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ABKURZUNGSVERZEICHNIS IN ALPHABETISCHER REIHENFOLGE

ATP Adenosintriphosphat

O P Anderung des Schwellendrucks
ENS Enterisches Nervensystem
GABA Gamma-Aminobuttersaure

GAD Glutamatsauredecarboxylase
NANC Non-adrenerg-non-cholinerg

NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxidsynthetase

Pa Pascal

PACAP Pituitary adenylate cyclase-activating peptide
SEM Standard error of the mean

VIP Vasoactive intestinal polypeptide
VL Vorlauf

ZNS Zentrales Nervensystem



1 EINLEITUNG

Das Enterische Nervensystem (ENS) stellt einen erheblichen Teil unseres
Gesamtnervensystems dar. Die Zahl der Ganglienzellen differiert mit etwa 10°
nicht wesentlich von derjenigen des Rickenmarks beim Menschen (Furness
und Costa, 1987). Es wurde bereits 1921 von Langley als dritte eigenstandige
Komponente des autonomen Nervensystems neben Sympathikus und
Parasympathikus bezeichnet. Die enterischen Ganglien der einzelnen Plexus
stehen untereinander in vielfaltiger Verbindung und bilden damit ein flachenhaft
ausgebreitetes ,enterisches Gehirn® (Wood, 1987). Die Analogie mit dem
zentralnervésen Steuerorgan ergibt sich u. a. aus der Fahigkeit des Enterischen
Nervensystems, die komplexen Vorgange im Verdauungstrakt, wie z. B.
Motilitat des Darms, autonom, vom ZNS unabhangig, zu steuern. Zum anderen
nimmt das ENS jedoch Impulse aus dem ZNS auf, um sie in die enterisch-
motorischen Abldufe zu integrieren und beliefert ricklaufig auBerhalb des
Verdauungstrakis gelegene Zentren wie die pravertebralen Ganglien und
vermutlich das ZNS selbst. Die Funktion des ENS ist streng geknlpft an das
Vorhandensein von motorischen und sensorischen Neuronen sowie den
Interneuronen. Dadurch kénnen lokale intramurale Regelkreise aufgebaut
werden (Furness und Costa, 1987). Den zahlreich vorhandenen Interneuronen
wird damit als Integrationsapparat die wichtige Funktion zugeschrieben, eine
Verbindung zwischen sensorischen Signalen, welche Dehnung des
Darmabschnitts sowie mechanische, thermische oder chemische Reizung der
Schleimhaut registrieren, und der motorischen Antwort, z.B. Kontraktion der
glatten Muskulatur, herzustellen. Auf diese Weise kommt durch rhythmisch
abwechselnde und in einer Richtung fortlaufende Kontraktionen der glatten
Muskulatur der Peristaltikreflex zustande, der zur oral-aboralen Propulsion des
Darminhalts flhrt. Die Induktion geordneter peristaltischer Aktivitat erfordert
erregende und hemmende Einflisse auf die glatte Muskulatur. Obwohl
angenommen wurde, daB die erregenden Einflisse auf die gastrointestinale
Motilitat hauptsachlich durch die Wirkung von Acetylcholin bedingt waren, fand
man bei Blockade der muskarinergen Acetylcholinrezeptoren weiterhin



peristaltische Aktivitat (Kottegoda, 1970). Diese Beobachtung wies auf die
Existenz ~ sogenannter  non-adrenerg-non-cholinerger ~ Neurone hin.
Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin, daB Substanz P und
Neurokinin A die Haupttransmitter non-cholinerger Erregung sind (Barthé und
Holzer, 1985; Maggi et al.,1993). Neben diesen erregenden NANC-Neuronen
finden sich auch hemmend wirkende Fasern. Sie benutzen Stickstoffmonoxid
(Rand, 1992; Sanders und Ward, 1992), das Neuropeptid VIP (Goyal et
al.,1980), Adenosintriphosphat (Burnstock et al., 1970), Somatostatin, Pituitary
adenylate cyclase-activating peptide (Schwoérer et al.,, 1992) und GABA
(Davanger et al.,1987) als inhibitorische Neurotransmitter.

Nach Jessen et al. (1979), Harty und Franklin (1983) beweisen verschiedene
Untersuchungen das Vorkommen, die Synthese und die Aufnahme von GABA
in myenterische Plexus. Zudem konnte man die GAD, welche fir die
Konversion von Glutamatsaure zu GABA in GABAergen Neuronen
verantwortlich ist, in isolierten myenterischen Plexus nachweisen.

Uber die Beeinflussung der Affinitdt des inhibitorischen Neurotransmitters
Gamma-Aminobuttersdure an der GABA-Bindungsstelle im ZNS wirken die
Benzodiazepine, wie das zur Gruppe der Imidazobenzodiazepine gehdrige
Midazolam (Abb. 1).
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Abb. 1: Strukturformel des Midazolams



Sie binden an spezifische Stellen auf der Zellmembran, die nahe denen der
GABA liegen. Die Bindung des Midazolams erhéht die Aktivitat des wichtigsten
inhibitorischen Neurotransmitters GABA. Dieser fihrt durch Offnung der
Chloridkanale zur Hyperpolarisation und damit zu einer verminderten
Erregbarkeit der Neurone (Larsen, 1998) (Abb. 2).

Das 1984 in die Klinik eingefihrte Benzodiazepin Midazolam ist fur die
Anaesthesiologie von groBer Bedeutung. Aufgrund seiner flir Benzodiazepine
recht ungewdhnlichen Eigenschaft — seine Wasserldslichkeit und seine kurze
Eliminationshalbwertszeit — gehért das Midazolam zu den interessanten
Verbindungen aus der Gruppe der Tranquilizer (Dudziak, 1985). Es besitzt
sedative, anterograd amnestische, antikonvulsive, muskelrelaxierende und
anxiolytische Eigenschaften (Larsen, 1998). Durch diese Fahigkeit des
Midazolams eignet es sich zur Anwendung in vielen klinischen Situationen,
welche unterschiedliche Grade einer Sedierung erfordern.

Die Sedierung ist ein wichtiger therapeutischer Ansatz bei der Behandlung von
Intensivpatienten. Es ist bekannt, daB Medikamente, die unter anderem zur
Langzeitsedierung appliziert werden, zu einer Stdérung der gastrointestinalen
Motilitdt fihren kdnnen (Zielmann und Grote, 1995). Nach Freye und
Knuefermann (1994) hangt die postoperative Verzégerung der Darmmotilitat
unter anderem auch von der Narkoseart ab. Hierbei fihren Andsthesien mit
einer Opiat-Analgesie zu einer signifikanten Verlangerung der gastrointestinalen
Passage. Uber die Wirkungsmechanismen des Midazolams an der glatten

Muskulatur des Gastrointestinaltraktes ist bisher wenig bekannt.

Das Ziel dieser Arbeit war, zu untersuchen, ob Midazolam eine hemmende
Wirkung auf die DUnndarmperistaltik hat. Zur Aufklarung der Mechanismen,
Uber die Midazolam die peristaltische Aktivitat beeinfluBt, wurden erste
orientierende Untersuchungen durchgefuhrt. Hierzu wurden selektive Agonisten
und Antagonisten der vermuteten Mediatoren in Kombination mit dem
Midazolam appliziert.
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Abb. 2: Wirkungsmechanismus der Benzodiazepine:

Die Bindung des Benzodiazepins an eine spezifische Bindungsstelle neben der
fir Gamma-Aminobuttersdure verstérkt die Wirkung des inhibitorischen Neuro-
transmitters GABA.



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchsaufbau

Die Untersuchung des Peristaltikreflexes in vitro wurde an Dinndarm-
segmenten erwachsener weiblicher und mannlicher Meerschweinchen
durchgefihrt. Die 350 bis 500 Gramm schweren Tiere (Lieferant Charles River,
BFA-Stamm) wurden durch einen Genickschlag betdubt und anschlieBend
durch Erdffnen der Karotiden entblutet. Nach Eréffnung des Peritoneums
erfolgte die Praparation des distalen Jejunums und lleums bis circa 10 cm
proximal des ileocoecalen Ubergangs. Das aborale Ende wurde mit einem
Faden markiert, um bei dem AnschlieBen der Perfusion im Tyrodebad die
orthograde Peristaltik zu erhalten. Nach der Entnahme wurde das
Dinndarmsegment sofort in 37°C vorgewarmte, mit 95% O, und 5% CO;
oxygenierte Tyrodelésung gelegt, die vor Beginn jeder Versuchsdurchflihrung
neu angesetzt wurde. Die Lésung enthielt (in mM): NaCl 136.9, KCI 2.7, CaCl;
1.8, MgCl, 1.0, NaHCO3; 11.9, NaH:PO4 0.4 und Glucose 5.6. In isolierten
Dinndarmsegmenten des Meerschweinchens kann peristaltische Aktivitat
durch Perfusion des intestinalen Lumens in vitro induziert werden
(Trendelenburg, 1917). Infolgedessen wurde der enthommene Dinndarm dann
in 8 bis 10 cm lange Segmente unterteilt, die dann in den verschiedenen
Organbadern  perfundiert  wurden. Bei  sorgfaltig  durchgefihrter
DUnndarmpraparation erlaubte die Versuchsapparatur die parallele
Registrierung von 5 Segmenten (Abb. 4). Die Untersuchung der Peristaltik
erfolgte mit einem nach Costall et al. (1993), Holzer und Maggi (1994) schon
vorher im Detail beschriebenen Perfusionssystems. Die Dinndarmsegmente
wurden an ihren oralen Enden mit der Zuleitung der Tyrodel6sung verbunden
(Abb. 4+5) und mit ihren aboralen Enden an den Y-Stlcken befestigt (Abb.
4+5). Diese Anordnung wurde in ein 30 ml Tyrodelésung enthaltendes
Organbad horizontal eingebracht (Abb.4+5). Das Y-Stlick erméglichte auf dem
einen Schenkel die Registrierung des intraluminalen Drucks mittels
Druckaufnehmer (Abb. 4). Auf dem anderen Schenkel erlaubte es die



Entleerung der durch die Peristaltik ausgetriebenen intraluminalen Flissigkeit
aus einem 4 cm dber dem Niveau des Dinndarmsegments liegenden
AbfluBréhrchen (Abb. 4) (Bilbring et al., 1958; Costall et al., 1993). Die
Darmsegmente wurden mit 37°C vorgewarmter Tyrodelésung kontinuierlich mit
0.5 ml min" perfundiert. Diese Anordnung ermdglichte die peristaltische
Entleerung der Segmente, sobald ein intraluminaler Druck von 400 Pa
Uberschritten wurde.

Die kontinuierliche Zuleitung der Tyrodelésung (Abb. 4+5) bewirkt eine
langsame Fillung des intestinalen Lumens (Abb. 3). Bei Erreichen einer
bestimmten Druckschwelle (Abb. 3) wird eine aboralwarts gerichtete
peristaltische Welle induziert und die intraluminale FlUssigkeit aus dem
Segment entleert. Diese stellt sich in dem von dem Druckaufnehmer
aufgezeichneten Protokoll als ein spike-ahnlicher Anstieg (Abb. 3) des

intraluminalen Drucks dar.
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Abb 3 : Originalregistrierung der Anderung des intraluminalen Drucks eines Darm-
segments bei kontinuierlicher Perfusion mit Tyrodelésung
® langsame Fillung des intestinalen Lumens
@ Druckschwelle zur Auslésung der peristaltischen Welle
® Entleerung des intestinalen Lumens durch die Peristaltik
@ Eine Erniedrigung des Schwellendrucks fihrt zu einer Stimulation der Peristaltik
® Eine Erhéhung des Schwellendrucks fuhrt zu einer Inhibition der Peristaltik
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus
@ AnschluB des oralen Endes des Diinndarmsegments an die kontinuierliche Zuleitung von Tyrodelésung (0,5 ml min™)
@ AnschluB des aboralen Endes des Diinndarmsegments an das Y-Stiick (Druckaufnehmer + AbfluBréhrchen)
® Tyrodebad mit einer konstanten Temperatur von 37°C
@ Druckaufnehmer zur Online-Registrierung der intraluminalen Druck&nderungen sowohl im PC als auch Uber einen x/y - Schreiber
® AbfluBréhrchen (beziiglich des Diinndarmniveaus hdhenverstellbar) dient der Induktion spontaner peristaltischer Aktivitat. Uber das
AbfluBréhrchen erfolgt die Entleerung der durch die Peristaltik ausgetriebenen intraluminalen Flissigkeit
® Spiralformig angeordnetes Schlauchsystem zur Erwarmung der Tyrodelésung
@ Pumpe, die eine kontinuierliche Perfusion des Diinndarmsegments von 0,5 ml min" gewahrleistet
Kontinuierliche Sauerstoffzufuhr in die verschiedenen mit Tyrodelésung gefillten Organbader
© VorratsgefaB fir Tyrodeldsung
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Abb. 5: Draufsicht auf den Versuchsaufbau

@ AnschluB des oralen Endes des Diinndarmsegments an die kontinuierliche Zuleitung von Tyrodelésung (0,5 ml min™)

@ AnschluB des aboralen Endes des Dinndarmsegments an das Y-Stlick (Druckaufnehmer + AbfluBréhrchen)

® Tyrodebad mit einer konstanten Temperatur von 37°C

@ Druckaufnehmer zur Online-Registrierung der intraluminalen Druck&nderungen sowohl im PC als auch Uber einen x/y - Schreiber

® AbfluBréhrchen (beziiglich des Diinndarmniveaus hdhenverstellbar) dient der Induktion spontaner peristaltischer Aktivitat. Uber das
AbfluBréhrchen erfolgt die Entleerung der durch die Peristaltik ausgetriebenen intraluminalen Flissigkeit

® Spiralformig angeordnetes Schlauchsystem zur Erwarmung der Tyrodelésung

@ Pumpe, die eine kontinuierliche Perfusion des Diinndarmsegments von 0,5 ml min" gewahrleistet

Kontinuierliche Sauerstoffzufuhr in die verschiedenen mit Tyrodelésung gefillten Organbader

© VorratsgefaB fir Tyrodeldsung



2.2 Versuchsdurchfiihrung

Nach Befestigen des oralen Endes des Dinndarmsegments mit der Zuleitung
der Tyrodeldsung (Abb. 4+5), des aboralen Endes mit dem Y-Stiick (Abb. 4+5)
und Einbringen des Segments in das auf 37°C vorgewarmte Tyrodebad (Abb.
4+5), wurde dies im Organbad 30 Minuten aquilibriert. Die Segmente wurden
horizontal im Organbad positioniert, duchgespllt und 10 Minuten nicht mit
Tyrodeldsung perfundiert. AnschlieBend wurde der Inhalt des Organbads
ausgetauscht und die Dinndarmsegmente 20 Minuten perfundiert, bevor ein
weiterer Wechsel der Tyrodelésung erfolgte. Nach AbschluBB der 30-mindtigen
Aquilibrierungsperiode wurde die Offnung des AusfluBrdhrchens um 4 cm
bezlglich des Dinndarmniveaus angehoben (Abb. 4), um so den ndtigen
intraluminalen Druck zur Ausldsung peristaltischer Aktivitdten zu erzeugen
(Barthé und Holzer, 1995). Die ersten 30 Minuten der Registrierung dienten der
Anpassung der Dinndarmsegmente an das neue Druckniveau. Die Applikation
der zu testenden Pharmaka erfolgte, wenn das Darmsegment regulare
Peristaltik erreicht hatte. Kriterien flr regulare peristaltische Aktivitdt waren
RegelmaBigkeit der peristaltischen Wellen bezlglich Frequenz, Schwellendruck
und intraluminalem Druck nach der Entleerung der Darmsegmente (Abb. 3).
Erst wenn 6 bis 10 stabile und kontinuierliche Kontraktionen, die wir als Vorlauf
bezeichneten, registriert werden konnten, wurde die zu testende Substanz
extraserosal in das Organbad appliziert. Das Volumen der applizieren Substanz
betrug maximal 1% des Badvolumens (Holzer et al., 1995). Nach Zugabe einer
Substanz als Einzel- oder Zweitapplikation wurde das Verhalten der Peristaltik
Uber einen Zeitraum von 60 Minuten registriert und online sowohl auf einem x/y-
Schreiber als auch im PC erfaBt. Bei Applikation zweier Substanzen betrug das
Zeitintervall zwischen Erst- und Zweitapplikation 5, 10, jedoch meist 20
Minuten. Jede Substanzkombination wurde an mindestens 6 Darmsegmenten
jeweils verschiedener Meerschweinchen getestet. Hierbei achtete man darauf,
dafB von proximal bis distal alle Abschnitte des Diinndarms untersucht wurden.
Als Kontrollsubstanz diente Tyrodeldsung, die keine Wirkung auf die Peristaltik

hatte. 60 Minuten nach der letzten Applikation wurde der Versuch beendet.



2.3 Auswertungskriterien

Die zur Auslésung der peristaltischen Wellen nétige Druckschwelle wurde als
Auswertungsparameter fir die Effekte der applizierten Substanzen heran-
gezogen (Costall et al.,, 1993; Holzer und Maggi, 1994). Eine Senkung des
Schwellendrucks fihrt zu einer Stimulation (Abb. 3), ein Anstieg des
Schwellendrucks zu einer Inhibition der Peristaltik bis zu einer vollstandigen
Aufhebung der intestinalen Motilitat (Holzer et al., 1997) (Abb. 7).

-10 -



24 Auswertungsschema

Die Auswertung der Kontraktionen erfolgte in 5-Minuten-Intervallen. Zur
Quantifizierung der Schwellendruckédnderung wurde die in den entsprechenden
Intervallen jeweils letzte komplette Kontraktion verwendet und mit den
Kontraktionen des Vorlaufs (Kontraktion — 5 und — 1 vor Substanzapplikation)
verglichen.

Durch Ermittlung der Druckniveaus von 0 und 400 Pa konnte der intraluminale
Druck durch Umrechnung zu jedem Zeitpunkt des Versuchs bestimmt werden.
0 Pa entsprachen dem Druck im Organbad auf Dinndarmniveau, 400 Pa dem
Druck im Organbad bei 4 cm Wassersaule Uber dem Niveau des
Darmsegments (Abb. 6).
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Abb 6 : Auswertung der online aufgezeichneten Originalregistrierungen

@ 0 Pa Druckniveau

@ 400 Pa Druckniveau

® Differenz zwischen dem Druckniveau von 0 Pa und dem ermittelten
Schwellendruck

@ nach 6 bis 10 regelmaBigen Kontraktionen (Vorlauf) erfolgt die Substanz-
applikation ®. Die mit den Kreisen markierten Kontraktionen — 5 und — 1
des Vorlaufs dienten als Vergleichskontraktionen fir die nachfolgenden
Schwellendruckanderungen.

-11 -



2.5

Kriterien der kompletten Hemmung

Die Aufhebung peristaltischer Aktivitdt der Didnndarmsegmente lieB sich

anhand der aufgezeichneten Originalregistrierungen auf zwei verschiedene

Arten dokumentieren. Nach Barth6 und Holzer (1995) zeigt sich eine komplette

Hemmung

in einem Fehlen peristaltischer Aktivitdt der Dinndarmsegmente

trotz eines intraluminalen Drucks von 400 Pa (Abb 7). Die Segmente liegen

maximal dilatiert vor.
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Abb. 8:

Substanzellpplikation
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Originalregistrierung einer kompletten Hemmung nach der Definition von Barthé
und Holzer (1995)
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Originalregistrierung einer kompletten Hemmung. Die Kontraktionen mit
Schwellendriicken gréBer als 200 Pa fihren zu unkoordinierten, segmentalen
Wandbewegungen und zu keiner geordneten, aboral gerichteten Peristaltik.
Beispiele hierfir sind mit Kreisen gekennzeichnet.
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Die zweite Auspragung der kompletten Hemmung lag vor, wenn der stark
dilatierte Darm nur segmentale, unkoordinierte Bewegungen, als
Faszikulationen bezeichnet, durchflihrte, die keiner regelhaften Peristaltik
entsprachen und somit nicht zur Propulsion des Darminhalts fihrten (Abb 8).

Erste peristaltische Aktionen nach Induktion einer kompletten Hemmung der
Dinndarmsegmente wurden als Spontanaktivitat bezeichnet. Hierbei kommt es
im Gegensatz zu den Faszikulationen zu einer Reduktion des intraluminalen
Schwellendrucks unter 200 Pa (Abb 8).

2.6 Statistisches Vorgehen

Die ersten Schritte des statistischen Vorgehens beschéftigten sich mit dem Ziel
der Datenreduktion. Hierzu wurden zu jedem Versuchszeitpunkt aus der Anzahl
der Versuchsdurchfihrungen (Abb. 9+10) der arithmetische Mittelwert
berechnet. Diese wurden dargestellt mit den dazugehdérigen Standardfehlern
der Mittelwerte (Abb. 11). Eine weitere Datenreduktion erfolgte durch
Berechnung des arithmetischen Mittelwerts Uber die verschiedenen Wirkzeiten
nach Substanzapplikation (z.B. 20 und 60 Minuten). Die ermittelten Werte
wurden mit dem entsprechenden Standardfehler des Mittelwerts in Form von
Balkendiagrammen dargestellt (Abb. 12).

Die statistische Auswertung auf Gleichheit der Grundgesamtheit erfolgte mit
Hilfe des Kruskall-Wallis-H-Tests. Je nach GréBe der ermittelten Rangzahl-
Differenzen wurde anschlieBend der entsprechende Versuch mit dem
Kontrollversuch mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen. Hierbei wurde die
ermittelte  2-seitige  Uberschreitungswahrscheinlichkeit nach Bonferroni
korrigiert. Als Signifikanzniveau wurde 5% (p<0,05) festgelegt.
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Abb. 9:  Versuch 1: Registrierung der intraluminalen Druck&nderung [Pa] nach Zugabe 1+2
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Abb. 10: Versuch 2: Registrierung der intraluminalen Druck&nderung [Pa] nach Zugabe 1+2
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Abb. 11: Ergebnis der 1. Datenreduktion: Berechnung des arithmetischen Mittelwerts mit den
dazugehorigen SEM aus Versuch 1 (Abb. 9) und Versuch 2 (Abb. 10)
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Abb. 12: Ergebnis der 2. Datenreduktion:
Berechnung des arithmetischen Mittelwerts mit den dazugehdrigen SEM Uber
die verschiedenen Wirkzeiten
2.7 Medikamente und Wirkstoffe in alphabetischer Reihenfolge
Apamin ist ein Antagonist an kalziumabhangigen Kaliumkanélen. Es ist ein

aus 18 Aminosauren bestehendes Polypeptid. Die Aminosauren
sind in einer C-terminalen Helix, die Uber zwei Disulfidver-
bindungen stabilisiert wird, angeordnet. Es wurde in einer 500 nM

Badkonzentration getestet.

Bicuculline methochloride

D-NAME

[R- (R*,S™)]- 5-(6,8-Dihydro-8-oxofuro[3,4-e]-1,3-benzodioxol-6-yl)-
5, 6, 7, 8-tetrahydro-6, 6- dimethyl-1,3-dioxolo[4,5-g]isoquinolinium
chloride. Es ist ein Antagonist an der GABAa-Bindungsstelle. Das

Alkaloid wurde in einer 10 pM Badkonzentration getestet.
N(G)-nitro-D-arginin-methylester ist das nicht wirksame Isomer

des L-NAME. Es wurde in einer Badkonzentration von 300 pM

getestet.
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Flumazenil

Glibenclamid

LM-ZM

L-NAME

Midazolam

Naloxon

Ethyl (8-fluor-5,6-dihydro-5-methyl-6-oxo-4H-imidazo[1,5-a] [1,4]
benzodiazepin-3-carboreylat) ist ein kompetetiver Antagonist an
zentralen Benzodiazepinbindungsstellen. Es wurde in einer 1 pM

Badkonzentration getestet.

5-Chloro-N-[2-[4-[[[(Cylcohexylamino) carbonyl] amino] sulphonyl]
phenyl] ethyl]-2-methoxybenzamide. Es ist ein antidiabetisch
wirksamer Sulfonylharnstoff. Es wirkt als Antagonist an ATP-
abhangigen Kaliumkanéalen und wurde in einer 100 nM und 1 pM

Badkonzentration getestet.

Lésungsmittel des ZM226600. Es wurde in einer Menge von

300 ul in das Organbad gegeben.

NG-nitro-L-arginin-methylester ist ein nicht selektiver NO-
Synthase-Inhibitor. Es wurde in einer 300 uM Badkonzentration

getestet.

8-Chlor-6-(2-fluorphenyl-1-methyl)-4H-imidazo[1,5a][1,4] benzo-
diazepin, gehért zu der Gruppe der Imidazobenzodiazepine. Die
zentrale Wirkung des Midazolams entsteht durch Besetzung
spezifischer Benzodiazepinbindungsstellen, welche die
hemmende Wirkung von GABA férdern. Es wurde an den
Dinndarmsegmenten in Badkonzentrationen von 0,1 uM, 1 uM,
10 uM und 100 pM getestet.

N-Allyl-4,5a-epoxy-3,14-dihydroxy-6-morphinanon ist das Alkyl-
derivat des Oxymorphon. Es ist ein spezifisch-kompetetiver Opiat-
antagonist. Die Substanz wirkt kompetetiv antagonistisch an allen

Opioidrezeptoren, weist jedoch die hdchste Affinitdt zu den
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PACAP

Pinacidil

NaNP

p-Rezeptoren auf. Es wurde an den Dinndarmsegmenten in einer

500 nM Badkonzentration getestet.

Pituitary adenylate cyclase—activating peptide ist ein hypothala-
misches Peptid. Es wirkt Gber die Stimulation der Adenylatcyclase.
Es wurde an den Dinndarmsegmenten in einer 3 nM

Badkonzentration getestet.

(N-cyano-N'-(4-pyridyl)-N"-(1,2,2-trimethylpropyl)guanidine), ist ein
ATP-abhangiger Kaliumkanaloffner. Es wurde in einer 10 uM Bad-
konzentration getestet.

Natriumnitroprusside, ein Stickstoffmonoxiddonor, wurde in einer

10 uM und 100 pM Badkonzentration getestet.

Tyrodelésung

ZM226600

diente als Vergleichsldsung. Diese enthielt (in mM): NaCl 136.9,
KCl 2.7, CaCl» 1.8, MgCl, 1.0, NaHCO3; 11.9, NaH,PO4 0.4 und
Glucose 5.6. Im Kontrollversuch wurde von dieser ,neutralen”
Lésung 30 pl in das Organbad gegeben.

N-(4 -Phenylsulphonylphenyl)-3 ,3 ,3 -trifluoro-2 -hydroxy-2-methyl
propanamide, ist ein potenter ATP-abhangiger Kaliumkanaloffner.
Es wurde an den Dinndarmsegmenten in einer 100 nM und 1 uM
Badkonzentrationen getestet.

-17 -



3 ERGEBNISSE

3.1 Wirkung von Midazolam auf die Dliinndarmperistaltik

Sowohl Tyrodelésung als auch 0,1 pM und 1 pM Midazolam hatten keinen
EinfluB auf die Peristaltik (Abb. 15, 30, 31, 32; Tab. 1).

Die Zugabe von 10 pM und 100 uM Midazolam induzierten eine im Vergleich
zur Tyrodekontrollgruppe signifikante Erhéhung des Schwellendrucks
(P1oum Mida=0,002) (Abb. 13, 14, 15, 33, 34; Tab. 1). In keinem der Versuche
induzierte 0,1 uM, 1 uM und 10 uM Midazolam eine komplette Hemmung.
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Abb. 13: Originalregistrierung einer Schwellendruckénderung nach Applikation von 10 uM

Midazolam
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Abb. 14: Originalregistrierung einer kompletten Hemmung nach Applikation von 100 uM
Midazolam
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100 uM Midazolam fihrte in 4 von 4 Versuchen nach 4,4 + 0,4 min zu einer
kompletten Hemmung der Peristaltik. In allen Versuchen (berdauerte die
komplette Hemmung die Untersuchungszeit von 60 Minuten (Abb. 34).

Tab. 1: Tabellarische Darstellung der Schwellendruck@nderungen Uber ein 60-Minuten-

Intervall mit den entsprechenden SEM abhéngig von der applizierten Substanz.

Substanz Badkonzentration Schwellendruck- SEM

Substanzmenge anderung [Pa] [Pa]
Tyrodelésung 30,0 ul - 0,2 + 1,7
Midazolam 0,1 uM - 1,2 + 1,9
Midazolam 1,0 uM + 5,2 + 3,0
Midazolam 10,0 uM + 46,0 + 10,3
Midazolam 100,0 pM + 359,2 + 55

\
100 pM Midazolam Hi ek

10 uM Midazolam [ Hr *=

1 uM Midazolam

0,1 pM Midazolam

30 p

Tyrodelésung

-50 0 50 100 150 200 250 300 350 400
Intraluminale Drucké&nderung [Pa]

Abb. 15: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach der Applikation von
0,1 uM, 1 uM, 10 pM, 100 uM Midazolam und 30 pl Tyrodeldsung bezogen auf den
letzten Wert des Schwellendrucks vor der jeweiligen Substanzzugabe. ** steht flr

ein Signifikanzniveau von p<0,01.
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3.2. Mechanismus der Midazolamwirkung

3.2.1 Versuch der Inhibition der Midazolamwirkung durch Zugabe von
Agonisten und Antagonisten der vermuteten Mediatoren vor
Midazolamapplikation

Um zu ermitteln, 0Ober welche Mechanismen Midazolam auf die
DUnndarmperistaltik wirkt, wurden selektive Agonisten und Antagonisten der
vermuteten Mediatoren 20 Minuten vor Midazolamgabe appliziert (Tab. 2).

Die erstapplizierten Substanzen Flumazenil, Bicuculline, Apamin, Glibenclamid,
L-NAME und D-NAME hatten im Vergleich zur Tyrodekontrollgruppe keine
Eigenwirkung auf die Darmperistaltik (Abb. 20, 21, 35, 36, 38, 40, 41, 43, 44;
Tab. 3, 4, 8, 10, 12).

Tab. 2: Tabellarische Darstellung der Versuchsdurchfihrungen

1. Applikation Zeit [min] 2. Applikation Zeit [min] Kapitel
Tyrodelésung 30 ul 20 Midazolam 10 uM 60

Flumazenil 1uM 20 Midazolam 10 uM 60 3.2.1.1
Bicuculline 10 uM 20 Midazolam 10 pM 60 3.2.1.2
PACAP 3 nM 20 Midazolam 10 uM 60 3.21.3
Naloxon 500 nM 20 Midazolam 10 uM 60 3.2.1.4
Apamin 500 nM 20 Midazolam 10 uM 60 3.2.1.5
Naloxon 500 nM

+ Apamin 500 nM 20 Midazolam 10 pM 60 3.2.1.6
Glibenclamid 100 nM 20 Midazolam 10 pM 60 3.2.1.7
Glibenclamid 1uM 20 Midazolam 10 uM 60 3.21.7
Glibenclamid 1uM

+ Pinacidil 10 uM 20 Midazolam 10 uM 60 3.2.1.7
L-NAME 300 uM 20 Midazolam 10 uM 60 3.2.1.8
D-NAME 300 uM 20 Midazolam 10 puM 60 3.2.1.8
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3.2.1.1  Applikation eines Antagonisten an der zentralen Benzodiazepin-
bindungsstelle

Flumazenil hatte in einer 1 pM Badkonzentration keinen EinfluB auf die
Peristaltik. Die Vorbehandlung des Darms mit 1 pM Flumazenil konnte die
inhibitorischen Wirkung des 10 uM Midazolams nicht antagonisieren (Abb. 21,
35; Tab. 3).

Tab. 3: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den
dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.

1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM

[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
Tyrodelésung 30 pl - 27 £ 16 Midazolam 10 pM + 464 + 7,5
Flumazenil 1uM + 21 £ 20 Midazolam 10 pM + 48,7 +10,5

3.2.1.2 Antagonisierung an der GABAx-Bindungsstelle

Bicuculline hatte keine Eigenwirkung auf die peristaltische Aktivitat (Abb. 36).
Die Applikation des an der GABAA — Bindungsstelle wirkenden Bicucullines in
einer Badkonzentration von 10 pM konnte den Anstieg des Schwellen-
druckniveaus nach Zugabe von 10 uM Midazolam nicht reduzierten (Abb. 21,
36; Tab. 4)

Tab. 4: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den
dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.

1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM

[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
Tyrodelésung 30 pl - 27 £ 16 Midazolam 10 pM + 464 + 7,5
Bicuculline 10 uM - 30 £ 25 Midazolam 10 pM + 56,1 + 9,6
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3.2.1.3  Stimulation der Adenylatcyclase

Das 3 nM PACAP fihrte zu einer signifikanten Senkung des Schwellendrucks.
Trotz dieser Eigenwirkung blieb bei 20-mindtiger Vorbehandlung der
Dinndarmsegmente mit 3 nM PACAP die hemmende Wirkung des 10 uM
Midazolams auf die Peristaltik unbeeinflut (Abb. 16, 21; Tab. 5).

3 nM PACAP 10 uM Midazolam
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Abb. 16: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 uM
Midazolam bei Vorbehandlung mit 3 nM PACAP

Tab. 5: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den
dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.

1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM
[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
Tyrodelésung 30 pl - 27 £ 16 Midazolam 10 pM + 464 + 7,5

+

PACAP 3nM - 99

I+

3,7 Midazolam 10 pM + 425 + 3.3
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3.2.1.4 Antagonisierung an opioidergen Rezeptoren

500 nM Naloxon hatte eine signifikant stimulierende (p<0,01) Eigenwirkung auf
die Peristaltik des Dinndarms. Es konnte die inhibitorische Wirkung des 10 uM
Midazolams antagonisieren (Abb. 18, 21). Die Vorbehandlung des Darms mit
500 nM Naloxon flhrte im Vergleich zur Tyrodekontrollgruppe zu einem
reduzierten Schwellendruckanstieg nach Midazolamapplikation (Abb. 17, 18,
21; Tab. 7).
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Abb. 17: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 uM
Midazolam bei 20-minUtiger Vorbehandlung mit 30 ul Tyrodelésung

500 nM Naloxon 10 pM Midazolam
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Abb. 18: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 uM
Midazolam bei 20-mindtiger Vorbehandlung mit 500 nM Naloxon
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Die Vorbehandlung der Dinndarmsegmente mit 500 nM Naloxon bei
anschlieBender Applikation von 100 pM Midazolam fiihrte zu keiner Anderung
der Latenz bis zur Auspragung der kompletten Hemmung (Abb. 37; Tab. 6).

Tab. 6: Tabellarische Darstellung der Latenz von der Applikation der Substanz bis zur
Auspragung der kompletten Hemmung mit den entsprechenden SEM

Versuch Latenz bis zur kompl. SEM

Hemmung [min] [min]
Tyrodelésung 30 pl  -20 min- Midazolam 100 pM 59 + 0,3
Naloxon 500nM  -20 min- Midazolam 100 pM 6,1 + 04
Apamin 500nM  -20 min- Midazolam 100 pM 54 + 0,3
Apamin 500nM  -20 min- Midazolam 100 pM 5,9 + 04

In nur einem von 6 Versuchen (16,7%) Uberdauerte die komplette Hemmung
die Untersuchungszeit von 60 Minuten, vergleichbar mit der in der Tyrode-
kontrollgruppe. Nach 45,6 + 0,2 Minuten fanden sich in 2 von 6 Versuchen
(33,3%) Faszikulationen, zu spontaner Aktivitdt kam es nicht. In 3 von 6
Versuchen (50%) traten nach 22,5 + 13,0 Minuten erste Fazikulationen und
nach 34 £ 15,8 Minuten Spontanaktivitat auf (Abb. 19).
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Intraluminale Druckanderung [Pa]

Abb. 19: Originalregistrierung einer kompletten Hemmung nach Applikation von 100 uM
Midazolam bei 20-mindtiger Vorbehandlung des Darms mit 500 nM Naloxon
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In keinem der 6 Versuche flhrte die Erstapplikation von 500 nM Naloxon 20
Minuten vor der Midazolamgabe in einer Badkonzentration von 100 uM zu einer
Recovery (Abb. 19, 37).

Tab. 7: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den
dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.

1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM

[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
Tyrodelésung 30 pl - 27 £ 16 Midazolam 10 pM + 464 + 7,5
Naloxon 500 nM - 96 + 15 Midazolam 10 pM + 12,0 + 3,6
Tyrodelésung 30 pl - 29 £ 26 Midazolam 100 pM +3615 + 7,0
Naloxon 500 nM - 89 + 11 Midazolam 100 pM +370,8 + 24

3.2.1.5 Antagonisierung an kalziumabhangigen Kaliumkanéalen

Das 500 nM Apamin hatte keine Eigenwirkung. Hingegen induzierte die
Applikation von 500 nM Apamin eine signifikante Reduktion der inhibitorischen
Wirkung des Midazolams. Jedoch war die Intensitat der Reduktion unter
500 nM Naloxon ausgepragter als unter 500 nM Apamin (Abb. 17, 18, 20, 21;
Tab. 8).
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Abb. 20: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 pM
Midazolam bei 20-mindtiger Vorbehandlung mit 500 nM Apamin
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Die Vorbehandlung des Duinndarms mit 500 nM Apamin induzierte nach
Applikation von 100 uM Midazolam im Vergleich zur Tyrodekontrollgruppe keine
signifikante Verlangerung der Latenz bis zur Auspragung der kompletten
Hemmung (Abb. 38; Tab. 6).

In 3 von 6 (50%) Versuchen Uberdauerte die komplette Hemmung die
Untersuchungszeit von 60 Minuten ohne Fazikulationen und Spontanaktivitat. In
2 von 6 Versuchen (33,3%), in denen es nach 30,8 + 0,3 Minuten zu
Faszikulationen kam, fand man 38,8 + 0,8 Minuten nach kompletter Hemmung
eine spontane Aktivitdt der Duanndarmmotilitdt. Ein Faszikulieren ohne
Anzeichen spontaner Aktivitat zeigte sich in nur 1 von 6 Versuchen (16,7%).
Eine Rickkehr regelhafter Peristaltik konnte auch hier nicht beobachtet werden.

Tab. 8: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den

dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.

1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM

[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
Tyrodelésung 30 pyl - 2,7 + 1,6 Midazolam 10 pM + 46,4 + 75
Apamin 500 nM - 48 + 1,6 Midazolam 10 pM + 175 + 4.1
Tyrodelésung 30 pl - 29 £ 26 Midazolam 100 pM +361,5 + 7,0
Apamin 500nM - 40 = 0,6 Midazolam 100 pM +363,8 + 438

3.2.1.6 Antagonisierung an kalziumabhangigen Kaliumkanalen und
opioidergen Rezeptoren

Die Simultanapplikation von 500 nM Apamin und 500 nM Naloxon hatte keine
Eigenwirkung auf die Dinndarmperistaltik (Abb. 39; Tab 9).

Ebenso wie die Einzelapplikationen induzierte auch die Simultanapplikation der
beiden Substanzen keine signifikante Verlangerung der Latenz bis zur
Auspragung der kompletten Hemmung. Die Induktion einer kompletten
Hemmung konnte durch die Zugabe von 500 nM Apamin und 500 nM Naloxon
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nicht antagonisiert werden. In allen Versuchen kam es nach der Applikation von
100 uM Midazolam zu einem kompletten Stillstand der peristaltischen Aktivitat.
In 5 von 6 Versuchen (83,3%) konnten nach Ausbildung der kompletten
Hemmung nach 17,6 + 4,2 Minuten Faszikulationen und nach 39,1 + 11,4
Minuten Spontanaktivitdt beobachtet werden. In keinem der 6 Versuche lieBen

sich die spontanen Darmaktivitaten in eine regelmaBige Peristaltik Gberflhren.

Tab. 9: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den
dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.

1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM
[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]

Tyrodelésung 30 pl - 29 £ 26 Midazolam 100 pM +361,5 + 7,0

Naloxon 500 nM

+ Apamin 500nM - 6,1 = 3,8 Midazolam 100 pM +363,8 + 5,8

3.2.1.7 Antagonisierung an ATP-abhangigen Kaliumkanalen

Die Applikation von 100 nM und 1 uM Glibenclamid hatte keine Eigenwirkung
auf die Peristaltik. Die Erhéhung des Schwellendruckniveaus nach Applikation
von 10 uM Midazolam wurde durch die 20—mindtige Vorbehandlung des Darms
mit Glibenclamid in den beiden Badkonzentrationen nicht antagonisiert (Abb.
21, 40, 41; Tab. 10).

Tab. 10: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den
dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.

1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM

[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
Tyrodelésung 30 pl - 27 £ 16 Midazolam 10 pM + 464 + 7,5
Glibenclamid 100nM - 3,7 + 21 Midazolam 10 uM + 56,0 +10,8
Glibenclamid iuM - 25 + 1,2 Midazolam 10 pM + 526 + 8.3
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3.2.1.8 Simultanapplikation eines Antagonisten und Agonisten an ATP-
abhangigen Kaliumkanélen

Die Simultanapplikation des ATP-abhangigen Kaliumkanalblockers Gliben-
clamid in einer 1 pupM Badkonzentration mit dem ATP-abhangigen
Kaliumkanal6ffner Pinacidil in einer 10 pM Badkonzentration hatte keine
Eigenwirkung. Die Vorbehandlung der Darmsegmente mit dieser
Substanzkombination konnte die inhibitorische Wirkung des Midazolams nicht
beeinflussen (Abb. 21, 42; Tab. 11).

Tab. 11: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den

dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.

1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM
[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
Tyrodelésung 30 pl - 27 £ 16 Midazolam 10 pM + 464 + 7,5

Glibenclamid 1uM
+ Pinacidil 10 uM - 1,2 + 1,0 Midazolam 10 pM + 516 +12,5

3.2.1.9 Antagonisierung an der Stickstoffmonoxidsynthetase

Zur Uberpriifung, ob die Midazolamwirkung Uber die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid als Mediator vermittelt wird, wurden der nicht selektive
Inhibitor der NO-Synthetase L-NAME und dessen nicht wirksames Isomer
D-NAME 20 Minuten vor Midazolamgabe appliziert (Tab. 2).

L-NAME und D-NAME hatten keine Eigenwirkung auf die peristaltische Aktivitat.

Auch die Vorbehandlung der Darmsegmente flhrte zu keiner Antagonisierung
der hemmenden Wirkung des 10 uM Midazolams (Abb. 21, 43, 44; Tab. 12).
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Tab. 12: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den

dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.

1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM

[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
Tyrodelésung 30 pl - 27 £ 16 Midazolam 10 pM + 464 + 7,5
L-NAME 300pM + 21 + 45 Midazolam 10 pM + 388 = 7,3
D-NAME 300 pM + 15 £ 11 Midazolam 10 pM + 43,8 + 9,0

300 uM D-NAME
10 pM Midazolam

300 UM L-NAME o
10 UM Midazolam o
1 uM Gliben + 10 uM Pina
10 M Midazolam [—

1 uM Glibenclamid

10 M Midazolam =
100 nM Glibenclamid HAl
10 uM Midazolam —

500 nM Apamin
10 pM Midazolam

i -
500 nM Naloxon *% 'E
HA ]

T |+

10 pM Midazolam

3 nM PACAP *
10 pM Midazolam

10 pM Bicuculline
10 pM Midazolam

ma

L{l¥

1 uM Flumazenil
10 pM Midazolam

==

30 pl Tyrodelésung
10 pM Midazolam

-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160

Intraluminale Drucké&nderung [Pa]

Abb. 21: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach der Erstapplikation und
der Zugabe von 10 puM Midazolam bezogen auf den letzten Wert des
Schwellendrucks vor der jeweiligen Substanzzugabe. * steht fir ein

Signifikanzniveau von p<0,05, ** fir ein Signifikanzniveau von p<0,01.
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3.2.2 Versuch der Inhibition der Midazolamwirkung durch Zugabe von
Agonisten und Antagonisten der vermuteten Mediatoren nach
Midazolamapplikation

Der Applikation des Midazolams folgte nach einem Zeitintervall von 10 bzw. 20
Minuten die Zugabe der antagonisierenden Substanz (Tab. 13). Als
Vergleichssubstanz diente Tyrodelésung.

Tab. 13: Tabellarische Darstellung der Versuchsdurchfihrungen

1. Applikation Zeit [min] 2. Applikation Zeit [min] Kapitel
Midazolam 10 uM 20 Tyrodelésung 30 60

Midazolam 10 uM 10 Flumazenil 1 uM 60 3.2.2.1
Midazolam 10 uM 20 PACAP 3 nM 60 3.222

3.2.2.1  Applikation eines Antagonisten an der zentralen Benzodiazepin-
bindungsstelle

Die Applikation von 1 puM Flumazenil flhrte im Vergleich zur Tyrode-

kontrollgruppe zu keiner signifikanten Anderung des Schwellendrucks (Abb. 22;
Tab. 14).
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Abb. 22: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 1 pM
Flumazenil bei 10-mindtiger Vorbehandlung mit 10 uM Midazolam
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Tab. 14: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den
dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.
1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM
[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
Midazolam 10 pM + 52,6 + 17,9 Tyrodelésung 30 ul - 41 += 21
Midazolam 10 pM + 46,5 + 10,7 Flumazenil 1uM - 6,2 144

3.2.2.2 Stimulation der Adenylatcyclase

Auch die Zugabe von 3 nM PACAP konnte die inhibitorische Wirkung des
Midazolams nicht antagonisieren (Abb. 23; Tab. 15).
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Abb. 23: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 3 nM
PACAP bei 20-minditiger Vorbehandlung mit 10 pM Midazolam
Tab. 15: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den
dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.

1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM
[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]

Midazolam 10 pM + 52,6 + 17,9 Tyrodelésung 30 ul - 41 += 21

Midazolam 10 uM + 365 + 7,8 PACAP 3nM - 12,3 +15,3
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3.23 Versuch der Verstarkung der Midazolamwirkung durch
Stimulation der vermuteten Wirkmechanismen und Bereit-
stellung der Mediatoren

3.2.3.1 Applikation von Agonisten an ATP-abhdngigen Kaliumkanalen

Zur Aufklarung, ob Midazolam Uber ATP-abhangige Kaliumkanale wirkt, und
deren Offnung somit zu einer Wirkungsverstarkung fiihrt, wurde der
Midazolamapplikation eine 5- bzw. 20-minitige Exposition des Darms gegen-

Uber Agonisten an ATP-abh&ngigen Kaliumkanalen vorgeschaltet (Tab. 16).

Tab. 16: Tabellarische Darstellung der Versuchsdurchfihrungen

1. Applikation Zeit [min] 2. Applikation Zeit [min]
Tyrodeldsung 30 u 20 Midazolam 10 puM 60
Pinacidil 10 pM 05 Midazolam 10 puM 60
Pinacidil 10 pM 20 Midazolam 10 uM 60
ZM226600 100 nM 20 Midazolam 10 uM 60
ZM226600 1 uM 20 Midazolam 10 pM 60
LM-ZM 300 ul 20 Midazolam 10 uM 60

Die ATP-abhangigen Kaliumkanal6ffner Pinacidil und ZM226600 hatten im
Vergleich zur Tyrodekontrollgruppe keine Eigenwirkung auf die Darmperistaltik.
Die Vorbehandlung der Darmsegmente mit diesen Substanzen flhrte zu keiner
Verstarkung der inhibitorischen Wirkung des 10 uM Midazolams (Abb. 24, 45-
48, Tab. 17).

Tab. 17: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den
dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.

1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM

[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
Tyrodelésung 30 p - 2,7 £ 1,6 Midazolam 10 pM + 464 + 75
Pinacidil®™" 10 pM - 1,0 + 2,3 Midazolam 10 pM + 66,9 28,0
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Pinacidi®®™ 10 pM - 05 * 1,2 Midazolam 10 pM + 57,0 + 89
ZM226600 100 nM - 1,3 + 3,1 Midazolam 10 pM + 61,0 +122
ZM226600 1 uM - 18 + 1,1 Midazolam 10 uM + 372 + 48
LM-ZM 300 pu - 87 £ 26 Midazolam 10 pM + 584 +11,2

300 ul LM-ZM W]

10 uM Midazolam ——

1 UM ZM226600

10 uM Midazolam HH

100 nM ZM226600 Wl

10 pM Midazolam [

10 uM  Pinacidil ™"

10 uM Midazolam =

10 uM  Pinacidil ®™"

10 uM Midazolam [ I i

30 pl Tyrodelésung i

10 pM Midazolam |_’:|—|

20 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Intraluminale Drucké&nderung [Pa]

Abb. 24: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach der Erstapplikation und
der Zugabe von 10 puM Midazolam bezogen auf den letzten Wert des

Schwellendrucks vor der jeweiligen Substanzzugabe.
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3.2.3.2 Applikation des Stickstoffmonoxiddonors Natriumnitroprussid

Die Untersuchung, ob Stickstoffmonoxid die inhibitorische Wirkung des
Midazolams verstarkt, erfolgte mit dem Stickstoffmonoxiddonor NaNP. Beide
Substanzen wurden in Badkonzentrationen von 10 und 100 uM getestet (Tab.
18).

Tab. 18: Tabellarische Darstellung der Versuchsdurchfihrungen

1. Applikation Zeit [min] 2. Applikation Zeit [min]
Midazolam 10 uM 20 Tyrodelésung 30 pl 60
Midazolam 10 uM 20 NaNP 10puM 60
Midazolam 100 pM 20 NaNP 10puM 60
Midazolam 100 pM 20 NaNP 100puM 60
Tyrodelésung 30 ul 20 Midazolam 10puM 60
NaNP 10 uM 20 Midazolam 10puM 60

Nach 20-mindtiger Vorbehandlung der Dinndarmsegmente mit 10 pM
Midazolam induzierte die Applikation von 10 uM NaNP im Vergleich zur
Tyrodeldsung eine signifikante Erhéhung des Schwellendruckniveaus (Abb. 25,
26, 29; Tab. 19).
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Abb. 25: Originalregistrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von
10 uM NaNP bei 20-minutiger Vorbehandlung mit 10 pM Midazolam
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Abb. 26: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 uM
NaNP bei 20-minttiger Vorbehandlung mit 10 uM Midazolam

In 1 von 7 Darmsegmenten (14,3%) induzierte die Applikation von 10 uM NaNP
nach 4,3 Minuten eine komplette Hemmung der Peristaltik, die nach 10,0
Minuten spontane Aktivitat zeigt und 13,6 Minuten nach kompletter Hemmung

in eine regelhafte Peristaltik Gbergeht.

Die 20-minutige Vorbehandlung der Darmsegmente mit 10 uM NaNP flhrte zu
einer signifikanten Verstarkung der inhibitorischen Wirkung des 10 uM
Midazolams. Der Schwellendruckanstieg nach Midazolamapplikation war bei
20-mindtiger Vorbehandlung mit NaNP ausgepragter als in der Tyrode-
kontrollgruppe (Abb. 27, 28, 29; Tab. 19). Die Zugabe von 10 uM Midazolam
induzierte in 4 von 10 Versuchsdurchfiihrungen (40%) nach 12 £ 4,1 Minuten
eine komplette Hemmung der intestinalen Peristaltik. In 3 der 4 (75%) komplett
gehemmten Darmsegmente kam es nach 4,8 + 3,6 Minuten zu spontaner
Aktivitat. Bei keinem der Darmsegmente, deren intestinale Motilitdt komplett
gehemmt war, kam es zu einer Rickkehr regelhafter Peristaltik (Abb. 27).
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Abb. 27: Originalregistrierung einer kompletten Hemmung induziert durch die Applikation
von 10 uM Midazolam nach 20-minUtiger Vorbehandlung des Darms mit 10 pM
NaNP: Komplette Hemmung der Darmperistaltik mit spontaner Aktivitat, jedoch

keine Recovery.
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Abb. 28: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 pM
Midazolam bei 20-mindtiger Vorbehandlung mit 10 uM NaNP

In beiden Versuchsgruppen induzierte die Kombination von NaNP und

Midazolam eine im Vergleich zur jeweiligen Tyrodekontrollgruppe signifikante
Erhéhung des Schwellendrucks (Abb. 25-29; Tab. 19).
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Tab. 19: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Schwellendruck&nderung mit den
dazugehérigen SEM nach Applikation 1 und Applikation 2.

1. Applikation AP SEM 2. Applikation AP SEM

[Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
Midazolam 10 uM + 52,6 + 17,9 Tyrodelésung 30 pl - 41 = 21
Midazolam 10 uM + 27,3 + 8,7 NaNP 10uM + 70,2 +20,7
Tyrodelésung 30 pl - 27 £ 1,6 Midazolam 10uM + 464 + 7,5
NaNP iopM  + 10,2 £+ 8,8 Midazolam 10pM  +140,9 +32,3

10 pM Midazolam _l‘:|_|

10 uM NaNP I—|——| *k

10 pM Midazolam |_|__|
30 pl Tyrodelésung I'Ii

|

10 uM NaNP
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Intraluminale Drucké&nderung [Pa]

Abb. 29: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach der Erstapplikation und
Zweitapplikation bezogen auf den letzten Wert des Schwellendrucks vor der

jeweiligen Substanzzugabe. ** steht fiir ein Signifikanzniveau von p<0,01.

Die Applikation von 100 uM Midazolam induzierte bei allen Darmsegmenten
eine komplette Hemmung der Peristaltik. Die Zugabe von 10 pM NaNP bzw.
100 uM NaNP zu den komplett gehemmten Dinndarmsegmenten flhrten im
Vergleich zur Tyrodeldsung zu keiner Anderung des Schwellendruckniveaus
bzw. Modifikation der peristaltischen Aktivitat.
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4 DISKUSSION

4.1 Ziel der Untersuchung

Ziel dieser Arbeit war es, erste orientierende Ergebnisse beziglich der Wirkung
des Benzodiazepins Midazolam auf die Dudnndarmperistaltik in vitro zu

ermitteln.

4.2 Beurteilung des Versuchaufbaus, der Versuchsdurchfiihrung
und der Auswertungsparameter

An isolierten Dudnndarmsegmenten des Meerschweinchens kann durch
Perfusion des intestinalen Lumens peristaltische Aktivitat in vitro induziert
werden (Trendelenburg, 1917). Die hierzu durchgefihrte Untersuchung erfolgte
mit einem nach Costall et al. (1993), Holzer und Maggi (1994) schon vorher im
Detail beschriebenen Perfusionssystems. Die Beeinflussung der peristaltischen
Aktivitat durch die applizierten Substanzen wurde anhand des Schwellendrucks
registriert und ausgewertet. Die Druckschwelle, welche die Auslésung der
peristaltischen Welle induziert, ist ein haufig gebrauchter Parameter zur
Beurteilung der Peristaltik (Costall et al., 1993; Waterman und Costa, 1994;
Holzer und Maggi, 1994; Barth6 und Holzer, 1995; Holzer et al., 1997). Die
Frequenz der peristaltischen Aktivitat wurde nicht als Parameter herangezogen,
da diese am wenigsten sensitiv fir Veranderungen der Peristaltik ist (Holzer
und Maggi, 1994).

Zur Aufklarung der Mechanismen, Uber die Midazolam die peristaltische
Aktivitat beeinfluBt, wurden selektive Agonisten und Antagonisten der
vermuteten Mediatoren in Kombination mit dem Midazolam appliziert. Dieses
Standardverfahren wurde bereits bei einer Vielzahl von Studien eingesetzt
(Katsoulis et al., 1993; Waterman und Costa, 1994; Heinemann und Holzer,
1999a; Bartho et al., 2000).
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4.3 Wirkung des Midazolams — Beurteilung der Wirkmechanismen

Uber die Auswirkungen des Midazolams auf die intestinale Motilitat ist bisher
wenig bekannt. Untersuchungen von Yamakage et al. (1999), die sich mit den
Effekten des Midazolams auf die glatte Muskulatur der Trachea beschaftigten,
weisen auf die inhibierende Wirkung des Midazolams hin. In unserer Studie
hemmte Midazolam dosisabhangig die Dinndarmperistaltik. Midazolam flhrte
in den Badkonzentrationen 0,1 pM und 1 uM zu keiner wesentlichen Anderung
der intestinalen Motilitat. In den Konzentrationen 10 uM und 100 pM induzierte
es eine signifikante Erhéhung des Schwellendrucks bis zur kompletten
Aufhebung der peristaltischen Aktivitat.

4.3.1 Wirkung an Kaliumkanalen

Eine Hypothese der vorliegenden Arbeit war, daB Midazolam Uber eine
agonistische Wirkung an Kaliumkanalen zu einer Inhibition der Dinndarm-
peristaltik fuhrt. Kaliumkanale spielen eine bedeutende Rolle in der Regulation
von Membranpotentialen und der Erregbarkeit von Zellen. Es wurden mehrere
verschiedene Typen von Kaliumkanélen indentifiziert, wobei das Vorkommen,
die Charakteristik und die Funktion dieser Kanéle zwischen den verschiedenen
Geweben variiert. Die drei wichtigsten Kaliumkanale der glatten Muskulatur sind
ATP-abhangige, kalziumabhangige und spannungsabhangige Kaliumkanéle.
ATP-abhangige Kaliumkanale werden durch ein Absinken der intrazellularen
ATP-Konzentration und einen Anstieg der Nukleotiddiphosphatkonzentration
aktiviert. Die Aktivierung kalziumabhangiger Kaliumkanéle erfolgt hingegen
durch einen Anstieg des intrazellularen Kalziums, die der spannungs-
abhangigen Kaliumkanale durch eine Depolarisation der Zellmembran (Nielsen-
Kudsk, 1996). Die Offnung von Kaliumkanalen induziert eine Hyperpolarisation
der Membran, einen Anstieg des Schwellendrucks und damit eine Inhibition der
peristaltischen Aktivitat der Dinndarmsegmente (Maggi et al., 1996).

Grundgedanken der zur Aufklarung des Wirkmechanismus durchgefiihrten
Experimente waren, daB bei Induktion der Midazolamwirkung Uber
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kalziumabhangige Kaliumkandle der hemmende Effekt auf die peristaltische
Aktivitat durch Apamin antagonisiert werden kann. Bei der Vermittlung der
Midazolamwirkung Uber ATP-abhangige Kaliumkanéle wird die inhibitorische
Wirkung des 10 pM Midazolams einerseits durch Glibenclamid gehemmt,
andererseits durch die Kaliumkanal6ffner Pinacidil und ZM226600 geférdert.
Der kalziumabhangige Kaliumkanalblocker Apamin gehért neben L-NAME und
Naloxon zu den Substanzen, welche die intestinale Peristaltik stimulieren
(Heinemann und Holzer, 1999b). Nach Spencer et al. (1999) erhéht das Apamin
auf einen Stimulus signifikant die Anzahl der Kontraktionen der longitudinalen
und zirkuldren Muskulatur nach anal und der longitudinalen Muskulatur nach
oral. Apamin steigert die Geschwindigkeit der Propulsion des
Gastrointestinaltraktes und erhéht den spontanen Ruhetonus und die phasische
Aktivitat der zirkularen Muskulatur (Ciccocioppo et al., 1994). Diese Wirkung
wird jedoch von anderen Autoren angezweifelt. In der vorliegenden Arbeit
konnte in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Waterman und Costa
(1994) durch die Applikation von Apamin keine signifikante Anderung des
Schwellendrucks erreicht werden. 500 nM Apamin flihrte jedoch zu einer
signifikanten Reduktion der inhibitorischen Wirkung des 10 uM Midazolams, die
durch 100 pM Midazolam induzierte komplette Hemmung der
Dunndarmperistaltik wurde jedoch nicht beeinfluBt. Die Applikation des ATP-
abhangigen Kaliumkanalblockers Glibenclamid in einer 100 nM bzw. 1 puM
Badkonzentration konnte die inhibitorische Wirkung des Midazolams nicht
antagonisieren. Wie auch in den Untersuchungen von Kontani et al. (1993)
hatte Glibenclamid keine signifikante Eigenwirkung auf die intestinale Motilitat.
In der Literatur findet sich bisher noch keine Studie hinsichtlich der
Antagonisierung der Midazolamwirkung durch Glibenclamid. Pinacidil und
ZM226600 entfalten ihre Wirkung Uber das Offnen von ATP-abhangigen
Kaliumkanalen. Dies flhrt zu einem Kaliumausstrom, verbunden mit einer
Hyperpolarisation der Zellmembran, und somit zu einer verminderten
Erregbarkeit der Zelle mit einer Relaxation der glatten Muskulatur (Nielsen-
Kudsk, 1996). Vergleichbare Angaben hinsichtlich der inhibitorischen Effekte

von Agonisten an Kaliumkanalen finden sich in Arbeiten an isolierten
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Harnleitersegmenten (Kontani et al., 1993; Maggi et al., 1996). Die Ergebnisse
aus der Literatur lieBen sich in der vorliegenden Untersuchung nicht bestéatigen.
Weder 10 pM Pinacidil, appliziert mit unterschiedlichen Wirkzeiten vor
Midazolamapplikation, noch 100 nM bzw. 1 pM ZM226600 hatten eine
signifikante Eigenwirkung auf die peristaltische Aktivitat. Dies kdnnte sich
dadurch erklaren lassen, daB bezlglich des Aufbaus der ATP-abhangigen
Kaliumkanale verschiedener Gewebe Unterschiede bestehen (Nielsen-Kudsk,
1996). Die Vorbehandlung der Darmsegmente mit Pinacidil bzw. ZM226600
fihrte zu keiner Verstarkung der inhibitorischen Wirkung des 10 uM
Midazolams. Der Versuch der Induktion einer kompletten Hemmung nach
Applikation von 10 uM Midazolam gelang nicht.

Die vorgestellten Ergebnisse erlauben die Aussage, daB Midazolam u.a. durch
Offnen kalziumabhangiger Kaliumkandle wirkt. Eine Aktivierung ATP-

abhangiger Kaliumkanale liegt nicht vor.

4.3.2 Wirkung an Kalziumkanalen, Uber Freisetzung von intra-
zellularem Kalzium bzw. Veranderung der Kalziumsensitivitat

In der Literatur finden sich vielfaltige Studienansatze Uber die Wirkung von
Midazolam auf die glatte Muskulatur des Oesophagus und der Trachea.
Midazolam induziert eine dosisabhangige Inhibition spannungsabhangiger
Kalziumkanale und kalziumaktivierter, spannungsabhangiger Kaliumkanale.
Dies fuhrt zu einer Relaxation der Trachealmuskulatur (Yamakage et al., 1999).
Yoshimura et al. (1995) zeigte zudem, daB Midazolam nur durch Inhibition der
Kalziumkanale eine direkte Relaxation der Trachealmuskulatur bewirkt, nicht
jedoch Uber Freisetzung des intrazellular gespeicherten Kalziums bzw.
Veranderung der Kalziumsensitivitat des kontraktilen Apparates. Auch Hanazaki
et al. (2000) konnten eine direkte Hemmung des Midazolams in einer 100 uM
Badkonzentration auf die glatte Muskulatur der Atemwege ohne Beeinflussung
der Kalziumsensitivitdt nachweisen. Fir eine Inhibition des Kalziumeinstroms
nicht nur UOber spannungsabhdngige Kalziumkanéle, sondern auch Uber

Agonisten-vermittelte Kalziumstrome und eine Hemmung der Freisetzung
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intrazellularer Kalziumspeicher sprechen Untersuchungen von Yamaguchi et al.
(1997). Midazolam wirkt nicht Uber neurale Signalwege, periphere oder zentrale
Benzodiazepinrezeptoren, sondern direkt an der glatten Muskulatur (Koga et
al., 1992).

Die in den bereits genannten Studien beschriebene Wirkung Uber
Kalziumkanale, die Freisetzung von intrazelluldarem Kalzium bzw. die
Veranderung der Kalziumsensitivitat des kontraktilen Apparates wurde in der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Wir greifen hier auf die Erkenntnisse der
im Vorfeld durchgeflhrten Untersuchungen zurick.

4.3.3 Wirkung lber den zentralen Benzodiazepinrezeptor

In der vorliegenden Arbeit filhrte 1 pM Flumazenil zu keiner Anderung des
Schwellendruckniveaus. Hinsichtlich der Eigenwirkung des Flumazenils auf die
Peristaltik ist bisher nur wenig bekannt. Die intrinsische bzw. agonistische
Wirkung des Flumazenils an Benzodiazepinbindungsstellen im ZNS ist gering
(Larsen, 1998). In Einklang mit den Ergebnissen unserer Studie kann die
inhibitorische Wirkung des Midazolams auf die intestinale Motilitdt durch
Flumazenil, einem Antagonisten an zentralen Benzodiazepinrezeptoren, nicht
aufgehoben werden (Yamakage et al., 1999; Yoshimura et al., 1995). Auch
Untersuchungen von Koga et al. (1992) an der glatten Muskulatur der Trachea
weisen darauf hin, daB die inhibitorische Wirkung des Midazolams nicht Gber

den zentralen Benzodiazepinrezeptor vermittelt wird.
43.4 Wirkung an GABAa-Bindungsstellen

Die inhibitorischen und stimulierenden Effekte der GABA sind durch die
Wirkung zweier Subtypen der GABA-Bindungsstelle zu erklaren. Die
Stimulation der GABAa-Bindungsstelle induziert eine peripher vermittelte
Inhibition der intestinalen Motilitat. Bicuculline blockt die Wirkung Uber die

GABAAa-Bindungsstelle und induziert somit eine Stimulation der Peristaltik. Im

-42 -



Gegensatz dazu fihrt eine Stimulation der GABAg-Bindungsstelle zu einem
Anstieg der intestinalen Motilitat (Fargeas et al., 1988).

Versuche an innervierten Muskelstreifen zeigen, daB3 die durch GABA induzierte
Relaxation durch Applikation des GABAa-Rezeptor-Blockers Bicuculline
antagonisiert werden kann. Die Blockade der GABAa-Bindungsstelle durch
Bicuculline fohrt zu einer Hemmung der Gber VIP-Motoneurone vermittelten
aboralen Relaxation und Uber cholinerge Motoneurone induzierten oralen
Kontraktion des Peristaltikreflexes. Die durch VIP induzierte Relaxation
maskiert die kontraktile Wirkung des Acetylcholins (Grider und Makhlouf, 1992).
Ein mdglicher Wirkmechanismus des Midazolams waére die Induktion
inhibitorischer Effekte durch die GABAa-Bindungsstelle.

Unsere Ergebnisse zeigen, daB 10 uM Bicuculline als Antagonist an GABAa-
Bindungsstellen keine signifikante Eigenwirkung auf die peristaltische Aktivitat
hat. Dies widerspricht den Ergebnissen von Schwérer und Kilbinger (1988). In
deren Arbeit wirkt das Bicuculline Uber die GABAa-Bindungsstelle in den
Badkonzentrationen 1 uM und 10 uM stimulierend auf die intestinale Motilitat.
Tonini et al. (1989) konnten bis zu einer Badkonzentrationen von 3 uM
Bicuculline keine Beeinflussung der Peristaltik nachweisen. Badkonzentrationen
von 10 uM und 30 pM Bicuculline induzierten jedoch eine dosisabhangige
Stimulation der peristaltischen Aktivitat. In einer vergleichenden Studie
zwischen den GABAAa-Rezeptor-Antagonisten Bicuculline und SR 95531 fand
die Arbeitsgruppe um Tonini (1989) heraus, daB Bicuculline die peristaltische
Aktivitat des lleums vermutlich via Verbesserung der cholinergen Transmission
verstarkt, die unabhangig von der GABAa-Rezeptor-Blockade ist.

Bicuculline konnte in einer Badkonzentration von 10 pM den Anstieg des
Schwellendruckniveaus nach Zugabe von 10 pM Midazolam nicht reduzieren. In
der Literatur findet sich bisher keine Studie, die sich mit der Antagonisierung
der Midazolamwirkung an der GABAa-Bindungsstelle beschaftigt.
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4.3.5 Wirkung lber Inhibition der Adenylatcyclase

Pituitary adenylate cyclase-activating peptide (PACAP) ist ein hypo-
thalamisches Peptid, das in Neuronen weit verbreitet ist, einschlieBlich denen
des gastrointestinalen Traktes. PACAP-Fasern wurden im myenterischen und
submucdsen Plexus, in der longitudinalen und zirkularen Muskelschicht, und
um BlutgefaBe der Submucosa des gesamten Darms gefunden. Es besitzt eine
groBe sequenzielle Ubereinstimmung mit dem Vasoactive Intestinal Polypeptide
(VIP) (Portbury et al., 1995).

PACAP stimuliert die normale Peristaltik und kompensiert medikamenten-
induzierte Hemmung durch Stimulation exzitatorisch-motorischer Signalwege,
vermutlich auf der Ebene intrinsisch-sensorischer Neurone. Die Wirkung des
PACAPs scheint vielféltige Signalmechanismen zu umfassen, einschlieBlich der
Stimulation der Adenylatcyclase (Heinemann und Holzer, 1999a). Diese bewirkt
eine Zunahme des cAMP, welches AMP-abhangige Proteinkinasen aktiviert.
Die daraus folgende Phosphorylierung mehrerer Proteine flihren zu einem
verstarkten Kalziumioneneinstrom und bewirkt somit eine erhéhte Ausschittung
des Transmitters an der axosomatischen Synapse (Schmidt und Thews, 1995).
Eine hypothetische Erklarung fir die inhibitorische Wirkung des Midazolams
kénnte die Hemmung der Adenylatcyclase sein.

In Ubereinstimmung mit der Literatur (Katsoulis et al., 1993; Grider et al., 1994;
Heinemann und Holzer, 1999a; Barthé et al., 2000) konnten wir in unseren
Untersuchungen zeigen, daB3 3 nM PACAP eine signifikante Eigenwirkung hat.
Die stimulierende Wirkung des PACAP und des VIP auf die Kontraktilitat der
glatten Muskulatur des Diinndarms kann durch Applikation von PACAP-(6-38),
einem Antagonisten an PACAP-Bindungsstellen, antagonisiert werden (Barth6
et al.,, 2000). PACAP fordert die Phase der aboralen Relaxation des
Peristaltikreflexes und flhrt somit zu einer Stimulation der propulsiven
Darmmotilitat (Grider et al.,, 1994). Untersuchungen an isolierten
Dinndarmsegmenten des Meerschweinchens weisen darauf hin, daB3 die
PACAP-induzierten Kontraktionen der Darmsegmente Uber eine Freisetzung
von Acetylcholin und Substanz P durch Interaktion mit PACAP-1 und
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VIP/PACAP-2-Rezeptoren vermittelt werden (Katsoulis et al., 1993). Trotz der
signifikanten Eigenwirkung des 3 nM PACAP blieb die hemmende Wirkung des
10 uM Midazolams auf die Dunndarmperistaltik unbeeinfluft.

4.3.6 Wirkung tber endogene opioiderge Mechanismen

Ergebnisse von In-vitro-Untersuchungen und klinischen Studien weisen auf die
inhibitorische Wirkung von Opioiden auf die gastrointestinale Motilitat hin
(Adams und Pohlemann, 1999; Freye und Knuefermann, 1994; Roger et al.,
1994). Diese hemmenden Effekte kdénnen durch die Vorbehandlung mit
Naloxon aufgehoben werden (Ruckebusch et al., 1984). Untersuchungen an
isolierten DUnndarmsegmenten zeigen, daB bei Blockade von opioidergen
Rezeptoren durch Naloxon die peristaltische Aktivitat gesteigert wird (Kromer et
al., 1981; Kromer, 1990). Wie in der Literatur beschrieben hatte 500 nM
Naloxon auch in der vorliegenden Arbeit eine signifikant stimulierende
Eigenwirkung auf die Dinndarmperistaltik. Naloxon gehért zu den Substanzen,
welche die peristaltische Aktivitat fordern (Heinemann und Holzer, 1999b) und
dosisabhangig die durch Acetylcholin induzierte rhythmische Peristaltik
beginstigen (Kromer et al., 1982). Untersuchungen von Grider und Makhlouf
(1987) an Kolonsegmenten von Ratten erlaubten die Charakterisierung der
einzelnen Komponenten des Peristaltikreflexes. Die Ergebnisse deuten darauf
hin, daB Naloxon zu einer Abschwachung der oralen Kontraktion und
Verstarkung der aboralen Relaxation flhrt.

Die Hypothese, daB Midazolam Uber endogene opioiderge Mechanismen
inhibitorisch auf die glatte Muskulatur des Dinndarms wirkt, 1&Bt sich durch
unsere Ergebnisse belegen. Die Vorbehandlung der Dinndarmsegmente mit
500 nM Naloxon flihrte zu einem reduzierten Schwellendruckanstieg nach der
Applikation des 10 uM Midazolams. Die Vorbehandlung mit 500 nM Naloxon bei
anschlieBender Applikation von 100 pM Midazolam flhrte nach kompletter
Hemmung der peristaltischen Aktivitdt zu unkoordinierten, segmentalen
Wandbewegungen bis hin zu Spontanaktivitaten. Zu einer Rlickkehr geordneter
peristaltischer Aktivitat kam es nicht.
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4.3.7 Wirkung tber Freisetzung von Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid spielt eine bedeutende Rolle in der Physiologie des
Gastrointestinaltraktes und dessen Reaktion auf septische Krankheitsbilder.
Eine Freisetzung von NO erfolgt u.a. aus dem intrinsisch-intestinalen Gewebe
(Mastzellen, Epithelien, glatte Muskulatur, neuraler Plexus), gewebsstandigen
und einwandernden Leukozyten (Neutrophile, Monozyten) und durch
Denitrifikation durch Anaerobier. Die Synthese des Stickstoffmonoxids erfolgt
durch zwei verschiedene Isoformen der Stickstoffmonoxidsynthetase. Unter
Ruhebedingungen tbernimmt die im Gehirn und Endothel vorkommende Form
der NOS die NO-Produktion, wohingegen die NO-Freisetzung durch
entzindliche Stimuli Gber die induzierbare NO-Synthetase vermittelt wird
(Salzman, 1995). NO wird in den GefaBendothelien und in den neuralen
enterischen Plexus durch die Stickstoffmonoxidsynthetase aus L-Arginin
gebildet (Maher et al.,, 1995). Stickstoffmonoxid ist einer der wichtigsten
Neurotransmitter ~des  nichtadrenergen, nichtcholinergen  enterischen
Nervensystems. Die Koordination der Peristaltik wird u.a. Uber die endogene
Freisetzung von NO gesteuert. Wie schon von Holzer et al. (1997) beschrieben
erfolgte auch in der vorliegenden Arbeit die Applikation von exogenem NO
durch den Stickstoffmonoxiddonor Natriumnitroprussid (NaNP). Dies fiihrt zu
einem signifikanten Anstieg des Schwellendrucks und somit zu einer Inhibition
der peristaltischen Aktivitat (Waterman und Costa, 1994). Nach Vorbehandlung
der Dinndarmsegmente mit 10 pM Midazolam induzierte die Zugabe von
10 uM NaNP in 1 von 7 Darmsegmenten eine komplette Hemmung der
peristaltischen Aktivitat mit Spontanaktivitat und anschlieBendem Ubergang in
eine regelhafte Peristaltik. NaNP als erstapplizierte Substanz flihrte zu einer
Verstéarkung der inhibitorischen Wirkung des 10 uM Midazolams. Hierbei kam
es bei 4 von 10 Dinndarmsegmenten zu einem kompletten Stillstand der
Peristaltik. Spontanaktivitdt konnte verzeichnet werden, zu einer Riickkehr
regelhafter peristaltischer Aktivitdt kam es nicht. Die durch Stickstoffmonoxid
bzw. NaNP dosisabhangig induzierte Relaxation der glatten Muskulatur kann
durch die Applikation des L-NAME aufgehoben werden (Smits et al., 1996).
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Dieser Inhibitor der NO-Synthetase fliihrt zu einer signifikanten Senkung des
Schwellendrucks und somit zu einer Stimulation der intestinalen Peristaltik
(Barth6é und Holzer, 1995; Heinemann und Holzer, 1999b; Holzer et al., 1997;
Waterman und Costa, 1994), wohingegen die Applikation des Stereoisomers D-
NAME keinen signifikanten Effekt auf die propulsive Darmbewegungen hat
(Allescher et al., 1992; Holzer et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit zeigte L-
NAME in Gegensatz zur Literatur keine Eigenwirkung, die Effekte des nicht
wirksamen Isomers D-NAME konnten hingegen bestétigt werden. Eine méglich
Erklarung hierfir bieten die Untersuchungen von Holzer et al. (1997).
Stickstoffmonoxid zeigt sowohl einen exzitatorischen Effekt Gber cholinerge
Motoneurone, als auch eine inhibitorische Wirkung, die sich in einer Relaxation
der intestinalen Muskulatur widerspiegelt. Denkbar ist, daB sich diese Effekte
aufheben, und somit die Antagonisierung durch L-NAME keine Wirkung zeigt.
Eine Antagonisierung der inhibitorischen Wirkung des Midazolams gelang
weder durch die Vorbehandlung der Dinndarmsegmente mit L-NAME noch mit
D-NAME.

Midazolam und NaNP zeigen eine synergistisch-inhibitorische Wirkung auf die
peristaltische Aktivitdt des Dinndarms. Unsere Arbeit dokumentiert, daB3 der
hemmende Effekt des Midazolams nicht Uber die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid vermittelt wird.

4.3.8 SchluBfolgerung

Aus den verschiedenen Aspekten der Literatur und den Ergebnissen der
aktuellen Arbeit folgt, daB Midazolam eine inhibitorische Wirkung auf die
Dinndarmperistaltik hat. Die Wirkung des Midazolams wird Uber mehrere
Mechanismen vermittelt.

Im Vorfeld durchgeflhrte Untersuchungen weisen darauf hin, daB Midazolam
Uber eine Hemmung spannungsabhangiger Kalziumkandle und Agonisten-
vermittelter Kalziumstréme inhibitorisch auf die glatte Muskulatur wirkt (Koga et
al., 1992; Yoshimura et al., 1995; Yamaguchi et al., 1997; Yamakage et al.,
1999; Hanazaki et al., 2000).
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, daB Midazolam dosisabhangig
endogene opioiderge Mechanismen und kalziumabhangige Kaliumkanale
aktiviert und so zu einer Hemmung der Dunndarmperistaltik fahrt. Eine
Induktion der inhibitorischen Effekte des Midazolams durch Wirkung an der
zentralen Benzodiazepinbindungsstelle, Agonismus an der GABAa-
Bindungsstelle, Inhibition der Adenylatcyclase, Offnen von ATP-abhangigen
Kaliumkanalen und Freisetzung von Stickstoffmonoxid konnte nicht bestatigt

werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die In-vitro-Untersuchungen zur Ermittlung des Wirkmechanismus von
Midazolam auf die Dinndarmperistaltik erfolgte mit einem von Holzer und
Maggi (1994) beschriebenen Perfusionssystems an Dinndarmsegmenten von
Meerschweinchen. Die peristaltische Aktivitat der isolierten Segmente wurde
durch eine kontinuierliche FlUssigkeitszuleitung am oralen Ende induziert. Dies
bewirkte eine langsame Fulllung des intestinalen Lumens, die bei Erreichen
einer bestimmten Druckschwelle eine aboralwarts gerichtete peristaltische
Welle induzierte. Dieser intraluminale Schwellendruck wurde zur Beurteilung
der Wirkung herangezogen. Eine Stimulation der Peristaltik stellte sich als
Senkung, ein Inhibition als Erhéhung des Schwellendrucks dar. Die Applikation
der Substanzen erfolgte serosal. Um die Wirkmechanismen des Midazolams zu
klaren, wurden selektive Agonisten und Antagonisten der vermuteten
Mediatoren in Kombination mit Midazolam appliziert.

Midazolam hemmt dosisabhangig die Dinndarmperistaltik. 0,1 pM und 1 pM
Midazolam fiihrt zu keiner wesentlichen Anderung der Druckschwelle. In den
Konzentrationen 10 uM und 100 pM induzierte es eine signifikante Erhéhung
des Schwellendrucks bis zur kompletten Aufhebung peristaltischer Aktivitat. Die
inhibitorischen Effekte des Midazolams auf die propulsive Motilitat lieBen sich
nur durch Applikation von Antagonisten an opioidergen Rezeptoren und
kalziumabhangigen Kaliumkanalen signifikant abschwachen. Signifikante
synergistisch-inhibitorische Wirkung zeigte das Midazolam hingegen in
Kombination mit Stickstoffmonoxid.

Unsere Ergebnisse zeigen, daB die inhibitorischen Effekte des Benzodiazepins
Midazolam auf die Dianndarmperistaltik durch agonistische Wirkung an
opioidergen Rezeptoren und kalziumabhangigen Kaliumkanalen vermittelt
werden. Die hemmende Wirkung des Midazolams wird nicht Uber die zentrale
Benzodiazepinbindungsstelle, den GABAa-Rezeptor, Inhibition der Adenylat-
cyclase, Offnen von ATP-abhangigen Kaliumkanalen oder Freisetzung von NO

induziert.
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Abb. 31: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 0,1 pM

Midazolam
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Abb. 32: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 1 pM
Midazolam

-60 -



10 uM Midazolam

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Zeit [min]

160

& 140

2 120

s 100

2

£ 80

S 60 _/%\" I—F
35 I

5 40 P % %——%-/:_ 1 1 1
o o

© 20

=

£ 0

=}

T 20

S

Abb. 33: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 pM

Midazolam
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Abb. 34: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 100 pM

Midazolam
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Abb. 35: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 uM
Midazolam bei 20-mindtiger Vorbehandlung mit 1 uM Flumazenil
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Abb. 36: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 pM
Midazolam bei 20-minltiger Vorbehandlung mit 10 uM Bicuculline

500 nM Naloxon 100 puM Midazolam

Intraluminale Druckanderung [Pa]
=
o
T~
\\

0 5 10 15 20 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Zeit [min]

Abb. 37: Registrierung der intraluminalen Druck&nderung [Pa] nach Applikation von 100 uM
Midazolam bei 20-mindtiger Vorbehandlung mit 500 nM Naloxon
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Abb. 38: Registrierung der intraluminalen Druck&nderung [Pa] nach Applikation von 100 uM
Midazolam bei 20-mindtiger Vorbehandlung mit 500 nM Apamin
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Abb. 39: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 100 pM
Midazolam bei Vorbehandlung mit 500 nM Apamin + 500 nM Naloxon

100 nM Glibenclamid 10 uM Midazolam
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Abb. 40: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 pM
Midazolam bei 20-minutiger Vorbehandlung mit 100 nM Glibenclamid
1 uM Glibenclamid 10 uM Midazolam
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Abb. 41: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 pM
Midazolam bei 20-minutiger Vorbehandlung mit 1 uM Glibenclamid
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Abb. 42: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 uM
Midazolam bei Vorbehandlung mit 1 uM Glibenclamid + 10 pM Pinacidil
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Abb. 43: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 uM
Midazolam bei 20-minUtiger Vorbehandlung mit 300 uM L-NAME
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Abb. 44: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 pM
Midazolam bei 20-mindtiger Vorbehandlung mit 300 uM D-NAME
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Abb. 45: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 pM
Midazolam bei 5-mindtiger Vorbehandlung mit 10 pM Pinacidil
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Abb. 46: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation 10 pM
Midazolam bei 20-mindtiger Vorbehandlung mit 10 uM Pinacidil
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Abb. 47: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 pM
Midazolam bei 20-minutiger Vorbehandlung mit 100 nM ZM226600
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Abb. 48: Registrierung der intraluminalen Druckanderung [Pa] nach Applikation von 10 pM
Midazolam bei 20-minutiger Vorbehandlung mit 1 pM ZM226600
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