Il. Medizinische Klinik und Poliklinik
der Technischen Universitat Minchen
Klinikum rechts der Isar
(Direktor: Univ.-Prof. Dr. Drs.h.c. (Univ. Istanbul/Turkei; UMF lassy;
Univ. Athen) M. Classen)

Mechanismen der nicht-adrenerg nicht-cholinerg
vermittelten Relaxation am

Magenfundus der Ratte

Robert Philipp Martin Foellmer

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fir Medizin der Technischen

Universitat Minchen zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof Dr. D. Neumeier

Prifer der Dissertation: 1. apl.Prof. Dr. H.-D. Allescher

2. Univ.-Prof. Dr. Drs.h.c. (Univ. Istanbul/Turkei;

UMF lassy; Univ. Athen) M. Classen

Die Dissertation wurde am 30.11.2000 bei der Technischen Universitat

Minchen eingereicht und durch die Fakultat fir Medizin

am 10.01.2001 angenommen.



Meinen Eltern gewidmet



I Y1 1= (1 o 1

2. Material und Methoden...........ooi 4
A T |V = (= 1 = | 4
P N R VT ST [od 1S3 1= (=P 4
2.2 MEINOAEN . ... e 4
2.2.1 Praparation und Versuchsaufbau .............ccccevvviiiiiiiiciiiiiiiiceceeeee 4
2.2.2  VersuchsdurchflnNrung.........coooii 6
2.2.3 Gerate und Chemikalien ............ouuvuiiiiiiiiiic e 8
2.3 SHALISTIK cevciiie e 9
3. ErgEDNISSE i e 10
3.1 BaSalaKUVItAL.........cccoeeiiiieeeee e e 10
3.2 Isometrische bzw. auxotonische Kontraktion.............c.ccceevivieviiinineenens 10
3.2.1 Isometrische Kontraktion ... 11
3.2.2  Auxotonische Kontraktion ..........cccoeeeiiiiiieeeeeee, 11
3.3 Konzentrationsabhdngige Kontraktion nach Serotoninzugabe ............. 13
3.4 Stabilitdt des Serotonin-induzierten Plateaus ...........cccoeevevivieveiinineennns 14
3.5 EinfluR von Elektrischer Feldstimulation (EFS) auf den Muskelstreifen 15
3.5.1 Einflul3 von Atropin und Guanethidin auf die EFS.......................... 15
3.5.2 Elektrische Feldstimulation unter NANC-Bedingungen................... 17
3.6 AUSWEITUNG .. ceeeeiieeieeii e et e ettt e e e et e e e e et e e e e et e e e e era e e aeennaeeaeees 20
3.6.1 Versuchsablauf EFS..........cccciiiii 20
3.6.2 Versuchsablauf Peptide...........ooouuiiiiiiiiiieeee e 21
3.6.3 Versuchsablauf DEA-NO .........couuiiiiiiiieeiieeeiinee e 24
3.7 EinfluR des Blockers neuronaler Ubertragung Tetrodotoxin (TTX) ....... 25
3.8 EinfluR des Inhibitors der NO Synthase Nw-Nitro L-Arginin (L-NNA).... 26
3.8.1 Einflussauf die EFS ... 27
3.8.2 EinfluR® auf die VIP und ANP induzierte Relaxation ....................... 29
3.9  EINflulR VON ADPAMIN. .. ciiiiiiiiiiii et e et e e s e e e e e eaae e e eaaeees 30
3.10 Einflul3 des Inhibitors der I6slichen Guanylatzyklase ODQ................... 32
3.10.1 Einflu auf die EFS.......ccoii i 32
3.10.2 EinfluR® auf die DEA NO induzierte Relaxation...............c.cccoeeeeeennn. 34
3.10.3 EinfluR® auf die VIP und ANP induzierte Relaxation ....................... 36
3.11 Einflu3 des Inhibitors der Proteinkinase A KT 5720.......c.cccccvveevevnieennnnn. 38
EinflulB auf die EFS........oi e 39



3.11.2 EinfluR auf die VIP und ANP induzierte Relaxation ........................ 41

3.12 Einfluss des Inhibitors der Phosphodiesterase V Zaprinast.................. 43
3.12.1 Einfluld auf die EFS.......cooiiiiiiiieee e 43
3.12.2 Einfluf auf die VIP induzierte Relaxation..............cccceevvvviviiinneneenne. 45
3.12.3 Einfluss auf die DEA-NO induzierte Relaxation ................c.oeeeeeenn. 47

3.13 EinfluB des Inhibitors der Phosphodiesterase Ill Trequinsin................. 48
3.13.1 Einfluld auf die EFS.......ccoii i 48
3.13.2 Einflul auf die VIP induzierte Relaxation..............cccceevvvviviinnenennne. 50
3.13.3 Einflul® auf die DEA NO induzierte Relaxation.................cccooeeeene. 52

4. DISKUSSION oo, 54

4.1 Allgemeing DISKUSSION.........uuiiiiiiiiiiieeeeiiie e et e et e e et e e e eaae e aenes 54
4.1.1 Rezeptive und adaptative Relaxation ...........ccccoeeeiiiiiii, 54
4.1.2 Nicht-adrenerg nicht-cholinerg (NANC) vermittelte Relaxation....... 55
4.1.3 MethodikvergleiCh ..o 65

1.2 Spezielle DISKUSSION ......ccciiuiiiiieiiiiie e ee e e e e e e e et e e e et e eaenes 71
1.2.1 Einfluld des Inhibitors der NO-Synthase L-NNA ...........ccccvvviiiiieneee. 72
1.2.2 EinfluR des Inhibitors der l6slichen Guanylatzyklase ODQ............. 74
1.2.3 Einflu des Inhibitors der Proteinkinase A KT 5720.........ccccccvvveeee.. 76
1.2.4 Einfluld des Inhibitors der Phosphodiesterase V Zaprinast ............. 78
1.2.5 Inhibitor der Phosphodiesterase Il TrequinSin...........cccevvvvieeieeeeneee. 80

5. Zusammenfassung der Arbeit ........cccoooiiiiiiiiiiii e 83
6. LiteraturverzeiChniSS. ..o, 85
7. Abbildungs-und Tabellenverzeichniss ........cccco, 93
8. Verzeichniss der verwendeten Abklrzungen .........cccoceiiii, 101
9. DANKSAGUNG oo 103
10, LebensSlauf.... ... 104



1. Einleitung

Die Charakterisierung der Neurotransmitter der nicht-adrenerg nicht-cholinerg
(NANC) vermittelten Relaxation im Magen-Darm-Trakt und deren zellulare
Wirkungsweise ist trotz langjahriger Forschung noch nicht vollstandig
abgeschlof3en.

So haben sich im Magenfundus und im dbrigen Magen-Darm-Trakt im
wesentlichen Stickstoffmonoxid (NO), das vasoaktive intestinale Polypeptid
(VIP) sowie die Purine mit ihrem Hauptvertreter Adenosintriphosphat (ATP) als
die wichtigsten Neurotransmitter herauskristallisiert.

NO, fur das neben dem bereits langer bekannten relaxierenden Effekt auf die
GefalBmuskulatur auch eine inhibitorische Wirkung auf die glatte
Darmmuskulatur gezeigt werden konnte*?(S. 103),>%(S. 305) ist ein wichtiger
Transmitter, der nach Freisetzung eine schnell einsetzende, kurz anhaltende
Relaxation bewirkt.

Auch im Magenfundus der Ratte konnte der relaxierende Effekt von NO
nachgewiesen werden®*(S. 347).

Vermittelt wird der NO-Effekt Uber eine Aktivierung der Il6slichen
Guanylatzyklase und einer daraus resultierenden Erh6hung des zyklischen
Guanosinmonophosphat (cGMP)-Spiegels®*(S. 110), wofir es auch am
Magenfundus der Ratte Hinweise gibt>*(S. 1441). Durch die Erhéhung des
cGMP-Spiegels wird eine Vielzahl von Enzymen, unter anderem eine cGMP-
abhangige Proteinkinase aktiviert, die letztendlich in einer Relaxation
resultieren*(S. 9265).

Das aus 28 Aminosauren bestehende VIP wurde ebenfalls als potenter
inhibitorischer Transmitter identifiziert. So zeigte sich unter anderem an
isolierten Muskelzellen aus dem Magen des Meerschweins ein relaxierender
Effekt, der nach Aktivierung der Adenylatzyklase mit einer Erh6hung des cAMP-
Spiegels einherging*®(S. 205).

Unklarheit herrscht dartber, ob der VIP-Effekt, der durch lang anhaltende
Relaxationen gekennzeichnet ist, auch Uber einen NO-abhéangigen

Mechanismus vermittelt wird. So gibt es Hinweise fur eine Beteiligung der NO



bildenden NO-Synthase an der VIP-vermittelten Relaxation*®(S. 471),°%(S. 307),
sowie fiir einen NO Synthase unabhangigen Weg®*(S. 176),'%(S. 446).

Neben VIP zeigte sich, dal3 auch das normalerweise aus atrialen Myozyten
freigesetzte atriale natriuretische Peptid (ANP) einen relaxierenden Effekt auf
die glatte Muskulatur des Magens hat?(S. 1618). Es gibt Hinweise dafiir, daR
ANP seine Wirkung Uber eine Aktivierung der partikularen Guanylatzyklase
entfaltet®(S. 2786), unklar ist hier jedoch, ob auch ein NO-abh&ngiger
Mechanismus an der Vermittlung der Relaxation beteiligt ist.

Ferner konnte eine Beteiligung der Purine mit ihrem Hauptvertreter
Adenosintriphosphat (ATP) bei der inhibitorischen Neurotransmission
nachgewiesen werden®’(S. 1).

Bei der Regulation der Relaxation spielen auf3erdem Phosphodiesterasen, die
durch den Abbau der zyklischen Nukleotide den inhibitorischen Effekt
terminieren, eine wichtige Rolle. Auch im Magenfundus der Ratte zeigte sich
eine Beteiligung der Phosphodiesterasen bei der Regulation der Relaxation®(S.
317).

Das Zusammenspiel von NO und VIP, wobei NO fir den schnellen Beginn, VIP
fur die Aufrechterhaltung der Relaxation verantwortlich gemacht wird, ist im
Magenfundus als wohl bedeutendster Neurotransmissionsweg zu
verstehen'?(S. 113).

In dem vorliegenden Modell wurde nach der von Vane®(S. 142) beschriebenen
Methode der EinfluR inhibitorischer Neurotransmitter an isolierten
longitudindalen Muskelstreifen aus dem Magenfundus der Ratte untersucht.

Als inhibitorische Stimuli wurden dabei die durch elektrische Feldstimulation
induzierte Neurotransmitterfreisetzung, die Zugabe von VIP und ANP sowie des
NO-Donors Diathylamid NO (DEA NO) verwendet.

Dabei wurde die nicht-adrenerg nicht-cholinerg (NANC) vermittelte Relaxation

insbesondere mit folgenden Fragestellungen untersucht:

« Wie wirkt sich die Aufzeichnung isometrischer bzw. auxotonischer

Kontraktionen der Muskelstreifen auf das Kontraktionsmuster der durch



Serotonin (107 [mol/l]) stimulierten Muskelstreifen aus und wie beeinfluRt

dies die Beurteilung der Ergebnisse?

Wie wird die relaxierende Wirkung von NO und VIP, die exogen zugegeben
oder durch elektrische Feldstimulation (EFS) bzw. basal freigesetzt werden,
durch Inhibitoren der NO-Synthase (L-NNA), der l6slichen Guanylatzyklase
(ODQ), der cAMP-abhangigen Proteinkinase A (KT 5720) sowie des
Inhibitors der Ca?** abhangigen Kaliumkanale mit niedriger Leitfahigkeit

Apamin beeinfluf3t?

Wie wird die relaxierende Wirkung von exogen zugegebenem ANP durch
Inhibitoren der NO-Synthase (L-NNA), der l6slichen Guanylatzyklase (ODQ)
und der Proteinkinase A (KT 5720) beeinfluf3t?

Wie wird der relaxierende Effekt von EFS und exogen zugegebenem NO
bzw. VIP durch Inhibitoren der cGMP-inhibierten cAMP-spezifischen
Phosphodiesterase (PDE ) Trequinsin und der cGMP-spezifischen
Phosphodiesterase (PDE V) Zaprinast beeinfluf3t?



2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Wistar-Ratten der Firma Charles River
verwendet. Das Gewicht der Tiere lag zwischen ca. 250 - 350 gr. Sie wurden
gemal den Tierschutzbestimmungen in einem vollklimatisierten Raum (20 Grad
Celsius) in einem kunstlichen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten.

Sie wurden mit Wasser und Trockenfutter erndhrt. Ihnen wurde mindestens

14 h vor dem Versuch das Futter entzogen, sie hatten jedoch weiterhin Zugang

zum Wasser.

2.2 Methoden

2.2.1 Praparation und Versuchsaufbau

Die Versuchstiere wurden nach einer CO, Kurznarkose mit einer
intraperitonealen Injektion Pentobarbital (Nacoren®) in einer Dosierung von 75
mg/kg anasthesiert. Nach Eintreten der adaquaten Narkosetiefe wurde das
Abdomen mit einem Langsschnitt er6ffnet und der Magen dargestellt. Nach
Abpraparation von Omentum maius und der Magenligamenta wurde der Magen
von Osophagus und Duodenum getrennt, entnommen und in ein Bad mit Krebs-
Ringer-Puffer (MgSO4 1,16 mM, NaCl 115,5 mM, NaH,PO,4 1,16, Glucose 11,1
mM, NaHCO; 21,9 mM, CaCl 2,5mM, KCI 4,16 mM) gebracht, das mit
Carbogen (95% 0,, 5% CO0,) begast wurde.

Der Magen wurde dann entlang der kleinen Kurvatur ertffnet, umgestulpt und
sorgfaltig gespdilt.

Anschlie3end wurden aus dem Fundus sechs longitudinale Streifen von 0,3-
0,5 cm Breite und 1,0- 1,2 cm Lange geschnitten. Die Streifen wurden auf einen
nicht elastischen Faden gezogen und mit dem aboralen Ende nach unten in ein
doppelwandiges Organbad eingebracht, das 4 ml KRP enthielt und ebenfalls
mit Carbogen begast wurde. Von auf3en wurde das Organbad durch einen

Heizkreislauf bei 37 Grad Celsius konstant gehalten.



Der Faden am oralen Ende des Streifens wurde so an einem Kraftwandler

befestigt, dal3 ausschlieRlich Kontraktionen der Langsmuskulatur aufgezeichnet

wurden. In einem Teil der Versuche geschah dies direkt an dem Kraftwandler,

die Ubrigen Versuche wurden jedoch unter Zwischenschaltung einer Silberfeder
(D=1g/cm) durchgefihrt.

Das in elektrische Spannungsédnderungen umgewandelte Signal wurde Uber

einen Verstarker mit 100- bzw. 1000-facher Verstarkung auf einem Schreiber

der Firma Rikadenki aufgezeichnet. Die eingespannten Streifen wurden zu

Versuchsbeginn jeweils unter 1 g Vorspannung gesetzt.

Den Versuchsaufbau verdeutlicht das folgende Schaubild:

Feder (1g/cm)

)

Carbogen
(95% O,, 5% CO,)

Abb.1:

Kraftwandler
e +§ Verstidrker
] — | Schreiber

Muskelstreifen

Krebs- Ringer- Puffer 37°C

A

Schematische Darstellung des verwendeten Versuchsaufbaus mit
beteiligten Komponenten. Bei Bestimmung der auxotonischen
Kontraktion wurde die angegebene Feder verwendet, bei der

isometrischen Kraftaufnahme wurde ohne Feder gearbeitet.

Zur Ausschaltung von adrenergen und cholinergen Effekten wurde dem Krebs-

Ringer-Puffer Atropin (1uM) zur Blockade der m-Cholinorezeptoren und

Guanethidin (1 uM) zur Entleerung der adrenergen Speicher beigesetzt.

Dann wurde unter mehrmaligem Spilen das System mindestens 30 min.

aquilibriert, bevor mit den Versuchen begonnen wurde.



2.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Zur besseren Beurteilung von Tonuséanderungen der Muskelstreifen wurden die
Streifen mit Serotonin (5-Hydroxy-Tryptamin (10 [mol/l]) vorstimuliert.

Durch die Zugabe kontrahierten sich die Muskelstreifen submaximal und
reversibel, wobei sich die Muskelstreifen ca. 2-3 min. nach der Serotoninzugabe
auf ein konstantes Kontraktionsniveau (Plateau) einstellten. An diesen
prastimulierten Streifen wurde der inhibitorische Einflud von Peptiden,
elektrischer  Feldstimulation (EFS) und NO-Donoren sowie deren

BeeinfluBbarkeit durch spezifische Blocker untersucht.

2.2.2.1 Elektrische Feldstimulation (EFS)

Es wurde die Wirkung von Neurotransmittern, die mittels elektrischer
Feldstimulation freigesetzt wurden, auf die mit Serotonin (107 [mol/l])
prastimulierten Muskelstreifen untersucht.

Dabei wurden die Streifen wie beschrieben prapariert und im Organbad auf eine
Befestigung montiert, an der zusatzlich zwei zirkuldre Stimulationselektroden
jeweils um die Streifen platziert wurden, die mit einem Stimulator verbunden
waren.

Stimuliert wurde mit repetitiven Impulsen verschiedener Feldstarken,
Frequenzen und Dauer.

Folgende Stimulationsparameter wurden verwendet:

* 40V Spannung

* 0,5 ms Einzelimpulsdauer

* 10 sec. Stimulationsdauer

e 0,5/ 1/ 2/ 4/ 8/ 16 Hz Stimulationsfrequenz.

Zwischen den einzelnen Stimulationen wurde jeweils 2 min. pausiert, zwischen
den Stimulationen mit 4 und 8 Hz bzw. 8 und 16 Hz wurde 3 min. abgewartet.
Nach Beendigung einer dieser Stimulationsablaufe wurde das System
mehrmals gespult und folgende Zeitabstdnde zur nachsten Stimulationsperiode

eingehalten:



Zwischen erster und zweiter EFS 25 min. und zwischen zweiter und dritter EFS
45 min.

In den Pausen wurde das System mehrmals mit Krebs-Ringer-Puffer gespuilt
und vor Beginn der nachsten Stimulation wird je nach Inkubationszeit der
zugegebenen Substanz, mindestens jedoch 10 min. vorher das letzte Mal

gespuilt.

2.2.2.2 Exogen zugegebene Peptide

Bei diesen Versuchsreihen wurde nach Prastimulation mit Serotonin (10~
[mol/l]) und Erreichen eines stabilen Kontraktionsplateaus dem Organbad ANP
oder VIP in aufsteigenden Konzentrationen kumulativ zugegeben und die
jeweils erzielte Inhibition drei Minuten nach der Zugabe gemessen. Die Werte
wurden als % Kontraktion bezogen auf das Ausgangsplateau angegeben.

Im Gegensatz zu dem Ablauf bei der EFS ist eine mehrmalig
aufeinanderfolgende Peptidapplikation am selben Streifen nicht mdglich, da

dabei keine vergleichbaren Inhibitionswerte erreicht werden.

2.2.2.3 NO-Donor DEA-NO

Bei den Versuchsreihen mit DEA-NO wurde ebenfalls mit Serotonin
vorstimuliert und die Substanz kumulativ nach Erreichen eines stabilen
Plateaus dem Organbad zugegeben und die erzielte Inhibition zwei Minuten
nach Zugabe gemessen und als % Kontraktion, bezogen auf das
Ausgangsplateau, angegeben.

Auch bei der durch den NO-Donor DEA-NO erzielten Inhibitionen ist es notig,
den Effekt verschiedener Substanzen gegentber Kontrollversuchen an anderen
Streifen aus dem Versuch zu beurteilen, da auch hier bei mehrmalig
aufeinanderfolgender Applikation erheblich unterschiedliche Inhibitionswerte

erzielt werden.



2.2.2.4 EinfluR verschiedener Blocker auf die inhibitorischen Stimuli

Der Blocker der m-Cholinorezeptoren Atropin (10 [mol/l]) und der adrenerge
Blocker Guanethidin (10° [mol/l]) wurden dem Puffer bereits vor Beginn der
Aqulibrierungsperiode zugegeben und wurden somit mindestens 30 min.
inkubiert.

Der Blocker neuronaler Ubertragung Tetrodotoxin (TTX)(10° [mol/l]), der
Inhibitor der NO-Synthase Nw-Nitro L-Arginin (L-NNA)(10™ [mol/l]), L-Arginin
(3x10° [mol/l]) sowie der Inhibitor der léslichen Guanylatzyklase 'H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]-quinoxalin-1-one ODQ)(10™ [mol/l)) wurden 10 min.
inkubiert. Der Inhibitor der Proteinkinase A KT 5720 (10° [mol/l]), der Inhibitor
der cGMP spezifischen Phosphodiesterase Il Trequinsin (107 [mol/l]), der
Inhibitor der cGMP spezifischen Phosphodiesterase V Zaprinast (10 [mol/l])
sowie der Kaliumkanalblocker Apamin (10° [mol/l]) wurden 15 min. vor
Versuchsbeginn dem System zugegeben.

Das Loésungmedium der jeweiligen Substanz wurde parallel zur Versuchsreihe

als Kontrolle dem Organbad zugegeben.

2.2.3 Geréate und Chemikalien

Es wurden zur Datenaquisition folgende Geréte verwendet:

Kraftwandler: Swegma Force Displacement Transducer SG 4-500, Swegma,
Schweden und Grass Force Transducer FT 04, Grass, USA. Verstéarker:
Transbridge TBM 4, Transbridge, USA. Schreiber: Rikadenki, Finnland.
Stimulator Grass, USA.

Folgende Chemikalien wurden verwendet:

VIP: Bachem Biochemica, Heidelberg, Deutschland

Trequinsin: Calbiochem-Novabiochem Corp., La Jolla, CA, USA

KT 5720: Biomol Feinchemikalien, Hamburg, Deutschland

Zaprinast, ODQ: Tocris, Ballwin, MO, USA

Apamin, L-Arginin, Serotonin, Guanethidin, Atropin, L-NNA: Sigma Chemicals,
St. Louis, MO, USA



Diethylamine-nitric oxide complex (DEA-NO): RBI Research Biochemicals
International, Natrick, MA, USA

ANP: Peninsula Laboratoties, Inc., Belmont, CA, USA

Stock solutions von ODQ, Zaprinast, KT 5720, wurden in DMSO, die ubrigen
Substanzen in 4°C kaltem, entmineralisiertem Wasser hergestellt. ANP, VIP
und Apamin wurde beim Losen 1 % Humanalbumin zugesetzt. Beim Ldsen von

L-NNA wurde 1 N HCI bis zum vollstandigen Losen hinzutitriert.

Die Substanzen wurden dann am jeweiligen Versuchstag in 4°C kaltem
entmineralisiertem Wasser weiterverdinnt und wéhrend des Versuchs im
Kihlschrank aufbewabhrt.

Bei den Versuchen wurde bei Kontrollen das jeweilige Losungsmedium in

gleicher Konzentration zugegeben.

2.3 Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben. Die
Fallzahl der zur Auswertung verwendeten Muskelstreifen ist durch n
gekennzeichnet. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt. Es wurden
zur statistischen Auswertung der Student-t-Test fur unverbundene Stichproben
sowie die Varianzanalyse fur wiederholte Messungen (One way ANOVA)
verwendet. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern

gekennzeichnet.



3. Ergebnisse
3.1 Basalaktivitat

Die Muskelstreifen zeigen nach dem Einbringen in das Organbad und Anlegen
einer Vorspannung von 1 g umgehend eine Spontanaktivitat. Unter
Standardbedingungen (37°C, Begasung mit Carbogen) treten ohne
Prastimulation mit Serotonin (10”7 [mol/l]) tonische Kontraktionen mit einer
mittleren Frequenz von 1,5 /min. (£0,2) auf. Die Kontraktionen nehmen bei
Temperaturerhéhung an Frequenz und Ampitude zu. Nach Hinzufligen eines
20°C warmen Puffers trittt eine kurzanhaltende (ca. 1 min.), reproduzierbare

Kontraktion auf, die nach Erwarmung des Organbades beendet ist.

Waschen
N2
AW/\/\/\/\/L‘W\A/\M
1 min
Abb.2: Basalaktivitdt eines Muskelstreifen aus dem Magenfundus im 37 °C

warmen Organbad und der EinfluR eines Pufferwechsels (20 °C) auf die
Basalaktivitéat (Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen

Tonusanderungen).

3.2 Isometrische bzw. auxotonische Kontraktion

Nach Stimulation des Muskelstreifens mit Serotonin (10 [mol/l]) zeigt sich eine
unterschiedliche Kontraktion abhangig davon, ob die Kontraktionen isometrisch

oder auxotonisch aufgezeichnet werden.
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3.2.1 Isometrische Kontraktion

Bei einer Befestigung des Muskelstreifens direkt am Kraftwandler ist davon
auszugehen, daf} fur den Muskelstreifen keine reale Verkirzungsmaoglichkeit
besteht. Bei Stimulation mit Serotonin (10 [mol/l]) kommt es somit zu einer
isometrischen Kontraktion, d.h. einer Kraftanderung ohne Langenénderung des
Muskels.

Dabei ergibt sich ein charakteristisches Kontraktionsmuster, das durch eine
schnelle Tonuserhdéhung, gefolgt von einem relativ schnellen Tonusabfall,

gekennzeichnet ist.

5- HT 107/
N2
F— 1 min
Abb.3: Einflu3 von Serotonin (10'7 [mol/l]) auf die Basalaktivitdt eines

Muskelstreifens im Zeitverlauf unter Standardbedingungen. Der Pfeil
markiert den Zeitpunkt der Zugabe, (Originalaufzeichnung der

isometrisch gemessenen Tonusanderungen).
3.2.2 Auxotonische Kontraktion
Ein grundsatzlich anderes Bild ergibt sich, wenn zwischen dem Muskelstreifen

und Kraftwandler eine Silberfeder (D=1g/cm) eingespannt wird. Diese
ermdglicht es dem Magenstreifen, sich real zu verkirzen. Somit wandelt sich

11
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die vorher isometrische Kontraktion in eine auxotonische um. Von einer reinen
isotonischen Kontraktion, d.h. einer Langenédnderung ohne Kraftdnderung kann
deshalb nicht gesprochen werden, da der dem Muskel entgegenstehende
Widerstand nicht konstant ist, sondern sich bei Zunahme der Verkirzung bzw.
Dehnung der Feder erhéht.

Somit liegt eine Mischform zwischen isometrischer und isotonischer, eine
sogenannte auxotonische Kontraktion vor.

Hiebei zeigt sich, dal} die serotonininduzierten Kontraktionen nach der initialen
Tonuserhdhung von einem wesentlich langsameren Plateauabfall gepragt sind.
Die so erzeugten Kontraktionen bleiben bis zu 45 min. und langer auf einem

stabilen Niveau.

5- HT 107/
N2

1g

F— 1 min

Abb.4: Einflul3 von Serotonin (10'7 [mol/l]) auf die auxotonisch aufgezeichnete
Kontraktion eines Muskelstreifens im Zeitverlauf (Originalaufzeichnung

der auxotonisch gemessenen Tonusénderungen).
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3.3 Konzentrationsabhangige Kontraktion nach Serotoninzugabe
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Abb.5: EinfluR von Serotonin auf die Kontraktionskraft der Muskelstreifen. Die

auxotonisch aufgezeichneten Kontraktionen erreichten nach Zugabe
von Serotonin (10® [mol/l]) eine maximale Kontraktion. Nach Zugabe
von Serotonin wurde jeweils nach zwei Minuten die Kontraktion

bestimmt und auf die maximal mdgliche Kontraktion bezogen (n=6).

Nach Zugabe von Serotonin kontrahieren sich die Muskelstreifen
konzentrationsabhéngig mit einer maximalen Kontraktion nach Zugabe von
Serotonin (10 [mol/l]). Nach Zugabe von Serotonin (10 [mol/l]) lassen sich die
Muskelstreifen auch nach mehrmaligem Waschen kein weiteres Mal
stimulieren.

Durch Zugabe von Serotonin (107 [mol/l]) kontrahieren sich die Muskelstreifen
submaximal, reversibel und mit konstanter Amplitude, weswegen diese
Konzentration zur Préstimulation der Muskelstreifen verwendet wurde, um den
Einflul3 inhibitorischer Stimuli besser beurteilen zu kénnen.

Nach Zugabe von Serotonin (107 [mol/l]) zeigt sich innerhalb von ca. 20 sec.

ein Anstieg des Tonus des Muskelstreifens, der sich nach ca. 1- 2 min. auf ein
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konstantes Plateau einstellt und bei Aufzeichnung auxotonischer Kontraktionen

langer als 45 min. dort verbleibt.

3.4 Stabilitdt des Serotonin-induzierten Plateaus

Voraussetzung fur eine Untersuchung und Quantifizierung von inhibitorischen
Einflissen auf den prastimulierten Muskelstreifen ist die Tatsache, dald das
serotonininduzierte Plateau in dem Zeitfenster, in dem gemessen wird, konstant
ist, so daR ausgeschloBen werden kann, daB eine Anderung des Tonus allein
aus einer spontanen Tonusdnderung resultiert, sondern aufgrund der

Applikation inhibitorischer Stimuli zustande kommit.

100 A
c
=
=
©
= 80 A
(@)
4
9
8
£ 60 -
c
o
>
X

40

I 1 | |
5 min 10 min 15 min 20 min
Zeit nach Zugabe von Serotonin (107 [mol/l])
Abb.6: Stabilitét der Serotonin-induzierten, auxotonisch aufgezeichneten

Kontraktion der Muskelstreifen im Zeitverlauf. Die initiale Kontraktion
wurde 5 min. nach Serotoninzugabe bestimmt und als Bezugspunkt
definiert (n=8).
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3.5 Einflul von Elektrischer Feldstimulation (EFS) auf den Muskelstreifen

Wie bereits beschrieben wurde Uber zwei zirkulare Stimulationselektroden, die
an den Streifenenden platziert wurden, der Muskelstreifen durch Erzeugung
eines elektrischen Feldes stimuliert und eine Freisetzung von Neurotransmittern
bewirkt. Eine elektrische Feldstimulation in Abwesenheit von Atropin und
Guanethidin fuhrt sowohl auf den Basaltonus als auch auf das prastimulierte
Plateau zu einer frequenzabhangigen Kontraktion, bei der im Bereich von (4), 8,
16 und 32 Hz zusatzlich eine nachfolgende, verzdgert eintretende Relaxation

beobachtet werden kann.

5- HT 10/
05 1 2 4 8 16 32 Hz
N N 2B N 7 N NZ N2 N2
=1 min
Abb.7: Einflud von elektrischer Feldstimulation (40V, 0,5 ms Pulsdauer, 10

sec. Stimulation) auf den mit Serotonin (10'7 [mol/l]) prastimulierten
Muskelstreifen in Abwesenheit von Atropin und Guanethidin. Der
Zeitpunkt der Serotoninzugabe bzw. der Beginn der elektrischen
Feldstimulation (10 sec.) sind mit einem Pfeil markiert
(Originalaufzeichnung  der  auxotonisch  gemessenen  Tonus-
anderungen).

3.5.1 Einflufd von Atropin und Guanethidin auf die EFS

Unter EinfluR von Atropin (10° [moll]), das die muskarinergen
Acetylcholinrezeptoren blockiert, beobachtet man unter gleichen Bedingungen
das Verschwinden des kontraktilen Effektes und eine deutliche Verstarkung der

Relaxation bei allen Stimulationsfrequenzen. Der durch Atropin hervorgerufene
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Effekt lalkt sich auch nach mehrmaligem Waschen Uber 1 h nicht mehr

beseitigen.
5- HT 107/ 0,5 1 2
NZ N2 % NZ
M’J i 1 mMin

Abb.8:

N

16 Hz

lg

Einfluld von Atropin (10'6 [mol/l]) auf die elektrische Feldstimulation

(40V, 0,5 ms Pulsdauer, 10 sec. Stimulation) des Muskelstreifens

(Originalaufzeichnung

anderungen).

der

auxotonisch

gemessenen

Tonus-

Bei den Kontrollstimulationen ergab sich bei einer zeitlich differenzierten

Auswertung, die im weiteren besprochen werden wird, folgende Frequenz-

Wirkungs-Beziehung:

Stimulationsfrequenz 0,5Hz 1Hz 2 Hz 4 Hz 8 Hz 16 Hz
% Inhibition (nach 20 sec.) 8+4% | 33+4% | 59+5% | 69+6% | 82+5% | 95+3 %
% Inhibition (nach 1 min.) 6+3% | 15+3% | 25+4% | 36+5% | 61+5% | 91+3 %

Tab.1:

Frequenz-Wirkungs-Beziehung bei der EFS. Die 30 sec. bzw. 1 min.

nach Stimulationsbeginn gemessenen Werte sind als % Inhibition,

bezogen auf das Ausgangsplateau nach Zugabe von Serotonin (107

[mol/l]) angegeben.
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Die Anwesenheit von Guanethidin (10° [mol/l]), das eine Entleerung der
adrenergen Speicher bewirkt, zeigte zu keinem Zeitpunkt einen direkt
messbaren Effekt auf die elektrische Feldstimulation, wurde jedoch in
samtlichen Versuchen dem Puffer zugegeben, um lediglich nicht-adrenerg

nicht-cholinerg (NANC) vermittelte Effekte zu untersuchen.

3.5.2 Elektrische Feldstimulation unter NANC-Bedingungen

Das Ausmald der durch Feldstimulation induzierten Relaxation ist bei
verschiedenen Stimlationsfrequenzen und -dauern unterschiedlich.

Die erzielten Relaxationen werden als Prozent Plateauanderung bezogen auf
die Serotonin (10 [mol/l]) induzierte Kontraktion angegeben.

Im gesamten Frequenzbereich von 0,5 -16 Hz setzt die Relaxation sofort nach
Stimulationsbeginn  ein, der Tonus des  Streifens  kehrt Dbei
Stimulationsfrequenzen von 0,5 - 4 Hz nach Stimulationsende schnell, d.h.
innerhalb einer Minute auf das Ausgangsniveau zurlck. Diese schnell
einsetzende kurz anhaltende Relaxation wird sehr wahrscheinlich vorwiegend
durch eine Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) vermittelt'’(S. 444).

Bei einer hoherfrequenten Stimulation mit 8 -16 Hz setzt die Relaxation
weiterhin schnell ein, jedoch ist sie dauerhafter und der Ausgangstonus wird
erst langsam, d.h. erst nach Uber einer Minute wieder erreicht. Die schnell
einsetzende Komponente der Relaxation ist wohl wiederum auf eine NO
Freisetzung zuriickzufiihren'?(S. 112), wahrend die verzogerte, langer
anhaltende Relaxation wohl hauptsachlich tGber eine Peptidfreisetzung (unter
anderem VIP) vermittelt wird®*(S. 174),%(S. 711).

Dem unterschiedlichen Charakter der Relaxation in Abhangigkeit vom
Frequenzbereich wurde mit einer zeitlich differenzierten Auswertung versucht
Rechnung zu tragen. So wurde die Relaxation 20 sec. und 1 min. nach
Stimulationsbeginn bestimmt, um den schnell (nach 20 sec.) einsetzenden
Effekt von dem bei hochfrequenten Stimulationen auftretenden, verzégert

einsetzenden (1 min.) relaxierenden Effekt abzugrenzen.
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Durch diese Unterscheidung soll eine tendentielle Abgrenzung von schnell
einsetzenden, wohl NO vermittelten und verzogert einsetzenden, wohl

peptiderg vermittelten Effekten getroffen werden.

Geschwindigkeit Schnelle Antwort |Verzogerte Antwort
Auswertung nach 20 sec. 1 min.
Vorhanden im Frequezbereich von |0,5-16 Hz 8-16 Hz
Dominierender Neurotransmitter NO Peptide (u.a. VIP)

Der Effekt von elektrischer Feldstimulation auf den mit Serotonin vorstimulierten
Muskelstreifen bei einer Stimulation mit 2 Hz ist im folgenden dargestellt:

2 Hz (10 sec)

Bezugsplaleau

Verzigert-

I
i
I
i
i
i
) i EiNSSEEnDar
adhnall- I Effalkt
ginsetzender i
Effaki ' '
] | I
| | |
| | I
i
20 s8¢ i—h ,
_—* min
Abb.9: Originalkurve einer Stimulation mit 2 Hz mit den fur die Auswertung

wichtigen Bezugspunkten. Zur Differenzierung der schnell und
verzdgert einsetzenden Effekten wurde die Relaxation 20 sec. und

1 min. nach Stimulationsende bestimmt.
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Bei einer hoéherfrequenten Stimulation mit z.B. 8 Hz ist neben der schnell
einsetzenden kurzdauernden Relaxation zuséatzlich eine verzégert einsetzende,
langer anhaltende Relaxation beteiligt, die durch eine Bestimmung der
Relaxation nach 1 min. deutlicher dargestellt werden kann.

8 Hz (10 sec) Bezugsplateau

Schnell- Verzdgert-

1
[
1
' 1
einsetzender : einsetzender
Effekt I " Effekt
1 ! |
20 SEC e :
k 4 1 min
Abb.10: Originalkurve einer Stimulation mit 8 Hz mit den fir die Auswertung

wichtigen Bezugspunkten. Zur Differenzierung der schnell und
verzdgert einsetzenden Effekten wurde die Relaxation 20 sec. und

1 min. nach Stimulationsende bestimmt.

Bei der Auswertung der Relaxation 20 sec. und 1 min. nach Stimulationsende
zeigt sich, daRR der Anteil der schnell einsetzenden Relaxation (Auswertung
nach 20 sec.) tber den gesamten Frequenzbereich kontinuierlich ansteigt und
im Frequenzbereich von 0,5-4 Hz fast alleine fir die Relaxation sorgt.
Demgegenuber tritt die verzogert einsetzende Relaxation (Auswertung nach

1 min.) erst ab (4) 8-16 Hz auf und bewirkt dann eine deutlich langer anhaltende
Relaxation des Muskelstreifen.

Das Ausmald der zeitlich differenziert bestimmten Relaxationen ist in der

folgenden Abbildung dargestellt:
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Abb.11: Bild der zeitlich differenzierten Auswertung nach 20 sec. und 1 min. bei

der EFS (10 sec. Stimulation). Die EFS induzierte Relaxation ist als %
Tonusabfall bezogen auf das Ausgansplateau nach Serotoninzugabe

angegeben (% Inhibition).

3.6 Auswertung

3.6.1 Versuchsablauf EFS

Bei der elektrischen Feldstimulation wurden an einem Streifen bis zu drei
aufeinanderfolgende Stimulationen durchgefuhrt. Dabei wurden bei den
einzelnen Stimulatuionsabfolgen Werte erzielt, die eine statistische Auswertung
im Sinne einer Varianzanalyse mdglich macht.

Bei der Auswertung nach 20 sec. entstand kein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Stimulationen, die erzielten Inhibitionswerte waren in
allen Frequenzbereichen innerhalb des Konfidenzintervalls.

Lediglich bei der Auswertung nach 1 min. zeigt sich bei der Stimulation mit 16
Hz ein signifikanter Unterschied zwischen der ersten und zweiten und zwischen
zweiter und dritter EFS, was bei der Auswertung und Beurteilung der

Ergebnisse bericksichtigt wurde.
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3.6.2 Versuchsablauf Peptide

Bei den Versuchsreihen, bei denen der Einflu? von den Peptiden VIP und ANP
untersucht wurde, wurden kumulative Dosis-Wirkungsbeziehungen erstellt, d.h.
das Peptid wurde in aufsteigender Konzentration dem einmal prastimulierten
Muskelstreifen zugegeben, und die Relaxation in Bezug zum Ausgangsplateau
fur die einzelnen Konzentrationen bestimmt. Mit der Peptidzugabe wurde
begonnen, sobald sich ein stabiles Kontraktionsplateau nach Serotoninzugabe
eingestellt hatte.

Bei der Applikation von VIP ergibt sich folgendes Bild:

5- HT 107/
101t 3x101 1010 3x10  10° 3x10° 108[mol/l]
NZ N2 N% N N% N N2 N%
lg
—— 1 min
Abb.12: EinfluR von VIP auf den mit Serotonin prastimulierten Muskelstreifen

(Originalaufzeichnung  der  auxotonisch  gemessenen  Tonus-
anderungen). Die Konzentrationsangaben bezeichnen die im Organbad

vorhandene VIP Konzentration.
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Bei den Kontrollversuchen ergab sich fur VIP folgende Dosis-Wirkungs-

Beziehung:
Konzentration VIP 10 [3x10™ | 10" [3x10™ | 107 |3x10° | 10°
[mol/l]
% Kontraktion 80+2% | 60+3% | 46+4% | 29+4% | 14+3% | 6£3% | 1+1%
Tab.2: Dosis-Wirkungs-Beziehung von VIP. Die 3 min. nach Peptidzugabe

gemessenen Werte sind als % Kontraktion, bezogen auf das

Ausgangsplateau nach Zugabe von Serotonin (10 [mol/l]) bezogen.

Nach der Zugabe von VIP in der Konzentration von 10 [mol/l] wurde in allen
Fallen eine Inibition von 100% erzielt.

Nach der Durchfihrung einer derartigen VIP-Applikation &3t sich an dem
Muskelstreifen auch nach mehrmaligem Waschen und langer Wartezeit (> 45
min.) keine vergleichbare Kontraktion mehr erreichen, so dal3 eine mehrmalige

Peptidapplikation am selben Streifen nicht mdglich ist.

Bei der ebenfalls kumulativ erstellten Dosis-Wirkungsbeziehung von ANP zeigt
sich folgendes Bild:

5- HT 107
10° 3x10° 108 3x10% 107 3x 107 10°[mol/l]
N2 ¢ J J N/ N2 J J
L
peei 1 Min
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Abb.13: EinfluB von ANP auf den Serotonin prastimulierten Muskelstreifen
(Originalaufzeichnung  der  auxotonisch  gemessenen  Tonus-
anderungen). Die Konzentrationsangaben bezeichnen die im Oranbad

vorhandene ANP-Konzentration.

Bei den Kontrollversuchen ergab sich fir ANP die folgende Dosis-Wirkungs-

Beziehung:
Konzentration ANP 10° | 3x10° | 10° | 3x10° | 107 | 3x107 | 10°
[mol/l]
% Kontraktion 90+1% | 84+1% | 77+2% | 72+2% | 65+2% | 58+2% | 53+3%
Tab.3: Dosis-Wirkungs-Beziehung von ANP. Die 3 min. nach Peptidzugabe

gemessenen Werte sind als % Kontraktion, bezogen auf das

Ausgangsplateau nach Zugabe von Serotonin (10~ [mol/l]) bezogen.

Durch die Zugabe von ANP laft sich keine Inhibition von 100% erzielen,
sondern es ergibt sich nach der Zugabe von 10° [mol/l] eine maximale
Inhibition von 53+3%. Dies ist die maximal erreichbare und finanzierbare
Konzentration von ANP im Organbad.

Auch  bei der ANP-induzierten Relaxation lassen sich  keine
aufeinanderfolgenden Peptidapplikationen durchfihren, da zwar eine weitere
Stimulation mit Serotonin und eine Relaxation durch ANP mdglich ist, die
Inhibitionswerte jedoch zu unterschiedlich sind, um miteinander in statistischen

Bezug gebracht zu werden.

Bei den durch Peptide vemittelten Relaxationen handelt es sich um relativ
langsam einsetzende, langer andauernde Tonusédnderungen. Fur die Erfassung
der durch die einzelnen Peptidkonzentrationen induzierten Relaxationswerte hat
sich ein Intervall von 3 min. nach Peptidzugabe als geeignet erwiesen, da sich
nach dieser Zeit in den allermeisten Fé&llen wieder ein stabiles Plateau
eingestellt hatte.

Auch hier wurden die Relaxationen als % Plateauanderung bezogen auf das

durch Serotonin (10~ [mol/l]) hervorgerufene Plateau angegeben.
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Als Kontrollgruppen wurden daher in jedem Versuch mehrere Muskelstreifen
verwendet, bei denen die gleichen Versuchsbedingungen herrschten, und auf
die die Ergebnisse der mit spezifischen Blockern behandelten Streifen bezogen
wurden. Diese wurden statistisch mit dem t-Test flr unverbundene Stichproben

ausgewertet.

3.6.3 Versuchsablauf DEA-NO

Die Zugabe des NO freisetzenden DEA-NO (Diathyl-Amin-NO) auf den
Serotonin-prastimulierten  Muskelstreifen  fuhrte  ebenfalls zu einer

konzentrationsabh&ngigen Relaxation in der dargestellten Form:

5- HT 1077
3x107 10® 3x10® 10> 3 x10> 10*[mol/l]
N2 N2 N% N2 N2 N2 N2
lg
—— 1 min
Abb.14: Einflul von DEA-NO auf den Serotonin prastimulierten Muskelstreifen

(Originalaufzeichnung  der  auxotonisch  gemessenen  Tonus-
anderungen). Die Konzentrationsangaben bezeichnen die im Organbad
vorhandene DEA-NO Konzentration.
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Bei den Kontrollversuchen ergab sich fir DEA-NO die folgende Dosis-

Wirkungs-Beziehung:

Konzentration DEA-NO | 3x107 | 10° | 3x10° | 10° [ 3x10° | 10
[mol/l]
% Kontraktion 96+1% | 83+3% | 53+7% | 21+6% | 7+3% | 4+3%
Tab.4: Dosis-Wirkungs-Beziehung von DEA-NO. Die 3 min. nach

Peptidzugabe gemessenen Werte sind als % Kontraktion, bezogen auf
das Ausgangsplateau nach Zugabe von Serotonin (107 [mol/l])

bezogen.

Auch bei der Untersuchung des inhibitorischen Einflusses von Diathyl-Amin-NO
(DEA-NO) wurden kumulative Dosis-Wirkungs-Beziehungen erstellt. Die
erzielten Tonusanderungen wurden 1 min. nach Zugabe der entsprechenden
Konzentration von DEA-NO, das alle zwei Minuten in der nachsthoheren
Konzentration zugegben wurde, bestimmt und als prozentuale Relaxation
bezogen auf das Ausgangsplateau angegeben.

Jedoch ist es auch bei der DEA-NO induzierten Relaxation nétig, als Kontrolle
einen anderen Streifen aus dem gleichen Versuch zu wahlen, da bei einer
wiederholten Zugabe von DEA-NO am selben Muskelstreifen deutlich
unterschiedliche Relaxationswerte erzielt werden. Auch hierbei wurde der t-Test

fur unverbundene Stichproben zur statistischen Auswertung verwendet.

3.7 EinfluR des Blockers neuronaler Ubertragung Tetrodotoxin (TTX)

Das vom Kugelfisch isolierte Neurotoxin ist ein potenter Inhibitor der schnellen
Na'-Kanéale und somit der Fortleitung von Aktionspotentialen. Tetrodotoxin wird
hier zur Unterscheidung von neuronal und nicht neuronal vermittelten Effekten
verwendet.

Die Zugabe und 10 min. Inkubationszeit von TTX (10° [mol/l]) fiihrte dazu, daR
die durch EFS induzierte Relaxation im gesamten Frequenzbereich vollstandig
geblockt wird (in allen Frequenzbereichen p< 0.001). Lediglich bei der
Stimulation mit 32 Hz bleibt eine stimulationssynchrone Tonuszunahme

erhalten.
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Die durch EFS induzierte Relaxation wird unter den angewandten
Versuchsbedingungen Uuber eine Freisetzung von Neurotransmittern aus

Nervenendigungen also neuronal vermittelt.

5- HT 107 1 2 4 8 16 32 Hz
v N2 N2 N2 N N% N2
f— 1 min
Abb.15: Einfluld von Tetrodotoxin (10'6 [mol/l]) auf die durch elektrische

Feldstimulation (40V, 0,5 ms Pulsdauer, 10 sec. Stimulation ) induzierte
Relaxation (Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen
Tonusanderungen). Die Pfeile markieren den Zeitpunkt der

Substanzzugabe bzw. den Beginn der elektrischen Feldstimulation.

3.8 EinfluR des Inhibitors der NO Synthase Nw-Nitro L-Arginin (L-NNA)

L-NNA inhibiert kompetitiv und reversibel die NO-Synthase, die durch
Abspaltung aus L-Arginin NO freisetzt.

Bei Zugabe der Substanz auf die unstimulierten Muskelstreifen zeigte sich bei
einigen Streifen eine Zunahme des Basaltonus, die jedoch schlecht
reproduzierbar war. Bei Zugabe auf die mit Serotonin (107 [molll])
vorstimulierten Muskelstreifen zeigte sich 5 min. nach Zugabe eine Zunahme
des Tonus um bis zu 7 % Prozent.

Die Aminoséaure L-Arginin dient als Substrat fir die NO-Synthase und kann so
den kompetitiven Inhibitor L-NNA vom katalytischen Zentrum des Enzyms

verdrangen und die Wirkung teilweise antagonisieren.

26

lg



Die Zugabe von L-Arginin (3x10 [mol/l]) auf den unstimulierten Muskelstreifen
zeigt keinen mel3baren Effekt.

Am prastimulierten Streifen aber bewirkte die Zugabe von L-Arginin (3x103
[mol/l]) eine Relaxation von max 17 % nach 5 min., die jedoch sehr

unregelmaessig vorhanden und schlecht reproduzierbar war.

3.8.1 Einfluss auf die EFS

5- HT 107/ 05 1 2 4 8 16 Hz
v v N2 N2 N2 N
—— 1 min
L
Abb.16: EinfluR von L-NNA (10* [moll]) auf die durch elektrische

Feldstimulation (40V, 0,5 ms Pulsdauer, 10 sec. Stimulation) induzierte
Relaxation (Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen

Tonusanderungen). Das System wurde 10 min. mit L-NNA inkubiert.

Die schnell einsetzende Relaxation (Auswertung nach 20 sec.) wird unter dem
EinfluR von L-NNA (10* [mol/l]) im Vergleich zu der Kontrollstimulation
signifikant reduziert und zwar im gesamten Frequenzbereich.

Bei Stimulation mit 2 Hz ergab sich eine Reduktion von 60+6% auf 23+3%

(p< 0,001) und bei 8 Hz 84+5% auf 67+5% (p< 0,001) (n=10).

Bei der Auswertung der verzdgert einsetzenden Relaxation (Auswertung nach

1 min.) zeigt sich bei Stimulation mit 8 Hz unter dem Einfluf3 von Ncw-Nitro L-
Arginin (L-NNA)(10™* [mol/l]) eine Reduktion der Relaxation von 67+5% auf
48+3%, bei 16 Hz von 96+3% auf 76+4% (n=10) gegenuber der
Kontrollstimulation. Diese Reduktion war jeweils signifikant (p< 0,001), jedoch
zeigt sich bei zwei aufeinanderfolgenden Kontrollstimulationen mit 16 Hz bereits
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eine statistisch signifikante Reduktion der erzielten Relaxationen von 8315 auf
79+4% (p< 0,006) (n=9).

Wird L-Arginin (3x10° [mol/l]) zusammen mit Nw-Nitro L-Arginin (L-NNA)(10™
[mol/l]) 10 min. im System inkubiert, so zeigt sich, daf3 die durch L-NNA
hervorgerufene Reduzierung der EFS induzierten Relaxation durch L-Arginin
teilweise antagonisiert wird. So wird bei 2 Hz, einem Frequenzbereich, bei dem
die Relaxation vorwiegend NO vermittelt wird, durch Zugabe von L-Arginin
(3x10° [mol/l]) die Relaxation auf 44+5% gegeniiber 23+3% unter dem Einfluf
von L-NNA (10 [mol/l]) verstarkt, bleibt jedoch weiter signifikant unterschiedlch

zur Kontrollstimulation (p< 0,05).

[ Kontrolle
100 - I |-NNA 10
1 L-NNA 10™, L-Arg 3x 107
*'k
80 -
1 *
T T
S 60 -
= *
2
E *
S 40 +
* *
*
20 -
0 I
0,5 1 2 4 8 16
Hz (10 sec Stimulation)
Abb.17: EinfluR von L-NNA (10 [mol/l]) und L-Arginin (3x10'3 [mol/l]) auf die

EFS induzierte Relaxation und der Auswertung nach 20 sec. (n=10).

Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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Bei der Auswertung 20 sec. bzw. 1 min. nach Stimulationsende ergeben sich

die aufgefuhrten Daten:

Kontrolle L-NNA L-NNA (107 [mol/I])
20 sec. (10" [mol/I]) L-Arg (3x10° [mol/I])
(n=30) (n=10) (n=10)
Stimulations-
frequenz % Inhibition | % Inhibition % Inhibition
0,5 Hz 8+x4% 3+x1% p=0.049 | 3+1% | p=0.049
1Hz 33+4% 13+2% | p<0,001|21+3% | p<0,05
2Hz 59+5% 23+3% |p<0,001|44+5% | p<0,05
4 Hz 69 +6 % 36+4% |p<0,001|57+4% | p<0,05
8 Hz 82+5% 55+5% |p<0,001|64+4% | p<0,05
16 Hz 95+3% 76+3% |p<0,001|79+3% | p<0,05
Kontrolle | L-NNA L-NNA (10 [mol/l])
1 min. (10" [mol/I]) L-Arg (3x10° [mol/I])
(n=30) (n=10) (n=10)
Stimulations-
frequenz % Inhibition | % Inhibition % Inhibition
0,5 Hz 6£3% 6+2% |[p=0728| 6+3% | p=0.728
1Hz 15+3% 12+3% | p=0.202 | 15+3% | p=0.183
2 Hz 25+4% 21+3% [ p=0.368 | 26+4% | p=0.156
4 Hz 36+£5% 31+3% | p=0.461| 33+4% | p=0.259
8 Hz 61+5% | 48+3% |p<0.001|45+5% | p<0.05
16 Hz 91+3% 76+4% |p<0.001| 72+5% | p <0.05
Tab.5,6: Einfluld von L-NNA (10'4 [mol/l]) und L-Arginin (3x10'3 [mol/l]) auf die

EFS induzierte Relaxation und der Auswertung nach 20 sec. bzw. nach
1 min. Die Werte sind als Mittelwert £ SEM angegeben. Signifikante
Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in normalem
Format.

3.8.2 EinfluR auf die VIP und ANP induzierte Relaxation

Die Zugabe von L-NNA (10 [mol/l]) hat bei der durch VIP erzielten Relaxation

keinen signifikanten Effekt. So andert sich die verbleibende Kontraktion von
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55+6% bei 10*° [mol/l] und 99+1% bei 3x10° [mol/l] auf 57+6% bzw. 97+2%
(n=9), was jedoch nicht statistisch signifikant war (p= 0,817 bzw. p=0,384).

Auch bei der ANP induzierten Relaxation hatte die Zugabe von L-NNA 3x10™
[mol/l]) keinen signifikanten Einflu3. Zwar &nderte sich die nach Zugabe von
ANP in der Konzentration von 10% [mol/l] bzw 107 [mol/l] verbleibende
Kontraktion von 24+2% und 36+2% unter dem Einflu? von L-NNA (3x10™
[mol/l]) auf 20+6% bzw. 42+7% (n=7), dies war jedoch statistisch nicht
signifikant (p= 0,481 bzw. p= 0,190).

Kontrolle L-NNA Kontrolle L-NNA
VIP (10 [mol/I]) ANP (3x 10 [mol/I])
(n=26) (n=9) (n=31) (n=9)
Konzentration % % Konzentration % %
[mol/l] Kontraktion | Kontraktion [mol/l] Kontraktion | Kontraktion
10" 80+2% 77#5% | p=1,00 10° 90+1% 93+2% | p=0,358
3x10™ 60+3% 58+7% | p =0,363 3x10° 84+1% 88+4% | p=0,291
107 4624% 41+6% | p=0,817 10° 77£2% 80+6% | p=0,481
3x10™ 29+4% 22+5% | p=0,531 3x10° 72+2% 69+7% | p=0,704
107 14£3% 7+4% | p=0,091 107 65+2% 58+7% | p=0,190
3x10° 6+3% 2+2% | p=0,384 3x107 58+2% 48+8% | p=0,058
10° 1+1% 0+0% | p=0,332 10° 53+3% 41+8% | p=0,126
Tab.7,8: EinfluR von L-NNA (10 [mol/l) auf die VIP bzw. ANP induzierte

Relaxation bestimmt 3 min. nach Peptidzugabe. Die Werte sind als
Mittelwert + SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt

dargestellt, nicht signifikante in normalem Format.

3.9 EinfluR von Apamin

Apamin ist ein aus Bienengift isoliertes Toxin, das als Inhibitor der Ca?*
abhangigen Kaliumkanale mit niedriger Leitfahigkeit wirkt. Uber diese Kanéle
entfalten Purine wie ATP ihre inhibitorische Wirkung.

Auf die EFS induzierte Relaxation nach 20 sec. hatte Apamin keinen
signifikanten EinfluB. So reduzierte sich nach Zugabe von Apamin (10 [mol/l])
die EFS induzierte Relaxation bei 2 Hz und 8 Hz von 42+5% bzw. 541+5% auf
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38+5% bzw. 49+5% (n=12), jedoch war dies statistisch nicht signifikant (p=
0,049 bzw. p= 0,052).
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Abb.18: EinfluB von Apamin (10°° [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation und

der Auswertung nach 20 sec. (n=12) Apamin wurde 10 min. im System
inkubiert.

In der Zusammenfassung sieht der Einflul3 von Apamin wie folgt aus:

Kontrolle | Apamin Kontrolle | Apamin
20 sec. (10 [mol/I]) 1 min. (10 [mol/])
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Stimulations- % Stimulations- %
frequenz Inhibition | % Inhibition frequenz Inhibition | % Inhibition
0,5 Hz 4+ 2% 5+ 2% | p=0,605 0,5 Hz 3+ 2% 5+ 3% | p=0,785
1Hz 25+ 4% | 23+ 4% | p=0,432 1Hz 11+ 3% 9+ 4% | p=0,294
2Hz 42 + 5% 38+ 5% | p=0,482 2 Hz 16 + 4% 15+ 4% | p=0,141
4 Hz 50 + 3% 46+ 5% | p=0,135 4 Hz 21+ 4% 19+ 4% | p=0,059
8 Hz 54+ 5% | 49+ 5% | p=0,052 8 Hz 41+ 5% | 33+ 4% | p=0,063
16 Hz 72+ 5% 62+ 4% | p=0,106 16 Hz 69 + 5% 58+ 5% |p=0,333
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Tab.9,10: Einflufd von Apamin (10'6 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation und
der Auswertung nach 20 sec. bzw. nach 1 min. Die Werte sind als
Mittelwert + SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt

dargestellt, nicht signifikante in normalem Format.

Auch auf die 1 min. nach Stimulationsende gemessene Relaxation hatte
Apamin (10°® [mol/l]) keinen signifikanten EinfluR. Zwar anderte sich die erzielte
Inhibition bei 2 Hz von 16+13% und bei 8 Hz von 41+12% auf 15+14% bzw.
33+13% (n=13), jedoch war dieser Effekt statistisch nicht signifikant (p = 0,218
bzw. p = 0,383).

3.10 EinfluRR des Inhibitors der l6slichen Guanylatzyklase ODQ

ODQ (*H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]-quinoxalin-1-one) ist ein selektiver Inhibitor
der l6slichen Guanylatzyklase, einem Enzym, das durch NO aktiviert wird und
die Bildung des second messengers zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) katalysiert. Das Enzym wird durch eine

Erhohung des intrazellularen NO-Gehalts stimuliert.

Die Zugabe von ODQ auf den unstimulierten Muskelstreifen bewirkt keine
meRbare Anderung des Ruhetonus. Auf den serotoninstimulierten
Magenstreifen zugegeben bewirkt ODQ jedoch eine mittlere Plateauerhéhung
von 11 %.

3.10.1 EinfluR auf die EFS

5- HT 10”7 05 1 2 4 8 16 Hz
v Voo N N2 N N

—— 1 min
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Abb.19: Einflu’ von ODQ (10” [mol/l]) auf die durch elektrische Feldstimulation
(40V, 0,5 ms Pulsdauer, 10 sec. Stimulation) induzierte Relaxation
(Originalaufzeichnung  der  auxotonisch  gemessenen  Tonus-
anderungen). ODQ (10'5 [mol/l]) wurde 10 min. im System inkubiert.

Bei der NO vermittelten Relaxation (Auswertung 20 sec. hach
Stimulationsende) bewirkt die Zugabe von ODQ (10 [mol/l]) eine signifikante
Reduktion der Relaxation in allen Frequenzbereichen. So reduzierte sich unter
dem EinfluR von ODQ (10> [mol/l]) signifikant die 20 sec. nach

Stimulationsende gemessene Relaxation bei 2 Hz von 57+4% auf 23+3% und

bei 8 Hz von 80+4% auf 50+£6% (n=10) (p< 0,0001 bzw. p = 0,005).
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Abb.20: EinfluR von ODQ (10® [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation und

der Auswertung nach 20 sec. (n=10). ODQ wurde 10 min. im System

inkubiert.
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Die Auswertung der EFS induzierten Relaxation 20 sec. bzw 1 min. nach

Stimulationsende ergibt folgendes Bild:

Kontrolle oDQ Kontrolle | ODQ
20 sec. (107 [mol/l]) 1 min. (10 [mol/])
(n=30) (n=10) (n=30) (n=10)
Stimulations- % Stimulations- %
frequenz Inhibition | % Inhibition frequenz Inhibition | % Inhibition
0,5 Hz 8+4% 2+1% | p=0,008 0,5 Hz 6£3% 7+1% | p=0.273
1Hz 33x4% 13+2% | p = 0,002 1Hz 15+3 % 14+3% | p=0.315
2 Hz 59+5% | 23+3% | p <0,001 2Hz 25+4% | 21+4% | p=0.082
4 Hz 69 +6 % 32+4% | p<0,001 4 Hz 36+£5% 25+4% | p=0.195
8 Hz 82+x5% 50+6 % | p =0,005 8 Hz 61+5% 43+5% | p=0.218
16 Hz 95+3% | 76+3% | p =0,008 16 Hz 91+3% | 74+5% | p=0.06
Tab.11,12: EinfluR von ODQ (10° [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation und

der Auswertung nach 20 sec. bzw. nach 1 min. Die Werte sind als
Mittelwert £+ SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt

dargestellt, nicht signifikante in normalem Format.

Auf die Auswertung 1 min. nach Stimulationsende zeigt sich durch die Zugabe
von ODQ keine signifikante Reduktion der Relaxation bei 8 Hz von 57+6% auf
43+5% (n=10) (p= 0,138). Bei Stimulation mit 16 Hz reduziert sich die
Relaxation signifikant von 92+4% auf 74+5% (p= 0,006), jedoch liegt, wie
bereits beschrieben, zwischen den Kontrollstimulationen ein signifikanter
Unterschied vor. Im Bereich der EFS mit VIP Freisetzung hat ODQ (10 [mol/l])

also nur einen geringen oder schwer zu beurteilenden Effekt.

3.10.2 EinfluR auf die DEA NO induzierte Relaxation

Auch auf die durch DEA NO induzierte Relaxation hatte ODQ eine
konzentratiosabhangige Redukion der Relaxation zur Folge.

So erhohte sich nach Zugabe von ODQ (10° [mol/l]) die mit DEA NO 3x10°
[mol/l]) und 3x107° [mol/l]) verbleibende Kontraktion von 53+7% bzw. 7+3% auf

99+5% bzw. 76+10% (n=6). Dies war statistisch signifikant (p jeweils < 0,001).
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Abb.21:
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EinfluR von ODQ auf die DEA NO induzierte Relaxation. DEA NO
wurde kumulativ zugegeben. Die Relaxation wurde 2 min. nach DEA

NO Zugabe bestimmt. ODQ wurde 10 min. im System inkubiert.

In der Ubersicht zeigt sich der EinfluR von ODQ auf die DEA NO induzierte

Relaxation:
Kontrolle oDQ
DEA NO (10 [mol/])
(n=28) (n=8)
Konzentration
[mol/] % Kontraktion % Kontraktion
3x107 98+ 2% 100+2% | p=0,273
10° 87 +3% 99+4% | p=0,03
3x10° 73+£6 % 99+5% | p<0,001
10° 36+6% 97+6% | p<0,001
3x10° 21+6% 76 £10% | p <0,001
10”7 5+3 % 42+8% | p<0,001
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Tab.13: Einflu von ODQ (10'5 [mol/l]) auf die DEA NO induzierte Relaxation
bestimmt 2 min. nach Substanzzugabe. Die Werte sind als Mittelwert +
SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt,
nicht signifikante in normalem Format.

3.10.3 Einflul auf die VIP und ANP induzierte Relaxation

Die Zugabe von ODQ (10 [mol/l]) hatte keinen signifikanten Effekt auf die
durch VIP induzierte Relaxation. So andert sich die nach Zugabe von VIP
verbleibende Kontraktion bei einer Konzentration von 10*° [mol/l] von 61+10%
auf 61+14% und bei 3x10° [mol/l] von 88%8 auf 87+10% (n=9), jedoch war dies
statistisch nicht signifikant (p= 1 bzw. p= 0,769).

Eine Ubersicht tiber den EinfluR von Nw-Nitro L-Arginin (L-NNA)(10™ [mol/l])
und ODQ (10 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation ergibt folgendes

Diagramm:
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Abb.22: EinfluR von ODQ (10® [mol/l) und Nw-Nitro L-Arginin (L-NNA)(10™

[mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation. Zwischen den

Relaxationswerten besteht kein signifikanter Unterschied.
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Auch auf die ANP induzierte Relaxation hat ODQ (10> [mol/l]) keinen
signifikanten Effekt. So andert sich die verbleibende Kontraktion bei einer ANP
Konzentration von 10 [mol/l] von 24+2% auf 22+5%, und bei 10 [mol/l] von
35+2 auf 30+3% (p= 0,664 bzw. 0,228)(n=7).

Die folgende Ubersicht verdeutlicht den EinfluR von Nw-Nitro L-Arginin (L-
NNA)(10™ [mol/l]) und ODQ (10 [mol/l]) auf die ANP induzierte Relaxation:
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Abb.23: EinfluR von ODQ (10° [moll]) und NwNitro L-Arginin (L-

NNA)(10™ [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation. Zwischen

den Relaxationswerten besteht kein signifikanter Unterschied.
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Auf die VIP bzw. ANP induzierte Relaxation wirkt sich die Zugabe von ODQ

folgendermal3en aus:

Kontrolle oDQ Kontrolle | ODQ
VIP (107 [mol/1]) ANP (10 [mol/])
(n=26) (n=9) (n=31) (n=9)
Konzentration % % Kontraktion Konzentration %
[mol/l] Kontraktion [mol/I] Kontraktion | % Kontraktion
10" 80+2% 71#7% | p=0,615 10° 90+1% 88+3% | p=0,227
3x10™ 60+3% 50+10% | p = 0,622 3x10° 84+1% 85+3% | p=0,230
10 46+4% 39+12% | p=1,00 10° 77+2% 78+5% | p = 0,664
3x10™° 29+4% 24+12% | p =0,916 3x10° 72+2% 77#4% | p=0,172
107 14+3% 19+11% | p = 0,796 107 65+2% 70+3% | p=0,228
3x10° 6+3% 13+8% | p=0,940 3x107 58+2% 64+3% | p=0,228
10° 1+1% 6+4% | p=0,626 10° 53+3% 59+1% | p=0,225

Tab.14,15: EinfluR von ODQ (10° [mol/l]) auf die VIP bzw. ANP induzierte
Relaxation bestimmt 3 min. nach Peptidzugabe. Die Werte sind als
Mittelwert £+ SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt

dargestellt, nicht signifikante in normalem Format.

3.11 EinfluRR des Inhibitors der Proteinkinase A KT 5720

KT 5720 ist ein selektiver Inhibitor der Proteinkinase A, die durch eine
Erhéhung des cAMP Spiegels aktiviert wird und eine glattmuskuléare Relaxation
vermittelt.

Die Zugabe von KT 5720 (10° [mol/l]) hatte keinen meRbaren Effekt auf den
Tonus des unstimulierten oder mit Serotonin (107 [mol/l]) vorstimulierten

Muskelstreifens.
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3.11.1 EinfluR auf die EFS

8 16 Hz Kontrolle
N N
8 16 Hz KT 5720 10® lg
N2 J
] 1 Min
Abb.24: Einflul von KT 5720 auf die durch elektrische Feldstimulation (40V, 0,5

ms Pulsdauer, 10 sec. Stimulation ) induzierte Relaxation bei 8 und 16
Hz (Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen Tonus-

anderungen).

KT 5720 (10° [mol/l]) hatte vor allem im héherfrequenten Stimulationsbereich
eine Reduktion der verzégert einsetzenden Relaxation zur Folge.

So reduzierte KT 5720 (10° [mol/l]) die 1 min. nach Stimulationsende
bestimmte Relaxation bei 8 Hz von 61+6% auf 34+4% und von 91+4% auf
51+4% bei 16 Hz (n=12). Dies war jeweils statistisch signifikant (jeweils

p < 0,001).

Die bei 2 Hz erzielte, 20 sec. nach Stimulationsende gemessene Relaxation
wurde durch KT 5720 (10 [mol/l]) bei 2 Hz von 53+5% auf 42+4% (n=12)

reduziert, jedoch war diese Redukion statistisch nicht signifikant (p = 0,260).
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Abb.25: Einflul3 von KT 5720 (10'6 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation

1 min. nach Stimulationsende. KT 5720 wurde 15 min. im System

inkubiert.

Der EinfluR von KT 5720 auf die EFS induzierte Relaxation bestimmt 20 sec.

bzw. 1 min. nach Stimulationsende stellt sich wie folgt dar:

Kontrolle KT 5720 Kontrolle KT 5720
20 sec. (10 [mol/I]) 1 min. (10 [mol/])
(n=30) (n=10) (n=30) (n=10)
Stimulations- % Stimulations- %
frequenz Inhibition | % Inhibition frequenz Inhibition | % Inhibition
0,5Hz 8+4% 5+1% | p=0.349 0,5 Hz 6+3% 4+2% | p=0.049
1Hz 33+4% | 25+3% | p=0.068 1Hz 15+3% | 12+2% | p=0.174
2 Hz 50+5% | 42+4% | p=0.260 2 Hz 25+4% | 17+3% | p=0.283
4 Hz 69+6% | 49+5% | p=0.012 4 Hz 36+t5% | 24+3% | p =0.005
8 Hz 82+x5% 52+3% | p<0,001 8 Hz 61+5% 34+4% | p<0.001
16 Hz 95 +3% 63+4% | p<0,001 16 Hz 91+3% 51+4% | p<0.001
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Tab.16,17: Einflu3 von KT 5720 (10'6 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation und
der Auswertung nach 20 sec. bzw. nach 1 min. Die Werte sind als
Mittelwert £+ SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt

dargestellt, nicht signifikante in normalem Format.

3.11.2 Einflul auf die VIP und ANP induzierte Relaxation

Die VIP induzierte Relaxation wird durch KT 5720 (10° [mol/l]) signifikant
reduziert. Bei einer VIP Konzentration von 10 erhoht sich die verbleibende
Kontraktion von 15+4% auf 35+3% und bei 3x10° von 4+2% auf 18+4% (n=9)
(p = 0,015 bzw. 0,016).
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Abb.26: Einflul von KT 5720 (10'6 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation

(n=9). KT 5720 wurde 15 min. im System inkubiert.

Auch die durch ANP induzierte Relaxation wird durch KT 5720 (10°® [mol/l])
signifikant reduziert. So erhoht sich die verbleibende Kontraktion nach Zugabe
von ANP 10°® von 73+6% auf 89+3% und bei 10 von 47+6% auf 65+3%

(p = 0,024 bzw. 0,011)(n=9).
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Einen Uberblick Gber den EinfluR KT 5720 auf die VIP bzw.
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EinfluB von KT 5720 (10° [mol/l]) auf die ANP induzierte Relaxation
(n=9). KT 5720 wurde 15 min. im System inkubiert.

Relaxation ist in den folgenden Tabellen zusammenfal3t:

Kontrolle KT 5720
VIP (10 [mol/I])
(n=26) (n=9)
Konzentration %
[mol/l] Kontraktion | % Kontraktion
10" 80+2% 86+3% | p =0,048
3x10™ 60+3% 74+3% | p = 0,067
107 46+4% 63+4% | p=0,116
3x10™ 29+4% 47+5% | p=0,202
107 14+3% 30+4% | p =0,015
3x10° 63% 15+4% | p =0,016
10° 1+1% 7+4% | p=0,207
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ANP induzierte

Kontrolle KT 5720
ANP (10 [mol/])
(n=31) (n=9)
Konzentration %
[mol/l] Kontraktion | % Kontraktion
10° 90+1% 95+2% | p =0,044
3x10° 84+1% 91+3% | p =0,035
10° 77£2% 98+3% | p =0,024
3x10° 72+2% 80+2% | p =0,041
107 65+2% 73+2% | p = 0,033
3x107 58+2% 68+3% | p = 0,045
10° 53+3% 65+3% | p = 0,011




Tab.18,19: Einflu von KT 5720 (10'6 [mol/l]) auf die VIP bzw. ANP induzierte
Relaxation bestimmt 3 min. nach Peptidzugabe. Die Werte sind als
Mittelwert + SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt

dargestellt, nicht signifikante in normalem Format.

3.12 Einfluss des Inhibitors der Phosphodiesterase V Zaprinast

Zaprinast wirkt als Inhibitor der cGMP spezifischen Phosphodiesterase (PDE)
V. Diese PDE ist fuer die Spaltung des second messengers cGMP zustaendig
und limitiert somit die cGMP vermittelte Relaxation.

Die Zugabe von Zaprinast hatte weder auf das Ruheplateau noch auf den mit

Serotonin vorstimulierten Muskelstreifen einen mefRRbaren Einfluf3.

3.12.1 EinfluR auf die EFS

2 Hz Kontrolle
J

lg
2 Hz Zaprinast 10
N
Abb.28: EinfluR von Zaprinast (10”° [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation bei

2 Hz (Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen Tonus-

anderungen). Zaprinast wurde 15 min. im System inkubiert.
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So zeigte sich kein verstarkender Effekt auf die 20 sec. nach Stimulationsende
bestimmte Relaxation. Bei Stimulation mit 2 Hz anderte sich nach Zugabe von
Zaprinast (10 [mol/l]) die erzielte Inhibition gegeniiber der Kontrolle von
64+4% auf 66+3% (n=8). Dies war statistisch nicht signifikant (p = 0,096).

Bei der Auswertung nach 1 min. zeigt sich nach Stimulation in
Frequenzbereichen, in denen von einer Uberwiegenden NO Freisetzung
auszugehen ist, eine signifikante Verlangerung der erzielten Relaxation. So ist
nach Stimulation mit 1 Hz und 2 Hz unter EinfluR von Zaprinast (10 [mol/l]) die
erzielte Relaxation 1 min. nach Stimulationsende bei 30+4% bzw. 45+5%
gegenuber 21+3% bzw. 32+3% (n=8) bei der Kontrolle. Diese Verstarkung der
Relaxation war statistisch signifikant (p = 0,042 bzw. p = 0,007).

In den hoherfrequenten Stimulationsbereichen (8 und 16 Hz) jedoch, in denen
die verzogert einsetzende Relaxation von Bedeutung ist, zeigt sich 1 min. nach
Stimulation kein signifikanter Effekt. So anderte sich nach Zugabe von
Zaprinast (10 [mol/l]) die bei 8 und 16 Hz induzierte Relaxation von 84+3%
bzw. 92+5% auf 80+6% bzw. 100+0% (n=8) bei der Kontrollstimulation. Dies
war statistisch nicht signifikant (p = 0,577 bzw. p = 0,250).

120 -
I Kontrolle
100 - 1 Zaprinast 10 -5
80 - *
c
e
b=
= 60 - *
k=
S *
40
20 4
0 m
0,5 1 2 4 8 16

Hz (10 sec Stimulation)



Abb.29: Einflull von Zaprinast (10'5 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation
(Auswertung nach 1 min.). Zaprinast (10'5 [mol/l]) wurde 15 min. im
System inkubiert.

In der 1 min. nach Stimulationsende bestimmten EFS induzierten Relaxation

Relaxation zeigt sich der folgende EinfluR von Zaprinast:

Kontrolle | Zaprinast
1 min. (10 [mol/I])
(n=17) (n=8)
Stimulations- %
frequenz Inhibition | % Inhibition
0,5 Hz 8+x5% 16+4% | p=0,111
1Hz 206 % 30+4% | p=0,042
2Hz 33x7% 45+5% | p =0,007
4 Hz 53x7% 65+5% | p =0,020
8 Hz 79+5% 84+3% | p=0,577
16 Hz 98+5% | 92+5% | p=0,250
Tab.20: Einflull von ODQ (10'5 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation in der

Auswertung nach 1 min. Die Werte sind als Mittelwert £+ SEM
angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht

signifikante in normalem Format.

3.12.2 EinfluR auf die VIP induzierte Relaxation

Zaprinast (10™ [mol/l]) hatte keinen signifikanten Effekt auf die VIP induzierte
Relaxation. So verringert sich unter EinfluR von Zaprinast (10 [mol/l]) die nach
Zugabe von VIP in der Konzentration 10"° [moll] und 3x10° [mol/l]
verbleibende Kontraktion auf 30£8% bzw. 0+0% gegeniuber 33£7% bzw. 3+2%
(n=9) bei der Kontrolle, jedoch war diese Veradnderung statistisch nicht
signifikant (p = 0,706 bzw. p= 0,153).
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Abb.30: Einflul3 von Zaprinast (10'5 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation.

Zaprinast (10'5 [mol/l]) wurde 15 min. im System inkubiert.

Der Einflul3 von Zaprinast auf die VIP induzierte Relaxation stellt sich in der

Ubersicht wie folgt dar:

Kontrolle | Zaprinast
VIP (10 [mol/])
(n=9) (n=9)
Konzentration %
[mol/l] Kontraktion | % Kontraktion
10™ 68+5% | 73+4% | p=0,446
3x10™ 44+7% | 467 % | p=0,842
107 33+7% | 30+8% | p=0,706
3x10™° 20+5% | 11+6% | p=0,266
107 9+4% 1+1% |p=0,070
3x10° 3£2% 0+0% |p=0,153
10° 0+0% | 0+0% | p=1,000
Tab.21: Einflul3 von Zaprinast (10'5 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation

bestimmt 3 min. nach Peptidzugabe. Die Werte sind als Mittelwert +
SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt,

nicht signifikante in normalem Format.
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3.12.3 Einfluss auf die DEA-NO induzierte Relaxation

Auf den exogen zugegebenen NO Donor DEA-NO bewirkte Zaprinast (10
[mol/l]) zwar eine Verstarkung der Relaxation in allen Konzentrationsbereichen,
doch war dieser Effekt statistisch nicht signifikant. Unter Einfluss von Zaprinast
reduzierte sich die nach Zugabe einer DEA NO Konzentration von 10 [mol/l]
verbleibende Kontraktion von 90+4% auf 80+9% und bei 10™ [mol/l] von 60+6%
auf 52+11%. Dieser Effekt war jedoch statistisch nicht signifikant (p= 0,438 bzw.
p= 0,654).
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Abb.31: Einfluss von Zaprinast (10 [mol/l]) auf die DEA NO induzierte

Relaxation. Der Effekt ist statistisch nicht signifikant.
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In der Ubersicht stellt sich der Effekt von Zaprinast folgendermaRen dar:

Kontrolle Zaprinast
DEA NO (10° [mol/I])
(n=28) (n=11)
Konzentration
[mol/] % Kontraktion % Kontraktion
3x107 98+2% 95 + 3% p=0,317
10° 87 £3% 80+9% | p=0,438
3x10° 73+6% 78+7% | p=0,225
10° 36+6% 52+11% | p = 0,654
3x10° 21+6% 41+14% | p=0,854
10" 5+3% 6+£4% p = 0,468
Tab.22: Einflu von Zaprinast (10'5 [mol/l]) auf die DEA NO induzierte

Relaxation bestimmt 2 min. nach Substanzzugabe. Die Werte sind als
Mittelwert £+ SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt

dargestellt, nicht signifikante in normalem Format.

3.13 EinfluR des Inhibitors der Phosphodiesterase Ill Trequinsin

Trequinsin ist ein aufllerst potenter Inhibitor der cGMP inhibierten cAMP
spezifischen Phosphodiesterase lll, einem Enzym, das intrazellulares cAMP
abbaut und durch eine Erh6hung des intrazellularen cGMP Spiegels inhibiert
wird.

Eine Erh6hung des cGMP Spiegels bewirkt also unter dem EinfluR der
Phosphodiesterase Ill einen langsameren Abbau des "second messengers"
cAMP und eine cAMP vermittelte Relaxation wird langsamer beendet.

Die Zugabe von Trequinsin hatte weder einen mef3baren Effekt auf den

unstimulierten noch auf den mit Serotonin vorstimulierten Muskelstreifen.

3.13.1 Einfluf3 auf die EFS

Die Zugabe von Trequinsin (107 [mol/l]) hatte keinen EinfluR auf die EFS
induzierte Relaxation in der Auswertung nach 20 sec. So &nderte sich die nach
Stimulation mit 2 und 8 Hz erzielte Relaxation von 49+6% bzw. 76£6% auf

52+7% bzw. 80+9% (n=9), dies war jedoch statistisch nicht signifikant
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(p = 0,480 bzw. p = 580).
In der Auswertung nach 1 min. jedoch kam es zu einer statistisch signifikanten

Verstarkung der EFS induzierten Relaxation. Bei Stimulation mit 1 und 8 Hz

verstarkte sich signifikant die Inhibition von 19+4% bzw. 78+6% auf 37+8%

bzw. 87+6% (p = 0,009 bzw. p = 0,044)(n=9).
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Abb.32: EinfluR von Trequinsin (10" [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation in

der Auswertung nach 1 min. Trequinsin wurde 15 min. im System

inkubiert (n=9).
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In der Ubersicht stellt sich der EinfluR von Trequinsin auf die EFS induzierte

Relaxation wie folgt dar:

Kontrolle | Trequinsin
1 min. (107 [mol/I])
(n=17) (n=9)
Stimulations- %
frequenz Inhibition | % Inhibition
0,5 Hz 8+5% 17+6 % | p=0,066
1Hz 206 % 37+8% | p=0,009
2 Hz 33+£7% | 55+9% | p=0,058
4 Hz 53+7% 72+9% | p=0,051
8 Hz 79+5% 87+6% | p=0,044
16 Hz 98+5% | 95+4% | p=0,813
Tab.23: Einflu3 von Trequinsin (10'7 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation

bestimmt 1 min. nach Stimulationsende. Die Werte sind als Mittelwert +
SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt,

nicht signifikante in normalem Format.

3.13.2 Einflul auf die VIP induzierte Relaxation

Auch auf die VIP induzierte Relaxation hat Trequinsin (107 [mol/l]) einen
signifikanten Effekt. So verringert sich die nach Zugabe von VIP 3x10™* [mol/I]
und 10 [mol/l] verbleibende Kontraktion von 67+5% bzw. 17+5% auf 50+6%
bzw. 11+3% (n=10). Dies war statistisch signifikant (p = 0,043 bzw. p= 0,047).
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Abb.33: Einflu3 von Trequinsin (10'7 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation.

Trequinsin wurde 15 min. im System inkubiert.

Der Einflul3 von Trequinsin auf die VIP induzierte Relaxation ist in der folgenden

Tabelle dargestellt:

Kontrolle | Trequinsin
VIP (107 [mol/)
(n=10) (n=10)
Konzentration % %
[mol/l] Kontraktion | Kontraktion
10™ 80+4% | 64+5% | p=0,253
3x10™ 68+5% | 50+6% |p=0,043
107 54+6% | 39+6% | p=0,115
3x10™° 44+7% | 25+6% | p=0,111
107 27+5% | 11+3% | p =0,047
3x10° 11+4% | 1+1% |p=0,146
10° 1£1% | 1+1% |p=1,000
Tab.24: Einflul3 von Trequinsin (10'7 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation

bestimmt 3 min. nach Peptidzugabe. Die Werte sind als Mittelwert +
SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt,

nicht signifikante in normalem Format.
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3.13.3 EinfluR auf die DEA NO induzierte Relaxation

Unter dem EinfluR von Trequinsin (107 [mol/l]) anderte sich die verbleibende
Kontraktion nach Zugabe des NO Donors DEA NO von 3x10°® [mol/l] und 3x10
[mol/l] von 76+£5% bzw. 12+5% auf 86+x4% bzw. 17+7% (n=12). Dies war
statistisch nicht signifikant (p = 0,083 bzw. 0,272).
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EinfluR von Trequinsin (10”7 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation.

Trequinsin wurde 15 min. im System inkubiert.
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Der Einflu3 von Trequinsin auf die DEA NO induzierte Relaxation sieht in der

Ubersicht wie folgt aus:

Kontrolle Trequinsin
DEA NO (107 [mol/I])
(n=28) (n=15)
Konzentration
[mol/l] % Kontraktion % Kontraktion
3x107 98+2% 97+2% | p=1,000
10° 87 £3% 79+8% | p=0,223
3x10° 73+6% 86+4% | p=0,083
10° 36 6% 38+8% | p=0272
3x10° 21+6% 17+7% | p=0,556
10”7 5+3% 3+2% p=0,104
Tab.25: EinfluR von Trequinsin (107 [molll]) auf die DEA NO induzierte

Relaxation bestimmt 2 min. nach Substanzzugabe. Die Werte sind als
Mittelwert + SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt

dargestellt, nicht signifikante in normalem Format.

Die durchgefiihrten Versuche und deren Auswertung geben einen interessanten
Einblick in die Mechanismen der NANC vermittelten Neurotransmission am
Magenfundus der Ratte. In der anschlieBenden Diskussion sollen die
Ergebnisse, deren Bedeutung sowie der Vergleich mit von anderen

Arbeitsgruppen beobachteten Untersuchungen diskutiert werden.
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4. Diskussion

4.1 Allgemeine Diskussion

Funktionell kann man den Magen in zwei Teile unterscheiden. Zum einen den
proximalen Teil, der aus der Fundusregion und dem oralen Anteil des Corpus
besteht. Die Fundusregion ist als Reservoir zu verstehen, das eine Aufnahme
auch grofRer Nahrungsmengen ohne massive intraluminale Druckerhéhung
ermoglicht. Zum anderen der distale Teil, der aus Corpus und Antrum besteht
und im wesentlichen fiur Ansauerung, Zerkleinerung und koordinierten
Weitertransport der Nahrung an nachfolgende Darmabschnitte zusténdig
ist*3(S. 1904).

4.1.1 Rezeptive und adaptative Relaxation

Die zugrundeliegenden Mechanismen der Relaxation, die fir die Aufnahme der
Nahrung in den Magen notig sind, wird Uber Reflexwege vermittelt, die als
rezeptive und adaptative Relaxation bezeichnet werden.

Bei der rezeptiven Relaxation handelt es sich um einen Reflex, der durch
Erregung von Mechanorezeptoren im Pharynx und Osophagus beim Schluckakt
initiiert wird und Uber einen vago-vagalen Reflexweg in einer Relaxation des
Magenfundus resultiert. Dabei werden durch die vagalen Efferenzen zwei
postganglionare Neuronentypen im myenterischen Plexus aktiviert:

Zum einen exzitatorische cholinerge Neurone und zum anderen inhibitorische
Neurone, die Uber nicht-adrenerge und nicht-cholinerge (NANC) Mechanismen
eine Relaxation des Magens bewirken*(S. 50).

Zusatzlich zu diesem Mechanismus, der zu Beginn der Schluckakts aktiviert
wird, existiert ein zweiter Reflexweg, der als adaptative Relaxation bezeichnet
wird. Dieser wird durch eine Dehnung der Magenwand initiiert, wobei hier die
Aktivierung inhibitorischer Neurone, Uber Reflexbahnen stattfindet, die sowohl
Uber intrinsische, das hei3t in der Magenwand gelegene, als auch Uber
extrinsisch vagale Bahnen verschaltet werden®\(S. 477),%(S. 5).

Somit existieren zwei Mechanismen, die eine Aufnahme gréRerer Nahrungs-

und FluRigkeitsmengen ermoglichen und zu verschiedenen Zeitpunkten des
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Schluckakts aktiviert werden und somit synergistisch eine adaquate Relaxation

des Magens bei Bedarf gewahrleisten.

4.1.2 Nicht-adrenerg nicht-cholinerg (NANC) vermittelte Relaxation

Es zeigte sich, dal3 diese neuronal vermittelten inhibitorischen Mechanismen
weder durch Blocker adrenerger noch durch Blocker cholinerger Effekte zu
beeinflussen waren, weswegen diese Form der Relaxation als nicht-adrenerge
nicht-cholinerge (NANC) Neurotransmission bezeichnet wurde *(S. 50).

So wurde intensiv nach den Transmittern gesucht, die, von den inhibitiorischen
Neuronen freigesetzt, die Relaxation vermitteln.

Bei der Suche nach dem Transmitter der NANC Relaxation wurden im
wesentlichen drei Theorien dartiber aufgestellt, welcher Neurotransmitter der

entscheidende ist. Diese sind :

» Die nitrerge Theorie mit dem Transmitter Stickstoffmonoxid (NO)
* Die peptiderge Theorie mit dem Vasoaktiven Intestinalen Polypeptid (VIP)
als Hauptvertreter

* Die purinerge Theorie mit Adenosintriphosphat (ATP) als Hauptvertreter
Fur jeden dieser Transmitterstoffe konnte an unterschiedlichen Abschnitten des

Gastrointestinaltrakts eine spezifische Rolle allein oder in Kombination mit

anderen Transmittern nachgewiesen werden.
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4.1.2.1 Kriterien fir Neurotransmitter

Damit eine Substanz als Neurotransmitter bezeichnet werden kann, missen

nach Christensen und Wingate folgende Kriterien erfiillt sein®(S. 388):

Synthese:
Die postulierte Substanz sollte in Nervenzellen synthetisiert und in

Vesikeln der Nervenendigungen gespeichert werden.

* Melbare Freisetzung:
Die Substanz mul3 in meRBbaren Mengen Uber einen
calciumabhéangigen Mechanismus durch  Nervenstimulation

freigesetzt werden.

Identitat der Wirkung:
Der postulierte Neurotransmitter sollte bei exogener Zugabe den

bei neuronaler Stimulation erzielten Effekt kopieren kénnen.

Inaktivierung:
Es sollte ein physiologischer Inaktivierungsmechanismus fur den
postulierten Neurotransmitter existieren, z.B. Wiederaufnahme

oder Spaltung in inaktive Metabolite.

» Blockierbarkeit:
Spezifische Blocker der Substanz sollten den Effekt des
Neurotransmitters blockieren kénnen.

4.1.2.2 Die purinerge Hypothese

Eine Beteiligung des Purins Adenosintriphosphat (ATP) an der NANC

vermittelten Relaxation wurde von Burnstock aufgezeigt'®(S. 337).
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So zeigte sich durch die Zugabe von ATP am Magen der Ratte eine
biphasische Antwort, die durch eine schnelle kurz dauernde Relaxation, gefolgt
von einer langer anhaltenden Kontraktion, gekennzeichnet war'®(S. 337).

Dies beobachteten auch andere Arbeitsgruppen(S. 203),°%(S. 78).

Dabei wird der exzitatorische Effekt von ATP wahrscheinlich Uber eine
Stimulation der Prostaglandinsynthese bewirkt, da die Zugabe von
Indomethacin als Prostaglandinsynthesehemmer die Kontraktion verhindert®(S.
207) und die kontrahierende Komponente nach ATP Zugabe fehlt, sofern die
Muskelstreifen bereits mit Prostaglandin Fa, vorkontrahiert wurden®(S. 225).

Die ATP induzierte Relaxation wird (iber eine Aktivierung von Ca**-abhangigen
K*-Kanalen mit niedriger Leitfahigkeit vermittelt, da nach Zugabe von Apamin,
einem aus Bienengift gewonnenem Inhibitor dieser K*-Kanale, die inhibitorische
Antwort von ATP am Magenfundus der Ratte komplett blockiert wurde®(S. 78).
Die durch elektrische Feldstimulation induzierte Relaxation hingegen wird durch
Apamin nicht beeinfluRt>®(S. 78), obwohl durch elektrische Feldstimulation eine
Tetrodotoxin sensitive, also neuronal vermittelte, melBbare ATP Freisetzung
beobachtet wurde®(S. 225), was gegen eine wesentliche Beteiligung der Purine
an der NANC vermittelten Relaxation im Magenfundus der Ratte spricht. Dabei
muld erwahnt werden, dald auch Arbeiten existieren, die eine Reduktion des
durch elektrische Feldstimulation erzielten inhibitorischen Effekt durch Apamin
feststellen®(S. 403).

Fur ATP als Neurotransmitter der NANC vermittelten Relaxation sprechen also
seine melbare Freisetzung aus Neuronen (elektrische Feldstimulation) und die
Blockierbarkeit durch spezifische Inhibitoren (Apamin, Indomethacin), wahrend
zu der Ca®" abhangigen ATP Freisetzung keine definitiven Daten existieren.
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4.1.2.3 Die peptiderge Theorie

Als Vertreter der peptidergen Theorie wurde als Transmitter der NANC
vermittelten Relaxation das aus 28 Aminosauren bestehende vasoaktive
intestinale Polypeptid (VIP) postuliert, fir das 1970 erstmals auch ein
inhibitorischer Effekt auf die glatte Darmmuskulatur gezeigt werden konnte®’(S.
1144).

Spéter konnte die Beteiligung von VIP an der NANC Relaxation unter anderem
auch im Magenfundus der Ratte aufgezeigt werden®*(S. 111),%%(S. 174),%(S.
404),%(S. 110).

Auch konnte eine Ca?" abhangige, Tetrodotoxin sensitive VIP Freisetzung
durch elektrische Feldstimulation am Magenfundus der Ratte gezeigt
werden®®(S. 693), was ein Kriterium fiir die Anerkennung als Neurotransmitter
ist.  Auch im Antrum des Rattenmagens konnte durch elektrische
Feldstimulation eine VIP Freisetzung gemessen werden®(S. 225).

Zur weiteren Charakterisierung des VIP Effekts wurde nach spezifischen

7 als  VvIP

Inhibitoren gesucht. Der Einsatz von 4CI-D-Phe®, Leu
Rezeptorantagonist zeigte keine Reduktion des VIP Effekts®’(S. 712).

Die Verwendung eines spezifischen VIP Antiserums hingegen zeigte eine
signifikante Reduktion der durch elektrische Feldstimulation induzierten
Relaxation und eine komplette Blockade der durch exogen zugegebenes VIP
erzielten Relaxation®(S. 711). AuRerdem konnte die VIP Wirkung, sowohl bei
durch elektrische Feldstimulation erzielter VIP Freisetzung als auch durch
exogene Zugabe, durch Trypsin, einer VIP inaktivierenden Peptidase geblockt
werden'(S. 112),%/(S. 176). Dies spricht fir eine Beteiligung von VIP an der
NANC vermittelten Relaxation.

Als inhibitorischer Neurotransmitter im Gastrointestinaltrakt kommt auch das
aus der Hypophyse isolierte Peptid PACAP (pituitary adenylate cyclase
activating peptide) in Frage. PACAP ist ein 38 Aminoséuren zéhlendes Peptid,
von dem auch ein stoffwechselaktives aus 27 Aminosauren bestehendes
Fragment zur Charakterisierung des PACAP Effektes eingesetzt wird. PACAP
enthaltende Nervenfasern wurde bei zahlreichen Spezies in unterschiedlichen
Darmabschnitten  gefunden. Wahrend beim Menschen in allen

Darmwandschichten PACAP enthaltende Neurone nachgewiesen werden
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konnten, zeigt sich bei der Ratte eine auffallend hohe PACAP-Neuronendichte
in der Magenmukosa’®(S. 439). Bei den bisher identifizierten Rezeptoren fiir
PACAP ist der sogenannte VIP/PACAP |l Rezeptor entdeckt worden, der eine
aquivalente Affinitat far VIP und PACAP besitzt, was fir eine enge
physiologische Interaktion der beiden Peptide spricht “4(S. 476). Neben diesn
Gemeinsamkeiten existieren jedoch fur die beiden Peptide auch einige
markante Unterschiede: PACAP besitzt an Taenia-Caeci-Streifen des
Meerschweinchen eine dem VIP &hnlich potente inhibitorische Wirkung”(S.
511) wahrend es am lleum der Ratte die fiinfzigfache VIP Potenz besitzt™(S.
587). Erwahnenswert ist auch, dafld der relaxierende Effekt von PACAP an
Taenia-Caeci-Streifen des Meerschweinchens durch Apamin blockierbar ist,
wahrend der VIP Effekt dadurch unbeeinflut bleibt’>(S. 511). Die mit VIP
vergleichbare Wirkung an einigen Lokalisationen im Gastrointestinaltrakt sowie
die Existenz eines gemeinsamen VIP/PACAP Rezeptors legt eine bedeutende
Rolle von PACAP nahe und die Interaktion mit VIP scheint eine bedeutende
physiologische Rolle zu spielen.

Als weiterer peptiderger Neurotransmitter konnte das Peptid “Peptide Histidine
Isoleucin (PHI)” identifiziert werden das aus 27 Aminosauren besteht, mit VIP
13 Aminosauren gemeinsam hat und aus demselben Vorlaufermolekdl
synthetisiert wird’®(S. 6603). Die Freisetzung von PHI mittels elektrischer
Feldstimulation konnte auch am Magenfundus der Ratte gezeigt werden®*(S.
545). Auch fur PHI zeigte sich ein inhibitorischer Effekt auf den Magenfundus
der Ratte, der jedoch nur maximal 1/30 der VIP Wirkung erzielen konnte?®(S.
216).

Zusammenfassend konnte fir VIP also eine Beteiligung als potenter
inhibitorischer Transmitter der NANC Relaxation im Magenfundus der Ratte
aufgezeigt werden, wobei es die erforderlichen Kriterien fir die Anerkennung
als Neurotransmitter erfillt. Dies sind die Ca®" abhangige Freisetzung aus
neuronalen Strukturen und die Blockierbarkeit des Effekts durch spezifische
Inhibitoren.

4.1.2.4 Die nitrerge Theorie

Stickstoffmonoxid (NO) wurde bereits 1980 im vaskuldren System als ein vom

Endothel freigesetzer Botenstoff, der die glatte GefalBmuskulatur relaxiert,
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entdeckt und als Endothelium Derived Relaxing Factor (EDRF) bezeichnet®*(S.
373). Nachfolgende Studien konnten zeigen, daf3 dieser Stoff identisch mit NO
ist, eine Entdeckung, die 1998 mit dem Nobelpreis fir Medizin ausgezeichnet
wurde®3(S. 9265).

Spater konnte auch im Gastrointestinaltrakt ein inhibitorischer Einflul3 von NO
auf die glatte Darmmuskulatur gezeigt werden. Zuerst am M. anococcygeus der
Ratte®®(S. 933), darauf auch an verschiedenen Lokalisationen und Spezies®(S.
660), so auch an der ileocolonischen Junktion des Hundes'(S. 241) und im
Magenfundus der Ratte>*(S. 305).

NO entsteht in Gegenwart von O, durch Abspaltung aus der Aminosaure L-
Arginin unter Produktion von L-Citrullin. Die Reaktion wird von der NO Synthase

katalysiert.
L-NNA
NOS
O pNO -
L- Arginin L- Citrullin
Abb.35: Ubersicht tiber die von der NO-Synthase (NOS) katalysierten Reaktion

mit den daran beteiligten Stoffen. AuRerdem dargestellt ist der Einflufd
des NO Synthase Inhibitors Nw-Nitro L-Arginin (L-NNA). Inhibitorischer

Einfluf3 ist durch — gekennzeichnet.

Diese Reaktion wird von der NO Synthase (NOS) katalysiert, von der drei
Isoenzyme (neuronale NOS(nNOS), endotheliale NOS(eNOS) und induzierbare
NOS(INOS)) bekannt sind.

Die neuronale und die endotheliale NOS (nNOS und eNOS) sind konstitutiv,
d.h. dal3 sie ohne besonderen Induktionsstimulus in der Zelle vorhanden sind
und bei Bedarf Ca?*/ Calmodulin abhéngig aktiviert werden kann.
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Die induzierbare NO Synthase (iNOS) ist nicht konstitutiv, sondern wird vor
allem durch Endotoxine und Zytokine u.a. in Makrophagen, glatten
Muskelzellen,  Kardiomyozyten und  Mikroglia im  Rahmen von
Entziindungsprozessen de novo synthetisiert. Sie ist Ca®*" unabh&ngig und
damit permanent aktiv, so dal} sie, einmal in der Zelle gebildet, sehr grol3e
Mengen von NO produzieren kann. Ilhr kommt wahrscheinlich eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung der ausgepragten, lebensbedrohlichen
Hypotension im Rahmen von septischen Zustanden zu®(S. 127).

Zum Nachweis der Rolle von Stickstoffmonoxid (NO) als Neurotransmitter bei
der nicht-adrenerg nicht-cholinerg (NANC) vermittelten Relaxation sind
wiederum spezifische Inhibitoren natig.

Dabei gibt es die Mdglichkeit die Synthese zu blockieren, die Freisetzung zu
verhindern, die Inaktivierung zu beschleunigen oder die Wirkung am

Effektororgan zu verhindern.

Am haufigsten werden aufgrund ihrer hohen Spezifitat Inhibitoren der NO-
Synthase verwendet. Im einzelnen sind dies Nw-Nitro L-Arginin (L-NNA), das
aus durch nicht-enzymatische Umwandlung aus dem ebenfalls einsetzbaren
Nw-Nitro L-Arginin Methyl-Ester (L-NAME) gebildet wird®’(S. 1807) und das
zuerst verwendete, wenig potente Nw-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA)®(S.
663), die allesamt mit L-Arginin um das katalytische Zentrum der NO-Synthase
konkurrieren und somit eine NO Abspaltung verhindern®®(S. 664).

Die Wirkung der NO-Synthase Inhibitoren tritt nicht auf, wenn das jeweilige
Enantiomer z.B. Nw-Monomethyl-D-Arginin (D-NMMA) verwendet wird®(S.
305). Der inhibitorische Effekt liel3 sich durch Zugabe von L-Arginin, nicht
jedoch durch D-Arginin antagonisieren, da durch die Zugabe der NO-Synthase
mehr von ihrem eigentlichen Substrat zur Verfigung steht und der Inhibitor
kompetitiv am katalytischen Zentrum verdrangt wird®*(S. 306).

Es zeigte sich, dal’3 durch die Zugabe von NO-Synthase Inhibitoren die durch
elektrische Feldstimulation mit niedrigen Frequenzen induzierte, schnell
einsetzende, kurz anhaltende Relaxation im Magenfundus der Ratte signifikant
reduziert wurde®®(S. 444),%7(S. 183),5%(S. 1404),>%(S. 1443),%°(S. 305).
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Bei der elektrische Feldstimulation mit hoheren Frequenzen zeigte sich eine
auch nach Zugabe von NO-Synthase Inhibitoren verzdgert einsetzende, langer
anhaltende Relaxation, die wahrscheinlich Gber eine Freisetzung von Peptiden
(u.a. VIP) vermittelt wird®’(S. 183).

Ferner zeigte sich auch fiir NO eine TTX sensitive, Ca®* abhangige Freisetzung
in Magenfundus der Ratte®>(S. 720).

Somit ist NO als Neurotransmitter anzuerkennen und ist wohl entscheidend an
der NANC vermittelten Relaxation im Magenfundus der Ratte mal3geblich
beteiligt.

Es spricht vieles dafir, dall das Zusammenspiel von Stickstoffmonoxid (NO)
und vasoaktivem intestinalem Polypeptid (VIP) entscheidend bei der NANC
vermittelten Relaxation ist, wobei NO fir den schnellen Beginn, VIP fiur die

Aufrechterhaltung der Relaxation verantwortlich ist.
4.1.2.5 Interstitial cells of Cajal

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts beobachtete Cajal im GI Trakt fusiforme und
sternférmige Zellen, die einen prominenten Nukleus und varikdse Auslaufer
aufwiesen, zwischen Nervenendigungen und Effektorzellen lagen und eine Art
Netzwerk bildeten'®(S. 217). Cajal postulierte, daR diese Zellen eine besondere
Art von Neuronen seien, die eine Rolle bei der Neurotransmission spielen®(S.
217).

Sie wurden spater nach ihrem Erstbeschreiber als interstitielle Zellen nach Cajal
(1CC) bezeichnet

Es wurde spater um 1950 von Taxi gezeigt, dal3 diese Zellen weder Neurone
noch Schwann-Zellen waren, trotzdem aber wurde postuliert, daf diese Zellen,
die eine enge Lagebeziehung zu varikdsen Nervenenendigungen aufweisen,
eine wichtige Rolle bei der Neurotransmission spielen®(S. 6603).

So konnte von Thuneberg gezeigt werden, dal3 die ICC eine spontane
Rhythmizitat aufweisen und verantwortlich flr die Generierung von bestimmten
Potentialschwankungen, sogenannten “slow waves” sind, die &ulRerst wichtig fur
die gastrointestinale Motilitat sind. Diese "slow waves" werden durch
Tetrodotoxin, einem Blocker neuronaler Ubertragung, nicht beeinflult Auch

62



konnte er zeigen, dal3 die ICC reich an Mitochondrien sind, was fur eine
stoffwechselaktive Rolle bei der Motilitatsentstehung spricht®(S. 1).

Als Bindeglied zwischen ICC und Muskulatur wurden "gap junctions” zwischen
den beiden Zelltypen entdeckt, die als Ubertragungsweg elektrischer Impulse
postuliert wurden®(S. 157).

Den ICC gemeinsam ist die Expression des sogenannten cKIT Rezeptors, der
ein Rezeptor mit Tyrosinkinaseaktivitdt und ein Protoonkogen ist. Der fur cKIT
codierende Genabschnitt, der sog. W Locus liegt bei der Maus auf Chromosom
5. Es gelang Mause zu zichten, die eine Mutation an dem entsprechenden
Locus aufwiesen, so dal} die Tiere uberlebten, aber kein cKIT mehr
exprimierten. Die hinsichtlich des W Locus heterozygoten Tiere (W/WVv) fallen
durch ein Fehlen bestimmter ICC-Klassen auf. Daraus ergibt sich das
Verschwinden normalerweise vorhandener "slow wave" Potentiale, verbunden
mit einem abnormen intestinalen Motilitatsmuster*®(S. 12009).

Dies ist zu vereinbaren mit den Untersuchungen, dal3 das Verschwinden von
"slow waves" mit Appraparation der ICC enthaltenden Darmschichten v.a.
zwischen Langs-und Ringmuskulatur sowie durch eine (relativ unspezifische)
pharmakologische Blockierung der ICC durch Methylenblau erzielt werden
kann’%(S. 493).

Die ICC scheinen also mittels der Generierung von "slow wave" Potentialen
essentiell fir die Entstehung gastrointestinaler Motilitat zu sein.

Mittels Immunreaktivitat gegen den cKit Rezeptor konnte die Verteilung der ICC
im GI Trakt genauer spezifiziert werden.

So konnten z.B. beim Meerschweinchen bisher sechs verschiedene Typen von
ICC in unterschiedlichen Darmabschnitten und Wandschichten identifiziert und

charakterisiert werden®>(S. 13).

4.1.2.5.1 Rolle von ICC bei der NO vermittelten Neurotransmission

Neue Studien haben Hinweise darauf ergeben, dal3 die ICC eine entscheidende
Rolle bei der NO vermittelten Relaxation spielen.
Dies haben Studien am unteren Osophagus- und Pylorussphinkter®(S. 320)

sowie am Magen'®(S. 12010) von W/Wv Mausen zeigen kénnen. Untersucht
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wurde dies mittels der Messung von Muskelkontraktion und der
elektrophysiologischen Messung von sog. inhibitorischen Junktions Potentiale
an Muskelzellen der entsprechenden Region. Dabei zeigte sich durch die
Mutation keine Veranderung der Anzahl NOS enthaltender Neuronen, die mit
ihren Endigungen die ICC umgeben.

Jedoch wiesen die Mutanten gegenuber dem Wildtyp eine fast vollstandig
blockierte  Antwort auf die NO induzierte  Relaxation  bzw.
Potentialveranderungen auf und dies sowohl bei EFS induzierter als auch durch
exogen zugegebenes NO vermittelter Relaxation®4(S. 322).

Die ICC scheinen also eine entscheidende Schaltstelle bei der NO vermittelten

Relaxation zu sein.

Zur Untersuchung der Magenmotilitat in  vitro und zur naheren
Charakterisierung der zugrundeliegenden Mechanismen wurden zahlreiche
Systeme entwickelt. Eine bewahrte Methode zur experimentellen Erforschung
der Kontraktionsmuster im Magenfundus der Ratte ist die Verwendung von
isolierten Muskelstreifen, die von verschiedenen Arbeitsgruppen verwendet wird

und im folgenden néher beschrieben werden soll.
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4.1.3 Methodikvergleich

Das von Vane®(S. 142) beschriebene System zur Untersuchung von isolierten
Muskelstreifen aus dem Magenfundus der Ratte wurde von verschiedenen
Arbeitsgruppen weiterentwickelt, um die nicht-adrenerge nicht-cholinerge
Neurotransmission im Magenfundus zu untersuchen.

Dabei zeigen sich hinsichtlich des Versuchsaufbaus viele Gemeinsamkeiten,
jedoch auch Unterschiede zwischen den Arbeitsgruppen, die in der folgenden

Ubersicht dargestellt sind:
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Arbeitsgruppe

Il_%febvre, De Beurme

Boeckstaens, De
Man 9-12

Li,Rand

Kamata, Sakamoto ™

D’Amato, Curro

Allescher, Foellmer

Versuchstiere (Ratte) Wistar @, & Wistar Q, & Sprague- Dawley & Wistar &' Wistar Q, & Wistar &'
Gewicht 150- 370 g 150-350 gr 200- 300 g 200-300 g 150- 300 g 250- 350 gr
Vorbehandlung Reserpin (5mg/kg} i.p. | Reserpin (5mg/kgg |£) Reserpin (5mg/kg} 'P

24 hvor Versuch ~' | 24 h vor Versuch *'* 24 h vor Versuch =
Abpréaparation der Nein nein nein ja Nein nein

Mukosa

Streifengréfile

1.5-2 cm x0,3 cm

1-1.5cm x 0,2- 0,3
cm

1.5cm x0,3cm

2cm x0,2cm

2cmx0,3cm

1-1,2cm x 0,3- 0,5 cm

Vorspannung 1g Individuell eingestellt |19 19 1g 1g
Pufferzusétze Atropin (1 pM) %% [ Atropin (1 uM), Atropin (3 pM), Atropin (1 uM), Atropin (1 uM), Atropin (1 uM),
Guanethidin (10°® Guanethidin (3 pM) ** | Guanethidin (5 pM), | Guanethidin (1 uM) Albumin 1 % *" '8, Guanethidin (3 pM)

mol/l]) &;
Albumin (50 mg/l)

Indomethacin (10 uM)

Guanethidin (5 uM) 18,

Kontraktionsart Auxotonisch, Isometrisch Isotonisch Isotonisch Auxotonisch Auxotonisch
Isometrisch °
Aquilibrierungszeit 60 min. 45 min.°, 60 min. ™= [ 40 min. Nicht angegeben 60 min. 30 min.

Prastimulation

PGF 2, (1 uM)>®%;
Serotonin (3 pM) *2% 7,
3C,:arbachol (0,1- 1 pm)

Serotonin (0,1 uM)

Serotonin (10 pM)

Serotonin (1 uM)

Serotonin (3 uM)

Serotonin (0,1 pM)

Dosis, Frequenz- Kumulativ Kumulativ/ nicht Nicht kumulativ Kumulativ Kumulativ Kumulativ
Wirkungsbeziehung kumulativ

EFS- Parameter Supramax. V, 1 ms 8V, 1 msec. Supramax V (17 50 mA, 1 ms Supramax. V, 1 ms 40V, 0,5ms
(allgemein) Pulsdauer Pulsdauer, 100 mA '° | v/cm), 1 ms Pulsdauer | Pulsdauer Pulsdauer, 120 mA Pulsdauer

EFS- Parameter NO 0.25-8 Hz5min. * "% [1Hz 2 min. ™ 1-5 Hz 10 sec., 1-5Hz5sec. ™ 2 Hz 10 sec. "®7; 0,5- 4 Hz (10 sec.)
Freisetzung 0,25-16 Hz 10 sec > ®®| 0.5-16 Hz 10 sec. ** | 0,5- 1 Hz 3 min. 0,25- 4 Hz 2 min. ***°

EFS- Parameter VIP 5-32 Hz 2-5 min. "** [ 16 Hz 2 min. ™°; 5 Hz 3 min. 30 Hz, 20 Impulse ™, |2 Hz 300 sec. ™ 8-16 Hz (10sec.)
Freisetzung ! 16 Hz 3 min. ** 10- 30 Hz 5 sec. ™ 8- 32 Hz 2 min. *®*°

Quellen:

Tab.26:

De Beurme, Lefebvre 1987 *; De Beurme, Lefebvre 1988 2 Lefebvre, Burnstock 1990 *: Lefebvre et. al. 1991 *: Barbier, Lefebvre 1991 °: Barbier,
Lefebvre 1992 ®: D" Amato et al. 1992 ”: Lefebvre 1998 & Boeckxstaens et al.1990 °; 1992 % 1995 !, Kamata et al. 1988 *3: 1993 ' : Li, Rand 1990
5. D*Amato et.al. 1992 **: D'Amato et.al. 1992 *: Curr6 et.al. 1994 *8: Curro et. al. 1996 *°.

Ubersicht iber die von verschiedenen Arbeitsgruppen verwendeten Methoden
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Die Ausschaltung cholinerger Effekte wird von allen Arbeitsgruppen durch die
Zugabe von Atropin, einem selektiven Blocker der m-Cholinorezeptoren in der
Konzentration 10 [mol/l] durchgefiihrt.

Zur Blockade adrenerger Effekte wird entweder dem Puffer Guanethidin zur
Entleerung der adrenergen Speicher in vitro zugesetzt, oder die Versuchstiere
werden mit einer intraperitonealen Injektion von Reserpin, das Noradrenalin aus
den peripheren Nervenendigungen freisetzt, 24 h vor Versuchsbeginn
vorbehandelt.

Zur Vorkontraktion der Muskelstreifen werden zumeist Serotonin (5-Hydroxy-

Tryptamin) oder Prostaglandin F,4 eingesetzt.
4.1.3.1 Einsatz von Serotonin (5-Hydroxy-Tryptamin) als Prastimulus

Der Einsatz eines Prastimulus zu Beurteilung ist deshalb noétig, weil der
Muskelstreifen wahrend der Aquilibrierungsperiode keinen intrinsischen Tonus
aufbaut, sondern sogar an Tonus verliert und somit eine differenzierte
Beurteilung von inhibitorischen Antworten nicht mdglich ist.
5-Hydroxy-Tryptamin wurde 1948 von Rapport aus dem Serum isoliert und
aufgrund seiner vasokonstriktorischen Wirkung als Serotonin bezeichnet’(S.
1243). Es zeigte sich, daRR fur Serotonin im Gastrointestinaltrakt Rezeptoren
verschiedener Untergruppen existieren, von denen zur Zeit vier Untertypen
bekannt sind und dal3 eine Aktivierung der verschiedenen Rezeptortypen
unterschiedliche Wirkung sowohl bei verschiedenen Spezies als auch in
verschiedenen Lokalisationen im Gastrointestinaltrakt hat.

Beim Meerschweinchen bewirkt 5-Hydroxy-Tryptamin (Serotonin) sowohl eine
Kontraktion, die durch Atropin blockierbar ist, als auch eine Atropin resistente
Kontraktion, die wahrscheinlich tGber eine Aktivierung von 5-HT, Rezeptoren auf
tachykinergen Neuronen vermittelt wird®®(S. 419).

Bei der Ratte bewirkt Serotonin eine Relaxation des Osophagus’'(S. 1067) und
lleums®(S. 151), die wahrscheinlich ebenfalls iiber eine Aktivierung von 5-HT,
Rezeptoren vermittelt wird.

Im Magen der Ratte jedoch bewirkt eine Aktivierung von 5-HT, Rezeptoren auf
cholinergen Neuronen eine Acetylcholin vermittelte Kontraktion, die Atropin-
sensitiv ist. Eine Aktivierung von 5-HT, Rezeptoren auf NANC Neuronen
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hingegen bewirkt eine Atropin resistente Kontraktion*(S. 408). Auch eine
Beteiligung von 5-HT,g Rezeptoren, die auf den glatten Muskelzellen lokalisiert
sein sollen, wird diskutiert*(S. 408).

Serotonin bewirkt also eine Kontraktion, die tber einen Atropin insensitiven,
also nicht cholinergen Mechanismus vermittelt wird, was den Anforderungen
des hier verwendeten Systems, das unter NANC Bedingungen arbeiten soll,

entspricht.

Neben Serotonin wird zur Untersuchung von NANC vermittelter Relaxation
auch das Prostaglandin F,, verwendet, das ebenfalls Atropin insensitive
Kontraktionen hervorruft und somit auch von einigen Arbeitsgruppen als
Prastimulus verwendet wird>(S. 1440). Die Zugabe von Prostaglandin Faq
bewirkt Uber einen Phospholipase C und Phosphatidylinositol gekoppelten
Mechanismus eine Uber ein Gqg Protein vermittelte Kontraktion .

Zur Untersuchung der ATP vermittelten Relaxation wird auch Carbachol, ein
Agonist an den muscarinergen Neuronen verwendet, wobei hier jedoch
cholinerge Effekte untersucht werden, die in dem hier vorliegenden System

jedoch nicht Gegenstand der Untersuchung sind*(S. 756).

Erheblich unterscheiden sich die von den verschiedenen Arbeitsgruppen
verwendeten Stimulationsparameter, bei denen entweder eine vorwiegend NO
bzw. VIP vermittelte Relaxation erzielt wird.

Prinzipiell wird eine NO Freisetzung bei Stimulation entweder mit kurzer
Stimulationsdauer (5-10 sec.) bei Frequenzen von 0,25-16 Hz oder durch
langer anhaltende Stimulation mit niedrigeren Frequenzen von 0,25-4 Hz erzielt
(siehe Tab. 26).

Um eine Peptidfreisetzung zu erzielen, muf3 mit héheren Frequenzen (10-32
Hz) stimuliert werden. Die Stimulationsdauer variiert hier bei den verschiedenen
Arbeitsgruppen zwischen 5 und 300 sec. Eine genauere Ubersicht iber die
unterschiedlichen  Stimulationsparameter bietet die spater folgende
Ubersichtstabelle.

Wie bereits beschrieben, lassen sich aber die erzielten Effekte nicht absolut

voneinander trennen bzw. ist bei einer Stimulation mit héheren Frequenzen
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neben der Peptidfreisetzung initial immer auch ein NO Effekt bei der Relaxation
beteiligt'*(S. 113),%(S. 308).

4.1.3.2 Isometrische und isotonische Kontraktion

Bei den von den verschiedenen Arbeitsgruppen verwendeten Modellen werden
die Tonusanderungen der Muskelstreifen entweder auxotonisch oder
isometrisch aufgezeichnet. Bei allen Versuchen wird dabei von einem stabilen
Plateau nach Zugabe des entsprechenden Prastimulus ausgegangen.

Bei den hier durchgefuhrten Versuchen haben wir nur bei Aufzeichnug von
auxotonischen Kontraktion ein stabiles Plateu beobachtet. Das unterschiedliche
Kontraktionsmuster ist im Ergebnissteil dargestellt.

Die Untersuchung der glattmuskularen Kontraktionsmuster hat ergeben, daf3
das Ausmald der realen Muskelverkirzung von entscheidender Bedeutung ist.
An der Trachealmuskulatur des Hundes’’(S. 520),°%(S. 1459) und an
Muskelzellen aus dem Krétenmagen® wurde jeweils eine starke initiale
Verkirzung bei Stimulationsbeginn, gefolgt von einer langsameren
Verklrzungsrate beobachtet. Wird dem Muskel in der frihen Phase der
Kontraktion ein geringer Widerstand geboten, so kann er sich wesentlich starker
verkirzen und somit eine groRere Kraft aufbauen als wenn ihm initial ein
groRerer Widerstand entgegensteht®®(S. 1459). Eine isometrisch gemessene
Kontraktion kdnnte also auch dem Magen der Ratte eine physiologisch wichtige
Verkurzung erschweren und eine erh6htes Spannungsniveau (s.u.) hervorrufen.
Ob sich diese Untersuchungen jedoch ohne weiteres auf das verwendete
Modell am Magenfundus der Ratte tUibertragen laR3t ist fraglich, da zum einen die
verwendete Muskulatur sowie die Spezies eine andere ist und zum anderen die
erwahnten Zeitphasen der Kontraktion in einem sehr kurzen Bereich von 1- 20
sec. abspielen, der sich doch erheblich von den in der vorliegenden Arbeit
gemessenen Intervallen, der sich im Minutenbereich abspielt, unterscheidet.
AuRerdem wurde beobachtet, dall bei einer tetanischen Kontraktion der
Trachealmuskulatur  des Hundes  die Rate der sogenannten
Querbruckenschlage zwischen den kontraktilen Proteinen Aktin und Myosin, die
fur den tatsachlichen Kraftaufbau verantwortlich sind, um das vierfache

gegeniiber einer physiologischen abnimmt’’(S. 517) und somit ein Kraftverlust
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resultiert. Da eine isometrische Kontraktion einer tetanischen Kontraktion eher
ahnelt als eine auxotonische, konnte dieser Effekt fir den schnellen
Plateauverlust bei Aufzeichnung isometrischer Kontraktionen mitverantwortlich
sein.

Eine weitere Erklarung fur das unterschiedliche Verhalten koénnte die
physiologische Rolle des Magenfundus sein, obwohl eine direkte Ubertragung
von in vitro Ergebnissen auf physiologische Verhéaltnisse nur auf3erst begrenzt
zulassig ist.

Da der Magenfundus im wesentlichen die Aufgabe hat, grof3e Nahrungsmengen
ohne groRRe intraluminale Druckerh6hungen aufzunehmen, mufR3 er sich bei
einer zunehmenden Dehnung relaxieren und somit der Druckerh6hung
entziehen. Bei der Aufzeichnung von isometrischen Kontraktionen kann sich der
Muskelstreifen nicht real verklrzen, er kontrahiert sozusagen frustran gegen
einen unuberwindbaren Widerstand und die Spannung nimmt dabei zu. Als
Reaktion darauf relaxiert er sich, was durch den schnellen Tonusabfall nach
initialer Spannungszunahme gekennzeichnet ist.

Anders bei der auxotonischen, also der Mischform aus isotonischer und
isometrischer Kontraktion, bei der der Muskelstreifen die Mdglichkeit hat sich zu
verkirzen und somit die Kontraktion ohne grof3e Spannungszunahme ablaufen
kann.

Dies entsprache dem Zustand, bei dem der Magen sich einem Fullungszustand
anpassen kann, d.h. eine adaquate Spannung vorliegt und der Magen auf
diesem Level lange verharren kann, wéhrend andere Stoffwechselvorgange
ablaufen.

Eine Uberstimulation durch eine zu hohe Konzentration von Serotonin scheint
wenig wahrscheinlich, da bei Aufzeichnung von auxotonischen Kontraktionen
und Verwendung der identischen Serotoninkonzentration ein stabiles
Kontraktionsplateau erreicht wird, welches sich tber sehr lange Zeit halt. Somit
schein ein pharmakologischer Einflul3 von Serotonin wenig wahrscheinlich.
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4.2 Spezielle Diskussion

Am Magenfundus wurde von den bereits erwdhnten Arbeitsgruppen ein breites
Spektrum von Untersuchungen angestellt, um die "second messenger' Wege
der NANC-Relaxation naher zu charakterisieren. Zur Ubersicht der von den
verschiedenen Arbeitsgruppen beobachteten Ergebnisse dient die folgende
Tabelle:
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Relaxation induziert durch: EFS EFS VIP Adenosintriphosphat (ATP)
(NO- Freisetzung) (VIP Freisetzung) (exogen)
Arbeitsgruppe A B [c [D [E |[F [A [B Jc |[D [E |[F |[A [B |[Cc |[D [E [F |A [B |[C |[D [E [F
VIP Antiserum 12 13 NG
VIP Antagonist o2 o2
VIP- Like Immunoreaktivity - +7 +77
PHI- Like Immunoreaktivity 18 +18
Trequinsin (PDE IlI) . 1 1
Zaprinast (PDE V) 1 oo . o° .
IBMX (unspezifisch PDE) o° .
TTX (Neurotransmission) x" [x™ xIx o [xT X x|
Trypsin (Peptidase) W10 W17 ST VB xt [ x™
L-NNA/ L-NMMA (NOS) B BT A7 | O RN o9 o1
L-Arginin reversibel (NOS) s
LY 83583 (I6sl. Guanylatzyklase) | ° o5 o6
ODQ (I6sl. Guanylatzyklase) 18 ! . .
KT 5720 (Proteinkinase A) . i !
Indomethacin (Prostaglandin) )3
Apamin (K*- Kanal) A . | VB . |t S x*
Relaxation induziert durch: NO- Donor Isoprenalin/ Noradrenalin
(SNP, NTG, DEA- NO) L egende:
Arbeitsgruppe A |B |[c |[D |[E |[F |A [B |[Cc |[D |[E |F o _
! Relaxation wird reduziert
Trequinsin (PDE IIl) . X Relaxation wird geblockt
Zaprinast (PDE V) .5 5 . Relaxat!on bI.e| bt unvgrandert
IBMX (unspezifisch PDE) oD ' 5 1 Relaxation wird verstarkt
TTX (Neurotransmission) * Effekt v_orhanden
Trypsin (Peptidase) o 10 R .10 o 17 ) Effekt nicht vorhanden
L-NNA/ L-NMMA (NOS) O[5 A O[5 Y Arbeitsgruppen:
L-Arginin reversibel (NOS)
LY 83583 (I6sl. Guanylatzyklase) | 1° 3 A Lefebvre, De Beurme 18
ODQ (I8sl. Guanylatzyklase) 18 L |8 B Boeckstaens, De Man %%
C Li, Rand *°
D Kamata, Sakamoto > 4
Quellen: De Beurme, Lefebvre 1987 *; De Beurme, Lefebvre 1988 2 Lefebvre, Burnstock 1990 *: E D"Amato, Curr6 & 1°
Lefebvre et. al. 1991 *: Barbier, Lefebvre 1991 °: Barbier, Lefebvre 1992 % D’ Amato et al. F Allescher, Foellmer

1992 7; Lefebvre 1998 & Boeckxstaens et al.1990 °; 1992 1% 1995 !,
Kamata et al. 1988 *% 1993 '*: Li, Rand 1990 **: D'Amato et.al. 1992 *¢;
D Amato et.al. 1992 *7: Curr6 et.al. 1994 8: Curré et. al. 1996 *°,

Tab.27:
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4.2.1 EinfluR des Inhibitors der NO-Synthase L-NNA

Als Inhibitor der NO Synthase wurde hier das methylierte Arginin Derivat Nw-
Nitro L-Arginin (L-NNA) verwendet, das ein potenter Inhibitor der beiden
konstitutiven Isoformen der NO Synthase (eNOS und nNOS) ist®(S. 184).

Es zeigte sich hierbei eine potente Reduktion der schnell nach
Stimulationsbeginn einsetzenden Relaxation. Diese Form der Relaxation ist
sehr wahrscheinlich NO vermittelt’(S. 332),%(S. )1407,%°(S. 443),°%(S. 308).
Dies spricht also fur eine wesentliche Beteiligung von NO an der schnell
einsetzenden kurz anhaltenden Relaxation, die durch Inhibition der NO
Synthase blockierbar ist®>(S. 720).

Auch eine Beteiligung von ATP in diesem Frequenzbereich ist denkbar, jedoch
ist aufgrund der fehlenden Blockierbarkeit durch Apamin, das als Inhibitor Ca®*
abhangiger K* Kanale die ATP vermittelte Relaxation verhindert>®(S. 78), eine
wesentliche Beteiligung von Purinen an der EFS induzierten Relaxation
unwahrscheinlich. Dies entspricht den Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen
an Muskelstreifen aus dem Magenfundus®(S. 78) sowie aus isolierten
Muskelzellen aus dem Magen der Ratte’®(S. 103), die ebenfalls eine
wesentliche Beteiligung der Purine an der durch EFS im niederfrequenten
Stimulationsbereich ausschliel3en konnten.

Fir die VIP vermittelte Relaxation wurde bei einigen Arbeitsgruppen eine
Blockierbarkeit durch L-NNA festgestellt®™(S. 305). Auch an isolierten
Muskelzellen aus dem Magen der Ratte*®(S. 473) und an Muskelstreifen aus
dem Meerschweinchenmagen*(S. 775) zeigte sich eine Blockierbarkeit durch
L-NNA.

In der vorliegenden Abeit wird die durch exogen zugegebenes VIP vermittelte
Relaxation durch die Zugabe von Nw-Nitro L-Arginin (L-NNA) nicht beeinfluf3t,
was auch von anderen Arbeitsgruppen festgestellt wurde'’(S. 443).

Bei den Versuchen mit elektrischer Feldstimulation zeigte sich jedoch bei der
EFS mit VIP Freisetzung (8-16 Hz) ebenfalls eine signifikante Reduktion der
Relaxation, die mit den Ergebnissen der exogenen VIP Zugabe nicht
Ubereinstimmen. Mogliche Erklarungen fur diesen Effekt sind, dal3 es in diesem
Frequenzbereich zur Uberlagerung von NO-und-VIP Effekten kommen kann

oder, dal3 eine theoretische Trennung der Effekte nicht méglich ist. Auch eine
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Abschwachung der VIP induzierten  Relaxation bei  mehreren
aufeinanderfolgenden Stimulationen durch z.B. VIP Verarmung , die bereits bei
den Kontrollstimulationen zu einem signifikanten Unterschied bei 16 Hz, nicht
jedoch bei 8 Hz fuhrten, ware denkbar. Ein signifikanter Unterschied zwischen
drei aufeinanderfolgenden Feldstimulationen wurde auch am
Meerschweinchenmagen festgestellt™(S. 177). Interessanterweise zeigt sich
hier eine Verstarkung der Relaxation bei der zweiten und dritten
Feldstimulation. Schlie3lich konnte bei der Stimulation mit 8 und 16 Hz ein
weiterer Transmitter aul3er VIP in diesem Frequenzbereich freigesetzt werden,
der Uber einen NO abhangigen bzw. L-NNA sensitiven Mechanismus vermittelt
wird.

Bei der ANP vermittelten Relaxation hat L-NNA keinen signifikanten Effekt, was
fur eine Relaxation, die Uber einen NO-unabhangigen Mechanismus vermittelt
wird, spricht. Dagegen gibt es Untersuchungen am Caecum des
Meerschweinchens, die eine Vermitlung des ANP Effekts uber einen VIP
Rezeptor und eine NO Freisetzung, die in einer Aktivierung der loslichen
Guanylatzyklase resultiert, beobachten®(S. 1110).

Dies widerspricht jedoch den von uns beobachteten Ergebnissen, bei denen
ANP seine Wirkung Uber einen L-NNA insensitiven, also NO unabhangigen

Mechansmus vermittelt.
Zusammenfassung:
Die beobachteten Ergebnisse sprechen also fir eine wesentliche Beteiligung

von NO bei der durch EFS mit NO Freisetzung induzierten Relaxation und fur

eine NO unabhangige Vermittlung der VIP und ANP induzierten Relaxation.
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EFS

\ VIP/ ANP

NOS
L- Arg » NO

Relaxation

Abb.36: Ubersicht iiber Wirkungsmechanismen von elektrischer Feldstimulation,
VIP und ANP auf die NO Synthase (NOS). Stimulierender Einfluf3 ist

durch + gekennzeichnet.

4.2.2 EinfluRR des Inhibitors der loslichen Guanylatzyklase ODQ

Die inhibitorische Wirkung von NO wird normalerweise Uber eine Aktivierung
der 16slichen Guanylatzyklase vermittelt'3(S. 665). Es gibt auch Hinweise dafiir,
dal die NO vermittelte Relaxation im Magenfundus der Ratte Uber eine
Erhéhung des cGMP Spiegels vermittelt wird>(S. 321).

Zur genaueren Charakterisierung des Relaxationsweges war die Entwicklung
von spezifischen Inhibitoren noétig, die mit Entwicklung von ODQ fur die l6sliche
Guanylatzyklase gelungen scheint®*(S. 1080).

Bisher wurden unter anderem Methylen Blau und die Substanz 6-anilino-5,8-
quinolinedione (LY 83583) als Inhibitoren der loslichen Guanylatzyklase
eingesetzt. FUr Methylen Blau zeigte sich jedoch, dal es ebenso einen
inhibitorischen Effekt auf die NO Synthase hat®*(S. 367) und eine Produktion
von Superoxid Anionen, die eine Inaktivierung von NO bewirken, stimuliert®(S.
170). Ferner bewirkt Methylen Blau eine Relaxation des Magenfundus, was fur
eine Substanz, die den cGMP Spiegel erniedrigt, schlecht zu erkléaren ist*’(S.
205).

Fir LY 83583 konnte ebenfalls eine Erniedrigung des cGMP Gehalts

festgestellt werden”(S. 283). Auch konnte eine inhibitorische Wirkung auf die
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NO induzierte Vasorelaxation gezeigt werden®(S. 52). Doch wurde auch fir LY
83583 eine Superoxidgeneration gezeigt, was wiederum eine NO Deaktivierung
bewirkt, aber keine spezifische Inhibition der I8slichen Guanylatzyklase®(S. 52).
Auch eine fehlende Inhibition von EFS und NO induzierter Relaxation im
Magenfundus der Ratte spricht gegen eine selektive Inhibition der I6slichen
Guanylatzyklase’(S. 333).

Mit der Entwicklung von ODQ scheint der selektive Inhibitor gefunden zu sein.
So blockt ODQ selektiv die NO bzw. cGMP induzierte Relaxation am M.
anococcygeus des Hasen®(S. 137), am Colon des Kaninchens®*(S. 1223) und
Meerschweinchens®®(S.  89), Meerschweinchen Trachea sowie am
menschlichen Bronchus®(S. 1216).

Auch am Magenfundus der Ratte gibt es Hinweise fur eine selektive Inhibition
der NO induzieren Relaxation durch ODQ>3(S. 1444).

Bei den eigenen Versuchen zeigte ODQ einen potenten hemmenden Effekt auf
die durch EFS freigesetzte NO induzierte Relaxation, sowie auf die DEA NO
induzierte Relaxation. Die Reduktion der EFS induzierten Relaxation entsprach
dem Ausmald der hemmenden Wirkung von L-NNA (Tabelle 1). Diese Analogie
wurde am Magenfundus der Ratte auch fir L-NAME gezeigt®>(S. 1444).

Die hohe Korrelation zwischen dem inhibitorischen Effekt von L-NNA als
Inhibitor der NO Synthase und ODQ als Inhibitor der I6slichen Guanylatzyklase
spricht im hohen MaRe dafir, dal die NO vermittelte Relaxation im
Magenfundus der Ratte Uber eine Aktivierung der l6slichen Guanylatzyklase
vermittelt wird.

Bei der VIP vermittelten Relaxation zeigte sich kein hemmender Effekt von
ODQ auf die induzierte Relaxation. Dies galt sowohl fiur die durch EFS
induzierte als auch fur die durch exogene Zugabe von VIP induzierte
Relaxation.

Ebenso bei der durch ANP induzierten Relaxation zeigte sich kein
inhibitorischer Einfluld von ODQ. Dies wird durch Untersuchungen am M.
anococcygeus des Hasen unterstiitzt?®(S. 137). Jedoch gibt es auch
Untersuchungen am Caecum des Meerschweinchens, die eine Beteiligung der
l6slichen Guanylatzyklase an der ANP induzierten Relaxation feststellen®(S.
1297). AulR3erdem gibt es Hinweise daflr, da3 der ANP Effekt tber eine
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Aktivierung der membrangebundenen partikularen Guanylatzyklase (Gz A)
vermittelt wird**(S. 427).

Zusammenfassung:
Die Ergebnisse sprechen dafiir, daR die NO vermittelte Relaxation tber eine

Aktivierung der loslichen Guanylatzyklase mediiert wird und dal3 VIP und ANP
ihre Wirkung tber einen NO- bzw. 16sliche Guanylatzyklase unabhéangigen Weg

entfalten.
NO
\ VIP/ ANP
sGC
GTP » cGMP
Relaxation
Abb.37: Ubersicht (iber den EinfluR bzw. die Wirkung von NO und VIP/ ANP auf

die l6sliche Guanylatzyklase (sGC). Stimulierender Einfluf3 ist durch +

gekennzeichnet.

4.2.3 Einfluf} des Inhibitors der Proteinkinase A KT 5720

Zur Untersuchung von Proteinkinase A vermittelten Effekten werden als
Inhibitoren der cAMP abhéangigen Proteinkinase A (R)-p-cAMPs und KT 5720
eingesetzt. Verschiedene Studien haben gezeigt, dal3 die mit einer Erh6hung
des cAMP Spiegels verbundene Relaxation Uber eine Aktivierung der
Proteinkinase A vermittelt wird. Die stimulierte Proteinkinase reduziert dann
iiber eine Modulation von Ca?*-Kanalen den Ca®*-Einstrom in die Muskelzelle,
wodurch das Kontraktionsniveau gesenkt wird und der Muskel sich relaxiert®>(S.
668).
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So geht an isolierten Muskelzellen des Hasen die VIP vermittelte cAMP
Erhéhung mit einer Aktivitatssteigerung der cAMP abhéngigen Proteinkinase A
einher®(S. 171). Auch an isolierten Muskelzellen aus dem Meerschweinchen
Magen und Colon zeigte sich eine Beteiligung der Proteinkinase A bei der VIP
vermittelten Relaxation*®(S. 470).

Die Beteiligung der cAMP abhangigen Proteinkinase A bei der VIP vermittelten
Relaxation wird durch die eigenen Ergebnisse bestatigt, da durch KT 5720 die
VIP vermittelte Relaxation signifikant reduziert wird. Auch bei der EFS mit VIP
Freisetzung induzierten Relaxation zeigt sich eine signifikante Reduktion des

inhibitorischen Einflues.

Bei der ANP vermittelten Relaxation zeigte sich ebenfalls eine Beteiligung der
Proteinkinase A. KT 5720 reduzierte signifikant die ANP vermittelte Relaxation.
Dies widerspricht den Untersuchungen am Meerschweinchen Caecum, die
keine Beteiligung der cAMP bildenden Adenylatzyklase bei der ANP
vermittelten Relaxation feststellen, sondern statt dessen eine direkte
Beteiligung der I6slichen Guanylatzyklase bei der ANP vermittelten Relaxation
postulieren®(S. 1297).

Auf die NO induzierte Relaxation, die Uber eine Erh6éhung des cGMP Spiegels
vermittelt wird, hatte KT 5720 keinen EinfluR, was fur einen cAMP/
Proteinkinase A unabhéngigen Weg bei der Vermittlung des NO Effekts spricht.

Dies wurde auch am Magenfundus des Schweins gezeigt®’(S. 2022).
Zusammenfassung:
Der NO vermittelte Effekt wird Uber einen Proteinkinase A unabhéangigen

Signaltransduktionsweg vermittelt. Die VIP und ANP induzierte Relaxation wird

Uber eine Aktivierung der Proteinkinase A vermittelt.
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VIP/ ANP

+ KT 5720

ATP » CAMP

~

Proteinkinase A

Relaxation

Abb.38: Ubersicht tber den EinfluR von VIP/ ANP und KT 5720 auf die
Adenylatzyklase (AC) und er von ihr katalysierten Reaktion.
Stimulierender Einfluf ist durch + gekennzeichnet, inhibitorischer

durch -.

4.2.4 EinfluR des Inhibitors der Phosphodiesterase V Zaprinast

Eine Beteiligung der Phosphodiesterasen, von denen zur Zeit sieben
Untergruppen bekannt sind®(S. 725) an der Regulation verschiedener
Stoffwechselprozesse konnte fir viele Gewebe gezeigt werden. So auch am
Magenfundus der Ratte>(S. 318).

Die Phosphodiesterasen, die fur den Abbau der zyklischen Nukleotide cAMP
und cGMP verantwortlich sind, haben am Darm u.a. die Aufgabe, die durch eine
Erhéhung des cGMP/ cAMP Spiegels vermittelte Relaxation in ihrer Wirkung zu
limitieren.

Dies zeigt sich in der inhibitorischen Wirkung von Inhibitoren der
Phosphodiesterasen auf Muskelstreifen aus dem Magenfundus der Katze®(S.
41). Durch eine Reduktion des Abbaus der zyklischen Nukleotide wird deren
inhibitorische Wirkung verstarkt.

Am Magenfundus der Ratte konnte eine Beteiligung der cGMP spezifischen
Phosphodiesterase V bei der NANC vermittelten Relaxation gezeigt werden, da

durch den Inhibitor der Phosphodiesterase V Zaprinast eine Verstarkung der

78



NO vermittelten Relaxation, die mit einer Erhéhung des cGMP Spiegels
einhergeht, gezeigt werden konnte>(S. 317). Auf die durch VIP oder den
Adenylatzyklasestimulator Isoprenalin induzierte Relaxation zeigte sich kein
Einflul3.

Dies ist nur teilweise mit den eigenen Ergebnissen in Einklang zu bringen. Zwar
wird durch die EFS mit Uberwiegender NO Freisetzung eine signifikante
Verlangerung des relaxierenden Effekts beobachtet, eine direkte Zugabe
Zaprinast bewirkt jedoch nur eine Verstdrkung des DEA NO Effektes, die
statistisch nicht signifikant ist. Die Diskrepanz zwischen der EFS induzierten NO
Freisetzung und der exogenen Zugabe des NO Donors ist Uberraschend und
nicht leicht zu erklaren, zumal z.B. bei den Versuchen mit ODQ eine
Ubereinstimmung der EFS mit der DEA NO induzierten Relaxation vorliegt.
Eine mdgliche Erklarung ware, dass die Zugabe von DEA NO eine zur EFS
unterschiedlich schnelle NO Freisetzung bewirkt, die in einer unterschiedlich
schnellen Deaktivierung durch die PDE V resultiert. Denkbar wére auch, dai3
durch DEA NO gegeniber der EFS induzierten NO Freisetzung nur eine
submaximale cGMP Stimulation stattfindet, die durch Zaprinast nicht signifikant
beeinflussbar ist.

Moglich ist es auch, dalR neben der PDE V noch andere bedeutende
Mechanismen zur Limitierung der NO induzierten Relaxation vorhanden sind,
der PDE V Effekt also relativ schwach ist und so bei dem exogen zugegebenen
NO Donor DEA NO der Effekt nur nicht ausreichend zu messen ist. Das ware
vereinbar mit der vorhandenen, aber nicht signifikanten Verstarkung der
Relaxation.

Bei der VIP induzierten Relaxation hat jedoch auch in den eigenen Versuchen
Zaprinast keinen Einfluss auf die Relaxation, was daftir spricht, dass bei der

VIP induzierten Relaxation cGMP abhangige Mechanisman keine Rolle spielen.

Zusammenfassung:

Die durch NO induzierte Relaxation wird durch die Phosphodiesterase V in ihrer

Wirkung limitiert, wahrend die VIP induzierte Relaxation unbeeintrachtigt bleibt.
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Zaprinast

NO -
_|_
sGC PDE V
GTP ————— cGMP > GMP
Relaxation
Abb.39: Ubersicht tiber den EinfluR von Zaprinast auf die Phosphodiesterase V

(PDE V) bzw. der von ihr katalysierten Reaktion. sGC steht fir l6sliche
Guanylatzyklase. Stimulierender Einflu3 ist durch + gekennzeichnet,

inhibitorischer durch -.
4.2.5 Inhibitor der Phosphodiesterase Il Trequinsin

Weniger eindeutig sind die Beobachtungen des Inhibitors der cGMP inhibierten
cAMP spezifischen Phosphodiesterase Il Trequinsin. Unter normalen
Bedingungen wird die PDE Ill durch erhéhte cGMP Spiegel an der Inaktivierung
des stoffwechselaktiven cAMP gehindert. Theoretisch bedeudet dies, daf3
erhohte cGMP Spiegel, zum Beispiel Uber eine NO vermittelte Reaktion, eine
CAMP vermittelte Relaxation verlangern. Trequinsin und NO haben also
theoretisch einen vergleichbaren Einflul3 auf die PDE llI.

Am Magenfundus der Katze zeigte die Zugabe eines Inhibitors der
Phosphodiesterase 11l (SKF 94120) interessanterweise keinen Einflu3 auf die
durch NO, VIP und EFS mit VIP Freisetzung induzierte Relaxation®(S. 41). Im
Gegensatz dazu bewirkte die Zugabe von Trequinsin an der
Trachealmuskulatur des Meerschweinchens eine konzentrationsabhangige
Relaxation’®(S. 953).

Trequinsin zeigte als spezifischer Inhibitor der Phosphodiesterase Ill einen
Effekt, der mit einer Potenzierung der VIP induzierten Relaxation, die Uber

einen cAMP abhéangigen Mechanismus vermittelt wird, vereinbar ist. Ebenso auf
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die EFS mit einer vorwiegenden NO (2 Hz) bzw. VIP (8 Hz) Freisetzung hatte
Trequinsin eine Verlagerung der erzielten Relaxation zur Folge.

Fir diesen Effekt gibt es mehrere Erklarungsmoglichkeiten. Klar scheint, daf?
der durch VIP vermittelte Effekt, der mit einer cAMP Erht6hung einhergeht,
durch Blockade einer cAMP spezifischen Phosphodiesterase in ihrer Wirkung
verlangert wird.

Schwerer zu erklaren ist der Effekt bei einer Stimulation mit 2 Hz, bei dem von
einer vorwiegend NO vermittelten Relaxation auszugehen ist, die Uber eine
cGMP, nicht jedoch eine cAMP Erhéhung vermittelt wird. Moglich ware eine
durch die dominante NO Wirkung normalerweise maskierte VIP vermittelte
Relaxation auch im niedrigen Frequenzbereich, die durch den verzdgerten
Abbau des cAMP Spiegels unter dem Einflud von Trequinsin zum Tragen
kommt. Ferner wére eine bislang kaum belegte cAMP Bildung direkt durch NO
maoglich.

Auch die Beteiligung eines bisher nicht benannten Neurotransmitters, der seine
Wirkung Uber eine cAMP Erh6hung entfaltet, ware denkbar.

Zusammenfassung:

Die Rolle der PDE 1l und der Einfluss des PDE III Inhibitors Trequinsin ist in
dem folgenden Schaubild dargestellt.

NO

o sGC
Trequinsin cGMP < GTP

N T

PDE Il

v

+
VIP ————» cAMP

l

Relaxation

AMP
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Abb.40: Ubersicht tiber den inhibitorischen EinfluR von Trequinsin bzw. cGMP
auf die Phosphodiesterase Il (PDE Ill) bzw. der von ihr katalysierten
Reaktion. sGC steht fur losliche Guanylatzyklase. Stimulierender

Einfluf? ist durch + gekennzeichnet, inhibitorischer durch -.

So bleiben auch nach dieser Arbeit die Mechanismen der NANC-vermittelten
Relaxation im Magenfundus nicht vollstandig geklart und es werden weitere
Untersuchungen nétig sein, um die Reaktionwege vollstandig zu verstehen und
sich die gewonnenen Erkenntnisse fir klinisch verwertbare Strategien zu Nutze

machen zu kdnnen.
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5. Zusammenfassung der Arbeit

Hintergrund:

Ziel dieser Arbeit soll es sein, die inhibitorischen Mechanismen der nicht-
adrenerg-nicht-cholinerg (NANC) vermittelten Relaxation im Magenfundus, die
fur eine koordinierte Aufnahme und Weiterleitung der in den Magen
aufgenommenen Speisen von entscheidender Bedeutung sind, anhand
isolierter Muskelstreifen aus dem Magenfundus der Ratte weiter zu

charakterisieren.

Methoden:

Es wurden isolierte Muskelstreifen aus dem Magenfundus von mannlichen
Wistar Ratten in ein mit Carbogen begastes Krebs-Ringer-Puffer Bad von 37.0
Celsius eingebracht und die Kontraktionen mittels isometrischer und
auxotonischer Aufzeichnung gemessen. Die Relaxation der mit Serotonin
vorstimulierten Muskelsteifen wurde mittels elektrischer Feldstimulation (EFS)
und durch exogene Zugabe von vasoaktivem intestinalen Polypeptid (VIP),
atrialem natriuretischem Peptid (ANP) sowie dem NO Donor DEA-NO induziert.
Zur statistischen Auswertung wurde die Varianzanalyse (One way ANOVA) und
der student t-Test fur unverbundene Stichproben verwendet. Das
Konfidenzintervall wurde auf 95% festgelegt.

Ergebnisse:

Bei der EFS induzierten Relaxation unter Stimulationbedingungen, in denen
vorwiegend ein NO vermittelter Effekt vorliegt (0.5-4 Hz), wird die Relaxation
signifikant durch den Inhibitor der NO Synthase L-NNA sowie durch den
Inhibitor der l6slichen Guanylatzyklase ODQ reduziert, wahrend der Inhibitor
der Proteinkinase A KT 5720 keinen signifikanten Einflu3 hat. Der Inhibitor der
cGMP spezifischen Phosphodiesterase V Zaprinast bewirkt eine Verlangerung
der Relaxation wahrend der Inhibitor der cGMP inhibierten cAMP spezifischen

Phosphodiesterase Ill Trequinsin keinen signifikanten Effekt zeigt.
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Bei EFS in Frequenzbereichen, in denen vorwiegend eine peptidvermittelte
(dominant VIP) Relaxation stattfindet (8-16 Hz), haben L-NNA und ODQ keinen
signifikanten Einflul? auf die Relaxation, wahrend KT 5720 eine signifikante
Reduktion der Relaxation bewirkt. Unter diesen Bedingungen hat Zaprinast
keinen Einfluss, wéahrend Trequinsin eine signifikante Verlangerung der
Relaxation bewirkt.

Der Inhibitor der Ca* abh&ngigen Kaliumkanale mit niedriger Leitfahigkeit
Apamin, uUber die Purine wie ATP ihre Wirkung entfalten, hat unter keinen
Stimulationsbedingungen einen Effekt auf die EFS induzierte Relaxation.

Auf die durch exogen zugegebenes vasoaktives intestinales Polipeptid (VIP)
und atriales natriuretisches Peptid (ANP) induzierte Relaxation haben L-NNA,
und ODQ keinen signifikanten EinfluB, wahrend KT 5720 jeweils eine
signifikante Reduktion der Relaxation bewirkt.

Die VIP induzierte Relaxation wird durch Trequinsin, nicht jedoch Zaprinast
verstarkt.

Die durch exogen zugegebenes NO (DEA-NO) erzielte Relaxation wird durch
ODQ, nicht jedoch durch Trequinsin reduziert. Zaprinast bewirkt eine

Verstarkung der Relaxation, die aber nicht statistisch signifikant ist.

Konklusion:

Die Ergebnisse sprechen dafir, dal3 die NO induzierte Relaxation Uber einen
cGMP abhangigen Reaktionsweg mittels Aktivierung der loslichen
Guanylatzyklase vermittelt wird. Der Mechanismus ist cAMP unabhangig und
wird von der cGMP spezifischen PDE V limitiert, wahrend die cGMP inhibierte
cAMP spezifische PDE Il eine untergeordnete Rolle spielt.

Die durch VIP und ANP vermittelte Relaxation wird Uber einen cAMP
abhéngigen Mechanismus realisiert, wahrend cGMP abhangige Reaktionswege
nicht wesentlich beteiligt sind. Auf die VIP induzierte Relaxation wirkt die PDE
[l als modulierender bzw. limitierender Faktor.

Eine Beteiligung der Purine, wie z.B. ATP, an der EFS vermittelten Relaxation

scheint nicht vorzuliegen.
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7. Abbildungs-und Tabellenverzeichniss

Abb.1:

Abb.2:

Abb.3:

Abb.4:

Abb.5:

Abb.6:

Abb.7:

Schematische Darstellung des verwendeten Versuchsaufbaus mit beteiligten
Komponenten. Bei Bestimmung der auxotonischen Kontraktion wurde die
angegebene Feder verwendet, bei der isometrischen Kraftaufnahme wurde

ohne Feder gearbeitet.

Basalaktivitat eines Muskelstreifen aus dem Magenfundus im 37 °C warmen
Organbad, und der Einflu3 eines Pufferwechsels (20 °C) auf die Basalaktivitat

Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen Tonusénderungen).

EinfluR von Serotonin (10~ [mol/l]) auf die Basalaktivitat eines Muskelstreifens
im Zeitverlauf unter Standardbedingungen. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der
Zugabe, (Originalaufzeichnung der isometrisch gemessenen

Tonusanderungen).

Einflu von Serotonin (10" [mol/l]) auf die auxotonisch aufgezeichnete
Kontraktion. Eines Muskelstreifens im Zeitverlauf (Originalaufzeichnung der

auxotonisch gemessenen Tonusanderungen).

EinfluR® von Serotonin auf die Kontraktionskraft der Muskelstreifen. Die
Auxotonisch aufgezeichneten Kontraktionen erreichten nach Zugabe von
Serotonin (10'5 [mol/l]) eine maximale Kontraktion. Nach Zugabe von Serotonin
wurde jeweils nach zwei Minuten die Kontraktion bestimmt und auf die maximal

mdgliche Kontraktion bezogen (n=6).

Stabilitdt der Serotonin-induzierten, auxotonisch aufgezeichneten Kontraktion
der Muskelstreifen im Zeitverlauf. Die initiale Kontraktion wurde 5 min. nach

Serotoninzugabe bestimmt und als Bezugspunkt definiert (n=8).

Einflul3 von elektrischer Feldstimulation (40V, 0,5 ms Pulsdauer, 10 sec.
Stimulation ) auf den mit Serotonin (10" [mol/l]) prastimulierten
Muskelstreifen in Abwesenheit von Atropin und Guanethidin. Der Zeitpunkt der
Serotoninzugabe bzw. der Beginn den Elektrischen Feldstimulation (10 sec.)
sind mit einem Pfeil markiert (Originalaufzeichnung der auxotonisch

gemessenen Tonusanderungen).
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Abb.8:

Abb.9:

Abb.10:

Abb.11:

Abb.12:

Abb.13:

Abb.14:

Abb.15:

Einflul3 von Atropin (10'6 [mol/l]) auf die elektrische Feldstimulation (40V, 0,5 ms
Pulsdauer, 10 sec. Stimulation) des Muskelstreifens (Originalaufzeichnung der

auxotonisch gemessenen Tonusanderungen).

Originalkurve einer Stimulation mit 2 Hz mit den fiir die Auswertung wichtigen
Bezugspunkten. Zur Differenzierung der schnell und verzdgert einsetzenden
Effekten wurde die Relaxation 20 sec. und 1 min. nach Stimulationsende

bestimmt.

Originalkurve einer Stimulation mit 8 Hz mit den fiir die Auswertung wichtigen
Bezugspunkten. Zur Differenzierung der schnell und verzdgert einsetzenden
Effekten wurde die Relaxation 20 sec. und 1 min. nach Stimulationsende

bestimmt.

Bild der zeitlich differenzierten Auswertung nach 20 sec. und 1 min. bei der EFS
(10 sec. Stimulation). Die EFS induzierte Relaxation ist als % Tonusabfall
bezogen auf das Ausgansplateau nach Serotoninzugabe angegeben (%
Inhibition).

EinfluB von VIP auf den mit Serotonin prastimulierten Muskelstreifen
(Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen Tonusanderungen). Die
Konzentrationsangaben bezeichnen die im Organbad vorhandene VIP

Konzentration.

Einfluld von ANP auf den Serotonin prastimulierten Muskelstreifen
(Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen Tonusanderungen). Die
Konzentrationsangaben bezeichnen die im Oranbad vorhandene ANP-

Konzentration.

Einflul von DEA-NO auf den Serotonin prastimulierten Muskelstreifen
(Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen Tonusanderungen). Die
Konzentrationsangaben bezeichnen die im Organbad vorhandene DEA-NO

Konzentration.

Einflu3 von Tetrodotoxin (10'6 [mol/l]) auf die durch elektrische Feldstimulation
(40V, 0,5 ms Pulsdauer, 10 sec. Stimulation ) induzierte Relaxation
(Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen Tonusanderungen). Die
Pfeile markieren den Zeitpunkt der Substanzzugabe bzw. den Beginn der

elektrischen Feldstimulation.
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Abb.16:

Abb.17:

Abb.18:

Abb.19:

Abb.20:

Abb.21:

Abb.22:

Abb.23:

Abb.24:

Abb.25:

Einflu3 von L-NNA (10'4 [mol/l]) auf die durch elektrische Feldstimulation (40V,
0,5 ms Pulsdauer, 10 sec. Stimulation) induzierte Relaxation
(Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen Tonusénderungen). Das

System wurde 10 min. mit L-NNA inkubiert.

EinfluR von L-NNA (10 [mol/l]) und L-Arginin (3x10'3 [mol/l]) auf die EFS
induzierte Relaxation und der Auswertung nach 20 sec. (n=10). Die Werte sind

als Mittelwert £ SEM angegeben.

Einflul3 von Apamin (10'6 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation und der

Auswertung nach 20 sec. (h=12) Apamin wurde 10 min. im System inkubiert.

Einfluld von ODQ (10'5 [mol/l]) auf die durch elektrische Feldstimulation (40V,
0,5 ms Pulsdauer, 10 sec. Stimulation) induzierte  Relaxation
(Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen Tonusanderungen). ODQ

(10'5 [mol/l]) wurde 10 min. im System inkubiert.

Einflu von ODQ (10'5 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation und der
Auswertung nach 20 sec. (h=10). ODQ wurde 10 min. im System inkubiert.

Einflul3 von ODQ auf die DEA NO induzierte Relaxation. DEA NO wurde
kumulativ zugegeben. Die Relaxation wurde 2 min. nach DEA NO Zugabe

bestimmt. ODQ wurde 10 min. im System inkubiert.

Einflul3 von ODQ (10'5 [mol/l]) und Nw-Nitro L-Arginin (L—NNA)(lO'4 [mol/l]) auf
die VIP induzierte Relaxation. Zwischen den Relaxationswerten besteht kein

signifikanter Unterschied.

EinfluR von ODQ (10 [mol/l]) und Nw-Nitro L-Arginin (L-NNA)(10* [mol/l]) auf
die VIP induzierte Relaxation. Zwischen den Relaxationswerten besteht kein

signifikanter Unterschied.
Einfluld von KT 5720 auf die durch elektrische Feldstimulation (40V, 0,5 ms

Pulsdauer, 10 sec. Stimulation ) induzierte Relaxation bei 8 und 16 Hz

(Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen Tonusanderungen).

Einflul3 von KT 5720 (10'6 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation 1 min. nach

Stimulationsende. KT 5720 wurde 15 min. im System inkubiert.
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Abb.26:

Abb.27:

Abb.28:

Abb.29:

Abb.30:

Abb.31:

Abb.32:

Abb.33:

Abb.34:

Abb.35:

Abb.36:

Abb.37:

Einflul von KT 5720 (10'6 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation (n=9). KT

5720 wurde 15 min. im System inkubiert.

Einfluld von KT 5720 (10'6 [mol/l]) auf die ANP induzierte Relaxation (n=9). KT

5720 wurde 15 min. im System inkubiert.

Einflul3 von Zaprinast (10'5 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation bei 2 Hz
(Originalaufzeichnung der auxotonisch gemessenen Tonusanderungen).

Zaprinast wurde 15 min. im System inkubiert.

EinfluR von Zaprinast (10”° [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation
(Auswertung nach 1 min.). Zaprinast (10™ [mol/l]) wurde 15 min. im System

inkubiert.

EinfluR von Zaprinast (10”° [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation. Zaprinast

(10'5 [mol/l]) wurde 15 min. im System inkubiert.

Einfluss von Zaprinast (10 [mol/l]) auf die DEA NO induzierte Relaxation. Der

Effekt ist statistisch nicht signifikant.

EinfluR von Trequinsin (107 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation in der

Auswertung nach 1 min. Trequinsin wurde 15 min. im System inkubiert (n=9).

EinfluR von Trequinsin (107 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation.

Trequinsin wurde 15 min. im System inkubiert.

Einflul3 von Trequinsin (10'7 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation.

Trequinsin wurde 15 min. im System inkubiert.

Ubersicht tiber die von der NO-Synthase (NOS) katalysierten Reaktion mit den
daran beteiligten Stoffen. AuRerdem dargestellt ist der Einflu? des NO
Synthase Inhibitors Nw-Nitro L-Arginin (L-NNA). Inhibitorischer EinfluR ist durch

— gekennzeichnet.
Ubersicht tiber Wirkungsmechanismen von elektrischer Feldstimulation, VIP
und ANP auf die NO Synthase (NOS). Stimulierender Einfluf3 ist durch +

gekennzeichnet.

Ubersicht tiber den EinfluR bzw. die Wirkung von NO und VIP/ ANP auf die
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Abb.38:

Abb.39:

Abb.40:

I6sliche Guanylatzyklase (sGC). Stimulierender Einfluf3 ist durch +

gekennzeichnet.

Ubersicht tiber den EinfluR von VIP/ ANP und KT 5720 auf die Adenylatzyklase
(AC) und er von ihr katalysierten Reaktion. Stimulierender Einfluf? ist durch +

gekennzeichnet, inhibitorischer durch -.

Ubersicht Gber den EinfluR von Zaprinast auf die Phosphodiesterase V (PDE V)
bzw. der von ihr katalysierten Reaktion. sGC steht fur I6sliche Guanylatzyklase.

Stimulierender Einfluf3 ist durch + gekennzeichnet, inhibitorischer durch -.

Ubersicht tiber den inhibitorischen EinfluR von Trequinsin bzw. cGMP auf die
Phosphodiesterase Il (PDE Ill) bzw. der von ihr katalysierten Reaktion. sGC
steht fur losliche Guanylatzyklase. Stimulierender EinfluR ist durch +

gekennzeichnet, inhibitorischer durch -.

Tab.1:

Tab.2:

Tab.3:

Tab.4:

Frequenz-Wirkungs-Beziehung bei der EFS. Die 30 sec. bzw. 1 min. nach
Stimulationsbeginn gemessenen Werte sind als % Inhibition, bezogen auf das

Ausgangsplateau nach Zugabe von Serotonin (10”7 [mol/l]) angegeben.

Dosis-Wirkungs-Beziehung von VIP. Die 3 min. nach Peptidzugabe
gemessenen Werte sind als % Kontraktion, bezogen auf das Ausgangsplateau

nach Zugabe von Serotonin (10'7 [mol/l]) bezogen.

Dosis-Wirkungs-Beziehung von ANP. Die 3 min. nach Peptidzugabe
gemessenen Werte sind als % Kontraktion, bezogen auf das Ausgangsplateau

nach Zugabe von Serotonin (10" [mol/l]) bezogen.
Dosis-Wirkungs-Beziehung von DEA-NO. Die 3 min. nach Peptidzugabe

gemessenen Werte sind als % Kontraktion, bezogen auf das Ausgangsplateau

nach Zugabe von Serotonin (10'7 [mol/l]) bezogen.
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Tab.5:

Tab.6:

Tab.7:

Tab.8:

Tab.9:

Tab.10:

Tab.11:

Tab.12:

Einfluld von L-NNA (10'4 [mol/l]) und L-Arginin (3x10'3 [mol/l]) auf die EFS
induzierte Relaxation und der Auswertung nach 20 sec. Die Werte sind als
Mittelwert + SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt

dargestellt, nicht signifikante in normalem Format.

EinfluR von L-NNA (10 [mol/l]) und L-Arginin (3x10'3 [mol/l]) auf die EFS
induzierte Relaxation und der Auswertung nach 1 min. Die Werte sind als
Mittelwert + SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt

dargestellt, nicht signifikante in normalem Format.

EinfluR von L-NNA (10 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation bestimmt 3
min. nach Peptidzugabe. Die Werte sind als Mittelwert £ SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format.

Einfluld von L-NNA (10'4 [mol/l]) auf die ANP induzierte Relaxation bestimmt 3
min. nach Peptidzugabe. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format.

EinfluB von Apamin (10°® [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation und
der Auswertung nach 20 sec. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format.

Einflul3 von Apamin (10'6 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation und der
Auswertung nach 1 min. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format.

Einflul3 von ODQ (10'5 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation und der
Auswertung nach 20 sec. Die Werte sind als Mittelwert + SEM
angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht

signifikante in normalem Format.

EinfluR von ODQ (10 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation und der
Auswertung nach 1 min. Die Werte sind als Mittelwert £ SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format.
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Tab.13:

Tab.14:

Tab.15:

Tab.16:

Tab.17:

Tab.18:

Tab.19:

Einflul3 von ODQ (10'5 [mol/l]) auf die DEA NO induzierte Relaxation bestimmt 2
min. nach Substanzzugabe. Die Werte sind als Mittelwert £ SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format.

Einflul3 von ODQ (10'5 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation bestimmt 3 min.
nach Peptidzugabe. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format.

EinfluR von ODQ (10 [mol/l]) auf die ANP induzierte Relaxation bestimmt 3
min. nach Peptidzugabe. Die Werte sind als Mittelwert £ SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format.

EinfluB von KT 5720 (10°® [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation und
der Auswertung nach 20 sec. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format.

Einflul von KT 5720 (10'6 [mol/l])) auf die EFS induzierte Relaxation und der
Auswertung nach 1 min. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format.

EinfluB von KT 5720 (10°® [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation bestimmt 3
min. nach Peptidzugabe. Die Werte sind als Mittelwert £+ SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format.

EinfluB von KT 5720 (10°° [mol/l]) auf die ANP induzierte Relaxation bestimmt 3
min. nach Peptidzugabe. Die Werte sind als Mittelwert £+ SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format
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Tab.20:

Tab.21:

Tab.22:

Tab.23:

Tab.24:

Tab.25:

Tab.26:

Tab.27:

Einflul3 von ODQ (10'5 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation in der
Auswertung nach 1 min. Die Werte sind als Mittelwert + SEM
angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht

signifikante in normalem Format.

EinfluR von Zaprinast (10”° [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation
bestimmt 3 min. nach Peptidzugabe. Die Werte sind als Mittelwert +
SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt,

nicht signifikante in normalem Format.

EinfluR von Zaprinast (10”° [mol/l]) auf die DEA NO induzierte Relaxation
bestimmt 2 min. nach Substanzzugabe. Die Werte sind als Mittelwert + SEM
angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht

signifikante in normalem Format.

Einflul3 von Trequinsin (10'7 [mol/l]) auf die EFS induzierte Relaxation bestimmt
1 min. nach Stimulationsende. Die Werte sind als Mittelwert £
SEM angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt,

nicht signifikante in normalem Format.

EinfluR von Trequinsin (107 [mol/l]) auf die VIP induzierte Relaxation bestimmt
3 min. nach Peptidzugabe. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht signifikante in

normalem Format.

Einflul3 von Trequinsin (10'7 [mol/l]) auf die DEA NO induzierte Relaxation
bestimmt 2 min. nach Substanzzugabe. Die Werte sind als Mittelwert + SEM
angegeben. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt dargestellt, nicht

signifikante in normalem Format.

Ubersicht tiber die von den verschiedenen Arbeitsgruppen verwendeten
Methoden.

Ubersicht uber die von den verschiedenen Arbeitsgruppen beobachteten

Ergebnisse.
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8. Verzeichniss der verwendeten Abktrzungen

Abb.

AC

AMP
ANP
ATP
Ca2+
CacCl
cAMP
cGMP
CO;
DEA NO
EDRF
EFS
GTP

Hz

IBMX
ICC

K*

KCI

KRP
L-Arg
L-NAME
L-NMMA
L-NNA
MgSO,
min.
NaCl
NaH,PO,4
NaHCOs3

Abblidung

Adenylatzyklase
Adenosin-monophosphat

Atriales Natriuretisches Peptid
Adenosin-triphosphat

Calciumionen

Calcium-chlorid

Zyklisches Adenosin-monophosphat
Zyklisches Guanosin-monophosphat
Kohlen-dioxyd

Diathylamid-NO

Endothelium Derived Relaxing Factor
Elektrische Feldstimulation
Guanosin-triphosphat

Hertz

3-isobutyl-1-methylxanthine
Interstitial Cells of Cajal
Kaliumionen

Kalium-chlorid

Krebs-Ringer-Puffer

L-Arginin

Nw-Nitro L-Arginin Methyl-Ester
Nw-Monomethyl-L-Arginin

Nw- Nitro L- Arginin
Magnesium-sulphat

Minute(n)

Natrium-chlorid
Natrium-hydrogen-phosphat

Natrium-hydrogen-carbonat
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NANC
NO
NOS
oDQ
PDE
PGFyq
PHI
sec.
SEM
sGC
TTX
VIP
5-HT

Nicht-adrenerg nicht-cholinerg

Nitric Oxide (Stickstoffmonoxyd)
NO-Synthase
'H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]-quinoxalin-1-one
Phosphodiesterase

Prostaglandin Fyq

Peptid Histidin Isoleucin

Sekunde(n)

Standard Error of the Mean (Standardfehler)
Lésliche (soluble) Guanylatzyklase
Tetrodotoxin

Vasoaktives Intestinales Polypeptid

5 Hydroxy-Tryptamin (Serotonin)
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