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Abkiir zungen

Die hier alphabetisch aufgelisteten Abkiirzugen werden in der vorliegenden Arbeit verwandt:

ATP Adenosintriphosphat

BSA bovines Serumal bumin

DMSO Dimethylsulfoxid

ECso Konzentration, die 50% des Effekts hervorruft
GC Glibenclamid

GP Glimepirid

HEPES N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N"-(2-ethansulfonsiure)
IC integrated circuit

K*aTp Adenosintriphosphat-abhingiger Kaliumkanal
KRH Krebs-Ringer-HEPES-Puffer

LDH L aktatdehydrogenase

NADH Ni cotinamidadenindinucl eotid

NIDDM non insulin dependent diabetes mellitus

p Signifikanzniveau

RIA Radio-immuno-assay

RK Rilmakalim

SEM standard error of the mean



1 Einleitung

Seitdem n en idrziger Jahren ie blutzuckersenkende Wirkung einiger Sulfonamid-
Derivate beobachtet wurde und  1958as erste orale Antidiabetikum ni i@lmedikamentsse
Therapie iagefiihrt wurde, sind mle Antidiabetika wie der Sulfonylharnstoff Glibenclamid
zu wesentlichen Medikamenten in  er Rehandlung des nicht nsulinpflichtigen Diabetes
mellitus (NIDDM) geworden. Ein Jahresumsatz laut Arzneiverordnungsreport 1998  voca.
190 Mio. DM bei iiber 450 Mio. exordneten Tagesdosen tarstreicht den Stellenwert der
Sulfonylharnstoffe. Sie sind amid die hiaufigst verschriebene orale Medikation e hicht
insulinpflichtigem Diabetes mellitus,  woldbbereits vor 25 Jahren avondausgegangen
werden mufite, dal3 i Einnahme dieser Medikamente in Verbindung mit Erkrankungen des
kardiovaskuldren Systems zu letrichtlichen Nebenwirkungen fithren fann (University Group
Diabetes Program 1970, Kannel et a 1979, Stamler et al. 1993Pogdtsa 1995). Von igsem
Makel konnten ie Slifonylharnstoffe rst kirzlich freigesprochen werden (UKPDS 33,
1998). Nichtsdestoweniger werden maogliche Effekte der Sulfonylharnstoffe uf das
kardiovaskulire System auf die gleichen Wirkmechanismen zuriickgefiihrt, i@ wch fiir ihre
blutzuckersenkende Wirkung verantwortlich gemacht werden, amidich ie @lockade ines
ATP-abhingigen Kaliumkanas (Noma et a. 1985, Ashcroft 1990).

1983 wurde von Akinori Noma in Kaliummkana n er Kardidbmyozytenmembran
beschrieben, ar sich dirch Erhéhung des intrazelluliren ATP-Spiegels shlief3en lief3 (Noma
et a. 1983n endfolgenden Jahren  komrdieser ATP-abhingige Kaiumkanal n éner
Vielzahl von Geweben achgewiesen werden. Es wurde gezeigt, da? @r Zustand s K atp-
Kanals nicht nur durch en ATP-Spiegel der Zelle beeinflul®t wird, sondern  rchiweine
Vielzahl weiterer intrazelluldrer Parameter einer komplexen Regulation unterliegt (Ashcroft et
a. 1990jichols et al.  19p1Die Funktion eslK'atp-Kanals cheit edoch immer eine
dhnliche zu sein : Eine Kopplung von elektrischer Aktivitit einer Zelle mit deren

bi oenergetischem Zellmetabolismus.

Durch Offnung kardiomyozytirer K'arp-Kanile des Sarkolemms kommt es zu einer
Verkiirzung der Plateauphase des Aktionspotentials. Dies vermindert die Kontraktilitit des
Myokards und fiihrt damit zu einem geringeren ATP-Verbrauch (Noma tel. 1983Unter
ischaemischen Bedingungen kann sich ieder geringere ATP-Verbrauch giinstig auswirken.

Zentrale Bedeutung hat die Funktion esdK*atp-Kanals auch im Rahmen  erdsogenannten
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Ischamischen Prikonditionierung des Myokards. Dies bezeichnet die Eigenschaft eines
Gewebes, rch dorausgegangene leichte ischimische Perioden eine folgende schwere
Ischamie mit geringerem Schaden zu iiberstehen. Die Ischiamische Prikonditionierung wurde
erstmals von Murry et a. 198éschrieben. Diese untersuchten beim Hund Modelle der
experimentellen Koronarligatur des Ramus circumflexus der linken Herzkranzarterie. Bel
einem Teil der Versuchstiere wurde vor einer 40miniitigen Koronarokklusion iermalv
nacheinander kurzfristig der Ramus circumflexus unterbunden. In ieser Gruppe lief3 sich,
verglichen mit den icht prikonditionierten Kontrolltieren, eine mehr as 75%ige
Veringerung des Infarktareals zeigen. Die Ischidmische Prikonditionierung unterliegt dem
EinfluB  vamyokardialen, euronalen sowie vaskuliren Faktoren (Losano 199&u den
myokardialen Faktoren zihit an as Offnen der K'arp-Kanile, ter anderem durch einen
erniedrigten intrazellularen ATP-Spiegel. Die Ischimische Prikonditionierung kann  rctu
den Einsatz von K" atp-Offnern imitiert sowie durch eh Einsatz von K* atp-Kanablockern,

zu denen auch die Sulfonylharnstoffe gehoren ist, gghemmt werden.

1996 wurde in Deutschland de Substanz Glimepirid (HOE490 - Amaryl®) iir die Indikation
des Diabetes mellitus zugelassen. Mit dieser Substanz steht neuerdings ein Sulfonyl-
harnstoffderivat zur Verfiigung, as dn Vergleich mit anderen Sulfonylharnstoffderivaten
iiber ein giinstigeres kardiovaskulires Nebenwirkungsprofil — imiermodell verfiigt. Obwonhl
Glimepirid im Vergleich zu ilteren Sulfonylharnstoffderivaten en Bluttuckerspiegel
deutlicher senkt (Geisen et a. 1983, lat es geringere Auswirkungen auf das kardiovaskulire
System. Koronarer Blutflu3, koonarer Gefil3widerstand undmyokardialer Energieverbrauch
werden wkch Glimepirid geringer beeinflul3t as durch Glibenclamid (Ballagi-Pordéany et al.
1992, Geisen et al. 199K Die unterschiedlichen Wirkungen eser Sulfonylharnstoffderivate
auf das kardiovaskulire System wurden der geringeren Hemmung des K*atp-Kanals durch
Glimepirid zugeschrieben (Geisen et a. 1996).

Bisherige Studien tersuchten ed EinfluR  vo ap-Kanal-Offnern auf die Kontraktilitit
isolierter tierischer Herzmuskelzellen. Es konnte gezeigt werden, al3dLevcromakalim, ein
K*atp-Kanal-6ffnendes Benzopyranderivat, traktiktttsmindernd wirkt. Dieser Effekt
konnte durch Glibenclamid aufgehoben werden (Jiang et al. 199 In welchem Ausmal} &
Effekt eines K atp-Kanal-Offners auf die Kontraktilitit von Kardiomyozyten rch
Glimepirid gehemmt wird, ist bisher unbekannt. Ungeklirt st auch ie Fidge, ieb



Beeinflussung der Kontraktilitit von Herzmuskelzellen rch Kiate-Kana-Offner und
Sulfonylharnstoffderivate Auswirkungen auf deren Vitalitit hat.

1.1 Fragestellung

Im Rahmen ¢kser Arbeit wurden anhand vonUntersuchungen an isolierten Kardiomyozyten

folgende Fragestellungen bearbeitet :

Inwieweit beeinfluRt der K arp-Kanaosffner Rilmakalim die Kontraktilitit — solierter

Kardiomyozyten ?

m Inwieweit beeinflussen Glibenclamid  un@limepirid ielKontraktilitit solierter Kardio-

myozyten ?

m Welche Wirkungen haben Glibenclamid Glurnepirid auf die Kontraktilitit von
Kardiomyozyten in Anwesenheit des K* atp-K anal 6ffners Rilmakalim ?

m Welche Wirkungen haben Glibenclamid, Glimepirid undRilmakalim auf die Vitalitit von

Kardiomyozyten ?

Dasin-vitro-Modell der isolierten Kardiomyozyten, welches zur Bearbeitung der aufgefiihrten
Fragestellungen verwandt wurde, bietet die Moglichkeit, de Wirkung von Substanzen auf das
Myokard zu studieren,  olarvaskulire, neurale und  morale Einfliisse beriicksichtigen zu
miissen. Die Untersuchung der Wirkung von Substanzen auf K*arp-Kanile iiber Bestimmung
der Kontraktilitit an isolierten Kardiomyozyten durchzufiihren, ist insofern sinnvoll, als durch
die Beeinflussung des K'arp-Kanals eine Anderung er Membranpolarisation er Zdile
erreicht wird. Diese fiihrt zu Verinderungen @s intrazelluliren Calcium-Haushaltes, welcher
wiederum entscheidend fiir die Zellkontraktion ist.

Als K arp-Kanalsffner wurde neben dem jeweiligen Sulfonylharnstoff Rilmakalim (HOE234)
eingesetzt, m Ceststellen zu konnen, in welchem Mal3e Glibenclamid WBdmepirid in
verschiedenen Konzentrationen ie duich Rilmakalim hervorgerufenen Anderungen er
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Kontraktilitit der Kardiomyozyten beeinflussen. Die Wirkung von Rilmakalim (HOE234) auf
die Kontraktilitit der Zellen wurde anhand einer Dosiswirkungskurve bestimmit.

Rilmakalim si ein K*atp-Kanalffner der Benzopyran-Gruppe und ihnelt niseiner Struktur
den gut untersuchten K*arp-Kanal 6ffnenden Substanzen Cromakalim bzw. Levcromakalim
(Jiang et a. 1994).

Zur Bestimmung des Einflusses der jeweiligen Substanzen auf die Vitditit der
Kardiomyozyten wurde nach einer definierten Stimulationszeit aus einer Zellsuspension mit
einer festgelegten Anzahl von Zellen e Aktivitit des Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH)
gemessen, um den EinfluR der jeweiligen Substanz auf das Uberleben der Kardiomyozyten zu
erfassen. Laktatdehydrogenase ist ein  ewdhrter Marker zur quantitativen Bestimmung des
Zelltodesin Zellkulturen (Kretzmer et al. 1992).



2 M ethoden

2.1 Materidien und Gerite

Zur Durchfithrung der beschriebenen Methoden wurden folgende Lésungen, Substanzen,

Gerite und Bauteile verwendet.

2.1.1 Losungen

KREBS-RINGER-HEPES-PUFFER (KRH)

Glucose 55 umol
HEPES-Puffer 10 umol
Kaiumchlorid 26 umol
Kaiumdihydrogenphosphat 1,2  umol
Magnesiumsulfat 1,2  mmol
Natriumchlorid 125 mmol
Pyruvat 5 umol
KOLLAGENASELOSUNG

BSA (RIA-Grade) 01 % (bovines Serumal bumin)
Calciumchlorid 25  pmol
Kollagenase 0,06 %

gelost in KRH-Puffer

CALCIUM-STANDARDLOSUNG (1 MMOL)

Calciumchlorid 1 mmol

gelost in KRH-Puffer und eingestellt auf pH 7,4

CALCIUM-STAMMLOSUNG ( 25 MMOL)

Calciumchlorid 25 mmol

gelost in KRH-Puffer



ZENTRIFUGENLOSUNG

Calciumchlorid 25 umol

gelost in KRH-Puffer

BSA-1 Lésung
BSA 1 %

gelost in Kollagenasel sung

BSA-2 Lésung
BSA 1 %
Calciumchlorid 50 pumol

gelost in KRH-Puffer

Glibenclamid-Stammlésung

Glibenclamid 1 mmol

gelost in Dimethylsulfoxid (DM SO)

Glimepirid-Stammlosung

Glimepirid 1 mmol

gelost in DMSO

Rilmakalim-Stammlésung
Rilmakalim 1 mmol

gelost in DMSO

Auller den aufgefithrten Stammlosungen wurden ale Losungen zu Beginn  eines

Versuchstages frisch angesetzt.



Die jeweiligen Stammlésungen der Substanzen Glibenclamid, Glimepirid uRtll makalim

wurden mit Calcium-Standardlésung verdiinnt, so a8l iedgewiinschte Konzentration (0,01

umol - 9 umol) entsprechend der Versuchsreihe erreicht wurde.

2.1.2 Substanzen

Folgende Substanzen wurden zum Ansetzen der Losungen verwendet:

BSA

BSA (RIA-grade)
Calciumchlorid
DM SO

Glucose
HEPES-Puffer
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kollagenase
Magnesiumsulfat
Natriumchlorid
Pyruvat
Glibenclamid
Glimepirid
Rilmakalim

Serva, 69115 Heidelberg

Sigma, 82041 Deisenhofen

Merck, 64271 Darmstadt

Fluka Chemie, CH-9470 Buchs
Merck, 64271 Darmstadt

Sigma, 82041 Deisenhofen

Merck, 64271 Darmstadt

Merck, 64271 Darmstadt

Waco Chemicals GmbH, 41468 Neuss
Merck, 64271 Darmstadt

Merck, 64271 Darmstadt

Sigma, 82041 Deisenhofen
Hoechst AG, 65931 Frankfurt a. M.
Hoechst AG, 65931 Frankfurt a. M.
Hoechst AG, 65931 Frankfurt a. M.



2.1.3 Gerite

Folgende Geriite wurden zur Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit eingesetzt:

Absaugpumpe
Analysenautomat
Bildanalysesystem
Bildver arbeitungskarte
Heizspannungsquelle

Mikroskop

Objektiv

Petrischalen
pH-Meter
Schlauchpumpe
Stimulator

Ther mometer

Videokamera
Wasser bad
Zentrifuge
Zentrifugenrohrchen

Silikonschlauche

Ismatec M$4 Reglo 6-100, CH-8152 Glattbrugg
BM/Hitachi 917, 68259 Mannheim

Quantimet 520, Cambridge Instruments, Cambridge, UK
ITX-VS100-AT, Imaging Technologies, Woburn, USA

Voltcraft Labornetzgerit TNG30,
Conrad Elektronik, 92240 Hirschau

Nikon-Diaphot TMD Inverted Microscope
Instruments S.A., 85630 Grasbrunn

Nikon Fluor 10 Phl DI
Instruments S.A., 85630 Grasbrunn

35/10 Greiner, 72636 Frickenhausen

Schott CG 825, Fischer oHG, 60487 Frankfurt

RCT E-25, Reichelt Chemie Technik, 69126 Heidelberg
Stimulator Il HSE, Hugo Sachs Elektronik, 79232 March

Y Sl Yelow Springs Instruments Mod. 49TA
Dr. Schlag, 51429 Bergisch Gladbach

Philips Netherlands

Thermomix 1440, Braun AG, 34212 Melsungen
Heraeus Christ Minifuge GL, 63457 Hanau
16-100 PS, Greiner, 72636 Frickenhausen
Labokron, Fischer oHG, 60487 Frankfurt

2.2 Tierpraparation, Herzisolation



Die Untersuchungen wurden an isolierten Herzmuskelzellen  vamlulten Meerschweinchen
(Gewicht ca 0D minnlichen Geschlechts durchgefiihrt. Die Tiere wurden r dep
Priparation mit Ather narkotisiert. Um einen frithzeitigen Atemstillstand aufgrund er
atemdepressiven Wirkung es Athers rechtzeitig erkennen zu konnen, wurden ie Tdere
iiberwacht. Nach Eintritt der Narkose wurde mittels Schmerzprobe maOhr des Tieres die
ausreichende Narkosetiefe iiberpriift.

Anschlieflend erfolgte das Durchtrennen virarotiden, Halswirbelsiule und Riickenmark
sowie die Fixation auf einem Sektionstisch. Es wurde nun mit einem Schnitt entlang der
Rektusscheide das Abdomen bs zum Processus xyphoideus des Sternums ersffnet. Es folgte
die Eroffnung des Brustkorbes durch  rizortaelen Einschnitt n asi Didphragma, das
Durchtrennen er Rippen in der hinteren Axillarlinie und schliefdich as Entfernen der
Thoraxwand einschliefdlich des Sternums. Das nun frei zugingliche Herz-Lungenpaket wurde
aus dem Thorax gelost und sofort mit eiskalter Krebs-Ringer-Lésung umspiilt.

Im Anschlul3 erfolgte das Entfernen der Lungen van Herzen sowie die Darstellung der hinter
dem Thymus gelegenen Aorta. Letztere wurde tangential  imeszendierenden Part durchtrennt
und mit Hilfe i@es Kunststoffadapters kaniiliert. Dabei war zu d&achten, @ i@ Spitze des
Adapters ish lwerhalb e Aortenklappe befand, m eine Perfusion &b Myokards iiber die
Koronararterien zu gew:hrleisten.

Das kaniilierte Herz wurde nun iiber die Koronararterien manuell 2 miiteiner
heparinisierten Krebs-Ringer-HEPES-Pufferlosung gespiilt, m ene Entblutung der
Koronargefille zu ereichen. Auf diese Weise wurde die Bildung von intrakoronaren
Thromben eshindert, unde Lage des Perfusionsadapters verifiziert. Seine korrekte Lage
zeigte sich durch ein Abblassen der Koronarien.



2.3 Zédllisolierung

Die Technik der Zellisolierung beruht auf einem enzymatischen Digestionsvorgang, in dessen

Verlauf die bindegewebigen Strukturen des Interstitiums aufgel 6st werden.

Die Isolierung der Kardiomyozyten erfolgte mit Hilfe ener Langendorff- Perfusi onsapparatur,
an iedlas katheterisierte Herz angeschlossen wurde. Das Herz wurde zunichst iiber iinff
Minuten mit 37°C warmer Pufferlosung in ffienem Kreislauf perfundiert. Daraufhin wurde
die Pufferlosung durch eine Kollagenaselosung ersetzt und er Perfudonskreislauf
geschlossen. Das Herz wurde nun iiber einen Zeitraum von  Z8linuten egundiert, wobei
jeweils nach 10  uiiinute2Dje 15 ul Calcium-Stammlésung (25 mmolar) zugegeben
wurden. Es folgte die Zerkleinerung des Herzens mit Hilfe éner Pinzette und eines Skalpells
in einer Petrischale.

Das o swgnnene Material wurde in ein Becherglas mit BSA-1  lugpKollagenasel sung
iiberfithrt und der Trennungsvorgang des Gewebes durch Verwirbelung mit Sauerstoff
gefordert. Im Anschlufd wurde die Zellsuspension durch ein Nylonsieb in Zentrifugenréhrchen
gefiltert und mit Zentrifugenlsung versetzt. Nach zweifacher Zentrifugation der Zellen fiir 90
Sekunden & 25 g (400 upn) und Austausch as Uberstandes durchlief die Zellsuspensionen
ein Trennmedium (BSA2), nu ntekte und geschidigte Zellen  meinander zu trennen. Bel
diesem Trennungsvorgang sedimentierten intakte stibchenférmige Myozyten aufgrund ihrer
hoheren Dichte rascher auf den Boden as geschidigte ufgerundete Zellen. Die hieraus
erhaltene Zellsuspension wurde noch einmal  miPufferlosung versetzt und fiir 90 Sekunden
zentrifugiert. AnschlieRend konrten de Zellen fiir die jeweiligen Versuche aif entsprechende

Petrischalen bzw. Titrierplatten verteilt werden.
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2.4 Durchfiihrung der kardiomyozytiren Kontraktilitatsbestimmung

Die zur Kontraktilititsbestimmung vorgesehenen Zellen wurden auf mit Pufferlosung gefiillte
Petrischilchen aufgetragen. Sie wurden fiir mindestens 15 Minuten e Reumtemperatur
inkubiert, m @n Haften der Kardiomyozyten am Schilchenboden zu ermoglichen. Das
Haften er Kardiomyozyten gewihrleistet, a3d kahierende Zellen ihren Standort nicht
andern, was fiir die Bestimmung der Kontraktilitit els defit Bildanalyse-Systems
wesentlich ist. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde in as Petridchilchen ene
Stimulationsel ektrode eingebracht, die mit einem Stimulator verbunden wurde.

Um eine konstante V ersuchstemperatur zu erreichen wurde ein Heizring, bestehend aus ca. 50
Windungen eines 300 um dicken lackierten Kupferdrahtes konstruiert, der in eine Plastikhiille
eingebettet wurde. Der Durchmesser des Heizringes wurde so bemessen, dal? ein direkter

Kontakt mit der Wandung des Petrischilchens gewihrleistet war.

Abb. 1 :Heizspule, die um ein Petrischdlchen kerum angebracht wurde. Nach Beendigung @s Versuches konnte
die Heizspule problemlos entfernt und um das folgende Versuchsschelchen herum angebracht werden.
Petrischdlchen ohre Heizspule (1), Heizspule an Petrischdlchen ariegend (2), Anschluf’dréihte der Heizspule an
ein Netzger:it (3)

Mit Hilfe ineseregelbaren Netzgerites wurde der Heizring mit Strom versorgt. Durch
kontinuierliche Temperaturiiberwachung mit einem Digitalthermometer konnte @ne konstante

Versuchstemperatur von 35°C eingehal ten werden.
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Unter dem Phasenkontrast-Mikroskop wurde ine morphologisch intakt erscheinende Zelle
fokussiert, ie gun iiber den Zeitraum von drei Minuten mit einer Frequenz von  H@,5
stimuliert wurde. Als morphologisch intakt galten stibchenférmige Zellen, eren
Querstreifung deutlich zu erkennen war. Die Konturen der Zellen  dien iaht abgerundet
erscheinen - dies hitte ufaein intrazellulires Odem hingedeutet - und ein Ansprechen erd

Zéelle auf eine Probe-Stimulation mul3te gegeben sein.

Abb. 3: Sandbild der Videoaufzeichnung zur Bestimmung edkardialen Kontraktilitéit. Vitaler Kardiomyozyt,
geeignet zur Kontraktilitétsbestimmung (1); avitaler, aufgerundeter Kardiomyozyt, der auf Elektrostimulation
nicht reagiert (2)

Zur Bestimmung der kardiomyozytiren Kontraktilitit wurde das Phasenkontrastbild er d
einzelnen kotrahierenden Zelle mit Hilfe mer an das Mkroskop gekoppelten Videokamera
iiber den Zeitraum von ra Minuten ab Stimulationsbeginn mit einem VHS-Videorecorder
aufgezeichnet. Am Ende dieser Stimulationsphase wurde iiber einen Zeitraum von fiinf
Minuten iedPufferlosung gegen asdversuchsspezifische Substratmedium ersetzt. Um den
Losungswechsel naglichst vollstindig durchzufiihren, wurde das Petrischilchen, welches ein
Volumen von n® hatte, mit ca.  1@nl Versuchsmedium gespiilt. Wichtig war es, wihrend
des Spiilvorganges einen ewjissen Fliissigkeitspegel  i8chilchen icht zu  tarschreiten,
um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern. Samtliche Versuchslésungen wurden vor ihrem
Einsatz in einem Wasserbad auf 35° C erwiarmt, m Temperaturschwankungen wrzubeugen.
Dem Spiilvorgang mit dem Versuchsmedium folgend wurde derselbe Kardiomyozyt erneut
fiir drei Minuten stimuliert und dessen K ontraktionen aufgezeichnet.
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Es folgte wiederum ein Spiilvorgang, iesma d Puffemitsung, m das Gubstrat
herauszuwaschen. Hier wurde grof3ziigig mit ca. 20l gespiilt. Es folgte rreeut eine drei-

miniitige Stimulation und Aufzeichnung der Zelle.

2.4.1 Analyse der kardiomyozytiren Kontraktilitait

Die Videoaufzeichnung des kontrahierenden Kardiomyozyten wurde iiber eine Bild-
verarbeitungskarte mit 6 Bit (64 Graustufen) Tiefe digitalisiert. Von einem ni et Phase der
Relaxation gespeicherten Bild wurden alle folgenden Bilder in Echtzeit (Videofrequenz - 25
Hz) subtrahiert. Das so gewonnene Bild zeigte die Differenz zwischen dem aktuellen und dem
zuvor in relaxiertem Zustand gespeicherten Bild, d.h.an Stellen, an denen sich de Grauwerte
im aktuellen relativ. zum gespeicherten Bild idnderten, erschienen im sonst schwarzen
Differenzbild elle Bereiche. Die Anderungen er Giaustufen wihrend der Kontraktion
entstanden sowohl durch Flicheninderungen der Zelloberfliche, als auch  dieh Anderungen
der Zelldicke. Helle Bereiche im Differenzbild karrelierten mit der Zellbewegung und wurden
als Mal3 fiir letztere verwendet.

Um die kardiomyozytire Kontraktilitit einer Zeitachse zuordnen zu koénnen, wurde das
Differenzbild analog in @s Bildanal ysesystem Quantimet 520 transferiert und dot wiederum
digitalisiert (8 Bit, A5faustufen). Mit diesem Bildanalysesystem war es moglich, ale
Bildpunkte, deren Graustufe iiber einem vorher festgelegten Grenzwert lagen, in ein Binirbild
zu iibertragen. Die Pixel dieses Binirbildes konnten mit einer Frequenz von 8,4Hz bestimmt
und somit der Zeit zugeordnet werden. Die Pixelwerte gegen ielZeit aufgetragen ergaben
eine Kontraktionskurve, ie der kardlomyozytiren Kontraktilitit entsprach. Um
Hintergrundschwankungen zu eliminieren, ie durch dBandrauschen der mininmle
Verinderungen des Fokus verursacht werden  komen, wurde imegleitendes iimum iiber
sieben ebachbarte Werte gebildet und iekes von den Orginalwerten abgezogen. Es zeigte
sich, ad ielmathematische Elimination edHintergrundschwankungen elnen Einflufd auf
die Kontraktionsamplitude hatte.

Um nun jeder Messung einen absoluten Wert der Kontraktilitit zuordnen zu kénnen, wurden
die jewells fiinf hochsten Kontraktionsamplituden anittelt. Der gemittelte Wert dieser iiif

14



hochsten Amplituden stellte die Kontraktilitit einer Messung in  erdEinheit Pixel dar. Die
Bestimmung der Kontraktilitit iiber das ith®l der iinf maximale Kontraktionsamplituden
war sinnvoll und  twendig, da ufgrunéd er Mefifrequenz von Hz8pcht ede
Zellkontraktion in ihrem Kontraktionsmaximum bestimmt werden konrie. Es ergab sich eine
periodische ~ Amplitudenschwankung.  Wurde jedoch aus den  maximalen
Kontraktionsamplituden ein Mittelwert gebildet, terkoner zud eobeclitenden Grole
»Kontraktilitit® die Mef3punkte zugeordnet werden, ie d@heremaximalen Zellkontraktion

entsprachen.

15
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2.5 Bestimmung der Wirkung von Glibenclamid und Glimepirid auf die Vitalitit
von Kardiomyozyten

Zur Bestimmung der Vitaitit der Herzmuskelzellen wurde das Enzym Laktatdehydrogenase
(LDH) aus dem Uberstand einer Zellsuspension estimint, ie vat Zentrifugation eine
definierte  Kardiomyozytenmenge nthielt. Die Kardiomyozytenmenge wurde durch
Zdzihlung in einer volumendefinierten ,, Neubauerschen Zihlkammer bestimmt.

Die Kardiomyozyten in @n Zellsuspensionen wurden iiber zwei Stunden mit einer Frequenz
von 0Bz bel 37° C in einem Brutkasten stimuliert. Zur Bestimmung der LDH-Aktivitit
wurden jeweils vor und ah der Stimulation Proben aus dem Uberstand & Zellsuspension
entnommen. Ein Teil der Zellsuspension wurde zur Bildung einer Positivkontrolle bei -20° C
eingefroren undleder aufgetaut. Diese maximal geschidigte Zellsuspension wurde dann
ebenfals iiber zwel Stunden  ten den ben aufgefiihrten Bedingungen stimuliert. Die von
dieser maximal geschidigten Zellsuspension gewonnenen Proben, ezidhungsweise deren
LDH-Aktivititen va und rach Stimulation, gaben zum einen Aufschluf iiber die ereichbare
LDH-Aktivitit bei groBtmoglicher Zellschadigung, zum anderen  korien sie  ubzeigen, dai3
es durch ielStimulation underem Bedingungen icht zu einem Abfall der LDH-AKtivitit
kommt. Dieser hitte die Beobachtung eines Anstieges der LDH-AKktivitit als Zeichen einer
Zellschadigung unter Stimulation verhindern kénnen.

Die LDH-Bestimmungen wurden im Zentrallabor des Universititsklinikums Frankfurt am
Main duchgefiihrt. Sie wurden cbrt nach der ,, optimierten Standard-Methode" der Deutschen
Gesellschaft fiir klinische Chemie durchgefiihrt, welche folgendes Testprinzip beinhal tet:

Pyruvat+NADH +H "« | aktat+NAD*

Zur LDH-Bestimmung wurden der zur bestimmenden Probe en Phosphat-Puffer €8 mmol/I ,
pH 7,5) und Pyruvat (0,73 mmol/l) hinzugefiigt. Als Startreagenz der Reaktion iented
reduziertes Nicotinamidadenindinucleotid (NADH, 1,1 mmol/l).

Das Reaktionsgleichgewicht der oben aufgefiihrten Reaktion liegt auf Seiten der Endprodukte
Laktat und Nicotinamidadenindinucleotid (NAD™). Dies fiihrt nach Zugabe der Startsubstanz
NADH zu einem Anstieg des NAD™ und einem Abfall des NADH, welcher photometrisch
iiber den Extinktionsabfall bei 340 m bestimmt wird. Der Extinktionsabfall pro Zeit
korreliert mit der vorliegenden LDH-Enzymaktivitit.
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Die LDH-Bestimmung wurde mit Hilfe ines BMéHitachi 917 Analysenautomaten
durchgefiihrt.

Die LDH-AKktivititen der einzelnen Messungen wurden unter Verwendung eines ,, cell njury
index* standardisiert (Legrand et al. 1992).

(LDH nach Stimulation) — (LDH vor Stimulation)
. —X
(LDH nach Lysealler Zellen) — (LDH vor Stimulation)

Cdlinjury Index=

Der ,cell njury index“ gibt den rogentuaden Antell der Zellschiadigung in Bezug auf die
LDH-AKktivitit bel maximaler Zellschiadigung an.
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2.5.1 Entwicklung einer Stimulationskammer

Um wglichst viele Versuche gleichzeitig unter gleichen Bedingungen mit den Zellen eines
Tieres durchfithren zu konnen, wurde ine Stinelationskammer entwickelt, ie s d
ermoglichte, gleichzeitig 24 Proben zu stimulieren. Die Stimulationskammer bestand aus
einer Zellkultur-Platte mit 24 Feldern, die dle iiber die Abdeckung der Platte mit jpewells zwel
Platinelektroden  éstiickt wurden. Sie rehielt weiterhin eine Steuerelektronik, id mit Hilfe
zweier Schieberegister Multiplexer) in dr Lage war, @n Impuls von zwei Stimulatoren auf
jeweils 4 Reihen zu je 3 Schilchen zu erteilem (Abb. ). Di& war nétig, a died
Ausgangsleistung des verwendeten Stimulators begrenzt und ieder nicht n i eddLage war,

mehr als drel Felder gleichzeitig zu stimulieren.

Abb.5: Blick auf die eroffnete Simulationselektrode: Zellkulturplatte (1), X 2 24
Stimul ationsel ektroden (2)
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Um eine zur Stimulatorfrequenz synchrone Verteilung der Impulse zu eyvihrleisten, wurde
das Umschalten der Steuerelektronik auf die jewells nichste Plattenreihe durch ein Signal des
Stimulators getriggert, welches der Frequenz des Stimulators entsprach. Die Steuerelektronik
paldte sich so edFrequenz des Stimulators an. Dies teHte ine fehlerfrele Verteilung und
Ubertragung der Impulse durch die Steuerelektronik sicher.

5 OOOIOOO
StimIJIator‘ elek?:g{ik 00 OO®) eli?:;-ik ) Stimul ator
2be | oOoO|cTO ) b
4x 0,5 Hz QQQ QQQ 4x 0,5 Hz

Abb.6: Schematischer Aufbau der Stimulationskammer .

Das Herzstiick e Steuerelektronik war ein  Bit-Schieberegister, s iiber das Triggersignal
des Stimulators getaktet wurde. Angesteuert wurden  Sehalttransistoren, ie den Stimu-
lationsimpuls von 80 Volt auf die jeweilige Plattenreihe schalten konrten. Vier Leuchtdioden,
die ebenfalls mit den Ausgingen des Schieberegisters verbunden waren, denten der optischen
Kontrolle der Impulsverteilung. Mit Hilfe énes Tasters konnte manuell der Ausgangszustand
des Schieberegisters wiederhergestellt werden. Die beiden Steuerelektroniken wurden iiber
ein gneinsames pEannungsstabilisiertes Netzteil, as aus einer 9V olt-Blockbatterie gespeist

wurde, betrieben.
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Abb.7: Blick auf die Simulationselekirode. Markiert sind folgende Bauteile:  uliplexer-Chip (1),
Schalttransistoren (2), Kontroll-Leuchtdioden (3)
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2.6 Statistik

Sowohl zur Bestimmung der Kontraktilitit als auch zur LDH-Bestimmung wurden an erd
Kardiomyozyten jedes Tieres drei Messungen urchgefithrt. Der Mittelwert dieser drei
Messungen wurde der kardiomyozytiaren Kontraktilitit bzw. ain LDH Wert des jeweiligen
Tieres (n) zugeordnet.

Die Ergebnisse @ner Versuchsreihe (Stichprobe) wurden nach David et al. (1954 - zitiert nach
Sachs 1992) auf Nichtnormalitit getestet. Normalverteilte Stichproben wurden  ter
Verwendung des zweiseitigen t-Test auf Signifikanz iiberpriift. Ansonsten wurde zur
Ermittlung des Signifikanzniveaus der zweiseitige U-Test nach Wilcoxon, Mann
Whitney, der dem Vergleich zweier unabhingiger Stichproben mit unbekannter Verteilung
dient, angewandt (Sachs 1992).

Weiterhin wurde der Standardfehler des ittBliwertes (standard error of the mean, SEM)
berechnet. Er wird nach folgenden Formeln bestimmt :

_s o nEx (XX
>~ n(n—1)
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3 Ergebnisse

3.1 Zellausbeute

Durch as bedchriebene Isolierungsverfahren tekkonro Tipr zwischen 700.000
1.400.000 Kardiomyozyten gawonnen werden. Der Anteil der vitalen Zellen in Bezug auf die
Gesamtzellausbeute variierte zwischen 5% - 20%. Es bestand ein Zusammenhang zwischen
Praparationszeit des Herzens und dem Antell vitaler Zellen, d.hiirzére Priparationszeiten

fithrten zu einem groBeren Anteil vitaler Zellen.

3.2 Ergebnisse der Kontraktilititsbestimmungen

3.2.1 Beeinflussung der Kontraktilitiat durch Rilmakalim

Zu Beginn edKontraktilititsbestimmungen wurde ine Dosiswirkungkurve fiir den K*atp-
Kanaoffner Rilmakalim erstellt, m eineu geeignete Konzentration zur Kontraktions-
reduzierung festlegen zu konnen. Die Ergebnisse dieser Versuchsreithen sind in Tab.  Isowie
Abb. 8 dargestel|t.

Tab.l: Tabellarische Darstellung der Dosiswirkungkurve von Rilmakalim (RK) + EM. e
Kontraktilitatswerte sind relativ. zu den densekoen Zellen rchgefiiloitien  substratfreien
Leerkontrollen (Calcium-Sandardigsung). Als weitere Kontrolle wurde die Kontraktilitat einer 12
umolaren Dimethylsulfoxid (DMSO) Lésung als Losungsmittelkontrolle angegeben. Diese unterschied
sich ichtnsignifikant von en Meerkontrollen. "p<0,01 vs. Lsungsmittelkontrolle, ~"p<0,001 vs.
Losungsmittelkontrolle

DMSO RK RK RK RK
(22 umal) | (0,2 umal) {(0,3umol)| (1umal) (3umoal)
Versuchstiere (n) 6 6 6 6 7
Kontraktilitit (%) | 101+52 [705+37 | 62+76 |524+73 | 9+65
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Abb. : Gr8phische Darstellung er Ridmakalim-Dosiswirkungsbeziehung uf dia Kontraktilitct
isolierter Kardiomyozyten
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Abb. 9: Beispiel hafte Darstel lung von Kontraktionskurvenunter dem Einflul3 von Rilmakalim, die die
Dosiswirkungsbeziehung der Substanz auf die Kontrakiilitditi solierter Kardiomyozyten wider spiegeln
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Die Versuchsreihen zur Bestimmung der Beeinflussung der kardiomyozytiren Kontraktilitit
durch Rilmakalim ergaben eine dosisabhingige Abnahme der Kontraktilitit, de bel 0,1 umol
Rilmakalim 70,5% des Wertes der Losungsmittelkontrolle betrug. Bel einer Konzentration
von unmbl zeigte sich eine Halbierung der Kontraktionsamplituden im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle. Rilmakalim ni einer Konzentration von uBhol ergab im Mittel nur
noch eine Restkontraktilitit von %.9Bei dieser Konzentration zeigte sich in Messungen
einzelner Kardiomyozyten ereits eine vollige Aufhebung der Kontraktilitit, ie jatloch
immer reversibel war.

Pilotuntersuchungen (n=2 Priparationen) zeigten lei Rilmakalimkonzentrationen iiber 3umol

(4umol, 8umoal, hier nicht dargestellt) eine vollstindige Aufhebung der Kontraktionsfzhigkeit,

diein enzelnen Versuchen irreversibel war.

5000

vor dem Zusatz wahrend der Zugabe Nach dem Zusatz
von 3 pmol RK von 3 pmol RK von 3 umol RK

4500 +
4000 +
3500 +
3000 +

2500 +

Pixel

2000 +

1500 +

1000 +

. L

Zeit

Abb. 10: Originalkurven einer Kontraktilititsbestimmung unter dem Einflufd von 3 umol Rilmakalim
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3.2.2 Beeinflussung der Kontraktilitiat durch Glibenclamid bzw. Glimepirid in
Kombination mit Rilmakalim

Zur Untersuchung des Einflusses von Glibenclamid sowie Glimepirid auf die durch
Rilmakaim  herbeigefiihrte
Konzentrationen es peweiligen Sulfonylharnstoffs 3 umol Rilmakalim hinzugegeben. Es
ergaben sichdiein Tab. 2 dargestellten Werte. Abb. 11 fal3t die Versuchsergebnisse graphisch

Kontraktilititsminderung  wurden  zu erschiedenen

zusammen. Beide Sulfonylharnstoffderivate zeigten bereits in el niedrigsten Konzentration
eine 0,0d8utliche Rilmakalim-bedingten
Kontraktilititsminderung, wobei Glibenclamid efeits in iedWirkung
von Rilmakalim stirker aufhob als Glimepirid. Auch e alén weiteren eingesetzten

von pmol Abschwichung  der

iader Konzentration

Konzentrationen zeigte sich, dal3 Glibenclamid id Wirkung von Rilmakalim starker aufhob
als Glimepirid, wobel jedoch mit beiden Substanzen auch bei einer Konzentration von 3umol
der Ausgangswert der Kontraktilitit der Losungsmittelkontrolle nicht erreicht wurde. Diese
Differenz urzZLssungsmittelkontrolle bei einer Sulfonylharnstoffkonzentration ~ vonumads

war jedoch fiir beide Substanzen statistisch nicht signifikant.

Tab. : Kahtraktilitit der Kardiomyozyten unter dem EinfluB von umoB Rilmakalim und em
jeweiligen Qulfonylharnstoff (GC=Glibenclamid, GP=Glimepirid) in verschiedenen Konzentrationen.
Die Kontraktilititswerte beziehen sich uf an aenselbend Zellen urchgefiitirte substratfreie
Leerkontrollen (Calcium-Sandardigsung = 100%). (n) = Anzahl der eparaen Préparationen.
“p<0,05 *p<0,01 **p<0,001 vs. Lssungsmittelkontrolle.

Sulfonylhar nstoff plus 3 umol Rilmakalim
Konz. Sulfonylhst. | 0,03umol | 0,2umol | 0,3 umol 1 umol 3 umol 9 umol
(n) GCIGP 6/6 7/5 717 717 717 -16
Kontrakt. (%) GC | 42,8+6,8" |754+83 | 85+55 | 88,6+13 | 97,3+43 -
Kontrakt. (%) GP |30,6+6,8"40,3+8,3""| 722+ 6,2" | 795+ 2,8" [80,1+4,7 | 91,9+ 8,8
Differenz GC-GP 12,2 351" 12,8 91" 17,2 -

Es zeigte sich b alen utersuchten Konzentrationen, 3 Glimepirid i durch Rilmakalim

induzierte Kontraktilititsminderung in geringerem Ausmal3 abschwichte & Glibenclamid. In

den Konzentrationen

Signifikanzniveau.

Horbl,

unibl und
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3.2.3 Beeinflussung der Kontraktilitiat durch Glibenclamid bzw. Glimepirid

Zusitzlich zu  en en d argediellted Untersuchungen wurde die jeweils hochste
Konzentration er 8ulfonylharnstoffe ohne Zusatz von Rilmakalim Hinblick auf eine
Beeinflussung der Kontraktilitit untersucht.

Tab. :3Tabellarische Darstellung der Kontraktilitit unter dem Einflu von Glibenclamid (GC) und
Glimepirid. (GP). Die Kontraktilitatswerte sind relativ zu e arerelben Zellen durchgefiiarten
substratfreien Leerkontrollen (Calcium-Standardigsung = 100%). Als weitere Kontrolle wurde die
Kontraktilitit einer 12 umolaren Dimethylsulfoxid (DMSO) Lésung als Losungsmittelkontrolle
angegeben, welche sich nicht signifikant von Leerkontrolle unterschied.  wshl Glibenclamid als
auch Glimepirid waren in Bezug auf die Losungsmittelkontrolle nicht signifikant unterschiedlich.

DM SO GC GP

12umol Sumol 9umoal
Versuchstiere (n) 6 6 6
Kontraktilitit (%) 101,08+ 5,2 | 1045+6,4 |97,6+ 3,2

Dabel zeigte sich, a8 weder das Losungsmittel DMSO noch i beiden Sulfonylharnstoffe
die Kontraktilitit der Kardiomyozyten im Vergleich zu @n nu mit Kontrollpuffer Calcium-
Standardlosung) inkubierten Zellen beeinfluf3ten.
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3.3  Effekt der Sulfonylharnstof fe und Rilmakalim auf die Zellvitalitit

Neben erdBedeutung der LDH-Bestimmung in  erdklinischen Chemie kann iedvethode
dazu i@nen, Aussagen iiber die Vitalitit von Zellkulturen zu gewinnen (Racher et a 1990).
Durch Steigerung der Membranpermeabilitit bzw. Zellyse bel etmina geschidigten Zellen
gelangt die physiologischerweise intrazellular gelegene LDH in - @ extrazellulire Medium.
Aus diesem kann die Aktivitit des Enzyms bestimmt werden.
Die Laktatdehydrogenase katalysiert reversibel die Reaktion :

Pyruvat+NADH +H * <2 | actat+NAD*

Aufgrund er zbntralen Bedeutung dieser Reaktion, es létzten Schrittes der Glykolyse,
kommt dieses Enzym ubiquitir in ed Zellen eslmenschlichen  urtilerischen Organismus
vor. In Herzmuskelzellen, ied inen erausragendem Energieumsatz haben, findet am ied
LDH in esbnders hohen Aktivitdten. Untersucht wurden Zellsuspensionen, enen jewells
Glibenclamid, Glimepirid sowie Rilmakalim zugesetzt worden war. Die Substanzen wurden
in en Konzentrationen zugesetzt, ie ddn maximalen Testkonzentrationen wihrend der
Kontraktilititsbestimmungen entsprachen. Zur Quantifizierung eines Zellschadens wurde der

»Cell injury index* verwandt (Byler et al 1994). Dieser wird nach folgender Formel bestimmt :

(LDH nach Simulation) — (LDH vor Simulation) y
(LDH nach Lysealler Zellen) — (LDH vor Stimulation)

Cell injury Index =

Er gibt die Zellschadigung in Prozent zum maximal maoglichen Schaden an.
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Nech zweistiindiger elektrischer Stimulation stieg unter keiner der getesteten Substanzen e
absolute LDH-Gehalt n eh Zellsuspensionen an. Es zeigte sich weiterhin  éin Unterschied
zum Kontrollmedium. Somit konnte fiir keine der untersuchten Substanzen (Glibenclamid,
Glimepirid und Rilmakalim) eine zellschzdigende Wirkung nachgewiesen werden.

Auf eine Uberpriifung von Substanzkombinationen wurde ufgrund aer ehlenden

zellschidigenden Wirkung der Einzel substanzen verzichtet.

Tab. AAbsolutwerte der LDH-Bestimmungen vor @wie nach zweistiindiger elektrischer Stimulation
in en phweiligen  bstamzssungen Rilmakalim (RK), Glibenclamid (GC), Glimepirid (GP). Als
Kontrolle diente eine Losung der maximal vorkommenden Losungsmittelkonzentration (DMSO 12
umol). Der 100%-Wert gibt die LDH-Konzentration da maximaler Schddigung der Zellen durch
Einfrieren an. Die Werte beziehen sichauf 10.000 Zellen pro ml

DMSO RK GC GP 100%
(12umol) (3umal) (Bumal) (9umoal)
Versuchstiere (n) 5 5 5 5 5

LDH vor Stimulation |106,5+ 27,2| 96,4+ 24,1 |109,4+27,4| 959+ 255 |174,3+ 40,2

LDH nach Stimulation | 92,7 + 24,3 | 100,9 + 25,2 | 103,6 + 24,2 | 100,1 + 25,3| 175,5 + 38,6

Tab. : cdl rjury indéx nach zwestindiger Kardiozyten-Simulation in  en jewelldyen
Substanzgsungen Rilmakalim (RK), Glibenclamid (GC), Glimepirid (GP). Keine der Substanzen
fiihrte zu signifikantem Zelltod. Als Kontrolle diente eine Losung er nahximal vorkommenden
Losungsmittelkonzentration (DMSO 12umol).

DMSO RK GC GP
(22umol) | (Bumol) | (Bumol) | (9umol)
Versuchstiere (n) 5 5 5 5
cell injuryindex | 26+41 | 64+15 |25+27| 24+25
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Abb. 13Graphische Darstellung & Tabelle 4. Die Werte stellen Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) der absoluten LDH Konzentrationen im Uberstand von Zellsuspensionen da, die
den gegebenen Substanzen  sgesetzt waren. Zusitdich  ufgefiihrt sind  iedaten fiir maximal
geschédigte Zellen (100%). RK3 = 3 umol Rilmakalim, GC3 = 3 umol Glibenclamid, GP9 = 9 umol

Glimepirid
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4 Diskussion

Bezogen auf die in er cEinleitung formulierten Fragestellungen abbn ie dlurchgefiihrten
Untersuchungen folgende Ergebnisse erbracht :

Wihrend elektrischer Stimulation  ewirkte IRilmakalim eine konzentrationsabhingige
Minderung der Kontraktilitit der isolierten Kardiomyozyten. Sowohl Glibenclamid als auch
Glimepirid waren in er Ldige, ie dirch Rilmakaim nduzierte Kontraktionsminderung
konzentrationsabhingig zu antagonisieren. Allerdings zeigte sich in  ieser Hidsicht
Glimepirid eutlich schwicher wirksam as Glimbenclamid, @eh.durch Rilmakalim
induzierte Kontraktionsminderung wurde durch Glimepirid weniger stark antagonisiert as
durch Glibenclamid. Als Einzelsubstanzen zeigten ellde Sulfonylharnstoffe keinen Einfluf3
auf die Kontraktilitit der Zellen.

Die Vitditit der Kardiomyozyten wurde durch einekder hier untersuchten Substanzen

beeintrichtigt.

Die Wahl der isolierten Kardiomyozyten als Versuchmodell  iiBegensatz uzeinem Ganz-
herzmodell erschien sinnvoll, da so Wirkungen der Substanzen auf kardiovaskulire Elemente,
welche ihrerseits Einflufd auf die Kontraktilitit des Herzmuskels @wie deren Vitalitit haben
konnten, ausgeschlossen werden  kden. Es war moglich, mit den Kardiomyozyten eines
Tieres eine Viezahl von Versuchen rchzufiihden. Dadurch ten zkomneinen
interindividuelle Unterschiede zwischen end/ersuchstieren innerhalb einer Versuchsreihe
vermieden werden. Zum anderen ten ikorldntersathungen im Vergleich zu
Ganzherzmodellen an wesentlich weniger Versuchstieren durchgefiihrt werden. Die Nechteile
isolierter Kardiomyozyten als Versuchsmodell &gen sicher in ihrer aufwendigen Isolierung,
die nicht bei edem Tigr zum Erfolg fithrt. Weiterhin ist die Ubertragung der
Versuchsergebnisse af den kanpletten Organismus nur bedingt naglich, @ viele Faktoren,
wie belispielsweise vaskulire oder nervale Einfliisse, hier nicht beriicksichtigt werden.
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4.1 Diskussion der Kontraktilitatsergebnisse

Grundsitzlich existieren zwel unterschiedliche Verfahren, m diel kontraktile Aktivitit
isolierter Kardiomyozyten zu  antpizieren. Das ist zum einen ie direkte Messung der
ausgeiibten Krifte mittels Kraft/Weg-Aufnehmern (Copelas et a., 1987 un8hepherd et al.,
1990) und zum anderen ie indiredte,  to-elektropische Analyse der Bewegung.
M ethodische Probleme der direkten Kraftmessung ergeben sich var allem aus der Befestigung
des Kraft/Weg-Aufnehmer an er Zdlmembran, eren dntegritit durch ie natwendige
Priparation leicht zerstort wird. Die indirekte, om-elektronische Messung der Kontraktilitit
beruht inPrinzip auf Helligkeitsinderungen im  rkroskopischen Bild, dnvorgerufen dah
die Bewegung der Kardiomyozyten. Ein wesentlicher Vortell der opto-elektronischen
Methoden ist, @B sie beriihrungsfrei und olme besondere Priparation zu realisieren sind. Die

Helligkeitsinderungen lassen sich auf verschiedene Weise erfassen :

1. Durch iiber einer Kante i@er kontrahierenden Zelle positionierte Photodioden (Sinclair et
a., 1970, Meyer et d., 1987, Barry et a., 1985, Werdan & Erdmann 1991).

2. durch Lichtbeugung (Rohr 1990).

3. durch ildabalytische Methoden wie z.B. Echtzeit-Kantendetektion (Staedmann et al.,
1988), Einzelbildanalyse (Rose & d., 1991) oder die hier verwendete Methode (Riehle und
Bereiter-Hahn, 1994).

Mit der beschriebenen ildabaytischen Methode ist es prinzipiell  6glich, Zellgruppen,
einzelne Zellen sowie subzellulire Bereiche aif ihre Kontraktilitit hin zu urtersuchen (Riehle
und Bereiter-Hahn, 1994).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschliefdlich einzelne Zellen analysiert.

Gegeniiber den anderen zitierten ildanddytischen Methoden liegt der Vorteil der hier
angewandten Methode in @ Nutzung von Echtzeitverfahren, id seeriibrigt, ié Bilder der
Kardiomyozyten zwecks Analyse zu speichern. Es war moglich, das Kontraktionsverhalten
der Kardiomyozyten sofort graphisch ardustellen. Allerdings erlaubte die hier verwendete
Apparatur nur eine geringe zeitliche Auflésung von Hz, 8#s ene maximale

Kontraktionsfrequenz von ca. 120/min erlaubte.
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Da simtliche Untersuchungen mit einer Kontraktionsfrequenz von /mB9 also HZ5
durchgefiihrt wurden, stellte die geringe zeitliche Auflésung jedoch einén limitierenden
Faktor dar.

4.1.1 Beeinflussung der kardiomyozytiren Kontraktilitat durch Rilmakalim

Substanzen wie Rilmakalim, welche den K arp-Kanal 6ffnen, sind eine strukturell heterogene
Gruppe, deren typische Vertreter Cromakalim, Levcromakalim, Nicorandil und Pinacidil sind.
Ihre K™ atp-Kanal sffnende Potenz iiben sie vor alem an glatter Muskulatur aus (Weston und
Edwards, 199&ie besitzen ein behtherapeutisches Potential, a sle ntiaypertensive,
antiasthmatische, laseribelaxierende und antianginése Eigenschaften esitzén (Duty und
Weston, LoBImakalim st €in K'-Kana offnendes Benzopyran-Derivat der zweiten
Generation. Es ihnelt strukturell Levcromakalim, unterscheidet sich jedoch dadurch, da3 esin

Position sechs des Benzopyran-K erns einen Phenylsul phonyl-Substituenten besitzt.

o0 M
S Y OH
> :
0Z \
0 N

Go

Abb.  : Strukturformel des Benzopyranderivates Rilmakalim, welches K™ ap-Kanal-offnende
Eigenschaften besitzt.

Es zeigte sich, dal’ dieser Phenylsul phonyl-Substituent verantwortlich ist fiir die im Gegensatz
zu anderen Benzopyran-Derivaten hohere  Wirkstirke des  Wirkstoffes, ie
Bronchialmuskulatur zu relaxieren (Englert et al., 19%%eston uBdwards, 1P9Es
wurde uch aahgewigsen, aR Rilmakaim wie ndere K arp-Kana-Offner generell
relaxierend auf glatte Muskulatur wirkt und so einen antihypertensiven Effekt besitzt (Klaus

et a., ). D98@r antihypertensive Effekt konnte durch den K™atp-Kanal-Blocker
Glibenclamid antagonisiert werden (Klaus et 4, ). D8R0 irektendNachweis der
Aktivierung kardialer K*atp-Kanile durch Rilmakalim erbrachten 1P&ic t a.ean

isolierten Kardiomyozyten des Meerschweinchens.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, a3 &ilmakalim eine dosisabhingige

Kontraktilititsminderung von Kardiomyozyten bewirkt. Bereits in einer Dosierung von 0,1

umol fiihrte Rilmakalim zu einer signifikanten Herabsetzung der kardiomyozytiren
Kontraktilitit. Eine Dosis von  jimol fiihrte nahezu zu einer Halbierung der Kontraktilitit.
Konzentrationen iiber 3 umol bewirkten meist eine kompletten Hemmung der Kontraktilitit,
die jedoch reversibel war. Die kontraktilititsmindernde Wirkung von Rilmakalim konnte
sowohl durch Glibenclamid (3 umol), als auch  dth Glimepirid - wenn auch erst nieiner
hoheren Konzentration (Qumol)  aufgehoben werden. Da diese beiden Substanzen einen
K*atp-Kana-schlieRenden  Effekt  haben, ann  angenomnten werden, da3 er
kontraktilititsmindernde Effekt von Rilmakalim Aosammenhang mit dessen 6ffnender
Wirkung auf den K*arp-Kanal steht. Der kontraktilititsmindernde Effekt von Rilmakalim-
verwandten K'arp-Kanal-Offnern wie Levcromakalim und anderen ist bereits mehrfach
untersucht worden (u.a. Jiang et a., J9®iie K arp-Kana aktivierende Funktion

Rilmakalim wurde bereits in ,whole-cell-“ und ,single-channel-“ Untersuchungen
beschrieben (Terzic teal., 1994Krause teal, 1995Im Vergleich zu anderen K arp-Kanal
offnenden Substanzen scheint Rilmakalim n Bezug auf die Kontraktilititsminderung von
Kardiomyozyten eine deutlich hohere Potenz wz egitzen. So zeigten Jiang et a. (1994) iif
Levcromakalim, einen end Rilmakalim strukturell nahestehenden K*arp-Kanaosffner, eine
kontraktilititshalbierende Wirkung erst bel einer Konzentration m 30 wmol. Die
Rilmakalimkonzentrationen, iein edvorliegenden Arbeit kontraktilititsmindernd wirkten,
lagen in eth gleichen Konzentrationsbereich, fiir den Terzic tel (1994) eine Offnung der
kardialen K'arp-Kanile beschrieb. Die in  er vorltigenden Untersuchung bestimmte
Rilmakalimkonzentration, de éne halbmaximale Kontraktilititsminderung verursachte (ECso
ca. (d@mol) und iedvon Terzic t a. mittels Patch-clamp-Untersuchungen ermittelte ECsg

(auch ca. 1 umol) fiir eine halbmaximale K*atp-K anal-Offnung, stimmen iiberein.
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Die kontraktilititsmindernde Wirkung von Rilmakalim erklirt sich somit eindeutig durch
seine offnende Wirkung auf den K'arp-Kanal. Der K'arp-Kana offnende Effekt des
Rilmakalim fiihrt iiber eine Hyperpolarisation @r Zelle afgrund eines K*-lonen-Ausstromes
zu einer Verkiirzung der Plateau-Phase des Aktionspotentials. Dies vermindert den Einstrom
von C&*.

Dasich die sarkoplasmatischen Ca*-Speicher unter dem direkten EinfluR von einstrsmendem
Ca’™ wihrend ed Systole neeeren, fiihrt ein  esminderter Einstrom von Ca®* in ielZele
auch zu einer verminderten Entleerung der Ca?*-Speicher des srkoplasmatischen Retikulums
in den intrazelluliren Raum. Freies intrazellulires Ca* ist Voraussetzung fiir die Bindung von
Myosinfilamenten an Aktinfilamente, welche zur Zellkontraktion fiihrt. Der Mechanismus,
iiber den intrazellulires Ca?* zur Bindung von Myosinfilamenten an Aktinfilamente fiihrt,
beruht auf einer Inhibition es idh Aktinfilament enthaltenen Tropomyosins, welches in
Abwesenheit von Ca®* eine Myosinfilament-Aktinfilament-Bindung verhindert. Die
Verkniipfung von Ca*-lonenkonzentration Tropangyosin-Inhibition  erlauft ber
molekulare Verinderungen in en ebedfals beteiligten Troponin-C- und Troponin-I-
Molekiilen. Eine Verringerung der intrazelluliren Ca’*-Konzentration  rchd@ffnen

K™ ate-Kanilen fiihrt demnach zu einer Kontraktionsminderung.

Die Wirkung einer Offnung kardiomyozytirer K*arp-Kanile zeigt die physiologische
Bedeutung des K™ atp-lonenkanals des Herzens auf. Durch K™ ap-Kanal-induzierten Kalium-
Auswirtsstrom kommt es iiber eine Kontraktionsminderung der Zellen zu einem reduzierten
Energieverbrauch. Betrachtet an nie Bkdingungen, terudenen sich er Khna offnet,
namlich einen Abfall des intrazelluliren ATP-Gehaltes als Ausdruck eines Energiemangels,
ist die durch Kanal6ffnung angestrebte Energieeinsparung duf3erst sinnvoll. So wird
verhindert, aldlder Energiegehat der Kardiomyozyten weiter absinkt und es aufgrund des
Energiemangels zu irreversiblen Schiadigungen zellulidrer Strukturen  koonmt. Im Rahmen e
Ischiamischen Prikonditionierung spielt die Funktion ed K'arp-Kanals eine wichtige Rolle.
Als myokardialer Faktor senkt er iiber die bereits erwihnten Mechanismen en
Energieverbrauch @ Kardiomyozyten unérhoht damit hre Uberlebenswahrscheinlichkeit.
So te gezeigt kaewden, an ie  Aktiviglung ddes K arp-Kanals bei
Koronararterienokklussion im Rahmen er Ischiamischen Prikonditionierung zu einer
Veringerung des InfarktgrofRe fithrte (Grover et a 1989). Nachteilig kann sich jedoch
auswirken, daid die Verkiirzung des Aktionspotentials durch K*arp-Kanal-Aktivierung auch zu

einer Verkiirzung der Refraktirperiode fiihrt. Dies kann zu Arrhythmien, wie sie hiufig im
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Rahmen eines Myokardinfarktes auftreten, fiihren. Untersuchungen mit einem
kardioselektiven K* atp-K anal-Blocker von Billman et al. (1998) konnten das an Hunden nach
artefiziellem Myokardinfarkt belegen. Riccioppo et a. (1997) zeigten jedoch auch an
isolierten Purkinje-Zellen es Kianinchens, daR es bei Offnung des K*atp-Kanals durch
Rilmakalim zu einer Hyperpolarisation PurkinjerFasern mmt un#to so eine

antiarrhythmische Wirkung erzielt werden kann.

4.1.2 Beeinflussung der Kontraktilitiat durch Glibenclamid und Glimepirid

Glibenclamid  ur@limepirid €elgiren zu e Antidiabetika vom Sulfonylharnstofftyp. Die
blutzuckersenkende Wirkung eines Sulfonamid-Derivats wurde 1942 zufillig von Janbon et
al. entdeckt, de beobachteten, @3 manche Sulfonamide in Tierversuchen zu Hypoglykiamien
fiihrten. Die Untersuchung idses Phinomens wurde usgeweitet und fiihrte zum klinischen
Einsatz des ersten Sulfonylharnstoffderivates 1-Butyl-3-Sulfonylharnstoff (Carbutamid).

Carbutamid wurde spiter wegen gravierender Nebenwirkungen, wie z.B. einer ausgeprigten
Knochenmarksdepression, va Markt genommen, fithrte taer zur Entwicklung einer ganzer

Gruppe antidiabetogener Sulfonylharnstoffderivate.

[
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Abb. 15 : Srukturformel des Sulfonyl har nstoffderivates Glibenclamid

Der ersten Generation er Sulfodylharnstoffe gehoren Wirkstoffe wie Tolbutamid,
Azetohexamid @d Chlorpropamid an. Glibenclamid zihlt wie Glibizide und Gliclazide zu
den Wirkstoffen ed zweiten Generation. Glimepirid ist der neueste Vertreter dieser zweiten

Sulfonylharnstof fgeneration.

38



H3C
I :N‘CO—NH-CHr-CHz—@—soz—NH—co—N-»—O-CH3
) NS
HyC—CH, 0 ,

Abb. 16 : Srukturformel des Sulfonyl har nstoffderivates Glimepirid

Glimepirid at diehgleiche sekretorische Wirkung auf die pankreatische B-Zelle wie
Glibenclamid, wlohl Glimepirid an einem anderen Protein  esdSulfonylharnstoffrezeptors
bindet wie Glibenclamid (Miiller et al. 1994Die Gefahr der Hypoglykimie, ielmit einer
relativ. heh Inzidenz wihrend einer antidiabetischen Therapie mit Glibenclamid auftreten
kann, wird fiir Glimepirid eringer geingeschitzt (Draeger 1995). Im Gegensatiz u
Glibenclamid lesitzen Metabolite von Glimepirid eine nur schwach ausgepriagte Wirkung auf
den Serum-Glucosespiegel. Dies wurde durch eine klinische Studie gestiitzt, in deren Rahmen
es ekener zu Hypoglykimien ter Glimepirid-Gabe |sunter Glibenclamid-Therapie kam
(Draeger et al. 1994 HbA;-Spiegel und Niichtern-Glucose-Werte im Serum, a's Ausdruck
der metabolischen Einstellung der Patienten, waren  ter lbmden Medikamenten icht n
signifikant unterschiedlich. Pharmakokinetisch zeichnet sich Glimepirid rch eneu
verlingerte Halbwertszeit aus, welche iee iemalige Tagesdosierung ermaglicht. Weiterhin
zeigte sich e leretperimentellen Studien an Ratten, a3 @limepirid einen priventiven
Effekt beziiglich des Auftretens eines Diabets mellitus Typ 1 hat (Cheta et al. 1995).

Ihre blutzuckersenkende Wirkung losen i Sulfonylharnstoffe durch Blockade iges K¥atp-
Kanals aus, der in der Membran der insulinproduzierenden, pankreatischen [3-Zellen zu finden
ist. In einem euglykimischen Milieu sind ie I8 atp-Kanile der pankreatischen B-Zellen
gesffnet, was iiber einen Kaliumionenausstrom zu einer elativen Hyperpolarisation @ Zelle
fithrt. Eine Hyperglykimie bewirkt n er P-Zdlle des Pankreas einen Anstieg des
intrazelluliren ATP's bzw. einer Verschiebung des ATP/ADP-Verhiltnisses in Richtung
ATP. Diese Gleichgewichtsverschiebung fithrt zum SchluR es K'drp-Kanals und  er
Kaliumionenausstrom sistiert. Dadurch sinkt das  embranpdiéntial der Zelle, ie
Zellmembran epolariglert eilweises Diese Teildepolarisation fiihrt zu einer Offnung
spannungsabhingiger Calciumionenkanile, welche durch Steigerung der intrazelluliren
Calcium-lonenkonzentration eine Insulinsekretion der Zelle ausl6st.

Zur Uberpriifung des Einflusses der Sulfonylharnstoffe uf die Kontraktilitit von
Kardiomyozyten wurden jeweils die Konzentrationen eingesetzt, de der maximalen Sulfonyl-
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harnstoff-Konzentration in  en dKombinationsuntersuchungen mit Rilmakalim entsprachen.
Diese Konzentrationen ettugen fiir Glibenclamid — p&wol und fiir Glimepirid  uénol. In
diesen Konzentrationen tekaomvohl fiir Glibenclamid as auch fiir Glimepirid ein
signifikanter Einflul auf die Kardiomyozytenkontraktilitit nachgewiesen werden.
Dementsprechend war auch en signifikanter unterschiedlicher Einflu@ er beided
Substanzen zu eraeichnen. Das Ausbleiben einer Wirkung der K™ ap-Kanal-schlielzenden
Sulfonylharnstoffe  uf die Kamdiomyozytenkontraktilitit st oglicheeweisa darauf
zuriickzufithren, dal? kereits vor Beginn des Versuches die K arp-Kanile der Kardiomyozyten
annihernd  llstindigp eschlosgn waren. Dies lif sich dadurch erkldren, a3 zu d
Versuchsbeginn wwdhrend esd/ersuches die Energieversorgung der Zellen  raftudas
glucosehaltige Versuchsmedium gesichert war. Da die Offnung der K*arp-Kanile erst bei
intrazellulirem Energiemangel ausgelost wird, waren wohl kaum offene K¥arp-Kanile
vorhanden, die durch den jeweiligen Sulfonylharnstoff hitten verschlossen werden kénnen. In
Bezug auf die kontraktilititsbeeinflussende Wirkung des Rilmakalims bedeutet dies, af3 d
anzunehmen ist, @3 auch wvoGabe des Rilmakalims die K arp-Kanile der Kardiomyozyten
geschlossen waren. Dies i3t weiterhin en Schdu® zu, a iedobed eschrietiene
Kontraktilititsabnahme durch Rilmakalim, de durch Offnen der vorher geschlossenen K¥ e
Kanile ereicht wird, duch eine Wirkung auf nahezu alle K™ atp-Kanile des Kardiomyozyten
bedingt st (Terzic t de ap9Bie Rilmakalimkonzentration vopmol, le id er d
vorliegenden Untersuchung zu einer halbmaximalen Kontraktilititshemmung efiihgt hat,
entspricht demnach der Rilmakalim-Konzentration, ie ide malbmaximale Offnung der
K*ate-Kanile bewirkte. Diese Vorstellung wird estiitztgdurch ie vom Terzic t a. e
nachgewiesene Rilmakalimkonzentration welche in atcheclamp-Untersuchungen zu einer
halbmaximalen Hemmung von K*atp-Kanilen gefiihrt hat. Diese Rilmakalimkonzentration
korreliert der nmiit ieser Adbeit nachgewiesenen Konzentration, welche zu einer
hal bmaximalen Kontraktilititshemmung fiihrte.
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4.1.3 Beeinflussung der Kontraktilitiat durch Glibenclamid und Glimepirid in
Verbindung mit Rilmakalim

Die Versuchsergebnisse zeigten eine konzentrationsabhingige Aufhebung des
kontraktilititsmindernden Effektes von Rilmakalim durch beide Sulfonylharnstoffderivate.
Bereits im nanomolaren Bereich waren beide Sulfonylharnstoffderivate in  er dlage, ie d
Wirkung von Rilmakalim zu albleren. Es ist davon auszugehen, aR die thhibition es d
Rilmakalim-Effektes durch iedverwendeten Sulfonylharnstoffderivate ufaeiner Inhibition
des K*arp-Kanas beruht, er dron Rilmakalim aktiviert wird. Diese Inhibition esd&K arp-
Kanalsist fiir Glibenclamid breits mehrfach beschrieben worden (Findley et a. 1992,Jiang
et al. ). 1884h ie spatielle Inhibition e K'gre-Kanal offnenden Wirkung von
Rilmakalim durch Glibenclamid ist bereits untersucht worden (Terzic et a. 1994a).

Die K'arp-Kana-Inhibition wird iiber einen sogenannten Sulfonylharnstoffrezeptor am
K*ate-Kanal vermittelt (Abb. )1Gindlay et al. ermuteten 19983 sich er dBulfonyl-
harnstoffrezeptor in der Lipidphase des Sarkolemms befindet.
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Abb. 17: Aufbau des ATP-abhdingigen Kaliumkanals.

In Anwesenheit eines Sulfonyl har nstoffes wie Glibenclamid kommt es zu einem Schlul? des Kanals.
Ebenso ist der Kanal bei intrazelluldren physiol ogischen ATP-Konzentrationen geschlossen. Kommt
es zu einem Absinken der intrazelluldren ATP-Konzentration, lost sich ATP von dem ATP-Rezeptor
des K* atp -Kanal, was zu einer Kanalsffnung fiihrt.

intrazellular
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Endogene Liganden ieses Sulforylharnstoffrezeptors, ,Endosulfing’, sind ereits
nachgewiesen worden (Virsolvy-Vergine et al. 1992).

Kramer et al. zeigten 1995, a @ Sulfonylharnstoff-Rezeptor zwei Untereinheiten besitzt,
welche unterschiedliche Sulfonylharnstoffderivate mit unterschiedlichen Affinititen

kinetischen Parametern binden.

Bel dlen ier untersuthten Konzentrationen zeigte sich, a3 Glibendamid e
Rilmakalimwirkung stirker inhibiert as Glimepirid. Signifikant war dies vor allem bei einer
Sulfonylharnstoffkonzentration vommol. ABet auch bei hoheren Konzentrationen
erreichte die Inhibition  rdao Glimepirid icht den Grad, der durch Glibenclamid erreicht
wurde. Dies legt den Schlu3 ahendald Glimepirid zum einen eine geringere Rezeptor-
Affinitit aufweist. Das zeigt sich darin, a3 de @imepirid-Konzentration, ie z einer
annihernd halbmaximalen Rilmakalim-Inhibition fiihrt, hoher ist as die dquipotente
Glibenclamidkonzentration. Zum anderen scheint der maximale Effekt von Glimepirid  uer
dem des Glibenclamids zu liegen. Die Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen  von
Geisen et a. (1996), ie die Inhibition wRitmakalim aktivierten K*arp-Kanilen  rotu
Glibenclamid Glndepirid  tersuchten. Glimepirid zeigte uch a rt etlae geringere
Inhibition es Rildnakalim Effektes, iainchaximale dinhibition lag unter der von
Glibenclamid.

Die unterschiedliche Inhibition e Kontraktilititshemmung der Sulfonylharnstoffe liefd sich
nach end hypothetischen Modell des Sulfonylharnstoffrezeptors der -Zelle des Pankreas

und

nach Kramer et a. (1995) jedoch auch in emdSinne interpretieren, ald dslimepirid und

Glibenclamid an  terschiedliche Untereinheiten es Rdzeptors binden. Diese wiirden
wiederum unterschiedlich @n Zustand des K*atp-Kanals beeinflussen. Die Expression  ¢bser
Untereinheiten sowie deren knetische Einfliisse af den lonen-Kana konnen vonGewebe zu
Gewebe unterschiedlich sein. Durch Koexpression er ehtsprechenden Kanalproteine mit
Sulfonylharnstoff-bindenden Proteinen (Untereinheiten) liefRen sich  dren Wechselwirkungen

im jeweiligen Gewebe niher definieren.
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Kiirzlich  tetsuchten Klepzig et al. (1999) in einer klinischen Studie die Wirkung von
Glibenclamid undGlimepirid auf die Ischaemische Prikonditionierung des Herzmuskels. Zu
diesem Zweck wurden ST-Streckenverinderungen wihrend  ronake Angioplastie von
Patienten, iedGlibenclamid, Glimepirid @dPlacebo  w®urchfithrung der Untersuchung
erhalten atteh, verglichen. Klepzig et al. (1999) konnten zeigen, dald3 Glibenclamid ie
Ischamische Prikonditionierung hemmt, wihrend sie von Glimepirid eainbuldt bleibt
(Klepzig et al. 9)1Mies deutet ebenso wie die Ergebnisse dieser Arbeit auf einen
unterschiedlichen Effekt der beiden Sulfonylharnstoffe aif den kardialen K arp-Kanal hin, da

sowohl die Kontraktilitit ni itvo as auch iellschimische Prikonditionierung in iwo  von

diesem Kanal beeinfludt werden. Auffillig ist efloch der quantitative Unterschied zwischen
beiden Untersuchungen. Ist der Effekt von Glimepirid auf die Rilmakalim nduzierte
Kontraktilititsminderung in ar vorliegenden Untersuchung zwar signifikant niedriger als der
von Glibenclamid, so schwicht Glimepirid idse Kontraktilititsminderung dennoch  aditlich
ab. In en UWhtersuchungen Kiapzig et a. war jedoch er Etfekt von Glimepirid
vergleichbar mit Placebo, d. ie dixch id sequentiellen Ballonentfaltungen induzierte
Ischamische Prikonditionierung wurde durch Glimepirid rcht beeintrichtigt. Die quantitativ
unterschiedlichen Effekte von Glimepirid auf die durch en Kdarp-Kana beeinflussten
Prozesse Kontraktilitit und Ischimische Prikonditionierung konnten zum einen  rch
Spezies-Unterschiede zwischen Meerschweinchen  uniensch erklirt werden. Ein weiterer
Erklirungsansatz ergibt sich aus der neuen Erkenntnis, a3 sich thnerhab es
Kardiomyozyten K*atp-Kanile @ urschiedlicher Stelle befinden, welche unterschiedliche
Effekte wslosen konnen. So ist kiirzlich eben  ain bekannten sarkolemmalen K arp-Kanal
ein mitochondrialer K*atp-Kanal beschrieben worden, der hauptverantwortlich fiir die
Ischiamische Prikonditionierung sein soll. Die Funktion dieses K*atp-Kanals soll wie auch de
Funktion es arkolethmalen Kanals iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren rch
Proteinkinase C beeinflul3bar sein (Holmuhamedov et al. 1998.iu et al. 19985ross €t al.
1999, Wang et a. 1999).
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Abb. 18: Verteilung unterschiedlicher K* arp —Kanaltypen innerhalb des Kardiomyozyten.
Neben dem sarcolemmalen K* atp —Kanal, der eine Kontraktilitcitsminder ung vermitteln kann, gibt es
einen mitochondrialen K* atp—Kanal, welcher in Verbindung mit der ischémischen Prikondition-

ierung (IPC)gesehen wird. Die Funktion beider Kandle kann G-Protein-vermittelt durch
Proteinkinase C beeinflusst werden.

Nimmt ran an, d3 Glibenclamid undGlimepirid eine unterschiedlich ausgeprigte Wirkung
auf den sarcolemmalen zw. milbchondrialen K atp—Kanal haben, konnte dies den
unterschiedlich starken Effekt der Substanzen auf Kontraktilitit und Ischimische
Prikonditionierung erklzren.
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4.2  Effekt der Sulfonylharnstof fe und Rilmakal im auf die Zellvitalitit

Die zur Bestimmung der Wirkung von Glibenclamid, Glimepirid Rilmakalim
durchgefiinrten LDH-Messungen ergaben einen lennenswerten Zelltod wihrend der
zweistiindigen Stimulationszeit. Keine der Substanzen esa3 in ben erweletenv
Konzentrationen eine toxische Potenz gegeniiber Kardiomyozyten.

Vorstellbar wire in ginstiger Einflul Rilmakehhm auf das Uberleben er
Kardiomyozyten gewesen, da dieses iiber einen negativ inotropen Effekt zur Senkung des
zelluliren Energieverbrauchs fiithren nn. Ein Uberlebensvorteil fiir Kardiomyozyten, tkin
einer Rilmakalim enthaltenden Lésung iiber zwei Stunden stimuliert wurden,  kora jedoch
nicht nachgewiesen werden. Ursichlich herfiir konnte die insgesamt geringe Schidigung der

Kardiomyozyten sein, die es unmosglich machte, geringe Uberlebensvorteile darzustel len.

Die hier dargestellten Resultate beziiglich Glimepirid stehen in Einklang mit den
Untersuchungen Sehollmeier et al. 1993Donaubener et al. 198@he in

Tierversuchen weder akute noch chronische Toxizitit von Glimepirid nachweisen konnten.

Die Senditivitit der Zellschidigung konnte im Vergleich zu en  rchgefiibtienen
Untersuchungen esteggert werden, indem  an rrur Bestimmung des ,,cell njury index"
Zellsuspensionen einsetzt, ok nur aus vitalen Zellen bestehen. Dies war in  eh  vidiegenden
Untersuchungen aufgrund der verwendeten Methode zur Zellisolierung nicht moglich.

Um einen eventuellen rotgktiven Effekt von Rilmakalim nachzuweisen, miite man ie d
Kardiomyozyten zusitzlich einem schidigendem Agens, keziehungsweise eéner schidigenden
Umgebung (sauerstoffarmen Nihrlosung) aussetzen. Ein in  iese Ridhtung ehenderg
Versuchsaufbau wurde von Siegmund et al.  1992schrieben, edKardiomyozyten mittels

Stickstoffatmosphiire unter ischamischen Bedingungen untersuchten.

45



4.3 Schluf¥folgerungen

In den  viegenden Untersuchungen  koma gezeigt werden, dal3 ad neu entwickelte orale
Antidiabetikum Glimepirid (Amaryl®) eine durch en K8irp-Kanal Offner Rilmakaim
hervorgerufene Kontraktilititsminderung isolierter Kardiomyozyten des  edkchweinchens
geringer aufhebt als &in Vorginger Glibenclamid. Dies deutet darauf hin, @3 Glimepirid im
Vergleich zu Glibenclamid eine geringere blockierende Wirkung auf den kardiaen K™ atp-
Kanal hat. Da der Effekt der Sulfonylharnstoffe auf den kardialen K*arp-Kanal mit néglichen
kardiovaskuliren Nebenwirkungen in Verbindung gebracht wird (Garratt et al. 199) und de
untersuchten Glimepiridkonzentrationen endherapeutischen Serumspiegel von Glimepirid
einschliefen (Ratheiser et a 1993), usrstiitzen i@ Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die
Maoglichkeit, dald unter Glimepiridtherapie diese Nebenwirkungen geringer sind.

Beziiglich des Einflusses der Substanzen Rilmakalim, Glibenclamid  un@limepirid auf die
Vitalitit sdlierter Kardiomyozyten des  ddérschweinchens unter Stimulation  ka@nin el
vorliegenden Untersuchungen fiir keine der Substanzen ein egativer Effekt nachgewiesen

werden.
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5 Zusammenfassung

Das orale Antidiabetikum Glibenclamid ist ein  temer Inhibitor des K*arp-Kanas. Die
Funktion ieses Kanals ist entscheidend fiir die Ischiamische Prikonditionierung, ie

Myokardschiaden unter Sauerstoffmangel vermindern kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflu3 der Sulfonylharnstoffe Glimepirid

Glibenclamid in Kombination mit Rilmakalim auf die Kontraktilitit solierter
Kardiomyozyten esiMeerschweinchens mittels digitaler Bildanalyse untersucht. Weiterhin
wurde der Einflul ieser Bubstanzen auf die Vitalitit solierter Kardiomyozyten es

M eerschweinchens unter elektrischer Stimulation durch LDH-Bestimmungen bestimmit.

Rilmakalim verminderte die Kontraktilitit der isolierten Kardiomyozyten zé&anations-
abhingig. Die Sulfonylharnstoffe Glimepirid — un@libenclamid zeigten in ed  tersuchten
Konzentrationen dinen Einfluld auf die kardiomyozytire Kontraktilitit. In Kombination mit
Rilmakalim konnte gezeigt werden, dal3 Glimepirid in en d tetsachten Konzentrationen
(0,03 umol — Qumol) den kotraktilititsmindernden Effekt von Rilmakalim geringer hemmt
als Glibenclamid. Ein Einflul auf die Vitalitit der Kardiomyozyten  ter ewktrischer
Stimulation kenbei keiner Substanz in end tetsuchten Konzentration achgewiesen

werden.

Die durchgefiihrten Untersuchungen legen den Schiu@ ahe, dah er Einfldd er
Sulfonylharnstoffe uf kadiale K*arp-Kanile unterschiedlich ausgeprigt st. Glimepirid
scheint Wergleich zu Glibenclamid in geringerem Ausmal? den sarkolemmalen K*arp-
Kanal zu blockieren. Dies |43t vermuten, dal3 auch kardiovaskulire Nebenwirkungen, die iiber
den Einflult auf den K*atp-Kanal vermittelt werden, uter einer Glimepiridtherapie geringer
ausgeprigt sind. Inwieweit diese Annahme zutrifft, mu3 dweh Untersuchungen an  hmanen
Kardiomyozyten undn weiteren knischen Studien erifiziert werden. Neuere Erkenntnisse
iiber unterschiedliche K'arp-Kanaltypen innerhalb es Kardiomhyozyten machen es
erforderlich, ie Wirkung er Sulfdnylharnstoffe uf diesa Kanalsubtypen #her zun

untersuchen.
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7 Anhang

7.1 Tabellarische Darstellung der Versuchsergebnisse

7.1.1 Kontraktilitatsbestimmung

7.1.1.1 Dosis-Wirkungskurve Rilmakalim (RK)

Tab. 8 Tabellarische Darstellung der Kardiomyozyten-Kontraktilitat unter Rilmakalim-Einflu3. Jedes
Ver suchser gebniss entspricht dem Mittelwert aus drei separat gemessenen Zellen pro Tier.

Tier 1 2 3 4 5 6 7 Mittelwert
DM SO 89,5 (123 [107 [89 [985 [99,5 101+ 5,2
RK 0,Lumol [64,3 |84,7 |705 |61 |77,5 |645 705+37"
RK 0,3pumol [59,5 [87,7 [65 [30,5 [70,5 |59 62+ 7,6
RK 1umol |37 [455 |50 [43 |52 |87 524+73"
RK 3pmol {47 |0 63 |0 0 0 65 [9+65

7.1.1.2 Sulfonylharnstof fe

Tab. 7 Tabellarische Darstellung der Kardiomyozyten-Kontraktilitat unter Sulfonylharnstoff-Einfluf3,
Glibenclamid (GC) oder Glimepirid (GP). Jedes Versuchsergebniss entspricht dem Mittelwert aus
drei separat gemessenen Zellen pro Tier.

Tier 1 2 |3 4 5 6 7 [Mittelwert
GC3pumol |102 |95 |131 |107 |107,5 |84,5 104,5+ 6,4
GP9pumol |107 |98 |97,5 |105 |92 86 97,6+ 3,2
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7.1.1.3 Sulfonylharnstof fe in Kombination mit Rilmakalim

Tab. 8 Tabellarische Darstellung der Kardiomyozyten-Kontraktilitét unter Sulfonylharnstoff-Einfluf3,
Glibenclamid (GC) oder Glimepirid (GP) in Kombination mit 3 umol Rilmakalim. Jedes
Ver suchser gebniss entspricht dem Mittelwert aus drei separat gemessenen Zellen pro Tier.

Tier 1 2 3 4 5 6 7 Mittelwert

GC 0,03|/59,5 |44 |40 |425 |13 |58 42,8+6,8"

pmol

GP 0,03 umol |33 30 19 |23 |315 |47 30,6+6,8"
GCO0,1pumol [1005 |76 |72 [965(33 |705 |79 |754+83"
GPO1umol |34 |49 [405 535 [24,5 40,3+8,3"

GC0,3umol |67,5 [1035 (87 [87 |98 [645(875|85+55
GPO3umol [81 [56 [76 [455(81 [94 |72 [722+6,2"
GClpmol [935 [915 [83 [89 [87 [875[89 [886+13
GP 1umol [82 [73 [84 [895[735 [845|70 [795+2,8"
GC3pmol [1095 (90,5 [116 [90 [835 |96 [955 [97,3+4,3
GP3umol |80 [81 [895(76 [101 [635][70 [80,1+4,7
GP9umol |98 [116 |57 [965 [107,5 |76,5 91,9+88
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7.1.2 Céll-Injury-Index der LDH-Bestimmung

Tab. : Cdl9injury index nach zweistiindiger Kardiomyozyten-Simulation in den jeweiligen
Substanzgsungen Rilmakalim (RK), Glibenclamid (GC), Glimepirid (GP). Als Kontrolle (DMSO)
diente eine Losung mit der maximal vorkommenden Lasungsmittelkonzentration (12 ymol). Jeder Wert
stellt den Mittelwert aus drel separaten LDH-Bestimmungen dar .

Tier|1l 2 3 4 5 Mittelw.
DM SO 18/ 6,2 -45 -69 16,2 26+41
RK3 47 4,71 28/ 83 11,3 6,4+15
GC3 -2,7) -49| 4,0 75 8,7 25127
GP9 -14| 10 -29 43 11,0 24+25
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