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Abk rzungen

Die hier alphabetisch aufgelisteten A rzugen werden in der vorliegenden Arbeit verwandt:

ATP Adenosintriphosphat
BSA bovines Serumalbumin
DMSO Dimethylsulfoxid
EC50 Konzentration, die 50% des Effekts hervorruft
GC Glibenclamid
GP Glimepirid
HEPES N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N`-(2-ethansulfons ure)
IC integrated circuit
K+

ATP Adenosintriphosphat-abh ngiger Kaliumkanal
KRH Krebs-Ringer-HEPES-Puffer
LDH Laktatdehydrogenase
NADH Nicotinamidadenindinucleotid
NIDDM non insulin dependent diabetes mellitus
p   Signifikanzniveau
RIA Radio-immuno-assay
RK Rilmakalim
SEM standard error of the mean
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1 Einleitung

Seitdem in den vierziger Jahren die blutzuckersenkende Wirkung einiger Sulfonamid-

Derivate beobachtet wurde und 1955 das erste orale Antidiabetikum in die medikament se

Therapie eingef hrt wurde, sind orale Antidiabetika wie der Sulfonylharnstoff Glibenclamid

zu wesentlichen Medikamenten in der Behandlung des nicht insulinpflichtigen Diabetes

mellitus (NIDDM) geworden. Ein Jahresumsatz laut Arzneiverordnungsreport 1998 von ca.

190 Mio. DM bei er 450 Mio. verordneten Tagesdosen unterstreicht den Stellenwert der

Sulfonylharnstoffe. Sie sind damit die h ufigst verschriebene orale Medikation bei nicht

insulinpflichtigem Diabetes mellitus, obwohl bereits vor 25 Jahren davon ausgegangen

werden mußte, daß die Einnahme dieser Medikamente in Verbindung mit Erkrankungen des

kardiovaskul ren Systems zu betr chtlichen Nebenwirkungen f ren kann (University Group

Diabetes Program 1970, Kannel et al 1979, Stamler et al. 1993, Pog tsa 1995). Von diesem

Makel konnten die Sulfonylharnstoffe erst rzlich freigesprochen werden (UKPDS 33,

1998). Nichtsdestoweniger werden m gliche Effekte der Sulfonylharnstoffe auf das

kardiovaskul re System auf die gleichen Wirkmechanismen zur ckgef rt, die auch f r ihre

blutzuckersenkende Wirkung verantwortlich gemacht werden, nmlich die Blockade eines

ATP-abh ngigen Kaliumkanals  (Noma et al. 1985, Ashcroft 1990).

1983 wurde von Akinori Noma ein Kaliumkanal in der Kardiomyozytenmembran

beschrieben, der sich durch Er ng des intrazellul ren ATP-Spiegels schließen ließ (Noma

et al. 1983). In den folgenden Jahren konnte dieser ATP-abh ngige Kaliumkanal in einer

Vielzahl von Geweben nachgewiesen werden. Es wurde gezeigt, daß der Zustand des K+
ATP-

Kanals nicht nur durch den ATP-Spiegel der Zelle beeinflußt wird, sondern durch eine

Vielzahl weiterer intrazellul rer Parameter einer komplexen Regulation unterliegt (Ashcroft et

al. 1990, Nichols et al. 1991). Die Funktion des K+
ATP-Kanals  scheint jedoch immer eine

hnliche zu sein : Eine Kopplung von elektrischer Aktivit t einer Zelle mit deren

bioenergetischem Zellmetabolismus.

Durch ffnung kardiomyozyt rer K+
ATP-Kan le des Sarkolemms kommt es zu einer

Ver rzung der Plateauphase des Aktionspotentials. Dies vermindert die Kontraktilit t des

Myokards und f rt damit zu einem geringeren ATP-Verbrauch (Noma et al. 1983). Unter

ischaemischen Bedingungen kann sich dieser geringere ATP-Verbrauch g stig auswirken.

Zentrale Bedeutung hat die Funktion des K+
ATP-Kanals auch im Rahmen der sogenannten
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Isch mischen Pr konditionierung des Myokards. Dies bezeichnet die Eigenschaft eines

Gewebes, durch vorausgegangene leichte isch mische Perioden eine folgende schwere

Isch mie mit geringerem Schaden z erstehen. Die Isch mische Pr konditionierung wurde

erstmals von Murry et al. 1986 beschrieben. Diese untersuchten beim Hund Modelle der

experimentellen Koronarligatur des Ramus circumflexus der linken Herzkranzarterie. Bei

einem Teil der Versuchstiere wurde vor einer 40mi tigen Koronarokklusion viermal

nacheinander kurzfristig der Ramus circumflexus unterbunden. In dieser Gruppe ließ sich,

verglichen mit den nicht pr konditionierten Kontrolltieren, eine mehr als 75%ige

Verringerung des Infarktareals zeigen. Die Isch mische Pr konditionierung unterliegt dem

Einfluß von myokardialen, neuronalen sowie vaskul ren Faktoren (Losano 1996). Zu den

myokardialen Faktoren z hlt man das ffnen der K+
ATP-Kan le, unter anderem durch einen

erniedrigten intrazellul ren ATP-Spiegel. Die Isch mische Pr konditionierung kann durch

den Einsatz von K+
ATP- ffnern imitiert  sowie  durch den Einsatz von K+

ATP-Kanalblockern,

zu denen auch die Sulfonylharnstoffe geh ren ist, gehemmt werden.

1996 wurde in Deutschland die Substanz Glimepirid (HOE490 - Amaryl ) fr die Indikation

des Diabetes mellitus zugelassen. Mit dieser Substanz steht neuerdings ein Sulfonyl-

harnstoffderivat zur Verf gung, das im Vergleich mit anderen Sulfonylharnstoffderivaten

er ein g stigeres kardiovaskul res Nebenwirkungsprofil im Tiermodell verf gt. Obwohl

Glimepirid im Vergleich zu lteren Sulfonylharnstoffderivaten den Blutzuckerspiegel

deutlicher senkt (Geisen et al. 1988), hat es geringere Auswirkungen auf das kardiovaskul re

System. Koronarer Blutfluß, koronarer Gef ßwiderstand und myokardialer Energieverbrauch

werden durch Glimepirid geringer beeinflußt als durch Glibenclamid (Ballagi-Pord ny et al.

1992, Geisen et al. 1996). Die unterschiedlichen Wirkungen dieser Sulfonylharnstoffderivate

auf das kardiovaskul re System wurden der geringeren Hemmung des K+
ATP-Kanals durch

Glimepirid zugeschrieben (Geisen et al. 1996).

Bisherige Studien untersuchten den Einfluß von K+
ATP-Kanal- ffnern auf die Kontraktilit t

isolierter tierischer Herzmuskelzellen. Es konnte gezeigt werden, daß Levcromakalim, ein

K+
ATP-Kanal- ffnendes Benzopyranderivat, kontraktilit tsmindernd wirkt. Dieser Effekt

konnte durch Glibenclamid aufgehoben werden (Jiang et al. 1994). In welchem Ausmaß der

Effekt eines K+
ATP-Kanal- ffners auf die Kontraktilit t von Kardiomyozyten  durch

Glimepirid gehemmt wird, ist bisher unbekannt. Ungekl rt ist auch die Frage, ob die
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Beeinflussung der Kontraktilit t von Herzmuskelzellen durch K+
ATP-Kanal- ffner und

Sulfonylharnstoffderivate Auswirkungen auf deren Vitalit t hat.

1.1 Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden anhand von Untersuchungen an isolierten Kardiomyozyten

folgende Fragestellungen bearbeitet :

Inwieweit beeinflußt der K+
ATP-Kanal ffner Rilmakalim die Kontraktilit t isolierter

Kardiomyozyten ?

 Inwieweit beeinflussen Glibenclamid und Glimepirid die Kontraktilit t isolierter Kardio-

myozyten ?

 Welche Wirkungen haben Glibenclamid und Glimepirid auf die Kontraktilit t von

Kardiomyozyten in Anwesenheit des K+
ATP-Kanal ffners Rilmakalim ?

 Welche Wirkungen haben Glibenclamid, Glimepirid und Rilmakalim auf die Vitalit t von

Kardiomyozyten ?

Das in-vitro-Modell der isolierten Kardiomyozyten, welches zur Bearbeitung der aufgef hrten

Fragestellungen verwandt wurde, bietet die M glichkeit, die Wirkung von Substanzen auf das

Myokard zu studieren, ohne vaskul re, neurale und humorale Einfl sse ber cksichtigen zu

m ssen. Die Untersuchung der Wirkung von Substanzen auf K+
ATP-Kan le ber Bestimmung

der Kontraktilit t an isolierten Kardiomyozyten durchzuf ren, ist insofern sinnvoll, als durch

die Beeinflussung des K+
ATP-Kanals eine nderung der Membranpolarisation der Zelle

erreicht wird. Diese f rt zu Ver nderungen des intrazellul ren Calcium-Haushaltes, welcher

wiederum entscheidend f r die Zellkontraktion ist.

Als K+
ATP-Kanal ffner wurde neben dem jeweiligen Sulfonylharnstoff Rilmakalim (HOE234)

eingesetzt, um feststellen z en, in welchem Maße Glibenclamid und Glimepirid in

verschiedenen Konzentrationen die durch Rilmakalim hervorgerufenen nderungen der
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Kontraktilit t der Kardiomyozyten beeinflussen. Die Wirkung von Rilmakalim (HOE234) auf

die Kontraktilit t der Zellen wurde anhand einer Dosiswirkungskurve bestimmt.

Rilmakalim ist ein K+
ATP-Kanal ffner der Benzopyran-Gruppe und hnelt in seiner Struktur

den gut untersuchten K+
ATP-Kanal ffnenden Substanzen Cromakalim bzw. Levcromakalim

(Jiang et al. 1994).

Zur Bestimmung des Einflusses der jeweiligen Substanzen auf die Vitalit t der

Kardiomyozyten wurde nach einer definierten Stimulationszeit aus einer Zellsuspension mit

einer festgelegten  Anzahl von Zellen die Aktivit t des Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH)

gemessen, um den Einfluß der jeweiligen Substanz auf das berleben der Kardiomyozyten zu

erfassen. Laktatdehydrogenase ist ein bew hrter Marker zur quantitativen Bestimmung des

Zelltodes in Zellkulturen (Kretzmer et al. 1992).
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2 Methoden

2.1 Materialien und Ger te

Zur Durchf rung der beschriebenen Methoden wurden folgende L sungen, Substanzen,

Ger te und Bauteile verwendet.

2.1.1 L sungen

KREBS-RINGER-HEPES-PUFFER (KRH)

Glucose 5,5 mol
HEPES-Puffer 10 mol
Kaliumchlorid 2,6 mol
Kaliumdihydrogenphosphat 1,2 mol
Magnesiumsulfat 1,2 mmol
Natriumchlorid 125 mmol
Pyruvat 5 mol

KOLLAGENASEL SUNG

BSA (RIA-Grade) 0,1 % (bovines Serumalbumin)
Calciumchlorid 25 mol
Kollagenase 0,06 %

gel st in KRH-Puffer

CALCIUM-STANDARDL SUNG ( 1 MMOL)

Calciumchlorid 1 mmol

gel st in KRH-Puffer und eingestellt auf pH 7,4

CALCIUM-STAMML SUNG ( 25 MMOL)

Calciumchlorid 25 mmol

gel st in KRH-Puffer
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ZENTRIFUGENL SUNG

Calciumchlorid 25 mol

gel st in KRH-Puffer

BSA-1 L sung

BSA 1 %

gel st in Kollagenasel sung

BSA-2 L sung

BSA 1 %
Calciumchlorid 50 mol

gel st in KRH-Puffer

Glibenclamid-Stamml sung

Glibenclamid 1 mmol

gel st in Dimethylsulfoxid (DMSO)

Glimepirid-Stamml sung

Glimepirid 1 mmol

gel st in DMSO

Rilmakalim-Stamml sung

Rilmakalim 1 mmol

gel st in DMSO

Außer den aufgef rten Stamml sungen wurden alle L sungen zu Beginn eines

Versuchstages frisch angesetzt.
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Die jeweiligen Stamml sungen der Substanzen Glibenclamid, Glimepirid und Rilmakalim

wurden mit Calcium-Standardl sung ver t, so daß die gew schte Konzentration (0,01

mol - 9 mol) entsprechend der Versuchsreihe erreicht wurde.

2.1.2 Substanzen

Folgende Substanzen wurden zum Ansetzen der L sungen verwendet:

BSA Serva, 69115 Heidelberg
BSA (RIA-grade) Sigma, 82041 Deisenhofen
Calciumchlorid Merck, 64271 Darmstadt
DMSO Fluka Chemie, CH-9470 Buchs
Glucose Merck, 64271 Darmstadt
HEPES-Puffer Sigma, 82041 Deisenhofen
Kaliumchlorid Merck, 64271 Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, 64271 Darmstadt
Kollagenase Waco Chemicals GmbH, 41468 Neuss
Magnesiumsulfat Merck, 64271 Darmstadt
Natriumchlorid Merck, 64271 Darmstadt
Pyruvat Sigma, 82041 Deisenhofen
Glibenclamid Hoechst AG, 65931 Frankfurt a. M.
Glimepirid Hoechst AG, 65931 Frankfurt a. M.
Rilmakalim Hoechst AG, 65931 Frankfurt a. M.
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2.1.3 Ger te

Folgende Ger te wurden zur Durchf rung der vorliegenden Arbeit eingesetzt:

Absaugpumpe Ismatec MS4 Reglo 6-100, CH-8152 Glattbrugg

Analysenautomat BM/Hitachi 917, 68259 Mannheim

Bildanalysesystem Quantimet 520, Cambridge Instruments, Cambridge, UK

Bildverarbeitungskarte ITX-VS100-AT, Imaging Technologies, Woburn, USA

Heizspannungsquelle Voltcraft Labornetzger t TNG30,
Conrad Elektronik, 92240 Hirschau

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

Objektiv Nikon Fluor 10 Ph1 DI
Instruments S.A., 85630 Grasbrunn

Petrischalen 35/10 Greiner, 72636 Frickenhausen

pH-Meter Schott CG 825, Fischer oHG, 60487 Frankfurt

Schlauchpumpe RCT E-25, Reichelt Chemie Technik, 69126 Heidelberg

Stimulator Stimulator II HSE, Hugo Sachs Elektronik, 79232 March

Thermometer            YSI Yellow Springs Instruments Mod. 49TA
Dr. Schlag, 51429 Bergisch Gladbach

Videokamera Philips Netherlands

Wasserbad Thermomix 1440, Braun AG, 34212 Melsungen

Zentrifuge Heraeus Christ Minifuge GL, 63457 Hanau

Zentrifugenr hrchen 16-100 PS, Greiner, 72636 Frickenhausen

Silikonschl uche Labokron, Fischer oHG, 60487 Frankfurt

2.2 Tierpr paration, Herzisolation
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Die Untersuchungen wurden an isolierten Herzmuskelzellen von adulten Meerschweinchen

(Gewicht ca. 300 gr.) m nnlichen Geschlechts durchgef rt. Die Tiere wurden vor der

Pr paration mit ther narkotisiert. Um einen fr zeitigen Atemstillstand aufgrund der

atemdepressiven Wirkung des thers rechtzeitig erkennen z en, wurden die Tiere

erwacht. Nach Eintritt der Narkose wurde mittels Schmerzprobe am Ohr des Tieres die

ausreichende Narkosetiefe erpr ft.

Anschließend erfolgte das Durchtrennen von Karotiden, Halswirbels ule und R ckenmark

sowie die Fixation auf einem Sektionstisch. Es wurde nun mit einem Schnitt entlang der

Rektusscheide das Abdomen bis zum Processus xyphoideus des Sternums er ffnet. Es folgte

die Er ffnung des Brustkorbes durch horizontalen Einschnitt in das Diaphragma, das

Durchtrennen der Rippen in der hinteren Axillarlinie und schließlich das Entfernen der

Thoraxwand einschließlich des Sternums. Das nun frei zug ngliche Herz-Lungenpaket wurde

aus dem Thorax gel st und sofort mit eiskalter Krebs-Ringer-L sung ums lt.

Im Anschluß erfolgte das Entfernen der Lungen vom Herzen sowie die Darstellung der hinter

dem Thymus gelegenen Aorta. Letztere wurde tangential im aszendierenden Part durchtrennt

und mit Hilfe eines Kunststoffadapters ka liert. Dabei war zu beachten, daß die Spitze des

Adapters sich oberhalb der Aortenklappe befand, um eine Perfusion des Myokards er die

Koronararterien zu gew hrleisten.

Das ka lierte Herz wurde er die Koronararterien manuell mit 2 ml einer

heparinisierten Krebs-Ringer-HEPES-Pufferl sung ges lt, um eine Entblutung der

Koronargef ße zu erreichen. Auf diese Weise wurde die Bildung von intrakoronaren

Thromben verhindert, und die Lage des Perfusionsadapters verifiziert. Seine korrekte Lage

zeigte sich durch ein Abblassen der Koronarien.
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2.3 Zellisolierung

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

Verlauf die bindegewebigen Strukturen des Interstitiums aufgel st werden.

Die Isolierung der Kardiomyozyten erfolgte mit Hilfe einer Langendorff-Perfusionsapparatur,

an die das katheterisierte Herz angeschlossen wurde. Das Herz wurde zun chst er fnf

Minuten mit C warmer Pufferl sung in offenem Kreislauf perfundiert. Daraufhin wurde

die Pufferl sung durch eine Kollagenasel sung ersetzt und der Perfusionskreislauf

geschlossen. Das Herz wurde nun er einen Zeitraum von 25 Minuten perfundiert, wobei

jeweils nach 10 und 20 Minuten je 15 l Calcium-Stamml sung (25 mmolar) zugegeben

wurden. Es folgte die Zerkleinerung des Herzens mit Hilfe einer Pinzette und eines Skalpells

in einer Petrischale.

Das so gewonnene Material wurde in ein Becherglas mit BSA-1 plus Kollagenasel sung

erf rt und der Trennungsvorgang des Gewebes durch Verwirbelung mit Sauerstoff

gef rdert. Im Anschluß wurde die Zellsuspension durch ein Nylonsieb in Zentrifugenr rchen

gefiltert und mit Zentrifugenl sung versetzt. Nach zweifacher Zentrifugation der Zellen f r 90

Sekunden bei 25 g (400 upm) und Austausch des berstandes durchlief die Zellsuspensionen

ein Trennmedium (BSA2), um intakte und gesch digte Zellen voneinander zu trennen. Bei

diesem Trennungsvorgang sedimentierten intakte st bchenf rmige Myozyten aufgrund ihrer

eren Dichte rascher auf den Boden als gesch digte aufgerundete Zellen. Die hieraus

erhaltene Zellsuspension wurde noch einmal mit Pufferl sung versetzt und f r 90 Sekunden

zentrifugiert. Anschließend konnten die Zellen f r die jeweiligen Versuche auf entsprechende

Petrischalen bzw. Titrierplatten verteilt werden.
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2.4 Durchf rung  der kardiomyozyt ren Kontraktilit tsbestimmung

Die zur Kontraktilit tsbestimmung vorgesehenen Zellen wurden auf mit Pufferl sung gef llte

Petrisch lchen aufgetragen. Sie wurden f r mindestens 15 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert, um ein Haften der Kardiomyozyten am Sch lchenboden zu erm glichen. Das

Haften der Kardiomyozyten gew hrleistet, daß kontrahierende Zellen ihren Standort nicht

ndern, was f r die Bestimmung der Kontraktilit t mittels des Bildanalyse-Systems

wesentlich ist. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde in das Petrisch lchen eine

Stimulationselektrode eingebracht, die mit einem Stimulator verbunden wurde.

Um eine konstante Versuchstemperatur zu erreichen wurde ein Heizring, bestehend aus ca. 50

Windungen eines 300 m dicken lackierten Kupferdrahtes konstruiert, der in eine Plasti lle

eingebettet wurde. Der Durchmesser des Heizringes wurde so bemessen, daß ein direkter

Kontakt mit der Wandung des Petrisch lchens gew hrleistet war.

Abb. 1 :Heizspule, die um ein Petrisc lchen herum angebracht wurde. Nach Beendigung des Versuches konnte

die Heizspule problemlos entfernt und um das folgende Versuchssc lchen herum angebracht werden.

Petrisc lchen ohne Heizspule (1), Heizspule an Petrisc lchen anliegend (2), Anschlußdr te der Heizspule an

ein Netzger t (3)

Mit Hilfe eines regelbaren Netzger tes wurde der Heizring mit Strom versorgt. Durch

kontinuierliche Temperatur erwachung mit einem Digitalthermometer konnte eine konstante

Versuchstemperatur C eingehalten werden.



- 
 -12

S
ti

m
u

la
to

r

D
ig

it
al

T
h

er
m

o
m

et
er

sp
an

n
u

n
g

sg
es

te
u

er
te

H
ei

zs
tr

o
m

q
u

el
le

m
it 

K
ar

d
io

m
yo

zy
te

n 
be

st
ck

te
s 

P
et

ris
ch

lc
he

n

H
ei

zr
in

g

P
la

tin
el

ek
tr

od
e

+ 
   

   
 -

A
bb

. 2
: 

Sc
he

m
at

is
ch

e 
Sk

iz
zi

er
un

g 
de

s 
V

er
su

ch
sa

uf
ba

us
 u

nt
er

 d
em

 M
ik

ro
sk

op
  z

ur
 B

es
ti

m
m

un
g 

de
r 

K
on

tr
ak

ti
li

t
t d

er
 K

ar
di

om
yo

zy
te

n 
un

te
r 

K
on

st
an

th
al

tu
ng

 d
er

 T
em

pe
ra

tu
r

_



-  -13

Unter dem Phasenkontrast-Mikroskop wurde eine morphologisch intakt erscheinende Zelle

fokussiert, die er den Zeitraum von drei Minuten mit einer Frequenz von 0,5Hz

stimuliert wurde. Als morphologisch intakt galten st bchenf rmige Zellen, deren

Querstreifung deutlich zu erkennen war. Die Konturen der Zellen durften nicht abgerundet

erscheinen - dies h tte auf ein intrazellul res dem hingedeutet - und ein Ansprechen der

Zelle auf eine Probe-Stimulation mußte gegeben sein.

Abb. 3: Standbild der Videoaufzeichnung zur Bestimmung der kardialen Kontraktilit t. Vitaler Kardiomyozyt,

geeignet zur Kontraktilit tsbestimmung (1); avitaler, aufgerundeter Kardiomyozyt, der auf Elektrostimulation

nicht reagiert (2)

Zur Bestimmung der kardiomyozyt ren Kontraktilit t wurde das Phasenkontrastbild der

einzelnen kontrahierenden Zelle mit Hilfe einer an das Mikroskop gekoppelten Videokamera

er den Zeitraum von drei Minuten ab Stimulationsbeginn mit einem VHS-Videorecorder

aufgezeichnet. Am Ende dieser Stimulationsphase wurde er einen Zeitraum von f f

Minuten die Pufferl sung gegen das versuchsspezifische Substratmedium ersetzt. Um den

L sungswechsel m glichst vollst ndig durchzuf ren, wurde das Petrisch lchen, welches ein

Volumen von 2 ml hatte, mit ca. 10 ml Versuchsmedium ges lt. Wichtig war es, w hrend

des S lvorganges einen gewissen Fl ssigkeitspegel im Sch lchen nicht zu unterschreiten,

um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern. S mtliche Versuchsl sungen wurden vor ihrem

Einsatz in einem Wasserbad auf C erw rmt, um Temperaturschwankungen vorzubeugen.

Dem S lvorgang mit dem Versuchsmedium folgend wurde derselbe Kardiomyozyt erneut

f r drei Minuten stimuliert und dessen Kontraktionen aufgezeichnet.
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Es folgte wiederum ein S lvorgang, diesmal mit Pufferl sung, um das Substrat

herauszuwaschen. Hier wurde großz gig mit ca. 20 ml ges lt. Es folgte erneut eine drei-

mi tige Stimulation und Aufzeichnung der Zelle.

2.4.1 Analyse der kardiomyozyt ren Kontraktilit t

Die Videoaufzeichnung des kontrahierenden Kardiomyozyten wurde er eine Bild-

verarbeitungskarte mit 6 Bit (64 Graustufen) Tiefe digitalisiert. Von einem in der 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 die Grauwerte

im aktuellen relativ zum gespeicherten Bild nderten, erschienen im sonst schwarzen

Differenzbild helle Bereiche. Die nderungen der Graustufen w hrend der Kontraktion

entstanden sowohl durch Fl chen nderungen der Zelloberfl che, als auch durch nderungen

der Zelldicke. Helle Bereiche im Differenzbild korrelierten mit der Zellbewegung und wurden

als Maß f r letztere verwendet.

Um die kardiomyozyt re Kontraktilit t einer Zeitachse zuordnen z en, wurde das

Differenzbild analog in das Bildanalysesystem Quantimet 520 transferiert und dort wiederum

digitalisiert (8 Bit, 256 Graustufen). Mit diesem Bildanalysesystem war es m glich, alle

Bildpunkte, deren Graustufe er einem vorher festgelegten Grenzwert lagen, in ein Bin rbild

z ertragen. Die Pixel dieses Bin rbildes konnten mit einer Frequenz von 8,4 Hz bestimmt

und somit der Zeit zugeordnet werden. Die Pixelwerte gegen die Zeit aufgetragen ergaben

eine Kontraktionskurve, die der kardiomyozyt ren Kontraktilit t entsprach. Um

Hintergrundschwankungen zu eliminieren, die durch Bandrauschen oder minimale

Ver nderungen des Fokus verursacht werden konnten, wurde ein gleitendes Minimum er

sieben benachbarte Werte gebildet und dieses von den Orginalwerten abgezogen. Es zeigte

sich, daß die mathematische Elimination der Hintergrundschwankungen keinen Einfluß auf

die Kontraktionsamplitude hatte.

Um nun jeder Messung einen absoluten Wert der Kontraktilit t zuordnen z en, wurden

die jeweils f f chsten Kontraktionsamplituden gemittelt. Der gemittelte Wert dieser f f
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chsten Amplituden stellte die Kontraktilit t einer Messung in der Einheit Pixel dar. Die

Bestimmung der Kontraktilit t er das Mittel der ff maximale Kontraktionsamplituden

war sinnvoll und notwendig, da aufgrund der Meßfrequenz von 8,4 Hz nicht jede

Zellkontraktion in ihrem Kontraktionsmaximum bestimmt  werden konnte. Es ergab sich eine

periodische Amplitudenschwankung. Wurde jedoch aus den maximalen

Kontraktionsamplituden ein Mittelwert gebildet, konnten der zu beobachtenden Gr ße

„Kontraktilit t“ die Meßpunkte zugeordnet werden, die einer maximalen Zellkontraktion

entsprachen.
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2.5 Bestimmung der Wirkung von Glibenclamid und Glimepirid auf die Vitalit t
von Kardiomyozyten

Zur Bestimmung der Vitalit t der Herzmuskelzellen wurde das Enzym Laktatdehydrogenase

(LDH) aus dem berstand einer Zellsuspension bestimmt, die vor Zentrifugation eine

definierte Kardiomyozytenmenge enthielt. Die Kardiomyozytenmenge wurde durch

Zellz hlung in einer volumendefinierten „Neubauerschen“ Z hlkammer bestimmt.

Die Kardiomyozyten in den Zellsuspensionen wurde er zwei Stunden mit einer Frequenz

von 0,5 Hz bei C in einem Brutkasten stimuliert. Zur Bestimmung der LDH-Aktivit t

wurden jeweils vor und nach der Stimulation Proben aus dem berstand der Zellsuspension

entnommen. Ein Teil der Zellsuspension wurde zur Bildung einer Positivkontrolle bei - C

eingefroren und wieder aufgetaut. Diese maximal gesch digte Zellsuspension wurde dann

ebenfalls er zwei Stunden unter den oben aufgef rten Bedingungen stimuliert. Die von

dieser maximal gesch digten Zellsuspension gewonnenen Proben, beziehungsweise deren

LDH-Aktivit ten vor und nach Stimulation, gaben zum einen Aufschl er die  erreichbare

LDH-Aktivit t bei gr tm glicher Zellsch digung, zum anderen konnten sie aufzeigen, daß

es durch die Stimulation und deren Bedingungen nicht zu einem Abfall der LDH-Aktivit t

kommt. Dieser h tte die Beobachtung eines Anstieges der LDH-Aktivit t als Zeichen einer

Zellsch digung unter Stimulation verhinder en.

Die LDH-Bestimmungen wurden im Zentrallabor des Universit tsklinikums Frankfurt am

Main durchgef rt. Sie wurden dort nach der „optimierten Standard-Methode“ der Deutschen

Gesellschaft f r klinische Chemie durchgef hrt, welche folgendes Testprinzip beinhaltet:

++ +++ NADLaktatHNADHPyruvat LDH

Zur LDH-Bestimmung wurden der zur bestimmenden Probe ein Phosphat-Puffer (68 mmol/l ,

pH 7,5) und Pyruvat (0,73 mmol/l) hinzugef gt. Als Startreagenz der Reaktion diente

reduziertes Nicotinamidadenindinucleotid (NADH, 1,1 mmol/l).

Das Reaktionsgleichgewicht der oben aufgef rten Reaktion liegt auf Seiten der Endprodukte

Laktat und Nicotinamidadenindinucleotid (NAD+). Dies f hrt nach Zugabe der Startsubstanz

NADH zu einem Anstieg des NAD+ und einem Abfall des NADH, welcher photometrisch

er den Extinktionsabfall bei 340 nm bestimmt wird. Der Extinktionsabfall pro Zeit

korreliert mit der vorliegenden LDH-Enzymaktivit t.
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Die LDH-Bestimmung wurde mit Hilfe eines BM/Hitachi 917 Analysenautomaten

durchgef hrt.

Die LDH-Aktivit ten der einzelnen Messungen wurden unter Verwendung eines „cell injury

index“ standardisiert (Legrand et al. 1992).

Cell injury Index
LDH nach Stimulation LDH vor Stimulation

LDH nach Lyse aller Zellen LDH vor Stimulation
=

( ) ( )

( ) ( )
100

Der „cell injury index“ gibt den prozentualen Anteil der Zellsch digung in Bezug auf die

LDH-Aktivit t bei maximaler Zellsch digung an.
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2.5.1 Entwicklung einer Stimulationskammer

Um mglichst viele Versuche gleichzeitig unter gleichen Bedingungen mit den Zellen eines

Tieres durchf ren z en, wurde eine Stimulationskammer entwickelt, die es

erm glichte, gleichzeitig 24 Proben  zu stimulieren. Die Stimulationskammer bestand aus

einer Zellkultur-Platte mit 24 Feldern, die alle ber die Abdeckung der Platte mit jeweils zwei

Platinelektroden best ckt wurden. Sie enthielt weiterhin eine Steuerelektronik, die mit Hilfe

zweier  Schieberegister (Multiplexer) in der Lage war, den Impuls von zwei Stimulatoren auf

jeweils 4 Reihen zu je 3 Sch lchen zu verteilen (Abb. 6). Dies war tig, da die

Ausgangsleistung des verwendeten Stimulators begrenzt und dieser nicht in der Lage war,

mehr als drei Felder gleichzeitig zu stimulieren.

Abb.5: Blick auf die er ffnete Stimulationselektrode: Zellkulturplatte (1), 24 x 2
Stimulationselektroden (2)
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Um eine zur Stimulatorfrequenz synchrone Verteilung der Impulse zu gew hrleisten, wurde

das Umschalten der Steuerelektronik auf die jeweils n chste Plattenreihe durch ein Signal des

Stimulators getriggert, welches der Frequenz des Stimulators entsprach. Die Steuerelektronik

paßte sich so der Frequenz des Stimulators an. Dies stellte eine fehlerfreie Verteilung und

bertragung der Impulse durch die Steuerelektronik sicher.

Abb.6: Schematischer Aufbau der Stimulationskammer.

Das Herzst ck der Steuerelektronik war ein 4Bit-Schieberegister, das er das Triggersignal

des Stimulators getaktet wurde. Angesteuert wurden 4 Schalttransistoren, die den Stimu-

lationsimpuls von 80 Volt auf die jeweilige Plattenreihe schalten konnten. Vier Leuchtdioden,

die ebenfalls mit den Ausg ngen des Schieberegisters verbunden waren, dienten der optischen

Kontrolle der Impulsverteilung. Mit Hilfe eines Tasters konnte manuell der Ausgangszustand

des Schieberegisters wiederhergestellt werden. Die beiden Steuerelektroniken wurde er

ein gemeinsames spannungsstabilisiertes Netzteil, das aus einer 9Volt-Blockbatterie gespeist

wurde, betrieben.

Stimulator
I

2  Hz

Stimulator
II

2  Hz

Steuer-
elektronik

I
4x 0,5  Hz

Steuer-
elektronik

II
4x 0,5  Hz
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 Abb.7: Blick auf die Stimulationselektrode. Markiert sind folgende Bauteile: Muliplexer-Chip (1),
Schalttransistoren (2), Kontroll-Leuchtdioden (3)
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2.6 Statistik

Sowohl zur Bestimmung der Kontraktilit t als auch zur LDH-Bestimmung wurden an den

Kardiomyozyten jedes Tieres drei Messungen durchgef rt. Der Mittelwert dieser drei

Messungen wurde der kardiomyozyt ren Kontraktilit t bzw. dem LDH Wert des jeweiligen

Tieres (n) zugeordnet.

Die Ergebnisse einer Versuchsreihe (Stichprobe) wurden nach David et al. (1954 - zitiert nach

Sachs 1992) auf Nichtnormalit t getestet. Normalverteilte Stichproben wurden unter

Verwendung des zweiseitigen t-Test auf Signifikanz erpr ft. Ansonsten wurde zur

Ermittlung des Signifikanzniveaus der zweiseitige U-Test nach Wilcoxon, Mann und

Whitney, der dem Vergleich zweier unabh ngiger Stichproben mit unbekannter Verteilung

dient, angewandt (Sachs 1992).

Weiterhin wurde der Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean, SEM)

berechnet. Er wird nach folgenden Formeln bestimmt :

( )
( )s

s

n
s

n x x

n nx = =
2 2

1
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3 Ergebnisse

3.1 Zellausbeute

Durch das beschriebene Isolierungsverfahren konnten pro Tier zwischen 700.000 und

1.400.000 Kardiomyozyten gewonnen werden. Der Anteil der vitalen Zellen in Bezug auf die

Gesamtzellausbeute variierte zwischen 5 % - 20 %. Es bestand ein Zusammenhang zwischen

Pr parationszeit des Herzens und dem Anteil vitaler Zellen, d.h. krzere Pr parationszeiten

f rten zu einem gr eren Anteil vitaler Zellen.

3.2 Ergebnisse der Kontraktilit tsbestimmungen

3.2.1 Beeinflussung der Kontraktilit t durch Rilmakalim

Zu Beginn der Kontraktilit tsbestimmungen wurde eine Dosiswirkungkurve f r den K+
ATP-

Kanal ffner Rilmakalim erstellt, um eine geeignete Konzentration zur Kontraktions-

reduzierung festlegen z en. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen sind in Tab. 1 sowie

Abb. 8 dargestellt.

Tab.1: Tabellarische Darstellung der Dosiswirkungkurve von Rilmakalim (RK)  SEM. Die
Kontraktilit tswerte sind relativ zu den an denselben Zellen durchgef hrten substratfreien
Leerkontrollen (Calcium-Standardl sung). Als weitere Kontrolle wurde die Kontraktilit t einer 12

molaren Dimethylsulfoxid (DMSO) L sung als L sungsmittelkontrolle angegeben. Diese unterschied
sich nicht signifikant von den Leerkontrollen. *p<0,01 vs. L sungsmittelkontrolle, **p<0,001 vs.
L sungsmittelkontrolle

DMSO
 (12 mol)

RK
(0,1 mol)

RK
(0,3 mol)

RK
(1 mol)

RK
(3 mol)

Versuchstiere (n) 6 6 6 6 7
Kontraktilit t (%) 101  5,2 70,5  3,7** 62  7,6* 52,4  7,3** 9  6,5**
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Abb. 8: Graphische Darstellung der Rilmakalim-Dosiswirkungsbeziehung auf die Kontraktilit t
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Dosiswirkungsbeziehung  der Substanz auf die Kontraktilit t i solierter Kardiomyozyten widerspiegeln
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Die Versuchsreihen zur Bestimmung der Beeinflussung der kardiomyozyt ren Kontraktilit t

durch Rilmakalim ergaben eine dosisabh ngige Abnahme der Kontraktilit t, die bei 0,1 mol

Rilmakalim 70,5% des Wertes der L sungsmittelkontrolle betrug. Bei einer Konzentration

von 1 mol zeigte sich eine Halbierung der Kontraktionsamplituden im Vergleich zur

L sungsmittelkontrolle. Rilmakalim in einer Konzentration von 3 mol ergab im Mittel nur

noch eine Restkontraktilit t von 9%. Bei dieser Konzentration zeigte sich in Messungen

einzelner Kardiomyozyten bereits eine llige Aufhebung der Kontraktilit t, die jedoch

immer reversibel war.

Pilotuntersuchungen (n=2 Pr parationen) zeigten bei Rilmakalimkonzentratione er 3 mol

(4 mol, 8 mol, hier nicht dargestellt) eine vollst ndige Aufhebung der Kontraktionsf higkeit,

die in einzelnen Versuchen irreversibel war.
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Abb. 10: Originalkurven einer Kontraktilit tsbestimmung unter dem Einfluß von 3 mol Rilmakalim
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3.2.2 Beeinflussung der Kontraktilit t durch Glibenclamid bzw. Glimepirid in 
Kombination  mit Rilmakalim

Zur Untersuchung des Einflusses von Glibenclamid sowie Glimepirid auf die durch

Rilmakalim herbeigef rte Kontraktilit tsminderung wurden zu verschiedenen

Konzentrationen des jeweiligen Sulfonylharnstoffs 3 mol Rilmakalim hinzugegeben. Es

ergaben sich die in Tab. 2 dargestellten Werte. Abb. 11 faßt die Versuchsergebnisse graphisch

zusammen. Beide Sulfonylharnstoffderivate zeigten bereits in der niedrigsten Konzentration

von 0,03 mol eine deutliche Abschw chung der Rilmakalim-bedingten

Kontraktilit tsminderung, wobei Glibenclamid bereits in dieser Konzentration die Wirkung

von Rilmakalim st rker aufhob als Glimepirid. Auch bei allen weiteren eingesetzten

Konzentrationen zeigte sich, daß Glibenclamid die Wirkung von Rilmakalim st rker aufhob

als Glimepirid, wobei jedoch mit beiden Substanzen auch bei einer Konzentration von 3 mol

der Ausgangswert der Kontraktilit t der L sungsmittelkontrolle nicht erreicht wurde. Diese

Differenz zur L sungsmittelkontrolle bei einer Sulfonylharnstoffkonzentration von 3 mol

war jedoch f r beide Substanzen statistisch nicht signifikant.

Tab. 2: Kontraktilit t der Kardiomyozyten unter dem Einfluß von 3mol Rilmakalim und dem
jeweiligen Sulfonylharnstoff (GC=Glibenclamid, GP=Glimepirid) in verschiedenen Konzentrationen.
Die Kontraktilit tswerte beziehen sich auf an denselben Zellen durchgef hrte substratfreie
Leerkontrollen (Calcium-Standardl sung = 100%). (n) = Anzahl der separaten Pr parationen.
**p<0,05  +p<0,01  ++p<0,001 vs. L sungsmittelkontrolle.

Sulfonylharnstoff plus 3 mol Rilmakalim
Konz. Sulfonylhst. 0,03 mol 0,1 mol 0,3 mol 1 mol 3 mol 9 mol
(n) GC/GP 6/6 7/5 7/7 7/7 7/7 -/6
Kontrakt. (%) GC 42,8  6,8+ 75,4  8,3** 85  5,5 88,6  1,3 97,3  4,3 -
Kontrakt. (%) GP 30,6  6,8++ 40,3  8,3++ 72,2  6,2+ 79,5  2,8+ 80,1  4,7** 91,9  8,8
Differenz GC-GP 12,2 35,1+ 12,8 9,1** 17,2** -

Es zeigte sich bei allen untersuchten Konzentrationen, daß Glimepirid die durch Rilmakalim

induzierte Kontraktilit tsminderung in geringerem Ausmaß abschw hte als Glibenclamid. In

den Konzentrationen 0,1 mol, 1 mol und 3 mol erreichten diese Unterschiede das

Signifikanzniveau.
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3.2.3 Beeinflussung der Kontraktilit t durch Glibenclamid bzw. Glimepirid

Zus tzlich zu den oben dargestellten Untersuchungen wurde die jeweils chste

Konzentration der Sulfonylharnstoffe ohne Zusatz von Rilmakalim im Hinblick auf eine

Beeinflussung der Kontraktilit t untersucht.

Tab. 3: Tabellarische Darstellung der Kontraktilit t unter dem Einfluß von Glibenclamid (GC) und
Glimepirid. (GP). Die Kontraktilit tswerte sind relativ zu den an denselben Zellen durchgef rten
substratfreien Leerkontrollen (Calcium-Standardl sung = 100%). Als weitere Kontrolle wurde die
Kontraktilit t einer 12 molaren Dimethylsulfoxid (DMSO) L sung als L sungsmittelkontrolle
angegeben, welche sich nicht signifikant von Leerkontrolle unterschied. Sowohl Glibenclamid als
auch Glimepirid waren in Bezug auf die L sungsmittelkontrolle nicht signifikant unterschiedlich.

DMSO
12 mol

GC
3 mol

GP
9 mol

Versuchstiere (n) 6 6 6
Kontraktilit t (%) 101,08  5,2 104,5  6,4 97,6  3,2

Dabei zeigte sich, daß weder das L sungsmittel DMSO noch die beiden Sulfonylharnstoffe

die Kontraktilit t der Kardiomyozyten im Vergleich zu den nur mit Kontrollpuffer (Calcium-

Standardl sung) inkubierten Zellen beeinflußten.
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3.3 Effekt der Sulfonylharnstoffe und Rilmakalim auf die Zellvitalit t

Neben der Bedeutung der LDH-Bestimmung in der klinischen Chemie kann die Methode

dazu dienen, Aussage ber die Vitalit t von Zellkulturen zu gewinnen (Racher et al 1990).

Durch Steigerung der Membranpermeabilit t bzw. Zellyse bei terminal gesch digten Zellen

gelangt die physiologischerweise intrazellul r gelegene LDH in das extrazellul re  Medium.

Aus diesem kann die Aktivit t des Enzyms bestimmt werden.

Die Laktatdehydrogenase katalysiert reversibel die Reaktion :

++ +++ NADLactatHNADHPyruvat LDH

Aufgrund der zentralen Bedeutung dieser Reaktion, des letzten Schrittes der Glykolyse,

kommt dieses Enzym ubiquit r in den Zellen des menschlichen und tierischen Organismus

vor. In Herzmuskelzellen, die einen herausragendem Energieumsatz haben, findet man die

LDH in besonders hohen Aktivit ten. Untersucht wurden Zellsuspensionen, denen jeweils

Glibenclamid, Glimepirid sowie Rilmakalim zugesetzt worden war. Die Substanzen wurden

in den Konzentrationen zugesetzt, die den maximalen Testkonzentrationen w hrend der

Kontraktilit tsbestimmungen entsprachen. Zur Quantifizierung eines Zellschadens wurde der

„cell injury index“ verwandt (Byler et al 1994). Dieser wird nach folgender Formel bestimmt :

Cell injury Index
LDH nach Stimulation LDH vor Stimulation

LDH nach Lyse aller Zellen LDH vor Stimulation
=

( ) ( )

( ) ( )
100

Er gibt die Zellsch digung in Prozent zum maximal m glichen Schaden an.
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Nach zweist iger elektrischer Stimulation stieg unter keiner der getesteten Substanzen der

absolute LDH-Gehalt in den Zellsuspensionen an. Es zeigte sich weiterhin kein Unterschied

zum Kontrollmedium. Somit konnte f r keine der untersuchten Substanzen (Glibenclamid,

Glimepirid und Rilmakalim) eine zellsch digende Wirkung nachgewiesen werden.

Auf eine berpr fung von Substanzkombinationen wurde aufgrund der fehlenden

zellsch digenden Wirkung der Einzelsubstanzen verzichtet.

Tab. 4: Absolutwerte der LDH-Bestimmungen vor sowie nach zweist diger elektrischer Stimulation
in den jeweiligen Substanzl sungen Rilmakalim (RK), Glibenclamid (GC), Glimepirid (GP). Als
Kontrolle diente eine L sung der maximal vorkommenden L sungsmittelkonzentration (DMSO  12

mol). Der 100%-Wert gibt die LDH-Konzentration nach maximaler Sc digung der Zellen durch
Einfrieren an. Die Werte beziehen sich auf 10.000 Zellen pro ml

DMSO
(12 mol)

RK
(3 mol)

GC
(3 mol)

GP
(9 mol)

100%

Versuchstiere (n) 5 5 5 5 5
LDH vor Stimulation 106,5  27,2 96,4  24,1 109,4  27,4 95,9  25,5 174,3  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. 5: cell injury index nach zweist iger Kardiozyten-Stimulation in den jeweiligen
Substanzl sungen Rilmakalim (RK), Glibenclamid (GC), Glimepirid (GP). Keine der Substanzen
f rte zu signifikantem Zelltod. Als Kontrolle diente eine L sung der maximal vorkommenden
L sungsmittelkonzentration (DMSO  12 mol).

DMSO
(12 mol)

RK
(3 mol)

GC
(3 mol)

GP
(9 mol)

Versuchstiere (n) 5 5 5 5
cell injury index 2,6  4,1 6,4  1,5 2,5  2,7 2,4  2,5



-  -32

 Abb. 13: Graphische Darstellung der Tabelle 4. Die Werte stellen Mittelwerte  Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) der absoluten LDH Konzentrationen i berstand von Zellsuspensionen dar, die
den angegebenen Substanzen ausgesetzt waren. Zus tzlich aufgef hrt sind die Daten f r maximal
gesch digte Zellen (100%). RK3 = 3 mol Rilmakalim, GC3 = 3 mol Glibenclamid, GP9 = 9 mol
Glimepirid
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4 Diskussion

Bezogen auf die in der Einleitung formulierten Fragestellungen haben die durchgef rten

Untersuchungen folgende Ergebnisse erbracht :

W hrend elektrischer Stimulation bewirkte Rilmakalim eine konzentrationsabh ngige

Minderung der Kontraktilit t der isolierten Kardiomyozyten. Sowohl Glibenclamid als auch

Glimepirid waren in der Lage, die durch Rilmakalim induzierte Kontraktionsminderung

konzentrationsabh ngig zu antagonisieren. Allerdings zeigte sich in dieser Hinsicht

Glimepirid deutlich schw her wirksam als Glimbenclamid, d.h. die durch Rilmakalim

induzierte Kontraktionsminderung wurde durch Glimepirid weniger stark antagonisiert als

durch Glibenclamid. Als Einzelsubstanzen zeigten beide Sulfonylharnstoffe keinen Einfluß

auf die Kontraktilit t der Zellen.

Die Vitalit t der Kardiomyozyten wurde durch keine der hier untersuchten Substanzen

beeintr htigt.

Die Wahl der isolierten Kardiomyozyten als Versuchmodell im Gegensatz zu einem Ganz-

herzmodell erschien sinnvoll, da so Wirkungen der Substanzen auf kardiovaskul re Elemente,

welche ihrerseits Einfluß auf die Kontraktilit t des Herzmuskels sowie deren Vitalit t haben

ten, ausgeschlossen werden konnten. Es war m glich, mit den Kardiomyozyten eines

Tieres eine Vielzahl von Versuchen durchzuf ren. Dadurch konnten zum einen

interindividuelle Unterschiede zwischen den Versuchstieren innerhalb einer Versuchsreihe

vermieden werden. Zum anderen konnten die Untersuchungen im Vergleich zu

Ganzherzmodellen an wesentlich weniger Versuchstieren durchgef rt werden. Die Nachteile

isolierter Kardiomyozyten als Versuchsmodell liegen sicher in ihrer aufwendigen Isolierung,

die nicht bei jedem Tier zum Erfolg f hrt. Weiterhin ist die bertragung der

Versuchsergebnisse auf den kompletten Organismus nur bedingt m glich, da  viele Faktoren,

wie beispielsweise vaskul re oder nervale Einfl sse, hier nicht ber cksichtigt werden.
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4.1 Diskussion der Kontraktilit tsergebnisse

Grunds tzlich existieren zwei unterschiedliche Verfahren, um die kontraktile Aktivit t

isolierter Kardiomyozyten zu quantifizieren. Das ist zum einen die direkte Messung der

ausge ten Kr fte mittels Kraft/Weg-Aufnehmern  (Copelas et al., 1987 und Shepherd et al.,

1990) und zum anderen die indirekte, opto-elektronische Analyse der Bewegung.

Methodische Probleme der direkten Kraftmessung ergeben sich vor allem aus der Befestigung

des Kraft/Weg-Aufnehmer an der Zellmembran, deren Integrit t durch die notwendige

Pr paration leicht zerst rt wird. Die indirekte, opto-elektronische Messung der Kontraktilit t

beruht im Prinzip auf Helligkeits nderungen im mikroskopischen Bild, hervorgerufen durch

die Bewegung der Kardiomyozyten. Ein wesentlicher Vorteil der opto-elektronischen

Methoden ist, daß sie ber rungsfrei und ohne besondere Pr paration zu realisieren sind. Die

Helligkeits nderungen lassen sich auf verschiedene Weise erfassen :

1. Durc er einer Kante einer kontrahierenden Zelle positionierte Photodioden (Sinclair et

al., 1970, Meyer et al., 1987, Barry et al., 1985, Werdan & Erdmann 1991).

 

2. durch Lichtbeugung (Rohr 1990).

 

3. durch bildanalytische Methoden wie z.B. Echtzeit-Kantendetektion (Staedmann et al.,

1988), Einzelbildanalyse (Rose et al., 1991) oder die hier verwendete Methode (Riehle und

Bereiter-Hahn, 1994).

Mit der beschriebenen bildanalytischen Methode ist es prinzipiell mglich, Zellgruppen,

einzelne Zellen sowie subzellul re Bereiche auf ihre Kontraktilit t hin zu untersuchen (Riehle

und Bereiter-Hahn, 1994).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschließlich einzelne Zellen analysiert.

Gege er den anderen zitierten bildanalytischen Methoden liegt der Vorteil der hier

angewandten Methode in der Nutzung von Echtzeitverfahren, die es er rigt, die Bilder der

Kardiomyozyten zwecks Analyse zu speichern. Es war m glich, das Kontraktionsverhalten

der Kardiomyozyten sofort graphisch darzustellen. Allerdings erlaubte die hier verwendete

Apparatur nur eine geringe zeitliche Aufl sung von 8,4 Hz, was eine maximale

Kontraktionsfrequenz von ca. 120/min erlaubte.



-  -35

Da s mtliche Untersuchungen mit einer Kontraktionsfrequenz von 30/min, also 0,5 Hz,

durchgef hrt wurden, stellte die geringe zeitliche Aufl sung jedoch keinen limitierenden

Faktor dar.

4.1.1 Beeinflussung der kardiomyozyt ren Kontraktilit t durch Rilmakalim

Substanzen wie Rilmakalim, welche den K+
ATP-Kanal ffnen, sind eine strukturell heterogene

Gruppe, deren typische Vertreter Cromakalim, Levcromakalim, Nicorandil und Pinacidil sind.

Ihre K+
ATP-Kanal ffnende Potenz en sie vor allem an glatter Muskulatur aus (Weston und

Edwards, 1992). Sie besitzen ein hohes therapeutisches Potential, da sie antihypertensive,

antiasthmatische, blasenrelaxierende und antiangi se Eigenschaften besitzen (Duty und

Weston, 1990). Rilmakalim ist ein K+-Kanal ffnendes Benzopyran-Derivat der zweiten

Generation. Es hnelt strukturell Levcromakalim, unterscheidet sich jedoch dadurch, daß es in

Position sechs des Benzopyran-Kerns einen Phenylsulphonyl-Substituenten besitzt.

Abb. 14: Strukturformel des Benzopyranderivates Rilmakalim, welches K+
ATP-Kanal- ffnende

Eigenschaften besitzt.

Es zeigte sich, daß dieser Phenylsulphonyl-Substituent verantwortlich ist f r die im Gegensatz

zu anderen Benzopyran-Derivate ere Wirkst rke des Wirkstoffes, die

Bronchialmuskulatur zu relaxieren (Englert et al., 1992; Weston und Edwards, 1992). Es

wurde auch nachgewiesen, daß Rilmakalim wie andere K+
ATP-Kanal- ffner generell

relaxierend auf glatte Muskulatur wirkt und so einen antihypertensiven Effekt besitzt (Klaus

et al., 1990). Dieser antihypertensive Effekt konnte durch den K+
ATP-Kanal-Blocker

Glibenclamid antagonisiert werden (Klaus et al, 1990). Den direkten Nachweis der

Aktivierung kardialer K+
ATP-Kan le durch Rilmakalim erbrachten 1994 Terzic et al. an

isolierten Kardiomyozyten des Meerschweinchens.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß Rilmakalim eine dosisabh ngige

Kontraktilit tsminderung von Kardiomyozyten bewirkt. Bereits in einer Dosierung von 0,1

mol f rte Rilmakalim zu einer signifikanten Herabsetzung der kardiomyozyt ren

Kontraktilit t. Eine Dosis von 1 mol f rte nahezu zu einer Halbierung der Kontraktilit t.

Konzentratione er 3 mol bewirkten meist eine kompletten Hemmung der Kontraktilit t,

die jedoch reversibel war. Die kontraktilit tsmindernde Wirkung von Rilmakalim konnte

sowohl durch Glibenclamid (3 mol), als auch durch Glimepirid - wenn auch erst in einer

eren Konzentration (9 mol) - aufgehoben werden. Da diese beiden Substanzen einen

K+
ATP-Kanal-schließenden Effekt haben, kann angenommen werden, daß der

kontraktilit tsmindernde Effekt von Rilmakalim im Zusammenhang mit desse ffnender

Wirkung auf den K+
ATP-Kanal steht. Der kontraktilit tsmindernde Effekt von Rilmakalim-

verwandten K+
ATP-Kanal- ffnern wie Levcromakalim und anderen ist bereits mehrfach

untersucht worden (u.a. Jiang et al., 1994). Die K+
ATP-Kanal aktivierende Funktion von

Rilmakalim wurde bereits in „whole-cell-“ und „single-channel-“ Untersuchungen

beschrieben (Terzic et al., 1994; Krause et al, 1995). Im Vergleich zu anderen K+
ATP-Kanal

ffnenden  Substanzen scheint Rilmakalim in Bezug auf die Kontraktilit tsminderung von

Kardiomyozyten eine deutlic ere Potenz zu besitzen. So zeigten Jiang et al. (1994) fr

Levcromakalim, einen dem Rilmakalim strukturell nahestehenden K+
ATP-Kanal ffner, eine

kontraktilit tshalbierende Wirkung erst bei einer Konzentration um 30 mol. Die

Rilmakalimkonzentrationen, die in der vorliegenden Arbeit kontraktilit tsmindernd wirkten,

lagen in dem gleichen Konzentrationsbereich, f r den Terzic et al (1994) eine ffnung der

kardialen K+
ATP-Kan le beschrieb. Die in der vorliegenden Untersuchung bestimmte

Rilmakalimkonzentration, die eine halbmaximale Kontraktilit tsminderung verursachte (EC50

ca. 1 mol) und die von Terzic et al. mittels Patch-clamp-Untersuchungen ermittelte EC50

(auch ca. 1 mol) f r eine halbmaximale K+
ATP-Kanal- ffnung, stimme erein.
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Die kontraktilit tsmindernde Wirkung von Rilmakalim erkl rt sich somit eindeutig durch

seine ffnende Wirkung auf den K+
ATP-Kanal. Der K+

ATP-Kanal ffnende Effekt des

Rilmakalim f rt er eine Hyperpolarisation der Zelle aufgrund eines K+-Ionen-Ausstromes

zu einer Ver rzung der Plateau-Phase des Aktionspotentials. Dies vermindert den Einstrom

von Ca2+.

Da sich die sarkoplasmatischen Ca2+-Speicher unter dem direkten Einfluß von einstr mendem

Ca2+ w hrend der Systole entleeren, f hrt ein verminderter Einstrom von Ca2+ in die Zelle

auch zu einer verminderten Entleerung der Ca2+-Speicher des sarkoplasmatischen Retikulums

in den intrazellul ren Raum. Freies intrazellul res Ca2+ ist Voraussetzung f r die Bindung von

Myosinfilamenten an Aktinfilamente, welche zur Zellkontraktion f hrt. Der Mechanismus,

er den intrazellul res Ca2+ zur Bindung von Myosinfilamenten an Aktinfilamente f rt,

beruht auf einer Inhibition des im Aktinfilament enthaltenen Tropomyosins, welches in

Abwesenheit von Ca2+ eine Myosinfilament-Aktinfilament-Bindung verhindert. Die

Ver fung von Ca2+-Ionenkonzentration und Tropomyosin-Inhibition verl uft er

molekulare Ver nderungen in den ebenfalls beteiligten Troponin-C- und Troponin-I-

Mole len. Eine Verringerung der intrazellul ren Ca2+-Konzentration durch ffnen von

K+
ATP-Kan len f rt demnach zu einer Kontraktionsminderung.

Die Wirkung einer ffnung kardiomyozyt rer K+
ATP-Kan le zeigt die physiologische

Bedeutung des K+
ATP-Ionenkanals des Herzens auf. Durch K+

ATP-Kanal-induzierten Kalium-

Ausw rtsstrom kommt es er eine Kontraktionsminderung der Zellen zu einem reduzierten

Energieverbrauch. Betrachtet man die Bedingungen, unter denen sich der Kanal ffnet,

n mlich einen Abfall des intrazellul ren ATP-Gehaltes als Ausdruck eines Energiemangels,

ist die durch Kanal ffnung angestrebte Energieeinsparung ußerst sinnvoll. So wird

verhindert, daß der Energiegehalt der Kardiomyozyten weiter absinkt und es aufgrund des

Energiemangels zu irreversiblen Sch digungen zellul rer Strukturen kommt. Im Rahmen der

Isch mischen Pr konditionierung spielt die Funktion des K+
ATP-Kanals eine wichtige Rolle.

Als myokardialer Faktor senkt er er die bereits erw hnten Mechanismen den

Energieverbrauch der Kardiomyozyten und er t damit ihre berlebenswahrscheinlichkeit.

So konnte gezeigt werden, daß die Aktivierung des K+
ATP-Kanals bei

Koronararterienokklussion im Rahmen der Isch mischen Pr konditionierung zu einer

Verringerung des Infarktgr ße f rte (Grover et al 1989). Nachteilig kann sich jedoch

auswirken, daß die Ver rzung des Aktionspotentials durch K+
ATP-Kanal-Aktivierung auch zu

einer Ver rzung der Refrakt rperiode f rt. Dies kann zu Arrhythmien, wie sie h ufig im
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Rahmen eines Myokardinfarktes auftreten, f ren. Untersuchungen mit einem

kardioselektiven K+
ATP-Kanal-Blocker von Billman et al. (1998) konnten das an Hunden nach

artefiziellem Myokardinfarkt belegen. Riccioppo et al. (1997) zeigten jedoch auch an

isolierten Purkinje-Zellen des Kaninchens, daß es bei ffnung des K+
ATP-Kanals durch

Rilmakalim zu einer Hyperpolarisation von Purkinje-Fasern kommt und so eine

antiarrhythmische Wirkung erzielt werden kann.

4.1.2 Beeinflussung der Kontraktilit t durch Glibenclamid und Glimepirid

Glibenclamid und Glimepirid ge ren zu den Antidiabetika vom Sulfonylharnstofftyp. Die

blutzuckersenkende Wirkung eines Sulfonamid-Derivats wurde 1942 zuf llig von Janbon et

al. entdeckt, die beobachteten, daß manche Sulfonamide in Tierversuchen zu Hypoglyk mien

f rten. Die Untersuchung dieses Ph nomens wurde ausgeweitet und f rte zum klinischen

Einsatz des ersten Sulfonylharnstoffderivates 1-Butyl-3-Sulfonylharnstoff (Carbutamid).

Carbutamid wurde sp ter wegen gravierender Nebenwirkungen, wie z.B. einer ausgepr gten

Knochenmarksdepression, vom Markt genommen, f rte aber zur Entwicklung einer ganzer

Gruppe antidiabetogener Sulfonylharnstoffderivate.

Abb. 15 : Strukturformel des Sulfonylharnstoffderivates Glibenclamid

Der ersten Generation der Sulfonylharnstoffe ge ren Wirkstoffe wie Tolbutamid,

Azetohexamid oder Chlorpropamid an. Glibenclamid z hlt wie Glibizide und Gliclazide zu

den Wirkstoffen  der zweiten Generation. Glimepirid ist der neueste Vertreter dieser zweiten

Sulfonylharnstoffgeneration.
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Abb. 16 : Strukturformel des Sulfonylharnstoffderivates Glimepirid

Glimepirid hat die gleiche sekretorische Wirkung auf die pankreatische -Zelle wie

Glibenclamid, obwohl Glimepirid an einem anderen Protein des Sulfonylharnstoffrezeptors

bindet wie Glibenclamid (M ller et al. 1994). Die Gefahr der Hypoglyk mie, die mit einer

relativ hohen Inzidenz w hrend einer antidiabetischen Therapie mit Glibenclamid auftreten

kann, wird f r Glimepirid geringer eingesch tzt (Draeger 1995). Im Gegensatz zu

Glibenclamid besitzen Metabolite von Glimepirid eine nur schwach ausgepr gte Wirkung auf

den Serum-Glucosespiegel. Dies wurde durch eine klinische Studie gest tzt, in deren Rahmen

es seltener zu Hypoglyk mien unter Glimepirid-Gabe als unter Glibenclamid-Therapie kam

(Draeger et al. 1994). HbA1c-Spiegel und N chtern-Glucose-Werte im Serum, als Ausdruck

der metabolischen Einstellung der Patienten, waren unter beiden Medikamenten nicht

signifikant unterschiedlich. Pharmakokinetisch zeichnet sich Glimepirid durch eine

verl ngerte Halbwertszeit aus, welche eine einmalige Tagesdosierung erm glicht. Weiterhin

zeigte sich bei tierexperimentellen Studien an Ratten, daß Glimepirid einen pr ventiven

Effekt bez glich des Auftretens eines Diabets mellitus Typ 1 hat (Cheta et al. 1995).

Ihre blutzuckersenkende Wirkung l sen die Sulfonylharnstoffe durch Blockade eines K+
ATP-

Kanals aus, der in der Membran der insulinproduzierenden, pankreatischen -Zellen zu finden

ist. In einem euglyk mischen Milieu sind die K+
ATP-Kan le der pankreatischen -Zellen

ge ffnet, was er einen Kaliumionenausstrom zu einer relativen Hyperpolarisation der Zelle

f rt. Eine Hyperglyk mie bewirkt in der -Zelle des Pankreas einen Anstieg des

intrazellul ren ATP`s bzw. einer Verschiebung des ATP/ADP-Verh ltnisses in Richtung

ATP. Diese Gleichgewichtsverschiebung f hrt zum Schluß des K+
ATP-Kanals und der

Kaliumionenausstrom sistiert. Dadurch sinkt das Membranpotential der Zelle, die

Zellmembran depolarisiert teilweise. Diese Teildepolarisation f rt zu einer ffnung

spannungsabh ngiger Calciumionenkan le, welche durch Steigerung der intrazellul ren

Calcium-Ionenkonzentration eine Insulinsekretion der Zelle ausl st.

Zur berpr fung des Einflusses der Sulfonylharnstoffe auf die Kontraktilit t von

Kardiomyozyten wurden jeweils die Konzentrationen eingesetzt, die der maximalen Sulfonyl-
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harnstoff-Konzentration in den Kombinationsuntersuchungen mit Rilmakalim entsprachen.

Diese Konzentrationen betrugen f r Glibenclamid 3 mol und f r Glimepirid 9 mol. In

diesen Konzentrationen konnte sowohl f r Glibenclamid als auch f r Glimepirid kein

signifikanter Einfluß auf die Kardiomyozytenkontraktilit t nachgewiesen werden.

Dementsprechend war auch kein signifikanter unterschiedlicher Einfluß der beiden

Substanzen zu verzeichnen. Das Ausbleiben einer Wirkung der K+
ATP-Kanal-schließenden

Sulfonylharnstoffe auf die Kardiomyozytenkontraktilit t ist mglicherweise darauf

zur ckzuf ren, daß bereits vor Beginn des Versuches die K+
ATP-Kan le der Kardiomyozyten

ann hernd vollst ndig geschlossen waren. Dies l ßt sich dadurch erkl ren, daß zu

Versuchsbeginn und w hrend des Versuches die Energieversorgung der Zellen durch das

glucosehaltige Versuchsmedium gesichert war. Da die ffnung der K+
ATP-Kan le erst bei

intrazellul rem Energiemangel ausgel st wird, waren wohl kaum offene K+
ATP-Kan le

vorhanden, die durch den jeweiligen Sulfonylharnstoff h tten verschlossen werde nen. In

Bezug auf die kontraktilit tsbeeinflussende Wirkung des Rilmakalims bedeutet dies, daß

anzunehmen ist, daß auch vor Gabe des Rilmakalims die K+
ATP-Kan le der Kardiomyozyten

geschlossen waren. Dies l ßt weiterhin den Schluß zu, daß die oben beschriebene

Kontraktilit tsabnahme durch Rilmakalim, die durch ffnen der vorher geschlossenen K+
ATP-

Kan le erreicht wird, durch eine Wirkung auf nahezu alle K+
ATP-Kan le des Kardiomyozyten

bedingt ist (Terzic et al. 1994a). Die Rilmakalimkonzentration von 1 mol, die in der

vorliegenden Untersuchung zu einer halbmaximalen Kontraktilit tshemmung gef hrt hat,

entspricht demnach der Rilmakalim-Konzentration, die eine halbmaximale ffnung der

K+
ATP-Kan le bewirkte. Diese Vorstellung wird gest tzt durch die von Terzic et al.

nachgewiesene Rilmakalimkonzentration welche in patch-clamp-Untersuchungen zu einer

halbmaximalen Hemmung von K+
ATP-Kan len gef rt hat. Diese Rilmakalimkonzentration

korreliert mit der in dieser Arbeit nachgewiesenen Konzentration, welche zu einer

halbmaximalen Kontraktilit tshemmung f rte.
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4.1.3 Beeinflussung der Kontraktilit t durch Glibenclamid und Glimepirid in 
Verbindung mit Rilmakalim

Die Versuchsergebnisse zeigten eine konzentrationsabh ngige Aufhebung des

kontraktilit tsmindernden Effektes von Rilmakalim durch beide Sulfonylharnstoffderivate.

Bereits im nanomolaren Bereich waren  beide Sulfonylharnstoffderivate in der Lage, die

Wirkung von Rilmakalim zu halbieren. Es ist davon auszugehen, daß die Inhibition des

Rilmakalim-Effektes durch die verwendeten  Sulfonylharnstoffderivate auf einer Inhibition

des K+
ATP-Kanals beruht, der von Rilmakalim aktiviert wird. Diese Inhibition des K+

ATP-

Kanals ist f r Glibenclamid bereits mehrfach beschrieben worden (Findley et al. 1992, Jiang

et al. 1994). Auch die spezielle Inhibition der K+
ATP-Kanal ffnenden Wirkung von

Rilmakalim durch Glibenclamid ist bereits untersucht worden (Terzic et al. 1994a).

Die K+
ATP-Kanal-Inhibition wir er einen sogenannten Sulfonylharnstoffrezeptor am

K+
ATP-Kanal vermittelt (Abb. 16). Findlay et al. vermuteten 1992, daß sich der Sulfonyl-

harnstoffrezeptor in der Lipidphase des Sarkolemms befindet.

K+

SH-Rez.

ATP-Rez.

intrazellul r

extrazellul r

Abb. 17: Aufbau des ATP-abh gigen Kaliumkanals.
In Anwesenheit eines Sulfonylharnstoffes wie Glibenclamid kommt es zu einem Schluß des Kanals.
Ebenso ist der Kanal bei intrazellul ren physiologischen ATP-Konzentrationen geschlossen. Kommt
es zu einem Absinken der intrazellul ren ATP-Konzentration, l st sich ATP von dem ATP-Rezeptor
des K+

ATP -Kanal, was zu einer Kanal ffnung f hrt.
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Endogene Liganden dieses Sulfonylharnstoffrezeptors, „Endosulfine“, sind bereits

nachgewiesen worden (Virsolvy-Vergine et al. 1992).

Kramer et al. zeigten 1995, daß der Sulfonylharnstoff-Rezeptor zwei Untereinheiten besitzt,

welche unterschiedliche Sulfonylharnstoffderivate mit unterschiedlichen Affinit ten und

kinetischen Parametern binden.

Bei allen hier untersuchten Konzentrationen zeigte sich, daß Glibenclamid die

Rilmakalimwirkung st rker inhibiert als Glimepirid. Signifikant war dies vor allem bei einer

Sulfonylharnstoffkonzentration von 0,1 mol. Aber auch bei eren Konzentrationen

erreichte die Inhibition durch Glimepirid nicht den Grad, der durch Glibenclamid erreicht

wurde. Dies legt den Schluß nahe, daß Glimepirid zum einen eine geringere Rezeptor-

Affinit t aufweist. Das zeigt sich darin, daß die Glimepirid-Konzentration, die zu einer

ann hernd halbmaximalen Rilmakalim-Inhibition f rt er ist als di quipotente

Glibenclamidkonzentration. Zum anderen scheint der maximale Effekt von Glimepirid unter

dem des Glibenclamids zu liegen. Die Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen von

Geisen et al. (1996), die die Inhibition von Rilmakalim aktivierten K+
ATP-Kan len durch

Glibenclamid und Glimepirid untersuchten. Glimepirid zeigte auch dort eine geringere

Inhibition des Rilmakalim Effektes, und die maximale Inhibition lag unter der von

Glibenclamid.

Die unterschiedliche Inhibition der Kontraktilit tshemmung der Sulfonylharnstoffe ließ sich

nach dem hypothetischen Modell des Sulfonylharnstoffrezeptors der -Zelle des Pankreas

nach Kramer et al. (1995) jedoch auch in dem Sinne interpretieren, daß Glimepirid und

Glibenclamid an unterschiedliche Untereinheiten des Rezeptors binden.  Diese w rden

wiederum unterschiedlich den Zustand des K+
ATP-Kanals beeinflussen. Die Expression dieser

Untereinheiten sowie deren kinetische Einfl sse auf den Ionen-Kanal nen von Gewebe zu

Gewebe unterschiedlich sein. Durch Koexpression der entsprechenden Kanalproteine mit

Sulfonylharnstoff-bindenden Proteinen (Untereinheiten) ließen sich deren Wechselwirkungen

im jeweiligen Gewebe n her definieren.
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K rzlich untersuchten Klepzig et al. (1999) in einer klinischen Studie die Wirkung von

Glibenclamid und Glimepirid auf die Ischaemische Pr konditionierung des Herzmuskels. Zu

diesem Zweck wurden ST-Streckenver nderungen w hrend koronarer Angioplastie von

Patienten, die Glibenclamid, Glimepirid oder Placebo vor Durchf hrung der Untersuchung

erhalten hatten, verglichen. Klepzig et al. (1999) konnten zeigen, daß Glibenclamid die

Isch mische Pr konditionierung hemmt, w hrend sie von Glimepirid unbeeinflußt bleibt

(Klepzig et al. 1999). Dies deutet ebenso wie die Ergebnisse dieser Arbeit auf einen

unterschiedlichen Effekt der beiden Sulfonylharnstoffe auf den kardialen K+
ATP-Kanal hin, da

sowohl die Kontraktilit t in vitro als auch die Isch mische Pr konditionierung in vivo von

diesem Kanal beeinflußt werden. Auff llig ist jedoch der quantitative Unterschied zwischen

beiden Untersuchungen. Ist der Effekt von Glimepirid auf die Rilmakalim induzierte

Kontraktilit tsminderung in der vorliegenden Untersuchung zwar signifikant niedriger als der

von Glibenclamid, so schw cht Glimepirid diese Kontraktilit tsminderung dennoch deutlich

ab. In den Untersuchungen von Klepzig et al. war jedoch der Effekt von Glimepirid

vergleichbar mit Placebo, d. h. die durch die sequentiellen Ballonentfaltungen induzierte

Isch mische Pr konditionierung wurde durch Glimepirid nicht beeintr htigt. Die quantitativ

unterschiedlichen Effekte von Glimepirid auf die durch den K+
ATP-Kanal beeinflussten

Prozesse Kontraktilit t und Isch mische Pr konditionierung ten zum einen durch

Spezies-Unterschiede zwischen Meerschweinchen und Mensch erkl rt werden. Ein weiterer

Erkl rungsansatz ergibt sich aus der neuen Erkenntnis, daß sich innerhalb des

Kardiomyozyten K+
ATP-Kan le an unterschiedlicher Stelle befinden, welche unterschiedliche

Effekte ausl se en. So ist rzlich neben dem bekannten sarkolemmalen K+
ATP-Kanal

ein mitochondrialer K+
ATP-Kanal beschrieben worden, der hauptverantwortlich f r die

Isch mische Pr konditionierung sein soll. Die Funktion dieses K+
ATP-Kanals soll wie auch die

Funktion des sarkolemmalen Kanals ber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren durch

Proteinkinase C beeinflußbar sein (Holmuhamedov et al. 1998, Liu et al. 1998, Gross et al.

1999, Wang et al. 1999).
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Abb. 18: Verteilung unterschiedlicher K+
ATP –Kanaltypen innerhalb des Kardiomyozyten.

Neben dem sarcolemmalen K+
ATP –Kanal, der eine Kontraktilit tsminderung vermitteln kann, gibt es

einen mitochondrialen K+
ATP –Kanal, welcher in Verbindung mit der isc mischen Pr kondition-

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

Nimmt man an, daß Glibenclamid und Glimepirid eine unterschiedlich ausgepr gte Wirkung

auf den sarcolemmalen bzw. mitochondrialen K+
ATP–Kanal habe te dies den

unterschiedlich starken Effekt der Substanzen auf Kontraktilit t und Isch mische

Pr konditionierung erkl ren.
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4.2 Effekt der Sulfonylharnstoffe und Rilmakalim auf die Zellvitalit t

Die zur Bestimmung der Wirkung von Glibenclamid, Glimepirid und Rilmakalim

durchgef hrten LDH-Messungen ergaben keinen nennenswerten Zelltod w hrend der

zweist igen Stimulationszeit. Keine der Substanzen besaß in den verwendeten

Konzentrationen eine toxische Potenz gege ber Kardiomyozyten.

Vorstellbar w re ein g stiger Einfluß von Rilmakalim auf das berleben der

Kardiomyozyten gewesen, da dieses ber einen negativ inotropen Effekt zur Senkung des

zellul ren Energieverbrauchs f hren kann. Ein berlebensvorteil f r Kardiomyozyten, die in

einer Rilmakalim enthaltenden L sung er zwei Stunden stimuliert wurden, konnte jedoch

nicht nachgewiesen werden. Urs hlich hierf r te die insgesamt geringe Sch digung der

Kardiomyozyten sein, die es unm glich machte, geringe berlebensvorteile darzustellen.

Die hier dargestellten Resultate bez glich Glimepirid stehen in Einklang mit den

Untersuchungen von Schollmeier et al. 1993 und Donaubauer et al. 1993, welche in

Tierversuchen weder akute noch chronische Toxizit t von Glimepirid nachweisen konnten.

Die Sensitivit t der Zellsch digung te im Vergleich zu den durchgef rtenen

Untersuchungen gesteigert werden, indem man zur Bestimmung des „cell injury index“

Zellsuspensionen einsetzt, die nur aus vitalen Zellen bestehen. Dies war in den vorliegenden

Untersuchungen aufgrund der verwendeten Methode zur Zellisolierung nicht m glich.

Um einen eventuellen protektiven Effekt von Rilmakalim nachzuweisen, m te man die

Kardiomyozyten zus tzlich einem sch digendem Agens, beziehungsweise einer sch digenden

Umgebung (sauerstoffarmen N hrl sung) aussetzen. Ein in diese Richtung gehender

Versuchsaufbau wurde von Siegmund et al. 1992 beschrieben, der Kardiomyozyten mittels

Stickstoffatmosph re unter isch mischen Bedingungen untersuchten.
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4.3 Schlußfolgerungen

In den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß das neu entwickelte orale

Antidiabetikum Glimepirid (Amaryl ) eine durch den K+
ATP-Kanal ffner Rilmakalim

hervorgerufene Kontraktilit tsminderung isolierter Kardiomyozyten des Meerschweinchens

geringer aufhebt als sein Vorg nger Glibenclamid. Dies deutet darauf hin, daß Glimepirid im

Vergleich zu Glibenclamid eine geringere blockierende Wirkung auf den kardialen K+
ATP-

Kanal hat. Da der Effekt der Sulfonylharnstoffe auf den kardialen K+
ATP-Kanal mit m glichen

kardiovaskul ren Nebenwirkungen in Verbindung gebracht wird (Garratt et al. 1999) und die

untersuchten Glimepiridkonzentrationen den therapeutischen Serumspiegel von Glimepirid

einschließen (Ratheiser et al 1993), unterst tzen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die

M glichkeit, daß unter Glimepiridtherapie diese Nebenwirkungen geringer sind.

Bez glich des Einflusses der Substanzen Rilmakalim, Glibenclamid und Glimepirid auf die

Vitalit t isolierter Kardiomyozyten des Meerschweinchens unter Stimulation konnte in den

vorliegenden Untersuchungen f r keine der Substanzen ein negativer Effekt nachgewiesen

werden.
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5 Zusammenfassung

Das orale Antidiabetikum Glibenclamid ist ein potenter Inhibitor des K+
ATP-Kanals. Die

Funktion dieses Kanals ist entscheidend f r die Isch mische Pr konditionierung, die

Myokardsch den unter Sauerstoffmangel vermindern kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluß der Sulfonylharnstoffe Glimepirid und

Glibenclamid in Kombination mit Rilmakalim auf die Kontraktilit t isolierter

Kardiomyozyten des Meerschweinchens mittels digitaler Bildanalyse untersucht. Weiterhin

wurde der Einfluß dieser Substanzen auf die Vitalit t isolierter Kardiomyozyten des

Meerschweinchens unter elektrischer Stimulation durch LDH-Bestimmungen bestimmt.

Rilmakalim verminderte die Kontraktilit t der isolierten Kardiomyozyten konzentrations-

abh ngig. Die Sulfonylharnstoffe Glimepirid und Glibenclamid zeigten in den untersuchten

Konzentrationen keinen Einfluß auf die kardiomyozyt re Kontraktilit t. In Kombination mit

Rilmakalim konnte gezeigt werden, daß Glimepirid in den untersuchten Konzentrationen

(0,03 mol – 9 mol) den kontraktilit tsmindernden Effekt von Rilmakalim geringer hemmt

als Glibenclamid. Ein Einfluß auf die Vitalit t der Kardiomyozyten unter elektrischer

Stimulation konnte bei keiner Substanz in den untersuchten Konzentration nachgewiesen

werden.

Die durchgef rten Untersuchungen legen den Schluß nahe, daß der Einfluß der

Sulfonylharnstoffe auf kardiale K+
ATP-Kan le unterschiedlich ausgepr gt ist. Glimepirid

scheint im Vergleich zu Glibenclamid in geringerem Ausmaß den sarkolemmalen K+
ATP-

Kanal zu blockieren. Dies l ßt vermuten, daß auch kardiovaskul re Nebenwirkungen, die er

den Einflußt auf den K+
ATP-Kanal vermittelt werden, unter einer Glimepiridtherapie geringer

ausgepr gt sind. Inwieweit diese Annahme zutrifft, muß durch Untersuchungen an humanen

Kardiomyozyten und in weiteren klinischen Studien verifiziert werden. Neuere Erkenntnisse

er unterschiedliche K+
ATP-Kanaltypen innerhalb des Kardiomyozyten machen es

erforderlich, die Wirkung der Sulfonylharnstoffe auf diese Kanalsubtypen nher zu

untersuchen.
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7 Anhang

7.1 Tabellarische Darstellung der Versuchsergebnisse

7.1.1 Kontraktilit tsbestimmung

7.1.1.1 Dosis-Wirkungskurve Rilmakalim (RK)

Tab. 6: Tabellarische Darstellung der Kardiomyozyten-Kontraktilit t unter Rilmakalim-Einfluß. Jedes
Versuchsergebniss entspricht dem Mittelwert aus drei separat  gemessenen Zellen pro Tier.

Tier 1 2 3 4 5 6 7 Mittelwert

DMSO 89,5 123 107 89 98,5 99,5 101  5,2

RK 0,1 mol 64,3 84,7 70,5 61 77,5 64,5 70,5  3,7**

RK 0,3 mol 59,5 87,7 65 30,5 70,5 59 62  7,6*

RK    1 mol 37 45,5 50 43 52 87 52,4  7,3**

RK    3 mol 47 0 6,3 0 0 0 6,5 9  6,5**

7.1.1.2 Sulfonylharnstoffe

Tab. 7: Tabellarische Darstellung der Kardiomyozyten-Kontraktilit t unter Sulfonylharnstoff-Einfluß,
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

GC 3 mol 102 95 131 107 107,5 84,5 104,5  6,4

GP 9 mol 107 98 97,5 105 92 86 97,6  3,2
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7.1.1.3 Sulfonylharnstoffe in Kombination mit Rilmakalim

Tab. 8: Tabellarische Darstellung der Kardiomyozyten-Kontraktilit t unter Sulfonylharnstoff-Einfluß,
Glibenclamid (GC) oder Glimepirid (GP) in Kombination mit 3 mol Rilmakalim. Jedes
Versuchsergebniss entspricht dem Mittelwert aus drei separat  gemessenen Zellen pro Tier.

Tier 1 2 3 4 5 6 7 Mittelwert

GC 0,03

mol

59,5 44 40 42,5 13 58 42,8  6,8+

GP 0,03 mol 33 30 19 23 31,5 47 30,6  6,8+

GC 0,1 mol 100,5 76 72 96,5 33 70,5 79 75,4  8,3**

GP 0,1 mol 34 49 40,5 53,5 24,5 40,3  8,3+

GC 0,3 mol 67,5 103,5 87 87 98 64,5 87,5 85  5,5*

GP 0,3 mol 81 56 76 45,5 81 94 72 72,2  6,2**

GC 1 mol 93,5 91,5 83 89 87 87,5 89 88,6  1,3*

GP  1 mol 82 73 84 89,5 73,5 84,5 70 79,5  2,8**

GC 3 mol 109,5 90,5 116 90 83,5 96 95,5 97,3  4,3

GP 3 mol 80 81 89,5 76 101 63,5 70 80,1  4,7*

GP 9 mol 98 116 57 96,5 107,5 76,5 91,9  8,8
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7.1.2 Cell-Injury-Index der LDH-Bestimmung

Tab. 9: Cell injury index nach zweist diger Kardiomyozyten-Stimulation in den jeweiligen
Substanzl sungen Rilmakalim (RK), Glibenclamid (GC), Glimepirid (GP). Als Kontrolle (DMSO)
diente eine L sung mit der maximal vorkommenden L sungsmittelkonzentration (12 mol). Jeder Wert
stellt den Mittelwert aus drei separaten LDH-Bestimmungen dar.

Tier 1 2 3 4 5 Mittelw.
DMSO 1,8 6,2 -4,5 -6,9 16,2 2,6  4,1
RK3 4,7 4,7 2,8 8,3 11,3 6,4  1,5
GC3 -2,7 -4,9 4,0 7,5 8,7 2,5  2,7
GP9 -1,4 1,0 -2,9 4,3 11,0 2,4  2,5
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