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1 Einleitung

Die Magen-Darm-Motilitat weist bereits unter physiologischen Bedingungen
eine grol3e interindividuelle Variabilitat auf. So gelten Stuhlentleerungen von
einmal pro Tag bis hin zu einmal alle vier bis finf Tage als normal. Diese
Unterschiede  konnen durch verschiedene Faktoren wie z. B.
Nahrungszusammensetzung oder Gewohnheiten des Individuums beeinflusst
werden (Herbert 2001).

Die Darmperistaltik wird durch das enterische Nervensystem (ENS) gesteuert
und durch Dehnung der Darmwand ausgelést. Das ENS ist mit tber 10°
Neuronen die grofte Ansammlung von Nervenzellen aul3erhalb des zentralen
Nervensystems (ZNS) (Schemann et al. 1999) und wurde bereits 1921 von
Lengley neben dem Sympathikus und Parasympathikus als ein eigenstandiger
Teil des autonomen Nervensystems beschrieben (Langley 1921). Es besteht
aus afferenten (mechano- und/oder chemosensiblen) Neuronen, Interneuronen
und Motoneuronen, welche in Abhangigkeit ihrer Funktion in den beiden
Darmwandplexus, dem Plexus myentericus (Auerbach) zwischen Langs- und
Ringmuskelschicht und dem Plexus submucosus (Meissner) zwischen
Ringmuskelschicht und Darmmukosa, ein komplexes Netzwerk aufsteigender
und absteigender sowie exzitatorischer und inhibitorischer Bahnen bilden. Die
Neurone sind je nach Funktion und Lokalisation cholinerg, adrenerg oder non-
adrenerg non-cholinerg (NANC), d. h. hier dienen weder Acetylcholin (ACh)
noch Katecholamine, sondern Peptide wie Substanz P, vasoaktives intestinales
Peptid (VIP), endogene Opioide (Enkephaline und Dynorphin) oder
Stickstoffmonoxid (NO) als Transmitter. Ein Neuron kann mehrere dieser
Transmitter in unterschiedlichen Kombinationen produzieren. Dadurch sind die
Nervenzellen des ENS nicht nur elektrophysiologisch durch die Art des
Aktionspotentials in  Form von sogenannten IPSPs (inhibitorische
postsynaptische Potentiale) und schnellen und langsamen EPSPs
(exzitatorische postsynaptische Potentiale) charakterisiert, sondern auch durch
ein chemisches Muster an Transmittern kodiert (Schemann et al. 1999). Alle



diese Faktoren stehen in einem sensiblen Gleichgewicht zueinander, dessen
Ausgewogenheit fir eine ungestérte Darmmotilitat unverzichtbar ist.

Daher ist es verstandlich, dass ein solch komplexes System durch zahlreiche
exo- wie endogene Einflisse beeintrachtigt werden kann. Dies kann sich
sowohl in einer Motilitatssteigerung als auch in einer Abnahme der Motilitat bis
hin zu einer kompletten Hemmung der Peristaltik &uf3ern. Die Liste mdglicher
Ursachen ist lang. Exemplarisch waren internistische Grunderkrankungen wie z.
B. Diabetes mellitus (diabetische autonome Neuropathie), Traumata jeglicher
Art (chirurgische, ischamische, akzidentelle u. a.), angeborene Erkrankungen
wie Morbus Hischsprung, préadisponierende und allgemeine Faktoren sowie
Medikamente zu nennen (Herbert 2001). In der Anasthesie von besonderer
Bedeutung sind neben der pharmakologischen Beeinflussbarkeit der
Darmtatigkeit auch die Magen-Darm-Atonie des Intensivpatienten und der
postoperative  paralytische lleus. Letzterer tritt vor allem nach
abdominalchirurgischen, aber auch nach retroperitonealen und
extraabdominellen Eingriffen auf (Holte et al. 2000) und kann den gesamten
Gastrointestinaltrakt betreffen. Abgesehen von einer durch chirurgische
Manipulation ausgeldsten Storung der Darmtatigkeit ist der Intensivpatient einer
Vielzahl anderer Storfaktoren ausgesetzt, die eine Atonie des Magen-Darm-
Traktes bewirken kénnen. Dazu zéhlen u.a. die maschinelle Beatmung,
Kreislaufinstabilititen und Katecholaminpflichtigkeit, Elektrolytentgleisungen,
Hypervolamie, Analgosedierung und therapeutisch eingesetzte Medikamente
(Fruhwald et al. 2008). Besonders hervorzuheben ist in diesem Zusammenhang
die ausgepragte inhibitorische Beeinflussung der gastrointestinalen Motilitat
durch Opioide (De Luca et al. 1996; Kurz et al. 2003; De Schepper et al. 2004;
Mehendale et al. 2006). Folge der gestdrten Magen-Darm-Motilitat kdnnen eine
erhdhte Morbiditat und Mortalitat sein, da es durch eine gehemmte Peristaltik zu
einer bakteriellen Uberwucherung des Darmes mit anschlieRender bakterieller
Translokation Uber die Darmwand in Lymphe und Blut kommen kann. Dies
wiederum kann zu einer Sepsis und konsekutiv schlimmstenfalls zu einem

Multiorganversagen fuhren.



Oben genannte Faktoren sind seit ldngerem Bestandteil klinischer und
experimenteller Untersuchungen. Es stellte sich die Frage, ob auch
Substanzen, die nicht per se als therapeutisches Agens verabreicht werden,
aber dennoch zur Verabreichung von Medikamenten benétigt werden und/oder
dabei nicht gemieden werden konnen, die Darmmotilitdt beeinflussen. Alle
Substanzen und Infusionen werden in der Intensivmedizin Uber bisweilen lange
und vielzadhlige PVC-haltige Perfusor- und Infusionsleitungen verabreicht.
Zudem werden Infusionen heute fast immer in Plastikbehéltnissen angeboten
und gelagert. All diese Kunststoffmaterialien enthalten Phthalate als
Weichmacher, die von den Kunststoffen kontinuierlich in die Umgebung und die
verabreichten Losungen abgegeben werden. Deren Wirkung auf die
Darmmotilitat ist ebenso unbekannt wie die von Detergentien. Letztere werden
aus Grunden der Hygiene und der erwinschten Reinigungskraft in grof3em
Mafle in der Intensivmedizin eingesetzt und/oder befinden sich als Ruckstande
auf vielen medizinischen Gebrauchsgegenstanden. Desweiteren gilt in in vitro-
Experimenten mit Organpraparaten die Gepflogenheit, dass die Organb&ader
und Laborglaser nicht mit Detergentien gereinigt werden sollen oder zumindest
ausgiebig mit Aqua dest. nachgespult werden, da Interaktionen von
Detergentien mit den Organpraparaten beflirchtet werden.

Im Fokus unserer Untersuchungen beziglich organischer Losungsmittel, die als
Vehikel fir schlechtlosliche Substanzen verwendet werden, standen Ethanol
und Dimethylsulfoxid (DMSO).

Ethanol (C,HsOH), auch Ethylalkohol genannt, aus der Gruppe der
aliphatischen Alkohole, entsteht aus der Vergédrung von Mono-, Di- und
Polysacchariden und ist das psychoaktive Agens alkoholischer Getranke
(Pohorecky et al. 1988). Er wird im Kérper durch Diffusion vollstandig resorbiert
und verteilt sich dann im gesamten Kdrperwasser einschlie3lich des ZNS, wo
es seine berauschende, aber auch toxische Wirkung entfalten kann. Die
molekularen Wirkmechanismen sind noch weitgehend unklar. Es konnte gezeigt
werden, dass Ethanol GABAa-Rezeptoren (y-Aminobuttersaure) stimuliert und
neuronale Nikotinrezeptoren des Typs a4, aktiviert. Dariber hinaus hemmt es
NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat) und Kainatrezeptoren (Aktories et al. 2005).



Insgesamt sind die peripheren, systemischen Wirkungen sehr vielfaltig und
betreffen das Herz-Kreislauf-System, den Elektrolyt- und Wasserhaushalt, das
respiratorsiche System sowie den Energiestoffwechsel. Dabei werden
verschiedene Neurotransmittersyteme wie z. B. ACh, Monoamine und
Neuropeptide, aber auch die Zellmembran, spannungsregulierte lonenkanale
und second messenger-Systeme beeintrachtigt (Faingold et al. 1998). Die
derzeitige Forschung befasst sich in dieser Hinsicht vor allem mit den
Einflussen von Ethanol auf die Bluthirnschranke und den Hirnstoffwechsel, die
Mukosa des Gastrointestinaltraktes, die Temperaturregulation und den
Glucosestoffwechsel. Neben seiner Rolle als Genussmittel dient Ethanol als
Lésemittel schlecht- bis nicht wasser- oder salzloslicher Substanzen und ist das
am haufigsten gebrauchte Vehikel (Castro et al. 1995). AuRerdem wirkt es
hochkonzentriert fettlosend und keimtotend und findet so Gebrauch als
Reinigungs- und Desinfektionsmittel.

Dimethylsulfoxid (DMSO, C,HgOS) ist eine klare, geruchlose Flussigkeit. Als
amphiphatisches Molekul, das aufgrund seiner zwei unpolaren Methylgruppen
und seiner hochpolaren Doméane sowohl in wéassrigen als auch in organischen
Medien [0slich ist (Santos et al. 2003), dient es als Ldsungsmittel fur
wasserunlésliche Subtanzen. Einst ein Nebenprodukt der Holz- und
Papierindustrie, findet es heutzutage sowohl in der Industrie als auch in den
Naturwissenschaften eine breite Anwendung. Es kann
Wasserstoffbriickenbindungen zerstéren, Hydroxylradikale binden und verfugt
Uber zahlreiche biologische, intra- wie extrazellulare Wirkungen. Hierzu zahlen
die Stimulation der Zelldifferenzierung, die intrazellulare elektrische
Entkopplung und die intrazellulare Cholesterolmobilisation (Santos et al. 2003).
In der Medizin wird es als Vehikel, das die Absorption anderer Substanzen tber
Zellmembranen beschleunigt und somit deren Bioverfligbarkeit erhéht (Pestel et
al. 2006), aber auch als eigenstandiges Therapeutikum verwendet. Die
Anwendungsgebiete dabei sind vielfaltig, meist topischer, aber auch enteraler
und parenteraler Natur. Bereits in den 1980er Jahren wurde es zur
analgetischen und antiinflammatorischen Therapie rheumatoider Erkrankungen

verwendet. Aufgrund seiner vielfaltigen Wirkungsmechanismen kdénnen auch



zahlreiche Nebenwirkungen auftreten, die u.a. auch den Gastrointestinaltrakt
betreffen (Jacob et al. 1986).

Neben diesen beiden schenkten wir in der vorliegenden Arbeit den Phthalaten
als ubiquitar vorkommende Kunststoffweichmacher besondere Aufmerksamkeit.
Als Agens dieser Gruppe diente uns das am haufigsten verwendete Phthalat Di-
(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP).

Der Phthalatester Di-(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP, Cy4H330,) ist das im
Produktionsgebrauch wichtigste und im Hinblick auf sein ubiquitares
Vorkommen und seiner von allen Phthalaten groéf3ten endokrinologisch
modulierenden Potenz bedeutendste Phthalat (Koch et al. 2003). Es findet sich
als Weichmacher in den meisten Polyvinylchlorid(PVC)-Produkten wie
Baustoffen, Beschichtungen, Elektrokabeln, Verpackungsmaterialien und
Spielzeug. AulRerdem dient es als industrielles Lése- und Schmiermittel und ist
Bestandteil von Farben und Lacken sowie Kosmetika (Koch et al. 2003;
Wittassek et al. 2007b). Im medizinischen Bereich ist es in der
magensaftresistenten Beschichtung von Tabletten und in Anteilen von 10-80%
vor allem in Verpackungen von Flussigkeiten wie Blutkonserven und
Ernahrungsbeuteln, in Infusionsschlauchen, Dialyse- und Kathetermaterialien
anzutreffen (Tickner et al. 2001; Green 2002; Wittassek et al. 2007b). Aufgrund
seiner nicht kovalenten Bindung an PVC und seiner lipophilen aliphatischen
Seitenketten kann es leicht in die PVC-umgebenden Medien, wie Flissigkeiten
und Nahrung abdiffundieren. Dadurch kommt es, wie schon in mehreren
Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen nachgewiesen werden konnte,
zu einer allgegenwartigen DEHP-Exposition der Bevolkerung, wobei die
toxikologisch relevanten Grenzwerte je nach Studienlage variieren. Koch und
Kollegen (2006) gingen in ihren Untersuchungen von einem NOAEL (no
observed adverse effect level, d. h. Dosis, bei der gerade noch kein Effekt
beobachtet wird (Aktories et al. 2005)) von 4,8 mg/kg Korpergewicht/Tag, einer
TDI (tolerable daily intake; synonym ADI, acceptable daily intake, entsprechend
einer lebenslang tolerierbaren taglichen Aufnahmemenge ohne Auftreten
schadlicher Effekte (Aktories et al. 2005)) von 20-48 ug/kg Koérpergewicht/Tag

und einer Referenzdosis (RfD, d. h. einer Substanzmenge, die ein- oder



mehrmals ohne erkennbares Gesundheitsrisiko aufgenommen werden kann
(Aktories et al. 2005)) von 20 pg/kg Korpergewicht/Tag aus (Koch et al. 2006).
In Untersuchungen der Nurnberger Arbeitsgruppe um Koch stellte sich heraus,
dass die deutsche Bevolkerung in ihrer DEHP-Exposition die TDI und RfD
haufig Uberschreiten und Berechnungen zufolge téglich 13,8 pg/kg
Kdrpergewicht/Tag aufnimmt (Koch et al. 2003). Daruber hinaus sind
Hamodialysepatienten sowie Friih- und Neugeborene bei intensivmedizinischer
Therapie tUberdurchschnittlich hohen Dosen von DEHP ausgesetzt (Tickner et
al. 2001). Gleichzeitig zeigte sich in einer weiteren Untersuchung aber auch,
dass Kinder in der Mehrheit Dosen unterhalb der TDI und RfD exponiert sind.
Hierbei sind Jungen mehr als Madchen und jingere mehr als altere Kinder
betroffen (Wittassek et al. 2007a). Die toxischen Wirkungen von DEHP sind
vielfaltig, meist aber nur durch Tierversuche belegt, und kodnnen die
Sexualorgane, Niere, Lunge, Leber und Herz sowie die intrauterine
Fruchtentwicklung und die Kanzerogenese betreffen. Besonders eingehend
wurden im Tiermodel die schadigenden Einflisse auf die Reproduktionsorgane
und die fetale Entwicklung untersucht. Beim Menschen wurden lungen- und
lebertoxische Wirkungen von DEHP beschrieben (Ganning et al. 1984; Ganning
et al. 1987; Roth et al. 1988). Die Toxizitat geht nicht nur von DEHP, sondern
auch von seinen Metaboliten aus. Hier spielt u.a. das erste Abbauprodukt von
DEHP, das Monoethylhexylphthalat (MEHP), das im Darm durch enzymatische
Hydrolyse von DEHP gebildet wird, eine wichtige Rolle (Tickner et al. 2001,
Koch et al. 2006).

Unter einem eher experimentellen Gesichtspunkt untersuchten wir zuletzt auch
die Wirkung von Detergentien auf die Darmperistaltik. Nachdem es eine Art
.ungeschriebenes Gesetz* ist, Organbader und Laborglaser fur in vitro-
Untersuchungen an Organpraparaten nicht mit Detergentien zu reinigen,
interessierte uns, ob diese in der Tat eine Auswirkung auf die Funktion der
Praparation haben. Da diese haufig als Gemische vorliegen, diente uns als
Untersuchungssubstanz die Verdinnung eines herkdmmlichen Spulmittels
(Pril® der Fa. Henkel).



Die fettldsende Wirkung von Spiilmitteln wie Pril Original® der Firma Henkel
wird von sogenannten Detergentien vermittelt. Detergentien , synonym Tenside
oder Surfactants, sind waschaktive Substanzen, welche aus Schaum bildenden,
netzend und dispergierend wirkenden organischen Verbindungen bestehen
(dtv-Lexikon 1990). Die Molekile bestehen aus einem lipophilen Schwanz- und
einem hydrophilen Kopfteil, wodurch sie in der Lage sind, mit polaren,
geladenen und unpolaren, ungeladenen Strukturen anderer Molekile zu
interagieren und somit die Oberflachenbeschaffenheiten, wie z. B. die
Oberflachenspannung von  Wasser, und die Ldslichkeiten ihrer
Reaktionspartner zu verdndern (Cserhati et al. 2002). In Abhangigkeit der
chemischen Struktur dieser Kopfgruppe lassen sich Tenside in vier Haupttypen
einteilen (anionische, kationische, amphoterische und nicht-ionogene). Bei den
in Pril® enthaltenden Detergentien handelt es sich um das anionische Natrium-
Lauryl-Sulfat (SLS, Sodium Lauryl Sulfate; CiHsNaO4S) und das
amphoterische Cocamidopropylbetain (CAPB; CigH3sN203) (Henkel 2009).
Wahrend SLS zu den primaren synthetischen Detergentien zahlt, die in den
1940er und 1950er Jahren als neue schaumende Reinigungsmittel entwickelt
wurden und zunachst hauptséchlich in Kdrperreinigungsprodukten Verwendung
fanden (Wolf et al. 2001), ist CAPB eines der wichtigsten sekundéaren, d. h. aus
den primaren Basisdetergentien weiterentwickelten Surfactants (Leidreiter et al.
1997). Eine Kombination der beiden o. g. Substanzen in Seifen, Schampoos,
Reinigungsmitteln etc. vermindert das Potential dieser Produkte zu
Hautirritationen und -austrocknung und erh6ht deren Mildheitsgrad (Wolf et al.
2001). Neben ihrer Verwendung als Bestandteil von Reinigungsmitteln sind sie
weit verbreitet in Technik und Forschung und somit in landwirtschaftlichen und
in pharmazeutischen Verbindungen, aber auch als Kontaminanten in der
Umwelt zu finden. Aufgrund ihres amphoteren Charakters, durch den diese
Tenside abhangig von ihren Reaktionspartnern als Saure (Protonendonator)
oder als Base (Protonenakzeptor) reagieren konnen, verfigen sie durch die
Bindung bioaktiver Makromoleklle, wie Proteine und Peptide, Enzyme und
Dinukleotidsduren (DNA, Dinucleotideacid) Uber ein ausgepragtes Potential zu
biologischer Aktivitat (Cserhati et al. 2002).



Das Ziel dieser Arbeit war, die Wirkung o0.g. organischer Ldsungsmittel,
Kunststoffweichmacher und Detergentien per se auf die Diunndarmperistaltik zu
untersuchen. Dazu untersuchten wir mittels eines etablierten in vitro-Modells an
Meerschweinchendarmen die Wirkung von Ethanol, DMSO, DEHP und
SLS/CAPB auf die Darmtatigkeit. Ferner untersuchten wir, inwieweit diese
Substanzen die peristaltikhnemmende Wirkung der in der Intensivmedizin haufig
eingesetzten Pharmaka zur Analgesie (Fentanyl) und Sedierung (Midazolam)

beeinflussen.



2 Material und Methoden

2.1  Versuchsaufbau

Zur Untersuchung der Darmperistaltik wurden Dinndarmsegmente mannlicher
und weiblicher, erwachsener Meerschweinchen (Charles River, Sulzfeld,
Stamm Hartley) mit einem Koérpergewicht zwischen 377 und 576 g verwendet.
Nach Totung der Tiere durch Genickschlag und Ausbluten mittels Er6ffnung der
Carotiden erfolgte die Darmentnahme. Hierzu wurde das Peritoneum eroffnet
und zunachst der ileozokale Ubergang aufgesucht. Circa zehn Zentimeter
proximal des Caecums wurde der Darm dann durch einen Faden abgeschnrt
und aboral davon durchtrennt. Diese Markierung sollte spater ein korrektes
Einbringen der Darmsegmente im Organbad gewahrleisten. Von dort aus wurde
der gesamte Dinndarm in oraler Richtung bis zum Ubergang in den Magen
vorsichtig vom Mesenterium abprapariert. Der so vollstdndig aus dem Situs
herausgeldste Darm wurde bis zu seiner Verwendung bei Zimmertemperatur in
oxygenierter Tyrodelosung (begast mit 95% Sauerstoff (O,) und 5%
Kohlendioxid (CO,)) aufbewahrt. Die Loésung setzte sich zusammen aus
Natriumchlorid (NaCl) 136,9 mM, Kaliumchlorid (KCI) 2,7 mM, Calciumchlorid
(CaCly) 1,8 mM, Magnesiumchlorid (MgCl,) 1,0 mM, Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO3) 11,9 mM, Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,) 0,4 mM und
Glucose 5,6 mM (Herbert et al. 2002).

Die Untersuchung der Peristaltik erfolgte an etwa acht bis zehn Zentimeter
langen Darmsegmenten. Diese wurden so in die Versuchsanordnung
eingespannt, dass das orale Ende mit einem Tyrodezufluss und das aborale
Ende Uber ein Y-Stick sowohl mit einem Druckabnehmer als auch mit einem
Abfluss verbunden war (Abb. 1). So konnte das Darmsegment mit Hilfe einer
Pumpe zwischen Tyrodebehéltnis und Organbad kontinuierlich mit auf 37C
vorgewarmter Tyrodelésung (0,5 ml min™) perfundiert werden. Da sich das
Abflussrohrchen vier Zentimeter Uber dem Niveau des Darmsegmentes befand,

fullte sich das Darmlumen zunehmend gegen den Widerstand dieser



Wassersaule, die einem Druck von 400 Pa entsprach. Erst nach Uberschreiten
eines Schwellendrucks (PPT, peristaltic pressure threshold) wurde die
peristaltische Welle ausgeldst (Abb. 2) und der Darm Uber den Abfluss entleert.
Die Registrierung der intraluminalen Drucké&nderungen erfolgte Uber den
Druckaufnehmer (Combitrans der Fa. Braun) in einem PC (personal computer)
und einem Sechs-Kanal-Schreiber (Multi-Pen-Recorder, Fa. Rikadenki). Die
verwendete Versuchsapparatur erlaubte die parallele Untersuchung und
Aufzeichnung von funf Organbadern gleichzeitig.

Die Exposition des Darmes mit den zu untersuchenden Substanzen erfolgte
zum einen extraserosal durch Zugabe der Substanz zum Organbad (30 ml
ebenfalls 37C warmer, oxygenierter Tyrodel6ésung), wobei die zugegebene
Menge 1 % des Badvolumens nicht Uberschreiten sollte. Zum anderen konnte

sie auch von endoluminal mittels Perfusion von mit dem entsprechenden

Wirkstoff versetzter Tyrodelbésung durchgefuhrt werden (Herbert et al. 2002;
Herbert et al. 2005).

/gl=‘.
= A
=’¢I y '?Il —
x_*”f = J2 # ﬂﬂﬁfﬂﬂ:u
,f"/f | s ’j e 'i-.
e o
- -
i i, TRy
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Abb. 1 Versuchsaufbau: In einem groRen Wasserbecken, das auf 37C aufgewarmt ist,
befindet sich ein kleineres Becken, das mit 30 ml Tyrodeldsung gefillt ist und welches von dem
umgebenden, 37C warmen Wasser ebenfalls auf diese Temperatur erwarmt wird. In diesem
kleinen Becken befindet sich das praparierte Darmsegment, welches zwischen zwei
Glasréhrchen gespannt ist und mit Hilfe der Pumpe in physiologischer Flussrichtung (—) mit
Tyrodelésung  perfundiert wird. Ein  Druckaufnehmer, der im  Abtropfschenkel

zwischengeschaltet ist, zeichnet die Druckverhaltnisse im Darm auf.
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intraluminaler Druck (Pa)

——— —7—} —————— PPT

A B
Abb. 2 Schematische Darstellung der intraluminalen Druckverhaltnisse wéahrend peristaltischer
Kontraktionen. Das Darmlumen wird mit Hilfe der Pumpe kontinuierlich mit Tyrodel6sung gefillt,
was den intraluminalen Druck langsam ansteigen lasst (A). Erreicht der Druck im Laufe dieser
préparatorischen Phase einen gewissen Schwellenwert (PPT, peristaltic pressure threshold),
wird eine Darmkontraktion ausgeldst. Diese bewirkt einen spikeartigen Anstieg des Druckes im

Darmlumen, welcher nach kurzer Zeit wieder auf den Ausgangswert zurtickfallt (B).

2.2 Versuchsdurchfihrung

Auf das oben beschriebene Befestigen des Darmsegmentes folgte eine 30-
minutige Aquilibrierungsphase, die der Anpassung des Darmes an die
Untersuchungsbedingungen diente. Dazu ruhte das Segment zuné&chst fur zehn
Minuten unperfundiert im Organbad, woraufhin es einmal gespult wurde und
erneut zehn Minuten ruhte. AnschlieBend wurde mit der Perfusion begonnen,
die fur zehn Minuten ohne weitere Manipulationen durchgefiihrt wurde und der
sich ein Wechsel der Badfliissigkeit anschloss. Erst jetzt wurde das Niveau des
Abflussrohrchens, das sich zuvor auf Hohe des Darmsegmentes befand, auf
vier Zentimeter angehoben und mit der Registrierung der Darmtatigkeit durch
den PC und den Flachbettschreiber begonnen. In den folgenden 30 Minuten
konnte sich der Darm an die neuen Perfusionsbedingungen gewdhnen.

Eine Substanzzugabe erfolgte jeweils am Ende einer Darmentleerung und erst

dann, wenn fir einen Vorlauf von etwa sechs bis zehn Kontraktionen eine
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regelrechte peristaltische Aktivitdt vorlag. Letztere war durch eine konstante
Frequenz der Darmkontraktionen von mindestens einer pro zwei Minuten und
der RegelméafRigkeit des Schwellendruckes sowie des intraluminalen Druckes
nach Darmentleerung (Wendepunkt der Kurve, Abb. 2) charakterisiert. Die
Wirkung der Substanzen wurde an jeweils mindestens sechs Segmenten
unterschiedlicher Meerschweinchen und Dinndarmregionen untersucht.

Nach Ablauf des Beobachtungsintervalls wurde die Perfusion beendet, der
Abtropfschenkel abgeklemmt und der Darm distal durchtrennt, so dass der
Abtropfschenkel in direkter Verbindung zum Organbad stand. Der so registrierte
Druck entsprach dem Druck auf Dunndarmebene und diente als Nullwert.
AnschlieBend wurde der Hauptabflussschenkel abgeklemmt, das
Abflussrohrchen mit Wasser aufgefullt und erneut der Druck, nun vier
Zentimeter Wassersaule beziehungsweise 400 Pa entsprechend, registriert.
Aufgrund dieser Kalibrierung wurde es mdoglich, die von dem Rikadenki-
Schreiber graphisch aufgezeichneten und in Millimeter (mm) ausgemessenen

Daten in Druckwerte in Pa umzurechnen.

2.3 Substanzen

Bei den verwendeten Versuchsagenzien handelt es sich um die unten
aufgefiihrten Substanzen. Aufgefiihrt sind weiterhin  die zugehdrigen
Wirkmechanismen. Zur ndheren Beschreibung von Ethanol, DMSO, DEHP und
SLS/CAPB s. Einleitung. Die genaue Zusammensetzung von Pril Original®

sowie die Bezugsquellen der Substanzen finden sich im Anhang (Kapitel 7.2).

Apamin

CroH131N31024S,

Octapeptiderges Bienengift (Habermann et al. 1965), Inhibitor apaminsensitiver,
calciumaktivierter small conductance (SK) Kaliumkanale (Hugues et al. 1982).
Small conductance Kaliumkanéale sind eine Untergruppe calciumaktivierter
Kaliumkanale, die nur Uber einen, kleinen (small) Kanal zur Ausbildung ihrer

Kaliumleitfahigkeit (conductance) verfigen.
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Bicucullin
(6R)-6-[(5S)-6-methyl-5,6,7,8-tetrahydro[1,3]dioxolo[4,5-g]isoquinolin-5-yl]furo[3,4-
€e][1,3]benzodioxol-8(6H)-one; C,0OH17NOg

kompetitiver GABAx-Rezeptorantagonist (Olsen et al. 1976)

Fentanyl
N-(1-(2-phenethyl)-4-piperidinyl)-N-phenylproponamid; C,,H2sN,O
Reiner Agonist an u-Opioidrezeptoren (Aktories et al. 2005)

Lorglumid (CR 1409)
NZ—(3,4-dichIorobenzoyI—N,N—dipentyl—a—glutamine; Cy,H3,CILN,04
Kompetitiver Cholecystokinin (CCKa)-Rezeptorantagonist (Makovec et al. 1985)

Midazolam (Ro 21-3981)
8-chloro-6-(2-fluorophenyl)-1-methyl-4H-imidazo[1,5-a]-[1,4]benzodiazepine; C1gH13CIFN;
Imidazobenzodiazepinderivat (Walser et al. 1978), Benzodiazepinrezeptor
(GABAAa)-Rezeptoragonist (Amrein et al. 1988)

Naloxon (N-allylnoroxymorphone)
(1S-5R-13R-17S)-10,17-dihydroxy-4-(prop-2-en-1-yl)-12-oxa-4-
azapentacyclo[9.6.1.0"%.0°"".0"*®Joctadeca-7(18),8,10-trien-14-one; C1gH,NO,

Reiner Antagonist an Opioidrezeptoren (u-, 6- und k-Rezeptoren), (Aktories et

al. 2005)

YM 022
1-(3-methylphenyl)-3-[(3R)-1-[2-(2-methylphenyl)-2-oxyethyl]-2-oxo0-5-phenyl-1H-1,4-
benzodiazepin-3-ylJurea; Cz,H,5N403

Kompetitiver, selektiver Gastrin/CCKg-Rezeptorantagonist (Nishida et al. 1994)
2.4  Versuchsreihen
Die zu untersuchenden Substanzen waren die in der Einleitung bereits naher

beschriebenen Ldsemittel Ethanol und DMSO, der Kunststoffweichmacher
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DEHP und Detergentien am Bsp. eines Gemisches von Natrium-Lauryl-Sulfat
(SLS) und Cocamidopropylbetain (CAPB) in Form von Pril®.

Die beiden grundlegende Methoden, die Wirksamkeit dieser Substanzen auf die
Dunndarmperistaltik zu ermitteln, bestanden zum einen darin, die Stoffe
entweder ins Organbad zu pipettieren oder per Perfusion ins Darmlumen zu
transportieren. Zum anderen wurden die Wirkstoffe sowohl in ihrer originaren
Wirksamkeit, also ohne Zugabe anderer Stoffe, geprift als auch in Kombination
mit anderen Substanzen, um die Wirkmechanismen durch Stimulation oder
Blockierung bekannter Transduktionswege naher zu untersuchen. So ergaben
sich die im Folgenden aufgefthrten Versuchsreihen. Die
Konzentrationsangaben  der  Substanzen beziehen sich auf die
Substanzkonzentration im Organbad (extraserosal) bzw. in der perfundierten

Tyrodel6sung (endoluminal).

2.4.1 Ethanol

Die Wirkung von Ethanol auf die Peristaltik wurde in den extraserosalen
Konzentrationen 0,1 %, 0,3 % und 1 % Uber einen Zeitraum von 120 Minuten
beobachtet (Tab. 1a).

Zusatzlich erfolgten Testungen in Kombinationen mit 500 nM Apamin, 500 nM
Naloxon, 3 M Lorglumid, 1 uM YM 022 sowie 10 uM Bicucullin. Hierfir wurden
die Segmente jeweils 20 Minuten durch Zugabe o. g. Substanzen zum
Organbad vorbehandelt und anschlieend 0,3 % bzw. 1 % Ethanol dem
Organbad zugefiuhrt und die Peristaltik fur weitere 60 Minuten beobachtet (Tab.
1b).

14



Tab. 1a

Vorlauf* 120 min n**
Tyrodel6sung Tyrodel6sung 11
Tyrodeldsung Ethanol 0,1 % 10
Tyrodeldsung Ethanol 0,3 % 9
Tyrodeldsung Ethanol 1 % 10

* Der hier und in den Folgetabellen genannte Vorlauf bezieht sich auf die letzten sechs bis zehn

Kontraktionen vor dem Beginn eines Versuches. Dieser erfolgte stets mit Tyrodelésung.

** n entspricht der Anzahl untersuchter Segmente

Tab. 1b

Vorlauf 20 min 60 min n
Tyrodelbsung Tyrodel6sung 0,3 % Ethanol 12
Tyrodeldsung 500 nM Apamin 0,3 % Ethanol 7
Tyrodel6sung 500 nM Naloxon 0,3 % Ethanol 6
Tyrodel6sung Tyrodel6sung 0,3 % Ethanol 6
Tyrodel6sung 3 UM Lorglumid 0,3 % Ethanol 6
Tyrodel6sung 1uM YM 022 0,3 % Ethanol 9
Tyrodel6sung 10 uM Bicucullin 0,3 % Ethanol 6

Vorlauf 20 min 60 min n
Tyrodel6sung Tyrodel6sung 1 % Ethanol 15
Tyrodeldsung 500 nM Apamin 1 % Ethanol 8
Tyrodeldsung 500 nM Naloxon 1 % Ethanol 7
Tyrodeldsung Tyrodel6sung 1 % Ethanol 6
Tyrodeldsung 3 UM Lorglumid 1 % Ethanol 6
Tyrodeldsung 1puM YM 022 1 % Ethanol 9
Tyrodeldsung 10 pM Bicucullin 1 % Ethanol 6
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2.4.2 DMSO

Die Wirkung von DMSO auf die Peristaltik wurde in den Konzentrationen 0,1 %,

0,3 % und 1 % untersucht (Beobachtungszeitraum 120 Minuten, Tab. 2).

Tab. 2

Vorlauf

120 min

Tyrodeldsung
Tyrodeldsung
Tyrodeldsung

Tyrodel6sung

Tyrodel6sung
DMSO 0,1 %
DMSO 0,3 %
DMSO 1 %

N N O o S

2.4.3 DEHP

Die Wirkung von DEHP auf die Peristaltik wurde zunachst

in den

Konzentrationen 0,1 mM und 1 mM nach extraserosaler Substanzzugabe

untersucht. Die Beobachtungszeit betrug 120 Minuten. DEHP war entweder in
0,1 % Ethanol oder in 0,1 % DMSO geldst (Tab. 3).

Tab. 3

Vorlauf 120 min n
Tyrodeldsung Tyrodel6sung 11
Tyrodel6sung 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol 7
Tyrodel6sung 0,1 mM DEHP in 0,1 % DMSO 7
Tyrodeldsung 1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol 7
Tyrodeldsung 1 mM DEHP in 0,1 % DMSO 6
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2.4.4 Detergentien (SLS/CAPB am Bsp. von Pril  ®)

Der Effekt von Detergentien am Bsp. des Detergentiengemisches Pril® aus SLS
(Natrium-Lauryl-Sulfat) und CAPB (Cocamidopropylbetain) auf die Peristaltik
wurde tber 60 Minuten in den extraserosalen Verdiinnungen 10, 3x10™ und
10 registriert (Tab. 4).

Tab. 4

Vorlauf 60 min n
Tyrodel6sung Tyrodel6sung 7
Tyrodeldsung SLS/CAPB 10° 7
Tyrodeldsung SLS/CAPB 3x107° 6
Tyrodelésung SLS/CAPB 10™ 8

2.4.5 Effekt von Losungsmitteln, Phthalaten und Det ergentien auf die
Wirkung von Midazolam und Fentanyl

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Frage nachgegangen, ob
Losungsmittel wie DMSO und Ethanol bzw. der Weichmacher DEHP oder
Detergentien (SLS/CAPB) die hemmende Wirkung von Midazolam und
Fentanyl auf die Dunndarmperistaltik verandern.

Hierzu wurden vor der extraserosalen Zugabe von Midazolam (10 uM, Tab. 5a)
bzw. Fentanyl (3 nM, Tab 5b) die Darmsegmente fiir 20 Minuten entweder
extraserosal mit Tyrodeldsung (Kontrollexperiment), 0,1 % Ethanol, 0,1 %
DMSO oder 0,1 mM DEHP vorbehandelt. DEHP war dabei in separaten
Experimenten sowohl in 0,1 % Ethanol als auch in 0,1 % DMSO geldst.

In einer anderen Versuchsreihe wurden vor der extraserosalen Zugabe von
Midazolam (10 uM, Tab 5c¢) bzw. Fentanyl (3 nM, Tab. 5d) die Darmsegmente
fur 60 Minuten entweder endoluminal mit Tyrodelésung (Kontrollexperiment),
0,1 % Ethanol, 0,1 % DMSO oder 0,1 mM DEHP perfundiert. Auch in dieser
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Versuchsreihe war DEHP sowohl in 0,1 % Ethanol als auch in 0,1 % DMSO
gelost.

Das gleiche Versuchsdesign wendeten wir auch auf das Detergentiengemisch
SLS/CAPB verschiedener Konzentrationen an: 60 Minuten endoluminale
Perfusion von SLS/CAPB 10°, 10 bzw. 10™ vor extraserosaler Zugabe von
Midazolam (10 pM, Tab. 5e). Vor der Zugabe von Fentanyl (3 nM, Tab. 5f)

perfundierten wir die Versuchssegmente ausschlieRlich mit SLS/CAPB 10™.

Tab. 5a

Vorlauf 20 min 60 min n
Tyrodel6sung Tyrodel6sung 10 uM Midazolam 6
Tyrodeldsung 0,1 % Ethanol 10 uM Midazolam 7
Tyrodeldsung 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol | 10 uM Midazolam 7
Tyrodeldsung 0,1 % DMSO 10 uM Midazolam 8
Tyrodel6sung 0,1 mM DEHP in 0,1 % DMSO | 10 uM Midazolam 8
Tab. 5b

Vorlauf 20 min 60 min n
Tyrodel6sung Tyrodel6sung 3 nM Fentanyl 7
Tyrodeldsung 0,1 % Ethanol 3 nM Fentanyl 6
Tyrodel6sung 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol | 3 nM Fentanyl 7
Tyrodeldsung 0,1 % DMSO 3 nM Fentanyl 8
Tyrodeldsung 0,1 mM DEHP in 0,1 % DMSO | 3 nM Fentanyl 7
Tab. 5¢
30 min Perfusion 60 min Perfusion 30 min n
Tyrodeldsung Tyrodel6sung 10 uM Midazolam 7
Tyrodeldsung 0,1 % Ethanol 10 uM Midazolam 7
Tyrodeldsung 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol | 10 uM Midazolam 7
Tyrodel6sung 0,1 % DMSO 10 uM Midazolam 7
Tyrodeldsung 0,1 mM DEHP in 0,1 % DMSO | 10 uM Midazolam 7

Anmerkung: Zur besseren Ubersichtlichkeit wird hier und in den Folgetabellen auf die Nennung

des Vorlaufs verzichtet.
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Tab. 5d

30 min Perfusion 60 min Perfusion 30 min n
Tyrodel6sung Tyrodel6sung 3 nM Fentanyl 7
Tyrodeldsung 0,1 % Ethanol 3 nM Fentanyl 6
Tyrodeldsung 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol | 3 nM Fentanyl 7
Tyrodeldsung 0,1 % DMSO 3 nM Fentanyl 7
Tyrodeldsung 0,12 mM DEHP in 0,1 % DMSO | 3 nM Fentanyl 7
Tab. 5e

30 min Perfusion 60 min Perfusion 30 min n
Tyrodelbsung Tyrodelbsung 10 uM Midazolam 11
Tyrodeldsung SLS/CAPB 10°® 10 uM Midazolam 7
Tyrodel6sung SLS/CAPB 10° 10 uM Midazolam 7
Tyrodeldésung SLS/CAPB 10™ 10 pM Midazolam 7
Tab. 5f

30 min Perfusion 60 min Perfusion 30 min n
Tyrodelbsung Tyrodelbsung 3 nM Fentanyl
Tyrodeldsung SLS/CAPB 10™ 3 nM Fentanyl 6

2.5 Auswertung

2.5.1 Auswertungskriterien

Der Schwellendruck, der notig ist, um eine peristaltische Welle auszultsen
(= PPT, peristaltic pressure threshold), wurde als quantitativer Parameter fur
den Effekt einer Substanz auf die Peristaltik herangezogen. Sinkt die
Druckschwelle ab, zeigt dies eine Stimulation der Peristaltik, ein Anstieg des

Schwellendrucks spiegelt hingegen eine Hemmwirkung auf die Peristaltik wider.
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2.5.2 Auswertungsschema

Zur Vorbereitung der statistischen Auswertung wurden die Registrierungen der
Druckveranderungen wahrend peristaltischer Kontraktionen in Finf-Minuten-
Intervalle unterteilt. Die jeweils letzte vollstandige Kontraktion innerhalb eines
Funf-Minuten-Intervalls wurde hinsichtlich ihrer Frequenz, der PPT und des
intraluminalen Drucks am Ende der Entleerungsphase in Millimetern
ausgemessen. Der Schwellendruck (PPT) wurde mit Hilfe der Kalibrierung in
Druckwerte in Pascal (Pa) umgerechnet. Vom Vorlauf diente jeweils die
funftletzte und die letzte Kontraktion vor Applikation der Testsubstanz als
Referenzwert. Fur die Interpretation der Substanzeffekte ist die Anderung des
Schwellenwertes (APPT) von Bedeutung. Sie wurde durch Subtraktion des
Schwellendrucks der letzten Kontraktion des Vorlaufs von den jeweiligen
Druckschwellen nach Substanzzugabe ermittelt. Bei Testung von zwei
Wirkstoffen nacheinander im selben Organbad wurde der PPT-Wert des letzten
Funf-Minuten-Intervalls nach der ersten Substanzzugabe zum Referenzwert der

zweiten Substanzzugabe.

War der Darm bei einem intraluminalen Druck von 400 Pa maximal dilatiert und
jegliche Peristaltik aufgehoben, lag eine komplette Hemmung vor. Ebenso
wurden segmentale Kontraktionen geringer Druckamplitude, die zwar zu
intraluminalen Druckschwankungen um den Ausgangsdruck von 400 Pa, jedoch
nicht zu einem effektiven Ausstol3 von Flissigkeit aus dem Darmlumen fihrten,
als Hemmung gewertet.

Die Auswertung unkoordinierter, hochfrequenter Kontraktionen geringer oder
hoher Druckamplitude, aber ohne deutliche préparatorische Phase nach
Zeitpunkt des Beginns, der Dauer, der Frequenz und dem Druckniveau sind im

Anhang (s. 7.1) dargestellit.

Als Spontanaktivitdt werden erneute Darmkontraktionen nach einer kompletten
Hemmung bezeichnet, sofern diese Kontraktionen eine Druckamplitude von
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mindestens 200 Pa, jedoch keine abgrenzbare préparatorische Phase oder
PPT aufwiesen und keine Darmentleerung zur Folge hatten.

Mit Recovery wird das Wiedereinsetzen regelrechter Kontraktionen bezeichnet,
deren PPT-Werte um weniger als 20 Pa zu denjenigen vor der Hemmung

abwichen.

2.5.3 Statistik

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mittels des
Programmes Sigmastat 32 (Fa. SPSS Inc., Erkrath). Hierbei wurden die PPT-
Werte mit dem Kolmogoroff-Smirnow-Test auf Normalverteilung geprift und als
Mittelwerte + SEM (standard error oft the mean, Standardfehler des
Mittelwertes) zur Darstellung gebracht. Diese Ergebnisse wurden mittels
ANOVA (analysis of variance, Varianzanalyse) sowie post hoc Student-
Newman-Keul-Test auf Signifikanzen getestet. Der Vergleich zweier Gruppen
wurde mit dem Student-t-Test mit einem Signifikanzniveau von p<0,05
durchgefuhrt (Herbert et al. 2005; Weis 2006).

Die grafische Darstellung der Daten erfolgte mit dem Programm Sigmaplot 8.0
(Firma SPSS Inc., Erkrath) in Form von Mittelwertskurven und
Balkendiagrammen.

Die im Anhang aufgefuhrten Auswertungen der Hemmungen kommen als
Mittelwerte + SEM zur Darstellung. Auf eine weitere statistische Auswertung
wurde verzichtet, da schon bei visueller Betrachtung und Mittelwertbestimmung
kein Trend zu erkennen war. Somit war die genaue Untersuchung der
Hemmmuster als eigenstandiger Auswertungsparameter nicht verwertbar und

findet daher nur im Anhang Beachtung.
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3. Ergebnisse

3.1  Wirkung von Ethanol auf die Dinndarmperistaltik

Wahrend die Zugabe von Tyrodelésung zum Organbad keinen Effekt auf die
Darmperistaltik hatte, zeigten sich nach Ethanolzugabe Anstiege der
Schwellendriicke (APPT) mit steigender Konzentration von Ethanol (Tab. 6,
Abb. 3 und 4 A-D). Bei den getesteten Dosen von 0,1 %, 0,3 % und 1 %
Ethanol im Organbad war die Peristaltik von jeweils zwei der untersuchten
Segmente stellenweise funktionell gehemmt. Bei 1 % Ethanol kam es zusatzlich
in einem von zehn Segmenten zu einer kompletten Hemmung, welche nach
sechs Minuten einsetzte und bis zum Ende des Messintervalls von 120 Minuten
anhielt. Insgesamt reagierte die DuUnndarmperistaltik sehr heterogen auf die
Zugabe von Ethanol, was an dem hohen Standardfehler (SEM) erkennbar ist.

Tab. 6 Veranderung des Schwellendrucks (APPT) nach Zugabe von Ethanol verschiedener

Konzentrationen zum Organbad

APPT* (Pa) 0-20 min 0-60 min 60-120 min
Tyrodeldsung n=11 -1,0+2,0 -1,3+2,2 4,1+6,8
Ethanol 0,1 % n=10 13,9+3,0 14,7 + 3,6 29,8+12,5
Ethanol 0,3 % n=9 61,3+46,9 410+31,8 20,0+£13,5
Ethanol 1 % n=10 186,7 £+55,3 130,3+47,8 67,8+43,3

* APPT entsprechend dem Mittelwert + SEM in Pa
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Abb. 3 Zeitlicher Verlauf und Dosis-Wirkungs-Beziehung des Schwellendrucks (PPT) nach
Ethanol (extraserosale Konzentrationen 0,1 %, 0,3 % und 1 %). Die Symbole reprasentieren die
Mittelwerte + SEM (Fehlerbalken) der Schwellendriicke, die tber einen Zeitraum von 120

Minuten nach Substanzapplikation (|) registriert wurden.

Ethanol 0,1 %

100 Pa
N
S
N
N
N
N

3 min

Abb. 4 A Originalregistrierung der intraluminalen Druck&nderungen unter Einwirkung von

0,1 % extraserosalem Ethanol.
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Ethanol 0,3 %

AN

3 min

100 Pa

Abb. 4 B Originalregistrierung der intraluminalen Druck&nderungen unter Einwirkung von

0,3 % extraserosalem Ethanol.

Ethanol 1 %

100 Pa

3 min

Abb. 4 C Originalregistrierung der intraluminalen Druck&nderungen unter Einwirkung von

1 % extraserosalem Ethanol.
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Abb. 4D Originalregistrierung der intraluminalen Druckanderungen nach Zugabe von

Tyrodeldsung.

3.1.1 Blockierung apaminsensitiver calciumaktiviert er small conductance

Kaliumkanale

Eine Vorbehandlung der Segmente mit 500 nM Apamin fuhrte weder bei 0,3 %
noch bei 1 % Ethanol zu einer Abweichung der Schwellendriicke von den
Kontrollwerten mit Tyrodevorbehandlung (Abb. 5). Allerdings kam es bei 1 %
Ethanol sowohl nach Vorbehandlung mit Tyrodelésung als auch nach
Vorbehandlung mit Apamin zu temporéren kompletten Hemmungen. Diese
traten in vier von 15 Tyrodeexperimenten nach 3,5 = 2,0 Minuten und in einem
von acht Apaminexperimenten nach 10,2 Minuten auf.

Apamin (500 nM) hatte als Monosubstanz keine Auswirkungen auf die
Peristaltik.
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3.1.2 Antagonisierung von Opioidrezeptoren

Eine 20-minitige Vorbehandlung mit 500 nM Naloxon vor 0,3 % oder 1 %
Ethanol brachte keine nennenswerte Anderung der PPT im Vergleich zur

Kontrolle nach Vorbehandlung mit Tyrodel6sung (Abb. 5).

= ¥ 7 % ‘
= 60 - / / 7

Tyrode Apamin Naloxon Tyrode Apamin Naloxon
500 nM 500 nM 500 nM 500 nM

Abb. 5 Mittlerer Schwellenwertanstieg (APPT) + SEM durch 0,3 % und 1 % Ethanol nach
Vorbehandlung mit Tyrodel6sung (Tyrode) sowie 500 nM Apamin und 500 nM Naloxon.

3.1.3 Antagonisierung von CCK -Rezeptoren

Segmente, die 20 Minuten lang mit 3 uM Lorglumid vorbehandelt wurden,
zeigten durch 0,3 % Ethanol keine Veranderung gegenidber den
Tyrodekontrollen (Abb. 6). Allerdings sank der Schwellenwert bei 1 % Ethanol
im Vergleich zur Kontrolle um etwa 20 Pa (APPT Tyrodelosung — 1 % Ethanol
42,9 + 20,7 Pavs. 19,4 £ 12,5 Pa bei 3 uM Lorglumid — 1 % Ethanol). Lorglumid
(3uM) hatte keine Eigenwirkung auf die Peristaltik.
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3.1.4 Antagonisierung von CCK g-Rezeptoren

Auch die Vorbehandlung mit 1 uM YM 022, ebenfalls ohne Eigenaktivitat auf die
Peristaltik, vermochte nicht die Ethanolreaktion zu beeintréachtigen (Abb. 6),
obgleich es bei 1 % Ethanol bei einem von neun Segmenten direkt nach
Ethanolapplikation fiir 17,3 Minuten zu einer kompletten Hemmung kam.

3.1.5 Antagonisierung von GABA a-Rezeptoren

Bis auf eine leichte Schwellendrucksenkung von ca. 15 Pa unter 1 % Ethanol
gegenuber der Tyrodekontrolle (APPT Tyrodelésung — 1 % Ethanol 42,9 £ 20,7
Pa und 27,0 + 7,5 Pa bei 10 uM Bicucullin — 1 % Ethanol) blieb die
Vorbehandlung mit 10 uM Bicucullin sowohl bei 0,3 % als auch bei 1 % Ethanol
ohne Effekt. Lorglumid (3 puM), YM 022 (1 pM) und Bicucullin (10 puM) selbst

fuhrten nicht zu einer Veranderung des Schwellendrucks (Abb. 6).
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Abb. 6 Schwellenwertanstieg (APPT) (Mittelwert + SEM) im Vergleich Ethanol 0,3 % zu
Ethanol 1 % nach jeweiliger Vorbehandlung mit 3 puM Lorglumid, 1 pM YM 022, 10 uM

Bicucullin bzw. Tyrodeldésung (Tyrode).

27



3.2  Wirkung von DMSO auf die Dunndarmperistaltik

Weder 0,1 % noch 0,3 % DMSO beeinflusste die Peristaltik. Lediglich unter 1 %
DMSO konnte im Mittel ein dezenter, nicht signifikanter Anstieg des
Schwellenwertes um 20,9 = 10,9 Pa in der ersten bzw. 30,3 + 18,9 Pa in der

zweiten Stunde des Beobachtungszeitraumes beobachtet werden (Tab. 7).

Tab. 7 Anderungen des Schwellenwertes (APPT) unter DMSO 0,1 %, 0,3 % und 1 %

APPT (Pa) 0-20 min 0-60 min 60-120 min
Tyrodel6sung n=6 -0,1+2,0 -1,1+1,2 19+31
DMSO 0,1 % n=9 -2,1+19 2,2+27 -2,3+5,6
DMSO 0,3 % n=7 05+1,1 -1,3+1,8 -0,5+4,0
DMSO 1 % n=7 28+3,7 209+10,9 30,3+18,9

3.3  Wirkung von DEHP auf die Dunndarmperistaltik

Der Effekt von DEHP auf die Darmtatigkeit wurde analog zu den Versuchen an
DMSO Uber eine Beobachtungszeit von 120 Minuten untersucht. Wir
verwendeten hierbei die extraserosalen Konzentrationen 0,1 mM und 1 mM
DEHP. Als Lésungsmittel fur DEHP diente jeweils 0,1 % Ethanol bzw. 0,1 %
DMSO.

In keiner dieser vier Versuchsreihen konnte eine Beeinflussung der Peristaltik
beobachtet werden (Tab. 8).
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Tab. 8 Schwellenwertanderungen (APPT) unter extraserosaler Einwirkung von 0,1 mM und
1 mM DEHP, jeweils geldst in 0,1 % Ethanol bzw. 0,1 % DMSO

APPT (Pa) 0-20 min 0-60 min 60-120 min
Tyrodeldsung n=11 -1,0+£2,1 -1,3+£2,.2 41+6,1
0,1 mM DEHP
in 0,1 % Ethanol n=7 4,2+3,3 4,7+3,5 10,8+14,4
0,1 mM DEHP
in 0,1 % DMSO n=7 221272 -0,2+1,8 -1,2+3,9
1 mM DEHP
in 0,1 % Ethanol n=7 51+1,6 43+1,1 6,1+3,0
1 mM DEHP
in 0,1 % DMSO n=6 -0,8+2,3 -15+1,6 33124

3.4  Wirkung von Detergentien (SLS/CAPB) auf die Din  ndarmperistaltik

Die Untersuchung der Wirkung von Detergentien am Bsp. des Gemisches
SLS/ICAPB (Pril®) auf die Diinndarmperistaltik erfolgte wie die der Phthalate
zum einen durch Zugabe zum Organbad und zum anderen per endoluminaler
Perfusion. Getestet wurden hierbei die Konzentrationen 10°, 10, 3x10° und
10,

3.4.1 Wirkung von SLS/CAPB bei extraserosaler Zugab e zum Organbad

Verglichen zur Tyrodekontrolle traten unter Detergentienzugabe in der
Verdiinnung 10° keine wesentlichen Veranderungen der Peristaltik auf, wenn
man davon absieht, dass eines der sieben Segmente in der 22. und der 37.
Minute jeweils kurzfristig funktionell in seiner Peristaltik gestért war.

Bei einer Verdiinnung von 3x10™ zeigte sich eine Schwellenwertanderung von
13,4 + 4,7 Pa (vgl. Tyrodelosung 1,3 = 2,7 Pa) und es kam bei zwei der sechs

Darmsegmente rezidivierend zu kurzzeitigen Hemmungen der Darmtatigkeit.
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Auffallige, wenn auch statistisch nicht signifikante Schwellenwerterhéhungen
traten erst bei einer Verdiinnung von 10 auf. Hier waren drei von acht
Segmenten ab 40,1 + 9,9 Minuten bis zum Ende des Beobachtungsintervalls
komplett gehemmt. Der Schwellenwertanstieg betrug dabei 112,6 £ 32,0 Pa
(Abb. 7).
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Abb. 7 Zeitverlauf sowie Dosis-Wirkungs-Beziehung des Effektes von SLS/CAPB 10°, 3x107
und 10 im Organbad mit Darstellung der Mittelwerte + SEM der Schwellendriicke (PPT) tber

ein Beobachtungsintervall von 60 Minuten.

3.4.2 Wirkung von SLS/CAPB bei endoluminaler Perfus  ion

Im Verlauf der endoluminalen Detergentienapplikation, welche nur in
Verbindung mit Midazolam- (10 pM) bzw. Fentanylzugabe (3 nM) zum
Organbad getestet wurde (s. Kap. 3.5.2 und 3.6.2), zeigte keine der getesteten
Verdinnungen (10°, 10®° und 10™) einen Effekt auf die Darmperistaltik. Die
Schwankungen der Schwellendriicke fielen hingegen noch geringer aus als
unter SLS/CAPB-Zugabe zum Organbad.
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3.5 Effekt von Ldsungsmitteln, Phthalaten und Deter  gentien auf die

Wirkung von Midazolam

3.5.1 Vorbehandlung von extraserosal

Lediglich nach Vorbehandlung mit 0,1 % Ethanol extraserosal kam es zu einem
signifikanten Anstieg der PPT nach Midazolamapplikation (10 uM; 92,3 + 14,6
Pa (Signifikanzniveau p<0,05)) im Vergleich zur Vorbehandlung mit
Tyrodeldsung (34,7 = 9,1 Pa) (Abb. 8). Nach Vorbehandlung mit 0,1 % Ethanol
kam es in vier von sieben Segmenten zu Zeitintervallen phasenweiser
funktioneller Hemmung (s. Verlauf der PTT in Abb. 9). Die Wirkung von
SLS/CAPB auf die Wirkung von Midazolam wurde nur in Zusammenhang mit

der endoluminalen Detergentienexposition untersucht (s.u.).
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Ethanol 0,1 % DEHP 0,1 mM DMSOO0,1% DEHP 0,1 mM
in Ethanol in DMSO 0,1 %
0,1 %

Abb. 8 DEHP-Effekt anhand der Schwellenwertanderungen (APPT; Mittelwert + SEM) nach
Applikation von Midazolam (10 pM) zum Organbad.

* signifikanter Schwellenwertanstieg (p<0,05)
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Abb. 9 Zeitverlauf und Dosis-Wirkungs-Beziehung fir die extraserosale Midazolamwirkung (10
1M) nach Vorbehandlung mit Tyrodel6ésung, Ethanol 0,1 % und 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol.
Die Symbole stehen fur die Mittelwerte + SEM der PPT wéahrend der Vorbehandlung (20
Minuten mit Tyrodelésung, DEHP 0,1 mM in 0,1 % Ethanol bzw. 0,1 % Ethanol) und fir weitere
60 Minuten nach Zugabe von Midazolam (10 uM) (}).

3.5.2 Vorbehandlung von endoluminal

Auch bei endoluminaler Perfusion von 0,1 % DMSO bzw. 0,1 % Ethanol sowie
DEHP (0,1 mM) jeweils geldst in diesen fand sich nur unter Vorbehandlung mit
0,1 % Ethanol eine signifikante Anderung des Schwellendrucks von 83,1 + 22,7
Pa (Signifikanzniveau p<0,05) gegenuber 49,2 + 13,7 Pa der Tyrodekontrolle
nach Midazolamzugabe (Abb. 10 und 11 A-B). Bei den ubrigen Versuchsreihen
lie@ sich keine Abweichung der Schwellendruckanstiege von den
Tyrodekontrollen feststellen (Abb. 12). Dies betraf sowohl die 60-minitige
Perfusionsphase als auch die Schwellenwertdnderungen nach
Midazolamzugabe zum Organbad. Obgleich die Schwellendruckanstiege
insgesamt etwas hoher ausfielen als in den Experimenten mit rein

extraserosaler Behandlung der Segmente.
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Abb. 10 Zeitverlauf  und  Dosis-Wirkungs-Beziehung  fir  die  extraserosale

Midazolamwirkung (10 uM) bei mit Tyrodelésung, DEHP 0,1 mM in 0,1 % Ethanol bzw. 0,1 %
Ethanol per perfusionem vorbehandelten Segmenten. Die Symbole stellen die Mittelwerte +
SEM der Schwellendriicke (PPT) dar, die tiber einen Zeitraum von 30 Minuten Tyrodeperfusion
(allen Segmenten gleich), weiteren 60 Minuten endoluminaler Perfusion der ersten Substanz
(Tyrodelésung, DEHP 0,1 mM in 0,1 % Ethanol bzw. 0,1 % Ethanol; erster |) und

abschlieender Midazolamzugabe (10 uM) zum Organbad (zweiter |) aufgezeichnet wurden.
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Abb. 11 A Originalregistrierung der intraluminalen Druckverhéltnisse von mit 0,1 %

Ethanol perfundierten Darmsegmente unter dem Einfluss von extraserosalem Midazolam (10
UM).
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Abb. 11 B Originalregistrierung der intraluminalen Druckverhéltnisse von mit Tyrodel6sung

perfundierten Darmsegmente unter dem Einfluss von extraserosalem Midazolam (10 uM).
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Abb. 12 Schwellenwertdanderungen (APPT; Mittelwert + SEM) unter extraserosaler

Midazolameinwirkung (10 uM) bei endoluminaler Perfusion von DEHP (0,1 mM in 0,1 % Ethanol
respektive in 0,1 % DMSO).

* signifikanter Schwellenwertanstieg (Signifikanzniveau p<0,05)

Die Reaktion auf die extraserosale Einwirkung von Midazolam (10 pM) nach
Vorbehandlung des Darmes durch 60-minitige Perfusion mit einer
Detergentienlésung waren gegenuber den Tyrodekontrollen sowohl bei der
Verdiinnung 10°® als auch 10 unverandert. Erst bei SLS/CAPB 10 konnte ein
geringerer, obgleich nicht signifikanter = Schwellendruckanstieg nach
Midazolamzugabe beobachtet werden als in der Kontrolle (APPT 41,4 + 8,0 Pa
bei Vorbehandlung mit SLS/CAPB 10* vs. 68,7 + 13,4 Pa in der
Tyrodekontrolle, Abb. 13).
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Abb. 13 Anderungen der PPT (APPT als Mittelwert + SEM) durch Midazolamapplikation
(10 uM) nach endoluminaler Vorbehandlung mit SLS/CAPB in den Verdiinnungen 10, 10° und

10 gegeniber der Kontrollgruppe mit Perfusion von Tyrodel6sung (Tyrode).

3.6 Effekt von Loésungsmitteln, Phthalaten und Deter gentien auf die

Wirkung von Fentanyl

3.6.1 Vorbehandlung von extraserosal

Analog den Untersuchungen an Midazolam untersuchten wir die
Beeintrdchtigung der hemmenden Wirkung von Fentanyl auf die
Dunndarmperistaltik. Nach Zugabe von Fentanyl (3 nM) traten gehauft
temporéare Beeintrachtigungen der Peristaltik bis hin zu kompletten
Hemmungen nach Substanzzugabe auf. Insgesamt zeigte dennoch keine der
Versuchsanordnungen (0,1 mM DEHP in 0,1 % DMSO bzw. 0,1 % Ethanol
sowie DMSO 0,1% respektive Ethanol 0,1 % allein) in Inrem Reaktionsverhalten
Abweichungen von den Kontrollsegmenten, die mit Tyrodelésung vorbehandelt

wurden. Es kam zu Schwellenwerterh6hungen zwischen 61 und 79 Pa (Tab. 9).
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Auch in Verbindung mit Fentanyl (3 nM) wurde die Beeinflussung dessen
Wirkung durch Detergentien nur bei einer endoluminalen Perfusion von
SLS/CAPB (10™) untersucht (s.u.).

Tab. 9 Anderung des Schwellendruckes (APPT) nach Zugabe von Fentanyl (3 nM)
zum Organbad bei Vorbehandlung mit DEHP (0,1 mM in 0,1 % DMSO oder 0,1 % Ethanol)
sowie dessen Ldsemitteln 0,1 % Ethanol und 0,1 % DMSO

APPT (Pa) Vorbehandlung 3 nM Fentanyl
Tyrodeldsung n=7 -6,8+1,9 78,9 +13,5
0,1 % Ethanol n=8 58,9 +215 72,5+14,3
0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol | n=7 23+19 70,2+19,4
0,1 % DMSO n=6 3,747 73,4 +£18,5
0,1 mM DEHP in 0,1 % DMSO n=7 -04+£1,7 60,8 £10,9

3.6.2 Vorbehandlung von endoluminal

Ahnlich den Ergebnissen der extraserosal vorbehandelten Darmsegmente
verhielten sich die Segmente, die mit 0,1 % DMSO und 0,1 % Ethanol per
perfusionem vorbehandelt wurden, anndhernd wie die der Kontrollversuche mit
Tyrodelosung. Es kam bei einigen Segmenten aller drei Versuchsreihen zu
vorribergehenden kompletten Hemmungen nach Fentanylzugabe (3 nM). Der
Schwellenwertanstieg lag bei 89,9 £ 17,6 Pa (Tyrodelésung — 3 nM Fentanyl),
79,9 + 13,9 Pa (0,1 % DMSO - 3 nM Fentanyl) respektive 90,4 + 14,8 Pa (0,1
% Ethanol — 3 nM Fentanyl) (Abb. 14).

Eindeutige Abweichungen von den Kontrollwerten konnten bei Vorbehandlung
mit 0,1 mM DEHP in 0,1 % DMSO und 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol
nachgewiesen werden. So kam es bei in DMSO geloéstem DEHP zu einem
verminderten Anstieg des Schwellendrucks von nur 49,2 £ 12,2 Pa. Im
Gegensatz dazu fiel die Hemmung durch Fentanyl bei mit DEHP in Ethanol
perfundierten Segmenten signifikant starker aus (182,2 + 46,4 Pa;

Signifikanzniveau p<0,05). Aul3erdem kam es in zwei von sieben Segmenten zu
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kompletten = Hemmungen, die in beiden Fallen den gesamten

Beobachtungszeitraum nach Fentanylapplikation andauerten (Abb. 15).
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Abb. 14 Zeitlicher Verlauf und Dosis-Wirkungs-Beziehung der extraserosalen

Wirksamkeit von Fentanyl (3 nM; zweiter |) auf mit DEHP 0,1 mM in 0,1 % Ethanol bzw. 0,1 %
DMSO und Tyrode vorperfundierten Darmsegmenten (erster |). Zur Darstellung kommen die

Mittelwerte + SEM der Schwellendriicke (PPT) tiber ein Gesamtintervall von 120 Minuten.
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Abb. 15 Schwellenwertanderungen (APPT; Mittelwert + SEM) unter extraserosaler

Fentanyleinwirkung (3 nM) bei endoluminaler Perfusion von DEHP 0,1 mM in 0,1 % Ethanol
bzw. 0,1 % DMSO.

* signifikanter Schwellenwertanstieg (Signifikanzniveau p<0,05)

In drei von sechs Fallen kam es nach Fentanylapplikation bei mit 10™
SLS/CAPB perfundierten Segment zu kurzdauernden Episoden kompletter
Hemmung der Peristaltik. Die mittlere Schwellenwertabweichung nach oben
durch Fentanyl (3 nM) lag bei 113,7 £ 17,7 Pa im Vergleich zu 65,3 £ 17,5 Pa
bei Tyrodeperfusion (Tab. 10).

Tab. 10 Schwellenwertdanderungen (APPT) durch extraserosale Fentanylzugabe (3 nM) zum
Organbad nach endoluminaler Vorbehandlung der Segmente mittels SLS/CAPB 10™ bzw.
Tyrodelésung im Schema 30 Minuten Tyrodeperfusion, 60 Minuten Perfusion der ersten
Substanz (Tyrode respektive SLS/CAPB 10'4) und 30 Minuten Beobachtung nach

extraserosaler Fentanylapplikation (3 nM).

APPT (Pa) 1. Substanz 3 nM Fentanyl
Tyrodel6sung n=6 -25+2,6 65,3+17,5
SLS/ICAPB 10™ n=6 11,4 +55 113,7 +17,7
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von organischen Lésungsmitteln,
Phthalaten und Detergentien auf die Darmtatigkeit zu untersuchen.

Hierzu diente ein etabliertes, bereits vielfach vorbeschriebenes Versuchsmodel
am Meerschweinchendarm (Holzer et al. 1995; Herbert et al. 2002; Shahbazian
et al. 2002; Herbert et al. 2005), bei dem Dinndarmsegmente zwischen zwei
Glasrohrchen gespannt werden, durch die eine kontinuierliche Perfusion des
Darmes gewahrleistet wird. An dessen Auswurfseite ist ein Drucktransducer
angeschlossen, der den durch peristaltische Kontraktionen sich andernden
intraluminalen Druck aufzeichnet. Der Vorteil dieser Versuchsanordnung ist die
Unabhangigkeit des Darmes vom zentralen Nervensystem (ZNS), so dass
ausschlieBlich die peripheren, intrinsischen Effekte des enterischen
Nervensystems (ENS) sowie die direkten Wirkungen auf die glatte Muskulatur
des Dunndarms untersucht werden kdnnen. Dabei konzentrierten wir uns auf
die Anderungen der intraluminalen Druckverhaltnisse, vor allem der des
Schwellendrucks bzw. PPT (peristaltic pressure threshold), der zur Auslésung
einer Darmkontraktion Uberschritten werden muss. Die Frequenz der
Darmkontraktionen als ein weiteres Auswertungskriterium war aufgrund ihrer

fehlenden Sensitivitat nicht geeignet (s. Anhang).

In der Zusammenschau der Ergebnisse aller Experimente der vorliegenden
Arbeit zeigt sich, dass weder DEHP, Ethanol, DMSO noch Detergentien
(SLS/CAPB) per se eine signifikant hemmende Wirkung auf die
Dunndarmperistaltik haben. Jedoch vermochten Ethanol, sowohl extraserosal
als auch endoluminal perfundiert, und in Ethanol geléstes DEHP die hemmende

Wirkung von Midazolam bzw. Fentanyl zu verstarken.

Dies lasst vermuten, dass Ethanol einen besonderen Einfluss auf die
Dunndarmperistaltik haben kénnte. In den Untersuchungen fiel auf, dass die
Schwellendruckéanderungen (APPT) nach Zugabe von Ethanol, unabhangig von

der jeweiligen Konzentration, sehr heterogen waren. Ursachen hierflr sind
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derzeit nicht erkennbar. Wahrend der Versuchsdurchfihrung wurde stets
sorgfaltig darauf geachtet, dass Ethanol dem Organbad nie direkt auf oder in
die unmittelbare Néhe des Dinndarmsegments zupipettiert wurde. Die Wirkung
von Ethanol auf den Korper ist bislang vornehmlich am ZNS untersucht,
wohingegen der Wirkung von Alkohol auf den Gastrointestinaltrakt, trotz seiner
klinischen Relevanz (Mincis et al. 1995; Bode et al. 2003), erst seit den letzten
Jahrzehnten vermehrt Aufmerksamkeit geschenkt wird. Im Hinblick auf die
Magen-Darm-Motilitat fuhrt Ethylalkohol sowohl per os als auch parenteral
meist zu einer Hemmung der Magenentleerung und Verzdégerung des
Dunndarmtransits. Letzteres ist durch Veradnderungen des interdigestiven
Motilitatsmusters (Barboriak et al. 1970; Sanders et al. 1982; Jian et al. 1986;
Scroggs et al. 1986; Krishnamra et al. 1987; Nasreen et al. 1989; Knight et al.
1992; Charles et al. 1995; Addolorato et al. 1997; Schmidt et al. 1997; Izbeki et
al. 2001; Izbeki et al. 2002; Izbeki et al. 2004; Liu et al. 2006) und der
dsophagocoecalen Transitzeit (Addolorato et al. 1997) bedingt. Allerdings ist
dieser Effekt nicht immer zu beobachten, d. h. einige Untersuchungen zeigen
keine oder nur gering ausgepragte Anderungen der Magenentleerungszeit oder
der Dunndarmperistaltik, wobei die grol3te Variabilitat beim Menschen auftritt
(Demol et al. 1985; Demol et al. 1986; Kolbel et al. 1986; Nasreen et al. 1989).
Diese Heterogenitat der Befunde stimmt mit unseren Ergebnissen Uberein. Bei
extraserosaler Zugabe zum Organbad fuhrte Ethanol zu einer vermeintlich
dosisabhangigen Steigerung des Schwellendruckes im Vergleich zu den
Kontrollen mit Tyrodeldsung. Diese hemmenden Effekte zeigten aber eine so
grof3e Streuung, dass sie zu keinem signifikanten Ergebnis fuhrten. In Bezug
auf die physiologische Relevanz muss bedacht werden, dass wir im Gegensatz
Zu den oben erwahnten Untersuchungen zwar niedrigere
Ethanolkonzentrationen untersucht haben, die noch weit unter den nach oraler
Alkoholaufnahme im Dunndarm vorkommenden Konzentration von etwa 2,5 % -
3,0 % liegen (Israel et al. 1969). Unsere Versuchskonzentrationen orientierten
sich vielmehr an den korrespondierenden Blutalkoholkonzentrationen, 0,1 %
entsprechend 1 %o , 0,3 % entsprechend 3 %o usw.
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Wahrend Robles et al. von einem hauptsachlich systemisch vermitteltem
Wirkmechanismus von Alkohol zur Stérung der DUnndarmperistaltik ausgehen
(Robles et al. 1974), konnten bis heute diverse direkte, lokale
Stérmechanismen durch Ethanol nachgewiesen werden. Diese betreffen u. a.
die elektrophysiologischen Gegebenheiten, lonenstrome, Rezeptor- und
Signaltransduktionswege. Wenn man die Zelle von auflen nach innen
betrachtet, ware diesbeziglich die Anhebung der Membranfluiditat und
Mukosapermeabilitat (Seil et al. 1977; Kalant et al. 1981; Collins et al. 1984;
Lavo et al. 1992) als erste zu nennen. Diese fuhrt zu einer erleichterten
Stoffaufnahme Uber die Zellmembran (Lopez del Pino et al. 1983) sowie zu
einer Beeintrachtigung der Funktionen der Zellmembran selbst oder der in ihr
integrierten Proteine wie Rezeptoren und lonenkanale. Nach chronischer,
jedoch nicht nach akuter Ethanolexposition konnte eine Stérung der
transmembranaren Potentialdifferenz im Rattenjejunum und —ileum gezeigt
werden (al-Balool et al. 1989). Von einer Anderung der Natrium- und
Kaliumstrome an in vitro-Praparaten menschlicher, fetaler, sensorischer
Neurone berichtet Nieminen et al. (Nieminen 1987). Dies korreliert mit einer
haufig beobachteten Stérung der Natrium/Kalium-ATPase durch Ethylalkohol
(Kalant et al. 1981; Collins et al. 1984; Brodie et al. 1987). Lu und Kollegen
fuhren die motilitittshemmenden Einflisse von Ethanol in Préparationen des
Kaninchenjejunums in vitro auf eine Abschwachung des Calciumeinstroms in
die Zelle zurlck, die auf der Modulation spannungsabhé&ngiger Calciumkanale
sowie calciumaktivierter Kaliumkanale basieren (Lu et al. 1997). Durch eben
diesen Mechanismus lie3e sich auch die Verstarkung der inhibitorischen
Wirkung von Midazolam erklaren, da dieses calciumabhéangige Kaliumkanale
aktiviert. Durch die durch Midazolam induzierte Hyperpolarisation kommt es zu
einer Hemmung der Diunndarmperistaltik des Meerschweinchens in vitro
(Wenderoth 2002).

Ein eher langfristiger Effekt einer Ethanolexposition konnte die direkte
Beeinflussung kontraktiler Proteine sein. Addolorato und Marway beschreiben
die Hemmung ihrer Synthese durch Ethanol (Marway et al. 1993; Marway et al.

1996; Addolorato et al. 1997), wobei der Dinndarm am empfindlichsten auf
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derartige Veranderungen reagiert (Marway et al. 1996). DarlUber hinaus ist eine
Hemmung der Stickstoffmonoxydsynthetase im Rattendiinndarm beschrieben,
die zu einer Verminderung des Stickstoffmonoxydangebotes (NO) fihrt,
welches neben ATP (Adenosintriphosphat), VIP (vasoaktivem intestinalem
Peptid) und PACAP (pituitary adenylyl cyclase activating peptide) einer der
wichtigsten inhibitorischen Transmitter im Gastrointestinaltrakt und fur die
NANC-abhéngige Relaxation der Darmmuskulatur verantwortlich ist
(Boeckxstaens et al. 1993; Mizuta et al. 1999; Krecsmarik et al. 2006).

Aufgrund der starken Variabilitit der peristaltischen Aktivitat unter
Ethanoleinfluss kombinierten wir die extraserosale Ethanoleinwirkung der
Konzentrationen 0,3 % und 1 % im Organbad jeweils mit einer Vorbehandlung
von Substanzen, die mit Opioid- (Naloxon) und CCK-Rezeptoren (Lorglumid
und YM 022) sowie apaminsensitiven calciumaktivierten small conductance
Kaliumkanalen (Apamin) interagieren, um mogliche Wirkmechanismen
aufzudecken. Diese Kombinationen blieben, abgesehen von dezenten
Schwellenwertdnderungen unter Naloxon, Apamin und Lorglumid, allesamt
ohne signifikante Veranderung der Peristaltik. In der Literatur hingegen wird von
einer Aufhebung der alkoholbedingten Hemmung der Magenentleerung durch
Lorglumid (CCKa-Rezeptorantagonist) in Ratten berichtet (Izbeki et al. 2004).
Cholezystokinin (CCK) hemmt physiologischerweise die Magenentleerung
(Debas et al. 1975) und der CCKa-Rezeptor im Osophagus des
Meerschweinchens vermittelt sowohl eine Kontraktion (Korpus) als auch
Relaxation (unterer Osophagussphinkter) der Muskulatur (Huang 2000). Die
ATP-induzierte (apaminssensitive) und in variablem Ausmal3 auch die durch
Nervenstimulation ausgeléste Relaxation der menschlichen, glatten, zirkularen
Colonmuskulatur wird im Gegensatz zur VIP-induzierten (apamininsensitiven)
Relaxation der Darmmuskulatur (Costa et al. 1986) durch Apamin gehemmt
(Boeckxstaens et al. 1993). Eine Modulation endogener
opioidrezeptorvermittelter Signaltransduktion im ZNS durch Ethanol st
mehrfach beschrieben. Dabei scheint Ethanol (berwiegend mit dem p-
Opioidrezeptor zu interagieren und dessen Bindungsaffinitat zu erh6hen, was

die hemmenden Wirkungen von Opioiden verstarkt. Dieser Effekt kann durch
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Naloxon abgeschwacht bis inhibiert werden (Prunell et al. 1987; Charness
1989; Hyytia et al. 1993; Alvarez et al. 1998; Saland et al. 2005; Pastor et al.
2006). Obwohl in wunseren Versuchsreinen der Schwellenwert nach
extraserosaler Einwirkung von Fentanyl (3 nM; p-Rezeptoragonist) auf mit 0,1
%-igen Ethanol vorbehandelten Segmenten gegenuber den Kontrollen mit
Tyrodeldsung unbeeintrachtig blieb, wiesen Shabazian et al. eine Hemmung
der Peristaltik des Dunndarms des Meerschweinchens durch p- und k-, aber
nicht durch &-Opioidrezeptoren nach (Shahbazian et al. 2002).

Eine signifikante Verstarkung der inhibitorischen Wirkung von Fentanyl auf die
Dunndarmperistaltik konnte in unseren Untersuchungen nur nach
endoluminaler Vorbehandlung derer mit 0,1 mM DEHP geldst in 0,1 %-igem
Ethanol beobachtet werden. Da diese unter DEHP geldst in 0,1 %-igem DMSO
ebenso wie in der Kontrolle mit Ethanol 0,1 % ausblieb, kann nur vermutet
werden, ob hierbei Ethanol oder DEHP der ausschlaggebende Faktor ist.

Abgesehen von den in der Einleitung bereits erwdhnten Umweltvorkommen von
Phthalaten gelten auch Medikamente zur oralen Einnahme, die zum Schutz vor
frihzeitiger Freisetzung ihrer Wirkstoffe im Magen-Darm-Trakt beschichtet sind,
als gesonderte Expositionsquelle, sofern diese Beschichtung Phthalate enthéalt
(Hauser et al. 2004). Als Beispiele seien hier bestimmte Theophyllin-,
Diclofenac- oder Nifedipintabletten sowie Medikamente aus der Gruppe der
Phytopharmaka zu nennen. Desweiteren sind mehrfach Arbeiten Utber eine
erhohte DEHP-Exposition von Plasma- und Thrombozytenspendern,
Bluttransfusionsempfangern und intensivpflichtiger Frihgeborener publiziert
worden (Jaeger et al. 1972; Gayathri et al. 2004; Koch et al. 2005; Koch et al.
2006). Intensivpatienten gehéren somit zu einer Risikogruppe mit der Gefahr
einer Uberdurchschnittichen DEHP-Belastung. Vor diesem Hintergrund
untersuchten wir die Wirkung von Phthalaten am Bsp. von DEHP auf die
Darmtétigkeit, zum einen in Hinblick auf die extraserosale und zum anderen auf
die endoluminale Substanzwirkung und dies jeweils in Kombination mit der
Zugabe von Midazolam respektive Fentanyl zum Organbad. Mit Ausnahme der

0. g. Substanzabfolge mit Fentanyl verursachte DEHP, weder extraserosal noch
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endoluminal appliziert, noch in Verbindung mit Midazolam oder Fentanyl (nur
DEHP in Ethanol), eine signifikante Erhéhung der Schwellenwerte gegenuber
den Kontrollen mit Tyrodel6sung. Die untersuchte Dosis von DEHP orientierte
sich an der geschatzten taglichen Aufnahme von 13,8 pg DEHP/kg
Kdrpergewicht der Erlangener Arbeitsgruppe Koch/Angerer (Koch et al. 2003).
Demnach nimmt ein 80 kg schwerer Mensch 1104 pug DEHP/Tag auf, was
naherungsweise unserer getesteten Dosis von 1 mM DEHP entspricht.

Die aktuelle Forschung beschéftigt sich derzeit mehr mit den allgemeinen
Effekten von DEHP und der Frage, ob die ubiquitdre Exposition mit Phthalaten
eine Gefahr fur die Allgemeinbevdlkerung darstellt als mit der Erforschung der
Wirkmechanismen. Auf diesem Gebiet sind bislang nur die Funktion von DEHP
als Peroxisomenproliferator (Peroxisomen = enzymhaltige zytoplasmatische
Vesikel, die dem Abbau verschiedener Stoffe dienen) in der Leber und als
endokriner Modulator und Stoérfaktor der Entwicklung und Funktion der
Reproduktionsorgane naher untersucht (Mann et al. 1985; Sjoberg et al. 1985;
Isenberg et al. 2000; Wang et al. 2001; Voss et al. 2005; Rusyn et al. 2006).
Von groRRerer Bedeutung fur unsere Untersuchungen sind jedoch die
Ergebnisse von Aronson, Dhanya und Tavares (2003), die deutlich machen,
dass DEHP durchaus auch Auswirkungen auf das elektrophysiologische
Gleichgewicht erregbarer Zellen hat. So konnte an Ratten gezeigt werden, dass
es nach intraperitonealer Gabe von 750 pg/100 g Kérpergewicht zu einer
reversiblen, direkten Hemmung der membranstandigen Natrium/Kalium-
ATPase in Hirn, Leber und Erythrozyten und zu einem intrazellularen
Calciumanstieg in Erythrozyten kommt, ohne den beteiligten Mechanismus zu
kennen (Dhanya et al. 2003). Eine Rattenherzperfusion in vitro mit 100 pl/I
DMSO, was einer Konzentration von 2,5 x 10* M und der Dosis, die aus
Blutproduktbeutel freigesetzt wird, entspricht, hat eine Abnahme der spontanen
Herzfrequenz und der isometrischen, systolischen Spannung, eine Zunahme
der diastolischen Spannung, der Phosphorylase-A-Aktivitat und eine
Verlangerung des PQ- und QT-Intervalls zur Folge (Aronson et al. 1978). An
isolierten Magenmuskelpraparationen von Ratten kommt es durch DEHP und

starker noch durch seinen ersten Metabolit MEHP (Methylethylhexylphtalat), der
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nach oraler Aufnahme im Dinndarm durch dort ansassige epitheliale Esterasen
entsteht (White et al. 1980), zu einer Reduktion Prostaglandin E,- (PGE;) und
acetylcholininduzierter Kontraktionen (Tavares et al. 1984). Wollte man den
0. g. Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration in Erythrozyten auf den
Darm ubertragen, liel3e sich dies in Einklang bringen mit der Tatsache, dass
diese Reaktion durch die Anwesenheit von Ethanol noch verstarkt wirde.
Allerdings gibt es keine weitere Verstarkung in Kombination mit Midazolam,
sondern nur der inhibitorischen Wirkung von Fentanyl. In Anbetracht der
Tatsache, dass DEHP allein keinerlei Auswirkungen auf die Peristaltik hat,
bleibt offen, ob die Dosis zu gering gewahlt war, um eine Reaktion zu erkennen,
oder ob doch eher die Wirkung von Ethanol in Verbindung mit Fentanyl (s.0.)

verstarkt wird.

DMSO hingegen, das durch seine Fahigkeit freie Radikale abzufangen eine
vielseitige Substanz mit zytoprotektiven Eigenschaften in Bezug auf Ischamie-,
Strahlen- und Kalteschaden (Ravid et al. 1983; Yu et al. 1994) ist, und aufgrund
seiner antinozizeptiven und antiinflammatorischen Eigenschaften zur Therapie
verschiedener Erkrankungen wie z. B. der chronischen Polyarthritis und anderer
Erkrankungen des rheumatoiden Formenkreises eingesetzt wird (Salim 1992;
Colucci et al. 2008), scheint als Losungsmittel nach unseren Untersuchungen
wenig Effekte an der Peristaltik hervorzurufen. Immerhin verhielten sich die
Segmente auf die Behandlung mit DMSO sehr homogen. So bewirkten 0,1 %
und 0,3 % DMSO keinerlei Anderungen der Peristaltik. Lediglich unter 1 %
DMSO kam es zu einem leichten, aber nicht signifikanten Anstieg des
Schwellendrucks.

Zetler et al. beobachteten eine reversible Hemmung der Kontraktionen des
Meerschweinchenileums in vitro (>0,1M DMSO) (Zetler et al. 1971) und auch
Pestel et al. berichten lber eine Verzégerung des Dinndarmtransits in Ratten
durch DMSO (1g/kg p.o.) bei nicht gestorter Magenentleerungszeit (Pestel et al.
2006). Letzteres zeigt sich schon bei Bonnardeaux et al. in Form einer
Abschwachung der Amplitude und Frequenz von Spontankontraktionen der

glatten Muskulatur des Rattenduodenums, -rektums und -uterus in vitro
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(Bonnardeaux 1971). Wohingegen Sams et al. eine verstarkte Antwort der
glatten Magenmuskulatur des Meerschweinchens in vitro sowohl auf Muskel-
als auch auf Nervenstimulation hin zeigten (Sams 1967). Alle o. g. Effekte
traten allerdings bei hoheren DMSO-Konzentrationen auf als denen, der hier
vorliegenden Experimente. Obgleich in einer Untersuchung von Shiga et al. in
vitro 1 % intravesikales DMSO, mit maximaler Effektstarke bei 3 % DMSO, eine
Relaxation des Musculus detrusor vesicae von Hasen bewirkt (Shiga et al.
2007) wie es in einer anderen Untersuchung auch 10 % und 30 % DMSO
vermogen (Birder et al. 1997; Melchior et al. 2003).

Die Beeinflussung von Muskel-, aber auch Nervenzellen durch DMSO
begriindet sich vor allem in der Stérung von lonenkanalen in Zellmembranen,
intra- wie extrazellularer Elektrolytzusammensetzungen und Enzymsystemen,
die an der neuromuskularen Ubertragung, Herstellung und Aufrechterhaltung
elektrophysiologischer Eigenschaften erregbarer Zellen und der Integritat des
kontraktilen Zellapparates beteiligt sind. Ein haufig nachgewiesenes Phanomen
ist die Hemmung der Acetylcholinesterase im synaptischen Spalt oder auch an
der neuromuskularen Endplatte (Sams et al. 1966; Sams 1967; Evans et al.
1973; Sawada et al. 1975; McLarnon et al. 1986; Kubota et al. 1998). Ebenfalls
bekannt ist eine Hemmung der Stickstoffmonoxydsynthetase (McConnell et al.
1999) und eine Beeinflussung der Freisetzung von Stickstoffmonoxyd als einem
Neurotransmitter des NANC-Systems aus afferent sensorischen Neuronen der
Harnblase von Ratten und glatten Muskelzellen der Harnblasenwand (Birder et
al. 1997). Eine Anderung des Ruhemembranpotentials oder der Generierung
und Fortleitung eines Aktionspotentials durch DMSO wurde in vitro von Ogura
et al. eingehend am Musculus papillaris von Meerschweinchenherzen
untersucht. Hier wurden Hemmungen der Kalium-, Natrium- und Chloridstrome
Uber die Membran und eine Hemmung der intrazellularen Natrium/Kalium-
ATPase beobachtet, welche sowohl durch direkte als auch durch indirekte, d. h.
beispielsweise durch Anderung des Hydratationstatus von Molekiilen, Einflisse
auf die lonenkanale erklart werden. Hinzu kommt die Beeinflussung der Zelle
durch DMSO als osmotisch wirksames Teilchen (Ogura et al. 1995). Ahnliche

Ergebnisse auf Ebene der Zellhoméostase konnten in anderen Tiermodellen
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durch andere Arbeitsgruppen geliefert werden (Burges et al. 1969; Sawada et
al. 1975; Evans et al. 1993; Kajiwara et al. 1996; Larsen et al. 1996; Kosik-
Bogacka et al. 2002). Auch von einer Stérung des intrazellularen
Calciumgehaltes (Santos et al. 2003) und einer Herabsetzung der
Calciumsensitivitat des kontraktilen Zellapparates, auch ohne begleitende
Storung des zytoplasmatischen Calciumkonzentration, wird berichtet (Shiga et
al. 2007).

Aufgrund einer solchen Vielseitigkeit an Wirkmechanismen ist es verwunderlich,
dass in unseren Untersuchungen die Dunndarmperistaltik des

Meerschweinchens in vitro von DMSO unbeeintrachtigt blieb.

Vergleichbar unerwartet verhielt es sich mit der Wirkung von Detergentien auf
die Dunndarmperistaltik. Dieser eher experimentelle Ansatz in der Reihe dieser
Untersuchungen begriindet sich in der Annahme, dass Detergentien organische
Materialien in vitro schadigen und daher in wissenschaftlichen Laboren bei in
vitro-Experimenten als Reinigungsmittel haufig nicht verwendet werden. Die
Konzentrationen waren so gewahlt, dass sie einem gewdhnlichen Gebrauch als
Haushaltsspiilmittel nahe kommen und schlieRlich die Konzentrationen 107,
10, 3x10® und 10" getestet wurden. Als Testsubstanz diente uns das
Gemisch der Detergentien Natrium-Lauryl-Sulfat (SLS) und
Cocamidopropylbetain (CAPB) in Form von Pril Original®.

Unsere Untersuchungen erbrachten weder flr die extraserosale noch fir die
endoluminale Exposition der Dinndarmsegmente mit SLS/CAPB signifikante
Anderungen der Schwellenwerte. Allenfalls die Streubreite der gewerteten
Schwellendriicke Uber die Gesamtbeobachtungszeit von 60 Minuten bei
SLS/CAPB-Zugabe zum Organbad nahm mit steigender Substanzkonzentration
zu. Bei endoluminaler Perfusion der Darmsegmente mit SLS/CAPB und
zusatzlicher Applikation von Midazolam respektive Fentanyl zum Organbad
waren lediglich bei einer SLS/CAPB-Verdiinnung von 10* Anderungen der
Schwellenwerte nach Zugabe von Fentanyl respektive Midazolam zum
Organbad angedeutet. Diese auf3ersten sich bei Midazolam in einem dezenten

Abfall der Schwellendriicke um ca. 25 Pa, wohingegen bei Fentanyl die
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Schwellenwerte im Mittel um etwa 50 Pa im Vergleich zu den Kontrollen mit
Tyrodelbsung anstiegen.

Die Studienlage zu diesen Stoffen ist recht Ubersichtlich. Wahrend eine
Arbeitsgruppe aus Japan in den 1970er Jahren die Effekte von Detergentien auf
die slow-wave-Aktivitat am Rattenjejunum untersuchten (Takenaka et al. 1976),
liegt das derzeitige Forschungsinteresse vor allem auf der Wirksamkeit von SLS
auf Viren, Erregern sexuell Ubertragbarer Erkrankungen, Spermien und der
Haut. Durch seine amphiphile chemische Struktur mit einer hydrophoben
Kopfgruppe und einem lipophilen Schwanz ist SLS in der Lage, die
Bilayerstruktur von Zell- und Zellorganellmembranen zu ,verflissigen“ und
Lipide und Proteine somit aus Lipidmembranen herauszulésen (di Nardo et al.
1996). Dies erleichtert u. a. den Transport anderer Stoffe Uber die in ihrer
Integritat gestorten Membran (Mitragotri et al. 2000). Zudem koénnen durch
Zerstorung von Wasserstoffbriickenbindungen Proteine entfaltet und in ihrer
Funktion zerstort werden, so dass z. B. Viren mit Hullstrukturen wie der Hiille
von Herpes simplex Virus 1 und 2 u. a. inaktiviert werden (Piret et al. 2002).
Genaue Angaben zur Wirkweise von SLS sind in der Literatur aber kaum zu
finden. Es wurde schon mehrfach eine Interaktion von SLS mit
membranstandigen Calcium-ATPasen angenommen (Piret et al. 2002;
Haineault et al. 2003) und es konnte 1971 durch Perkins und Kollegen eine
Erh6hung der Adenylatcyclaseaktivitat durch unspezifische
Membranstrukturverdnderungen im  Rattencortex und nachfolgendem
intrazellularem  cAMP-Anstieg (zyklisches  Adenosinmonophosphat)
nachgewiesen werden (Perkins et al. 1971). Ein Anstieg der intrazellularen
CAMP-Konzentration durch SLS wurde auch im Rattenintestinum beobachtet, in
Folge dessen die Absorption anderer Stoffe tUber die Darmwand zunimmt
(Briseid et al. 1976). Obwohl oft wvon einer unspezifischen,
konzentrationsabhangigen Reaktion von Lésemitteln wie u. a. auf die
Kontraktilitat glatter Muskelzellen des Meerschweinchenileums ausgegangen
wird (Braak et al. 1990), ist SLS in Konzentrationen von 2,5 x 10% — 5 x 10* in
der Lage, die Zwerchfellkontraktionen von Ratten wahrend direkter und

indirekter Stimulation der Zwerchfellmuskulatur und das Aktionspotential des
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Nervus phrenicus zu hemmen. Diese inhibitorische Wirkung fallt starker aus,
wenn sich das Praparat in calcium- oder kaliumhaltiger Lésung befindet und
nimmt in kaliumfreier Losung und bei Zugabe von Lidocain ab (Herlofson et al.
1996). Neben einer direkten, konzentrations- und zeitabhé&ngigen Zerstérung
des Dunndarmepithels der Goldbrasse durch oral aufgenommenes Natrium-
Dodecyl-Sulfat (SDS, Sodium-Dodecyl-Phosphate), einem SLS verwandtem
Detergens, in Konzentrationen von 5-15 mg/l (Ribelles et al. 1995) und der
Erh6éhung der transmuralen Potentialdifferenz durch SDS im Rattenjejunum
(Feldman et al. 1975) sind in Zusammenschau mit unseren Versuchen die
Ergebnisse einer Arbeitsgruppe aus Wisconsin, USA von besonderer
Bedeutung. Fox und Kollegen wiesen eine selektive Ablation des Plexus
myentericus und Stérung der Verteilung peptiderger Neurone (Somatostatin,
Substanz P, Metenkephalin und VIP) im Rattenjejunum durch Surfactants, u. a.
auch 1 %-igem SLS nach (Fox et al. 1983). Auffallig an dieser Arbeit ist die
nahezu ausschlie3liche Wirkung der getesteten Detergentien auf den Plexus
myentericus mit Veranderungen der elektrischen Darmaktivitdt ohne
Beeintrachtigung des Plexus submuscosus und nur gering ausgepragter
direkter, schadlicher Wirkung auf Mucosazellen. Auf der anderen Seite fuhrt die
orale Aufnahme von SDS in einem anderen Versuchsmodell am Rattenmagen

nicht zu einer Verzégerung der Magenentleerungszeit (Tomlin et al. 1993).

Bei der Bewertung der Ergebnisse ist zu bertcksichtigen, dass es sich um ein
in vitro- und zudem um ein Tiermodell handelt. Es bleibt weiteren
Untersuchungen vorbehalten, die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den
menschlichen Magen-Darm-Trakt zu zeigen bzw. zu bestatigen. Der Darm des
Meerschweinchens ist in seinen Neurotransmittersystemen sehr gut untersucht
(Bertaccini et al. 1987; Waterman et al. 1994a; Costa et al. 1996) und kommt
dem des Menschen sehr nahe (Waterman et al. 1994b; Furness et al. 1995),
auch wenn er laut Spencer et al. (1999) nicht dem nach Starling und Bayliss
postuliertem ,law oft the intestine” (Bayliss et al. 1899) gehorcht. Dieses setzt
Im Zuge einer peristaltischen Welle eine gegenlaufige Innervation der zirkularen

und longitudinalen Darmwandmuskulatur vor und nach einem Bolus voraus, die
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eine davon ausgehende aborale Relaxation und orale Kontraktion induziert und
die Propulsion des Darminhaltes ermdglicht (Spencer et al. 1999).
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5. Zusammenfassung

Die Magen-Darm-Motilitdt von Patienten auf Intensivstationen unterliegt vielen
hemmenden Einflissen. Aul3er der Wirkung inhibitorisch wirksamer Pharmaka
ware denkbar, dass auch organische Ldsungsmittel (Ethanol, DMSO),
Detergentien (SLS/CAPB) wund aus Perfusor- und Infusionsleitungen
freigesetzte Weichmacher (Phthalate) die Diunndarmperistaltik per se
beeinflussen oder die Wirkung inhibitorisch wirksamer Pharmaka (Midazolam,
Fentanyl) modulieren.

Die Untersuchungen wurden in vitro am Didnndarm des Meerschweinchens
durchgefiihrt. Der Parameter zur Beurteilung der inhibitorischen Wirkung auf die
Peristaltik einer dem Organbad zugegebenen Substanz war die Anderung des
intraluminalen Schwellendrucks APPT (peristaltic pressure threshold) zur
Ausldsung von Peristaltik. Ein Anstieg der PPT zeigt eine inhibitorische Wirkung
an.

In der Zusammenschau der Ergebnisse aller Experimente der vorliegenden
Arbeit zeigte sich, dass weder DEHP, Ethanol, DMSO noch Detergentien
(SLS/CAPB) per se eine konzentrationsabhangige, signifikant hemmende
Wirkung auf die Dunndarmperistaltik haben. Jedoch vermochten Ethanol,
sowohl extraserosal dem Organbad zugegeben als auch endoluminal durch das
Dunndarmsegment perfundiert, und in Ethanol geléstes DEHP die
motilitittshemmende Wirkung von Midazolam bzw. Fentanyl zu verstarken.

In den Untersuchungen fiel auf, dass die Schwellendruckanderungen APPT
nach Zugabe von Ethanol, unabhéangig von der jeweiligen Konzentration, sehr
heterogen waren. Um den Mechanismus der Ethanolwirkung genauer zu
charakterisieren, wurden Darmsegmente vor der Zugabe von Ethanol mit
Antagonisten bzw. Blockern vermuteter Signaltransduktionswege vorbehandelt.
Eingesetzt wurden Naloxon (Antagonist an Opioidrezeptoren), Apamin (Inhibitor
von calciumaktivierten small conductance Kaliumkénalen), Bicucullin
(Antagonist am GABAa-Rezeptor), Lorglumid (Antagonist am Cholecystokinin
CCKa-Rezeptor) und YMO022 (selektiver Antagonist am Gastrin/CCKg-

Rezeptor). Diese Antagonisierungsversuche ergaben keine signifikanten
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Ergebnisse, da Ethanol in der Konzentration mit inhibitorischer Wirkung auf die
Peristaltik zu heterogene Anderungen der PPT hervorrief.

Unter klinischen Gesichtspunkten konnten die hemmende Wirkung von Ethanol
auf die Peristaltik sowie die Wirkungsverstarkung des motilitittshemmenden
Midazolam und Fentanyl durch Ethanol bzw. in Ethanol gelostes DEHP
Faktoren sein, die zur Hemmung der Darmmotilitdt bei Intensivpatienten

beitragen.
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7 Anhang

7.1 Gesonderte Auswertung der Hemmungen

In der Annahme, dass die verschiedenen getesteten Substanzen
unterschiedliche Hemmmuster aufwiesen, untersuchten wir die gehemmten
Abschnitte hinsichtlich der Anzahl der Hemmungen, des Zeitpunktes der ersten
Hemmung nach Substanzzugabe, der Dauer der einzelnen Hemmungen sowie
der Gesamtdauer aller Hemmungen eines Segmentes. Diese gesonderte
Auswertung liel3 allerdings nach visueller Betrachtung der Mittelwerte keinen
Trend erkennen, so dass wir sie weder auf Signifikanz testeten noch in die
Beurteilung der Versuchsergebnisse einbezogen. Dennoch sind sie der
Vollstandigkeit halber im Folgenden aufgefiihrt. Zur Darstellung kommen die
Mittelwerte + SEM.

7.1.1 DEHP

7.1.1.1 Anzahl der Hemmungen

20 1

=y
o

N\

Anzahl der Hemmungen

A\

N\

0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO) 0,1 % DMSO
Abb. 16 Anzahl der Hemmungen nach extraserosaler Zugabe von 0,1 mM DEHP in

0,1 % Ethanol respektive 0,1 % DMSO gegeniiber den Kontrollen mit 0,1 % Ethanol und 0,1 %
DMSO.
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20 7 10 uM Midazolam
oy 7
iVl
(Ethano) | 0.1% Ethanol (DMSO) | 0% DMSO
Abb. 17 Anzahl der Hemmungen nach extraserosaler Zugabe von Midazolam (10 uM)

bei Vorbehandlung mit 0,1 mM extraserosalem DEHP in 0,1 % Ethanol bzw. 0,1 % DMSO und
ihren Lésungsmittelkontrollen (0,1 % Ethanol, 0,1 % DMSO und Tyrode).

A
Al

Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO0) 0,1 % DMSO

Abb. 18 Anzahl der Hemmungen nach extraserosaler Fentanylapplikation (3 nM) bei
Vorbehandlung der Segmente mit 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol bzw. 0,1 % DMSO und den

zugehdrigen Losungsmittelkontrollen.
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57 10 uM Midazolam
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Y

0 b
Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO0) 0,1 % DMSO
Abb. 19 Anzahl der Hemmungen nach extraserosaler Applikation von 10 uM Midazolam

bei endoluminaler Perfusion mit 0,1 mM DEHP gel6st in 0,1 % Ethanol respektive 0,1 % DMSO,
den entsprechenden Ldsungsmitteln 0,1 % Ethanol und 0,1 % DMSO sowie der Leerkontrolle

mit Tyrodelésung.
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3 nM Fentanyl

Anzahl der Hemmungen

M\
\\\3

\\\m
N“
\\

Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol  (DMSO) 0,1 % DMSO
Abb. 20 Anzahl der Hemmungen nach Zugabe von 3 nM Fentanyl zum Organbad bei
endoluminaler Perfusion mit 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol respektive 0,1 % DMSO bzw.
seiner Loésungsmittel 0,1 % Ethanol und 0,1 % DMSO sowie der Leerkontrollen mit

Tyrodeldsung.
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7.1.1.2

70 o

Zeitpunkt der 1. Hemmung (min)

Abb. 21
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Zeitpunkt der ersten Hemmung

A\
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I

0,1 mM DEHP

(Ethanol)

0,1 % Ethanol

0,1 mM DEHP

(DMSO) 0,1 % DMSO

Zeitpunkt der ersten Hemmung nach extraserosaler Zugabe von 0,1 mM DEHP

gelést in 0,1 % Ethanol respektive 0,1 % DMSO gegenlber den Kontrollen mit 0,1 % Ethanol
und 0,1 % DMSO.

20 1

Zeitpunkt der 1. Hemmung (min)

Abb. 22

15 1

10 1

10 uM Midazolam

\\\

\\\ g

|
/ T
// 2
Y %
Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP

(Ethanol) 0,1 % Ethanol  (DMSO)

0,1 % DMSO

Zeitpunkt der ersten Hemmung nach extraserosaler Zugabe von Midazolam (10
UM) bei Vorbehandlung mit 0,1 mM extraserosalem DEHP gel6st in 0,1 % Ethanol bzw. 0,1 %

DMSO und ihren Lésungsmittelkontrollen.

74



35 1

3 nM Fentanyl
30 1

25 1
20 1

15 1

10 1

Zeitpunkt der 1. Hemmung (min)

&ﬁ
&\Qﬁ

Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP

(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO) 0,1 % DMSO

Abb. 23 Zeitpunkt der ersten Hemmung nach extraserosaler Fentanylapplikation (3 nM)
bei Vorbehandlung der Segmente mit 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol bzw. 0,1 % DMSO und

den zugehdrigen Lésungsmittelkontrollen.

10 -

10 uM Midazolam

Ao _
7/ 7
. % % Z
Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO) 0,1 % DMSO

Zeitpunkt der 1. Hemmung (min)

A\

Abb. 24 Zeitpunkt der ersten Hemmung nach extraserosaler Applikation von 10 uM
Midazolam bei endoluminaler Perfusion mit 0,1 mM DEHP gel6st in 0,1 % Ethanol respektive
0,1 % DMSO, den entsprechenden Lésungsmitteln 0,1 % Ethanol und 0,1 % DMSO sowie der

Leerkontrollen mit Tyrodelésung.
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3 nM Fentanyl

Zeitpunkt der 1. Hemmung (min)

A\

T
0 74 o7

0
Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol ~ (DMSO) 0,1 % DMSO
Abb. 25 Zeitpunkt der ersten Hemmung nach Zugabe von 3 nM Fentanyl zum Organbad

bei endoluminaler Perfusion mit 0,1 mM DEHP gel6st in 0,1 % Ethanol respektive 0,1 % DMSO
bzw. seiner Lésungsmittel 0,1 % Ethanol und 0,1 % DMSO sowie der Leerkontrollen mit

Tyrodeldsung.

7.1.1.3 Dauer einer einzelnen Hemmung

7T
%7/ %

Dauer Einzelhemmung (min)
o N
N\
—
N

0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO) 0,1 % DMSO
Abb. 26 Dauer einer einzelnen Hemmung nach extraserosaler Zugabe von 0,1 mM

DEHP in 0,1 % Ethanol respektive 0,1 % DMSO gegentber ihren Kontrollen 0,1 % Ethanol und
0,1 % DMSO.
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57 10 pM Midazolam
qé':g.
3 ] I

Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO0) 0,1 % DMSO

Abb. 27 Dauer einer einzelnen Hemmung nach Zugabe von extraserosalem Midazolam
(10 pM) bei Vorbehandlung mit 0,1 mM extraserosalem DEHP gel6st in 0,1 % Ethanol bzw.
0,1 % DMSO und ihren Lésungsmittelkontrollen.
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Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO) 0,1 % DMSO
Abb. 28 Dauer einer einzelnen Hemmung nach extraserosaler Fentanylapplikation

(3 nM) bei Vorbehandlung der Segmente mit 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol bzw. 0,1 % DMSO
und den zugehorigen Lésungsmittelkontrollen.
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Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP

(Ethanol) 0,1 % Ethanol  (DMSO) 0,1 % DMSO

Abb. 29 Dauer einer einzelnen Hemmung nach extraserosaler Applikation von 10 pM
Midazolam bei endoluminaler Perfusion mit 0,1 mM DEHP gel6st in 0,1 % Ethanol respektive
0,1 % DMSO, den entsprechenden Lésungsmitteln 0,1 % Ethanol und 0,1 % DMSO sowie der

Leerkontrollen mit Tyrodeldsung.
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3 nM Fentanyl

(min)

AN

Dauer Einzelhemmung

Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO) 0,1 % DMSO
Abb. 30 Dauer einer einzelnen Hemmung nach Zugabe von 3 nM Fentanyl zum
Organbad bei endoluminaler Perfusion mit 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol respektive 0,1 %
DMSO bzw. seiner Losemittel 0,1 % Ethanol und 0,1 % DMSO sowie der Leerkontrolle mit

Tyrodeldsung.
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7.1.1.4 Gesamtdauer aller Hemmungen zusammen
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Hemmdauer insgesamt  (min)
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N

0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO) 0,1 % DMSO
Abb. 31 Gesamtdauer aller Hemmungen nach extraserosaler Zugabe von 0,1 mM

DEHP in 0,1 % Ethanol respektive 0,1 % DMSO gegentber ihren Kontrollen 0,1 % Ethanol und
0,1 % DMSO.
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Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO) 0,1 % DMSO
Abb. 32 Gesamtdauer aller Hemmungen nach Zugabe von extraserosalem Midazolam

(10 pM) bei Vorbehandlung mit 0,1 mM extraserosalem DEHP gel6st in 0,1 % Ethanol bzw.
0,1 % DMSO und ihren Lésungsmittelkontrollen.
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3 nM Fentanyl
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Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO) 0,1 % DMSO

Abb. 33 Gesamtdauer aller Hemmungen nach extraserosaler Fentanylapplikation (3 nM)
bei Vorbehandlung der Segmente mit 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol bzw. 0,1 % DMSO und

den zugehdrigen Lésungsmittelkontrollen.
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Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP
(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO) 0,1 % DMSO

Hemmdauer insgesamt  (min)
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\\\\gm

Abb. 34 Gesamtdauer aller Hemmungen nach extraserosaler Applikation von 10 pM
Midazolam bei endoluminaler Perfusion mit 0,1 mM DEHP gel6st in 0,1 % Ethanol respektive
0,1 % DMSO, den entsprechenden Lésungsmitteln 0,1 % Ethanol und 0,1 % DMSO sowie der

Leerkontrollen mit Tyrodelésung.
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25 1 3 nM Fentanyl
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Tyrode 0,1 mM DEHP 0,1 mM DEHP

(Ethanol) 0,1 % Ethanol (DMSO) 0,1 % DMSO

Hemmdauer insgesamt  (min)
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Abb. 35 Gesamtdauer eller Hemmungen nach Zugabe von 3 nM Fentanyl zum
Organbad bei endoluminaler Perfusion mit 0,1 mM DEHP in 0,1 % Ethanol respektive 0,1 %
DMSO bzw. seiner Lésungsmittel 0,1 % Ethanol und 0,1 % DMSO sowie der Leerkontrolle mit

Tyrodeldsung.

7.1.2 Tenside SLS/CAPB am Bsp. von Pril  ©
7.1.2.1 Anzahl der Hemmungen
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Abb. 36 Anzahl der Hemmungen nach Applikation von SLS/CAPB 10, 3x10® oder 10™

zum Organbad.
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Abb. 37 Anzahl der Hemmungen nach Zugabe von 10 puM Midazolam bzw. 3 nM
Fentanyl zum Organbad bei endoluminaler Perfusion mit SLS/CAPB in den Verdinnungen 10,
10”° und 10° respektive 10™.

7.1.2.2 Zeitpunkt der ersten Hemmung
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Abb. 38 Zeitpunkt der ersten Hemmung nach Zugabe von SLS/CAPB 107, 3x10™° oder

10 zum Organbad.
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Abb. 39 Zeitpunkt der ersten Hemmung nach Zugabe von 10 uM Midazolam bzw. 3 nM
Fentanyl zum Organbad bei endoluminaler Perfusion mit SLS/CAPB in den Verdiinnungen 10,
10”° und 10° respektive 10,

7.1.2.3 Dauer einer einzelnen Hemmung
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Abb. 40 Dauer einer einzelnen Hemmung nach extraserosaler Applikation von

SLS/CAPB 10, 3x10” oder 10™ zum Organbad.
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Abb. 41 Dauer einer einzelnen Hemmung nach Zugabe von 10 pM Midazolam bzw.

3 nM Fentanyl zum Organbad bei endoluminaler Perfusion mit SLS/CAPB in den
Verduinnungen 10, 10”° und 10°® respektive 10™.

7.1.2.4 Gesamtdauer aller Hemmungen zusammen
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Abb. 42 Gesamtdauer aller Hemmungen nach Zugabe von SLS/CAPB 10, 3x10™ oder

10" zum Organbad.
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Abb. 43 Gesamtdauer aller Hemmungen nach Zugabe von 10 puM Midazolam bzw.

3 nM Fentanyl zum Organbad bei endoluminaler Perfusion mit SLS/CAPB in den
Verduinnungen 10, 10”° und 10°® respektive 10™.
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7.3

Tab.
Tab.
Tab.

Tabellenverzeichnis

la
1b
2

Tab. 3
Tab. 4

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

5a

5b

5c

5d

5e

© 00 N O

Versuchsreihe Ethanol extraserosal 120 min ................cc.oeeee.
Kombinationsversuche Ethanol extraserosal 20 — 60 min .........
Versuchsreihe DMSO extraserosal 120 min .............oooeveenenee.
Versuchsreihe DEHP extraserosal 120 min ................cocevvnen.
Versuchsreihe SLS/CAPB extraserosal 60 min .......................
Kombinationsversuche Ldsungsmittel/DEHP — Midazolam
extraserosal 20 — 60 MIN ..o e
Kombinationsversuche  Losungsmitte/DEHP  —  Fentanyl
extraserosal 20 — 60 MIN ..o e e
Kombinationsversuche Ldsungsmittel/DEHP — Midazolam
endoluminal 60 — 30 MIN ...
Kombinationsversuche  Losungsmitte/DEHP  —  Fentanyl
endoluminal 60 — 30 MIN ... e

Kombinationsversuche SLS/CAPB — Midazolam endoluminal 60

APPT nach Ethanolzugabe zum Organbad 120 min ................
APPT nach Zugabe von DMSO zum Organbad 120 min ...........
APPT nach Zugabe von DEHP zum Organbad 120 min ............
APPT nach Fentanylzugabe zum  Organbad nach
Vorbehandlung mit DEHP (extraserosal) ..............cccoveiivnennnn.
APPT nach extraserosaler Fentanylzugabe zum Organbad nach
60-minutiger Perfusion mit SLS/CAPB ..o
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7.3  Substanznachweis

Pril Original® - Henkel KG & Co. KGaA , Henkelstr. 67, 40589 Diisseldorf
Inhaltsstoffangabe nach Detergenzienverordnung ((EC) No 648/2004)

* Aqua

e Natrium-Lauryl-Sulfat (SLS)

» Cocamidopropylbetain (CAPB)
* Natriumchlorid

* Parfum

e Limonen
 2-Bromo-2-Nitropropan-1,3-Diol
* Farbstoff

» Denatonium-Benzoat

» Methylchloroisothiazolinon

» Methylisothiazolinon

Versuchstiere Charles River Laboratories Germany GmbH
Sandhofer Weg 7
97633 Sulzfeld

Fentanyl Janssen-Cilag GmbH
Johnson & Johnson Platz 1
41470 Neuss

DMSO Merck KGaA
Frankfurter Str. 250
64293 Darmstadt

Midazolam Roche Diagnostics Deutschland GmbH

Sandhofer Str. 116
68305 Mannheim

91



Ethanol Serva Electrophoresis GmbH
Carl-Benz-Str. 7
69115 Heidelberg

Apamin, DEHP, Lorglumid Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Riedstr. 2
89555 Steinheim

Bicucullin, Naloxon, YM 022 Tocris Bioscience
Moorend Farm Avenue
Bristol, BS11 0Ql
United Kingdom
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