelte Steigerung der
Herzaktivitit erfordert ein erhohtes Angebot an Sauerstoff, das unter physiologischen Verhiltnissen auch
gedeckt wird. In unphysiologisch ohHen Mengen eines -Rezeptoren stimulierenden Mittels kann der nétige
Sauerstoffbedarf jedoch icht gedeckt werden, es liegt eine Uberstimulation ox Wird ad Medikament unter
Hypoxiebedingungen eggben, so kann auch in physiologischen Mengen der Sauerstoffbedarf nicht gedeckt
werden. Es liegt also eine relative Uberstimulation ar. Sowohl eine Uberstimulation on B;- als auch on B,
Rezeptoren kann ursichlich fiir unerwiinschte toxische Wirkungen sein [31, 38].
Der zugrunde liegende M echanismus soll im folgenden kurz erldutert werden:
Durch den Mangel an Sauerstoff kommt es zunichst zu einer Permeabilititserhohung der Myokardzellmembran,
die einen esteigerten Einstrom von Na'- und vor allem Ca’™-lonen zur Folge hat [1, 23, 31, 62, 68]. Die ehohte
intrazellulare Kalziumkonzentration fiihrt zur Entstehung \on reaktiven Sauerstoffverbindungen wie H,O,, OH-,
und O, .
Dafiir seien hier zwei Beispiele genannt:
1) Die rhohte Kaziumkonzentration bewirkt eine Konversion der Xanthin-Dehydrogenase ur z
Xanthin-Oxidase, die unter anderem die Entstehung von H,O, und O, « katalysiert [2, 22, 31, 68].
2) Es wurde mehrfach beschrieben, dal3 ie dReoxygenierung ach einer Hypoxiephase (oxidativer
Stref3, s. A.7) zu Schiden an der Myokardzelle fiihrt [2, 22, 23, 51, 62, 68]. Verantwortlich hierfiir
ist eine nochmalige Steigerung es Kadiumeinstroms in die Zelle. Die exzessiv erhdhte
zytoplasmatische Ca™-Konzentration bewirkt nun einerseits die Aktivierung owm Phospholipasen
und de mitochondriale Atmungskette hemmenden Proteasen, zum anderen wird de mitochondriale
Kaziumspeicherkapazitit iiberlastet, was zum Anschwellen der Mitochondrien d eram d
irreversiblen Schiadigung fiihrt. Die gehemmte Atmungskette in Verbindung mit einer
reoxygenierungsbedingten  ohen Sauerstdffkonzentration fiihrt zur intramitochondrialen
Entstehung von Superoxidanionen (O,+) [5, 68].

Die hypoxie- bzw. reperfusionsbedingten Sauerstoffradikale wirken sich in  urerschiedlicher Weise negativ auf
die Zellfunktion aus. So wurde das Auftreten om Arrhythmien  dinventrikuldren Dysfunktionen beschrieben
[5]. Auch fiihrt eine mchte Lipidperoxidation zu Permeabilititsstorungen an Membranen, was einen erhchten
Einstrom von Kalzium in die Zelle und die Mitochondrien zur Folge hat [2, 5, 23, 31, 68].

Ferner bewirken freie radikale die Freisestzung on Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum ins
Zytoplasma [42].

Der auf diese Weise stark erhohte intrazdlulire Kalziumgehalt fiihrt dann wiederum zu oben beschriebenen

Dysfunktionen, wodurch ein Circulus vitiosus geschlossen wird. Es olltes ucha ier lerwihnt werden, dafl3
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,working darts’ in Normoxie-Hypoxie-Reoxygenierung-Experimenten etwa die doppelte Menge raRadikalen
produzieren als beispielsweise, Langendorff-Herzen' [13].

Andererseits ist die hohe intrazdlulare Kalziumkonzentration icht nur fhir die Entstehung on
Sauerstoffradikalen  erantwortlich, sondern auch fiir eine direkte Hemmung der mitochondrialen ATP-
Produktion. Sowohl die ATP-Synthese s auch die intramitochondriale Kalziumhomoostase sind abhingig on
einem H'-Gradienten an der inneren Mitochondrienmembran. Ist nun die intrazellulire Kalziumkonzentration
sehr hoch, wird mehr Energie fiir den Transport von Ca™ in das Mitochondrium verwendet as fiir eine
Steigerung der ATP-Synthese [23]. Dies wiirde die signifikant erniedrigte ATP-Synthese-Aktivitiat der
Terbutalinversuche (Abb. 32) erklaren.

Die Auswirkungen oxidativen Stresses, bedingt durch relative drenerge Uberstimulation, stellen also  drchaus

eine mogliche Erklirung fiir die kardiodepressive Potenz von Terbutalin dar.

b) Partieller Agonismus von Terbutalin anadrenergen 3-Rezeptoren

Es wurde mehrfach beschrieben, dald Terbutalin am -
Rezeptor kein voller, sondern nur ein partieller Agonist ist
[15, 28, 31, 74]. Das bedeutet, Uber Terbutalin kdnnen auch
antagonistische, das heil3t kardiodepressive Effekte am B-

Rezeptor vermittelt werden, die die Ergebnisse der

Terbutalinversuche erklaren konnten.

Auch der oben beschriebene oxidative Strefd und  efsen Auswirkungen danen mit dem partiellen Agonismus
von Terbutalin in Verbindung gebracht werden.

Die unter oxidativem Stref3 entstehenden freien Sauerstoffradikale, darunter auch H,O,, bewirken eine Reduktion
der Synthese von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP). Es geschieht dies vermutlich urch cine
Funktionshemmung des an den B-Rezeptor gekoppelten Gs-Proteins (s. A.4.1) 3[]. Diese Funktionshemmung
geschieht entweder durch die Radikale direkt oder indirekt durch eine erhdhte Lipidperoxidation.

Daraus l4f3t sich schlief3en, dal3 drch oxidativen Strel3 dr maximal erreichbare B-Rezeptor-vermittelte inotrope
Eff ekt reduziert wird. In einer Arbeit von Haenen [31] wird nun beschrieben, dal3 aidativer Stref3 de maximale
Wirksamkeit partieller Agonisten stirker reduziert als die voller Agonisten, was eine weitere magliche Erklirung
fir die Kardiotoxizitit von Terbutalin darstellt.

c¢) Direkte, nicht iiber adrenerge Rezeptoren vermittelte Kardiotoxizitdit

Vor allem in der Geburtshilfe, wo Terbutalin zur Tokolyse verwendet wird, wurde des ofteren om akdialen
Nebenwirkungen berichtet, die in ihrem Ausmald schwerwiegender waren als bei der Verwendung anderer [3,-
Sympathomimetika [45, 55, 59]. Die beschriebenen Symptome reichen omwpulmonalen Odem [59] iiber
Kardiomyopathien [45] bis hin zu Brustschmerzen und lebensbedrohlicher myokardialer Ischiamie [6, 55, 59].
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All diesen Fillen ist gemeinsam, dal3 i@ Pathophysiologie der Toxizitit unklar bzw. nicht vollstindig iiber die
Effekte imer B-adrenergen Stimulation erklirbar ist [43]. Bei der Genese der Toxizitit von Terbutalin spielen

also sehr wahrscheinlich auch nicht iiber B-Rezeptoren vermittelte Mechanismen mit eine Rolle.

D.4 Fazit

Zusammenfassend ist sicherlich on einer kardiodepressiven oder gar kardiotoxischen Eigenschaft des .-
Sympathomimetikums Terbutalin auszugehen. Der genaue Mechanismus dieser Eigenschaft ist durch die
vorliegenden Ergebnisse nicht eindeutig zu beschreiben.
Vermutlich mufd von zwei unterschiedlichen Wirkkomponenten ausgegangen werden:

a) [B-mimetische Wirkung

b) kardiotoxische Wirkung

Diese beiden Wirkkomponenten kommen in Abhangigkeit

von der verabreichten Terbutalinmenge mehr oder weniger

stark zum Tragen.

In Abbildung 33 soll dies grafisch schematisiert zur Darstellung kommen.

| | // |
[ [ // [

Terbutalin [ nmol]

0,5 1 100
kardiotox. W. kardiotox. W. kardiotox. W.
> > >
B-mimet. W. B-mimet. W. B-mimet. W.
Kardiodepr ession, aber Aortenflu3-optimum Kardiodepression durch
| Erholung _ adrenerge
AVUY. OO IJ'IIIIIIICLIDth UllU AAlUIULUAIDUIIT \Nll‘k Uberglml“”atlon Uta|ln

Die kardiotoxische Wirkkomponente ist von Grund auf

vorhanden, wird jedoch mit steigender

Terbutalinkonzentration mehr und mehr von der -
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mimetischen Wirkeigenschaft iberdeckt. So werden im 0,5
nmol-Versuch noch nicht gentigend B-Rezeptoren
stimuliert, so dald die kardiotoxische Wirkung uberwiegt.
Die Terbutalinkonzentration ist allerdings hier so gering,
dal sich das Herz wieder erholen kann (Abb. 6). Die hohe
Energie, die dazu aufgebracht werden muf3, kommt in der
hohen ATPase-Aktivitat zum Ausdruck (Abb. 32).

Im1 mol-Versuch ist eine optimale Menge a Terbutalin wrhanden, der Aortenflul steigt signifikant iber die
Kontrolle (Abb. 7). Das bedeutet, die kardiotoxische Wirkkomponente wird durch die B-mimetische iiberspielt.
Schlieflich findet im 100 mol-Versuch (Abb. 10) eine Uberstimulierung ©n B-Rezeptoren statt, die die unter
D.3 beschriebenen aidiodepressiven Folgen mit sich bringt. Der Aortenflul iibertrifft anfangs die Kontrolle,
stiirzt dann aber egelrecht ab. Die AortenfluRBergebnisse der Zusatzexperimente ohne Hypoxiephase (Abb. 24
und 25 zeigen die kardiotoxischen Eff ekte von Terbutalin weniger deutlich. Diese Tatsache 14/3t den Schluf zu,
da3 ie kardiotbxischen Wirkeigenschaften on Terbualin bei zusitzlicher Hypoxieschidigung der
Herzmuskel zellen an Bedeutung gewinnen.

Nach den Ergebnissen der in dieser Dissertation beschriebenen Experimente sollte Terbutalin in der Behandlung
chronisch obstruktiver Lungenerkrankungen iamt ein Medikament erster Wahl sein. Es mul3  awit gerechnet
werden, dal} Terbutalin eradey am hypoxiegeschidigten Herzen des chronisch obstruktiv Lungenkranken

kardiotoxische Potenz besitzt. Es empfiehlt sich somit, auf andere 3-Sympathomi metika auszuweichen.
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Zusammenfassung

Zusammen mit anderen B,-Sympathomimetika wird Terbutalin schon seit dngem in der Behandlung chronisch
obstruktiver Lungenerkrankungen (COLE) eingesetzt. Dabei wurde mehrfach on wchweren unerwiinschten
kardialen Wirkungen nach der Anwendung von Terbutalin berichtet.

Die Tatsache, dal3 de COLE in der Regel mit chronisch hypoxiegeschidigten Herzen assoziiert sind, gab Anlaf3,
die Auswirkungen on Werbutalin auf hypoxiebelastete isolierte Rattenherzen  d uererd Mitochondrien zu

untersuchen.

Dafiir wurde das zunichst fiir 20 Minuten ormoxisch arbeitende Rattenherz (working rat heart) einer
fiinfzigminiitigen Hypoxiephase ausgesetzt, wihrend der es mit Terbutalin in Konzentrationen zwischen 1,1 und
225,3 /mb perfundiert wurde (0,5, 1, 5, 10 und ool Terbutalin auf 100 ml Perfusionspuffer). Die
Perfusionsgeschwindigkeit betrug 2 ml/min.

Der Hypoxiephase folgte ipe siebzigminiitige Reoxygenierungsphase, in der in zehnminiitigen Abstinden das
Herzminutenvolumen (HMV), die Herzfrequenz und der Koronarflu3 dokumentiert wurden.

Nach Abschlul er Beoxygenierungsphase wurden die myokardialen Mitochondrien isoliert, um die ATP-
Synthese- und AT Pase-Aktivititen sowie die Membranfluiditit zu messen.

Zusitzlich wurden zwei Versuchsreihen ohne Hypoxiephase durchgefiihrt (mit 1 und 10Gmol Terbutalin), um

die dleinige Wirkung von Terbutalin auf die Rattenherzen zu untersuchen.

Die AortenfluBmessung wihrend erdReoxygenierung ergab eine generelle Reduzierung der Herzleistung im
Vergleich zu den Kontrollherzen (ohne Terbutalinzugabe). Lediglich im 1 mal-Versuch (2,3 ng/ml) war zu
Beginn der Reoxygenierungsphase e signifikante Steigerung e HMV festzustellen. Jedoch  telt auch diese
Steigerung  r flir etwa zwanzig Minuten an. Alle ndexen Versuchsreihen (mit 0,5, 5, 10 und Yool
Terbutalin) ergaben eine deutliche Verschlechterung der Herzleistung. Das HMV der Kontrollherzen betrug
wihrend der Reoxygenierung durchschnittlich etwa 75% des HMV vor der Hypoxiephase.

Die Terbutalinherzen erreichten abgeschen omvl molaVersuch, wo ein HMV-Maximum von etwa 80%
erreicht wurde, AortenfluRwerte, die zwischen 30% und 706 der Ausgangswerte lagen. Eine Besonderheit ergab
sich beim 0,5 mol-Versuch. Hier fand sich eine Steigerung des Aortenflusses iiber den esamten Verlauf der
Reoxygenierung von etwa 48% auf 68%. Das Herz schien sich von einer anfangs $arken Reduzierung des HMV
wieder zu erholen. Beziiglich der Herzfrequenzen war eine weitgehende Korrelation zu den
Herzminutenvolumina festzustellen, so a3 ene Stdigerung des HMV  vermutlich Folge iner
Herzfrequenzsteigerung ist und umgekehrt.

Die KoronarflulBmessungen ergaben eine Steigerung der Koronarperfusion, also eine Vasodilatation, ab einer
Dosisvon zwischen 1 mol und 5 mol Terbutalin. In heren Dosen (10 mol und 100 nmol) kam es zu einer
deutlichen Reduzierung des Koronarflusses, was vermutlich auf die kardiotoxischen Wirkeigenschaften onv
Terbutalin zuriickzufiihren ist. Es zeigte sich also ein optimaler Wirkungsbereich, der zwischen 1 mol und 5

nmol liegt.

Die mitochondrialen Messungen ergaben eine generelle Reduzierung der ATP-Synthese-Aktivititen (0,015-0,03
umol ATP/mg/min) und eine generelle Steigerung der ATPase-Aktivititen (0,7-1,65 umol ADP/mg/min) im
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Vergleich zur Kontrolle (0,04 umol ATP/mg/min bzw. 0,6 umol ADP/mg/min). Dabei rat das ATP-Synthese-
Aktivitatsmaximum bzw. das ATPase-Aktivitatsminimum im 10 mol-Versuch auf. Die kleinste ATP-Synthese-
Aktivitdt (0,015 umol ATP/mg/min) wurde beim 1 mohVersuch, wobei gleichzeitig das HMV-Maximum
erreicht wurde, gemessen. Es kann also von einem erhshten Energiebedarf, der nicht durch eine gesteigerte
ATP-Synthese-Aktivitat gedeckt wird, ausgegangen werden. Vermutlich wird ie ATP-Synthese durch eine
aufgrund hoher intramitochondrialer Kalziumspiegel gesteigerte Aktivitit von ebenfalls H*-Gradienten-
abhingigen Kalziumcarriern ‘kompetitiv' gehemmt. Die hohen intramitochondrialen Kalziumspiegel sind  abei
eine Folge hypoxie- bzw. reoxygenierungsbedingter Membrandefekte.

Die Messungen der Membranfluiditit ergaben éine nennenswerten Abweichungen on der Kontrolle. Dies ist
ein Hinweis darauf, dal3 ie kardiodepressiven Effekte nicht hauptsichlich auf hypoxiebedingte
Mitochondrienmembrandefekte zuriickzufithren sind, sondern iel wahrscheinlicher auf Terbutalin-bedingte
toxische Effekte.

Die Experimente ohne Hypoxiephase rgaben mit 1 mmol Terbutalin (2,3 ng/ml) eine diskrete Steigerung des
HMV, mit 10 mah Terbutalin (22,5 ng/ml) eine deutliche Reduzierung. Dies laf% den Schlufd zu, dal3 ie d
kardiodepressive Potenz von Terbutalin durch zusitzliche Hypoxiebel astung verstiarkt wird.

Drei mogliche Mechanismen konnen fiir die kardiodepressiven Eigenschaften onvTerbutalin  erantwortlich
gemacht werden. Zum einen fiihrt eine hypoxiebedingte relative Uberstimulation on PvRezeptoren zur
Entstehung von Sauerstoffradikalverbindungen, die zim Teil ireversible Zellschidigungen verursachen kKsnnen.
Die Entstehung on Sauerstoffradikalen wird urch di@ Reoxygenierung (oxidativer Strefd) nach der
Hypoxiephase noch verstirkt.

Zum zweiten anddt es ich e Terbutalin um einen partiellen Agonisten am B-Rezeptor. Vor allem in
Verbindung mit oxidativem Stref3, der durch die Reoxygenierung egeben ist, wird i@ maximale Wirksamkeit
partieller Agonisten reduziert, was sch auch auf die positiv inotropen Eigenschaften von Terbutalin auswirkt.

Zum dritten kann von nicht iiber B-Rezeptoren vermittelten kardiotoxischen Effekten ausgegangen werden.

Vermutlich ist eine dosisabhingige Kombination aller drei Mechanismen die Ursache fiir die Kardiotoxizitit von
Terbutalin. Es mulR also von einer ezeptorvermittelten B-mimetischen  dirvon einer primir kardiotoxischen
Wirkkomponente ausgegangen werden. In iedriger Dosierung (0,5 mol) tiberwiegt die kardiotoxische
Wirkkomponente, von deren Auswirkungen sich die Rattenherzen jedoch erholen &nnten. Im 1 mol-Versuch
war dann eine optimale Dosierung erreicht (1 mol/100ml = 2,3 ng/ml), die gleichzeitig auch der effektiven
Plasmakonzentration (beim Menschen) von Terbutalin entspricht. Hier iiberwiegt die B-mimetische
Wirkkomponente. In Bherer Dosierung (10 mol und 106wmol) kommt es dann zur elativen Uberstimulation

von B-Rezeptoren, was zu den oben beschriebenen teilsirreversiblen Myokardschiden fiihrt.
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Rohdaten der Working Heart Versuche

Kontralle (n=7)

0,5 nmoal Terb. (n=5)

Zeit [min] | AortenfluB[%] | KoronarfluB[%] | Puls[%] AortenfluR | KoronarfluRR [%] | Puls[%]
[9%]
0 99,85+1,54 99,93+4,94 101,80+5,76 98,39+4,71 98,85+2,51 99,06+7,45
5 102,74+1,68 98,96+4,11 99,60+3,71 101,40+1,98 99,36+2,84 102,16+5,22
10 100,83+1,41 99,83+2,65 101,28+4,05 99,26+2,74 99,50+3,58 98,12+3,65
15 98,86+1,03 99,91+2,20 98,19+2,96 100,43+2,53 101,81+2,17 98,96+3,13
20 97,72+1,35 101,37+3,84 99,13+5,32 100,51+1,29 100,48+1,72 101,71+5,02
Hypoxie
75 63,29+8,46 129,84+13,07 95,25+4,89 46,97+15,87 115,90+10,22 96,39+8,49
80 73,19+8,16 118,20+13,24 101,05+9,71 50,43+15,10 107,85+16,70 97,91+7,51
0 77,56+8,87 107,53+13,96 98,40+8,09 60,23+11,22 105,00+11,42 99,39+6,77
100 79,63+8,12 103,67+16,09 99,82+4,88 63,57+8,20 100,67+12,62 96,74+8,59
110 77,71+7,47 100,96+16,26 96,57+5,47 66,20+7,70 96,72+13,91 99,56+7,34
120 76,95+7,54 100,05+18,10 97,55+6,66 65,88+7,69 92,81+9,85 100,06+6,01
130 74,83+7,94 96,06+16,68 96,37+5,35 67,51+6,24 93,02+14,56 100,15+6,78
140 73,72+8,49 95,16+16,49 95,54+5,93 65,77+7,79 91,26+16,32 100,66+8,91
1 nmol Terb. (n=6) 5nmol Terb. (n=5)
Zeit [min] | AortenfluB[%] | KoronarfluB[%] [Puls[%] AortenfluR [%] | KoronarfluB[%] | Puls[%]
0 105,25+4,48 104,46+4,68 104,42+5,39 102,78+3,53 97,28+4,98 103,16+3,29
5 101,80+3,15 98,20+1,60 100,26+2,38 101,12+2,63 98,31+4,49 101,43+2,00
10 98,82+1,37 98,16+1,72 99,34+2,28 101,90+1,88 98,66+1,97 99,65+3,18
15 97,72+1,31 99,38+2,21 98,82+1,60 98,31+1,99 101,93+4,85 97,87+2,88
20 96,41+2,25 99,80+3,50 97,15+3,59 95,90+2,68 103,82+3,48 97,89+2,09
Hypoxie
75 73,57+7,77 126,24+6,14 102,16+10,23 | 68,07+10,46 137,09+27,44 90,09+18,81
80 79,82+6,78 113,87+5,61 103,70+15,37 | 69,29+6,89 129,41+24,73 91,90+15,07
90 80,54+7,76 100,89+10,70 99,64+9,15 70,32+3,63 124,83+24,51 94,72+8,93
100 80,02+7,76 98,45+8,24 99,06+12,91 67,22+3,45 120,24+27,32 91,15+5,01
110 76,44+7,64 91,85+8,33 95,96+6,98 68,55+6,22 121,58+29,21 92,26+5,74
120 75,39+6,28 90,04+9,19 94,62+7,17 66,70+9,45 121,72+28,46 90,16+5,40
130 73,91+5,82 88,30+10,66 91,71+9,02 66,75+11,32 121,07+29,78 88,72+7,47
140 70,71+5,76 84,95+9,55 93,00+8,96 66,19+13,68 117,80+32,82 90,25+7,02
10 nmol Terb. (n=4) 100 nmol Terb. (n=4)
Zeit [min] [ AortenfluB [%] | KoronarfluB [%] [Puls[%] Aortenflul [%] [ KoronarfluB[%] | Puls[%]
0 108,70+1,41 97,20+2,18 100,80+1,35 99,19+1,09 106,61+3,98 100,91+2,95
5 99,60+1,23 97,20+2,18 98,43+2,27 101,92+2,52 98,97+2,62 100,49+3,11
10 99,61+1,80 99,65+1,78 99,42+2,46 100,34+1,57 99,81+2,45 100,10+1,25
15 97,78+0,76 102,56+2,14 100,49+1,82 100,05+1,52 98,14+1,19 99,42+2,64
20 94,94+1,41 103,38+2,45 100,86+2,33 98,50+3,09 96,46+1,18 99,07+3,05
Hypoxie
75 56,77+14,62 125,05+6,32 101,85+13,09 | 67,91+12,99 109,97+6,17 108,78+13,43
80 51,59+9,62 124,88+7,45 98,69+7,06 64,63+9,68 97,27+5,34 99,79+10,41
0 46,21+5,77 121,47+12,33 88,62+8,59 66,72+15,03 82,23+3,29 89,07+10,06
100 47,83+13,95 123,65+9,78 93,18+2,76 62,48+19,84 73,00+8,92 88,18+11,88
110 43,69+12,69 121,17+1134 93,27+4,66 54,35+24,68 64,60+11,39 86,70+11,42
120 41,94+14,11 117,01+13,78 94,08+4,44 44,40+30,74 58,73+13,88 85,36+17,21
130 41,94+16,37 111,61+14,43 95,01+1,96 36,34+32,60 52,85+17,00 81,35+16,94
140 39,52+17,83 111,48+16,66 94,51+3,75 30,79+32,63 46,13+20,80 76,83+18,28
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Rohdaten der mitochondrialen Messungen

ATP-Synthese ATPase Fluiditat

[umol ATP/mg/min] [umol ADP/mg/min] [Anisotropi€]
Kontralle (n=7) 0,039+0,011 0,636+0,131 0,078+0,008
0,5 nmol Terb. (n=5) 0,020+0,001 1,659+0,081 0,081+0,008
1 nmol Terb. (n=6) 0,015+0,006 1,179+0,623 0,076+0,012
5nmol Terb. (n=5) 0,020+0,004 0,836+0,365 0,080+0,011
10 nmol Terb. (n=4) 0,028+0,003 0,703+0,247 0,078+0,006
100 nmol Terb. (n=4) 0,025+0,003 0,978+0,119 0,084+0,013
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