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1 Einleitung

Schon seit mehreren hundert Jahren ist Schwefelwasserstoff (H,S) flr
seine Toxizitat und seinen charakteristischen Geruch bekannt. Die
Entdeckung der endogenen Produktion dieses Stoffes im
menschlichen Koérper war einer der Grunde flr das steigende
Interesse an der Entschllisselung der physiologischen Funktionen des
H,S.

Schwefelwasserstoff ist ein farbloses, stark giftiges Gas, das bereits
ab einem Schwellenwert von 0,002 bis 0,15 ppm durch seinen
typischen Geruch nach faulen Eiern imponiert. Dieser entsteht durch
die bakterielle Zersetzung von Proteinen, die aus schwefelhaltigen
Aminosauren bestehen. Als Folge einer zu hohen Exposition kommt
es zur Schadigung der Geruchsempfindung, wodurch eine
Konzentrationszunahme des Gases nicht mehr Uber den Geruch
wahrgenommen werden kann [Internetquelle 1; Internetquelle 2].

In der Umwelt vorhandenes H,S wird vom menschlichen Kérper zum
groBten Teil Gber die Atemwege aufgenommen, ein kleiner Teil auch
Uber die Haut. Durch seine starke L&slichkeit in lipophilen Losungen
besitzt H,S eine gute Membrangangigkeit, die es ihm ermdglicht,
durch Zellen zu diffundieren und so intrazelluldare Kompartimente zu
erreichen. Diese Eigenschaft bedingt ein hohes Schadigungspotential
auf den menschlichen Organismus. Durch eine Langzeiteinwirkung
geringer Konzentrationen des Gases kdnnen allgemeine Symptome
wie Schwindel, Kopfschmerzen, erhéhter Speichelfluss, Ubelkeit,
Schlafstérungen, Midigkeit, Gedachtnisschwache, Brechreiz,
metallischer Geschmack, Diarrhoe, Appetitverlust oder
Gewichtsabnahme auftreten. Weiterhin kdnnen starke Reizungen der
Schleimhaute beobachtet werden [Internetquelle 1; Internetquelle 2].
Hohe Konzentrationen kénnen zum vollstandigen Atemstillstand durch

zentrale Atemlahmung fuhren. AuBerdem kann es zum Lungenddem



und durch die nichtoxidierte Form des H,S zu Schaden im zentralen
und peripheren Nervensystem kommen [Guidotti 1996; Milby &
Baselt 1999; Internetquelle 2]. Eine Ubersicht (ber die
konzentrationsabhangigen Auswirkungen auf den Organismus liefert

die nachfolgende Tabelle (vgl. Tab. 1).

Tabelle 1: Konzentrationsabhingige Wirkung von H,S auf den

menschlichen Organismus [Internetquelle 2]

*ab 20 ppm bei langerer Einwirkung: Hornhautschdden

sum 100 ppm Reizempfindung an den Schleimhaduten des Auges
und der Atemwege, Speichelfluss, Hustenreiz

*> 200 ppm Atembeschwerden, Kopfschmerz

*> 300 ppm Brechreiz

*um 500 ppm Kraftlosigkeit, Benommenheit, Schwindel
+> 500 ppm Krampfe, Bewusstlosigkeit

Toxische Symptome

¢ < 100 ppm nach mehreren Stunden Einwirkzeit
*> 100 ppm innerhalb einer Stunde

*500 ppm lebensgeféhrlich in 30 Min

* 1000 ppm in wenigen Minuten

#5000 ppm tédlich in wenigen Sekunden

Neben dem exogen in der Umwelt vorkommenden
Schwefelwasserstoff wird dieser im menschlichen Koérper auch
endogen produziert. Die unter physiologischen als auch
pathophysiologischen Bedingungen entstandenen H,S-
Konzentrationen liegen dabei weit unterhalb toxischer Werte.

Die nach heutigem Kenntnisstand wichtigste Quelle des endogenen
H,S findet sich, vermittelt durch die beiden Enzyme Cystathionin B-
Synthase (CBS) und Cystathionin y-Lyase (CSE), im Rahmen des L-

Cystein-Metabolismus.



Die Enzyme CBS und CSE werden im Zytosol produziert und benutzen
Pyridoxal 5 -Phosphat (Vitamin Bg) als Koenzym [Stipanuk & Beck
1982] (vgl. Abb. 1).

CBS - cystathionine p-synthase (EC 4.2.1.22)
CSE - cystathionine y-lyase (EC 4.4.1.1)
GSSG - oxidized glutathione

Homaocysteine + serine

CBS

y
Cystathionine + H,O

l CSE sulfate

L-cysteine + «-ketobutyrate
+ NH4 oxidation

CBS Cm —>» CH3SCH;,3

NH; + Pyruvate + H,S methylation
Glutathione /

\ CBS or CSE scavenging

L-cysteine

4 Methemoglobin
or GSSG

cystine

Abbildung 1 : Endogene enzymatische Produktion und Metabolismus von

H,S [Original iibernommen von Wang 2002]

H,S, als Endprodukt dieser Reaktion, bt mittels negativem Feedback
eine entsprechende Ruckkopplung auf die Enzyme CSE und CBS aus,
so dass die Enzymaktivitat einem gewissen Kontrollmechanismus
unterliegt [Kredich et al. 1973].

Das Vorkommen von CSE und CBS wurde in verschiedenen
Saugetiergeweben nachgewiesen, wobei sich eine gewebespezifische
Verteilung erkennen lasst. So findet die hauptsachliche Expression
von CSE in vaskuldaren und nichtvaskularen glatten Muskelzellen
sowie im kardiovaskuldaren System statt. Ebenfalls konnte eine

Aktivitat dieses Enzyms in geringerem AusmafBl im Magen und



Dinndarm von Nagetieren gemessen werden [Lu et al. 1992;
Levonen et al. 2000]. In sehr geringen Mengen findet auch im Gehirn
von Ratten eine Expression des Enzymes CSE statt [Awata et al.
1993; Nishi et al. 1994]. Hingegen ist CBS bei Ratten das
dominierende Enzym flir die H,;S-Produktion im Gehirn und im
Zentralnervensystem und ist zudem in hohen Konzentrationen im
Nieren- und Lebergewebe zu finden [Abe & Kimura 1996; Hosoki et
al. 1997; Meier et al. 2001]. Diese spezifische Verteilung bedeutet
aber nicht, dass in den verschiedenen Geweben jeweils nur eines der
beiden Enzyme vertreten ist. In einigen Organen, wie Leber, Nieren
und Darm, konnten beide Enzyme nachgewiesen werden [Hosoki et
al. 1997; Wang 2002].

In den letzten Jahren wurde dem Gas mehr und mehr eine
entscheidende Rolle bei Steuerung und Regulierung verschiedener
physiologischer und pathophysiologischer Prozesse in
unterschiedlichsten Geweben und Organen zugeschrieben. Abhangig
von Konzentration und Entstehungsbedingungen kann H,S zum Teil
voOllig gegensatzliche Effekte hervorrufen. Besonders deutlich zeigt
sich diese Tatsache in der Fahigkeit von H,S inflammatorische
Prozesse zu regulieren. Wahrend es auf der einen Seite
Entziindungen férdert und an zahlreichen pathologischen Vorgangen
beteiligt ist, wie z.B. dem septischen oder hamorrhagischen Schock
oder auch Pankreatitis, wirkt es auf der anderen Seite
antiinflammatorisch [Bhatia et al. 2005; Li et al. 2005; Li et al. 2006;
Distrutti et al. 2006a; Fiorucci et al. 2006; Zanardo et al. 2006; Hu et
al. 2007; Wallace et al. 2007b; Mok & Moore 2008]. Seine
entzindungshemmende Wirkung vermittelt es beispielsweise U(ber
eine Modulation der Leukozytenmigration und -adhdsion und Uber
eine Beeinflussung der Neutrophilenfunktion. Einen detaillierten
Uberblick tber die verschiedenen antiinflammatorischen Effekte von
H,S liefert die folgende Abbildung (siehe Abb. 2).
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Abbildung 2: Antiinflammatorische Effekte von H,S [modifiziert nach
Fiorucci et al. 2006]

H,S dient auBerdem als nozizeptiver Botenstoff [Distrutti et al.
2006a; Kawabata et al. 2007], hat Einfluss auf die Regulierung der
Expression verschiedener Gene [Khan et al. 1990; Mancardi et al.
2009] und ist beteiligt an Prozessen wie Kardioprotektion [Sivarajah
et al. 2006; Johansen et al. 2006; Elrod et al. 2007] und
Vasorelaxation [Hosoki et al. 1997; Zhao et al. 2001; Zhao & Wang
2002]. Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang die
Tatsache, dass H,S nicht nur die glatten Muskelzellen in BlutgefaBen
zu entspannen vermag, sondern auch jene im Magen-Darm-Trakt
[Hosoki et al. 1997]. Dies kénnte ein erster Hinweis flr eine
physiologische Rolle des Gases in der Steuerung der intestinalen
Motilitat sein [Teague et al. 2002]. Im Verdauungstrakt reguliert H,S
ferner den Blutfluss und den Ablauf entzindlicher Reaktionen und
spielt eine wichtige Rolle in der Erhaltung der mukosalen Integritat
[Fiorucci et al. 2006].

Seine Funktionen erflllt H,S uber unterschiedliche
Signaltransduktionswege. Obwohl die molekularen Mechanismen der

Wirkweise des H>S noch nicht bis ins letzte Detail aufgeschlisselt



werden konnten, sind doch bereits verschiedene Angriffspunkte des
Gases bekannt. So entfaltet H,S zahlreiche seiner physiologischen
Funktionen Uber die Aktivierung von ATP-abhdangigen Kaliumkanalen
[Zhao et al. 2001; Cheng et al. 2004; Geng et al. 2004; Tang et al.
2005; Yang et al. 2005; Distrutti et al. 2006a,b; Xiao et al. 2006;
Zanardo et al. 2006]. Eine direkte Stimulation dieser Kandle durch
H,S in glatten Muskelzellen ist cGMP-unabhangig und resultiert in
einer Hyperpolarisation der Zellmembran. Exogenes H,S ist in der
Lage, sowohl die Kaliumstrome einer ganzen Zelle, als auch die
Aktivitat einzelner Katp-Kanale durch eine erhdhte
Offnungswahrscheinlichkeit zu steigern, ohne die Leitfdhigkeit der
einzelnen Kanadle zu verandern [Tang et al. 2005]. Weitere
Angriffspunkte des H,S sind verschiedene Kalziumkandle [Kawabata
et al. 2007; Telezhkin et al. 2009] oder der NMDA-Rezeptor.

Da eine Vielzahl der verschiedenen Effekte von H,S auf den Koérper
stark konzentrationsabhangig ist, kommt der Konstanthaltung dieser
Konzentrationen eine sehr groBe Bedeutung zu. Auch wenn Uber die
genauen Abbauwege des H,S bisher nur wenig bekannt ist, konnten
bereits interessante Kenntnisse Uber die Mechanismen gewonnen
werden, die flr gleichbleibende H;S-Werte im Blutplasma
verantwortlich sind. Verschiedene Mechanismen, wie Komplexbildung,
Binden von freien Radikalen sowie Metabolisierung durch Oxidation
(in Mitochondrien) und Methylierung (im Zytosol) ermoglichen es,
auch nach systemischer Zugabe von H,;S-Donatoren den
Plasmaspiegel weitgehend konstant zu halten. So wird gewahrleistet,
dass es nur selten und dann auch nur fur kurze Zeit zu einem
Uberschreiten der physiologischen Werte kommt (siehe auch Abb.1).
Beim Auftreten zu hoher Konzentrationen wird die Hauptmenge des
H,S Uber den Urin ausgeschieden. Auch ist bekannt, dass

verschiedene Enzyme die Fahigkeit besitzen, H,S an Hamoglobin zu



binden und es auf diesem Weg aus dem Gewebe zu entfernen [Wang
2002; Li et al. 2005; Fiorucci et al. 2007].

Mit jeder weiteren gewonnenen Kenntnis Uber die physiologischen
Effekte und Wirkmechanismen von H,S steigt die Chance, in Zukunft
dieses Wissen heilbringend einsetzen zu kdénnen. Beispiel flr einen
vielversprechenden Ansatz in diese Richtung ist die Entwicklung von
chemisch modifizierten nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAIDs).
Diese setzen im Magen H,S frei und kdénnen so die durch die COX-
Hemmer verursachte Schadigung der Magenschleimhaut reduzieren.
Dennoch hemmen sie die Synthese von Prostaglandinen und erzielen
eine vergleichbare antiinflammatorische Wirkung [Coruzzi et al.
2007; Li et al. 2007; Wallace et al. 2007].

Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss von H,S als weiteren
wichtigen Regulationsmechanismus der intestinalen Peristaltik zu
untersuchen. Der Begriff Peristaltik beschreibt hierbei das
Vorhandensein von Kontraktionswellen, die sich von oral nach anal
fortbewegen und dem Transport und der Durchmischung des
Darminhaltes dienen. Diese Kontraktionen der Darmwand sind das
Ergebnis einer koordinierten Aktion von exzitatorisch oder
inhibitorisch  wirkenden  neuronalen  Strukturen sowie von
verschiedenen auf die glatte Muskulatur einwirkenden Transmittern.
Einer dieser Ubertrégerstoffe ist H,S. Daneben existieren
verschiedene Mechanismen, die die Peristaltik zusatzlich beeinflussen.
Einen Uberblick Uber Einflussfaktoren mit entsprechender Wirkung
liefert Abbildung 3.



Physiologisch Zusammensetzung der Nahrung
Erkrankungen Diabetische autonome Neuropathie
Toxisches Megakolon
Sklerodermie
Phiaochromozytom
Hypoparathyroidismus
Amyloidose
Dystrophia myotonica
Traumen Abdominalchirurgische Eingriffe
Schadelhirntrauma
Spinales Trauma
Apoplex
Pradisponierende Faktoren Habituelle Obstipation
Laxantienabusus
Chronischer Alkoholismus
Nikotinkonsum
Allgemeine Faktoren Immabilisierung
Kolonisation mit pathogenen Keimen
Bakterielle Uberwucherung
Hypoxie
Beatmungstherapie
Azidose
Metabolische Alkalose
Sympathikotonus
Postaggressionsstoffwechsel
Peritonitis, Sepsis
Medikamente Opiate
Phenothiazine
Trizyklische Antidepressiva
Benzodiazepine
Barbiturate
Katecholamine
Diuretika
Calciumantagonisten
Clonidin

Abbildung 3: Inhibitorische Einflussfaktoren auf die Magen-Darm-Motilitat
[Herbert 2001]

Eine koordinierte Darmmotilitat spielt eine entscheidende Rolle und
eine Storung dieser Peristaltik birgt ernsthafte gesundheitliche
Risiken fir den Patienten und fuhrt nicht selten zu schwerwiegenden
Komplikationen. Umso wichtiger ist es, die moéglichen Einflussfaktoren
und Regulationsmechanismen dieser intestinalen Motilitat
aufzudecken und somit neue Therapiekonzepte zu ermdglichen. Die
hier gewahlte Versuchsanordnung (siehe 2.1 Versuchsaufbau) hat
sich zur Messung der Wirkung verschiedener Mediatoren und
Pharmaka auf die intestinale Motilitat bewahrt und wurde bereits in
mehreren Studien verwendet [Bllbring et al. 1958; Costall et al.

1993; Holzer & Maggi 1994]. Die Applikation selektiver Antagonisten



und Agonisten verschiedener Mediatoren diente der Aufdeckung der
Mechanismen, Uber die H,S seine Effekte auf die intestinale Peristaltik
vermittelt. In den vorliegenden Untersuchungen diente
Natriumhydrogensulfid (NaHS) als H,S-Donor [Hosoki et al. 1997;
Geng et al. 2004; Distrutti et al. 2006].



2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

Die Untersuchungen wurden am Dinndarm  erwachsener
Meerschweinchen beiderlei Geschlechtes vorgenommen. Die zwischen
350 und 540 g schweren Tiere stammten aus einem BFA-Stamm
(Charles River Wiga, Sulzfeld). Die Tétung der Tiere erfolgte durch die
Betdubung durch Genickschlag und anschlieBende Eréffnung der
Karotiden zum Ausbluten. Nach Inzision des Abdomens sowie des
Peritoneums wurde der ileozoekale Ubergang aufgesucht und der
Dinndarm ca. 10 cm weiter proximal mit einer Fadenligatur markiert.
Distal der Ligatur wurde der Darm durchtrennt. Somit konnte die
korrekte Platzierung der Segmente in den jeweiligen Organbadern
sichergestellt werden und ein orthograder Peristaltikreflex, von oral
nach aboral, ausgelést werden. Von Ileum und Jejunum wurden in
toto das Mesenterium modglichst darmnah herausprapariert und der
Darmabschnitt entnommen. Der Darm wurde sofort in eine auf 37 °C
vorgewarmte Tyrodelésung eingelegt, wo er bis zur weiteren
Verwendung verblieb. Diese Lésung enthielt 136,9 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 1,8 mM CaCl;, 1,0 mM MgCl,, 11,9 mM NaHCOs, 0,4 mM
NaH,PO4 sowie 5,6 mM Glucose und wurde durch Begasung mit
Carbogen (95 % 03, 5 % CO3; 1,8 |/min) oxygeniert.

Der Dinndarm wurde anschlieBend in durchschnittlich 6 Segmente
von je ca. 10 cm Lange unterteilt.

Fir die Untersuchungen zur Dlinndarmperistaltik in vitro diente ein
langjahrig bewahrter Versuchsaufbau [Bilbring et al. 1958; Costall et
al. 1993; Holzer & Maggi 1994]. Diese Versuchsanordnung bestand
aus 5 Organbadern, jeweils geflllt mit 30 ml Tyrodelésung, welche
kontinuierlich oxygeniert wurden. Die Temperatur wurde konstant bei
37 °C gehalten.
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Die einzelnen Segmente wurden mit ihrem oralen Ende an einem
Zulauf (Glasréhrchen) befestigt, der aborale Teil an einem sich in
zwei Schenkel teilenden Ablauf. Diese mit den Darmsegmenten
bestickten Bauteile konnten nun horizontal in die vorbereiteten
Organbader eingesetzt und die Réhrchen an das Perfusionssystem
angeschlossen werden. So erlaubte es die Versuchsanordnung bis zu
5 Experimente zur gleichen Zeit laufen zu lassen. Uber die mit dem
oralen Darmende verbundene Zuleitung war es mit einer
vorgeschalteten Rollerpumpe madglich, eine kontinuierliche Perfusion
(0,5 ml/min) des Darmlumens zu erzeugen (vgl. Abb. 4). Hierbei war
die Pumpe zunachst an ein VorratsgefaB mit Tyrodelbésung
angeschlossen, das flur die Perfusionsversuche durch verschieden
konzentrierte NaHS-Ldsungen ausgetauscht werden konnte. Am Y-
formigen  Abflussréhrchen fihrte ein  Schenkel zu einem
Druckaufnehmer, der die intraluminalen Druckdanderungen wahrend
der peristaltischen Kontraktionen registrierte. Diese Daten wurden
mittels Verstarker an einen 6-Kanalschreiber und einen PC

Ubermittelt, die ihrerseits die Druckanderungen aufzeichneten.

Druckumwandler Infusion
(0.5 ml min)
—
dp/dt

L Darmsegment >

Organbad gefiillt mit oxygenierter Tyrodelosung (37°C)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Versuchsanordung [ modifiziert
nach Herbert et al. 2002b]
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Der andere, senkrecht stehende Schenkel des Abflussrohrchens
endete 4 cm oberhalb des Darmsegmentes im jeweiligen Organbad.
Uber diesen konnte sich die durch die Peristaltik angetriebene
intraluminale Flussigkeit entleeren. Der auf diese Weise erzeugte
Widerstand von 400 Pascal (Pa) (entspricht dem Druckgradienten von
4 cm Wassersaule) erlaubte zusammen mit der kontinuierlichen
Perfusion von 0,5 mil/min eine allmahliche Fillung des Darmlumens
und dadurch eine intraluminale Drucksteigerung. Nach Erreichen
eines bestimmten Schwellendruckes (peristaltic pressure threshold,
PPT) wurde eine nach aboral gerichtete peristaltische Bewegung
ausgelost.

Mit Hilfe des PCs und des 6-Kanalschreibers konnten die
peristaltischen Wellen als spikeformige Druckanstiege aufgezeichnet
werden. Das ermoglichte eine Analysierung des zeitlichen Verlaufes
der Reaktionen sowie eine exakte Bestimmung des jeweiligen

Schwellendruckes und der Frequenz (siehe auch 2.4 Auswertung).

2.2 Versuchsablauf

Nach Einbringen eines Darmsegmentes in das Organbad verblieb der
Darmabschnitt in den ersten 10 min in Ruhe. Es erfolgte in dieser
Phase noch keine Perfusion und das senkrechte Abflussréhrchen
befand sich auf dem Niveau des Segmentes, es lag demzufolge kein
Druckgradient vor (0 Pa).

AnschlieBend wurde eine kontinuierliche intraluminale Perfusion mit
Tyrodeldésung durchgefihrt. Nach 10 min erfolgte ein erstes
behutsames Durchspilen des Segmentes und nach weiteren 10 min
ein Austausch der Tyrodefllissigkeit im Organbad (30 ml) sowie ein
erneutes Durchspilen, um eventuell noch vorhandene Luftblasen
oder Darminhalt zu entfernen. Nach einer erneuten Wartezeit von 5
min wurde der Ablauf um 4 cm angehoben, wodurch das Druckniveau

der Versuchsvorrichtung auf 400 Pa anstieg. Dies gewahrleistete den
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nétigen intraluminalen Druck zur Entstehung von peristaltischen
Kontraktionen. Durch die kontinuierliche Perfusion mit Tyrodelésung
kam es zur allmahlichen Flllung des Darmlumens bis zum Erreichen
des Schwellendruckes und folglich zur aboral gerichteten
peristaltischen Kontraktion.

Zu diesem Zeitpunkt wurden jeweils die Registrierungen am 6-
Kanalschreiber und am PC gestartet. Nun galt es abzuwarten, bis sich
das Segment an die veranderten Druckverhaltnisse anpasste und eine
gleichmaBige Peristaltik entwickelte. Besondere Beachtung wurde
hierbei auf eine konstante Hohe der Schwellenwerte sowie des nach
der Kontraktion verbleibenden intraluminalen Druckes gelegt. Auch
eine gleichmaBige Frequenz der peristaltischen Kontraktionen war
eine wichtige Vorbedingung. Bevor mit den Zugaben der zu
prifenden Substanzen begonnen werden konnte, mussten stets
mindestens funf derartig gleichmaBige Kontraktionen aufgezeichnet
werden.

Die zu testenden Pharmaka wurden extraserosal in das Organbad
pipettiert, beziehungsweise bei den NaHS-Perfusionsversuchen
mittels Rollerpumpe durch das Darmlumen perfundiert. Das
extraserosal zugegebene Volumen betrug maximal 1% des
Gesamtvolumens des Organbades. Die Applikationen erfolgten als
Einzel- oder Zweitapplikationen, wobei die Auswirkungen der
Substanzen auf die Peristaltik Uber einen Zeitraum von 60 min
aufgezeichnet wurden. Falls eine zweite Substanz zugegeben wurde,
so erfolgte dies nach einem Zeitintervall von 20 min, bei einzelnen
Versuchsreihen auch erst nach 30 min. Als Kontrollsubstanz
beziehungsweise Loésungsmittel (LM), wurde Tyrodelésung verwendet,
die selbst keinen Effekt auf die Peristaltik hatte. Die jeweiligen
Applikationszeitpunkte, Substanzkombinationen und -konzentrationen
wurden im Versuchsprotokoll notiert. Die Testung von Substanzen

oder Substanzkombinationen erfolgte an je 6 - 11 Darmsegmenten.
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Diese Segmente wurden von unterschiedlichen Versuchstieren und
von verschiedenen Abschnitten des Dinndarmes, von proximal bis
distal, enthommen.

Die Versuche wurden jeweils 60 min nach der Iletzten
Substanzapplikation beendet. Die Perfusion wurde abgestellt und eine
Systemkalibrierung durchgeflihrt. Ziel dieser Kalibrierung war es, die
Messwerte [mm] der peristaltischen Kontraktionen in Druckwerte [Pa]
umzurechnen. Hierzu wurden zwei Referenzpunkte festgelegt. Der
erste entsprach dem Niveau des Darmsegmentes im Organbad
(Nullwert, 0 Pa), der zweite dem Druck der Wassersaule 4 cm Uber

dem Niveau des Segmentes (400 Pa).

2.3 Substanzen

Einleitend zu folgendem Kapitel werden die in den Versuchen
verwendeten Substanzen tabellarisch aufgelistet. Neben einer
Charakterisierung der jeweiligen Funktion werden hier auch die
applizierten Konzentrationen der Stoffe zusammengefasst (siehe Tab.
2). Die Bezugsquellen der Substanzen sind im Anhang zu finden.

Tabelle 2: Darstellung der verwendeten Substanzen mit Angabe der

jeweiligen Funktion sowie der getesteten Badkonzentration

Substanz Funktion Konzentration
Apamin Antagonist an low 0,5 uM
conductance

kalziumabhangigen

Kaliumkanalen

Cyanoalanin Hydrogensulfid- 1 uM, 10 uM
Synthetaseblocker (CSE-
non brain)

D-Cystein inaktives Enantiomer 10 mM
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Substanz Funktion Konzentration
Fentanyl Synthetischer 3 nM, 30 nM
Opioidagonist, hohe
Affinitat zu p-Rezeptoren
Glibenclamid Antagonist an ATP-|[10 uM

abhangigen Kaliumkanalen

Hydroxylamin

Hydrogensulfid-
Synthetaseblocker (CBS-

brain)

10 uM, 100 pM

L-Cystein Aminosaure im H,S- 1 mM, 3 mM,
Stoffwechsel, aktives 10 mM
Enantiomer
Midazolam Benzodiazepin 10 uM, 30 uM,
100 pM
Naloxon spezifisch-kompetitiver 0,5 uM
Opioidantagonist, hohe
Affinitat zu py-Rezeptoren
Natriumhydrogensulfid | H,S-Donor 100 uM, 1 mM,
3mM, 10 mM
S-Adenosyl-L- Hydrogensulfid- 10 uM
Methionin Synthetaseaktivator (CBS-
brain) / allosterischer
Aktivator von CBS
Tyrodeldsung Lésungsmittel / 30 ul

Vergleichslésung
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2.3.1 L-Cystein

2.3.1.1 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von L- und D-
Cystein
Nach einer Vorlaufphase von 10 min wurden die Substanzen in den
unten genannten Konzentrationen in die entsprechenden Organbader
appliziert. Die Versuche mit L-Cystein erfolgten, bei einer
Konzentration von 1 mM und 3 mM, an je 9 Darmsegmenten. Bei 10
mM wurden 10 Segmente getestet. 10 mM D-Cystein wurde zu 6
Segmenten appliziert. Die Peristaltik wurde anschlieBend fir jeweils

60 min aufgezeichnet (siehe Tab. 3).

Tabelle 3: Darstellung der Versuchsreihen mit L- und D-Cystein

10 min | 60 min Anzahl
Vorlauf | 1 mM L-Cystein n=9
Vorlauf | 3 mM L-Cystein n=9
Vorlauf | 10 mM L-Cystein n=10
Vorlauf | 10 mM D-Cystein n=6

2.3.1.2 Antagonisierung der L-Cystein-Wirkung durch

Cyanoalanin und Hydroxylamin

Zunachst wurden Kontrollexperimente durchgefihrt, um eventuell
vorhandene Eigenwirkungen der applizierten Hydrogensulfid-
Synthetaseblocker aufzudecken. Zu diesem Zweck wurde nach
zehnminltigem Vorlauf Cyanoalanin (CA) in den Konzentrationen 1
und 10 pM in 6 bzw. 8 Organbader appliziert. Die Zugabe von
Hydroxylamin (HA) erfolgte in den Konzentrationen 10 und 100 pM in

je 6 Organbader. Nach weiteren 20 min wurde Tyrodelésung
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zugegeben und anschlieBend die Peristaltik fur jeweils 60 min

registriert (vgl. Tab. 4).

Tabelle 4: Darstellung der Versuchsreihen mit Hydrogensulfid-
Synthetaseblockern (I)

10 min | 20 min 60 min Anzahl
Vorlauf | 1 uM Cyanoalanin | Tyrodelésung n=6
Vorlauf | 10 uM Cyanoalanin | Tyrodelésung n=8
Vorlauf | 10 uM HA Tyrodeldsung =
Vorlauf | 100 pM HA Tyrodeldsung n=

In den nachfolgenden Versuchen wurde der Einfluss der
Hydrogensulfid-Synthetaseblocker auf die inhibitorische Wirkung des
L-Cysteins untersucht. In Kontrollexperimenten wurden zu 8 bzw. 7
Segmenten nach einem Vorlauf von 10 min zundachst Tyrodelésung
zugegeben, um dann nach 20 min L-Cystein in den Konzentrationen 3
bzw. 10 mM zu applizieren. Es folgte eine sechzigminltige
Registrierung der Peristaltik.

In den anschlieBenden Experimenten wurde nach einem Vorlauf von
10 min zuerst ein Hydrogensulfid-Synthetaseblocker, Cyanoalanin (1
und 10 pM) oder Hydroxylamin (10 und 100 pM) appliziert. 20 min
spater erfolgte die Zugabe von L-Cystein in den Konzentrationen 3
und 10 mM. Nach dieser letzten Substanzapplikation wurde die
Peristaltik Uber einen Zeitraum von 60 min aufgezeichnet. Es wurden
jeweils 6 oder 7 Darmsegmente verwendet (Tabelle 5).

Tabelle 5: Darstellung der Versuchsreihen mit Hydrogensulfid-
Synthetaseblockern (II)

10 min | 20 min 60 min Anzahl

Vorlauf | Tyrodelésung 3 mM L-Cystein n=8
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10 min | 20 min 60 min Anzahl

Vorlauf | 10 uM Cyanoalanin | 3 mM L-Cystein n=7
Vorlauf | 10 uM HA 3 mM L-Cystein n=6
Vorlauf | 100 uM HA 3 mM L-Cystein n=7
Vorlauf | Tyrodelésung 10 mM L-Cystein =

Vorlauf | 1 uM Cyanoalanin 10 mM L-Cystein

Vorlauf | 10 uM Cyanoalanin | 10 mM L-Cystein
Vorlauf | 10 uM HA 10 mM L-Cystein
Vorlauf | 100 pM HA 10 mM L-Cystein n

2.3.1.3 Aktivierung der H,S-Biosynthese durch S-Adenosyl-L-

Methionin

Nach einer Vorlaufphase von 10 min wurden die Darmsegmente flr
20 min mit dem Hydrogensulfid-Synthetaseaktivator S-Adenosyl-L-
Methionin (SAM, 10 uM) vorbehandelt. AnschlieBend wurden in einem
Kontrollexperiment zu 7 Segmenten Tyrodelésung gegeben. Zu je 6
Segmenten wurden in weiteren Versuchen 1 und 3 mM L-Cystein
appliziert. Die Peristaltik wurde anschlieBend flir 60 min registriert
(vgl. Tab. 6).

Tabelle 6: Darstellung der Versuchsreihen mit S-Adenosyl-L-Methionin

10 min | 20 min 60 min Anzahl
Vorlauf | 10 uM SAM Tyrodelésung n=7
Vorlauf | 10 uM SAM 1 mM L-Cystein n=6
Vorlauf | 10 uM SAM 3 mM L-Cystein n=6
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2.3.2 NaHS

2.3.2.1 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von NaHS

Nach einem Vorlauf von 10 min wurde zu 7 Kontrollsegmenten nach
Zeitintervallen von je 20 und 60 min Tyrodelésung zugegeben und die
Peristaltik im Anschluss fur 60 Minuten aufgezeichnet. 7 - 9
Segmente wurden nach zehnminltigem Vorlauf flir 20 min mit
Tyrodelésung vorbehandelt und anschlieBend mit unterschiedlich
konzentrierten NaHS-Lésungen (100 uM - 10 mM) perfundiert. Nach
der letzten Substanzzugabe wurde die Peristaltik Gber einen Zeitraum

von 60 min erfasst (siehe Tab. 7).

Tabelle 7: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung

10 min | 20 min 60 min Anzahl
Vorlauf | Tyrodelésung Tyrodelésung n=7
Vorlauf | Tyrodelésung 100 uM NaHS n=8
Vorlauf | Tyrodelésung 1 mM NaHS n=7
Vorlauf | Tyrodelésung 3 mM NaHS n=8
Vorlauf | Tyrodelésung 10 mM NaHS n=9

2.3.2.2 Antagonisierung der H>S-Wirkung durch Naloxon,

Apamin und Glibenclamid

Nach einem Vorlauf von 10 min wurden die Darmsegmente flr 20
min mit je einem der Antagonisten Naloxon (0,5 uM), Apamin (0,5
MM) oder Glibenclamid (10 pM) vorbehandelt. Danach wurden 7
Darmsegmente mit 1 mM NaHS-LOsung perfundiert. An weiteren 7
bzw. 11 Segmenten erfolgte die Perfusion mit 3 mM NaHS und an 9
bzw. 10 Segmenten mit 10 mM NaHS. Ab Beginn der NaHS-Perfusion
erfolgte eine Registrierung der Peristaltik flr einen Zeitraum von 60
min (siehe Tab. 8).
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Tabelle 8: Antagonisierung durch Naloxon, Apamin und Glibenclamid

10 min | 20 min 60 min Anzahl
Vorlauf | 0,5 uM Naloxon 1 mM NaHS n=7
Vorlauf | 0,5 pM Apamin 1 mM NaHS n=7
Vorlauf | 10 uM Glibenclamid 1 mM NaHS n=7
Vorlauf | 0,5 yM Naloxon 3 mM NaHS n=7
Vorlauf | 0,5 uM Apamin 3 mM NaHS n=7
Vorlauf | 10 uM Glibenclamid 3 mM NaHS n=11
Vorlauf | 0,5 pM Naloxon 10 mM NaHS n=9
Vorlauf | 0,5 pM Apamin 10 mM NaHS n=10
Vorlauf | 10 uM Glibenclamid 10 mM NaHS n=9

2.3.2.3 Interaktion von NaHS, Midazolam und Fentanyl

Nach einem Vorlauf von 10 min wurden je 6 - 9 Segmente flur 30 min
entweder mit Tyrodeldsung (Kontrolle) oder 100 pnM  NaHS
perfundiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von Tyrodelésung
(Kontrolle), Midazolam (10, 30 oder 100 pM) oder Fentanyl (3 oder
30 nM). Die Peristaltik wurde ab der letzten Substanzzugabe fir 60

min aufgezeichnet (vgl. Tab. 9).

Tabelle 9: Interaktionen

10 min 30 min 60 min Anzahl
Vorlauf | 100 uM NaHS Tyrodeldsung n=8
Vorlauf | Tyrodelésung 10 M Midazolam n=6
Vorlauf | 100 pM NaHS 10 M Midazolam n=9
Vorlauf | Tyrodelésung 30 uM Midazolam n=7

20




10 min | 30 min 60 min Anzahl
Vorlauf | 100 pM NaHS 30 uM Midazolam n=9
Vorlauf | Tyrodelésung 100 uM Midazolam =
Vorlauf | 100 pM NaHS 100 uM Midazolam |n=
Vorlauf | Tyrodelésung 3 nM Fentanyl =
Vorlauf | 100 pM NaHS 3 nM Fentanyl n=
Vorlauf | Tyrodelésung 30 nM Fentanyl n=6
Vorlauf | 100 pM NaHS 30 nM Fentanyl n=

2.4 Auswertung

Bereits 1917 zeigten Studien von Trendelenburg, dass sich eine
peristaltische Kontraktion in zwei Phasen gliedert. In der ersten, der
praparatorischen Phase, kommt es zu einer kontinuierlichen Fullung
des Darmlumens. Hierbei steigt der intraluminale Druck linear bis zu
einem bestimmten Schwellendruck (PPT) an. Ist dieser Druck
erreicht, beginnt die zweite, die sogenannte Entleerungsphase.
Hierbei kommt es zur Auslésung einer peristaltischen Kontraktion, der
Druck im Darmlumen steigt spikeartig an und resultiert in einem
Auswurf des Darmvolumens. Danach fallt der Druck im Darminneren
wieder auf seinen Ausgangswert zurlick [Trendelenburg 1917].

Wurde zu Segmenten nur die Vergleichssubstanz Tyrodelésung
appliziert, trat keine Veranderung der Druckschwelle ein. Diese
Kurven dienten in den Versuchen als Kontroll- und Vergleichskurven.
Die nachfolgenden Graphiken (vgl. Abb. 5 + 6) dienen der
Veranschaulichung einer regelmaBigen peristaltischen Kontraktion.
Wahrend Abbildung 5 eine schematische Darstellung ist, handelt es

sich bei Abbildung 6 um eine Originalregistrierung.
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Schwellendruck

Intraluminaler Druck [Pa]

A B A Praparatorische Phase

B ——
Zeit B Entleerungsphase
Abbildung 5: Schematische Darstellung der intraluminalen

Druckanderungen im Verlauf peristaltischer Kontraktionen [modifiziert
nach Herbert et al. 2002b]. In der prdparatorischen Phase (A) nimmt der
Druck im Darmlumen bis zum Erreichen eines definierten
Schwellendruckes (PPT) zu. In der nachfolgenden Entleerungsphase (B)
wird ein spikeartiger Anstieg des Druckes verzeichnet. Im Anschluss fallt
der Druck im Darminneren auf sein Ausgangsniveau zuriick und die

ndchste praparatorische Phase setzt ein.

| WM

4 Min T

Abbildung 6: Originalregistrierung der intraluminalen Druckdnderung [Pa]

100 Pa

iiber einen Zeitraum von 60 min nach Applikation von 30 pl Tyrodelésung
bei einer zwanzigminiitigen Vorbehandlung ebenfalls mit Tyrodelésung.

Nach dem Auftreten von regelmaBigen Kontraktionen erfolgte die Zugabe
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von 30 pl Tyrodelésung in das Organbad. 20 min spater wurden weitere 30
pl Tyrodelosung appliziert. Der Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der 2.
Substanzzugabe. Bei den PPT-Werten war keine messbare Verianderung zu

beobachten.

Als Parameter fur die Auswertung der durchgeftihrten Versuchsreihen
dient die Druckschwelle (PPT). Ein Anstieg der Druckschwelle deutet
auf eine Inhibition der Peristaltik hin. Dabei kann es bis zur
vollstandigen Aufhebung der Darmmotilitat kommen. Ein Absinken
der PPT hingegen entspricht einem stimulierenden Effekt auf die
Peristaltik [Costall et al. 1993; Holzer & Maggi 1994; Waterman &
Costa 1994; Bartho & Holzer 1995; Holzer 1997; Holzer et al. 1997;
Holzer et al. 1998].

Die Aufzeichnungen des 6-Kanalschreibers erlaubten ein Ausmessen
der PPT. Hierfir wurde zunachst durch die Verlangerung der
Kalibrierungs-Nulllinie die Grundlinie bestimmt. Nun konnten die
Abstéande der einzelnen Druckschwellen zu dieser Grundlinie in
Millimetern gemessen werden. Durch die Versuchsanordnung wurden
die Druckniveaus von 0 und 400 Pa festgelegt. So konnte zu jedem
Versuchszeitpunkt der intraluminale Druck errechnet werden.

Um eine statistische Auswertung zu ermoglichen, wurde der
Schwellendruck in 5-Minutenintervallen ausgewertet (0-5 min, 5-10
min, 10-15 min, ...), wobei jeweils die Druckschwelle der letzten
vollstandigen Kontraktion im jeweiligen 5-Minutenintervall
ausgemessen wurde. Zur Festlegung eines Ausgangswertes wurden
im Vorlauf die letzte und flnfletzte (-1 und -5) peristaltische Welle
vor Applikation der Substanz gemessen. Der Mittelwert dieser beiden
Messungen diente als Ausgangswert und wurde von den PPT-Werten
der Messungen nach Substanzzugabe subtrahiert. Somit erhielt man
die substanzspezifische Schwellenanderung APPT. Wurden in einer
Versuchsreihe zwei verschiedene Substanzen konsekutiv zugegeben,

wurde die letzte gemessene PPT nach Zugabe der ersten Substanz
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von der PPT nach Zugabe der zweiten Substanz abgezogen. So war
eine Abgrenzung der Eigenwirkung der zuletzt zugefiihrten Substanz
gegen die der Ersten maéglich.

Stoffe mit inhibitorischer Wirkung induzierten in entsprechend hoher
Konzentration das komplette Ausbleiben propulsiver Peristaltik. In
Folge einer solchen kompletten Hemmung kam es zu einer
maximalen Dilatation des Segmentes. Der intraluminale Druck stieg
auf 400 Pa an. Unkoordinierte, lediglich segmental auftretende
Muskelaktivitaten bei dilatiertem Darm, die zu keiner koordinierten
Peristaltik oder Propulsion fuhrten, wurden ebenfalls als komplette
Hemmung bezeichnet. Traten im Anschluss erstmals wieder messbare
peristaltische Kontraktionen auf, sprach man von Spontanaktivitat.
Definitionsgeman hatten diese Kontraktionen eine
Kontraktionsamplitude von mindestens 200 Pa und wiesen im
Unterschied zur regelmaBigen Peristaltik keine praparatorische Phase

und auch keine konstante Druckschwelle PPT auf.

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem
Programm Sigmastat 32 (Fa. SPSS Inc., Erkrath). Die PPT-Werte
wurden mit dem Kolmogoroff-Smirnow-Test auf Normalverteilung
gepruft. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte = Standardfehler des
Mittelwertes (SEM, standard error of the mean) dargestellt. Die
statistische Prifung auf signifikante Unterschiede erfolgte bei
multiplen Vergleichen mittels ANOVA (analysis of variance) und post
hoc Student-Newman-Keuls-Test, bei Vergleich zweier Gruppen mit
dem Student-t-Test auf dem Signifikanzniveau p<0,05 [Herbert et al.
2005].

Die Ergebnisse der Versuchsreihen wurden als Balkendiagramme mit

zugehdrigem Standardfehler dargestellt (Programm Sigmaplot 8.0,

24



Fa. SPSS Inc.). In den Graphiken wurde ein signifikanter Unterschied

zur Kontrollmessung mit ,*" markiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkung von L-Cystein auf die Peristaltik des Diinndarms

Nach der Zugabe von L-Cystein, dessen Metabolismus maBgeblich zur
endogenen H,S-Produktion beitragt, wurde jeweils in Zeitintervallen
von 20 und 60 min nach der Applikation dessen Einfluss auf die
Druckschwelle gemessen. So zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Erhéhung der PPT durch die Applikation von
L-Cystein nach 20 und 60 min. Die Anderungen der PPT waren, vor
allem in den Versuchen mit 10 mM L-Cystein, nach 20 min deutlich
starker. In diesem ersten Intervall stieg der Schwellendruck
durchschnittlich um 234,6 + 34,0 Pa an, wahrend innerhalb der
folgenden 60 min nur noch ein Anstieg um im Mittel 121,2 + 24,2 Pa
zu verzeichnen war. Bei den niedrigeren Konzentrationen sowie bei
den Versuchen mit D-Cystein lieB sich eine Tendenz in diese Richtung
erkennen, signifikante Unterschiede der PPT lagen allerdings nicht
vor. Die folgenden Beschreibungen beziehen sich aufgrund des
Versuchsaufbaus auf die Werte des zweiten Zeitintervalls.

Wahrend es bei 1 mM und 3 mM L-Cystein lediglich zu unspezifischen
Veranderungen kam, fuhrten 10 mM zu einem Anstieg des
Schwellendruckes um durchschnittlich 121,2 £ 24,2 Pa (vgl. Tab. 10
+ Abb. 7).

Tabelle 10: Anstieg der PPT nach Applikation von L-Cystein in einem

Zeitintervall von 20 bzw. 60 min

APPT [Pa] nach 20 min

APPT [Pa] nach 60 min

L-Cystein 1 mM

-5,2 £ 3,8

-0,7 £ 3,5

L-Cystein 3 mM

49 + 5,1

4,3 £ 4,0

L-Cystein 10 mM*

234,6 £ 34,0

121,2 + 24,2

Die Werte entsprechen dem Mittelwert £ SEM, n = 9, *n = 10.

26




400

T ——L-Cyst 1 mM

350

—m—-Cyst 10 mM
300 H T

—r—L-Cyst 3 mM
250

200

150

100

lH
50

Intraluminale Druckinderung [Pa]

50 Q 10 20 20 40 50 &0

Zeit [min]

Abbildung 7: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung und zeitlicher Verlauf
des PPT-Anstieges nach Applikation von 1 = 10 mM L-Cystein (L-Cyst). Die
Aufzeichnung begann mit Substanzzugabe, woraufhin eine Registrierung
der intraluminalen Druckverhadltnisse fiir jeweils 60 min erfolgte. Die
Symbole stehen fiir den Mittelwert des PPT-Anstieges [Pa] zum jeweiligen
Zeitpunkt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler (standard error of
the mean = SEM).

Weder 1 noch 3 mM L-Cystein bewirkten eine Hemmung der
Peristaltik. Hingegen fUhrte die Applikation von 10 mM L-Cystein
bereits nach einer Minute bei 8 von 10 Segmenten zu einer
kompletten Hemmung. An diesen Segmenten konnte nach
durchschnittlich 23,9 min das Auftreten von Spontanaktivitat
beobachtet werden. Eine Erholung der Peristaltik in Form von
regelhaften Kontraktionen war im Schnitt nach 28 min zu verzeichnen
(vgl. Abb. 8).
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Abbildung 8: Originalregistrierung der intraluminalen Druckdnderung [Pa]
iiber einen Zeitraum von 60 min nach Applikation von 10 mM L-Cystein bei
einer zwanzigminiitigen Vorbehandlung mit Tyrodelosung. Nach dem
Auftreten von regelmagigen Kontraktionen erfolgte die Zugabe von 30 pul
Tyrodeldosung in das Organbad. 20 min spater wurden 10 mM L-Cystein
appliziert, worauf ein unmittelbarer Anstieg der PPT bis hin zur kompletten
Hemmung der peristaltischen Aktivitdit eintrat. Der Pfeil kennzeichnet den
Zeitpunkt der Zugabe von L-Cystein.

Auch die Zugabe des Enantiomeres D-Cystein (10 mM) rief einen
Anstieg des Schwellendruckes um im Mittel 70,8 £ 25 Pa (nhach 20
min), bzw. 37,9 £ 17,4 Pa (nach 60 min) hervor (siehe Tab. 11).
Auffallig war die verhaltnismaBig groBe Streuung der Werte, sowohl
bei L-Cystein als auch bei D-Cystein (vgl. Tab. 10 und 11).

Tabelle 11: Anstieg der PPT nach Applikation von D-Cystein in einem

Zeitintervall von 20 bzw. 60 min

APPT [Pa] nach 20| APPT [Pa] nach 60

min min

D-Cystein 10 mM 70,8 + 25,0 37,9+ 17,4

Die Werte entsprechen dem Mittelwert + SEM, n = 6.
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3.1.1 Antagonisierung der L-Cystein-Wirkung durch

Cyanoalanin und Hydroxylamin

Um genauere Erkenntnisse der H,S-Synthese aus Cystein zu erhalten,
wurden Darmsegmente mit den Hydrogensulfid-Synthetaseblockern
Cyanoalanin und Hydroxylamin vorbehandelt. Zunachst wurde
Cyanoalanin, das am Enzym CSE angreift und Hydroxylamin, welches
das Enzym CBS blockiert, auf eine mdgliche Eigenwirkung auf die
Peristaltik untersucht. Hierbei hatten 1 und 10 uM Cyanoalanin sowie
10 pM Hydroxylamin keine signifikante Auswirkung auf die Peristaltik.
Die Zugabe von 100 pM Hydroxylamin flhrte hingegen im ersten
Zeitintervall Uber 20 min zu einem Anstieg des Schwellendruckes um
50,0 £ 24,5 Pa (vgl. Tab. 12).

Tabelle 12: Anstieg der PPT nach Applikation von Cyanoalanin und

Hydroxylamin bei Zugabe von Tyrodeléosung nach 20 min in einem

Messintervall von 20 bzw. 60 min

APPT [Pa] nach 20| APPT [Pa] nach 60
min min
Cyanoalanin 1 pM - 4,9 + 3,6 -2,4 £ 2,1
Tyrodeldsung
Cyanoalanin 10 uyM - -0,8 £ 2,7 2,6 5,1
Tyrodelésung*
HA 10 pM - -5,8 £ 4,4 -7,4 £ 6,2
Tyrodeldsung
HA 100 uM - 50,0 £ 24,5 -4,3 + 16,3
Tyrodeldsung

Die Werte entsprechen dem Mittelwert £ SEM, n = 6, *n = 8.

Durch  Blockade des Enzymes CSE durch Cyanoalanin,

beziehungsweise CBS durch Hydroxylamin, konnte nach Applikation
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von L-Cystein keine signifikante Reduktion des PPT-Anstieges
gegenuber der Kontrollgruppe erzielt werden.

So kam es bei Applikation von 3 mM L-Cystein nach erfolgter
Vorbehandlung mit jeweils 10 pM Cyanoalanin beziehungsweise
Hydroxylamin zu keiner relevanten Veranderung der Druckschwelle.
Eine Vorbehandlung mit 100 puM Hydroxylamin resultierte in einem
leichten Anstieg der PPT (siehe Tab. 13). Allerdings liegt in dieser
Versuchsreihe keine Normalverteilung der Messwerte vor.

Tabelle 13: Anstieg der PPT nach Applikation von L-Cystein in einem

Messintervall von 60 min bei Vorbehandlung mit Tyrodelésung,

Cyanoalanin oder Hydroxylamin

APPT [Pa]
Tyrodelésung - L-Cystein 3 mM** 15,4 + 10,8
Cyanoalanin 10 pM - L-Cystein 3 mM -5,2+2,4
HA 10 pM - L-Cystein 3 mM* -5,2+ 13,8
HA 100 pyM - L-Cystein 3 mM 40,6 + 26,8

Die Werte entsprechen dem Mittelwert £ SEM, n = 7, *n = 6, **n = 8.

Eine ahnliche Reaktion war bei Zugabe von 10 mM L-Cystein nach
Vorbehandlung mit Cyanoalanin beziehungsweise Hydroxylamin zu
beobachten. Die Vorbehandlung mit Cyanoalanin verursachte keine
Veranderung der PPT-Werte. Dagegen zeigte die Hydroxylaminzugabe
tendenziell einen konzentrationsabhangig geringeren Anstieg der PPT
nach 10 mM L-Cystein (vgl. Abb. 9). Da diese Daten ebenfalls keine
Normalverteilung zeigen, liegen auch hier keine signifikanten

Druckunterschiede vor.
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Abbildung 9: Einfluss einer Vorbehandlung mit Cyanoalanin (1 pM, 10 pM
CA) bzw. Hydroxylamin (10 pM, 100 pM HA) auf den Anstieg der PPT durch
10 mM L-Cystein im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Tyrodelésungvorbehandlung, LM). Die Saulen stehen fiir den mittleren
PPT-Anstieg [Pa], die Fehlerbalken fiir den Standardfehler, n=7. Bei
Tyrodeldsung - 10 mM L-Cystein und 1 pM CA - 10 mM L-Cystein n=6.

3.1.2 Aktivierung der H,S-Biosynthese durch S-Adenosyl-L-

Methionin

Durch den Hydrogensulfid-Synthetaseaktivator ~ S-Adenosyl-L-
Methionin (10 uM) konnte weder ein Einfluss auf die Peristaltik noch
ein signifikanter Anstieg der durch L-Cystein induzierten PPT-
Erhdhung ausgeldst werden (vgl. Tab. 14 und Abb. 10).

Tabelle 14: Anstieg der PPT nach Applikation von Tyrodelésung und L-

Cystein in einem Zeitintervall von 60 min bei Vorbehandlung mit S-

Adenosyl-L-Methionin

APPT [Pa]

SAM 10 pM - Tyrodeldsung* 21,7 £ 20,5
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SAM 10 pM - L-Cystein 1 mM 14,9 + 11,9

SAM 10 pM - L-Cystein 3 mM 19,2 £ 9,7

Die Werte entsprechen dem Mittelwert £ SEM, n = 6, *n = 7.
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Abbildung 10: Einfluss der Vorbehandlung mit 10 pM S-Adenosyl-Methionin
(SAM) auf den Anstieg der PPT durch 3 mM L-Cystein im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Tyrodelésungvorbehandlung, LM). Die Sdulen stehen fiir
den mittleren PPT-Anstieg [Pa], die Fehlerbalken fiir den Standardfehler,
n=6. Bei SAM - Tyrodelésung n=7.

3.2 Wirkung von NaHS auf die Peristaltik des Diinndarmes

Durch die intraluminale Perfusion von 100 pM NaHS wurde keine
Veranderung der PPT gegenuber der mit Tyrodelésung perfundierten
Kontrollgruppe festgestellt (2,4 £ 7,3 Pa gegenlber -2,8 £ 2,7 Pa).
Hingegen kam es bei Perfusion mit 1, 3 und 10 mM NaHS
konzentrationsabhangig zur Erhéhung der PPT um 9,2 = 4,9 Pa,
135,9 £ 30,7 Pa und 225,6 £ 26,0 Pa (siehe Abb. 11 und 12).
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Abbildung 11: Konzentrationsabhingiger Anstieg der PPT durch
endoluminale Perfusion von NaHS in den Konzentrationen 100 uM, 1 mM, 3
mM und 10 mM im Vergleich zur Tyrodelésung (LM). Die Saulen stehen fiir
den mittleren PPT-Anstieg [Pa], die Fehlerbalken fiir den Standardfehler.
Statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrollmessung sind mit *
gekennzeichnet (p<0,05), n=7. Bei Tyrodelosung - 100 pM NaHS und
Tyrodelosung - 3 mM NaHS n=8, Tyrodelésung — 10 mM NaHS n=9.

Wahrend eine Applikation von 3 mM NaHS in lediglich 5 von 8
Segmenten eine komplette Hemmung der Peristaltik induzierte,
fiUhrte die Zugabe von 10 mM NaHS bei allen Segmenten (n=9) zu
einem kompletten Ausfall der peristaltischen Aktivitat nach
durchschnittlich 18 min.

In Abbildung 13 wird auBerdem der konzentrationsabhangige zeitliche
Verlauf der intraluminalen Druckdanderungen dargestellt. Wahrend es
bei 3 und 10 mM zu einem schnell einsetzenden, steilen Anstieg der

Druckschwelle kam, war die PPT-Zunahme bei Zugabe von 1 mM
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deutlich flacher. Nach Applikation von 10 mM NaHS kam es im
beobachteten Zeitrahmen zu keiner Erholung der Peristaltik. Die
Zugabe von 3 mM NaHS resultierte, im Gegensatz zu 10 mM, im
Mittel in einem allmdhlichen Absinken der PPT. Somit konnte in
einigen Segmenten das erneute Auftreten  peristaltischer
Kontraktionen beobachtet werden. Auch nach Zugabe dieser
niedrigeren NaHS-Konzentration war bei einzelnen Segmenten eine

komplette Hemmung festzustellen.
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Abbildung 12: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung und zeitlicher Verlauf
des PPT-Anstieges nach Applikation von 100 pM - 10 mM NaHS. Die
Aufzeichnung begann mit Substanzzugabe, woraufhin eine Registrierung
der intraluminalen Druckverhadltnisse fiir jeweils 60 min erfolgte. Die
Symbole stehen fiir den Mittelwert des PPT-Anstieges [Pa] zum jeweiligen
Zeitpunkt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

In Abbildung 13 A und B sind exemplarisch zwei mégliche Reaktionen
der Darmmotilitat auf die Applikation von 3 mM NaHS dargestelit.
Wahrend in Abbildung 13 A eine komplette Hemmung mit vdlligem
Ausbleiben peristaltischer Aktivitaten zu erkennen ist, zeigt das

Segment in Abbildung 13 B nach einem 15 minltigen Ausfall erneut
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Kontraktionen, wenn auch unregelmaBiger und mit erhéhten PPT-
Werten.
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Abbildung 13 A und B: Originalregistrierung der intraluminalen
Druckdnderung [Pa] iiber einen Zeitraum von 60 min nach Applikation von
3 mM NaHS bei einer zwanzigminiitigen Vorbehandlung mit Tyrodelosung.
Nach dem Auftreten von regelmiBigen Kontraktionen erfolgte die Zugabe
von 30 pl Tyrodelésung in das Organbad. 20 min spater wurde der
Perfusionszulauf auf 3 mM NaHS umgestellt, worauf ein Anstieg der PPT

verzeichnet wurde. Wahrend in Abb. 13 A ca. 13 min nach dem Start der
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NaHS-Perfusion eine komplette Hemmung eintrat, kam es in Abb. 13 B,
ebenfalls nach etwa 13 min, zu einem Ausfall der regelmaBigen
Kontraktionen (funktionelle Hemmung) fiir einen Zeitraum von etwa 15
min. Im Fall der Abb. 13 B kam es anschlieBend erneut zum Auftreten von
Kontraktionen, diese waren jedoch unregelmagig und zeigten eine deutlich
erhohte Druckschwelle. Der Pfeil kennzeichnet jeweils den Zeitpunkt der
Zugabe von 3 mM NaHS.

3.2.1 Antagonisierung der H>S-Wirkung

3.21.1 Blockade der Opioidrezeptoren mit Naloxon

Die Zugabe von 0,5 pM Naloxon bewirkte eine signifikante
Stimulation der peristaltischen Aktivitat. Es kam zu einem deutlichen
Absinken des Schwellendruckes um -16,1 + 8,8 Pa, -13,9 £ 10,3 Pa
und -7,2 £ 3,6 Pa in den verschiedenen Versuchsreihen sowie zu
einem Anstieg der Frequenz der peristaltischen Kontraktionen.

Durch die Blockade der opioidergen Rezeptoren stieg die PPT nach
Zugabe von 10 mM NaHS schwacher an als in den Kontrollgruppen
ohne Naloxon (143,5 £ 43,3 Pa gegenuber 225,6 £ 26,0 Pa). Bei
Applikation von NaHS in den Konzentrationen 1 und 3 mM hatte eine
Vorbehandlung mit Naloxon keinen signifikanten Einfluss auf den
Anstieg der PPT (11,0 = 6,0 Pa gegen 9,2 £ 4,9 Pa der
Kontrollgruppe mit Tyrodelésungvorbehandlung) (siehe Abb. 14 und
15).

3.21.2 Blockade der kalziumabhangigen Kaliumkandle mit
Apamin

Die extraserosale Applikation von 0,5 uM Apamin fihrte, ahnlich wie

Naloxon, zu einem Absinken der PPT um ca. 10 Pa sowie zu einem

Frequenzanstieg. Die Blockade der low conductance

kalziumabhangigen Kaliumkanale fihrte zu einem deutlich geringeren

Anstieg des Schwellendruckes nach 3 bzw. 10 mM NaHS (30,0 £ 7,5
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Pa bzw. 58,2 = 20,3 Pa) im Vergleich zur mit Tyrodelésung
vorbehandelten Kontrollgruppe (135,9 £ 30,7 Pa bzw. 225,6 £ 26,0
Pa). Der durch 1 mM NaHS ausgeldste Effekt auf die Peristaltik wurde
durch Vorbehandlung mit Apamin nicht signifikant beeinflusst (13,0 +
7,8 Pa mit, bzw. 9,2 + 4,9 Pa ohne Apamin) (vgl. Abb. 14 und 15).

3.21.3 Blockade der ATP-abhdngigen Kaliumkandle mit

Glibenclamid

Glibenclamid zeigte keine Eigenwirkung auf die Peristaltik. Durch die
Blockierung der ATP-abhdngigen Kaliumkanale durch Glibenclamid
kam es durch die Perfusion mit 10 mM NaHS zu einem leicht
schwacheren Anstieg der PPT gegeniber der mit Tyrodelésung
vorbehandelten Kontrollgruppe (107,4 £ 30,0 Pa gegenlber 225,6 +
26,0 Pa). Auf die durch 1 und 3 mM NaHS hervorgerufene
Schwellendanderung hatte die Glibenclamid-Vorbehandlung hingegen

keine signifikanten Auswirkungen (siehe Abb. 14 und 15).

Natriumhydrogensulfid
1mM 3mM 10 mM
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Abbildung 14: Einfluss einer Vorbehandlung mit Naloxon, Apamin oder
Glibenclamid auf den Anstieg der PPT nach 1, 3 oder 10 mM NaHS im
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Vergleich zur Kontrollgruppe (Tyrodelosung, LM). Die Sdulen stehen fiir
den mittleren PPT-Anstieg [Pa], die Fehlerbalken fiir den Standardfehler.
Statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrollmessung sind mit *
gekennzeichnet (p<0,05), n=7. Bei Glibenclamid - 3 mM NaHS n=11, bei
Naloxon und Glibenclamid - 10 mM NaHS n=9, bei Apamin - 10 mM NaHS
n=10.
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Abbildung 15: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung und zeitlicher Verlauf
des PPT-Anstieges durch Perfusion mit 10 mM NaHS nach einer
Vorbehandlung mit Tyrodelosung, Naloxon, Apamin oder Glibenclamid. Die
Aufzeichnung beginnt mit der Perfusion mit 10 mM NaHS, woraufhin eine
Registrierung der intraluminalen Druckverhiltnisse fiir jeweils 60 min
erfolgte. Die Symbole stehen fiir den Mittelwert des PPT-Anstieges [Pa]
zum jeweiligen Zeitpunkt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

3.2.2 Interaktionen von H>S und inhibitorisch wirksamen

Pharmaka

3.2.2.1 Interaktion von NaHS und Midazolam

Die Applikation von 10, 30 und 100 pM des Benzodiazepins
Midazolam bewirkte eine konzentrationsabhangige Hemmung der

intestinalen Peristaltik. Die Folge war eine signifikante Erhéhung des
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Schwellendruckes bis hin zur kompletten Aufhebung der Peristaltik
(158,7 £ 23,3 Pa, 303,6 £ 9,8 Pa und 318,7 £ 12,3 Pa) (siehe Abb.
16 und 17).

Bei den in dieser Versuchsreihe verwendeten Dinndarmsegmenten
l6ste die Applikation von 30 pM Midazolam einen ungewdhnlich
starken inhibitorischen Effekt auf die intestinale Peristaltik aus (vgl.
Abb. 16). So fuhrte die Applikation in allen getesteten Segmenten
innerhalb der ersten 5 min zu einer kompletten Hemmung der
Peristaltik. Eine Erholung der Peristaltik trat in keinem der Segmente

ein.
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Abbildung 16: Originalregistrierung der intraluminalen Druckidnderung
[Pa] iliber einen Zeitraum von 60 min nach Applikation von 30 uM
Midazolam nach einer dreiBigminiitigen Vorbehandlung mit Tyrodelésung.
Nach dem Auftreten regelmaidBiger Kontraktionen erfolgte die Zugabe von
30 pl Tyrodelosung in das Organbad. Nach 30 min wurden 30 uM
Midazolam appliziert, worauf sofort ein Anstieg der PPT bis hin zur
kompletten Hemmung der peristaltischen Aktivitidt registriert wurde. In
den folgenden 60 min trat keine Erholung der Peristaltik ein. Der Pfeil
kennzeichnet den Zeitpunkt der Zugabe von 30 uM Midazolam.

Die Vorbehandlung der Segmente Uber 30 min mit 100 pM NaHS
fUhrte zu einer signifikanten Reduktion des durch 10 pM Midazolam
ausgelosten PPT-Anstieges im Vergleich zur mit Tyrodelésung

vorbehandelten Kontrollgruppe (63,7 £ 13,1 Pa gegenuber 158,7 +
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23,3 Pa). Bei Midazolamkonzentrationen von 30 oder 100 uM konnte
eine Vorbehandlung mit 100 pM NaHS keine Veranderung im

Druckschwellenanstieg erzielen (siehe Abb. 17).

350 -

300 o

250 -

200 4

150 1

100 - *

Anstieg der PPT (Pa)

50 1

ANity-
A TNy

O e

100 pM LM 100 pM LM 100 pM LM 100 pM
NaHS NaHS NaHS NaHS

LM 10 uM 10 uM 30 uM 30 uM 100 pM 100 puM
Mida Mida Mida Mida Mida Mida

Abbildung 17: Einfluss einer Vorbehandlung mit 100 pM NaHS auf den
Anstieg der PPT nach 10, 30 und 100 puM Midazolam (Mida) im Vergleich
zur Kontrollgruppe (Tyrodelosungvorbehandlung, LM). Die Sadulen stehen
fir den mittleren PPT-Anstieg [Pa], die Fehlerbalken fiir den
Standardfehler. Statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrollmessung
sind mit * gekennzeichnet (p<0,05). Bei NaHS - Tyrodelésung und
Tyrodeléosung — 100 uM Midazolam n=8, Tyrodelosung — 10 pM Midazolam
n=6, NaHS- 10 pM und 100 pM Midazolam n=9, Tyrodeléosung - 30 pM
Midazolam und Tyrodelésung — 100 puM Midazolam n=7.

3.2.2.2 Interaktion von NaHS und Fentanyl

Fentanyl, das als Agonist an opioidergen Rezeptoren wirkt, |6ste eine
mit steigender Konzentration zunehmende Hemmung der

peristaltischen Aktivitat aus. So kam es durch die Applikation von 3
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nM Fentanyl zu einem Anstieg der PPT um im Mittel 84,7 £ 26,7 Pa.
Wurden 30 nM zugegeben, erfolgte ein PPT-Anstieg um 274,4 £ 17,1
Pa (vgl. Abb. 18). Die Vorbehandlung der Segmente mit 100 uM
NaHS, an Stelle von Tyrodelésung, fuhrte nach Zugabe von 3 nM
Fentanyl im Mittel zu einem etwa doppelt so starken Anstieg des
Schwellendruckes (190,1 = 34,1 Pa statt 84,7 £ 26,7 Pa). Bei der
Zugabe von 30 nM Fentanyl zu den mit NaHS vorbehandelten
Segmenten wurde kein signifikanter Anstieg der PPT im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne NaHS beobachtet (siehe Abb. 18).
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Abbildung 18: Einfluss der Vorbehandlung mit 100 pM NaHS auf den
Anstieg der PPT nach 3 und 30 nM Fentanyl (Fenta) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Tyrodelosungvorbehandlung, LM). Die Sdulen stehen fiir
den mittleren PPT-Anstieg [Pa], die Fehlerbalken fiir den Standardfehler.
Statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrollmessung sind mit *
gekennzeichnet (p<0,05). Bei Tyrodelosung — 3 nM Fentanyl und NaHS -
30 nM Fentanyl n=7, NaHS - 3 nM Fentanyl und Tyrodelésung - 30 nM
Fentanyl n=6.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Wirkung von H,S auf die
Dinndarmperistaltik des Meerschweinchens in vitro zu untersuchen.
Hierbei zeigte sich, dass sowohl Natriumhydrogensulfid (NaHS) als
H,S-Donor als auch L-Cystein, eine Aminosaure im H,S-Stoffwechsel,
die peristaltische Aktivitat des Dinndarmes konzentrationsabhangig
hemmt.

Die Untersuchungen basierten auf einem, bereits in verschiedenen
Studien etablierten, in vitro-Versuchsaufbau [Bllbring et al. 1958;
Costall et al. 1993; Holzer & Maggi 1994].

Die Applikation der zu testenden Pharmaka erfolgte in mit isolierten
Dinndarmsegmenten bestiickte Organbader. So konnte sichergestellt
werden, dass die Segmente keine neuronale Verbindung zu
Ubergeordneten regulatorischen Strukturen mehr aufwiesen. Folglich
konnten die durch zugegebene Substanzen induzierten Effekte
ausschlieBlich auf periphere enterische Mechanismen zurlickgefuhrt
werden.

Durch die spezielle Versuchsanordnung wurde durch eine
kontinuierliche intraluminale Perfusion eine gleichmaBige Peristaltik
induziert. Die peristaltische Kontraktion wurde hierbei jeweils bei
einem konstanten intraluminalen Druck (PPT) ausgelést. Dieser
Schwellendruck hat sich bereits in zahlreichen Versuchsreihen als
aussagekraftiger Parameter zur Quantifizierung des Einflusses
getesteter Substanzen bewahrt. So auBerte sich eine Zunahme der
Sensitivitat der intestinalen neuronalen Strukturen in einem Absinken
der PPT, ein inhibitorischer Effekt in einem Anstieg der Schwelle, bis
hin zur vélligen Hemmung der peristaltischen Aktivitat [Costall et al.
1993; Holzer & Maggi 1994; Waterman & Costa 1994; Bartho &
Holzer 1995; Holzer 1997; Holzer et al. 1997; Holzer et al. 1998].
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Da die hier gewonnenen Daten aus einer in vitro-Versuchsanordnung
stammen, lassen sie sich nicht ohne Weiteres auf die Situation in vivo
Ubertragen. Hierflir bedarf es der Bericksichtigung verschiedener
Einflussfaktoren. Zum einen speziesspezifische Unterschiede zwischen
Meerschweinchen und Mensch, zum anderen zwischen den
unterschiedlichen Bedingungen bei in vitro- wund in Vvivo-
Versuchsanordnungen. So werden in einer in vitro-Untersuchung
wichtige Parameter, die am lebenden Objekt die Wirkung der
verabreichten pharmakologischen Substanzen mafBgeblich
beeinflussen, nicht berlicksichtigt. Beispiele flir solche EinflussgréBen
sind die Pharmakokinetik sowie die modulierende Funktion
Ubergeordneter, zentralnervdéser Neurone auf den Darm.

Andererseits ist eine systematische Untersuchung der Wirkung
verschiedener Pharmaka auf die menschliche Darmmotilitat aus
methodischen Grinden nur schwer realisierbar. Daher ist der
Dinndarm des Meerschweinchens, der aus physiologischer und
pharmakologischer Sicht zahlreiche Gemeinsamkeiten mit dem

Dinndarm des Menschen aufweist, ein geeignetes Organmodell.

4.1 L-Cystein

In den vorliegenden Versuchen flhrte die Applikation von L-Cystein
zu einer konzentrationsabhangigen inhibitorischen Wirkung auf die
Peristaltik. Dabei war der hemmende Effekt in den ersten 20 min
nach der Applikation starker als im folgenden Zeitintervall von 60
min. Diese Hemmung war stets reversibel und flUhrte nach
durchschnittlich 28 min zu einer Erholung der Peristaltik und zu
einem erneuten Auftreten von regelmaBigen Kontraktionen.

Aus diesen Ergebnissen resultiert die Annahme, dass es durch die
Applikation von L-Cystein, einem natlrlichen Substrat der endogenen
H,S-Biosynthese, zu einem Anstieg des Gehaltes an endogenem H,S

kommt. Vergleichbare Ergebnisse erzielten Distrutti et al., die
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zeigten, dass eine L-Cystein-Applikation ebenso wie die Zugabe von
H,S, zu einer Relaxation der kolorektalen Muskulatur flhrt [Distrutti
et al. 2006a].

Beim Cystein handelt es sich um ein Racemat von L- und D-
Enantiomeren. Die L-Form ist flr die physiologische Funktion
ausschlaggebend und dient den Enzymen CBS und CSE als Substrat.
In den vorliegenden Versuchen induzierte die Applikation des
inaktiven D-Cysteins allerdings ebenfalls einen inhibitorischen Effekt
auf die intestinale Peristaltik. Jedoch war der Anstieg der PPT hierbei
deutlich schwacher ausgepragt als nach Zugabe von L-Cystein. Diese
Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass es zu einer Umwandlung
vom inaktiven Enantiomer in die aktive L-Form gekommen ist.

Die im Anschluss durchgefiihrten Versuche basierten auf der
Annahme, dass die Enzyme CSE und CBS im Ileum und Jejunum die
Umwandlung von L-Cystein zu H,S vermitteln.

Durch die Hemmung des Enzymes CSE durch die Applikation von
Cyanoalanin, einem potenten, reversiblen Antagonisten dieses
Enzymes [Pfeffer & Ressler 1967; Uren et al. 1978], kam es zu
keinem signifikanten Effekt auf den PPT-Anstieg. Folglich liefern
unsere Ergebnisse keinen Hinweis darauf, dass CSE maBgeblich in die
endogene H>S-Produktion involviert ist. Dementsprechend lassen sich
die Ergebnisse nicht mit denen von Teague, Asiedu und Moore von
2002 in Einklang bringen. In deren Versuchen resultierte die Zugabe
von 1 mM B-Cyanoalanin in einer gesteigerten, durch elektrische
Stimulation ausgeldésten Kontraktilitat, welche sich durch die
Applikation von 1 mM Cystein wieder reduzieren lieB [Teague et al.
2002]. Auch decken sich unsere Ergebnisse nicht mit denen
verschiedener Untersuchungen, die ein Vorkommen sowohl des
Enzymes CBS als auch CSE im Ileum von Meerschweinchen
nachweisen konnten [Hosoki et al. 1997; Wang 2002].
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Hydroxylamin, ein Inhibitor der CBS-vermittelten Biosynthese von
H.S, induzierte per se eine erhéhte Druckschwelle, wobei die hierbei
zugrundeliegenden Mechanismen bisher nicht weiter erforscht
wurden. Die Vorbehandlung der Segmente mit Hydroxylamin zeigte
keine signifikanten Effekte auf das Ansteigen der PPT nach L-Cystein.
Dennoch war eine Tendenz erkennbar, dass sich dieser Anstieg der
Druckschwelle durch Hydroxylaminvorbehandlung reduzieren Iasst.
Da die zu geringe Druckdifferenz nicht aussagekraftig genug ist und
eine groBe Streuung aufweist, kann nicht sicher auf eine Beteiligung
des Enzymes CBS an der HyS-Entstehung im Dinndarm des
Meerschweinchens geschlossen werden. Flr ein eindeutiges Ergebnis
waren weitere Untersuchungen an mehr Darmsegmenten nétig.

Auch eine Steigerung des H,S-Gehaltes durch eine Verstarkung der
Enzymaktivitat mittels S-Adenosyl-L-Methionin war in unseren
Versuchen nicht méglich. S-Adenosyl-L-Methionin ist als allosterischer
Aktivator in der Lage, die Aktivitat des Enzymes CBS bis auf das
Dreifache zu steigern [Finkelstein et al. 1975; Eto & Kimura 2002;
Lowicka & Beltowski 2007]. Im Gehirn, wo CBS als verantwortliches
Enzym flir die endogene Produktion von H,S identifiziert wurde,
bewirkt die Zugabe dieses Aktivators einen messbaren Anstieg der
H,S-Bildung [Abe & Kimura 1996]. Folglich ist es unwahrscheinlich,
dass das Enzym CBS maBgeblich an der H,S-Produktion im Ileum
beteiligt ist.

Bei den Versuchen mit Cystein trat eine starke Streuung der PPT-

Werte auf, deren Ursache momentan im Unklaren bleibt.

4.2 H,S

Verschiedene Untersuchungen, unter anderem von Teague, Asiedu
und Moore aus dem Jahr 2002, konnten bereits einen inhibitorischen
Effekt von exogenem H,S auf die Peristaltik des

Meerschweinchenileums in vitro aufzeigen. In den oben genannten
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Studien handelte es sich um eine schnell einsetzende Hemmung der
durch  elektrische  Stimulation oder exogenes Acetylcholin
ausgeldsten, peristaltischen Kontraktionen. Diese durch den H,S-
Donor Natriumhydrogensulfid induzierte Entspannung der glatten
Muskulatur war dosisabhangig, zum GroBteil in Konzentrationen, die
den physiologisch im menschlichen Blut vorkommenden ahnelten (10
- 100 uM) [Richardson et al. 2000; Teague et al. 2002].

Im menschlichen Blutplasma kann der Gehalt an H,S je nach Autor
zwischen 10 - 160 pM betragen. In den meisten Geweben finden sich
Konzentrationen von ca. 50 uM [Abe & Kimura 1996; Hosoki et al.
1997; Zhao et al. 2001; Lowicka & Beltowski 2007].

Welche Konzentrationen von H,S in den vorliegenden
Untersuchungen im Dinndarm bzw. an den Neuronen des enterischen
Nervensystems durch Perfusion mit dem H,S-Donor
Natriumhydrogensulfid erreicht wurden, ist unbekannt. Flr diese
Experimente stand keine quantitative Nachweismethode fur H,S zur
Verfligung, so dass im Hinblick auf die Frage nach der lokalen
Konzentration von H,S im Gewebe keine Aussagen oder Vermutungen
maoglich sind.

Um den Wirkmechanismus der H,S-vermittelten Hemmung naher zu
charakterisieren, wurden Darmsegmente mit Antagonisten und
Agonisten der verschiedenen vermuteten Transduktionsmechanismen

vorbehandelt.

4.2.1 Wirkung luiber endogene opioiderge Mechanismen

Durch eine Vorbehandlung mit Naloxon lasst sich die Frage klaren, ob
NaHS bzw. H,S seine inhibitorische Wirkung Uber endogene
opioiderge Mechanismen auslbt. Opioide hemmen per se die
Peristaltik des Dinndarmes, was sich durch Zugabe des kompetitiven
Opioidrezeptorantagonisten Naloxon aufheben lasst [Ruckenbusch et
al. 1984].
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Nach Applikation von Naloxon kommt es zu einem Frequenzanstieg
der peristaltischen Kontraktionen sowie zu einer erniedrigten
Druckschwelle (PPT). Naloxon fihrt demzufolge zu einer Stimulation
der Darmmotilitat [Kromer 1990; De Luca & Coupar 1996; Holzer et
al. 1998]. Erklart werden kann dieses Phanomen durch die Tatsache,
dass Endorphine unter physiologischen Bedingungen eine hemmende
Wirkung auf die intestinale Motilitat haben, so dass es folglich bei
Blockade der Opioidrezeptoren zu einer properistaltischen Wirkung
kommt. Diese Ergebnisse konnten auch in den vorliegenden
Versuchen bestatigt werden.

Bei Zugabe von 10 mM NaHS nach Naloxonvorbehandlung zeigte
sich, dass Naloxon die inhibitorische Wirkung des NaHS bzw. H)S
reduziert, jedoch nicht vollstandig aufhebt. Diese Antagonisierbarkeit
der NaHS-Wirkung mit Naloxon weist auf eine moégliche Aktivierung
opioidsensitiver enterischer Neurone durch NaHS hin, Uber die der
inhibitorische Effekt auf die Dunndarmperistaltik vermittelt wird
[Herbert et al. 2002a,b; Shahbazian et al. 2002]. Auf eine Bindung
von NaHS an Opioidrezeptoren kann hierbei nicht geschlussfolgert
werden.

Diese Ergebnisse stimmen jedoch nicht mit denen von Teague, Asiedu
und Moore uberein, nach denen eine Naloxonvorbehandlung keine
Auswirkung auf den Effekt des H,S auf die elektrisch stimulierte

Darmmotilitat zeigte [Teague et al. 2002].

4.2.2 Wirkung uiber kalziumabhdngige Kaliumkanale

Es ist bekannt, dass low conductance kalziumabhangige Kaliumkanale
die Regulation propulsiver Peristaltik beeinflussen und an der
Hemmwirkung von Pharmaka wie Midazolam, Clonidin und
Dexmedetomidin auf die Darmmotilitat beteiligt sind [Costa et al.
1986; Herbert et al. 1999; Herbert et al. 2002b; Wenderoth 2002].
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Um auf eine mégliche Beteiligung dieser Kanale an der inhibitorischen
Wirkung des H,S schlieBen zu kdénnen, erfolgte eine Vorbehandlung
der entsprechenden Segmente mit Apamin. Hierbei handelt es sich
um einen selektiven Hemmstoff dieser langsam leitenden
kalziumabhangigen Kaliumkanadle [Costa et al. 1986]. Die
Vorbehandlung fiihrte zu einem signifikant schwacheren PPT-Anstieg
nach Applikation von NaHS im Vergleich zur Kontrollgruppe. Durch
die Blockierung der kalziumabhangigen Kaliumkanale resultierte ein
deutlich schwacherer Anstieg des Schwellendruckes als nach
Antagonisierung der ATP-abhangigen Kaliumkandle oder der
Opioidrezeptoren, was auf eine bedeutsame Rolle dieser Kanale in der
H,S-vermittelten Hemmung der Peristaltik schlieBen lasst.

Apamin selbst, wie auch Naloxon, hatte in den vorliegenden
Versuchen einen stimulierenden Effekt auf die intestinale Motilitat.
Die Applikation bewirkte einen Frequenzanstieg der Kontraktionen
und eine erniedrigte Druckschwelle. Diese Tatsache wurde auch
bereits in zahlreichen anderen Untersuchungen bestatigt [Heinemann
& Holzer 1999].

4.2.3 Wirkung iiber ATP-abhangige Kaliumkanale

Zu den bisher am besten erforschten Aktivitaten des H,S zahlt die
Aktivierung von ATP-abhdngigen Kaliumkandlen, wobei die genauen
Mechanismen, mit welchen H,S diese Kanadle aktiviert, noch nicht
bekannt sind. Eine solche Eigenschaft wurde bereits flr einige
Gewebe nachgewiesen. Hierzu zahlen BlutgefaBe [Zhao et al. 2001;
Cheng et al. 2004; Tang et al. 2005], das Myokardium [Geng et al.
2004], der Karotissinus [Xiao et al. 2006], Neurone [Distrutti et al.
2006a,b], B-Zellen des Pankreas [Yang et al. 2005] und auch die
glatten Muskelzellen des Kolons [Distrutti et al. 2006a]. Uber diesen
Wirkmechanismus hyperpolarisiert H,S Zellmembranen, reduziert die

Erregbarkeit von Neuronen und entspannt glatte Muskelzellen. So
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kommt es Dbeispielsweise zu einer gefaBrelaxierenden und
blutdrucksenkenden Wirkung [Zhao et al. 2001; Tang et al. 2005]
und zur Vermittlung antinozizeptiver Effekte [Distrutti et al. 2006a, b;
Zanardo et al. 2006].

In Versuchen von Teague, Asiedu und Moore hatte der selektive Karp-
Kanal-Blocker Glibenclamid keinen Einfluss auf die durch elektrische
Stimulation ausgeldsten Kontraktionen. Daraus wurde gefolgert, dass
hier keine Beteiligung von Karp-Kanalen vorliegt [Teague et al. 2002].
Hingegen reduzierte in unseren Untersuchungen eine Vorbehandlung
mit 10 uM Glibenclamid den motilitatshemmenden Effekt des NaHS,
was wiederum eine Beteiligung von ATP-abhangigen Kaliumkanalen

auf die Peristaltik nahelegt.

4.2.4 Interaktion mit Midazolam

Weiterflhrende Experimente gingen der Frage nach, ob H,S die
motilitatshemmende Wirkung des Benzodiazepins Midazolam oder des
Opioidagonisten Fentanyl beeinflusst.

Die Applikation von Midazolam flhrte zu einem dosisabhangigen
Anstieg der PPT bis hin zur vollstandigen Aufhebung peristaltischer
Aktivitaten. Auffallig war bei den hier verwendeten Tieren, dass
bereits bei Konzentrationen von 30 pM eine ungewdhnlich starke
Hemmung der Peristaltik auftrat, wie sie in anderen Versuchen erst
ab einer Konzentration von 100 uM zu beobachten war [Wenderoth
2002].

In der Versuchsreihe mit 10 uM Midazolam lieB sich die Erhéhung des
Schwellendruckes durch eine Vorbehandlung der Segmente mit 100
MM NaHS signifikant reduzieren, was ein Hinweis auf eine mogliche
Wechselwirkung zwischen H,S und dem Benzodiazepin sein kdnnte.
Bei Zugabe von Midazolam in den Konzentrationen 30 und 100 uM
konnte eine Vorbehandlung mit NaHS den Anstieg der PPT nicht

abschwachen, was vermutlich an der stark Uberschwelligen
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Konzentration von Midazolam und der maximal mdglichen
Hemmwirkung liegt.

Diese abschwachende Wirkung von NaHS auf die Hemmwirkung
durch das wasserlésliche Midazolam kdnnte ein Hinweis auf eine

protektive Rolle von H,S im enterischen Nervensystem sein.

4.2.5 Interaktion mit Fentanyl

Opioide sind Dank ihrer hohen analgetischen Potenz zur Behandlung
von Intensivpatienten ebenso unverzichtbar wie Benzodiazepine.
Fentanyl mit einer etwa 100-fach héheren analgetischen Wirksamkeit
als Morphin ist das derzeit in der Intensivmedizin am haufigsten
eingesetzte Opioid. Eine typische Nebenwirkung von Opioiden ist die
Hemmung der Darmmotilitdt, die darauf beruht, dass Opioide die
Freisetzung von Acetylcholin aus den prasynaptischen Endigungen
cholinerger Neurone inhibieren und die exzitatorische
Signallbertragung zwischen den enterischen Neuronen und den
glatten Muskelzellen unterbrechen [De Luca & Coupar 1996]. Die
Vorbehandlung der Darmsegmente mit NaHS verstarkte die
hemmende Wirkung von Fentanyl auf die Peristaltik. Dies war jedoch
nur bei Fentanyl in 3 nM Konzentration nachzuweisen, da 30 nM
Fentanyl per se bereits eine nahezu vollstandige Peristaltikhemmung
hervorrief. Die Mechanismen, Uber die H,S die Wirkung von Fentanyl
verstarkt, bleiben derzeit ungeklart und Gegenstand zukUlnftiger
Untersuchungen. Mdglicherweise spielt es eine Rolle, dass Fentanyl
eine lipophile Substanz ist, Midazolam hingegen wasserldslich. Beide
Substanzen, Fentanyl und Midazolam, wirken (ber ganz
unterschiedliche Mechanismen inhibitorisch am Dunndarm. Wahrend
Fentanyl Uber u-Opioidrezeptoren die Dinndarmmotilitédt beeinflusst,
hemmt Midazolam die Peristaltik (iber Ca®*-aktivierte Kaliumkanéle

[Wenderoth 2002]. Insgesamt sind es interessante erste Hinweise,
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dass HyS die hemmende Wirkung von Substanzen auf die

Dunndarmmotilitat sowohl vermindern, als auch verstarken kann.
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5 Zusammenfassung

Eine Stdérung der intestinalen Peristaltik kann vielfaltige und komplexe
Auswirkungen auf die Gesundheit des Patienten haben. Besonders
hervorzuheben sind hierbei Sepsis oder Multiorganversagen, welche
vor allem bei Patienten mit kritischem Gesundheitszustand oder
multiplen Verletzungen auftreten kdnnen. Folglich kommt der
Aufrechterhaltung einer regelmaBigen intestinalen Peristaltik,
besonders bei kritisch kranken Intensivpatienten, eine groBe
Bedeutung zu.

Schwefelwasserstoff (H,S) ist ein endogener Mediator des enterischen
Nervensystems, wobei die physiologische Bedeutung von H,S auf die
Magen-Darm-Motilitat noch nahezu unbekannt ist.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Wirkung dieses Gases
auf die intestinale Motilitdét und den zugrunde liegenden
Mechanismen. FlUr die Versuche wurde eine bewahrte in vitro-
Versuchsvorrichtung gewahlt, die es erlaubt, isolierte Darmsegmente
des Meerschweinchens mit einer Flissigkeit zu perfundieren. Durch
eine kontinuierliche intraluminale Flllung und einen distalen
Widerstand war es madglich, peristaltische Kontraktionen von oral
nach aboral zu generieren. Der zur Auslésung einer solchen
Kontraktion nétige Druck (peristaltic pressure threshold, PPT) wurde
als Auswertungsparameter herangezogen und erlaubte das Erkennen
einer inhibitorischen oder stimulierenden Wirkung der zugegebenen
Substanz. Die Applikation der Testsubstanzen erfolgte extraserosal
beziehungsweise intraluminal via perfusionem.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigten, dass NaHS als H,S-Donor
wie auch die Synthesevorstufe L-Cystein die intestinale Peristaltik

konzentrationsabhangig hemmen.
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Eine Beteiligung der Enzyme CSE und CBS an der endogenen H,S-
Produktion im Ileum des Meerschweinchens konnte in den
vorliegenden Versuchen nicht bestatigt werden. Die selektive
Inhibition des jeweiligen Enzymes durch die Enzyminhibitoren
Cyanoalanin  beziehungsweise Hydroxylamin bewirkte keinen
signifikant geringeren Anstieg der PPT nach Applikation von L-
Cystein. Die Applikation des Aktivators der Hydrogensulfid-
Synthetase S-Adenosyl-L-Methionin zeigte ebenfalls keinen statistisch
relevanten Effekt auf die hemmende Wirkung von L-Cystein.

Die Blockade von opioidergen Rezeptoren an enterischen Neuronen
durch Naloxon konnte die inhibitorische Wirkung von NaHS
vermindern. Ebenso reduzierten Apamin und Glibenclamid die
Hemmwirkung von NaHS, was auf eine Beteiligung von sowohl
kalziumabhangigen als auch von ATP-abhangigen Kaliumkanalen
schlieBen Iasst.

In ersten weiterfUhrenden Experimenten interessierte die
Wechselwirkung zwischen NaHS bzw. H,S und in der Intensivmedizin
angewandten Pharmaka zur Sedierung und Analgesie, wie Midazolam
und Fentanyl, die beide einen hemmenden Effekt auf die
Dinndarmperistaltik haben. NaHS reduzierte die motilitditshemmende
Wirkung von Midazolam, verstarkte jedoch die des exogen
zugefihrten Opioids Fentanyl. Dies legt nahe, dass endogenes H,S
die Wirkung exogen zugefuhrter Pharmaka in unterschiedlicher Weise
zu modulieren vermag, wobei gegenwartig unklar bleibt, wovon

dieser modulierende Effekt abhangt.
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7 Anhang

7.1 Bezugsquellen
Apamin

Cyanoalanin

D- und L-Cystein
Fentanyl

Glibenclamid
Hydroxylamin
Midazolam

Naloxon
Natriumhydrogensulfid
S-Adenosyl-L-Methionin

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
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Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Janssen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



