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1. Einleitung

Seit Jahren stehen in der Bundesrepublik Deutschland und in anderen Industrieldndern
kardiovaskuldre FErkrankungen als hédufigste Todesursache vor den bosartigen
Erkrankungen an erster Stelle (Statistisches Bundesamt Wiesbaden, Zahlen fiir 1998) .
Fiir die Therapie der koronaren Herzkrankheit mit ithrem Leitsymptom Angina
pectoris, der Hypertonie und der supraventrikuliren bzw. ventrikuldren
Herzrhythmusstorungen wurden verschiedene pharmakologische Wege beschritten.

In der Pharmakotherapie dieser Erkrankungen nimmt die durch Albert Fleckenstein
1967 eingefiihrte Gruppe der Kalziumantagonisten (synonym Ca®’-Kanal-Blocker,
slow-channel-Inhibitoren) ihren festen Platz ein. Diese Substanzen entfalten ihre
Wirkung durch die Hemmung des langsamen transmembrandren Ca’'-Einstroms,
indem sie an dem L-Typ-Ca®*-Kanal der Membran von Herzmuskelzellen oder glatten
GefdBmuskelzellen binden. Insgesamt unterscheidet man vier spannungsabhingige
Calciumkanidle (VOCC —Typen = voltage operated calcium channel) : den L-, T-, P-
und N-Ca®*-Kanal. Ca**-Kanile vom L-Typ vermitteln am Arbeitsmyokard des
Herzmuskels die elektromechanische Kopplung und am Erregungsleitungssystem die
Erregungsbildung und -weiterleitung. Dariiber hinaus findet man L-Ca*-Kanile in
nahezu allen erregbaren Geweben (Borchard U, 1993).

Nach der alten WHO-Klassifikation (Opie LH et al., 1987) lassen sich Kalzium-
antagonisten in die Gruppe A der starken, spezifischen, in Gruppe B, der schwachen,
unspezifischen, sowie Gruppe C der nichtspezifischen Kalziumantagonisten
unterteilen. Zur klinisch bedeutsamen Gruppe A gehoren die Phenylalkylaminderivate
(Verapamil-Typ), die Benzothiazepine (Diltiazem-Typ) und Dihydropyridine
(Nifedipin-Typ). Aufgrund der Tatsache, dal Kalziumantagonisten in deutlich
geringeren Konzentrationen an Zellen des kardialen Erregungsleitungssystems und der
glatten Muskulatur wirksam sind als am Arbeitsmyokard, finden sie in erster Linie
Anwendung als Antiarrhythmika und/oder Vasodilatatoren (Bernink PJ et al., 1996),
wobei sich die Substanztypen hinsichtlich ihres Wirkortes unterscheiden : Verapamil
z.B., wirkt bevorzugt auf den AV-Knoten und wird deshalb zur Therapie der
supraventrikuldren Arrhythmien eingesetzt, wihrend z.B. Nifedipin an glatten

GefaBmuskelzellen eine periphere Vasodilatation hervorruft.



Kalziumantagonisten sollten bei Patienten mit Herzinsuffizienz und instabiler Angina
pectoris nicht angewendet werden, da sie mehr oder weniger stark negativ inotrop sind
und bei rasch eintretender Gefallerweiterung eine Reflexaktivierung des Sympathikus
auslosen konnen. Ausnahmen bilden neuere Kalziumantagonisten wie z.B. Amlodipin
(Norvasc®), welches bei Patienten mit idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie
nicht von Nachteil ist. Die Kombination mit z.B. Nitraten (Vorlastsenkung) kann
durch die periphere Vasodilatation (Nachlastsenkung) zu iiberschieBenden
Blutdruckabfillen fithren und ist ebenfalls kontraindiziert. Kalziumantagonisten vom
Verapamil-Typ konnen aufgrund ihres negativ dromotropen Effektes zu AV-Block
zweiten oder sogar dritten Grades fiihren. Darliber hinaus wurden proischdmische
Effekte, prohdmorrhagische und proarrhythmische Wirkungen beschrieben (Cremers B
und Bohm M, 1997).

Die  Entwicklung von  Kalziumantagonisten @ mit einem  giinstigeren
Nebenwirkungsprofil und einer hoheren Bioverfiigbarkeit fiihrte zur Synthese von
Mibefradil (Ro 40-5967, synthetisiert von Dr. F. Marti, Hoffmann - la Roche Ltd.,
Basel), eine Substanz, welche als selektiver T-Ca*'-Kanal-Blocker beschrieben wird
(Mishra SK und Hermsmeyer K, 1994; Sarsero D et al., 1998). Die Rolle der T-Ca*'-
Kanile ist noch nicht ausreichend geklart. T-Ca*"-Kanile wurden 1984 von Carbone
E. und Lux H. D. entdeckt und wurden in den Schrittmacher-Zellen des Sinusknotens
und der Purkinje-Fasern (Bean BP, 1989), sowie in spontan aktiven glatten
GefaBmuskelzellen gefunden (Hermsmeyer K, 1991). Ebenso koénnten sie eine
Schliisselrolle bei der Proliferation von glatten GefdBmuskelzellen einnehmen
(Richard S et al., 1992).

Das Fehlen von T-Ca”*’-Kanal-vermittelten Strémen im Arbeitsmyokard deutet auf
eine untergeordnete Rolle fiir die Ventrikelkontraktion bzw. die Herzarbeit hin. Der T-
Ca’*-Kanal wird bei negativeren Membranpotentialen aktiviert (,,low voltage
activation®) als der L-Ca”"-Kanal und inaktiviert schneller (,,transient-opening*).

Nach der alten WHO-Klassifikation fiir Kalziumantagonisten (Opie LH et al., 1987)

konnte Mibefradil keinem der 3 Typen von Kalziumantagonisten zugeordnet werden,



wird als ,non-dihydropyridine® bezeichnet und entspricht seiner chemischen
Abstammung nach einem substituierten Tetralin-Derivat (Biihler FR et al., 1996).

Dies findet bei der neuen ATC-Klassifizierung der WHO fiir Kalziumantagonisten
seine Beriicksichtigung (Skrbo A et al., 1999). In klinischen Studien konnten die gute
Vertraglichkeit und klinische Wirksamkeit gezeigt werden. Beim Vergleich mit
anderen Kalziumantagonisten (Amlodipin, Nifedipin) verldngerte Mibefradil bei
KHK-Patienten unter korperlicher Belastung die Zeit bis zum Auftreten pectangindser
Beschwerden und Ischdmien und fiihrte zu einer dosisabhingigen Senkung des
Blutdrucks in gleichem oder sogar giinstigerem Ausmal} (Bakx AL et al., 1995).
Mibefradil zeigte im therapeutischen Dosisbereich nahezu keine negativ inotropen
Effekte (Brogden RN und Markham A, 1997).

Die Elimination von Mibefradil geschieht hauptsidchlich hepatisch und nur zu geringen
Anteilen auf renalem Wege.

Mibefradil wurde in der antihypertensiven und antipectangindsen Therapie eingesetzt
und in der Bundesrepublik Deutschland im Herbst 1997 erstmals unter den
Handelsnamen Posicor® und Cerate® auf dem Markt zugelassen.

Im Juni 1998 wurde Mibefradil wegen Interaktionen mit dem Cytochrom-P4s5,-System
der Leber wieder vom Markt genommen. Beispielsweise kam es bei
nierentransplantierten Patienten zu einer 2 — 3 fachen Erhohung des Plasmaspiegels
der immunsupprimierend wirkenden Substanz Ciclosporin.

Trotz zahlreicher préklinischer Studien ist nach wie vor noch nicht ausreichend
geklirt, ob es sich bei Mibefradil tatsdchlich um eine vollkommen neuartige Substanz
mit spezifischer T-Ca*’-Kanal-Blockade handelt oder ob die beobachteten
pharmakodynamischen Wirkungen zumindest zum Teil auf die Blockierung von Ca*'-
Kanélen des L-Typs zuriickzufiihren sind (Bernink PJ et al., 1996), zumal die Substanz
ausgehend von der Verapamil-Struktur entwickelt wurde.

Untersuchungen der Molekiil-Struktur (Molecular-Modeling-Verfahren) weisen
hinsichtlich der rdumlichen Ausdehnung, Elektronenverteilung und Van-der-Waals-
Wechselwirkung auf potentiell gleichartige Wirkmechanismen hin wie z.B. beim
bereits lange bekannten L-Ca**-Kanal-Blocker Verapamil (Héltje HD und Jessen G,
1998) .



Daher stellt sich die Frage, ob sich Mibefradil und Kalziumantagonisten vom
Verapamil-Typ in ihren pharmakodynamischen Eigenschaften grundlegend
unterscheiden.

Zur Kliarung dieser Frage wurde in der vorliegenden Arbeit mittels elektro-
physiologischer Untersuchungsmethoden der Einflul von Mibefradil und Verapamil
auf die  Aktionspotentialparameter =~ von  Préparaten  rechtsventrikulérer
Meerschweinchen-Papillarmuskeln ~ untersucht. Hierzu  dienten  folgende

Versuchsansitze :

1. Anderung der  Aktionspotentialparameter V.. (maximale  Aufstrich-
geschwindigkeit), APD (Aktionspotentialdauer) und Amplitude bei verschiedenen
Stimulationsfrequenzen und Dosierungen unter den Bedingungen der ,,slow
response‘.

2. EinfluB von vorzeitig einfallenden Testreizen wéhrend einer periodischen
elektrischen Stimulation auf den Parameter V. unter Bedingungen der ,,slow
response® (,,Doppelreiz-Versuche).

3. Das Verhalten der unter 1. genannten Parameter der ,,slow response“ nach
Einwirken der Substanz im Ruhezustand der Membran und anschlieBender

Wiederaufnahme der Reizung (,,Post-Pause-Versuche*)

Die Anderung der Reizfrequenz unter Punkt 1 ermdglicht Aussagen iiber eine
frequenzabhingige Wirkung der Substanzen (,,use-dependence®) auf die Ca*'-Kanile
vom L-Typ.

Mit den unter Punkt 2 aufgefiihrten Doppelreiz-Versuchen kann der Einflul der
Substanz auf das transiente refraktire Verhalten der Ca*-Kanile vom L-Typ im
Anschluss an eine reizbedingte Inaktivierung untersucht werden. Die Versuche geben
somit Auskunft iiber die zeitabhdngige Wiedererholung der Kanile (,,recovery from
nactivation®) zwischen 2 Reizen.

Die unter Punkt 3 aufgefiihrten ,,Post-Pause-Versuche* sollen die Frage beantworten
helfen, ob die Substanzen hinsichtlich ihrer Bindung verschiedene Zustinde des

Kanals (z.B. ,rested state* oder ,,inactivated state*) bevorzugen.



2. Material und Methoden

2.1. Priparation und Versuchsvorbereitung

Die Experimente wurden an  rechtsventrikuldren  Papillarmuskeln  des
Meerschweinchens durchgefiihrt. Insgesamt wurden 58 Herzen fiir die Experimente
benotigt, von denen 52 auswertbare Ergebnisse lieferten.

Die Priparation erfolgte unter Raumtemperatur. Die Tiere waren zwischen 300 und
450 g schwer und wurden durch Genickschlag getotet. Die Arteria carotis communis
wurde sofort beiderseits durchtrennt, anschlieBend wurde der Thorax er6ffnet und das
Herz vorsichtig freigelegt. Um eine Thrombenbildung um die Papillarmuskeln herum
zu vermeiden und die Orientierung bei der Préparation zu erleichtern, wurde der linke
Ventrikel eingeschnitten. Die groBen Gefidle wurden unmittelbar hinter der
Austrittstelle des Herzens durchtrennt und das Herz dem Thorax entnommen. Das
Herz wurde dann in einer Wanne, welche eine mit Carbogen (95% O,, 5% CO,)
kontinuierlich begaste modifizierte Krebs-Henseleit-Losung enthielt
(Zusammensetzung s. Tabelle 1), von der septumnahen Basis der Mitralklappe in
Richtung Herzspitze aufgeschnitten und einer der rechtsventrikuléren Papillarmuskeln
vorsichtig herauspripariert. Die durchschnittliche Lange der Papillarmuskeln betrug
etwa 2 — 5 mm, der Durchmesser ca. Imm. An der Basis des Muskels wurde ein
kleiner Teil des Ventrikelmyokards belassen, um als Widerlager in einer Ose im
Perfusionsbad befestigt zu werden. Am anderen Ende wurden die Sehnenfiden
genutzt, um das Muskelpriparat am Haken des Kraftmessers (s. Abb. 2) zu befestigen.
Vor jedem Versuch wurde der Kraftaufnehmer mit Hilfe eines genau definierten
Gewichtes (5 mN) neu geeicht. Die kontinuierliche Aufzeichnung der isometrischen
Kraftentwicklung erfolgte auf einem Papierschreiber.

Die Perfusionskammer wurde mittels einer Rollenpumpe mit modifizierter Krebs-
Henseleit-Losung mit einer Geschwindigkeit von 10ml/min durchspiilt. Dem
BadzufluB wurde ein Wirmeaustauscher, angeschlossen an einen Thermostaten,
vorgeschaltet und die Temperatur mit einem elektronischen Thermometer

kontinuierlich tiberwacht. Sie wurde wéhrend aller Versuche auf 31°C eingestellt.



Tabelle 1

Nahrlosung, Zusammensetzung
(modifiziert nach KREBS & HENSELEIT 1932)

lonenkonzentrationen angegeben in mmol/l :

NaCl 118.5 NaH,PO, 1.2
KCI 4.7 NaHCO3; 25.0
MgSOq4 1.2 Glucose 10.1
CaCl, 1.8 Pyruvat 2.0

kontinuierliche Begasung mit Carbogen (Normoxie) : 95% O,, 5% CO,

pH-Wert der Losung : 7.4
Temperatur : 31°C
gesamtes zirkulierendes
Badvolumen : 100 mi
Perfusionsrate : 10 ml/min

Einstellung der K*-Konzentration fiir ,slow responses* :
[KCl]o = 27 mmol/l



Tabelle 2

Verwendete Gerate und deren Hersteller

Perfusionsbad

Mikroskop

Rollenpumpe

Thermostat

Thermometer
Mikroglaselektrodenziehgerat
Mikromanipulator

Reizgenerator

Elektrodenhalter

MeRverstarker

Kraftmesser

Differentiationsmodul

Analoges Speicheroszilloskop

Digitale Speicheroszilloskope

Papierschreiber

Auswertungscomputer

Eigenbau der feinmechanischen Werkstatt :
Pharmakologisches Institut, H.- H.-Universitat
Dusseldorf

Wild M7A, Heerbrugg, Schweiz

Modell VRX 200, Verder, Dusseldorf

Colora MeRtechnik GmbH, Lorch/Wartt.
Yellow Springs Instrument Co. USA

Model 819, Hugo Sachs, March/Wdrtt.

Ernst Leitz, Wetzlar

Eigenbau : Ing. grad. H. J. Springer
Pharmakologisches Institut, H.- H.-U. Dusseldorf

Eigenbau der feinmechanischen Werkstatt
des pharmakologischen Instituts der H.- H.-
Universitat Dusseldorf

Model KS 700, Dual Microprobe System,
WP-Instruments Inc., New Haven, USA

Statham UC Il, Gould Advance Inc., Cleveland,
USA

Eigenbau : Ing. grad. H. J. Springer
Pharmakologisches Institut, H.- H.-Universitat
Disseldorf

Modell 5A18N, Tektronix Inc., USA

Nicolet 310, Nicolet Instrument Corp., USA
Modell OS 4000, Gould Advance Inc., Cleveland,
USA

Recomed, Hellige, Freiburg i. Br., BRD

Compaq 386/25 Deskpro
AMD K6-2 350 MHz, Comtech
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Legende zu Abb. 1

Skizze der Versuchsanordnung: Das Herzmuskelpraparat wird in einem Plexiglas-
Bad in temperierter und oxigenierter modifizierter Krebs-Henseleit-Losung so gegen
einen Kraftaufnehmer eingespannt, dal® es sich bei elektrischer Reizung isometrisch
kontrahiert. Die Registrierung der Aktionspotentiale erfolgt Uber eine
Glasmikroelektrode aus einer einzelnen Herzmuskelzelle gegen eine
Referenzelektrode (Badelektrode) im AulRenmedium (Einzelheiten siehe Methode)

AP = Aktionspotential

BE = Badelektrode

EMVst = Elektrometerverstarker

K = Kraftverstarker

ME = Mel3elektrode

P = Rollenpumpe

T = Trigger

Vmax = maximale Depolarisationsgeschwindigkeit (dV/dtmax)
WT = Warmetauscher

WPI 850 A = Elektrodenverstarker

Die verwendeten Geriéte und deren Hersteller sind in Tab. 2 beschrieben.

Eine Ubersicht iiber die Versuchsanordnung zeigt Abb. 1.

Mit Hilfe eines Elektrodenziehgerites wurden unter Wahl der geeigneten
Heizspannung (in der Regel 48 V) aus Borsilikatglasrohrchen mit einem Durchmesser
von ca. 1,5 mm die Ableitelektroden hergestellt (Purves RD, 1980). Die ausgezogenen
Glasmikroelektroden wurden durch Eintauchen in eine 3M KCI-Losung vollstindig
gefiillt und anschlieend vorsichtig auf den Elektrodenhalter gesteckt. Das Lumen der
Elektroden war iiber einen chlorierten Silberdraht mit dem Signaleingang des
Verstirkers verbunden. Mit Hilfe eines Teststromes wurde vor jedem Einstich der
elektrische Widerstand der Glasmikroelektroden durch den MeBverstirker kontrolliert.

Es wurden nur Elektroden mit einem Widerstand zwischen 10 — 20 MQ verwendet.
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2.2. Versuchsablauf

Nach der Fixierung des Pridparates in der Versuchshalterung der Perfusionskammer
wurde der Papillarmuskel iiber den Kraftmesser auf 5 mN vorgespannt. Die elektrische
Stimulation erfolgte mittels Rechtecksimpulsen. Die Reizspannung lag zunichst
zwischen 0,3 — 0,9 V, die Reizdauer betrug anfangs 1 ms.

Nach einer Adaptationszeit von mindestens 60 Minuten, bei kontinuierlicher
Stimulation mit einer Reizfrequenz von 1Hz, wurde mit Hilfe eines
Mikromanipulators die Elektrode liber dem Préparat plaziert. Der Einstich erfolgte
unter Aufsuchen eines stabilen Aktionspotentials unter den Bedingungen der ,.fast
response”, d.h. die K'-Konzentration lag bei 4,7 mmol/l, so daB der schnelle Na'-
Kanal noch aktivierbar war. Die Messung der Membranspannung iiber einen
Elektrometerverstirker ~wurde als Potentialdifferenz  zwischen intrazellulér
eingestochener Elektrode und Referenzelektrode im AuBenmedium erfaf3t. Das Signal
wurde auf ein digitales Speicheroszilloskop (Nicolet, s Tab. 2) iibertragen. Aulerdem
wurden das Aktionspotential und seine erste Ableitung liber ein zusitzliches
Speicheroszilloskop (OS 4000, s. Tab. 2) registriert und auf dem Papierschreiber
(Hellige, s. Tab. 2) aufgezeichnet.

Die Versuche wurden unter den Bedingungen der ,,slow response‘ durchgefiihrt, d.h.
die K'-Ionen-Konzentration wurde nach Erreichen der Standardbedingungen durch
Zugabe einer definierten Menge KCI-Losung von 4.7 mmol/l auf 27 mmol/l erhoht.
Dadurch wurde das Ruhemembranpotential von ca. -90 mV auf im Mittel -50 bis -40
mV angehoben und der T-Ca*-Kanal und Na'-Kanal inaktiviert. Die so entstandenen
Reizantworten waren daher auf den langsamen L-Ca*"-Einwirtstrom (Is; = slow inward
current) zurlickzufithren. Der Anstieg des Ruhemembranpotentials konnte {iber die
Ableitelektroden direkt am Oszillographen verfolgt werden. Gelegentlich auftretende
Elektrodendrifts durch Verdnderung der Elektrolytkonzentrationen wurden durch
symmetrische Abweichung der Ableit- und Referenzelektrode erkannt und korrigiert.
Um nach Erhéhung der KCl-Konzentration die Erregbarkeit und Kontraktionsfahigkeit
des Priparates wiederherzustellen wurde der Losung eine definierte Ba*"-Menge

zugefligt (0.5 mmol/l; s. Ehara T und Inazawa M, 1980).
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Die Stabilitit der Messungen unter den Bedingungen der ,,slow response* wurde durch
Kontrollversuche iiberpriift, um sicherzugehen, daBl bei erhohter extrazelluldrer
Kalium-Konzentration die Versuchsbedingungen tliber die Zeit konstant waren bzw.
mogliche Verdnderungen erfaf3t und beriicksichtigt werden konnten (s.u.).

Nach der K'-Depolarisation wurde die Reizspannung am Reizgenerator so gewihlt,
daf eine einwandfreie Trennung des Reizartefaktes vom Signal des darauffolgenden
Aktionspotentials vorlag und somit die Bestimmung der maximalen Anstiegssteilheit
des Aktionspotentials (V,.x = dV/dt,., ) mittels eines analogen Differentiationsmoduls
moglich war. Die Reizstéirke lag in der Regel 20 — 30 % oberhalb des Schwellenwertes
und betrug 3 — 6 V. Da der Abstand zwischen der intrazelluldren Ableitelektrode und
den Reizelektroden durch unterschiedliche Positionen der Ableitelektrode im
Herzmuskelprdparat das MeBsignal beeinflufite, konnten mittels einer
Schaltvorrichtung  verschiedene fixe Reizelektroden an der Wand der
Perfusionskammer ein-  bzw. ausgeschaltet werden, um die Trennung des
Aktionspotentials vom Reizartefakt zu optimieren. Im Verlauf des Versuches wurde
die Latenzzeit zwischen Beginn des Reizartefaktes und Depolarisation der Zelle (4 —
10 ms) stindig kontrolliert. Bei einer Anderung dieser Zeitspanne, z.B. durch
Substanzeinwirkung, wurde die Reizamplitude so nachreguliert, dal die initiale
Latenzzeit wieder eingehalten wurde. Damit wurde sichergestellt, dal der registrierten
maximalen Depolarisationsgeschwindigkeit dV/dt,., immer vergleichbare zeitliche
Parameter der Torkinetiken, besonders des Inaktivierungstores h, zugrunde lagen
(Walton M und Fozzard HA, 1979).

Bei der Anpassung der Versuchsbedingungen von ,.fast response* auf ,,slow response*
wurde mittels einer Schaltung am o.g. Analog-Differenzierer darauf geachtet, daf3 die
Umstellung der Messung von 200 V/s auf ca. 10 V/s. den langsameren
Aufstrichgeschwindigkeiten der ,,slow response® Rechnung trug. Die Reizfrequenz

betrug unter ,,slow response““-Bedingungen in der Regel 0.167 Hz.



14

2.3. Verwendete Substanzen (s. Abb. 2)

Die fiir die Versuche benétigten Substanzen wurden fiir jeden Versuch neu angesetzt,
wenn sie langer als 2 Wochen im Kiihlraum lagerten. In der Regel wurden fiir
Verapamil bzw. Mibefradil folgende Konzentrationen in aqua destillata durch
kumulative Verdiinnung hergestellt :

Verapamil : 1-107 mol/l

Mibefradil : 1-10° mol/l

Die Substanzeinwirkung erfolgte solange, bis sich beziiglich der Mefsignals ein

stationdrer Zustand eingestellt hatte.

24. Datenerfassung und Auswertung

Die Triggerung der MeBvorgédnge erfolgte durch das Reizsignal. Die mit Hilfe eines
digitalen Speicheroszilloskops gespeicherten Signale wurden mittels Floppy disk auf
einen Computer iibertragen und mit einem von Herrn Dr. T. Kammer in Quick-Basic
(Microsoft) speziell entwickelten Programm, welches die registrierten MeBpunkte
grafisch darstellte, ausgewertet. Das Ruhepotential wurde ermittelt, indem mindestens
20 MeBpunkte (entsprechend 10 ms) vor dem Aktionspotential gemittelt wurden. Der
so erhaltene Spannungswert wurde auf den Wert der Referenzelektrode bezogen. AP-
Elektrode und Referenzelektrode wurden zu Beginn des Versuchs auf Null

abgeglichen. Die gemessenen Parameter der Kontrollregistrierungen zu
Versuchsbeginn (ohne Substanzen) wurden als Bezugswerte auf 100% gesetzt.
AnschlieBend wurden die Daten zunéchst in eine Microsoft-Excel-Tabelle eingegeben
und zur weiteren Auswertung in das Programm Prism3 (Graphpad Software

Incorprated © 1994-1999) {ibertragen.
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Abb. 2 Verwendete Substanzen

Mibefradil :
(1S,25)-2-[2-[[3-(2-benzimidazolyl)-propyljmethylamino]ethyl]-6-fluoro-1,2,3,4-
tetrahydro-1-isopropyl-2-naphtyl methoxyacetat dihydrochlorid

Molekulargewicht : 568.65 [H20]

Verapamil :
5-[(3,4-dimethoxyphenethyl)methylamino]-2-(4-methoxyphenyl)-2-isopropylvaleronitril

Molekulargewicht : 491.09 [H,O]

MeO OMe

OMe OMe
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Folgende Aktionspotentialparameter wurden ermittelt : Aktionspotentialdauer auf dem
Repolarisationsniveau von 30% (APD30) und 90% (APD90), die maximale
Anstiegssteilheit des  Aktionspotentials V., als erste Ableitung des
Membranpotentials nach der Zeit und die isometrische Kontraktionskraft des Muskels
(FC = force of contraction).

Von jeweils mindestens 3-4 Experimenten zu einer Fragestellung wurden die in
Prozent ermittelten Ergebnisse arithmetisch gemittelt und mit ihrem Standardfehler
(SEM = standard error of the mean) angegeben unter der Annahme, daf3 die statistische
Verteilung der Versuchsergebnisse einer Gaufl’schen Normalverteilung entspricht,

ohne daB dies allerdings bewiesen ist.

24.1. »slow-response*“-Kontroll-Versuche

Alle Versuche dieser Arbeit erfolgten unter K'-Depolarisation, d.h. unter den
Bedingungen der ,,slow response* ([K']y : 27 mmol/l, BaCl, : 0.5 mmol/l).

Um die Konstanz der Versuchsergebnisse unter K -Depolarisation iiber die teilweise
groflen Zeitabstinde (z.B. bei den Konzentrations-Wirkungs-Kurven) ausreichend zu
beriicksichtigen, wurden Leerversuche unter ,slow-response“-Bedingungen iiber
langere Zeit durchgefiihrt.

Dabei wurde zunidchst unter ,,fast-response-Bedingungen® eine ,,steady-state” Phase
mit stabilem Aktionspotential abgewartet und dann durch eine Zugabe von KCI und
BaCl, auf ,slow response“—Bedingungen umgestellt. AnschlieBend wurden in 30
miniitigem Abstand die MeBwerte registriert. In der Regel wurden die letzten Werte

nach 300 Minuten aufgenommen.

2.4.2. Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen

Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden durch kumulative Gabe der jeweiligen

Substanz ermittelt. Nach Registrierung der Signale im stationdren Zustand wurde die
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ndchst hohere Konzentration der Badlosung zugefiigt. Die Einwirkdauer der jeweiligen
Konzentration betrug mindestens 30 Minuten, so dafl auch verzogert auftretende
Wirkungen erfal3t wurden.

Die Messwert-Verdnderungen durch die Substanzeinwirkungen wurden bei
vorgegebener Reizfrequenz fiir jede Substanzkonzentration in Prozent des
Kontrollwertes berechnet und graphisch in halblogarithmischer Form gegeniiber der
Konzentration dargestellt.

Signifikanzen wurden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 0.05 = signifikant
bzw. von < 0.01 = hochsignifikant angegeben. Dariiber hinaus wurden ECs-Werte

ermittelt und deren 95%-Konfidenzintervalle berechnet.

2.4.3. Frequenz-Versuche

Fiir die Frequenz-Versuche wurde anhand der Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir
die V.c-Abnahme (kalziumantagonistische Wirkung) eine nahe der ECsy bei der
Reizfrequenz 1 Hz liegende Konzentration gewahlt. Diese betrug fiir Verapamil 1-107
mol/l und fiir Mibefradil 1-10°° mol/l.

Der Substanzeffekt wurde als Prozentwert in Bezug auf den Kontrollwert bei der
jeweiligen Reizfrequenz ermittelt (0.05, 0.17 und 0.33 Hz).

Es wurden die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM = standard error of the

mean) berechnet.

2.4.4. Doppelreiz-Versuche

Mit diesen Versuchen wurde der Einflul der Kalziumantagonisten auf die Erholung
der Ca**-Kanile im AnschluB an eine reizbedingte Inaktivierung untersucht.
Die Priparate wurden einer periodisch wiederkehrenden Reizung von 10 / min ( =

Grundreiz ) ausgesetzt. Nach Stabilisierung der Aktionspotential-Parameter, wurden
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nun parallel zum Grundreiz verfriiht einfallende Testreize eingestreut. Dies wurde
mittels einer Test-Schaltung moglich, die von Ing. grad. J. Springer,
Pharmakologisches Institut Diisseldorf, konstruiert wurde. Die maximale
Depolarisationsgeschwindigkeit V., diente als MeBparameter. Zunichst wurde das
kiirzeste Zeitintervall zwischen Grundreiz und einfallendem Testreiz ermittelt, bei dem
es unter dem Testreiz noch gerade zu einer Potentialinderung an der Herzmuskelzelle
kam.

Anschliefend wurde die Zunahme der Latenzzeit fiir den Testreiz moglichst klein
gewihlt, da die Anderungen der Anstiegssteilheit V.. rasch zunahm. Nach jeder
ausgelosten Doppelreizantwort wurde die Riickkehr in den stationdren Zustand durch
Vergleich von V., iiber mindestens 10 Grundrhythmus-Zyklen abgewartet.

Die V.« —Werte der Testreize (sowohl unter Substanzwirkung als auch unter
Kontrolle ohne Substanz) wurden auf den jeweils hochsten V., —Wert innerhalb einer
Testreizserie in Prozent bezogen und gegen die Zeit graphisch aufgetragen.

Die Zeit zwischen Grundreizimpuls und t, des Testreizaktionspotentials wurde um die
Aktionspotentialdauer des Grundreizes auf 90%-igem Repolarisationsniveau reduziert.
Die Wiedererholungs-Kinetik von V., wurde durch Anpassung von e-Funktionen an
die MeBwerte dargestellt. (s. Abb. 14 und 15)

Bei den Doppelreiz-Versuchen unter Einwirkung von Verapamil wie unter Mibefradil
konnte durch folgende Gleichung eine Kurvenanpassung erfolgen :

Y(0) = Yoot - (1-€0) + Vo - (1-6)

Zeichenerklarung :
Ymax1 = Amplitude 1 fiir ersten zeitabhéngigen (exponentiellen) Vorgang

Ymax2 = Amplitude 2 fiir zweiten zeitabhidngigen (exponentiellen) Vorgang

ky = Geschwindigkeitskonstante fiir erste e-Funktion (Halbwertzeit Tsol =1n (2) / k;
k> = Geschwindigkeitskonstante fiir zweite e-Funktion (Halbwertzeit Tso2 = 1n (2) / k,
t-x0  =:x0 gibt die Zeitverzdgerung an, mit der die Wiedererholung startet

Die isometrische Kraftentwicklung wurde bei diesen Versuchen nur auf dem

Papierschreiber registriert und nicht ausgewertet.
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2.4.4. ,Post-Pause“-Versuche

Der zunichst unter Kontrollbedingungen stimulierte Muskel wurde nach Abwarten
eines steady state (s.0.) fiir 30 Minuten nicht mehr stimuliert.

Die Aufnahme der Signale nach der 30 miniitigen Reizpause wurden durch den
Autocycle-Betrieb des digitalen Magnetspeicheroszilloskops Nicolet ermoglicht.
Dabei wurden die ersten mit der erneuten Reizung auftretenden Reizantworten
registriert. Da aufgrund der Spurenbelegung des Magnetspeichers (Floppydisk) 39
Spuren kontinuierlich bespielt wurden, konnte nur jeweils ein Parameter untersucht
werden. In der Regel wurde der Parameter V., bestimmt. Es wurden, um auch
Verdnderungen nach einem groferen Zeitintervall zu erfassen, neben den ersten 39

Mefsignalen, das 50., 70., 90. und 150. Signal aufgezeichnet.

Die Reizfrequenz betrug wihrend aller ,,Post-Pause“-~Versuche 0.167 Hz (10/min), d.h.
alle 6000 ms erfolgte ein elektrischer Reiz. Die isometrische Kraftentwicklung wurde
bei diesen Versuchen nur auf dem Papierschreiber registriert und nicht ausgewertet.

Bei der Auswertung wurden Kurvenanpassungen an die Mefldaten (one phase

exponential decay) verwendet und die Halbwertzeiten t,, berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1. ,slow response“-Kontroll-Versuche

Die Stabilitit der Versuchsbedingungen unter K'-Depolarisation iiber die Zeit wurde
fiir die Parameter der ,,slow response* in Leerversuchen iiberpriift.

Dabei wurde analog zu den Substanz-Versuchen vorgegangen : zunichst wurde ein
stabiles Aktionspotential unter ,,fast-response® ([K'] = 4.7 mmol/l) -Bedingungen
aufgesucht, und die ,,steady-state“-Phase von 60 Minuten abgewartet. Anschlieend
wurde die Membran durch KCl-Zugabe depolarisiert (s. Material und Methoden) auf
ein Ruhepotential von im Mittel -42,3 £ 3,5mV (n = 6). Abb. 3 (s. S. 21) zeigt den
Zeitverlauf der Parameter : Aktionspotentialdauer auf 30%igem und 90%igem
Repolarisationsniveau, maximale Depolarisationsgeschwindigkeit V..., isometrische
Kontraktionskraft und Ruhepotential.

Alle Parameter bleiben weitgehend konstant mit Ausnahme der isometrischen
Kontraktionskraft, die nach 120 Minuten langsam und kontinuierlich im Mittel um
1.02 mN auf 1.68 = 0.31 mN zunimmt und nach 300 Minuten 283 9% des
Ausgangswertes erreicht.

Vinax Zeigt nach 90 Minuten zunichst einen kurzzeitigen Anstieg, befindet sich aber

nach 300 Minuten wieder nahezu auf dem Ausgangsniveau.
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Darstellung der Absolutwerte der Aktionspotentialparameter unter ,slow response®-
Bedingungen (K*-Depolarisation [K*]o = 27 mmol/l, BaCl, = 0.5 mmol/l) Uber die Zeit.
Nicht dargestellt ist die vorgeschaltete Stabilisierungsphase von 60 Minuten bei
physiologischer Kalium-Konzentration ([K*]o = 4.7 mmol/l). n = 6.
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3.2. Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Aktionspotentialparameter
am K -depolarisierten Meerschweinchenpapillarmuskel

3.2.1. Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von Verapamil

Die Erhohung der extrazelluliren K'-lonenkonzentration von 4.7 mmol/l auf 27
mmol/l fithrte zur Depolarisation der Membran von im Mittel —-80 mV auf —43,75 +
1.11 mV (n= 35). Die Anwesenheit von 0.5 mmol/l BaCl, ermdglichte die Triggerung
langsamen (,,slow  response®). Die typischen

von Aktionspotentialen

Originalregistrierungen des Aktionspotentials einer Papillarmuskelzelle unter
Kontrolle und dem EinfluB3 von Verapamil eines Konzentrations-Wirkungs-Versuches
zeigt Abb. 4.

Verapamil reduzierte die Aktionspotentialparameter (s. Tab. 3) in unterschiedlichem
Ausmal: Die Aktionspotentialdauer auf 30%igem Repolarisationsniveau (APD 30)
wurde bereits signifikant ab einer Konzentration von 1-107 mol/l um 9.7 + 2.1% (p <
0.05) und auf 90%igem Repolarisationsniveau (APD 90) um im Mittel 6.5 + 1.9% (p <
0.05) gesenkt. Ausgepréagter waren bei gleicher Konzentration die Verdnderungen der
maximalen Anstiegssteilheit des Aktionspotentials dV/dt,., : das gemessene Signal

verringerte sich um im Mittel 20.3 + 5.7% (p < 0.05) bezogen auf die Kontrolle.

Verapamil Konentf/altion APD 30% | APD90% | dV/dtnx | Amplitude FC RP

pmol/1] [ms] [ms] [V/s] [mV] [mN] [mV]
Iél%r;torﬂg 0 242 +26 315429 44403 80,5 +2,1 10£12 | 437+1.1
© 0.01 99+ 1 100+ 1 95+ 2 10242 105+5 103 £ 1

§‘§ 0.03 97 £ 1 99 + 1 90 +2 102+3 100 + 4 10242
%E 0.1 90 £2 94 +2 80 + 6 97 +2 85+6 101 + 1
%i 0.3 75 £2 8242 67+5 92+3 7447 104 +2
Eéﬂ 1 5344 67+5 47+5 83+1 54+7 1032

E 3 41%5 58+5 3144 7142 50 +8 98 + 1

Tab. 3

Konzentrationsabhangige Wirkung von Verapamil (n = 4). Absolutwerte der Kontrolle
und Substanzwirkung in Prozent der Kontrolle + Standardfehler
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Abb. 4

Originalregistrierungen der Wirkung von Verapamil auf langsame Aktionspotentiale
und ihre maximale Depolarisationsgeschwindigkeit am K*-depolarisierten
Meerschweinchen-Papillarmuskel. [K']o : 27 mmol/l, BaCl, : 0.5 mmol/l,
Reizfrequenz 0.167 Hz. Die Registrierungen sind Ubereinander projiziert. Die unten
dargestellte Depolarisationsgeschwindigkeit Vax ist nicht die Ableitung nach der Zeit
fur die oben gezeigten Aktionspotentiale, daher liegt das Maximum der Anstiegssteil-
heit oben jeweils bei 25 — 50 ms, Vinax in der Abb. unten jedoch bei ca. 80 — 120 ms
Konzentrationen :

1 = Kontrolle, 2 = 1-107 mol/l, 3 =1-10° mol/l, 4 = 3-10° mol/l
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Bei Erhohung der Konzentration auf 3-10° mol/l verkleinerte sich das
Aktionspotential ausgehend von der Kontrolle mit einer Linge von 315 £ 29 ms
hochsignifikant um 58 + 5% (APD 90, p < 0.01) bzw. 42 £ 5% (APD 30, p < 0.01).
Bei 3-10° mol/l wurde dV/dt,,, sogar um 69 + 4% (p < 0.01), d.h. von 4.4 £ 0.3 V/s
auf im Mittel 1.4 + 0.2 V/s erniedrigt.

Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fiir die Parameter V.., APD 30 und APD
90 sind fiir die Konzentrationen 1-10®- 3-10° mol/l in Abb. 5 dargestellt.

100
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Q
8
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X
@)
©
S
40-
20+
—— APD30
—— APD90
—e— Vmax
0_
I T T T T T T T T T T T T T 1
-8.5 -8.0 -7.5 -7.0 -6.5 -6.0 -5.5 -5.0
Konzentration ( log [ mol/l ] )
Abb. 5

Konzentrations-Wirkungs-Beziehung am K*-depolarisierten Meerschweinchen-
Papillarmuskel fiir Verapamil (1-10® = 3:10™ mol/l). Darstellung der Parameter
APD 30, APD 90 und Vmax, (n = 4), Reizfrequenz 0.167 Hz
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Aus der Kurvenanpassung an die MefBBwerte wurden folgende ECs-Werte ermittelt :
Vinax © 8.97-107 mol/l (Konfidenzintervall pos : 7.04-107 , 1.41-10°); APD 30 bzw.
APD 90 : 1.29:10° mol/l bzw. 3.86-10° mol/l (Konfidenzintervall pes : 6.49-107 |
2.55-10° bzw. 1.72-10° , 8.67-10°).

Die Parameter Amplitude und Kontraktionskraft sind in Abb. 6 dargestellt.
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Abb. 6

Konzentrations-Wirkungs-Beziehung am K*-depolarisierten Meerschweinchen-
Papillarmuskel fiir Verapamil (1-10® = 3:10™ mol/l). Darstellung der Parameter
Amplitude und Kontraktionskraft (FC), n = 4, Reizfrequenz 0.167 Hz
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Die Amplitude des Aktionspotentials wurde durch Verapamil reduziert. Eine
signifikante Anderung trat erst ab einer Konzentration von 1-10° mol/l auf. Dabei
verkleinerte sich die Amplitude um 17 £ 1.3% (p <0.01) auf im Mittel 67 £ 1.2 mV.
Die ab 3-107 mol/l negativ inotrope Wirkung von Verapamil zeigte die groBte
Streuung. Bezogen auf die Kontrolle (1.03 £ 0.17 mN) wurden maximale Abnahmen
der Kontraktionskraft um 0.3 — 0.9 mN auf im Mittel 0.5 £ 0.11 mN festgestellt. Bei
3-107 mol/l wurde die Kontraktionskraft um im Mittel 26.3 + 7.4 % (p < 0.05) auf
0.75 + 0.13 mN und bei 1-10° mol/l um 52.8 + 4.7% (p < 0.01) auf 0.55 + 0.10 mN
reduziert.

Konzentrationen > 3-10° mol/l wurden nicht ausgewertet, da in einigen Versuchen

keine auswertbaren Signale zu registrieren waren.
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3.1.2. Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von Mibefradil

Im Vergleich zu Verapamil zeigte Mibefradil qualitativ analoge Wirkungen auf die

Parameter der ,,slow response®, allerdings erst in deutlich hoheren Konzentrationen.

Typische Originalregistrierungen der ,,slow response® einer Papillarmuskelzelle unter

Kontrollbedingungen und dem Einflul von Mibefradil zeigt Abb. 7.

Eine hochsignifikante Abnahme von V., ausgehend von 2.69 + 0.42 V/s bei 1-107

mol/l um 4.8 % (p < 0.01) auf 2.56 £ 0.35 V/s zeigte sich bei einer Konzentration von

3-107 mol/l. Eine signifikante Verringerung der APD 30 bzw. APD 90 von 160 + 15
ms bzw. 264 + 16 ms bei 1-10° mol/l auf 147 + 15.7 ms bzw. 250 + 17.6 ms wurde

erst durch Erhohung der Konzentration auf 3-10° mol/l erreicht.

Eine Ubersicht iiber alle Parameter findet sich in Tab. 4.

Mibefradi] ] Konzenraton [ "APD30% [ APD90% | dV/dtn, | Amplitude FC RP
[pumol/1] [ms] [ms] [V/s] [mV] [mN] [mV]
Iéf]’)‘;gﬂg 0 184+ 10 286+ 11 29+04 | 748+26 | 04+0,1 | -48,6+24
0.01 10242 101 £ 1 98 £ 3 99+ 1 96 + 4 100 £ 1
0.03 101 +3 101 +2 95+ 4 99 +2 91+6 101 +2
éf; 0.1 99 +3 100 +3 90 + 4 99 +2 87+8 103 +2
;Eg 0.3 93+4 96 + 3 86 £ 3 97+ 1 75+7 103+3
E?\: 1 85+5 92 +4 79 +3 95+3 75+7 103 +3
§§D 3 79+5 87 +4 67+1 91+3 70 +3 101 +3
g—g 10 70+6 81+4 54+3 84+4 57+ 10 99 +3
30 60+6 75+ 4 40+ 4 74+5 43+ 15 94+ 4
100 54 + 3% 69 + 2% 30 + 4% 55 + 2% 57 + 9% 87 + 3%
Tab. 4

Konzentrationsabhangige Wirkung von Mibefradil (n = 5, soweit nicht markiert ;

*:n =4). Absolutwerte der Kontrolle und Substanzwirkung in Prozent der Kontrolle +
Standardfehler
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Abb. 7

Originalregistrierungen der Wirkung von Mibefradil auf langsame Aktionspotentiale
und ihre maximale Depolarisationsgeschwindigkeit am K*-depolarisierten
Meerschweinchen-Papillarmuskel. [K*]o : 2.7-10° mol/l, BaCl, : 0.5-10 molll,
Reizfrequenz 0.167 Hz. Die Registrierungen sind Ubereinander projiziert.
Konzentrationen :

1 = Kontrolle, 2 = 1-107 mol/l, 3 =1-10° mol/l, 4 = 1.10° mol/l, 5 = 1-10™* mol/l
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Abb. 8 zeigt fiir die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Mibefradil einen weniger

steilen Verlauf als fiir Verapamil (vgl. Abb. 5).
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Abb. 8

Konzentrations-Wirkungs-Beziehung am K*-depolarisierten Meerschweinchen-
Papillarmuskel fiir Mibefradil (1-10°® mol/l — 1-10* mol/l). Darstellung der Parameter
APD 30, APD 90 und Vnax, N = 5, Reizfrequenz 0.167 Hz
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Fiir die Abnahme von V., um 70 + 4.3% ist fiir Mibefradil eine Konzentration von
1-10™* mol/l, dagegen im Vergleich fiir Verapamil eine Konzentration von 3-10°° mol/l
notwendig. Bei 1-10™ mol/l Mibefradil liegen die Werte fiir die APD 30 bzw. APD 90
noch bei 54 + 3% bzw. 69 + 2% der Kontrolle.

Die Werte konnten mit einer Kurvenanpassung erfallit werden und ergaben fiir die
Anstiegssteilheit des Aktionspotentials dV/dt,,., einen ECso-Wert von 1.43-107° mol/l
(Konfidenzintervall pys : 1.84-107 , 1.73-10'5). Fiir die Parameter APD 30 bzw. APD
90 ergab sich jeweils einen ECs,-Wert von 6.45-10” mol/l (Konfidenzintervall pos :
4.07-107, 1.02:10™*) bzw. 8.50-10"* mol/I (Konfidenzintervall pos : 5.25-10™
1.38-107).

In Tab. 5 sind die Ergebnisse der Kurvenanpassung von Verapamil und Mibefradil

nebeneinander dargestellt.

Substanz Parameter ECsg 95%-
Konfidenzintervall

Vimax 8.97-107 mol/l 7.04-107,1.41-10° mol/l

Verapamil APD 30 1.29-10°° mol/l 6.49-107 , 2.55-10° mol/l
APD 90 3.86:10° mol/l 1.72:10° , 8.67-10° mol/l

Vimax 1.43-10” mol/l 1.84-107, 1.73-10° mol/l

Mibefradil APD 30 6.45-10” mol/l 4.07-107,1.02-10* mol/l
APD 90 8.50-10™ mol/l 5.25-10", 1.38-10° mol/l

Tab. 5 ECsp-Werte und deren 95%-Konfidenzintervalle fur Verapamil und Mibefradil

Die Amplitude wurde durch Mibefradil bis zu einer Konzentration von 1-10°® mol/I nur
geringfligig gesenkt. Erst ab 3-10° mol/l kam es zu einer signifikanten Abnahme um
9.3 % (p = 0.036) auf 67.8 + 2.6 mV. Bei 1-10™* mol/l wurde die Amplitude auf 41.3 +
3.2 mV (=55 + 2% der Kontrolle) reduziert.

Die isometrische Kontraktionskraft wurde ebenfalls gesenkt und lag unter der hochsten

Konzentration von 1-10™ mol/l bei 58.3 + 10.2% der Kontrolle.

Abb. 9 zeigt die Konzentrationsabhingigkeit der Parameter Kontraktionskraft (FC)
und Amplitude (Ampl).
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Abb. 9
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung am K*-depolarisierten Meerschweinchen-

Papillarmuskel fur Mibefradil (1 10®%-1.10" mol/l). Darstellung der Parameter
Amplitude (AMPL) und Kontraktionskraft (FC), n = 5, Reizfrequenz 0.167 Hz

Bei einer Konzentration von > 3-10™ mol/l wurden die Versuchsreihen beendet, da die

Kontraktionskraft bei einigen Versuchen nicht mehr mef3bar war.
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3.3. Frequenztreppen-Versuche

3.3.1. Frequenztreppen-Versuche mit Verapamil

Die Frequenzabhingigkeit der Wirkung von Verapamil auf die Parameter der ,,slow
response” wurde bei den Konzentrationen 1-10”7 und 1-10° mol/I untersucht. Bei der
niedrigsten Stimulationsfrequenz von 0.05 Hz (Reizintervall 20.000 ms) zeigte sich
unter 1107 mol/l Verapamil bereits eine Verringerung der maximalen
Aufstrichgeschwindigkeit V,.x um 24 % von 5.1 + 0.6 V/s auf 3.8 + 0.4 V/s (p <

0.01).
In Abb. 10 ist der EinfluBl von Verapamil auf die Frequenzabhingigkeit der Parameter

Vinax, APD 30 und APD 90 graphisch dargestellt.
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Abb. 10

Wirkung von Verapamil 1-10” mol/l in Abhéngigkeit von der Reizfrequenz (0.33, 0.17
und 0.05 Hz) auf die Parameter der ,slow response” APD 30, APD 90 und Vmax



33

Die Verdnderungen der Aktionspotentialparameter APD 30, APD 90 und der
Kontraktionskraft waren weniger stark ausgeprigt. Wiahrend die Aktionspotentialdauer
auf 30%-igem Repolarisationsniveau (APD 30) unter 1-107 mol/l Verapamil
(Reizfrequenz 0.05 Hz) von 178 £ 27 ms um 11.7 % auf im Mittel 155 £ 18 ms
abnahm, betrug die Aktionspotentialdauer auf 90%-igem Repolarisationsniveau noch
92.5 + 1.8 % des Kontrollwertes; die Amplitude des Aktionspotentials verringerte sich

sogarnurum4 + 0.9 % .

Eine Ubersicht iiber die Verdnderungen der Parameter der ,,slow response unter den

verschiedenen Reizfrequenzen zeigt Tab. 6 (S. 33) fiir Verapamil und Mibefradil.

Durch Erhohung der Stimulationsfrequenz von 0.05 auf 0.17 Hz bzw. 0.33 Hz
verringerte Verapamil V ,, von 75.6 £ 8.9 % auf 63.1 £ 4.4 % bzw. 54.6 £ 6.0 % (p <
0.01). Die APD 30 bzw. APD 90 wurden weniger stark reduziert und erreichten bei
0.33 Hz 80.6 £2.9 % (p <0.01) bzw. 85.2 £ 1.2 % (p < 0.01) des Kontrollwertes.

Als Ausdruck der negativen Inotropie verminderte Verapamil die isometrische
Kontraktionskraft analog zur maximalen Aufstrichgeschwindigkeit V., bereits bei der
niedrigsten Reizfrequenz um 17.3 + 4.8 % (n = 5) und erreichte die maximale Senkung
bei 0.33 Hz von 0.36 £ 0.07 mN auf 0.28 + 0.06 mN, d.h. auf 55.2 £ 4.8 % (p < 0.01)

des Ausgangswertes.

Der EinfluB von Verapamil auf die Amplitude der ,slow response* und die
isometrische Kontraktionskraft in Abhédngigkeit von der Reizfrequenz sind in Abb. 11
(S. 34) dargestellt.
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Frequenz Konzen- Amplitude APD 30 APD 90 V max FC
[Hz] tration [mol/1] [mV] [ms] [ms] [V/s] [mN]
0.05 Kontrolle 79.4+£0.9 178 £27 284 £ 28 5.1+£0.6 0.60 £ 0.13
(absolut)
0.05 1-107 76.2 £0.7 155 £18 262 £23 3.8+04 0.48 £0.10
(absolut)
0.05 1-107 96 £ 1 88£3 932 76+ 4 83 %5
(prozentual)
Té 0.17 Kontrolle 77.6 £0.9 163 £22 263 £ 21 45+0.5 0.54+£0.12
g ‘ﬂ‘ (absolut)
g = 0.17 1-107 72.41+0.9 132 £ 14 233+ 17 28+04 0.36 £ 0.07
> (absolut)
0.17 1-107 93 £0.5 82+3 89 +2 63 +4 689
(prozentual)
0.33 Kontrolle 754 +0.7 142+ 16 243+ 14 4.0+£0.5 0.52+0.12
(absolut)
0.33 1-107 67.8£1.2 114 £ 11 207 £ 14 22104 0.28 £ 0.06
(absolut)
0.33 1-107 90 + 1 81+3 85+ 1 55+6 55+5
(prozentual)
0.05 Kontrolle 71.5+0.9 130+ 8 219+9 2.7+£0.2 0.50 £ 0.04
(absolut)
0.05 1-10° 68.3+2.3 1253 216 £2 24+0.2 0.40 £ 0.04
(absolut)
0.05 1-10° 95 +2 99 +9 98 + 4 91+3 80 +7
(prozentual)
0.17 Kontrolle 67.8+ 1.1 114+ 6 200+ 6 23+0.2 0.43 +£0.02
g (absolut)
& ‘”" 0.17 1-10° 63.3+2.7 101 +3 190 + 1 1.9+0.8 0.35+0.03
S = (absolut)
= 0.17 1-10° 93+3 91 +8 95 +4 83+5 84+ 10
(prozentual)
0.33 Kontrolle 64.8+1.3 100 +5 193+4 1.9+0.2 0.38 £ 0.03
(absolut)
0.33 1-10° 58.5+3.1 86+ 3 1773 1.5+03 0.30+0.04
(absolut)
0.33 1-10°¢ 90+3 877 91 £3 755 7917
(prozentual)
Tab. 6

Vergleich der Parameter der ,slow response” unter der Wirkung von Verapamil 1-107
mol/l und Mibefradil 1-10°® mol/l in Abhangigkeit von verschiedenen Stimulations-

frequenzen
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Abb.11
Wirkung von Verapamil 1-10” mol/l in Abhéngigkeit von der Reizfrequenz (0.33, 0.17
und 0.05 Hz) auf die Amplitude (AMPL) und die Kontraktionskraft (FC)

Durch Erhéhung der Konzentration von Verapamil 1-107 mol/l auf 1-10° mol/l waren
die Verdanderungen der Parameter der ,,slow response* qualitativ vergleichbar. Am
deutlichsten aber zeigten sie sich durch Verminderung von V., und Kontraktions-
kraft : bei einer Reizfrequenz von 0.05 Hz unter 110 mol/l Verapamil betrug V.«
67.3 + 7.7 % der Kontrolle und sank durch Erh6hung auf 0.33 Hz auf 60.3 + 8.7 % (n
= 3) . Die isometrische Kontraktionskraft sank von 60 = 17.2 % bei einer
Stimulationsfrequenz von 0.05 Hz auf 38.2 £ 9.7 % (p < 0.01) bei 0.33 Hz (n = 3),
bezogen auf die Kontrolle. So konnte ein frequenzabhingiger Effekt auch unter

héherer Konzentration (1-10°° mol/l) gezeigt werden.
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3.3.2. Frequenztreppen-Versuche mit Mibefradil

Die frequenzabhingige Wirkung von Mibefradil (Konzentration : 1-10°° mol/l) wurde
am K'-depolarisierten (27 mmol/l) Papillarmuskel untersucht.

Eine graphische Darstellung der Parameter der ,,slow response* APD 30, APD 90 und
Vinax zeigt Abb. 12.
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Abb. 12

Wirkung von Mibefradil 1-10°® mol/l in Abhéngigkeit von der Reizfrequenz (0.33, 0.17
und 0.05 Hz) auf die Parameter der ,slow response” APD 30, APD 90 und Vmax
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Mibefradil zeigte im Vergleich zu Verapamil qualitativ dhnliche, jedoch erst bei
deutlich hoheren Konzentrationen auftretende Verianderungen der Aktions-
potentialparameter, insbesondere der maximalen Depolarisationsgeschwindigkeit V..
Die Abnahme von V,,,, durch Mibefradil 1-10°° mol/l bei der niedrigsten Reizfrequenz
(0.05 Hz) erfolgte von 2.7 £0.2 V/s auf 2.4 £ 0.2 V/s (d.h. auf im Mittel 90.8 £ 2.9 %
der Kontrolle). Die Senkung von V., bei 0.33 Hz um 24.7 + 5.3 % von 1.9 £ 0.2 V/s
auf 1.5 £ 0.3 V/s (p < 0.05) war aber nur halb so grof3 wie der Effekt unter Verapamil
1107 mol/L.
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Abb. 13

Wirkung von Mibefradil 1-10°® mol/l in Abhéngigkeit von der Reizfrequenz (0.33, 0.17
und 0.05 Hz) auf die Amplitude (AMPL) und die Kontraktionskraft (FC)
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Die Repolarisationsdauer auf 30%-igem bzw. 90%-igem Niveau wurde in Gegenwart
von Mibefradil durch die Erhohung der Reizfrequenz von 0.05 Hz auf 0.33 Hz nur
geringfligig von 98.5 + 8.7 % bzw. 98.4 + 4.4 % auf 87.0 £ 7.1 % bzw. 913 £ 3.3 %
der Kontrolle gesenkt.

Ein ebenfalls deutlicher Unterschied zu Verapamil ergab sich fiir den Einflul von
Mibefradil auf die isometrische Kontraktionskraft. Die Abnahme der
Kontraktionskraft bei einer Reizfrequenz von 0.05 Hz betrug 0.4 £ 0.04 mN, d.h. die
Kontraktionskraft betrug 80 % des Kontrollwertes. Durch Erhdhung der Reizfrequenz
auf 0.33 Hz kam es jedoch nicht zu einer signifikanten Verdnderung. Die
Kontraktionskraft lag immer noch bei 79.2 + 7.2% der Kontrolle.

Eine graphische Darstellung des Einflusses von Mibefradil auf die Kontraktionskraft

und die Amplitude der ,,slow response* in Abhédngigkeit von der Reizfrequenz findet

sich in Abb. 13.

Das Ruhemembranpotential war bei allen Versuchen nach Depolarisation unter K -

Erhohung (27mmol/l) stabil und lag im Mittel bei —44.6 £ 5.9 mV.
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3.4. Doppelreiz-Versuche

Die Wiedererholung der Ca**-Kanile nach reizbedingter Inaktivierung (recovery from
inactivation) wurde unter ,,slow response‘“-Bedingungen fiir die jeweiligen Substanzen
durch verfriiht einfallende Testreize wihrend Grundreizstimulation untersucht.

Abb. 14 gibt eine schematische Darstellung des Reizmusters.

Fiir die Untersuchung des Einflusses der Substanzen auf die Wiedererholung wurden

verschiedene Darstellungen gewdhlt :

1.) Vergleich von t unter jeweiliger Substanzwirkung : Um den Einfluf3 der Substanz
auf die Verdnderung der Refraktirzeit am Ende der ,,slow response® zu untersuchen,
wurden Zweitreize (Testreize) mit zunehmendem zeitlichem Abstand vom Erstreiz
ausgelost (Abb. 14). Bezeichnet man try als das Zeitintervall zwischen Grundreiz und
Testreiz, dann ergibt sich die Refraktirzeit t als Differenz aus trg und APD 90. t
wurde unter Kontrollbedingungen und unter Substanzeinwirkung untersucht. Da die
vorwiegende Wiedererholung von V., in wenigen ms erfolgte, wurden in dem in
Frage kommenden Bereich die Testreize in geringem zeitlichem Abstand gewahlt (vgl.
Abb. 15)

Tabelle 7 enthélt die ermittelten t. -Werte fiir die jeweiligen Konzentrationen der

Substanzen.
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Abb. 14
Schematische Darstellung eines Doppelreiz-Versuches mit definierten Zeitabstanden

tecr = Grundreizintervall (10/min, d.h. Reizabstand 6000 ms)
trr = variables Testreizintervall (bis zum doppelten Grundreizintervall,
Reizabstand dann 12000 ms)
APD 90gr = Aktionspotentialdauer auf 90%-igem Repolarisationsniveau der ,slow
response” des Grundreizes
APD 90+ = Aktionspotentialdauer auf 90%-igem Repolarisationsniveau der ,slow
response” des Testreizes
test = Zeitabstand zwischen 90% Repolarisation der ,slow response® bei
Grundrhythmus und Beginn der Anstiegsflanke der Antwort auf den
Testreiz, berechnet nach der Gleichung tiest = ttr - APD 90gr
GRI = Grundreizimpuls (Rechtecksreiz, Reizdauer 1 ms)
TRI = Testreizimpuls (Rechtecksreiz, Reizdauer 1 ms)
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A tiest 1N MS SEM n Faktor
Kontrolle 79 43 8* 1.00
Verapamil 323 118 3 4.09
1-10”7 mol/l
Verapamil 615 132 3 7.78
2-107 mol/l
Verapamil 1153 2 14.60
3107 mol/l
Mibefradil 225 102 5 2.84
1-10° mol/l
Mibefradil 334 142 4 4.20
1-10” mol/l
B Vmax (Plateau) in % SEM n
Kontrolle 100 0 7
Verapamil 76.8 2.8 4
1-107 mol/l
Verapamil 64.3 0.6 3
2-107 mol/I
Verapamil 48.1 0 2
3-107 mol/I
Mibefradil 74.8 3.6 5
1-10° mol/I
Mibefradil 47.4 2.1 4
1-10° mol/l
Tab. 7

tiest — Werte (A) und Vmax-Plateau-Werte (B) von Mibefradil und Verapamil im
Vergleich zur Kontrolle (SEM = Standardfehler). Bei n < 2 wurde der Standardfehler
weggelassen.

* . FUr die Kontrolle wurden die tst-Werte aus den Mibefradil- und Verapamil-
Versuchen gemittelt (n=8)

Mibefradil verlangerte t.; um im Mittel 225 ms bei einer Konzentration von 1-10°
mol/l, bzw. um 334 ms bei 1-10” mol/l. Die Substanzwirkung zeigte sich auBerdem in
einer Depression des Wiedererholungsplateaus von V., . Tabelle 7 macht deutlich,
daB Mibefradil t., weniger ausgeprigt verzogerte als Verapamil. Die Verdnderungen

von t, waren dhnlich wie die Effekte auf die Amplitude der Wiedererholung :
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Abb. 15

Doppelreiz-Versuche unter Verapamil (oben) und Mibefradil (unten). Dargestellt
wurden 2 Einzelversuche mit unterschiedlichen Praparaten. Der letzte Vya-Wert im
Wiedererholungsplateau der Kontrolle wurde auf 100% gesetzt. Die
Kurvenanpassung erfolgte mit biexponentiellen Funktionen.

Grundreizstimulation mit 0.167 Hz, [K']o = 27 mmol/l
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Konzentrationsabhéngig senkte  Verapamil die Amplitude des Wieder-
erholungsplateaus um 22 + 2.8% bei 1-10”7 mol/l, um 35 £ 0.6% bei 2-107 mol/l und
um 51% bei 3-107 mol/l. Mibefradil zeigte bei Konzentrationen von 1-10° und 1-107
mol/l eine Reduktion von V., um 25 *+ 3.6%, bzw. 52 £ 2.1%. In Abb. 15 sind
reprasentative Beispiele fiir die recovery-Kinetik unter Mibefradil und Verapamil

dargestellt.

2.) Vergleichbarkeit des Zeitganges der Kanal-Wiedererholung hinsichtlich schneller
und langsamer Komponente : Hierfiir wurden jeweils die hochsten V,,-Werte von
jedem Testreizdurchgang (sowohl Kontrolle als auch Substanzwirkung) auf der Y-
Achse auf 100 % normiert, so dall der Substanzeffekt hinsichtlich der Amplitude nicht
dargestellt wurde.

Um die unterschiedlichen Refraktirzeiten und Aktionspotentialdauern der
Grundreizaktionpotentiale zwischen den Einzelversuchen in der Zusammenfassung zu
beriicksichtigen, wurde der erste einfallende Testreiz (t;) auf Null gesetzt. Insgesamt
konnten bei dieser Darstellung keine signifikanten Unterschiede zwischen Verapamil
und Mibefradil fiir die Beeinflussung der Recovery-Kinetik festgestellt werden. Der
Vergleich ist in Abb. 16 dargestellt.

Legende Abb. 16 (S. 44)

Doppelreiz-Versuche unter ,slow-response“-Bedingungen : Vergleich der verfriht
einfallenden Testreize unter Kontrollbedingungen (n = 9) und unter Verapamil 1-10”
M (A, n = 4) sowie unter Mibefradil 1-10° M (B, n = 5).

Auf der X-Achse sind die Testreizintervalle (0 = bedeutet Beginn der Testreizantwort)
in ms bei einem Grundreiz von 10/min (Intervall 6000 ms) aufgetragen. Um mogliche
Veranderungen Uber den Grundreizabstand hinaus zu erfassen, wurden 2 Werte >
6000ms gewahlt.

Auf der Y-Achse ist der Vpax-Wert in Prozent des hdchsten Vmax-Wertes des
jeweiligen Testreizdurchganges aufgetragen.

Die Anpassung an die Punktwolken erfolgte mit biexponentiellen Funktionen (s. Ma-
terial und Methoden)



Abb. 16

Vmax [%]

Vmax [%]

44

100+ oo-meo il
I
80
60!
= Kontrolle
40 7 _
® 1.10"M Verapamil
20+
n
'ul
0 T T T T T T T T T T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Testreiz-Intervall [ms]
100g
e ©
Jmor
flll
H
80-";‘
|
601
H
5 = Kontrolle
40+ o .
! = 1.10™M Mibefradil
204
I:l
o
o
L
0 T T T T T T T T T T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Testreiz-Intervall [ms]



45

3.5. Post-Pause-Versuche

Die Versuche sollten Aufschlufl dariiber geben, mit welchen Kanal-Zustand die
betrachtete Substanz interagiert. Durch die Unterbrechung der elektrischen Stimulation
des Préparates und durch Applikation der Substanz zu Beginn der Reizpause bestand
fir sie die Moglichkeit, bereits im Ruhezustand an den Ca**-Kanal zu binden. Fiir
Substanzen, welche durch sog. ,rested-state-blockade* den Kanal-Ruhezustand
bevorzugen, wird postuliert, daB durch die Wiederaufnahme der Reizstimulation
bereits beim ersten, oder aber direkt nach den ersten Reizen ein Hochstmal3 blockierter
Kanile vorliegt und sich schnell eine Plateau-Phase einstellt, wie dies beispielsweise
fiir Lidocain beschrieben wurde (Colatsky TJ, 1982; Gintant GA und Hoffmann BF,
1984).

Da zur Beurteilung des dynamischen Verhaltens der Ca*-Kanile unter
Substanzeinwirkung vor allem die maximale Depolarisationsgeschwindigkeit V., der
ersten und unmittelbar folgenden ,,slow response®“-Potentiale nach einer Ruhepause
von Bedeutung sind (Hondeghem LM, 1978), wurden nach Wiederaufnahme der
Reizstimulation bei gleichbleibender Reizfrequenz von 0.17 Hz (= Reizintervall von
6000 ms) die ersten 39 V,..-Signale, sowie der 50., 75., 90. und 150. Wert
aufgezeichnet. Die Reizfrequenz von 10/min gewihrleistete, dall zwischen den
Signalen ausreichend Zeit zur Verfligung stand, um die Signale auf dem
Magnetspeicher (Floppy-Disk) des Speicheroszilloskops Nicolet festzuhalten.

Der letzte Vi, -Wert vor der 30 miniitigen Reizpause wurde auf 100% gesetzt und
diente als Bezugswert fiir alle V,-Wert der nach der Pause ausgeldsten
Aktionspotentiale. Da eine 30 miniitige Reizunterbrechung bereits die APD verindert
(Becher R und Ravens U, 1982) lag bei vereinzelten Versuchen der erste Wert unter
Substanzwirkung oberhalb von 100% der Kontrolle vor der Reizpause. In der
Berechnung der Mittelwerte iiber alle Versuche allerdings war das erste Signal (und
auch die folgenden Signale) kleiner als 100% : fiir Verapamil ergab sich 97.8 + 4.1%
(n =7, 1107 mol/l) und fiir Mibefradil 90.5 + 3.4% (n = 4, 1-10°° mol/l) bzw. 90.8 £
2.7% (n =3, 3-10° mol/l).
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Fiir Verapamil wurde erwartet, daB der Ruhezustand eine verminderte Bindung der
Substanz an den Kanal aufweist, und sich erst bei Wiederaufnahme der
Reizstimulation, also periodischer Aktivierung der Kanédle, eine Zunahme der
Kanalblockierung einstellt (Nawrath H und Wegener JW, 1997). Dieser, als ,,use-
dependence* beschriebene Effekt (Fang LM und Osterrieder W, 1991), macht sich als

stetige Abnahme von V,,,, bis zum Erreichen einer Plateau-Phase bemerkbar.

3.5.1. Post-Pause-Versuche unter Verapamil

Nach 30 miniitiger Reizpause zeigte Verapamil bei einer Konzentration von 1-107
mol/l nach Wiederaufnahme der Reizung eine stetig zunehmende Wirkung auf die
maximale Aufstrichgeschwindigkeit V., der ersten 20 Signale : Von zunichst 97,8 +
4,1% sank V.« auf ein Plateau von im Mittel 75.6 + 0.3% der Kontrolle und lie3 auch
nach 150 Reizen keine weitere Effektzunahme erkennen.

Mittels Kurvenanpassung mit einer monophasischen Exponentialfunktion wurde die
Halbwertzeit t, der zeitabhdngigen Substanzwirkung auf den Parameter V.
ermittelt. Nach im Mittel 7.34 Reizen (95%-Konfidenzintervall : p (6.46 , 8.49)) war
der halbmaximale Effekt erreicht.

Dies entspricht einer Halbwertzeit von t,, =44 s.

Die graphische Darstellung in Abb. 17 zeigt die Mittelwerte der ,,Post-Pause‘-

Veranderungen fiir den Parameter V,,,, von 7 Versuchen.
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Abb. 17

,Post-Pause“-Versuch unter Verapamil 1-10”7 mol/l (n = 7). Dargestellt sind die ersten
Signale nach Wiederaufnahme der Reizung im Anschluf} an eine 30 minutige
Reizpause fur die Kontrolle (Vmax-C) und Verapamil (Vmax-S).

Fir jeden MeRwert ist der Standardfehler (SEM) durch Balken eingezeichnet.

X-Achse : Nummer der Reizantwort nach der Reizpause

Y-Achse : maximale Depolarisationsgeschwindigkeit Vmax in Prozent des 1. Signals
vor der Reizpause

Der Wert 0 auf der X-Achse entspricht dem ,Pra-Pause“-Wert als Bezugswert.

Kurvenanpassung mittels monophasischer Exponentialfunktion flr die maximale
Depolarisationsgeschwindigkeit Vmax unter Substanzwirkung
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3.5.2. Post-Pause-Adaptation unter Mibefradil

Nach 30-miniitiger Reizpause zeigten 1-10° mol/l Mibefradil bei Wiederaufnahme der
Reizung eine Verminderung von V., der ersten Reizantwort um 9.5 £ 3.4% (n = 5),
d.h. auf 90.5 % von V,,, des 1. ,,Post-Pause**-Signals.

Die graphische Darstellung in Abb. 18 (s. S. 48) zeigt die Mittelwerte der Post-Pause-
Veranderungen fiir den Parameter V., von 5 Versuchen fiir 1-10° mol/l und fiir 3-10°
mol/I.

Im Gegensatz zu Verapamil war bereits ab dem zweiten Signal eine Plateauphase
erreicht. Durch die Kurvenanpassung konnte ein Plateau ermittelt werden, welches im
Mittel bei 84.9 £ 0.2 % der Kontrolle lag. Die Berechnung der Halbwertzeit ergab sehr
kleine Werte (t,, = 0.67 s), was darauf zuriickzufiihren war, da3 Mibefradil im Ver-
gleich zu Verapamil nach Wiederaufnahme der Reizung nach einer Reizpause
entweder wesentlich schneller den ,,activated state” der Kandle blockiert, oder aber
bereits ein erheblicher Anteil blockierter Kanidle im ,rested state vorlag (s.

Diskussion).

Die Erhéhung der Konzentration auf 3-10° mol/l zeigte fiir die Post-Pause-Signale den
gleichen Kurvenverlauf und fiihrte zu einer weiteren Abnahme der Plateau-Werte auf
im Mittel 77.2 £ 1.9% der Kontrolle. Die Berechnung der Halbwertzeit ergab t, =

1.38 s. Diese lag damit etwa 30 fach unter der Halbwertszeit von Verapamil.

Bei beiden Versuchsreihen (Verapamil und Mibefradil) konnte fiir die Kontrolle keine
zeitabhingige Verdanderung von V,,,, wihrend der Post-Pause-Stimulation festgestellt

werden.
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Abb. 18

,Post-Pause“-Versuch unter Mibefradil 1-10° mol/l (n = 5) und 3-10° mol/l (n = 3).
Dargestellt sind die ersten Signale nach Wiederaufnahme der Reizung im Anschluf}
an eine 30 miniitige Reizpause fiir die Kontrolle (Vmax-C) und Mibefradil 1-10° mol/l
(Vmax-S1) bzw. 3-10° mol/l (Vmax-S2). Der Wert 0 auf der X-Achse entspricht dem
.Pra-Pause“-Wert als Bezugswert.

Der Standardfehler (SEM) wurde der Ubersichtlichkeit halber fiir 1-10° mol nur nach
oben und fiir 3-10°® mol nur nach unten dargestellt.

X-Achse : Nummer der Reizantwort nach der Reizpause
Y-Achse : maximale Depolarisationsgeschwindigkeit Vmax in % des 1. Signals vor der

Reizpause

Kurvenanpassung mittels monophasischer Exponentialfunktion fur die maximale
Depolarisationsgeschwindigkeit Vmax unter Substanzwirkung
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4. Diskussion

Verapamil gehort nach der Einteilung von Vaughan und Williams (Vaughan und
Williams, 1975) zur Gruppe 4 der Antiarrhythmika, deren Hauptwirkung auf die
Blockade von L-Ca’-Kanilen, also des langsamen Ca’’-Einstromes in die
Myokardzelle zuriickzufiihren ist, ohne daB der schnelle Na'-Kanal beeinfluf3t wird.
Diese vermeintlich homogene Gruppe stellt sich aber hinsichtlich chemischer Struktur,
unterschiedlicher Bindungsstellen auf molekularer Ebene, Gewebeselektivitit und vor
allem klinischer Wirkung sowie therapeutischer Indikation als doch sehr heterogen
dar. Dabei wird chemisch fiir die selektiven Ca*-Kanal-Blocker zwischen
Dihydropyridinen, den Benzothiazepinen und den Phenylalkyaminen mit ihrem
Vorreiter Verapamil unterschieden.

In letzter Zeit wurde aber auch iiber neuere Einteilungen diskutiert, wonach z.B. unter
klinischen Gesichtspunkten zwischen den mehr modulierenden Substanzen (Verapamil
wirkt insbesondere am AV-Knoten und Herzmuskel) und den vorwiegend
gefallerweiternden Substanzen (periphere Vasodilatation der Dihydropyridine) (Piepho
RW und Fendler KJ, 1991) unterschieden wird.

Die Einteilung von Mibefradil mit seiner T-Ca*'-kanalblockierenden Eigenschaft
erfolgte bisher als ,,non-dihydropyridine® in einer vierten Klasse von Kalzium-
antagonisten (Bithler FR et al., 1996). T-Ca*-Kanile, durch ein niedriges
Schwellenpotential (-70 mV) aktiviert und durch rasche Inaktivierung charakterisiert,
finden sich hauptsichlich in sinoatrialen Schrittmacherzellen und spontan aktiven
GefaBmuskelzellen (Cremers B und Bohm M, 1997). Das teilweise vollige Fehlen in
Zellen des Arbeitsmyokards deutet darauf hin, daBl sie fiir die Kontraktion der
Ventrikelmyozyten ohne Bedeutung sind (Bean BP, 1989). Funktionelle Studien haben
gezeigt, daB T-Ca’"-Kanile in der glatten Muskulatur (Mishra SK und Hermsmeyer
K, 1994 b) und in humanen medulldren Schilddriisenkarzinom-Zellen (Mehrke et al.,
1994) effektiver durch Mibefradil blockiert werden als L-Ca**-Kanile. Es wurde
deshalb angenommen, daBl die Selektivitit der Mibefradil-Wirkung fiir vaskuldres
Gewebe auf die Blockierung von T-Ca®"-Kanilen zuriickzufiihren ist (Mishra SK und

Hermsmeyer K, 1994 a).
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Die Rolle der T-Ca®"-Kanile ist aber letztlich noch nicht ausreichend hinsichtlich ihrer
Bedeutung fiir den klinischen Alltag geklart (Biihler FR et al., 1996). Vielmehr stellt
sich nach wie vor die Frage, ob die pharmakologischen Eigenschaften von Mibefradil
in therapeutischer Dosierung nicht eher auf dhnliche Wirkungsweisen zuriickzufiihren
sind, wie sie z.B. fiir die L-Typ-Ca*"-Kanalblockade unter Verapamil zu beobachten

sind.

e Dosis-Wirkungs-Kurven und Frequenzabhiingigkeit

In der vorliegenden Arbeit zeigen Verapamil und Mibefradil am K'-depolarisierten
Meerschweinchenpapillarmuskel dhnliche Wirkungen auf das Aktionspotential. Beide
Substanzen senken konzentrationsabhingig die Aktionspotentialparameter. Die
kalziumkanal-inhibitorische Wirkung dieser Substanzen ist erkennbar an der
Verringerung der Plateaudauer des Aktionspotentials (APD 30 und 90) bei
gleichzeitiger Abnahme der isometrischen Kontraktionskraft (Gettes LS und Reuter H,
1974). Verapamil zeigte eine signifikante Verminderung der Aktionspotentialdauer auf
30 und 90 %-igem Repolarisationsniveau (vgl. Abb. 5) ab 1-107 mol/l. Mibefradil
bewirkte ebenfalls eine Verminderung der APD 30 / 90 (Abb. 8). Die signifikante
Abnahme ab 3-10° mol/l erfolgte mit zunechmender Konzentration insgesamt aber
weniger stark, was der Vergleich der ECs)-Werte fiir die APD 90 ergab : unter
Verapamil 3.8-10° mol/l, unter Mibefradil 8.5-10™* mol/l.

Vor allem aber zeigt sich die kalziumanatgonistische Wirkung an der Senkung von
Vomax der ,.slow response, da gerade unter den Bedingungen der K'-Depolarisation
Vo €in direktes MaB fir den Ca®’-Einwértsstrom darstellt (Malecot CO und
Trautwein W, 1987). So beeinflullite Verapamil von den betrachteten Aktionspotential-
parametern am stdrksten die maximale Depolarisationsgeschwindigkeit V., und
erreichte bereits bei einer Konzentration von 3-10° mol/l eine Reduktion der Werte auf
31 £ 4 % der Kontrolle (s. Abb. 5). Mibefradil senkte von den Parametern der ,,slow
response’ ebenfalls die maximale Depolarisationsgeschwindigkeit V. am stirksten

und fiihrte zu einer Reduktion von V,,,, auf 30 + 4% der Kontrolle bei 1-10™* mol/l.
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Diese kalziumanatgonistische Wirkung wurde ferner durch die Anderung der
Reizfrequenz, in der vorliegenden Arbeit durch sog. Frequenz-Treppen-Versuche,
untersucht. Mit zunehmender Reizfrequenz nimmt die Ca®*-Kanalblockade zu. Dieser
auch als ,,use dependence blockade“ bezeichnete Effekt wurde zuerst an den Na'-
Kanidlen des Meerschweinchenmyokards fiir Chinidin beschrieben (Johnson EA und
McKinnon MG, 1957). Durch Erhéhung der Stimulationsfrequenz von 0.05 auf 0.33
Hz verringerte 1-107 mol/l Verapamil V., auf 54.6 + 6% der Kontrolle (s. Abb. 10).
Mibefradil senkte V., ebenfalls durch Erh6hung der Reizfrequenz von 0.05 auf 0.33
Hz : auf maximal 75 + 5.3% der Kontrolle bei 1-10° mol/l.

Mibefradil beeinflulite also die ,,slow response“-Parameter in &dhnlicher Weise,
allerdings waren hierfiir hohere Konzentrationen erforderlich als fiir Verapamil, d.h.
Mibefradil senkte die Aktionspotential-Parameter in einem weniger steilen
Konzentrations-Wirkungs-Verlauf.

Die therapeutische Dosierung fiir Mibefradil wird von der Food and Drug
Administration in den USA (1997) nach grolen Multicenter-Studien mit 50 mg pro
Tag (= 8.8 - 10° Mol) angegeben. In héheren Dosierungen (200mg) muBten
Patientenstudien abgebrochen werden wegen des Auftretens von ernsten Bradykardien
(Schmitt R et al., 1992). Die hier teilweise verwendeten Konzentrationen liegen im
klinischen Bereich. Die oben genannten, erst bei hoheren Konzentrationen analogen
Verminderungen der ,,slow response‘‘-Parameter, konnten erkldaren, warum Mibefradil,
in therapeutischer Dosierung angewendet, die fir die herkdmmlichen
Kalziumantagonisten beobachteten Nebenwirkungen weniger aufweist (z.B. negative
Inotropie (Biihler FR et al., 1996; Fang LM und Osterrieder W, 1991)).

Der fiir Verapamil erwartete, negativ inotrope Effekt (z.B. Chapell SP et. al., 1985)
wurde durch die durchgefiihrten Versuche bestatigt. Mibefradil zeigte ebenfalls eine
Verminderung der isometrischen Kontraktionskraft. Die in den ,,slow response‘-
Leerversuchen (s. Abb. 3) beobachtete Zunahme der Kontraktionskraft {iber eine lange
Versuchsdauer hinweg (> 180 Minuten) wirft die Frage auf, ob der in Abb. 9
beschriebene negativ inotrope Effekt von Mibefradil nicht sogar unterbewertet ist. Die
Kontraktionskraft stieg bei Erhohung der Konzentration von 3-10” auf 1-10™ mol/l in

den Konzentrationswirkungskurven wieder leicht an auf tiber 50 % der Kontrolle. Die
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durch die Einwirkzeiten fiir jede Konzentrationserhohung verstrichene Zeit war im
oberen Konzentrationsbereich fiir die Mibefradil Konzentrations-Wirkungs-Reihe
langer als flir Verapamil. Bei dhnlich langen Versuchsdauern in den ,,slow response*-
Kontroll-Versuchen nahm die isometrische Kontraktionskraft zu. Bei hohen
Konzentrationen unter Mibefradil war jedoch eine Abnahme der Kontraktionskraft zu
sehen, die allerdings mit Blick auf die Leerversuche unterbewertet ist.

Insgesamt scheint aufgrund der Konzentrations-Wirkungs-Versuche der Unterschied
zwischen Verapamil und Mibefradil hauptsdchlich in der Lage der Konzentrations-
Wirkungskurve auf der Konzentrationsachse zu liegen.

Die chemische Struktur von Mibefradil ist nach Angaben einiger Autoren von den
bekannten Kalziumantagonisten deutlich verschieden (Clozel JP, 1997).
Untersuchungen mit Hilfe von Molecular-Modelling-Verfahren jedoch weisen grof3e
Ubereinstimmungen mit Verapamil hinsichtlich der riumlichen Ausdehnung,
energetischen Konformation und Van-der-Waals-Krifte auf (Holtje HD und Jessen G,
1998). Demnach miifite die Interaktion von Mibefradil mit dem Ca®"-Kanal hnlich
sein.

Die Unterschiede in den Frequenz-Untersuchungen zwischen Verapamil und
Mibefradil deuten jedoch darauf hin, dal von den Substanzen eventuell
unterschiedliche Kanalzustinde bevorzugt werden.

Nach einer Modellvorstellung (Abb. 19) fiir den Na'-Kanal (Hodgkin AL und Huxley
AF, 1990) durchlaufen die Kandle wéhrend eines Aktionspotentials verschiedene
Zustinde, welche fiir die Interaktion mit kanal-blockierenden Substanzen von
Bedeutung sind. Abb. 19 zeigt das modifizierte Modell vom modulierten Rezeptor
(Hondeghem LM und Katzung BG, 1980). Durch die Abbildung wird deutlich, daf3
eine Substanz an drei verschiedenen Kanalzustinde binden kann, bzw. die Affinitét
zum Kanal (mit ihren Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeitkonstanten), zeit
— und potentialabhéngig, fiir die jeweiligen Kanalzustdnde unterschiedlich sein kann.
Die im jeweiligen Zustand von der Substanz besetzten Kanéle (im Modell durch einen
hochgesetzten Strich gekennzeichnet, s. Abb. 19) durchlaufen ebenso wie die
unbesetzten Kanile die potential- und zeitabhdngigen Zustinde R’, A" und I'. Dieses

Modell 148t sich durchaus auf den Ca**-Kanal iibertragen.
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Schematische Darstellung des modifizierten Hodgkin-Huxley-Modells (nach
Hondeghem und Katzung, 1980) vom modulierten Rezeptor fiir Na*-Kanale. Geman
einer Hodgkin-Huxley-Kinetik durchlaufen die Kanale die Zustande R (Ruhe), A
(aktiviert) und | (inaktiviert) welche durch das spannungsabhangige Aktivierungstor m
und Inaktivierungstor h erreicht werden. Jeder Zustand weist eine Affinitat zur
Substanz auf, welche durch Assoziations- (k) und Dissoziations-
geschwindigkeitskonstanten (l) bestimmt wird. Von der Substanz besetzte Kanale
(durch Strich gekennzeichnet) durchlaufen die Zustande R, A und | ebenso und zwar
als R’, A" und I",sind aber blockiert, d.h. nehmen nicht an der lonenleitung teil.

Fiir den Ca*"-Kanal wird die entscheidende potential- und zeitabhingige Aktivierung
bzw. Inaktivierung von zwei Kanaltoren bestimmt : dem d-Tor (Aktivierung) und dem
f-Tor (Inaktivierung) (Borchard U und Hafner D, 1985). Durch diese Uberlegungen
kann z.B. unter anderem erkldrt werden, warum Kalziumantagonisten eine

unterschiedliche Gewebeselektivitit aufweisen: durch die Erhohung der Reizfrequenz
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andert sich der Aktivitdtszustand des Kanals in der Form, daf3 statistisch gesehen die
Wahrscheinlichkeit fiir den Zustand I (geschlossen, inaktiviert = nicht aktivierbar)
zunimmt. Dadurch éndert sich die Affinitdt des Kanals zu seinem Inhibitor. Fiir
Verapamil z.B. wird postuliert, dal die Affinitdt zunimmt (Nawrath H und Wegener
JW, 1997). Dies wird in vivo durch die gute Wirksamkeit der Substanz am Vorhof bei
supraventrikuldren Tachykardien belegt. Hier liegt eine verstirkte Kanalaktivitit vor,
d.h. der inaktivierte Zustand wird bei Frequenzerhohung verstirkt durchlaufen.

Die Potentialabhingigkeit der Ca®'-Kanalinteraktion wird z.B. bei Verapamil und den
Dihydropyridinen, mit ihrem Vorreiter Nifedipin, deutlich : sie wirken bevorzugt an
der peripheren glatten GefdaBmuskulatur, in der ein positiveres Ruhemembranpotential

als am Myokard vorliegt (Piepho RW und Fendler KJ, 1991).

e Post-Pause-Versuche

Die Interaktionen der Substanzen mit dem ruhenden, nicht aktivierten Kanal wurden
mit Hilfe der ,,Post-Pause“-Versuche nédher untersucht. Das erste Aktionspotential
nach der Pause 14Bt Riickschliisse zu auf eine wéhrend des Ruhezustandes der
Membran eingetretene Bindung des Liganden an den Rezeptor. AuBlerdem kann
verfolgt werden, wenn kein Ruheblock (,,rested-state blockade®, RSB) eintritt, ob die
anschlieBende regelmiflige Aktivierung der Kanile zu einer Wechselwirkung mit der
Substanz fiihrt. Der Interaktionsvorgang kann mit zunehmender Aktivierungsfrequenz
der Membrankanile, also reizfrequenzabhingig, verstirkt werden und wird dann als
,use-dependent blockade* (UDB) bezeichnet.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte in den Post-Pause-Versuchen
zeigen fiir Verapamil (1-107 mol/l) eine nach der Pause gleichmiBig zunehmende
Blockierung der Kandle, bis nach ca. 40 Zyklen (t,, = 44 sec.) ein Plateau erreicht ist.
Ahnliche Wirkungen wurden in der Vergangenheit bereits fiir das Klasse-I-
Antiarrhythmikum Chinidin beschrieben (Hirth et al., 1983). Es kann allerdings nicht
sicher unterschieden werden, ob eine ,activated state“ oder ,,inactivated state

blockade® vorliegt. ,,Voltage-clamp*“-Untersuchungen deuten darauf hin, daB
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Verapamil den inaktivierten Zustand der Membran bevorzugt (Nawrath und Wegener,
1997; Mishra SK und Hermsmeyer K, 1994c).

Mibefradil zeigte wihrend der Post-Pause-Versuche einen Wirkungsverlauf, der mehr
dem Verhalten von Lidocain am Na'-Kanal dhnelt (Borchard U und Hafner D, 1985;
Hondeghem LM und Katzung BG, 1984). Die vorliegenden Versuche zeigten fiir
beide Konzentrationen (1-10° und 3-10° mol/l) einen nach der Stimulationspause
initial einsetzenden Block fiir das erste Aktionspotential auf 90% der Kontrolle und
erreichten bereits nach wenigen Reizen ein Plateau von im Mittel 84.9 + 0.2 % (1-10°°
mol/l) und 77 % (3-10° mol/l), d.h. die fiir Verapamil typische verzogerte V-
Abnahme fehlte bei Mibefradil. Dies spricht entweder fiir eine Bindung von
Mibefradil an den Kanal bereits im Ruhezustand oder fiir einen extrem schnell
einsetzenden Aktivierungsblock, welcher einen ,,rested state block* vortiuscht.

Andere Untersuchungen deuten ebenfalls darauf hin, daBl Mibefradil den Ruhe-
Zustand des Ca**-Kanals bevorzugt (Mishra SK und Hermsmeyer K, 1994 a+c). An
spontan aktiven glatten GefdBBmuskelzellen von neonatalen Ratten der Vena azygos
konnten in der genannten Arbeit dariiber hinaus bei Anderungen der Reizfrequenz

keine ,,use-dependence* Effekte erzielt werden.

e Doppelreiz-Versuche

Anders als bei den Post-Pause-Versuchen wurde hier durch die Aktivierungszyklen im
Grundrhythmus unter Substanzwirkung eine ,use-dependence® eingestellt. Durch
anschlieBend verfriiht einfallende Testreize konnte der Zeitgang der Wiedererholung
der Kanile ndher untersucht werden. Fiir die Kontrolle ergibt sich die Erholung von
der Inaktivierung, unter Substanzeinflu die Erholung von der Inaktivierung unter
,use-dependence® (Courtney KR, 1975).

Nach der Versuchsbeschreibung in Kap. 2.4.3. und Abb. 14 148t der zwischen dem
Grundrhythmus gewédhlte Reizabstand von 6000 ms (10/min) den Kanilen in
Abwesenheit des Kanalblockers ausreichend Zeit, in den Ruhezustand

zuruickzukehren.



57

Mit Hilfe einer biexponentiellen Funktion wurde die Erholungs-Kinetik des
Parameters V.« bei verfriiht einfallenden Testreizen flir Kontrollbedingungen und
unter Substanzeinwirkung angepallit. Dabei konnten fiir die betrachteten
Konzentrationen 1-107 mol/l, 2-107 mol/l und 3-10” mol/l (Verapamil) bzw. 1-10°
mol/l und 1-10° mol/l (Mibefradil) keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden. Die Zeitkonstante der Erholung von der Inaktivierung unter ,,use-dependence*
entspricht also ndherungsweise der Zeitkonstanten der ,,recovery from inactivation®

unter Kontrollbedingungen.

Nach der Vorstellung des o.g. Modells ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt

fiir die Wiedererholung des Kanals zu seinem Ruhezustand R die Dissoziation der

A

Substanz vom Kanalzustand I". Dies kann prinzipiell auf 2 Wegen erfolgen :

1. Der Kanal geht von I” in den Zustand R” liber. Dieser Schritt ist spannungsabhingig
und setzt voraus, daf} eine Mindestpotentialdifferenz AV, iiberwunden wird, damit die
Substanz wieder leichter vom Kanal abdiffundiert.

2. Die Dissoziation vom Rezeptor iiber den Zustand I erfolgt spannungsunabhingig.
Die Versuche haben ergeben, daB Verapamil die absolute Refraktdrzeit stirker
verlingerte als Mibefradil. 1-107 mol/I Verapamil verlingerte t.y um den Faktor 4.09,
1-10® mol/I Mibefradil hingegen um den Faktor 2.84. Unterschiede zwischen beiden

Substanzen bestehen demnach in der Wiederverfiigbarkeit aktivierbarer Kanéle nach
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reizbedingter Blockade (Riickkehr zu den wieder verfiigbaren, aktivierbaren Kanélen

mit Dissoziation des Liganden vom Rezeptor).

Zusammenfassend legen die Versuche nahe, daB beide Substanzen am L-Typ-Ca®'-

Kanal qualitativ dhnliche Wirkungen aufzeigen, dafl jedoch fiir Mibefradil hohere

Konzentration notwendig sind.

Die vorgelegten Untersuchungen zeigten folgende Unterschiede zwischen Verapamil

und Mibefradil :

1. Unter Verapamil verlingerte sich die absolute Refraktérzeit stirker als unter
Mibefradil (s. Tab. 7).

2. Mibefradil zeigte einen nach einer Reizpause schneller einsetzenden
Aktivierungsblock als Verapamil.

3. Mibefradil zeigte einen weniger stark inotropen Effekt als Verapamil.

Mibefradil wurde aus dem Handel genommen, da durch Interaktionen mit dem

Cytochrom-P4sp-System der Leber (CYP 3A4), insbesondere mit [-Blockern,

lebensgefahrliche AV-Blockierungen auftraten. Dies unterstreicht die vorliegenden

Befunde, daB eine deutliche L-Typ-Ca®"-Kanal-Blockade bei Mibefradil vorliegt.
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Abkiirzungsverzeichnis

Ampl Amplitude des Aktionspotentials
AP Aktionspotential
APD Aktionspotentialdauer
z.B. auf 30%-igem, 90%-igem Repolarisationsniveau
ECsg zur halbmaximalen Wirkung erforderliche Agonistenkonzentration
FC Force of Contraction = isometrische Kontraktionskraft [mN]
L-Typ Ca’"-Kanal vom Typ ,,long lasting*
RFI ,Recovery from inactivation,,
tiest absolute Refraktirzeit, hier zwischen Grundreiz und Testreiz
T-Typ Ca”*-Kanal vom Typ , transient opening*
Vinax Definition : maximale Depolarisationsgeschwindigkeit zu Beginn des

Aktionspotentials, physikalisch hier ohne Punkt-Symbol (eigentlich

Vmax ) in der vorliegenden Arbeit durchgehend verwendet

VOCC voltage operated calcium channel

UDB ,use-dependence*
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Zusammenfassung
Elektrophysiologische Untersuchungen zur kalziumantagonistischen Wirkung des T-
Kanal-Blockers Mibefradil am Ventrikelmyokard des Meerschweinchens

Medizinische Dissertation von Olaf Brauser, 2002

Die Wirkung von Verapamil und Mibefradil auf die Aktionspotentialparameter V.,
APD 30, APD 90, Amplitude und isometrische Kontraktionskraft wurden in der
vorliegenden Arbeit am depolarisierten Meerschweinchenpapillarmuskel mit Hilfe von
intrazelluldren Ableitungen durch konventionelle Glasmikroelektroden untersucht.

Bei einer Reizfrequenz von 0.167 Hz senkte Verapamil die maximale Depolarisations-
geschwindigkeit Vo von im Mittel 94.3 % (4.15 V/s) bei 1-10® mol/l auf 30.9 %
(1.36 V/s) bei 3-10° mol/l bezogen auf die Kontrolle. Mibefradil zeigte im Vergleich
eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung mit insgesamt weniger steilem Verlauf und
senkte Vpax von im Mittel 97.8 % (2.90 V/s) der Kontrolle (2.96 V/s) bei 1-10® mol/l
auf 27.0 % (0.80 V/s) bei 1-10* mol/l. Der ECs,-Wert fiir den Parameter V,,y lag fiir
Verapamil bei 8.97-107 mol/l, fiir Mibefradil bei 1.43- 10” mol/l.

Beide Substanzen zeigten eine deutliche Frequenzabhéngigkeit der Wirkung auf die
,slow response” : 1-107 mol/l Verapamil senkte V., signifikant (p < 0.05) von 3.77
V/s =74.5 % (Kontrollwert : 5.06 V/s) bei 0.05 Hz Reizfrequenz (Reizintervall 20 s)
auf 2.2 V/s = 54.5 % (Kontrollwert : 4.04 V/s) bei 0.33 Hz (Reizintervall 6 s).

1-10° mol/l Mibefradil senkte V. signifikant (p < 0.05) von 2.44 V/s = 91.4 %
(Kontrollwert : 2.67 V/s) bei 0.05 Hz Reizfrequenz auf 1.52 V/s = 76.8 % (Kon-
trollwert : 1.98 V/s) bei 0.33 Hz.

In den durchgefiihrten Doppelreiz-Versuchen zeigten sowohl Verapamil als auch
Mibefradil nahezu keinen EinfluB auf den Zeitgang der Kanal-Wiedererholung
(recovery from inactivation). Beide Substanzen verldngerten jedoch in
unterschiedlichem AusmaBl die Refraktirzeit der ,slow response® unter
Grundreizstimulation von 0.33 Hz (Reizintervall 6 s) : Verapamil um den Faktor 4.09
bzw. 7.78 bzw. 14.60 bei einer Konzentration von 1-10”7 mol/l bzw. 2-107 mol/l bzw.
3107 mol/l und Mibefradil um den Faktor 2.84 bzw. 4.20 bei einer Konzentration von
1-10°° mol/l bzw. 1-10° mol/l.

Die Interaktion der Substanzen mit dem Kalzium-Kanal im Ruhezustand wurde durch
Hinzufiigen der Substanz zu Beginn einer 30-miniitigen Stimulationspause untersucht
(Post-Pause-Versuche). Sie war fiir Verapamil und Mibefradil unterschiedlich : die
Abnahme von V,,,, erfolgte mit einer Halbwertzeit von t,, = 44 s unter 1-107 mol/l
Verapamil bei einer Reizfrequenz von 0.33 Hz. Fir Mibefradil ergab sich eine
Halbwertzeit von t,, = 0.67 s bzw. 1.38 s fiir die Konzentrationen von 1-10° bzw.
3-10° mol/l.

Die Untersuchungen deuten darauf hin, dafl Mibefradil bei deutlich hdheren
Konzentrationen #hnliche L-Typ-Ca*"-Kanal blockierende Eigenschaften besitzt wie
Verapamil.





