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EINLEITUNG

l. EINLEITUNG

Glatte Muskulatur lasst sich in verschiedenen Organen wie den Gefallen, dem Gastrointesti-
naltrakt oder dem Urogenitaltrakt finden. Sie erfiillt grundlegende Funktionen des Korpers,
hierzu gehdren z.B. die Regulation des Blutdruckes oder die Motilitdt des Gastrointestinaltrak-
tes. Die Fahigkeit zur geregelten Kontraktion und Relaxation ist dabei essenziell fir die Aus-

Ubung dieser Funktionen.

Die glatte Muskulatur ermdglicht verschiedene Formen der Kontraktion. Man differenziert im
Wesentlichen zwischen tonischen und phasisch-rhythmischen Kontraktionen. Tonische Kon-
traktionen sind langanhaltende Kontraktionen wie sie fur den Verschluss eines Sphinkters oder
fur die Aufrechterhaltung eines Flusswiderstandes notwendig sind. Beispielhaft befinden sie
sich im unteren Osophaghussphinkter (lower esophageal sphincter, LES) oder dem Sphinkter
Oddi [1, 2]. Phasisch-rhythmische Kontraktionen erzeugen flieRende Propulsionen, die sich
sowohl in Ureter und Lymphgefalen [3, 4] als auch in Gastrointestinaltrakt, Portalvene und
Uterus [5—7] finden lassen. Eine Besonderheit ist, dass diese phasisch-rhythmische Aktivitat
des glatten Muskels auch unabhangig von neuralen Einflissen existiert, der glatte Muskel in

diesem Fall also spontanaktiv ist [8].

Dieses Phanomen der spontanen phasisch-rhythmischen Kontraktionen im glatten Muskel ist
schon lange bekannt, aber der fundamentale Mechanismus dieser Aktivitat ist bis heute nicht
vollstandig geklart. Ein genaues Verstandnis dieser biologischen Prozesse hat auerordentli-
che klinische Relevanz. Denn Stérungen innerhalb dieser Kontraktionsmechanismen ziehen
entsprechend ihrer lebenswichtigen Organfunktionen krankhafte Veranderungen als Folge
nach sich. Insbesondere Motilitatsstérungen des Gastrointestinaltrakts wie Gastroparesen,
chronische Obstipation und das Reizdarmsyndrom (irritable bowel syndrome, IBS) sind in der
Bevolkerung weit verbreitet [9], aber auch Stérungen der Spontanaktivitdt anderer Organe
kénnen zu schweren Funktionsstorungen im menschlichen Organismus fihren (z.B. portale
Hypertension, Gberaktive Blase u.v.m.) [10, 11]. Zur kausalen Therapie dieser unterschiedli-
chen Krankheitsbilder ist ein genaues Verstandnis der zugrunde liegenden Mechanismen eine
wichtige Voraussetzung, denn maogliche Angriffspunkte stellen in diesem Schrittmacherpro-

zess involvierte Rezeptoren und lonenkanale dar [12].

Es gibt bereits zahlreiche Untersuchungen bezlglich der in den Schrittmacherprozess eige-
bundenen lonenkanale, allerdings weisen die bislang existierenden Konzepte noch beachtli-

che Licken auf. In diesem Rahmen hat die vorliegende Arbeit den Anspruch, ein aktuelles




EINLEITUNG

Konzept zum TRPM7-Kanal — Mitglied einer noch jungen Familie von lonenkanalen — als zent-
rales Element des Pacemaking im glatten Muskel [13-15] genauer zu untersuchen und kritisch

zu reflektieren.

Im Folgenden werden zunachst die gesicherten physiologischen Erkenntnisse zur Spontan-
aktivitat im glatten Muskel erlautert und ein Uberblick zu den wichtigsten derzeit bekannten
lonenkanalen im Schrittmacherprozess gegeben. AnschlieRend folgt eine Darstellung des
existierenden Konzepts des TRPM7-Kanals im Pacemaking und dessen pharmakologischer
Beeinflussbarkeit. SchlieRlich wird der zur Bearbeitung der Fragestellung gewahlte For-

schungsansatz vorgestellt und néher erlautert.

1.1 SPONTANAKTIVITAT DES GLATTEN MUSKELS

Die spontanen Kontraktionen sind unmittelbar nach Praparation und Entnahme verschiedener
glattmuskulérer Organe und deren Uberfiihrung in eine kalziumhaltige physiologische Lésung
mit bloliem Auge direkt sichtbar. Diese sichtbare mechanische Spontanaktivitat resultiert aus
der elektrischen Spontanaktivitat im glatten Muskel, die durch intra- oder extrazellulare Poten-
tialmessungen aufgezeichnet werden kann. Diese zeigen die sogenannten Slow Waves. Sie
sind definiert als spontane Fluktuationen des Membranpotenzials der glatten Muskelzellen.
Die Slow Waves bestehen aus einer schnellen aufsteigenden Phase, einem Plateau und der
darauffolgenden Repolarisation [16]. Kommt es zu einer Aktivierung der ICC, z.B. durch exzi-
tatorische Neurotransmitter wie Acetylcholin (ACh), erreichen diese spontanen Fluktuationen
das Schwellenpotential der Myozyten. Es treten sog. Spikes auf, die sich in die Plateau Phase
der Slow Waves einlagern. Diese fihren zu einer weiteren Depolarisation der Zellmembran
und Offnung spannungsabhangiger Kalziumkanéle, die den fiir die Kontraktion nétigen Kalzi-

umeinstrom liefern [17].

Lange Zeit wurde der Ursprung der Spontanaktivitat des glatten Muskels kontrovers diskutiert
und man ging davon aus, dass diese den glatten Muskelzellen (SMC) selbst entspringt, ihr
Ursprung also "myogen" ist [5]. Erst umfangreiche Studien in den 80er Jahren ergaben, dass
die Aktivitat von interstitiellen Zellen (Interstitial Cells of Cajal, ICC) ausgeht [20]. Einen Uber-
blick Uber zahlreiche weitere Untersuchungen zur Rolle der ICC geben Sanders et al. [21].

Die Expression des Protoonkogens c-Kit (kodierend fur den Tyrosinkinaserezeptor Kit) auf den
ICC konnte durch den Einsatz von speziellen Antikérpern gegen c-Kit fur die Identifizierung
der ICC genutzt werden [22]. So konnten unterschiedliche ICC-Typen in den Schichten des

glatten Muskels klassifiziert werden, wie z.B. intramuskulare, mucosale oder myenterische
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ICC. Cajalzellen lassen sich nicht nur im Gastrointesintaltrakt finden, sondern konnten biswei-

len auch in Portalvene, Myometrium und Blase nachgewiesen werden [7-9].

Die in den ICCs gemessenen unterschwelligen Slow Waves werden innerhalb dieser Arbeit
als Schrittmacherpotenziale (Pacemaker Potential, PP) bezeichnet. Im Gegensatz zu den im
vorangegangen beschriebenen lUberschwelligen Slow Waves in der SMC enthalten sie keine

scharfen Spikes, da ICCs nicht in der Lage sind, Aktionspotenziale auszubilden [23].

1.2 SMC uUND ICC - EIN NETZWERK

Bereits Cajal entdeckte 1889 die unmittelbare Nahe von ICC, Nervenendigungen und glatter
Muskulatur [24], was die Annahme einer Interaktion dieser unterschiedlichen Zelltypen nahe

legte.

Aufgrund der eingangs beschriebenen elektrischen Aktivitat der ICC und SMC wird deutlich,
dass fiir das Resultat der spontanaktiven glattmuskuldren Kontraktion der Gewebepraparate
eine Interaktion der einzelnen Zellen untereinander unabdingbar ist. Wahrend ICCs zwar spon-
tane Oszillationen des Membranpotenzials generieren, aber nicht in der Lage sind zu kontra-
hieren, kdnnen SMC zwar eine Kontraktion ausiiben, allerdings nur wenn sie aktiv von anderen
Zellen depolarisiert werden. Ferner reicht auch die Kontraktion einer Muskelzelle nicht aus,
um eine sichtbare und wirksame Kontraktion auszulésen, sondern es bedarf einer synchronen

Kontraktion mehrerer SMC.

Aus diesen Voraussetzungen, um eine geregelte spontane glattmuskulare Kontraktion des

makroskopischen Gewebepraparates zu generieren, ergeben sich drei Ebenen der Kopplung:

o Ebene 1: Kopplung der ICC untereinander durch GJ. Passiv elektrotonischer Transfer,
wird von ICC zu ICC schwacher.

o Ebene 2: Kopplung zwischen ICC und SMC durch GJ. Passiv elektrotonischer Trans-
fer. Depolarisation 6ffnet in SMC spannungsabhangige Ca?*-Kanale. Sekundar auch
Kopplung von SMC auf ICC, Spike-initiierter interzellularer elektrotonischer Transfer.
Auf dieser Ebene kommt es zu einer Verstarkung bzw. Regeneration des Signals durch
die Kalziumstrome, welche der passiven Abschwachung entgegenwirkt.

e Ebene 3: Weiterleitung an benachbarte SMC durch GJ. Durch diese Kopplung unter-
einander kann es zu einer synchronisierten Kontraktion der SMC kommen. Die Reich-
weite ist vor allem abhangig von dem elektrischen Kopplungswiderstand im Gewebe

und der GroRRe der Kalziumstrome.
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Durch diese komplexe Kopplung der Zellen bildet sich ein Netzwerk aus, im Sinne eines elektri-
schen Synzytiums, um synchronisierte Impulse an die glatten Muskelzellen (SMC) fortzuleiten
[25]. Zu diesem Zweck sind die ICCs mit den benachbarten Muskelzellen der zirkularen und

der longitudinalen Muskelschicht ebenfalls durch GJs verbunden [26, 27].

Ebene 1

Ebene 2

Ebene 3

*,
bl
oA

Fa L

SMCA3 [

;'I

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Kopplung von ICC und SMC

Die ICC (im Bild "ICC A") generieren elektrische Oszillationen, die durch Kopplung passiv an benachbarte ICC
("ICC B", "ICC C") und SMC ("SMC A1“) weitergeleitet werden. Die Langskonstante definiert, wie weit eine Erre-
gung elektrotonisch weitergeleitet werden kann. Auch die SMC bilden unter sich ein Netzwerk aus, was Grund-
lage fir die synchronisierte Kontraktion ist (SMC A1-SMC A2 etc.). Im Falle einer Gberschwelligen Erregung der
SMC generieren diese Kalziumstrome, welche die Ausbreitung der Erregung im Gewebe verstarken. Die Pfeile
beschreiben die Weiterleitung der durch ICC und SMC erzeugten erregenden Stréme durch GJ. Die Farbintensi-
tat der Pfeile stellt die Starke der Signalkopplung dar. Mit Zunahme der Distanz kommt es zu einer Dampfung der
Amplitude und schlief3lich zum Sistieren der Ausbreitung. Modulierend auf die Aktivitat dieses Netzwerkes wirkt

das ENS. So kann die Kontraktion entsprechend an die physiologischen Situationen angepasst werden.

Um die glattmuskularen Kontraktionen den entsprechenden physiologischen Gegebenheiten
anzupassen, werden die ICC durch das enterische Nervensystem (ENS) entsprechend modu-
liert. Kommt es beispielsweise zur Nahrungsaufnahme, muss der Gastrointestinaltrakt starker
arbeiten und es kommt zu einer Erhéhung der Spontanaktivitat.




EINLEITUNG

Die Ausbreitungsdistanz ist abhangig von der Langskonstante der einzelnen Zellen. Es kommt
zu einem exponentiellen Abfall der Potenzialamplitude. Je héher die Langskonstante, desto

besser die Kopplung der Zellen untereinander [28, 29].

1.3 SPONTANAKTIVITAT IN UNTERSCHIEDLICHEN ORGANEN

Die in den vorangegangen Abschnitten beschriebene Spontanaktivitat findet sich in verschie-
denen glattmuskuldren Organen. Die in dieser Arbeit untersuchten Organe Antrum, Colon,
Uterus und Portalvene bilden eine stabile Spontanaktivitat aus und dienen daher als geeignete
Praparate, um den Ursprung dieser Aktivitat zu untersuchen. Entsprechend ihrer unterschied-
lichen Funktionen im menschlichen Organismus zeigen diese Organe aber auch unterschied-
liche Eigenschaften ihrer Aktivitat, deren Kenntnis flr die spatere Einordnung der Ergebnisse

von aullerordentlicher Relevanz ist.

Ein erster Unterschied der untersuchten Organe ist ihre Kontraktionsfrequenz. Wahrend Ant-
rum und Portalvene mit einer Frequenz von 3-5/min kontrahieren, finden bei Colon und Uterus
nur 1-2 Kontraktionen pro Minute statt. Weitere Unterschiede spiegeln sich in der Kraftentwick-
lung der Organpraparate wider. Antrum und Portalvene haben eine durchschnittliche Kontrak-

tionsamplitude von 3-5 mN, wahrend das Colon 10 mN und der Uterus bis zu 40mN erreicht.

Auch der Basaltonus unterscheidet sich innerhalb der Organe. Insbesondere der Uterus hat
einen sehr hohen Basaltonus, wahrend der Basaltonus der Portalvene nur sehr gering ausge-

pragt ist.

Eine sehr wichtige GroRe fur die Kopplung der Zellen untereinander stellt die Langskonstante
dar. Die Portalvene hat eine kleine Langskonstante, d.h. das elektrische Signal wird nur be-
grenzt weitergeleitet. Der Uterus hingegen zeigt sich gut gekoppelt bei hoher Langskonstante
[28, 29].

Diese unterschiedlichen Eigenschaften der Organe fihren zu Unterschieden in der Sensitivitat

der Organe hinsichtlich ihrer pharmakologischen Beeinflussung.
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1.4 THEORIEN ZUM PACEMAKING

Nachdem ein grober Uberblick Uber die in die Spontanaktivitat involvierten Zellen, die Kopp-
lung der Zellen untereinander und die Unterschiede der Spontanaktivitat in den Geweben ge-
geben wurde, sollen im Folgenden die wichtigsten Theorien zum Ursprung dieser Aktivitat dar-
gestellt werden. Bislang existieren zahlreiche Konzepte zu den Grundlagen des Pacemaking
im glatten Muskel. Einige Erkenntnisse zum Schrittmacherprozess im glatten Muskel kdnnen
durch friihere Arbeiten auf dem Gebiet der ICC als etabliert angesehen werden [30]. Aber noch
immer gibt es Kontroversen Uber die Leitfahigkeit, die fur die UPs verantwortlich ist.

Im Folgenden werden die wichtigsten Theorien umrissen, die das fundamentale Schrittma-

cherereignis der ICC erklaren sollen [31].

DIE NSCC-PACEMAKING-HYPOTHESE

Pharmakologische und ultrastrukturelle Experimentalstudien an ICCs haben Uber die vergan-

genen 20 Jahre zu der Entstehung einer Schrittmacher-Hypothese gefiihrt [30-32].

Entsprechend ihres Verfassers wird sie auch als Sanders-Hypothese bezeichnet. Grundle-
gend dafiir war die Entdeckung eines durch Ca?*-gehemmten nicht-selektiven Kationenstroms
(NSC) in kultivierten murinen intestinalen ICCs [33]. In dieser Hypothese gehen Sanders et al.
von kleinen Einheiten innerhalb der Schrittmacherzellen aus, die als Pacemaker Unit (PMU)
bezeichnet werden. Ein in den PMUs stattfindender Prozess des intrazellularen Ca?*-Handling
soll ein fundamentales Ereignis flr die Generierung der spontanen Schrittmacherstréme sein.
Initiiert wird dieser Schrittmacherzyklus durch eine Ca?*-Freisetzung aus den Inositol-1,4,5-
triphosphat-Rezeptor- (IP3-Rezeptor-) getriggerten Stores des endoplasmatischen Retikulums
(ER). Diese moderate Erhohung der zytoplasmatischen Ca?*-Konzentration aktiviert wiederum
den Ca?*-Transporter des Mitochondriums. Bedingt dadurch findet ein starker Abfall der intra-
zellularen Ca?*-Konzentration in der zytoplasmatischen Mikrodomane der PMUs statt, der
durch die Disinhibition der Ca?*-inhibierten nicht selektiven Kationenkanale zu einem Einwarts-

strom fuhrt. Somit wird ein UP generiert [30].

CAZ*-AKTIVIERTE KANALE

Im Gegensatz zu den urspringlichen Annahmen von Sanders et al. konnte allerdings in eini-

gen anderen Untersuchungen gezeigt werden, dass der Schrittmacherstrom nicht auf eine
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durch Ca?*-inhibierte Leitfahigkeit zuriickzufiihren ist, sondern von einer Ca?*-aktivierten Leit-

fahigkeit getragen wird [34, 35].

Dabei gaben folgende Untersuchungen Hinweise auf einen Ca?*-aktivierten CI-Strom, der als
maligebliches Ereignis im Schrittmacherprozess diskutiert wird:

e spontane rhythmische CI-Stréme in isolierten ICCs oszillieren mit der gleichen Fre-
quenz wie die rhythmischen Depolarisationen im Rahmen der Schrittmacheraktivitat
[25].

e die registrierten CI-Strome sind abhangig von der intrazellularen Ca?*-Konzentration,
da eine Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration zur Aktivierung dieser Kanéle
flhrt (Ca?*-aktivierte Cl-Kanale) [27].

e ANO1 ist ein Transmembranprotein und fungiert als Ca?*- aktivierter Cl-Kanal [36].
ANO1 findet sich in hoher Dichte in ICCs in allen Regionen des murinen und humanen
Gastrointestinaltrakts [28].

e ein knock-out des murinen ANO1 fiihrt zu einem Verlust der PP in ICCs [29].

¢ pharmakologische Blockade des Cl-Kanals fuhrt zu einem Verlust der PP [27, 28, 30].
Doch neben diesen Ca?*-aktivierten Cl-Kanalen existieren auch NSC-Kanéle, die durch eine
erhdhte intrazelluldre Ca?*-Konzentration aktiviert werden und fir die Schrittmacherstrome

verantwortlich sein kdnnten [37, 38].

1.5 TRPM7 UND PACEMAKING

Ein anderer lonenkanal, dem neuere Untersuchungen eine unabdingbare Rolle im Schrittma-
cherprozess zuschreiben, ist der TRPM7-Kanal (auch TRP-PLIK). Als Teil der sehr heteroge-
nen TRP-Kanal Familie ("transient receptor potential") gehort dieser Kanal zu einer noch nicht
lange molekular identifizierten Gruppe von lonenkanalen [15]. Das Protein wird in allen Orga-
nen und Geweben des Korpers exprimiert und nimmt dort lebenswichtige Funktionen ein, wie
die frihe Embryonalsterblichkeit von "TRPM7-knock out Tieren" beweist [39]. Eine Besonder-
heit dieses Proteins ist seine Bifunktionalitat als lonenkanal und Kinase. Unter physiologischen
Bedingungen leitet dieser hauptsachlich Mg?*- und Ca?*-lonen. Experimentelle Studien haben
aber gezeigt, dass er auch flir Zn?*-, Mn?*- und Co?*-lonen permeabel ist. In Abwesenheit von
divalenten lonen leitet der Kanal auch monovalente Kationen wie Na*, Cs™, Li* [40—42]. Regu-
liert wird der Kanal durch die intrazellulare Mg?*- und Mg-ATP-Konzentrationen [43], wobei der

genaue Regulationsprozess bislang nicht ausreichend erforscht ist. Zu seinen Aufgaben im
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menschlichen Organismus zahlen die Mg?*- Homdostase und unterschiedlichste Zellfunktio-

nen wie Wachstum, Proliferation, Differenzierung und Tod [44].

Erste Hinweise, dass der TRPM7-Kanal eine Rolle in der Funktion des glatten Muskels des
Gastrointestinaltrakts spielen kdnnte, ergaben Versuche in Caenonorhabditis elegans (C. ele-
gans), wo NSC-Kanale in den physiologischen ultradianen Defakationsrhythmus involviert wa-
ren [45]. Die in C. elegans gefundenen Kationenkanale weisen eine hohe Sequenzhomologie
mit drei Mitgliedern der TRPM-Familie auf — unter anderem auch mit TRPM7 [46].

Weitere Daten, die einen engen Zusammenhang des TRPM7-Kanals und dem Pacemaking
vermuten lassen, erbrachte die Arbeitsgruppe von BJ Kim (Kim BJ et al. 2005). Arbeiten aus
dieser Gruppe berichteten, dass der TRPM7-Kanal nur in den ICCs und nicht in murinen und
humanen Myozyten exprimiert wird. Eine pharmakologische Hemmung des TRPM7-Kanals
verminderte die Frequenz der spontan auftretenden Einwartsstrome der kultivierten intestina-
len murinen und humanen ICCs. Ein TRPM7 knock-down mittels RNA-Interferenz untermau-
erte den wichtigen Stellenwert des Kanals im Prozess der rhythmischen Depolarisationen der
ICC, da der Verlust des TRPM7 Proteins zu einem Sistieren der elektrischen Aktivitat fuhrte
[13, 14].

Zwar postulierte diese Gruppe auf Grundlage ihrer Untersuchungen an kultivierten ICC-Clus-
tern, dass dieser lonenkanal eine unabdingbare Position im Pacemaking einnimmt, sie lie3
dabei aber vollig offen, an welcher Stelle des Schrittmacherprozesses der Kanal letztlich von
Bedeutung sein konnte. Hierdurch wurde die Uberpriifung der Hypothese erschwert. Basie-
rend auf den bekannten Eigenschaften des Kanals diskutierte Patejdl et al. eine theoretische
Méglichkeit der Einbindung von TRPM7 in die Verstarkung der elektrischen Oszillationen der
ICC [47]:

Der nicht naher definierte primare Oszillationsprozess in den ICCs fiihrt zu einer erhéhten
Leitfahigkeit des TRPM7-Kanals. Diese wiederum fihrt in folgenden drei Schritten zu einem

Verstarkungsprozess:

1. Einstrom divalenter Kationen (Mg?* und Ca?") in die Zelle mit daraus resultierendem An-

stieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration;

2. Dadurch erhohte [Ca?*] bedingte Aktivierung von Cl-Kanalen, die einen stark depolarisie-

renden Strom tragen.
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3. Durch den Mg?*-Einstrom parallel zum Ca? -Einstrom kommt es zu einem negativen Feed-
back, sodass die ansteigende intrazellulare Mg?*-Konzentration den Kationeneinstrom
Uber den TRPM7-Kanal wieder beendet.

Diese Ereignisserie konnte so schlieldlich zum bekannten Schrittmacherpotenzial der ICCs

fuhren, welches durch stetige De-und Repolarisationen charakterisiert ist.

-20 mV - RN
\
/\/\/ l Mgz“ t Ca?t b

Oscillator

Abbildung 2: Hypothetisches Modell zur Integration des TRPM7-Kanals in den Prozess des Pacemaking
der ICCs im glatten Muskel [2]

Die Abbildung zeigt eine ICC. Ein noch unbekannter Oszillationsprozess fiihrt zu einem Anstieg der TRPM7-Leit-
fahigkeit. Dies fuihrt im Gegenzug zu einer Verstarkung des primaren Oszillationprozesses. Zunachst kommt es
zu einem Einstrom divalenter Kationen (Mg?* und Ca?*). Der daraus resultierende Anstieg des zytosolischen
[Ca?*] aktiviert einen Chlorid Kanal und vielleicht zusatzlich ein nicht-TRPM7 Ca?* abhangiger nicht-spezifischer
Kationenkanal tragen zusammen einen strak depolarisierenden Strom. Der Anstieg des [Mg?*] limitiert den Ein-
strom durch den TRPM7-Kanal. Diese Ereignisse fliihren so zu der bekannten PPs.

Molekulare Mechanismen dieses Schrittmacherzirkels vermag diese Arbeit aufgrund ihres be-
grenzten Umfangs nicht zu behandeln, vielmehr soll der Focus auf dem Stellenwert des

TRPM7-Kanals in der mechanischen Spontanaktivitat der glattmuskularen Gewebe liegen.

1.6 PHARMAKOLOGISCHE MODULATION DES TRPM7-KANALS

Zum Studium der Funktion von lonenkanalen ist eine Hemmung dieser durch unterschiedliche
Substanzen obligat. Obwohl bislang noch keine spezifischen Blocker des TRPM7-Kanals be-
kannt sind, gibt es einige Substanzen, fir die in unterschiedlichen Zellmodellen eine Reduktion
des TRPM7-Stroms nachgewiesen werden konnte. Aufgrund ihrer Relevanz fur die Untersu-

chungen der vorliegenden Arbeit sollen sie hier naher betrachtet werden.
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SPERMIN

Spermin (C1oH2sN4) ist ein endogenes Polyamin und nimmt in fast allen Zellen wichtige Funk-
tionen in der Proteinsynthese, Zellteilung und im Zellwachstum ein [48]. Uber die Biosynthese
und den Abbau der Polyamine und die molekularen Eigenschaften der in diese Prozesse in-

volvierten Enzyme ist einiges bekannt. Ein Uberblick findet sich in einigen Reviews [49-51].

Bei physiologischem pH finden sich Polyamine in ihrer protonierten Form und sind somit in der
Lage mit einer Vielzahl zellularer Strukturen, einschlieRlich Nukleinsduren und Proteinen, zu
interagieren. Aufgrund dieser Eigenschaft konnen Polyamine — insbesondere Spermin — mit
zahlreichen lonenkanalen interagieren. Diese Interaktionen beinhalten z.B. den Block einiger
K*-Kanale. Beispielsweise ist Spermin essenziell, um die Einwartsgleichrichtung des kardialen
K*-Kanals (inward-rectifier potassium ion channel, K;2.1) aufrecht zu erhalten. Bei einem
Membranpotenzial, welches positiver ist als das Gleichgewichtspotenzial der Zelle, verschlief3t
das intrazelluldre Spermin die zytosolische Seite des Ki2.1, sodass K* lonen die Pore nicht

passieren kdnnen [52, 53].

Auch fur den TRPM7-Kanal ist eine Blockade durch polyvalente Kationen wie Spermin be-
schrieben. Der Block ist spannungsabhangig mit groRerer Blockade des Einwartsstroms bei
moderat negativem Potenzial. Dieses tragt dazu bei, die polyvalenten Kationen in die externe
Pore zu bewegen. So wird der Strom durch den TRPM7-Kanal im Sinne eines "permeant
block" unterbunden [54].

Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht tiber die Konzentrationen, die den TRPM7-Kanal in unterschied-
lichen Zelllinien hemmen. Die Hemmung gibt an, wie stark der Strom gegenuber Kontrollbe-

dingungen reduziert wird; 100 % = vollstandige Hemmung.
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Tabelle 1: Hemmung des TRPM7-Kanals durch Spermin

Konzentra- | Hemmung | Methode extrazellulare
tion [uM] [%] lonenverhaltnisse
CHO-K1 10 50 whole cell DFS
Patch Clamp
kultivierte hu- 6 50 whole cell Hepes-Puffer
mane Patch Clamp
Colonzellen
MCF-7 500 40 whole cell DFS
(Breast Can- Patch Clamp
cer Cells)
kultivierte 100 94 whole cell DFS
Mikrogliazel- Patch Clamp

len der Ratte

CHO-K1: Chinese Hamster Ovary-K1, MCF-7: Michigan Cancer Foundation-7
DFS: Divalent Free Solution

LANTHAN

[54]

[14]

[59]

[56]

Lanthan (La%") ist ein chemisches Element und findet sich in der Ill. Nebengruppe des Perio-

densystems mit der Ordnungszahl 56. La3* wurde bereits verwendet, um TRP-Kanale an Pho-

torezeptoren der Fliege zu inhibieren, bevor gezeigt werden konnte, dass seine Funktions-

weise in einer Blockade des lonenstroms durch Kanale der Plasmamembran besteht [57].

Spater konnte gezeigt werden, dass La®** lonen TRP-Kanale effektiv blockieren. In den folgen-

den Jahren konnte flr fast alle identifizierten TRP-Kanale eine Blockade durch Lanthanoide

beschrieben werden. La®*" kann passiv in das Zytosol verschiedener Zellen gelangen und so

einen starkeren Effekt ausliben als durch extrazellulare Applikation. Intrazellular binden die

Lanthanoide an negativ geladene Verbindungen und agieren eher als Komplexe und weniger

als freie lonen [58].

Konzentrationen, die den TRPM7-Kanal blockieren, sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

11
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Tabelle 2: Hemmung des TRPM7-Kanals durch Lanthan

Konzentra- | Hemmung Methode Extrazellulare
tion [uM] [%] lonenverhalt-
nisse
humane 50 85 Intrazellulare Hepespuffer
Colonzellen elektrische Ablei-
tung
HEK-293 10 100 Whole cell patch  Hepespuffer
clamp
MCEF-7 2 30 Whole cell patch DFS
clamp
kultivierte 1000-2000 50 Whole cell patch Lésung mit nied-
Mikrogliazel- clamp riger CI- Kon-
len der Ratte zentration
humane 37 50 Whole cell patch  Mg?*-und K*-
atriale clamp freie Lésung
Myoyten

CHO-K1: Chinese Hamster Ovary-K1, HEK-293: Human Embrionic Kidney-293,
MCF-7: Michigan Cancer Foundation, DFS: Divalent Free Solution

FLUFENAMINSAURE

[13]

[40]

[55]

[56]

[60]

Flufenaminsaure (FFA) ist bekannt als Blocker der Cyclooxygenase (COX) und damit einher-

gehender Hemmung der Prostaglandinsynthese [61]. Daher wurde es einst innerhalb der

Schmerztherapie eingesetzt. Ferner hemmt es konzentrationsabhangig zahlreiche lonenka-

nale, darunter Chlorid- und Kalziumkanale. Heute findet es in der Pharmakotherapie keinen

Einsatz mehr und das nicht zuletzt wegen zahireicher Nebenwirkungen wie Stérungen der

Funktion des Gastrointestinaltrakts [62].

Auch elektrophysiologische Untersuchungen an ICCs der Maus zeigten, dass FFA die Motilitat

des Gastrointestinaltrakts durch die Reduktion des Schrittmacherpotenzials beeinflusst [63,

64].

Tabelle 3 gibt eine Ubersicht (iber die Konzentrationen, die den TRPM7-Kanal in unterschied-

lichen Kulturmodellen hemmen.

12
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Tabelle 3: Hemmung des TRPM7-Kanals durch Flufenaminséaure

Konzentra- Hemmung Methode |extrazellulare lo-| Refe-
tion [uM] [%] nenverhaltnisse renz

renale 500 95 Inside-out Hepespuffer [65]
Tubulus- Patch
zellen der
Maus
kultivierte 50 100 Whole cell Hepespuffer [14]
humane Patch clamp
Colonzel-
len
MCF-7 100 40 Whole cell DFS [55]
patch clamp
kultivierte 100 50 Whole cell Lésung mit niedriger ClI-  [56]
Mikroglia- patch clamp Konzentration
zellen der
Ratte

MCEF-7: Michigan Cancer Foundation-7, DFS: Divalent Free Solution

CHINIDIN

Chinidin (C20H24N202) zahlt zur Klasse der Antiarrhythmika nach Vaughan Williams und wurde
lange Zeit zur Therapie ventrikulare Tachykardien, Vorhofflimmern, Short-QT-Syndrom sowie
des Brugada Syndroms eingesetzt, da es neben Na*- auch K*-Kanalen, insbesondere die den

kardialen transienten Auswartsstrom li, tragenden Kanale hemmt [66].

Neben seinem Effekt auf die K*-Kanale konnte auch ein hemmender Effekt auf den TRPM7-
Kanal beschrieben werden.
Tabelle. 4 gibt eine Ubersicht tiber die Hemmung des TRPM7-Kanals durch Chinidin.

Tabelle 4: Hemmung des TRPM7-Kanals durch Chinidin

Konzentration | Hemmung | Methode extrazellulare

[uM] [%] lonenverhiltnisse
kultivierte 1000 100 Whole cell Hepespuffer [14]
humane patch clamp
Colonzel-

len
kultivierte 1000 30 Whole cell Losung mit niedriger  [56]
Mikroglia- patch clamp  CI- Konzentration
zellen der
Ratte

13



EINLEITUNG

1.7 FRAGESTELLUNG UND METHODISCHER ANSATZ

Im Fokus der vorliegenden Arbeit steht die Frage, welchen Stellenwert der TRPM7-Kanal im

Schrittmacherprozess des glatten Muskels einnimmt.

Die Forschungsgruppe Kim BJ et al. stellte auf Grundlage ihrer Untersuchungen den TRPM7-
Kanal als zentrale Leitfahigkeit im Schrittmacherprozess der ICC im glatten Muskel des Gast-
rointestinaltrakts dar. Diese Arbeiten lieRen allerdings einige Fragen, wie die bereits angespro-
chene Funktion innerhalb des Schrittmacherprozesses, offen. Der TRPM7-Kanal kdnnte seine
Funktion als fundamentaler Schrittmacher ausuben, nur an einer Verstarkung des Schrittma-
cherstroms beteiligt sein oder gar seine bereits postulierte Funktion in der Mg?*-Homdostase

einnehmen, die flr den Schrittmacherkreislauf von Bedeutung sein kénnte.

Die bislang bekannten Arbeiten, die den TRPM7-Kanal mit der Spontanaktivitdt des glatten
Muskels in Verbindung bringen, belegen nur den Einfluss des TRPM7-Kanals auf die Schritt-
macherstrome und das uberwiegend an spontanaktiver Zellkultur [12, 41]. Daher soll sich
diese Arbeit schwerpunktmaRig mit dem Einfluss des TRPM7-Kanals auf die mechanische

Spontanaktivitat des glatten Muskels befassen.

Eine Besonderheit dieser Arbeit ist, dass sie sich nicht nur mit der Spontanaktivitat eines ein-
zelnen glattmuskularen Gewebes beschaftigt, sondern dass unterschiedliche Gewebe inner-
halb und aulerhalb des Gastrointestinaltrakts untersucht wurden. Diese Besonderheit ist
dadurch zu begriinden, dass Stérungen der Spontanaktivitat in nahezu allen glattmuskularen
Organen von hoher klinischer Relevanz sind und die einzelnen Organgewebe deutliche Un-
terschiede in ihrem Kontraktionsverhalten zeigen, wie z.B. unterschiedliche Kontraktionsfre-
quenzen, unterschiedliche Zellkopplung etc. Die Kenntnis der in den Schrittmacherprozess
involvierten lonenkanale ist flr neue therapeutische Ziele insbesondere durch die Modulation
von in den Schrittmacherprozess involvierten lonenkanale zur Behandlung dieser Krankheits-

bilder in allen Organen gleichermallen wichtig [67].

Um die Auswirkung der Testsubstanzen auf die mechanische Spontanaktivitat glattmuskularer
Organe zu studieren, wurde die Methode des Organbades gewahlt. Anhand dieser Experi-
mente ist es moéglich, Anderungen der Spontanaktivitat unter Einfluss der Testsubstanzen hin-
sichtlich Frequenz, Amplitude und Kontraktilitdt zu charakterisieren und daraus folgende Aus-
sagen abzuleiten:

e Frequenzminderung der spontanen Kontraktionen:
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Eine bloRe Verlangsamung des Schrittmacherstroms wirde zu einer Reduktion der
Kontraktionsfrequenz flhren, eine Amplitude der Dampfung der Schrittmacherstrome
hingegen durch beeintrachtigte Rekrutierung benachbarter Gewebe auch zu einer Re-
duktion der Amplitude. Wenn die Inhibition einen kritischen Punkt erreicht, wirde es
unweigerlich zu einem kompletten Wegfall der spontanen Kontraktionen kommen, d.h.
auf Ebene der ICCs. Oder: "unechte" Frequenzreduktion durch Stérung im Amplifizie-
rungsprozess, Wegfall einzelner Kontraktionen.

Amplitudenminderung der spontanen Kontraktionen:

Entweder Dampfung des Schrittmachers oder Stérung im Amplifizierungsprozess, Ent-
weder auf Ebene der Connexine oder auf Ebene der SMC.

Kontraktilitdtsminderung:

Wird die durch hohe [K*] hervorgerufene Kontraktion gehemmt, so zeigt dies, dass
nicht nur der Schrittmacherprozess oder seine Fortpflanzung beeintrachtigt ist, sondern
die Transformation von der Membranpotentialdepolarisation der glatten Muskelzellen
zur Krafterzeugung. Denn die hohe [K*] - vermittelte Depolarisierung des Membranpo-
tentials sollte ausreichend sein, um spannungsabhangige Calciumkanale vom L-Typ

zu aktivieren.

Um die im Organbad beobachteten Substanzeffekte besser einordnen zu kénnen, wurde zu-

satzlich die Methode des Ca?* Imaging an Primarkulturen isolierter ICCs gewahlt. Diese Me-

thode bildete die Spontanaktivitat der Zellen unabhangig vom sonst als Read-Out genutzten

Kontraktionsprozess ab. Hierdurch sollte ausgeschlossen werden, dass Substanzeffekte, die

eigentlich nur die Kraftentwicklung betreffen, falschlicherweise als Effekte auf den Erregungs-

prozess interpretiert werden.

Folgende konkrete Fragestellungen werden in der vorliegenden Arbeit untersucht:

1.

Hat die pharmakologische Hemmung des TRPM7-Kanals spezifische Auswirkungen
auf die mechanische Spontanaktivitat?

Spielt der TRPM7-Kanal auch in den Geweben aulerhalb des Gastrointestinaltrakts
eine Rolle flr die Spontanaktivitat?

Zeigt eine Modulation des TRPM7-Kanals auch Effekte auf die intrazellularen Ca?*-

Oszillationen in spontanaktiver Zellkultur?

15



MATERIAL UND METHODEN

Il MATERIAL UND METHODEN

Verschiedene experimentelle Methoden dienten zur Ergebnisfindung, Darstellung und Diskus-
sion bei der Bearbeitung der vorstehenden Fragestellungen. Diese Methoden erfahren im

nachfolgenden Abschnitt eine separate Erlauterung.

2.1 MESSUNG DER SPONTANEN AKTIVITAT IM ORGANBAD

Um die spontanen Kontraktionen nativer Gewebepraparate der glatten Muskulatur zu quanti-
fizieren, wurde die Methode des Organbades ausgewahlt. Bereits im Jahr 1904 zeigte Mag-
nus, dass ein herauspraparierter Darmstreifen seine rhythmischen Kontraktionen in temperier-
ter Ringerloésung beibehalt [68]. Diese Entdeckung ist auch Grundlage der innerhalb dieser

Arbeit verwendeten Methoden des Organbads.

Durch die Fixation des Muskelstreifens an einem Kraftmesser konnten die fortlaufenden iso-
metrischen Kraftanderungen Uber die Zeit detektiert und aufgezeichnet werden. So konnte das
Praparat unter annahernd physiologischen Bedingungen hinsichtlich pharmakologischer Be-

einflussung studiert werden.

LOSUNGEN UND SUBSTANZEN

Lésungen
Die Praparation und Aufbewahrung der Muskelpraparate erfolgte in einer Ldsung, die sich aus

folgenden Komponenten zusammensetzte:

Tabelle 5: Zusammensetzung der Praparierlésung Il
Somoren | tocr o] o, | ceo | woso. | eorm | s
mmol/l 145 4,5 1,4 0,1 1 0,025 5
Um die Vitalitdt der Praparate wahrend der Versuche gewahrleisten zu kénnen, wurden sie
wahrend dieser Zeit mit einer physiologischen Salzlésung (modifizierte Krebs-Lésung, im Fol-
genden "Krebs-Losung" genannt) umspdlt, die die interstitielle Flussigkeit hinsichtlich des os-

motischen Druckes, der lonenzusammensetzung und des pH-Wertes nachahmte [69].
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Diese Krebsldsung bestand aus:

Tabelle 6: Zusammensetzung der physiologischen Krebslésung
112 25 1,2 4,7 1,2 2,5 11,5

mmol/l

Diese Lésung wurde an jedem Versuchstag frisch aus den jeweiligen Stammldsungen herge-
stellt und erst kurz vor Beginn des Experiments mit Kalziumchlorid (CaClz) und Glucose ver-
setzt. Um den Bicarbonatpuffer zu stabilisieren und den pH-Wert konstant auf 7,4 zu halten,
wurde die Krebs-Losung wahrend der Versuche dauerhaft mit Carbogen (95 % Oz und 5 %
CO;) begast.

Da das Lanthan in seiner ionisierten Form die Eigenschaft hat, mit Phosphat auszufallen,
wurde fir diese Versuchsreihen eine Phosphat- und Bicarbonat-freie HEPES-gepufferte L6-
sung verwendet, wenngleich dies Auswirkungen der Spontanaktivitat zur Folge haben kann
(Erlauterungen dazu siehe Abschnitt 3.1.2). Die HEPES-gepufferte Losung wurde mit reinem

Oz begast und setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 7: Zusammensetzung der Phosphat-und Bicarbonatfreien L6sung
137 2,7 1,8 1 5,6 4,2

mmol/l

Die fur die Lésungen verwendeten Salze wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim), Merck
(Darmstadt) und Carl Roth GmbH (Karlsruhe) bezogen.

Testsubstanzen

Folgende Substanzen wurden getestet:

Acetylcholin (ACh) fungiert als Agonist am Muscarin-Rezeptor und induziert die Ca?* Freiset-
zung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR). Zur Herstellung einer Stammldsung
[1mM] wurde das Pulver Acetylcholinchlorid (Sigma-Aldrich, Steinheim) in Aqua destillata
(Aqua dest.) geldst. Innerhalb der Versuchsreihen wurde die Konzentration 1 yM verwendet.

Kaliumchlorid (KCI, Sigma-Aldrich, Steinheim) wurde zur Testung der depolarisationsinduzier-
ten Kontraktionsantwort am glatten Muskel eingesetzt. Aus dem bereits fir die Lésungen ver-

wendeten KCI-Salz wurde eine 1,5 M Stammldsung angemischt. Als Tragersubstanz diente
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auch hier Aqua dest. Fir die Versuche wurde die Zugabe der 1,5 M Lésung so bemessen,

dass im Organbad eine Konzentration von 60 mM erreicht wurde.

Zur Blockade des TRPM7-Kanals wurden folgende Testsubstanzen verwendet:

Spermin (= 97%, Sigma-Aldrich, Steinheim), Lanthantetrahydrochlorid (LaCls, Merck, Darm-
stadt), Chinidin (Serva, Heidelberg), Flufenaminsaure (Sigma-Aldrich, Steinheim). Mit Aus-
nahme der Flufenaminsaure, die in Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6st wurde, diente bei allen

anderen Testsubstanzen Aqua dest. als Tragersubstanz.

ORGANPRAPARATION

43 Wistar-Ratten beiderlei Geschlechts mit einem Alter von 200-250 Tagen und einem Ge-
wicht zwischen 300-500g wurden gemaf dem Tierschutzgesetzt (§ 4 TierSchG) und nach den
Regularien und ethischen Standards der Universitat Rostock mit Ether narkotisiert und durch

Dekapitation getotet.

Mit einem longitudinalen Schnitt wurde die Bauchhoéhle erdffnet und die fir die Versuchsreihen
verwendeten Organe nacheinander herausgeschnitten, in gekiihlte Praparierlésung Uberfuhrt
und bei 4°C bis zur weiteren Praparation aufbewahrt. Enthommen wurden im Einzelnen fol-
gende Organe: Magen, Colon, Portalvene und Uterus, wie nachstehend im Einzelnen be-

schrieben.

Der Magen wurde zunachst mit zwei Schnitten von Oesophagus und Duodenum getrennt und
aus dem Rattensitus entnommen. Zur Feinpraparation wurde der Magen in einer mit Prapa-
rierldsung befullten Praparierschale mit Nadeln fixiert und mittels Pinzette und Pinzettenschere
unter mikroskopischer Aufsicht von Binde- und Fettgewebe befreit. Entlang der grof3en Kurva-
tur wurde nun ein etwa 15 mm langer und 2 mm breiter Streifen der antralen Muscularis her-

ausprapariert ohne den Magen dabei zu penetrieren (vgl. Abb. 3 A).

Die Portalvene wurde ausgehend von der Leberpforte auf einem etwa 20 mm langen Stuck
dargestellt und unter Vermeidung gréRRerer Zugbelastung aus der Abdominalhéhle herausge-
trennt (vgl. Abb. 3 B). Die Fixierung zur Praparation erfolgte analog derer des Magens. Unter
aulerster Vorsicht wurde Binde-, Fett- und Lebergewebe von der Portalvene entfernt. Das

Gefall wurde anschlieRend auf gesamter Lange longitudinal gespalten.
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Ein Teil des distalen Colons (1 cm distal der Flexura coli sinistra) wurde aus dem Situs ent-
nommen und moglichenfalls noch im Colonabschnitt befindlicher Faeces mit einer Pinzette
entfernt, ohne dabei das Colon zu dehnen. Anschlielend wurden etwa 10 mm lange und 2 mm
breite Langsstreifen aus dem Bereich der Colonwand geschnitten, welcher der Mesenterial-
wurzel gegenuber lag (vgl. Abb. 3 C). Fettgewebe wurde abgeldst und die Mucosa stumpf
abprapariert.

Der Uterus wurde makroskopisch von Fettgewebe befreit und anschlielfend komplett aus dem
Tier entnommen. Unter mikroskopischer Aufsicht wurden dann weitere Fettreste vom Uterus
entfernt und etwa 20 mm lange Sticke aus den Seitenhérnern geschnitten (Abb. 3 C). An-
schlieRend wurden die Uterusabschnitte fir 60 min. in 10 mU/ml Oxytocin (Sigma, Steinheim)
im Organbad vorinkubiert, um die Konstanz der Spontanaktivitat wahrend der Versuchsreihen

gewabhrleisten zu kdnnen [70].

Abbildung 3: Darstellung der Organe im Rattensitus

(A) Herausprapartierter Magen mit Kennzeichnung des fiir die Versuche verwendeten Muskelstreifens aus dem
Bereich des Antrums. (B) Darstellung der Portalvene mit Kennzeichnung des fir die Versuche verwendeten Gefal-
abschnittes. Am oberen linken Bildrand befindet sich die Leber. (C) Aufsicht auf Uterus und Colon mit Einzeichnung
der Absetzungsrander der Organabschnitte.

MESSPLATZ UND INSTRUMENTE

Die Organbader waren doppelwandig und fassten ein Volumen von 30ml. Sie erhielten Zulauf
aus ebenso doppelwandigen Vorratsgefalien, die mittels eines Schlauches mit den Organba-
dern verbunden waren, um einen Zulauf von frischer Lésung gewahrleisten zu kdnnen. Die
innere Kammer des Organbades wurde permanent von Wasser umsplt, welches durch eine
Warmepumpe (Lauda M3, Lab Extreme, Kent City, USA) auf 37 + 0,5°C temperiert und durch
das von der Doppelwand umschlossene dul3ere Lumen des Organbades gepumpt wurde. So-
mit konnte diese physiologische Temperatur in Vorratsgefalen und Organbadern konstant ge-
halten werden. Dies ist die Voraussetzung fiir eine stabile Spontanaktivitat, wie Untersuchun-

gen an der Taenia coli des Meerschweinchens zeigten [71].
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Eine Pumpe erméglichte das Absaugen der Versuchslésung zu den im Protokoll festgelegten
Zeitpunkten. Sowohl Vorratsgefale als auch Organbader konnten je nach verwendeter Puf-
ferlésung mit Carbogen (95% O und 5% CO.,, fur Experimente mit Krebslésung) oder reinem
Sauerstoff (fir Experimente mit THS) durch in die Glaswand eingeschmolzene Fritten begast
werden.

Das Muskelpraparat wurde mit einem Fadenende an der Ose eines Glashalters befestigt und
in das Organbad eingehangt. Das andere Fadenende wurde an einen mechanischen Trans-
ducer (World Precision Instruments, Sarasota) geknotet, um die Kraftanderungen der Muskel-
praparate zu messen und in elektrische Signale umzuwandeln. Dieser mechanische Trans-
ducer war via Messbrlicke und Verstarker (World Precision Instrumets, Sarasota) sowie dem
Analog/ Digitalwandler (Power Lab 16/30 ADInstruments, Sydney) mit dem Computer verbun-
den. Die gemessenen Daten wurden dann Uber die Software LabChart© 5.1.1 von ADInstru-

ments in Echtzeit aufgenommen. Der schematische Aufbau ist in Abbildung 4 dargestellt.

Thermostat — — ]
Vorratsgefa
mechano-elektrischer
 —
Wandler
Begasung
Zulauf: /
Priparat
L ) .

Verstirkung und

\ E é, Registrierung

Ablauf

Abbildung 4: Schematischer Versuchsaufbau des Organbades modifiziert nach Golenhofen 1983
Zu sehen ist das doppelwandige Organbad gefillt mit 30ml physiologischer Salzlésung, die Gber den Zu-
und Ablauf entsprechend dem Versuchsablauf ausgetauscht werden konnte. Uber den Boden der Vor-
ratsgefalle erfolgte eine kontinuierliche Begasung mit einem Gemisch aus 95% Oz und 5% CO2 (bzw.
100% Oz2). Die Muskelstreifen wurden in vertikaler Richtung in das Organbad eingespannt. Das distale
Ende wurde an einem Organbadhalter fixiert, das proximal gelegene Ende am Transducer befestigt.
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VERSUCHSABLAUF

Vor Beginn der Messungen wurde der Kraftaufnehmer mit einem Messgewicht geeicht. An-
schlieRend wurden die frisch praparierten Muskelstreifen in das Organbad eingehangt, wie im
vorherigen Abschnitt beschrieben. Fir etwa eine Stunde wurden die Muskelstreifen in der auf
37 °C temperierten Krebslosung belassen, um eine stabile Spontanaktivitat zu erreichen, be-

vor mit den Messungen begonnen werden konnte.

Zwecks Vitalitatsprifung wurde als erstes eine depolarisationsinduzierte Kontraktion durch Er-
héhung der Kaliumkonzentration in der Pufferloésung auf 60 mM KCI ausgelost. Nach Ausbil-
dung eines stabilen Plateaus wurde mit Krebslésung gespilt und die Herstellung einer regel-
gerechten Spontanaktivitat abgewartet. Im Anschluss erfolgte eine Agonisten-Kontraktion mit-

tels Acetylcholin in einer Konzentration von 1 uM.

Aktivierung (A1) Aktivierung (A2)

KCI ACh

K01K1lK21K31K41 K n.n. KCI oder ACh

Abbildung 5: Allgemeines Versuchsschema

Aktivierung (A1) der einzelnen Muskelpraparate durch KCI und ACh. Nach jedem Mandver wurde die Lésung im
Organbad ausgetauscht, wie durch die gestrichelten Linien dargestellt. Nach Erreichen einer stabilen Spontanak-
tivitat konnten dann die Testsubtanzen kumulativ nach einer fiir jedes Pharmakon individuellen Konzentrations-
treppe hinzugegeben werden. Die Zeit zwischen der Addition der Konzentrationen richtete sich nach der Ausbil-
dung eines Steady State und wurde hier symbolisch mit einem Pfeil markiert. Im Anschluss an die maximal getes-
tete Dosis wurde eine erneute Aktivierung (A2) mit KCI oder ACh durchgefiihrt. Die Einwirkzeit richtete sich nach
dem Erreichen des Kontraktionsmaximums.

Nach einer kurzen Erholungsphase der Praparate und dem erneuten Erreichen einer konstan-
ten Aktivitat wurden die Testsubstanzen Spermin, Lanthan, Flufenaminsaure und Chinidin ku-
mulativ nach einem fir jede Substanz individuellen Schema hinzugegeben. Das entspre-

chende Schema ist in der nachfolgenden Tabelle 8 abgebildet.

21



MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 8: Individuelles Konzentrationsschema der Testsubstanzen orientiert an den Arbeiten von Kim BJ et
al. [13, 14]

Konzentration [uM]

Spermin 5 10 30 50 100 300 500
Lanthan 1 10 100 300 700

Flufenaminséure 0,5 5 10 30 50
Chinidin 1 3 10 30 100 300

Es wurde mit der niedrigsten Konzentration begonnen und die nachsthéhere Konzentration
erst hinzugegeben, wenn ein Steady State erreicht war. Nach Zugabe der hdchsten Dosis der
Testsubstanz wurde eine abschliefende Vitalitatsprifung mittels ACh (1 uM) oder KCI
(60 mM) durchgefihrt.

AUSWERTUNG

Um Veranderungen hinsichtlich der Spontanaktivitat und der Kontraktilitdt der Organpraparate
zuverlassig erfassen zu kdénnen, wurden die aufgezeichneten Rohdaten unter Berlcksichti-
gung verschiedener Aspekte ausgewertet. Die Bestimmung von Frequenz [1/s] und Amplitude
[mN] sollten zur Beurteilung der Spontanaktivitat herangezogen werden. Um auch eine mogli-
che Veranderung des Kontraktionsmusters verifizieren zu kénnen, wurde das Kraftintegral als

zusatzlicher Parameter eingeflhrt.

Gemessen wurde uber einen Zeitraum von 3 Minuten bei Antrum und Portalvene. Da Uterus
und Colon physiologischer Weise langsamere Frequenzen aufweisen, wurde der Messzeit-
raum bei diesen Praparaten auf 5 Minuten festgelegt. Die Messung erfolgte zum einen vor
jeglicher pharmakologischer Beeinflussung, sowie nach Zugabe der jeweiligen Konzentration
der Testsubstanz. Die vor der pharmakologischen Beeinflussung ermittelten Werte fir Fre-
quenz, Amplitude und Integral wurden als Vergleichsparameter herangezogen und mit 100%

gleichgesetzt.

Bei den Aktivierungskontraktionen durch Kaliumchlorid und Acetylcholin wurden die Zeit bis
zur maximalen Kraftentwicklung [s], der Kraftzuwachs [mN] sowie das Integral Uber eine Zeit
von 90 Sekunden ermittelt, um eine moégliche Kontraktilitdtsminderung der Muskelpraparate

durch die Testsubstanzen zu erfassen. Die Kontraktion unter Kontrollbedingungen, d.h. ohne
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Einfluss der Testsubstanz, wurde auch hier als Vergleichsparameter festgelegt und als 100%
definiert.

2.2 KONFOKALMIKROSKOPIE

ANLEGEN EINER PRIMARKULTUR AUS DEM MAGENCORPUS/ -ANTRUM

Wie zuvor wurden Wistar Ratten beiderlei Geschlechts mittels Diethylether narkotisiert und
anschlieend durch Dekapitation getdtet. Nach dem Entfernen des Fells und Eréffnung des
Abdomens unter sterilen Kautelen wurde nun ein etwa 10 mm langer und 2 mm breiter Streifen
der corporalen Muscluaris des Magens entnommen. Fir diese Schritte wurde steriles Prapa-
rationsbesteck verwendet. Das entnommene Praparat wurde sofort in ein Reaktionsgefaflt mit

Zellkulturmedium Uberfihrt. Alle folgenden Schritte erfolgten unter einer Sterilbank.

Zur enzymatischen Verdauung wurde folgende Losung in 1 ml DMEM/Ham'’s (1:1) + 20% FCS

(Biochrome AG, Berlin) angesetzt und steril filtriert:

Tabelle 9: Zusammensetzung der Losungen fiir die enzymatische Verdauung

Aktivitat
[U/mg]

Collagenase, from Clostridium Sigma, Steinheim
hystolyticum, type IV-S

Blend Collagenase Typ H, from >1 1 Sigma, Steinheim
Clostridium hystolyticum, (FALGPA)
Papain 2 FERAK Laborat GmbH,
Berlin
Trypsin-Inhibitor, Type II-S: Soy- 10.000 1 Sigma, Steinheim
bean
Albumin, from bovine serum 10 Sigma, Steinheim
Elastase from porcine pancreas 120 0,45 Serva, Heidelberg

Mit der gekreuzten Skalpell-Technik wurde das Praparat zerkleinert und anschlie®end in die
Verdauungslésung gegeben. Diese wurde fir eine halbe Stunde bei 37 °C und 5% CO, im
Brutschrank inkubiert. Im Folgenden wurde der Uberstand der Suspension mit einer Pipette
abgezogen, 1 ml Medium (DMEM/Ham’s (1:1) + 20% FCS) hinzugegeben und agitiert. Zur
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Kontrolle der Verdauung wurde ein Tropfen der Losung unter dem Mikroskop betrachtet. War
die Zellausbeute zufriedenstellend, wurde die Kultur in einer Kulturflasche mit ca. 6 ml Medium
und dem Zusatz von Gentamycin (50 ug/ml, PAA) und Amphotericin B (2,5 ug/ml, PAA) aus-
gesat und im Brutschrank fir mehrere Tage inkubiert. Einmal wochentlich erfolgte ein Medi-

umwechsel.

Um eine Zellkultur zu splitten, wurde diese zunachst zwei Mal mit 3 ml PBS (Dulbecco's w/o
Ca?*, w/o Mg?*, Biochrom AG, Berlin) gewaschen. Anschlieend wurde 1 ml Trypsin-EDTA
hinzugegeben, das GefalR kurz geschwenkt und umgehend der Uberstand abgezogen. Die
Kultur wurde fur etwa 1 h im Brutschrank inkubiert. Um den Lysierungsprozess zu beenden,
wurden abschlielend 3 ml Kulturmedium zugegeben. Die Aussaat erfolgte in einen p-Dish und
wurde 2 Tage spater flr die Fluoreszenzmessung verwendet. Es wurden ausschlieBlich Kul-

turen bis zur zweiten Passage verwendet.

BEURTEILUNG DER ZELLMORPHOLOGIE

Um die spontanaktiven Zellkulturen auch morphologisch genauer beschreiben zu kénnen, wur-
den einzelne p-Dishes in Formalin fixiert. Ein Tropfen des Eindeckmediums Prolong® Gold
(Thermo Fisher Scientific, Waltham) wurde auf den Objekttrager gegeben und der ausge-
stanzte y-Dish mit der Oberseite aufgesetzt und Uber Nacht im Dunkeln bei Raumtemperatur
getrocknet. Innerhalb von 48 h erfolgte die mikroskopische Untersuchung. Verwendet wurde
ein inverses Mikroskop (Leica DMI6000 B). Die Aufnahme der Bilder erfolgte tber eine hoch-
sensitive, monochrome Digitalkamera fur Fluoreszenzmikroskopie (Leica DFC365 FX). Die
Einstellung der Hardware sowie die Bearbeitung und Speicherung der Daten erfolgte Uber das
Programm Leica LAS AF.

PRINZIP DER KONFOKALMIKROSKOPISCHEN MESSUNG

Mittels Fluoreszenzmikroskopie war es maoglich, das intrazellulare Kalziumsignal glatt-musku-
larer Zellen im raumlich-zeitlichen Verlauf darstellbar zu machen. Hierzu werden spezifische
Ca*-Indikatoren verwendet. Einen Uberblick Uber die Vielfalt dieser Substanzen geben
Takahashi et al. [72].

Far die folgenden Experimente wurde der nicht-ratiometrische Farbstoff Fluo-3 Ace-toxyme-
thylester (AM-E) verwendet (Exzitationsmaximum bei A= 488 nm, Emissions-maxiumum bei
A= 526 nm und Kd= 390 nM). Im Gegensatz zu den ratiometrischen Fluoreszenzfarbstoffen ist
bei diesem Prinzip keine Quantifizierung der Ca?*-Konzentration méglich. Das angewandte

Verfahren lasst also nur semi-quantitative Angaben zu. Zur Klarung unserer Fragestellung ist
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die Anwendung des nicht-ratiometrischen Farbstoffes ausreichend, da diese die zeitlichen Flu-
oreszenzverlaufe unter Einfluss der Testsubstanzen untersucht und kein Vergleich von Abso-

lutwerten stattfinden muss.

Fluo-3 AM-E kann aufgrund seiner unpolaren Eigenschaften ungehindert durch die Zellmemb-
ran permeieren. Intrazellular wird die AM-E-Verbindung dann durch unspezifische Esterasen
gespalten, sodass der Farbstoff wegen seiner nun geringen Lipidldslichkeit kaum mehr durch
die intakte Zellmembran in den Extrazellularraum gelangen kann. Durch die Bindung an Ca?*
wird die Fluoreszenzintensitat des Fluo-3 tber 100-fach gesteigert, wie es bei Erhéhung des
[Ca?*]i der Fall ist [73].

BELADUNG DER ZELLEN MIT FLUO-3 AM-E

Zur Beladung der Zellen wurden bei Raumtemperatur 5 yM Fluo-3 AM-E (Molecular Probes,
Oregon USA) verwendet. Dieser wurde in DMSO (D 8418 Sigma, Taufkirchen Germany) ge-
I6st und zur besseren intrazellularen Verteilung des schlecht wasserldslichen Farbstoffs mit
5 pl Pluronic 10% (Invitrogen, Oregon USA) versetzt. Diese Suspension wurde fur 3 Minuten
im Ultraschallbad homogenisiert. AnschlieRend wurde 1 ml THS, die sich zusammensetzte wie
in Tabelle 7 beschrieben, dazugegeben und es folgte eine weitere Behandlung im Ultraschall-
bad flr 3 Minuten. Der bewachsene p-Dish wurde mit dem frisch hergestellten Farbstoff bela-
den und fur 75 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Der u-Dish wurde daraufhin
drei Mal mit THS gewaschen. Bis zur weiteren Untersuchung wurde die Kultur in Dunkelheit

bei Raumtemperatur gelagert.

AUFBAU DES KONFOKALMIKROSKOPS

Fir die Messungen wurde ein konfokales Lasermikroskop (Nikon Eclipse TE2000-S) mit inte-
grierter Scannereinheit (CSU-10, Yokogawa) verwendet. Dabei handelt es sich um ein Spin-
ning Disc System bestehend aus zwei rotierenden Scheiben (180 rpm). Die Anregung des
Fluoreszenzfarbstoffs erfolgte bei einer Wellenlange von A= 488 nm durch einen Argon Laser
(643 lon Laser, CVI Melles Griot). Das Anregungslicht tritt durch Mikrolinsen in der unteren
Scheibe auf die entsprechenden Lochblenden der oberen Scheibe und wurde schliel3lich
durch das Objektiv auf die ausgewahlte Stelle des p-Dish fokussiert. An dieser Stelle erfolgte
die Anregung der Ca?*-Indikators. Retrograd gelangt das emittierte Signal mit der Wellenlange
von A= 529 nm zuriick und wurde unterhalb der oberen Scheibe von einem dichroischen Spie-

gel reflektiert und zur CCD-Kamera gelenkt, welche die emittierten Photonen detektiert. Diese

25



MATERIAL UND METHODEN

wurden dann Uber einen Bildwandler (A/D-Wandler) zum PC geleitet und mit dem Programm

Ultra View (Perkin Elmer) aufgezeichnet und gesteuert [74].

Auf den Objekttisch wurde eine Aluminiumplatte gelegt, in deren Mitte der p-Dish eingebracht
war. Diese Platte war mit einem Heizwiderstand versehen, um eine zirkulare Beheizung der
im p-Dish befindlichen THS-L6sung zu gewahrleisten und den Zellen damit ein geeignetes
Milieu fir ihre Aktivitat zu bieten. Uber eine Temperatursonde wurde die Temperatur wahrend

der Messungen kontrolliert und auf 33 °C gehalten. Alle Messungen erfolgten mit 200-facher

Vergrolerung.
Temperatur-
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- Computer
ié‘ §§
1 : ! T
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1 by A/D-Wandler
1——!»—:
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau des Konfokalmikroskops

Darstellung des Strahlengangs: Quelle fir das monochromatische Anregungslicht (A= 488 nm) war ein Argon-
Laser (Melles Griot). Das Anregungslicht wurde durch Mikrolinsen in der unteren Scheibe auf die korrespondie-
renden Lochblenden der oberen Scheibe fokussiert. Das durch die Lochblenden tretende Licht wurde durch ein
Objektiv auf das Praparat fokussiert, sodass es zur Exzitation des Ca2*-Indikators kam. Uber den retrograden
Weg (Objektiv und Lochblenden der Nipkov-Scheibe) wurde das emittierte Fluoreszenzsignal (Wellenlange: 525
nm) durch einen dichroischen Spiegel reflektiert. So gelangt es zur CCD-Kamera, welche die vom jeweiligen Pro-
benort emittierten Photonen pixelweise detektierten und die so gewonnenen Daten Uber einen A/D-Wandler auf
einen PC Ubertrugen.

ABLAUF DER MESSUNGEN

Da die Spontanaktivitat der ICCs einer Temperaturabhangigkeit unterliegt, wurde erst mit den

Messungen begonnen, wenn eine stabile Temperatur erreicht wurde. Zunachst wurde eine
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Probemessung gemacht, um festzustellen, ob es sich um eine spontanaktive Zellkultur han-
delt. War dies der Fall, so wurde eine 900 Sekunden lange Messung gestartet, bei der nach
300 Sekunden die jeweilige Testsubstanz in entsprechender Konzentration hinzugegeben
wurde. Aufgrund ihrer hdheren Selektivitat fir den TRPM7-Kanal wurden in dieser Versuchs-
reihe nur die Testsubtanzen Spermin und Lanthan hinsichtlich ihres Einflusses auf die Spon-

tanaktivitat getestet. Im Anschluss an diese Messung wurde der p-Dish gespllt und eine neue

!

Messung gestartet.

Kontrolle Testsubstanz || Nachkontrolle
I i i >
300 300 300
Zeit [s]

Abbildung 7: Schematischer Versuchsablauf am konfokalen Mikroskop

Zunachst Kontrollmessung tber 5 Minuten (= 300 Sekunden), anschlieRend Zugabe der Testsubstanz. Der Zeit-
punkt der Zugabe ist mit einem Pfeil markiert. 5-minltige Beobachtung der Wirkung und abschlieRende 5-minitige
Nachbeobachtungszeit.

Konnte in den ausgewahlten Testsubstanzen keine Spontanaktivitat registriert werden, wurde
die Reaktivitat der Zellen auf KCI getestet. Es wurde zunachst eine Messung unter Kontrollbe-
dingungen durchgefuhrt und anschlieRend die Kontraktilitdt unter Einfluss der entsprechenden
Konzentration der Testsubstanz bestimmt. Dazu wurde direkt zu Beginn der Messung die ent-
sprechende Konzentration der Testsubstanz vorgelegt, 300 Sekunden einwirken lassen und

dann 60 pyM KCI hinzugegeben.

f KCI

Einwirkzeit
Testsubtanz
& { >
300 300
Zeit [s]

Abbildung 8: Schematischer Versuchsablauf bei Testung der KCl Response
Nach Zugabe der Testsubstanz wurde diese 300 Sekunden einwirken lassen, bevor 60 mM KCI hinzugegeben
wurden. AnschlieRend wurde die Aktivitat iber weitere 300 Sekunden beobachtet.

Jede Messung lieferte bei einer Bildrate von 0,5/Sekunde und einem Binning von 2 x 2 eine

Sequenz von 450 Einzelaufnahmen. Die Laserintensitat wurde bei allen Versuchsreihen sehr
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gering gehalten, da es bei hohen Laserintensitaten durch vielfaltige Prozesse zur Zerstérung

eines Teils des Indikators mit konsekutiver Abnahme der Fluoreszenzintensitat kommt [75].

AUSWERTUNG

Insgesamt wurden 20 Primarkulturen angelegt und fur die Messungen am Konfokalmikroskop
verwendet. Ausgewertet wurden aber nur Zellkulturen, die folgende Kriterien erfullten:
o Stabiler Messablauf durch eine konstante Temperatur im p-Dish;

e gute Adharenz der Zellen nach der Inkubationsphase.

Waren diese Kriterien erfillt, wurde eine Beladungskontrolle durchgefiihrt. Die Beladung
wurde als gut klassifiziert, wenn bei minimaler Laserintensitat ein Fluoreszenzsignal verzeich-
net werden konnte. War dieses Kriterium erfiillt, wurde eine Testmessung tber 600 Sekunden
durchgefiihrt. Zeigte sich dabei eine Spontanaktivitat der Zellen, wurde mit dem Protokoll —
wie in Abbildung 7 dargestellt — begonnen.

Konnte keine Spontanaktivitat aufgezeichnet werden, wurde die Reaktivitat der Zellen auf KCI
geprift, d.h. ob sich eine durch Depolarisation der Zellmembran ausgeldster Ca?*-Anstieg er-
kennen lie3, um zum einen die Vitalitat der Zellen zu Gberprifen und zum anderen den Effekt
der Testsubstanzen auf diese Reaktivitat zu testen. Aufgrund dieser Vorgehensweise lieferte

die Untersuchung die in Abbildung 9 zusammengefasste Auswertung.
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Abbildung 9: Schema zur Auswertung der aufgezeichneten Daten

Die firr die Messungen ausgewahlten Kulturen wurden zunachst hinsichtlich einem technisch stabilen Messablauf
sowie einer guten Adharenz der Zellen nach Inkubation beurteilt. Erfiillten sie diese Kriterien, wurde die Farbstoff-
beladung der Zellen geprift. Bei guter Beladung wurde das Auftreten der Spontanaktivitat geprift. War diese nicht
zu registrieren, wurden die Zellen auf Reaktivitat durch KCI gepriift.

Mit Hilfe der Konfokalmikroskopie sollte der Einfluss der TRPM7-Kanal-Blocker auf die Ca2+-

Oszillationen der ICC untersucht werden.

Bei den spontanaktiven Zellkulturen wurden daher fur die Kontrollmessung, Einfluss der
Testsubstanz und Nachkontrolle Frequenz [1/s] und Amplitude [Greylevel] Gber eine Dauer
von jeweils 300 Sekunden gemessen. Die in der Kontrollmessung ermittelten Werte fur Fre-
quenz und Amplitude wurden als Vergleichsparameter herangezogen und mit 100% gleichge-
setzt. Fir die Reaktivitat auf KCI wurde der Anstieg der Greylevel unter Kontrollbedingungen
und unter Einfluss der Testsubstanz bestimmt. Die Kontraktion unter Kontrollbedingungen
diente auch hier als Vergleichsparameter und wurde ebenfalls mit 100% gleichgesetzt.
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2.3 STATISTIK

Zur Darstellung der Ergebnisse wurden Mittelwert (MW), Standardabweichung (SDM) und
Standardfehler (Standard Error of Mean, SEM) mit dem Programm Microsoft Excel Version
2004 ermittelt. Die Ergebnisse werden im Folgenden als MW + SEM angegeben. Auch die

Fehlerbalken der Diagramme reprasentieren den SEM.

Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde aufgrund der geringen Stichprobengré3e angenom-
men, dass die Ergebnisse nicht normalverteilt sind, sodass ein nicht-parametrischer Test fur
abhangige Stichproben angewandt werden muss. So wurde zur Testung der Signifikanz der
Ergebnisse der Wilcoxon Test in IBM SPSS Statistics Version 22 eingesetzt. Die Signifikanz-
testung wurde nur fur Messungen mit n = 4 durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf *p<

0,05 festgelegt (vgl. Ergebnisteil).
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31 MECHANISCHE MESSUNGEN

Im Folgenden werden die Ergebnisse der mechanischen Messungen im Organbad detailliert
dargestellt. Zunachst wird ein Uberblick tiber die spontane Rhythmik der untersuchten Prépa-
rate unter Kontrollbedingungen (in physiologischer Krebs-Ldsung), in THS-L&sung sowie des
Uterus unter Einfluss von Oxytocin gegeben. AnschlieBend werden die Veranderungen der
Spontanaktivitat der untersuchten Gewebe hinsichtlich Frequenz, Amplitude, Kraftintegral und
Kontraktilitat jeweils unter dem Einfluss der vier Testsubstanzen Spermin, Lanthan, Flufena-

minsaure und Chinidin untersucht.

3.1.1 MESSUNGEN IN KREBSLOSUNG

Untersucht wurden die Veranderungen des Rhythmus und der Kraftentwicklung von Antrum,
Colon, Portalvene und Uterus. Unter Kontrollbedingungen (37 °C, pH-Wert 7,4) zeigten die
glattmuskularen Gewebe eine stabile Spontanaktivitat mit ihren jeweiligen organspezifischen

Charakteristika wie in Abbildung 10 gezeigt.
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Abbildung 10: Registrierung der Spontanaktivitit glattmuskulédrer Organpraparate unter Kontrollbedin-
gungen

A: Magenantrum B: Colon C: Portalvene D: Uterus

Das Magenantrum zeigt durchgangig regelmafige phasische Oszillationen des Tonus (vgl.
Abb. 10 A). Hingegen lassen sich zwischen den Kontraktionen der Portalvene kurze Pausen
mit konstanter Grundspannung beobachten (vgl. Abb. 10 C). Beide Organe weisen Frequen-

zen zwischen 3 - 5/min auf (vgl. Abb. 10 A und C).

Die Colonpraparate sind durch kleine irregulare Kontraktionen mit hoher Frequenz, soge-
nannte "ripples" (> 10/min) gekennzeichnet, denen sich sogenannte "giant contractions" auf-
lagern. Letztere zeigen eine vielfach héhere Amplitude mit Idngerer Dauer und einer Frequenz
von 1 - 2/min (vgl. Abb. 10 B). Der Uterus zeigt nach Zugabe von Oxytocin regelmaRige Kon-
traktionen mit hoher Amplitude und langer Dauer und oszilliert mit einer Frequenz von 1 - 2/min
(vgl. Abb. 10 D).
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3.1.2 MESSUNGEN IN PHOSPHATFREIER HEPES-GEPUFFERTER LOSUNG

Anders als in der physiologischen Krebsldsung zeigte sich in der phosphatfreien Lésung keine

Kristallbildung nach Zugabe der Testsubstanz LaCls.

Allerdings waren die Muskelpraparate in ihrer Aktivitat deutlich instabiler als in den Messungen
mit der physiologischen Krebslosung. Die Ausbildung einer stabilen Aktivitdt dauerte im Durch-
schnitt ca. 20 Minuten langer als es bei den Praparaten in der physiologischen Krebslésung
der Fall war. Bei etwa einem Dirittel der Praparate waren unregelmafige Rhythmen mit kurzen
Aussetzern zu beobachten. Diese konnten daher nicht flr die Messungen herangezogen wer-

den.

Die durchschnittliche Frequenz und Amplitude der Praparate wiesen im Vergleich zu den Mes-
sungen unter physiologischen Bedingungen keine Unterschiede auf. Auch das auliere Er-
scheinungsbild der Kontraktionen zeigte keine wesentlichen Unterschiede verglichen mit der

Aktivitat in physiologischer Losung wie Abbildung 11 am Beispiel des Antrums darstellt.

10
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= — pnhysiologische Krebsldsung
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Abbildung 11: Vergleich der Aktivitidt zweier verschiedener Antrumpraparate in physiologischer Krebsl6-

sung und in phosphatfreier Losung

Auch die exogene Aktivierbarkeit zeigte unter phosphatfreien Bedingungen keine Unter-

schiede gegenulber der physiologischen Krebslésung.

3.1.3 UTERUS UNTER OXYTOCIN

Der Uterus zeigte unter physiologischen Bedingungen nur extrem langsame Kontraktionsfre-

quenzen (0,2/Min), was ein Studium der Substanzeffekte auf seine Spontanaktivitat deutlich
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erschwerte. Daher wurden die Uteruspraparate mit Oxytocin vorinkubiert, um eine stabile

Spontanaktivitat mit héherer Frequenz zu erreichen.
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Abbildung 12: Effekte des Oxytocin auf die Spontanaktivitat des Uterus
Zur Stabilisierung der Uterusaktivitat wurden 10 mU/ml Oxytocin hinzugegeben. Der Zeitpunkt der Zugabe ist mit
einem Pfeil markiert.

Circa 50 Minuten nach der Zugabe des Oxytocins erreichte der Grundtonus des Uterus anna-
hernd seinen Ausgangswert. Die Kontraktionsamplitude zeigte unter dem Einfluss des Oxy-
tocins keinen Anderungen zur Situation unter Kontrollbedingungen. Die einzige beeinflusste
GroRe war hier die Kontraktionsfrequenz. Unter Spontanbedingungen zeigte der Uterus zwi-
schen den kraftigen Kontraktionen lange Pausen mit konstantem Basaltonus. Unter dem Ein-
fluss des Oxytocins entfielen diese langen Pausen und es kam zu durchgangigen phasischen
Oszillationen des Tonus, wobei die Dauer der Einzelkontraktion nicht beeinflusst wurde. Die
Aktivierungskontraktionen durch KCIl und ACh zeigen unter dem Einfluss des Oxytocins keinen

Unterschied zu den Aktivierungskontraktionen unter Spontanbedingungen.

3.1.4 KOPPLUNGSRESERVE

Zur Objektivierung der Unterschiede der einzelnen Organe in der Zell-Zell-Kopplung wurde
der Begriff der Kopplungsreserve eingefuhrt. Durch den Vergleich der Amplitude unter norma-
ler Ruheaktivitat mit der Kontraktionsamplitude nach Stimulation mit KCI kann eine Aussage
uber den Grad der Kopplung getroffen werden.

Es ist davon auszugehen, dass unter Stimulation mit KCI und die dadurch ausgeldste Depola-
risation alle SMC gleichermalen aktiviert werden, wahrend die Amplitude der Spontanaktivitat
in Ruhebedingungen abhangig von der Effizienz der Erregungsausbreitung und damit der
Kopplung zwischen den Zellen ist. Bei einer starken Kopplung wird die Erregung der Zellen
weiter fortgeleitet und demnach mehr angrenzende SMC aktiviert als bei hoher Langskon-
stante. Je hoher der Anteil der parallel kontrahierenden SMC im Praparat, desto grof3er ist die

Kraft einer einzelnen Kontraktion. Setzt man die Kontraktionsamplitude unter KCI-Einfluss in
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Bezug zur Kontraktionsamplitude im Rahmen der Spontanaktivitat, so ergibt sich die Kopp-
lungsreserve. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede innerhalb der vier untersuchten Or-

gangewebe.
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Abbildung 13: Kopplungsreserve der untersuchten Organe

Gezeigt wird das Verhaltnis von Kontraktionsamplitude unter Ruhebedingungen zur Kontraktionsamplitude nach
exogener Stimulation mit 60 mM KCI angegeben in Prozent. Es zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen den
Organen (n=7), Fehlerbalken zeigen SEM.

Wahrend Colon und Uterus 84,06 £ 3,29 % bzw. 86,63 + 3,30% der Kontraktionsamplitude
unter exogener Stimulation erreichten, zeigten Antrum und Portalvene nur etwa 34,31 £ 4,76%
bzw. 46,8 £+ 6,77% der Kontraktion. Daraus ergibt sich, dass in der untersuchten Langsrichtung
die Zellen in Colon und Uterus starker miteinander gekoppelt sind als die von Antrum und

Portalvene.

Diese Erkenntnis ist wichtig, da so durch die Blockade von lonenkanalen, die in die Ausbrei-
tung des Schrittmacherpotenzials bzw. der von diesem erzeugten Spike-Kalziumstréme tber
das Gewebe eingebunden sind, in den schlecht gekoppelten Organen eher ein Effekt zu be-
obachten ist als in den gut gekoppelten Organen und sich so unterschiedliche Effekte erwarten

lassen.
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3.1.5 EFFEKTE DES POLYAMINS SPERMIN

3.1.5.1 EFFEKTE AUF DIE SPONTANAKTIVITAT

Das Polyamin Spermin zeigte in allen Geweben eine dosisabhangige Wirkung auf die Spon-
tanaktivitat. Die folgende Abbildung stellt am Praparat der Portalvene exemplarisch die Aktivi-
tatsanderungen durch die héchste Konzentration Spermin, die innerhalb der Versuchsreihen
zum Einsatz kam, dar. Hier zeigt sich eine Minderung der Amplitude bei augenscheinlich un-

veranderter Kontraktionsfrequenz.
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Abbildung 14: Originalregistrierung der Spontanaktivitit der Portalvene unter Einfluss der Testsubstanz
Spermin
Die Zugabe ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Vorangegangen war bereits die Gabe von 300 yM Spermin.

Eine detaillierte Darstellung der Effekte auf Frequenz, Amplitude, Integral und Kontraktilitat der

einzelnen Gewebe wird im Folgenden erlautert.

FREQUENZ

Durch die Testsubstanz Spermin wurde die Frequenz der Spontanaktivitat in allen untersuch-
ten Organen in unterschiedlichem Ausmal} moduliert. Gemeinsam war allen Organgeweben,
dass ein Frequenzeffekt erst ab einer Konzentration von 300 uM Spermin beobachtet werden
konnte.

Das Antrum zeigte dabei nur minimale Veranderungen der Frequenz. Noch bei der maximal
getesteten Konzentration von 700 uM Spermin kontrahierte dieses mit 90,61 + 11,20% und

zeigte damit keinen signifikanten Unterscheid zur Ausgangsfrequenz.
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Dahingegen war der Frequenzeffekt auf das Colon mit einer Absenkung auf 70,24 + 11,77%
(p <0,05) im Vergleich zur Messung unter Kontrollbedingungen unter Einfluss von 300 pM
Spermin deutlicher ausgepragt und nahm bei einer der Dosis von 700 uM auf 66,67 + 12%
(p <0,05) noch weiter zu.

Kontrar dazu war die Reaktion der Portalvene auf Zugabe von 300 uM Spermin. Wie in Abbil-
dung 14 gezeigt, kam es hier zu einer Erhéhung der Frequenz mit Abnahme der Kontraktions-
amplitude. Die Erhéhung der Frequenz betrug im Mittel 132,12 + 7,63% (p <0,05) und stellte
sich damit signifikant im Vergleich zur Kontrollmessung dar. Dieser Effekt konnte durch
700 pM Spermin auf 206,94 + 24,13% (p <0,01) gesteigert werden.

Der Uterus reagierte auf die 300 uM Spermin bereits bei zwei der sieben im Rahmen der Ver-
suchsreihe verwendeten Praparate mit einem ganzlichen Wegfall der Spontanaktivitat, der bei
Steigerung der Dosis auch bei weiteren zwei Praparaten zum vollkommenen Funktionsverlust
fuhrte. So ergab sich formal eine Frequenzreduktion auf 7,45 + 2,85% (p <0,05) im Vergleich
zur Messung unter Kontrollbedingungen bei der maximal getesteten Konzentration von
700 uM Spermin.

Bereits eine Minute nach Zugabe der Testsubstanz zeigten sich unabhangig von der geteste-
ten Konzentration die ersten Effekte, die innerhalb von 2 Minuten in allen Organen vollstandig
ausgepragt waren. Die durch Spermin ausgel6sten Effekte auf die Frequenz der Spontanakti-

vitat waren innerhalb von 10 Minuten nach Ausspulen der Testsubstanz reversibel.

AMPLITUDE

Die Amplitude der Spontanaktivitdt wurde durch Zugabe der Testsubstanz Spermin ab einer

Konzentration von 100 uM in allen Organen mit unterschiedlicher Intensitat vermindert.

Antrum und Uterus zeigten dabei ein sehr ahnliches Verhalten. 100 yM Spermin flhrte an
beiden Organpraparaten zu einer signifikanten Reduktion der Amplitude auf 72,37 + 7,47%
(p <0,01) beim Antrum und 79,86 + 5,5% (p <0,05) beim Uterus im Vergleich zur Messung
unter Kontrollbedingungen. Auch eine weitere Steigerung der Konzentration der Testsubstanz
auf bis zu 700 uM fihrte zu einer zunehmenden Verkleinerung der Kontraktionsamplitude auf
26,0 £ 5,73% (p <0,01) fur das Antrum und 24,74 £ 12,10% (p <0,05) fir den Uterus.
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Auch die Amplitude von Colon und Portalvene wurde durch Zugabe von 100 uM Spermin auf
79,40 £ 6,91% (p >0,05) fiir das Colon und 70,28 + 5,74% (p <0,01) fir die Portalvene im Ver-
gleich zur Kontrollmessung moderat reduziert. Durch weitere Dosissteigerung auf 700 uM
Spermin konnte eine noch starker signifikante Reduktion der Amplitude erreicht werden, die
mit 40,33 £ 9,38% (p <0,05) flr das Colon und 36,36 + 6,00% (p <0,01) fur die Portalvene ge-

genuber dem Ausgangswert weniger stark ausgepragt war als bei Antrum und Uterus.

Dauer, Anstieg und Abstieg der einzelnen Kontraktionen zeigte sich dabei Uber den gesamten
Konzentrationsbereich der Testsubtanz nahezu unbeeinflusst. Die ersten Effekte auf die
Amplitude stellten sich bereits eine Minute nach Zugabe der Testsubstanz ein, wahrend der
maximale Wirkeffekt nach zwei Minuten komplett ausgepragt war. Somit stellten sich keine
Unterschiede zur Effektdynamik der Frequenz dar. Allgemein zeigte sich, dass die Ausbildung
der ursprunglichen Kontraktionshéhe nach Ausspulen der Testsubstanz langer andauerte als
die Ausbildung der Ausgangsfrequenz. Die Dauer betrug bei der Mehrzahl der Praparate 20

Minuten.

INTEGRAL

Den Veranderungen von Frequenz und Amplitude unter dem Einfluss der Testsubstanz Sper-
min entsprechend, zeigte sich auch eine signifikante dosisabhangige Verkleinerung des Integ-

rals der unterschiedlichen Organgewebe ab einer Konzentration von 100 uM Spermin.

Bei der maximal getesteten Konzentration von 700 uM Spermin stellte sich das Integral von
Antrum und Colon mit 32,14 + 6,72% (p <0,01) und 45,99 + 8,50% (p <0,05) deutlich reduziert
dar. Die Portalvene zeigte nach einer signifikanten Abnahme des Integrals auf 59,78 + 4,59%
(p <0,01) bei Zugabe von 300 uM allerdings eine erneute Steigerung des Integrals auf bis zu
71,00 £ 10,70% (p <0,05) bei Erhéhung der Dosis auf 700 yM Spermin.

Entsprechend dem Aktivitatsverlust von vier der sieben Uteruspraparate nach Zugabe von
700 pM kam es hier zu einer deutlichen Reduktion des Integrals auf 8,08 + 3,35% (p <0,05)

im Vergleich zur Messung unter Kontrollbedingungen.

Der Grundtonus der Organpraparate blieb in allen getesteten Konzentrationsbereichen der

Testsubstanz Spermin aber unbeeinflusst.
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Abbildung 15: Statistische Darstellung der Effekte von Spermin

Frequenz (A), Amplitude (B) und Integral (C) der Spontanaktivitat angegeben in Prozent im Vergleich zur Messung
unter Kontrollbedingungen ohne pharmakologische Beeinflussung.

Antrum (n= 8), Colon (n= 7), Portalvene (n= 9) und Uterus (n=7)

Fehlerbalken zeigen SEM, *p <0,05, **p <0,01 bezogen auf den Wert unter Kontrollbedingungen
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3.1.5.2 EFFEKTE AUF DIE KONTRAKTILITAT

Die durch KCl-induzierte Aktivierungskontraktion wurde unter dem Einfluss von 700 uM Sper-

min in allen Organpraparaten nicht wesentlich verandert.

Die Kontraktionsamplitude blieb bei Antrum und Colon nahezu unverandert und betrug auch
unter Einfluss von Spermin noch 92,38 + 10,51% (p >0,05) und 89,23 + 2,10% (p >0,05) im
Vergleich zur Kontrolimessung. Eine moderate Reduzierung der Amplitude konnte bei Portal-
vene und Uterus beobachtet werden. Sie minimierte sich auf 77,87 +4,28% (p <0,05) und
76,87 + 5,03% (p >0,05).

In allen Organpraparaten zeigte sich eine deutliche Verlangerung der Zeit bis zum Erreichen
der maximalen Kontraktionshohe. Diese erhdhte sich am Praparat des Antrums signifikant auf
223,78 £ 9,54% (p >0,05) und verdoppelte sich damit im Vergleich zur Kontrollmessung. Das
Colonpraparat bendtigte sogar das dreifache an Zeit, um das Maximum der Kontraktion zu
erreichen (299,68 * 45,69%; p >0,05). Wahrend sich bei der Portalvene eine signifikante Zu-
nahme der Zeit auf 1223,67 + 267,92% (p <0,05) verzeichnen liel3, zeigte der Uterus mit einer
Verlangerung der Zeit auf 137,55 + 10,13% (p >0,05) im Vergleich zur Kontrolimessung eine

verhaltnismafig geringe Veranderung.

Auch das 1,5-Minutenintegral der Aktivierungskontraktion stellte sich entsprechend der Ver-
anderung des Maximums und der Zeit bis zum Erreichen dieses Punktes unter dem Einfluss
von Spermin nur geringfugig verandert dar. Bei Antrum, Portalvene und Uterus war diese Ver-
anderung mit einer Verkleinerung des Integrals auf 77,03 £ 5,52% (p >0,05), 79,78 + 4,75%
(p <0,05) und 73,30 £ 5,44% (p >0,05) eher moderat ausgepragt, wahrend das Colon mit einer
Erhéhung auf 107,70 £ 4,04% (p >0,05) im Vergleich zur Kontrollmessung eine Veranderung
in umgekehrter Weise zeigte. Nach Ausspulen des KCI erreichten alle Praparate innerhalb

weniger Minuten ihren Grundtonus zurtck.

Die durch 1 yM ACh ausgeldste Kontraktion wurde durch Spermin ebenso beeinflusst wie die
zuvor dargestellte KCI Kontraktion. Alle Organpraparate wiesen eine Minderung der Kontrak-
tionsamplitude unter Einfluss von 700 uM Spermin im Vergleich zur Kontraktion unter Kontroll-
bedingungen auf: Antrum: 68,81 + 6,89% (p <0,05), Colon: 97,19 + 7,55% (p >0,05), Portal-
vene: 82,54 + 6,38% (p <0,01), Uterus: 73,64 + 7,11% (p <0,01).
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Auch die Zeit bis zum Erreichen des Maximums wurde durch Spermin signifikant verlangert.
So zeigte sich bei Antrum und Uterus eine Verdreifachung der Zeit im Vergleich zur Kontroll-
messung (Antrum: 322,02 + 60,71%, p <0,05; Uterus: 301,96 = 74,02%, p <0,05). Bei Colon
und Portalvene kam es zu einer Erhdhung auf 164,54 £ 14,63% (p <0,01) und
175,68 + 17,13% (p <0,01) gegenuber der Kontrollmessung.

Passend dazu zeigte sich auch eine signifikante Verkleinerung des Integrals bei Antrum und
Uterus mit 75,22 £ 5,48% (p <0,05) und 60,03 £ 6,01% (p <0,05) im Vergleich zur Messung
unter Kontrollbedingungen. Das Integral von Colon und Portalvene veranderte sich jedoch nur
geringfugig auf 92,17 + 9,0% (p >0,05) und 82,18 + 6,84% (p <0,05).

Auch nach Ausspltilen des ACh erlangen alle Organe ihren Grundtonus zurlck.
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Abbildung 16: Effekte von Spermin auf die Kontraktilitat der Organe

(A) Exemplarischer Verlauf der durch KCl-induzierten Kontraktionsantwort vor und nach Zugabe des Spermin. Der
Zeitpunkt der Zugabe ist mit einem Pfeil markiert. (B) Veranderung der Kontraktionsamplitude. (C) Veranderung
der Zeit bis zum Erreichen des Maximums. (D) Veranderung des Integrals.

Antrum (KCI: n= 4, ACh: n=7), Colon (KCI: n= 4, ACh: n=9), Portalvene (KCI: n= 7, ACh: n= 12) und Uterus (KCI:
n= 4, ACh: n= 6). Fehlerbalken zeigen SEM, *p <0,05, **p <0,01 bezogen auf den Wert unter Kontrollbedingungen.

Abbildung 16 A zeigt exemplarisch die Veranderung der KCl-induzierten Kontraktionsantwort
unter dem Einfluss von 700 yM Spermin im Vergleich zur Messung ohne pharmakologische

Beeinflussung. Unter Einfluss des Spermin erreicht die Kontraktion das unter Kontrollbedin-

gungen gezeigten Maximums nicht. Auch die Zeit bis zum Erreichen dieses Maximums ist
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verlangert, d.h. der Anstieg ist flacher. Unter Kontrollbedingungen zeigt sich der Verlauf der
Kontraktionsantwort mit einem steilen Anstieg und einem sich daran anschlieenden kleinen
Abfall, bevor die Kontraktion in die Plateauphase lbergeht. Diese biphasische Kontraktions-
antwort war unter Einfluss der Testsubstanz nicht mehr zu beobachten. Der initiale Anstieg
entfallt, die Kontraktion geht also sofort in die Plateauphase tber. Die Hohe der Plateauphase
unterscheidet sich nur minimal zwischen der Messung unter Kontrollbedingungen und unter
dem Einfluss des Spermin. Der Wegfall dieser ersten Kontraktionsphase konnte bei allen Pra-

paraten und allen Geweben gleichermallen beobachtet werden.

3.1.6 EFFEKTE DES IONISIERTEN LANTHANS

Das ionisierte Lanthan zeigte in allen Geweben einen dosisabhangigen Einfluss auf die Spon-
tanaktivitat. Die folgende Abbildung stellt exemplarisch die Aktivitadtsanderungen durch 100 uM
Lanthan am Praparat des Uterus dar, wo sich ein ausgepragter Effekt auf die Amplitude der

Aktivitat zeigte, dagegen die Kontraktionsfrequenz des Praparates kaum verandert wurde.

40 1 300 uM Lanthan
o ih | ﬂ |
20 -
Z
£
" JUUUL
0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

100 uM Lanthan [s]

Abbildung 17: Originalregistrierung der Spontanaktivitit des Uterus

unter Einfluss der Testsubstanz Lanthan. Die Zugabe ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Vorangegangen ist zu-
nachst die Gabe von 100 uM Lanthan.

Eine detaillierte Darstellung der Effekte auf Frequenz, Amplitude, Integral und Kontraktilitat der

einzelnen Gewebe wird im Folgenden erlautert.
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3.1.6.1 EFFEKTE AUF DIE SPONTANAKTIVITAT

FREQUENZ

Die Effekte des Lanthans auf die Aktivitat der einzelnen Praparate waren sehr unterschiedlich

ausgepragt.

Das Magenantrum zeigte nach Zugabe der Testsubstanz bis 300 uM eine signifikante Fre-
quenzerhdéhung auf 179,47 + 32,61% (p <0,05). Eine Steigerung der Dosis auf 500 uM fuhrte
zu einem kompletten Aktivitatsverlust in funf der neun Praparate, wahrend die noch aktiven
Praparate weiterhin mit erhdhter Frequenz kontrahierten (123,70 + 46,59%, p >0,05). Aus die-

sem Grund ergibt sich hier ein hoher Standardfehler.

Colon und Uterus reagierten auf Lanthan (bis 100 uM) mit einer Abnahme der Frequenz auf
68,33 £ 14,47% (p >0,05) und 53,57 + 12,96% (p <0,05), wahrend eine weitere Dosissteige-
rung zum Aktivitatswegfall in allen Praparaten des Colons fiihrte (p <0,05). Von den sieben

Uteruspraparaten blieb lediglich eines Uber den kompletten Konzentrationsbereich aktiv.

Die Portalvene blieb hinsichtlich ihrer Frequenz nach Addition des Lanthans bis zu einer Kon-
zentration von 100 uM nahezu unbeeinflusst. Erst bei erneuter Dosiserhdhung auf 300 uM
kam es zu einer Frequenzsteigerung in vier der acht Praparate und einem kompletten Wegfall
der Aktivitat in den restlichen Praparaten, sodass sich im Mittel eine nicht signifikante Fre-
quenzsteigerung auf 151,02 + 79,61% (p >0,05) ergab. Die noch aktiven Praparate zeigten bei

weiterer Dosissteigerung eine gleichbleibende Frequenz.
Der maximale Wirkeffekt des Lanthans trat unabhangig von der Konzentration und dem Or-
ganpraparat nach 2 Minuten ein und war auch durch Auswaschen innerhalb von 60 Minuten

nicht reversibel.

AMPLITUDE

Lanthan fuhrte in allen Organpraparaten zu einer dosisabhangigen Amplitudenabnahme un-

terschiedlicher Auspragung.

Im Magenantrum konnte bis zu einer Konzentration von 300 uM eine signifikante Reduktion
der Kraft auf 41,71 + 9,31% (p <0,05) beobachtet werden. Wie bereits beschrieben, fihrte eine
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weitere Dosissteigerung auf 500 uyM Lanthan in einer Mehrzahl der Praparate zum Ausfall der
Aktivitat. Die Amplitude der noch aktiven Praparate verkleinerte sich weiter, sodass sich ein
durchschnittlicher Wert von 17,11 £ 8,14% (p <0,05) ergab.

Auch in Colon und Uterus war eine dosisabhangige Minimierung der Amplitude auf
40,11 + 11,65% (p <0,05) beim Colon und 61,48 £14,79% (p >0,05) beim Uterus bei Testung
von 100 uM Lanthan zu beobachten. Eine weitere Steigerung der Testdosis liel in allen Pra-
paraten von Colon und in zehn von elf Praparaten des Uterus einen vollkommenen Verlust der
Spontanaktivitat verzeichnen (Colon: p <0,05; Uterus: p <0,05) (vgl. Abb. 18).

Die Portalvene zeigte bereits in etwas geringeren Dosisbereichen eine deutliche Dampfung
der Amplitude. Bei 100 uM Lanthan hatte sich die Hohe der Kontraktion bereits auf
32,41 £ 8,61% (p <0,01) verringert, wahrend die weitere Steigerung den Wegfall der Aktivitat
in einigen Praparaten bedingte und in den anderen Praparaten zur weiteren Amplitudenverrin-
gerung auf im Mittel 9,52 £ 3,60% (p <0,01) bei der maximal getesteten Dosis von 500 pM
Lanthan fGhrte.

Eine Anderung des Kontraktionsverhaltens hinsichtlich Dauer der Kontraktion, Anstiegs- und
Abfallssteilheit konnte unter Einfluss von Lanthan nicht beobachtete werden. Auch das zeitli-
che Einsetzen des Lanthaneffekts auf die Amplitude unterschied sich nicht von dem Einsetzen
des Effektes auf die Frequenz. Wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben, zeigte der

Effekt des Lanthans keine Reversibilitat.

INTEGRAL

Entsprechend der Reduktion der Amplitude stellt sich auch das Integral als dosisabhangig re-
duzierte GroR3e dar.

Die maximale Konzentration (500 uM) Lanthan verringert das Integral des Magenantrums auf
18,80 1 7,26% (p <0,01). Auch die Portalvene zeigte bei dieser Dosis eine signifikante Verklei-
nerung des Integrals auf 17,40 + 9,01% (p <0,01).

Da es in Colon und Uterus in diesem Konzentrationsbereich zum ganzlichen Wegfall der Akti-

vitat kam, ergibt sich hier formal ein Integral von 0 (Colon: p <0,05; Uterus: p <0,05).
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Abbildung 18: Statistische Darstellung der Effekte von Lanthan

auf die Frequenz (A), Amplitude (B) und Integral (C) der Spontanaktivitdt angegeben in Prozent im Vergleich zur
Messung unter Kontrollbedingungen ohne pharmakologische Beeinflussung.

Antrum (n=9), Colon (n=5), Portalvene (n= 8) und Uterus (n= 7). Fehlerbalken zeigen SEM, *p <0,05, **p <0,01
bezogen auf den Wert unter Kontrollbedingungen.

45



ERGEBNISSE

3.1.6.2 EFFEKTE AUF DIE KONTRAKTILITAT

Die depolarisationsinduzierte Kontraktion, die durch 60 mM KCI ausgel6st wurde, zeigte hin-

sichtlich ihrer Dynamik Veranderungen in allen Organen.

Die Kontraktionsamplitude in Antrum und Colon wurde maRig gedampft. So erreichte sie im
Antrum 72,59 £ 7,63% (p <0,05) und im Colon 55,30 + 3,44% (p <0,05) im Vergleich zur Kon-

trollmessung ohne pharmakologische Beeinflussung.

In Portalvene und Uterus ergaben sich wesentlich starkere Effekte auf die Kontraktionshohe.
Unter Einfluss von Lanthan erreichte die Portalvene nur 21,08 + 5,09% (p <0,01) und der Ute-
rus 10,21 £ 2,12% (p <0,05) verglichen zur Ausgangskontraktion.

Die Zeit bis zum Erreichen dieses Maximums zeigte sich in allen Praparaten deutlich verlan-
gert: Antrum 1942,68 + 465,55% (p <0,01), Colon 814,44 + 154,72% (p <0,05), Portalvene
1645,2 + 408,58% (p <0,01), Uterus 321,67 £ 703,60% (p <0,05).

Die durch ACh-induzierte Kontraktion konnte unter Lanthaneinfluss in allen untersuchten Or-
ganpraparaten nicht mehr ausgelost werden, wie Abbildung 19 A exemplarisch darstellt. So
ergeben sich hier fur Mittelwert und Standardfehler jeweils ein Wert von 0 (Antrum: p <0,05,
Portalvene: p <0,05, Colon: p <0,05, Uterus: p <0,05).
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Abbildung 19: Effekte von Lanthan auf die Kontraktilitdt der Organe

(A) Exemplarischer Verlauf der durch ACh-induzierten Kontraktionsantwort des Colons vor und nach Zugabe des
Lanthan. Der Zeitpunkt der Zugabe ist mit einem Pfeil markiert. (B) Veranderung der Kontraktionsamplitude, (C)
Veranderung der Zeit bis zum Erreichen des Maximums, (D) Veranderung des Integrals.

Antrum (KCI: n=9, ACh: n=7), Colon (KCI: n=6, ACh: n=5), Portalvene (KCI: n=8, ACh: n=5) und Uterus
(KCI: n=7, ACh: n= 6). Fehlerbalken zeigen SEM, *p <0,05, **p <0,01 bezogen auf den Wert unter Kontrollbedin-
gungen.

3.1.7 EFFEKTE DURCH FLUFENAMINSAURE

3.1.7.1 EFFEKTE AUF DIE SPONTANAKTIVITAT

Durch Zugabe der Testsubstanz FFA zeigten sich in den unterschiedlichen Organpraparaten
dosisabhangige Veranderungen von Frequenz, Amplitude und Integral. Die folgende Abbil-
dung 20 stellt diese Effekte exemplarisch anhand einer Originalregistrierung des Colons bei
einer Dosis von 50 uM FFA dar. Hier Iasst sich eine deutliche Verkleinerung der Amplitude der
"giant contractions" sowie angedeutet eine Frequenzverlangsamung erkennen.

Nachfolgend sollen daher die Veranderungen der Organpraparate nach Frequenz, Amplitude,

Integral und Kontraktilitat im Einzelnen dargestellt werden.
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Abbildung 20: Originalregistrierung der Spontanaktivitit des Colons unter Einfluss der Testsubstanz FFA
(50 uM).
Die Zugabe ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Vorangegangen ist die Gabe von 30 uM FFA.

FREQUENZ

Die Testsubstanz FFA flihrte ab einer Konzentration von 5 — 10 yuM zu ausgepragten Effekten

auf die Frequenz der Spontanaktivitat der einzelnen Organgewebe.

Insbesondere das Antrum reagierte sehr sensitiv auf FFA. Bereits 5 uM der Testsubstanz
fuhrte zu einer Reduktion der Frequenz auf 56,27 £+ 13,84% (p <0,05) im Vergleich zur Kon-
trollmessung. So zeigten sich ein vollkommender Wegfall der Aktivitat bei zwei der sechs Pra-
parate und eine leichte Frequenzsenkung der noch aktiven Praparate. Durch eine Erhéhung
der Dosis bis auf 50 yM kam es zu einer weiteren signifikanten Frequenzreduktion auf
17,59 + 8,23% (p <0,05) verglichen zur Kontrolle und einem Aktivitatsverlust von vier der noch
verbliebenen sechs Praparate. Die noch aktiven Praparate zeigten eine deutliche Verminde-

rung der Frequenz.

Colon und Uterus reagierten erst ab einer Konzentration von 10 yM FFA mit einer Verande-
rung der Frequenz. Das Colon reduzierte seine Kontraktionsfrequenz auf 72,59 + 5,65%
(p <0,05), der Uterus auf 79,17 £ 9,36% (p >0,05). Eine weitere Steigerung der Testkonzent-
ration auf 30 uM FFA lied zwei der sechs Colonpraparate ihre Aktivitat verlieren, wahrend die
Uteruspraparate durchweg aktiv blieben. Die maximal getestete Konzentration von 50 yM FFA
fuhrte schlief3lich in beiden Organgeweben zu einem Ausfall von vier der sechs Praparate und
einer Reduktion der Frequenz in den noch aktiven Praparaten, sodass sich im Mittel eine Min-
derung auf 15,74 £ 8,23% (p <0,05) im Colon und 21,11 + 9,88% (p <0,05) im Uterus vergli-

chen zur Kontrollmessung feststellen liel3.
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Die Portalvene reagierte auch ab einer Konzentration von 10 yM FFA mit einer signifikanten
Abnahme der Kontraktionsfrequenz auf 83,14 + 3,42% (p <0,05). Bei weiterer Steigerung der
Dosis auf 30 uM FFA kam es bei der Halfte der Praparate zum Aktivitatsverlust, sodass sich
eine im Vergleich zur Kontrollmessung auf 30,46 + 11,56% (p <0,05) reduzierte Frequenz
ergab. Bei der Hochstdosis (50 uM FFA) kam es schlielilich in allen getesteten Praparaten zu

einem kompletten Funktionsverlust (p <0,01).

Der maximale Effekt auf die Frequenz setzte unabhangig von der getesteten Konzentration
etwa 2 Minuten nach Gabe des FFA ein. Nach dem Aussplilen der Testsubstanz konnte in-
nerhalb von 35 Minuten wieder eine stabile Spontanaktivitat mit gleicher Frequenz wie zu Be-

ginn der Experimente gemessen werden.

AMPLITUDE

Auch die Amplitude der Spontanaktivitat wird durch FFA dosisabhangig mit Unterschieden in-

nerhalb der einzelnen Organgeweben moduliert.

Ahnlich wie bei der Frequenz weist auch die Amplitude der Spontanaktivitat des Antrums eine
deutliche Reduktion ab einer Konzentration von 5 uM FFA auf. Durch den bereits beschriebe-
nen Wegfall der Aktivitdt einiger Praparate lasst sich eine Amplitudenverkleinerung auf
52,61 £ 14,80% (p <0,05) im Vergleich zur Kontrollmessung feststellen, die sich bei weiterer

Dosissteigerung auf 50 uM noch weiter auf 4,80 * 2,48% (p <0,05) reduzieren lasst.

Colon und Uterus zeigen erst ab einer Konzentration von 30 uM FFA eine klare Minderung der
Amplitude, die beim Uterus weniger stark ausgepragt ist als beim Colon. So ergibt sich beim
Colon eine Reduktion auf 47,96 + 11,95% (p <0,05) und beim Uterus auf 86,69 + 4,49%
(p <0,05), wobei zu berilcksichtigen ist, dass bereits zwei der sechs Colonpraparate in ihrer
Aktivitat ausfielen. Bei weiterer Steigerung der Testkonzentration auf 50 yM FFA fielen
schliellich in beiden Gewebeentitaten vier der sechs Gewebe aus, sodass sich hier formal
eine signifikante Amplitudenreduktion auf 16,50 £ 8,58% (p <0,05) beim Colon und
22,94 + 11,13% (p <0,05) beim Uterus im Vergleich zur Kontrollmessung ergab.

Bereits bei Zugabe von 0,5 yM FFA reduzierte sich die Amplitude der Portalvene signifikant
auf 84,35 + 4,78% (p <0,05) und verkleinerte sich bei weiterer Steigerung der Konzentration
dosisabhangig. 30 uM FFA flhrte schlieRlich bei der Halfte der Praparate der Portalvene zu
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einem vollkommenen Aktivitatsverlust, der dann bei Testung der maximalen Konzentration
(50 pM) in allen getesteten Praparaten zum Funktionsverlust fihrte (p <0,01).

Der maximale Wirkeffekt auf die Amplitude konnte in den Organen etwa 2 Minuten nach Sub-
stanzgabe beobachtet werden und unterschied sich damit nicht von der Effektdynamik der
Frequenz. Auch die Ausgangsamplitude konnte 40 Minuten nach Aussplilen des Pharmakons
wieder erreicht werden. Somit nahm dies unwesentlich mehr Zeit ein als die Rickbildung der
Frequenz. Das Erscheinungsbild der einzelnen Kontraktionen (Anstieg, Dauer und Abstieg)

wurde durch FFA nicht beeinflusst.

INTEGRAL

Auch das Integral veranderte sich korrespondierend zu den Frequenz- und Amplituden-veran-

derungen dosisabhangig.

Nach Zugabe von 5 uM FFA war an Antrumpraparaten eine deutliche Verkleinerung des Kraf-
tintegrals auf 40,30 £ 11,44% (p <0,05) im Vergleich zur Kontrollmessung zu beobachten.
Durch Steigerung der Konzentration auf 50 yM FFA wurde dieses weiter auf 3,00 + 1,45%
(p <0,05) gesenkt.

Colon und Uterus zeigten ebenso eine deutliche Verkleinerung des Integrals, welche beim
Colon schon ab einer Konzentration der Testsubstanz von 5 yM auf 79,32 + 2,71% (p <0,05)
im Vergleich zur Kontrollmessung reduziert wurde, wahrend sich beim Uterus erst ab einer
Konzentration von 10 uM eine Minimierung auf 79,39 £ 7,02% (p <0,05) zeigte. Die maximale
Testkonzentration (50 uM FFA) sorgte schlief3lich in beiden Organgeweben fir eine signifi-
kante Minimierung des Integrals auf 10,33 + 5,60% (p <0,05) beim Colon und 8,14 £ 5,20%
(p <0,05) beim Uterus.

Die Veranderungen des Integrals der Portalvene entsprachen der Minimierung der Amplitude.
Bereits 0,5 uM FFA bedingten eine signifikante Reduktion des Integrals auf 75,30 £ 5,22%
(p <0,01) im Vergleich zur Kontrollmessung. Auch hier stellte sich eine dosisabhangige Ver-
minderung des Kraftintegrals ein, die schlieRlich durch den Verlust der Spontanaktivitat bei
50 uM formal zu einem Wert von 0 flhrte (p <0,001).

Ein Effekt auf den Grundtonus von Antrum, Colon, Portalvene und Uterus konnte auch bei

Zugabe hoherer Dosen FFA nicht beobachtet werden.
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Abbildung 21: Statistische Darstellung der Effekte von FFA

auf die Frequenz (A), Amplitude (B) und Integral (C) der Spontanaktivitdt angegeben in Prozent im Vergleich zur
Messung unter Kontrollbedingungen ohne pharmakologische Beeinflussung.

Antrum (n= 6), Colon (n= 6), Portalvene (n= 9) und Uterus (n= 6).

Fehlerbalken zeigen SEM, *p <0,05, **p <0,01 bezogen auf den Wert unter Kontrollbedingungen.
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3.1.7.2 EFFEKTE AUF DIE KONTRAKTILITAT

Auch die exogene Aktivierbarkeit der Organe zeigt sich durch die Testsubtanz beeinflusst,

jedoch abhangig vom Organ in unterschiedlicher Auspragung.

Die durch KCl-induzierte Kontraktion zeigte sich im Antrum und Colon hinsichtlich ihrer
Amplitude maRig gedampft auf 68,77 £ 9,67% (p <0,05) und 61,34 + 6,95% (p <0,05), wah-
rend der Effekt im Uterus etwas starker ausgepragt war mit einer Minimierung der Kontrakti-
onsamplitude auf 56,03 £ 6,21% (p <0,01). Die starkste Wirkung des FFA zeigt sich am Pra-
parat der Portalvene, dessen Kontraktionsamplitude signifikant auf 19,10 + 5,57% (p <0,05)

gesenkt wurde.

Die Zeit bis zum Erreichen dieses Maximums war im Antrum und Colon erhdht auf
202,15 £ 52,46% (p >0,05) und 130,86 + 12,78% (p <0,05), wahrend sich bei der Portalvene
eine signifikante Verlangerung der Zeit bis zum Maximum auf 2070,19 + 422,73% (p <0,05)
einstellte. Der Uterus hingegen bendtigte im Mittel bis zum Erreichen des Maximums die glei-
che Zeit wie unter Kontrollbedingungen 92,15 * 6,05%.

Entsprechend der zuvor erlauterten Veranderungen der KCl-induzierten Kontraktion durch
FFA stellte sich auch das Integral verandert dar: Antrum: 61,22 + 8,84% (p <0,05), Colon:
64,11 £ 7,00% (p <0,05), Portalvene: 18,28 + 3,64% (p <0,05), Uterus: 45,31 +5,53%
(p <0,01).

Die Amplitude der ACh-induzierten Kontraktionsantwort stellte sich im Antrum mit
44,48 + 7,15% (p <0,01) und im Colon mit 69,52 + 8,74% (p <0,05) als reduziert im Vergleich
zu Kontrollmessung dar. Deutlich starker war die Dampfung der Amplitude in der Portalvene
mit einer signifikanten Verkleinerung auf 26,38 + 3,56% (p <0,01). Hingegen wurde die Héhe
der ACh-induzierten Kontraktion des Uterus mit einer Minimierung auf 91,83 + 2,40% (p >0,05)

durch FFA kaum beeinflusst.

Einer Verlangerung der Zeit bis zum Erreichen des maximalen Kontraktionspunktes zeigte sich
bei der ACh-induzierten Kontraktion in allen Organen, allerdings war diese im Antrum, im Co-
lon und im Uterus mit einer Steigerung auf 139,19 + 22,26% (p >0,05), auf 141,28 + 28,60%
(p >0,05) und auf 119,51 £ 19,94% (p >0,05) moderat ausgepragt und nicht signifikant. Die
Portalvene allerdings zeigte eine signifikante Verlangerung der Zeit auf 233,14 + 46,82%
(p <0,05).
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Nach Ausspilen des KCI und ACh gelangten alle Organe innerhalb von Minuten ihren vorhe-

rigen Grundtonus zurick.
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Abbildung 22: Effekte von FFA auf die Kontraktilitdt der Organe

(A) Veranderung der KCl-induzierten Depolarisation unter Einfluss von 50 yM FFA am Beispiel des Magenantrums.
(B) Veranderung der Kontraktionsamplitude. (C) Veranderung der Zeit bis zum Erreichen des Maximums (D) Ver-
anderung des Integrals. Antrum (KCI: n=5, ACh: n =8), Colon (KCI: n= 6, ACh: n= 6), Portalvene (KCI: n=6, ACh:
n= 8) und Uterus (KCI: n= 8, ACh: n=5). Fehlerbalken zeigen SEM, *p <0,05, **p <0,01 bezogen auf den Wert unter
Kontrollbedingungen.

Abbildung 22 A zeigt exemplarisch die Veranderung der KCl-induzierten Kontraktionsantwort
unter dem Einfluss von 50 yM FFA im Vergleich zur Messung ohne pharmakologische Beein-
flussung. Unter Einfluss des FFA stellt sich die Kontraktionsamplitude deutlich abgeschwacht
dar. Auch die Zeit bis zum Erreichen dieses Maximums ist verlangert, d.h. der Anstieg ist fla-
cher. Auch hier zeigt sich eine Aufldsung der biphasischen Kontraktionsantwort unter Einfluss
der Testsubstanz. Die Kontraktion geht unmittelbar in die Plateauphase Uber, deren Héhe
deutlich abgenommen hat. Der Wegfall dieser ersten Kontraktionsphase konnte bei allen Pra-

paraten und allen Geweben gleichermallen beobachtet werden.
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3.1.8 EFFEKTE DES CHINIDINS

3.1.8.1 EFFEKTE AUF DIE SPONTANAKTIVITAT

Das Antiarrhythmikums Chinidin modulierte konzentrationsabhangig die Spontanaktivitat der
unterschiedlichen glattmuskularen Praparate mit gewebeabhangiger Effektstarke.

Abbildung 23 zeigt exemplarisch den Effekt von 100 uM Chinidin am Beispiel der Portalvene.
Nach Zugabe des Chinidins zeigt diese eine deutliche Reduktion der Amplitude und eine Er-

héhung der Kontraktionsfrequenz.
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Abbildung 23: Registrierung der Spontanaktivitit der Portalvene unter Einfluss der Testsubtanz Chinidin.

Die Zugabe ist mit einem Pfeil markiert. Vorangegangen ist die Gabe von 30 uM FFA.

Es folgt eine detaillierte Darstellung der Effekte auf Frequenz, Amplitude, Integral und Kon-

traktilitat der einzelnen Gewebe.

FREQUENZ

Durch Zugabe der Testsubstanz Chinidin wurde die Frequenz der Spontanaktivitat innerhalb

der Gewebe unterschiedlich stark moduliert.

Das Antrum zeigt eine signifikante Frequenzveranderung bei einer Konzentration von 30 uM
Chinidin, die zu einer Reduktion auf 71,78 £ 8,11% (p <0,01) im Vergleich zur Kontrollmessung
fuhrte. Bei weiterer Dosiserhdhung kam es zu einem kontinuierlichen Ausfall einzelner Prapa-
rate, woraus bei einer Testkonzentration von 300 uM Chinidin schlie3lich eine Frequenzab-
nahme auf 17,90 + 10,15% (p <0,01) resultierte. Dabei waren noch drei der elf getesteten Pra-

parate aktiv.
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Colon, Portalvene und Uterus prasentierten sich hinsichtlich der Frequenz mit einem "decres-
cendo-crescendo-decrescendo-Muster". Das bedeutet, es kam zunéachst zu einer leichten Fre-
quenzabnahme, auf die eine zwischenzeitliche Zunahme folgte und letztlich aber in einer Fre-
quenzabnahme endete, welche sich vorwiegend aus dem Ausfall vieler Praparate bei einer
Konzentration von 300 uM Chinidin ergab. So erreichten die Praparate unter Einfluss von
100 uM Chinidin ihre maximale Frequenz, die beim Colon bei 143,57 + 18,75% (p >0,05), bei
der Portalvene bei 141,98 + 21,92% (p >0,05) und beim Uterus bei 159,47 + 12,34% (p <0,01)
lag. Eine weitere Dosissteigerung auf 300 uM Chinidin brachte schlief3lich — wie bereits er-

wahnt — die Mehrzahl der Praparate zum Erliegen.

Die Praparate, die unter Einfluss von 300 uM Chinidin noch Aktivitat zeigten, wurden schliel3-

lich durch die Zugabe von 1 mM zum Erliegen gebracht.

Unabhangig von der Konzentration des Chinidin konnte der vollstandige Effekt in allen Gewe-
ben innerhalb von 3 Minuten nach Zugabe beobachtet werden. Nach Aussplilen der Testsub-
stanz konnte eine vollstandige Reversibilitdt des Frequenzeffektes innerhalb von 20 Minuten

festgestellt werden.

AMPLITUDE

Auch die Amplitude der Spontanaktivitat wurde durch die Testsubstanz Chinidin in allen Or-

gangeweben in unterschiedlichem Ausmalf beeinflusst.

So zeigten Antrum und Uterus bei ab einer Konzentration von 30 uM Chinidin eine leichte
Minderung der Amplitude auf 86,0 + 12,58% (p >0,05) und 89,98 + 3,50% (p <0,01) des Wer-
tes unter Kontrollbedingungen, die bei weiterer Steigerung der Dosierung auf schlief3lich

300 pM Chinidin zum Wegfall der spontanen Kontraktionen bei sieben der elf Antrumpraparate
bzw. acht der elf Uteruspraparate und einer deutlich erkennbaren Amplitudenminimierung der
noch aktiven Muskelstreifen fuhrte. Hieraus ergab sich eine signifikante Reduktion der mittle-
ren Amplitude auf 25,04 + 13,9% (p <0,01) fir das Antrum bzw. 11,62 + 6,35% (p <0,01) fUr

den Uterus.

Das Colon zeigte bereits bei einer Konzentration von 3 yM Chinidin erste Effekte auf die
Amplitude, die sich auf 87,53 + 5,04% (p >0,05) im Vergleich zur Kontrollmessung minimierte.
Bei weiterer Erhéhung der Konzentration der Testsubstanz zeigte sich eine signifikante dosis-
abhangige Reduktion der Amplitude, die bei Einsatz von 300 uM Chinidin zu einem Ausfall der

Spontanaktivitat bei drei der funf Praparate fihrte, so wie es auch bei Antrum und Uterus zu
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beobachten war. Daraus resultierte im Mittel eine Dampfung der Amplitude auf 18,83 + 7,81%

(p <0,05) verglichen mit den Ausgangswerten.

Die Portalvene zeigte ab einer Konzentration von 10 yM Chinidin erste Veranderungen der
Kontraktionsamplitude. Sie zeigte eine Reduktion auf 88,45 + 4,83% (p <0,05), die sich bei
weiterer Steigerung der Konzentration signifikant verstarkte und schlieflich bei 300 uM Chini-
din in einen Aktivitatsverlust von vier der acht Praparate mindete. Folglich verminderte sich
auch hier die Amplitude signifikant im Mittel auf 28,56 + 10,50% (p<0,01) im Vergleich zur

Messung unter Kontrollbedingungen.

Der maximale Wirkeffekt auf die Amplitude zeigte sich ebenso wie der Effekt auf die Frequenz
etwa 3 Minuten nach Substanzgabe. 30 Minuten nach Ausspilen des Pharmakons konnte die
Ausgangsamplitude wieder erreicht werden. Somit nahm dies etwas mehr Zeit ein als die
Ruckbildung der Frequenz. Das Erscheinungsbild der einzelnen Kontraktionen (Anstieg,

Dauer und Abstieg) wurde durch Chinidin nicht beeinflusst.

INTEGRAL

Korrespondierend zu den Veranderungen in Frequenz und Amplitude durch die steigende

Konzentration des Chinidin anderte sich auch das Kraftintegral der Organpraparate.

Das Antrum und das Colon zeigten eine dosisabhangige Verkleinerung des Integrals ab einer
Konzentration von 3 uM Chinidin, bei der sich das Integral mit 84,73 + 8,02% (p =0,05) fir das
Antrum und 84,25 + 4,52% (p <0,05) fur das Colon anderte. Die Steigerung der Konzentration
fuhrte durch den bereits beschriebenen Aktivitadtsausfall einiger Praparate dazu, dass sich das
Integral auf 8,39 + 4,30% (p <0,01) im Antrum und 32,67 + 13,67% (p <0,05) im Colon vermin-
derte.

Bei der Portalvene liel3 sich erst ab einer Konzentration von 30 yM Chinidin ein Effekt auf das
Integral beobachten, was sich durch eine Verkleinerung auf 84,76 + 6,10% (p >0,05) aulerte.
Wie auch bei Antrum und Colon beschrieben, kam es in Folge des Ausfalls einiger Praparate
unter Einfluss von 300 uM Chinidin zur deutlichen Reduktion des Integrals auf 35,15 + 13,37%
(p <0,05) im Vergleich zur Kontrolimessung. Dieser zeigte sich beim Uterus mit einer Minimie-

rung auf 12,61 + 7,10% (p <0,01) noch deutlicher ausgepragt.

Der Grundtonus der glattmuskularen Gewebe blieb dabei durch die Testsubstanz unbeein-

flusst.
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Abbildung 24: Statistische Darstellung der Effekte von Chinidin

auf die Frequenz (A), Amplitude (B) und Integral (C) der Spontanaktivitdt angegeben in Prozent im Vergleich zur
Messung unter Kontrollbedingungen ohne pharmakologische Beeinflussung.

Antrum (n= 11), Colon (n= 5), Portalvene (n= 8) und Uterus (n= 11)

Fehlerbalken zeigen SEM, *p <0,05, **p <0,01 bezogen auf den Wert unter Kontrollbedingungen.
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3.1.8.2 EFFEKTE AUF DIE KONTRAKTILITAT

Die exogene Aktivierbarkeit mittels KCl und ACh wurde unter dem Einfluss von 300 uM Chini-

din stark vermindert.

Die durch KCl-induzierte Kontraktionsantwort wurde in seiner Amplitude durch Chinidin insbe-
sondere beim Antrum, bei der Portalvene und bei dem Uterus deutlich gedampft. Im Vergleich
zur Messung unter Kontrollbedingungen erreichten diese Praparate nur noch 18,09 + 6,40%
(p <0,01), 11,39 £ 3,13% (p <0,01) und 5,20 £ 2,67% (p <0,01). Dabei ist anzumerken, dass
sechs der neun Uteruspraparate keine Kontraktionsantwort unter Einfluss des Chinidin zeig-
ten, wahrend an allen Muskelpraparaten von Antrum und Portalvene eine Reaktion — wenn

auch in abgeschwachtem Malde — auslésbar war.

Die Kontraktionsamplitude des Colons wurde mit einer Reduktion auf 49,02 + 9,50% (p >0,05)

im Vergleich zur Kontrollmessung weniger stark durch das Chinidin beeinflusst.
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Abbildung 25: Effekte auf die exogene Kontrahierbarkeit durch Chinidin

(A) zeigt die Veranderung der KCl-induzierten Depolarisation unter Einfluss von 300 uM Chinidin im Vergleich zur
Kontraktion unter Kontrollbedingungen am Beispiel des Magenantrums. (B) zeigt die Anderung der Kontraktions-
amplitude. (C) zeigt die Verlangerung der Zeit bis zum Erreichen des Maximums. (D) zeigt die Anderung des Integ-
rals unter dem Einfluss von 300 yM Chindin.

Antrum (n= 11), Colon (n=5), Portalvene (n= 8) und Uterus (n= 11)

Fehlerbalken zeigen SEM, *p <0,05, **p <0,01 bezogen auf den Wert unter Kontrollbedingungen.
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Die Zeit bis zum Erreichen des verminderten Maximums verlangerte sich bei Antrum und Por-
talvene durch das Chinidin auf das fiinf- bzw. achtfache im Vergleich zur Messung unter Kon-
trollbedingungen. So ergab sich hier beim Antrum eine Steigerung auf 495,52 + 109,32%
(p <0,05) und bei der Portalvene auf 840,48 + 364,35% (p >0,05). Beim Colon hingegen mini-
mierte sich die Zeit bis zum maximalen Punkt der Kontraktion auf 88,58 + 20,94% (p >0,05).

Da an der tUberwiegenden Anzahl der Uteruspraparate unter Einfluss von Chinidin keine KCI-
Antwort zu induzieren war und sich so formal ein Wert von 0 ergab, reduzierte sich die Zeit
hier im Mittel auf 55,31 £ 25,06% (p >0,05). Bei den noch auslésbaren Antworten der aktiven

Uteruspraparate zeigte sich eine Verlangerung der Zeit bis zum Erreichen des Maximums.

Entsprechend der veranderten Parameter von Amplitude und Zeit ergab sich auch eine deut-
liche Veranderung des Integrals. Das Integral des Antrums reduzierte sich signifikant auf
19,37 £ 6,70% (p <0,01), wahrend sich das der Portalvene mit einer Reduktion auf
74,00 £ 3,64% (p <0,01) nur moderat verminderte. Auch am Colonpraparat konnte unter dem
Einfluss des Chinidin eine Halbierung des Integrals verzeichnet werden. Wie zu erwarten, kam
es durch den Ausfall der Aktivierungskontraktionen des Uterus unter Chinidin hier zu einer
sehr deutlichen Abnahme des Integrals auf 3,34 + 1,65% (p <0,01).

Die durch ACh-induzierte Kontraktionsantwort konnte unter dem Einfluss der Testsubstanz
Chinidin in keinem der getesteten Gewebepraparten ausgelést werden, sodass sich hier for-

mal bei allen gemessenen Parametern der Wert O ergab.
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3.2 FUNKTIONELLE MESSUNGEN AM KONFOKALMIKROSKOP

3.21 MORPHOLOGIE DER ZELLEN DER PRIMARKULTUR

Die Kulturen, die sich mit Spontanaktivitat in der konfokalmikroskopischen Messung zeigten,
wurden zunachst unter dem Mikroskop im Phasenkontrast dargestellt. Die Aufnahmen wurden
zu morphologischen Untersuchungen genutzt, um Charakteristika der spontanaktiven Zellen

herauszuarbeiten.

Vereinzelt fanden sich myozytenahnliche spindelformige Zellen, die parallel ausgerichtet wa-
ren. Sie besalen grole, ovale Zellkerne. Im Zellverband waren auch einige Fibroblasten-
ahnliche Zellen zu finden. Diese hatten verschieden geformte Zellkdrper. Dieser Zelltyp trat

haufiger mit zunehmendem Abstand zum Zentrum des Zellverbands auf (vgl. Abb. 26).

Abbildung 26: Darstellung von Zellen mit SMC-ahnlicher Morphologie im Phasenkontrast

Doch uberwiegend prasentierten sich Zellen, deren Zellkérper unregelmafig geformt waren.
Die Somata der Zellen zeigten grol3e, oval und mittelstandig liegende Zellkerne. Die Zellen
besalien mehrere Fortsatze. Diese hatten eine aulRerst feine Struktur und teilweise die mehr-
fache Lange des Somas. Sie strahlten bipolar oder sternférmig vom Soma aus und stellten
Kontakte mit anderen Zellen her (Abb. 27).
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Abbildung 27: Darstellung von Zellen mit ICC-dhnlicher Morphologie im Phasenkontrast

Die Abstande zwischen den Zellen waren regelmafig. Es bildete sich ein geordnetes, feinma-
schiges Netzwerk aus. Die Dichte der Zellen nahm zum Rand hin ab. Wahrend sich die zuvor
beschriebenen Netzwerke eher im Zentrum der Kultur zeigten, fand man zum Rand hin eher

einzeln liegende Zellen.

Auch eine quantitative Bestimmung der Zellkerndichte im Phasenkontrast auf einer Flache von
200 x 200 pym an je funf Regionen in Zentrum und Peripherie zeigte eine dichte und homogene
Zellverteilung im Zentrum der Primarkultur und einzeln, aber dennoch gleichmafig angeord-
nete Zellen in der Peripherie.

Tabelle 10: Verteilung der Zellkerne in Zentrum und Peripherie der Zellkultur in 200 x 200 pm-Regionen
Sregen | ]2 s s
Zentral 46 45 49 43 40

Peripher 5 8 6 10 8

Der Phanotyp der Zellen war in allen Regionen der gleiche, unabhangig davon, ob diese zent-
ral oder peripher lagen. Vereinzelt fanden sich lokalisiert und dicht liegende Zellcluster, aus
denen die Zellen aussprossten und sich organisierten. Diese gliederten sich in das Netzwerk

ein und bildeten Fortsatze zu den umgebenden Zellen aus.
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3.2.2 SPONTANAKTIVITAT UNTER NORMALBEDINGUNGEN

Die Grundlage der Messungen der ICC am Konfokalmikroskop mit einem Ca?*-Indikator geht
auf die Erkenntnis zuriick, dass fir die Entstehung der Spontanaktivitat Ca?*-Oszillationen in
ICC von Bedeutung sind [76]. Aus diesem Grund kénnen zeitliche und raumliche Veranderun-
gen der intrazellularen Ca?*-Konzentration zum Nachweis von Spontanaktivitat genutzt wer-

den.

Abbildung 28 stellt exemplarisch den zeitlichen Verlauf der Spontanaktivitat dar, der durch die
periodischen Veranderungen der intrazellularen Ca?*-Konzentration gekennzeichnet ist. Diese
Anderungen sind auch in den vier Einzelbildern zu erkennen. Die zentral liegende Zelle zeigt
eine zeitabhangige Zu- und Abnahme der intrazellularen Ca?*-Konzentration, wahrend die am
unteren Bildrand liegende Zelle zwar eine relativ hdhere intrazellulare Ca?*-Konzentration auf-
weist, diese aber Uber die Zeit nicht oszilliert, sondern keinerlei Veranderungen bietet. Auch

die umliegenden Zellen zeigen keine Signaldnderungen im Zeitverlauf.

- 0+

Ca?*-Konzentration: [l 7l

v v v v

50 Graustufen

0 10 20 30 40 50 60
[s]
Abbildung 28: Darstellung des oszillierenden intrazelluldren Ca?*-Signals
Oben wird der zeitliche Verlauf der periodischen intrazelluldren Ca2*-Anderungen farbcodiert dargestellt. Der untere
Graph zeigt den Mittelwertverlauf in der oberen der beiden markierten regions of interest. Die Pfeile markieren die
Zeitpunkte, an denen die untenstehenden Einzelbilder aufgenommen worden sind. Hier zeigt eine Zelle eine zeit-
abhéngige Ca2*-Anreicherung, wahrend umliegende Zellen keine Anderungen des Signals zeigen.
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Insgesamt konnte nur an 15% der Zellkulturen eindeutig eine phasisch-rhythmische Spontan-
aktivitat in Form von periodischen wellenformigen Oszillationen des Calcium-Fluoreszenz-Sig-
nals nachgewiesen werden. Innerhalb dieser Kulturen zeigten sich jedoch jeweils mehrere
Regionen, die diese Aktivitat wiederspiegelten. Die mittlere Frequenz unter Spontanbedingun-

gen betrug bei diesen spontanaktiven Zellkulturen 1,4/min (SEM= 0,14, n= 8).

Ein deutlicher Bleichungseffekt zeigte sich auch bei Messungen mit einer Dauer von 15 Minu-
ten im Signalverlauf nicht. Das Fluoreszenzsignal blieb Uber die gesamte Dauer der Messun-
gen stabil mit nahezu gleichbleibender Amplitude der Calcium-Fluoreszenzsignale im Zeitver-

lauf.

Allerdings konnte eine starke Temperaturabhangigkeit der Spontanaktivitat verzeichnet wer-
den. Bei einer Minderung der Temperatur <30 °C kam es zum Sistieren der phasischen Ca?*-

Oszillationen.
Eine spontanaktive Zellkultur konnte lediglich Gber 30 Minuten fir die Versuchsreihen verwen-
det werden, da dann eine Ablosung der Zellcluster vom Boden des u-Dish einsetzte und so

nur noch artefaktbeladene Messungen generiert werden konnten.

3.2.3 VERGLEICH SPONTANAKTIV OSZILLIERENDER REGIONEN

Innerhalb eines Bildausschnitts zeigten mehrere Areale eine phasisch-rhytmische Aktivitat.
Um eine Aussage Uber die Periodizitat der Regionen zu treffen, wurden drei Messfelder in dem

zeitlichen Verlauf ihrer Aktivitat verglichen.

Messfeld | liegt in der Randzone des aufgezeichneten Bereichs, das Messfeld Il und das Mess-
feld 1ll befinden sich im Zentrum. Die Konzentrationsschwankungen des Kalziums der drei
Messfelder sind in Abbildung 29 dargestellt. Auf der Abszisse ist die Zeitachse abgebildet,
dabei betragt der zeitliche Abstand zweier Messpunkte 0,5 s. Das Kalziumsignal des ersten
(rot), zweiten (orange) und dritten Messfeldes (pink) zeigen deutliche periodische Oszillationen

mit nur geringem Phasenversatz.
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der zeitabhdangigen Kalziumoszillation dreier Messfelder.

3.2.4 EINFLUSSE DER TESTSUBTANZ SPERMIN AUF DIE SPONTANAKTIVITAT

Im Folgenden wurde der Effekt des Polyamins Spermin in einer Konzentration von 700 uM auf
die Ca?*-Oszillationen der spontanaktiven Primarzellkultur aus dem Corpus gastrici getestet.
Nach 300 s stabiler Spontanaktivitdt wurde die Testsubstanz hinzugegeben. Abbildung 30

zeigt den Signalverlauf einer oszillierenden Region unter Einfluss von Spermin.

700 yM Spermin
300 ‘l’_
275 -
250
225 -
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Abbildung 30: Registrierung einer Region mit stabiler oszillierender Aktivitat unter Einfluss von Spermin
aus einer Zellkultur aus dem Corpus des Magens

Die Abszisse zeigt den Zeitverlauf und die Ordinate definiert die Graustufe. Der Zeitpunkt der Zugabe ist mit einem
Pfeil markiert.

In der abgebildeten Orginalregistrierung lassen sich keine wesentlichen Veranderungen im
Aktivitdtsmuster der oszillierenden Regionen erkennen.

Im Vergleich zum Kontrollzeitraum veranderte sich die Frequenz der Ca?*-Ozillationen nicht.
Auch im Nachbeobachtungsintervall zeigte sich keine Anderung. Die Oszillationsfrequenz
blieb also Uber den kompletten Messzeitraum von 15 Minuten — auch unter Einfluss des
Spermin — konstant. Die Oszillationsamplitude hingegen zeigte eine minimale Reduktion auf

96,21 + 4,53% unter Einfluss der Testsubstanz und nahm auch im
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Nachbeobachtungszeitraum weiter ab, was durch die lange Dauer der Belichtungszeit und die

damit einhergehende Bleichung zu erklaren sein kann.

Eine weitere Erhohung der Spermindosis brachte keine deutlicheren Effekte auf die Ca?*-

Oszillationen.
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Abbildung 31: Statistische Darstellung der Anderung der Aktivitit unter der Testsubstanz Spermin
angegeben in Prozent im Vergleich zur Kontrolle. Die Fehlerbalken zeigen SEM.

Frequenz und Amplitude wurde zu drei festgelegten Zeitpunkten tber eine Zeit von 300 s gemessen.

n= 3, Fehlerbalken zeigen SEM, *p <0,05, **p <0,01

3.2.5 EINFLUSSE DER TESTSUBTANZ LANTHAN AUF DIE SPONTANAKTIVITAT

Auch der Einfluss des Lanthan auf die spontanaktiven ICC-Cluster des Corpus wurde hinsicht-

lich seiner Modulation der rhythmischen Ca?*-Oszillationen getestet.

Abbildung 32 stellt den Einfluss von 1 mM Lanthan auf die Aktivitat einer ICC exemplarisch

dar.
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Abbildung 32: Registrierung einer Region mit stabiler oszillierender Aktivitédt unter Einfluss von Lanthan.
Die Abszisse zeigt den Zeitverlauf und die Ordinate definiert die Anderung der Graustufe. Der Zeitpunkt der Zugabe
ist mit einem Pfeil markiert.
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In der Originalregistrierung lassen sich diskrete Veranderungen in Frequenz und Amplitude
der oszillierenden Region erkennen. In der Zusammenschau aller Messreihen zeigte sich eine
im Vergleich zum Kontrollzeitraum verminderte Frequenz der Ca?'-Oszillationen auf
73,92 £ 7,92% (p >0,05), die auch innerhalb des Nachbeobachtungsintervalls nicht auf das

Ausgangsniveau zurtickkam.

Auch die Oszillationsamplitude verkleinerte sich unter dem Einfluss des Lanthan leicht auf
77,40 £ 2,82% (p >0,05) und stieg im Nachbeobachtungszeitraum wieder an (82,42 + 4,85%,

p >0,05), erreichte aber innerhalb dieser Zeit die Ausgangsamplitude nicht.
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Abbildung 33: Verdanderung von Frequenz und Amplitude durch Lanthan

angegeben in Prozent im Vergleich zur Kontrolle. Die Fehlerbalken zeigen SEM.

Frequenz und Amplitude wurde zu drei festgelegten Zeitpunkten Uber eine Zeit von 300s gemessen.
n= 4, Fehlerbalken zeigen SEM, *p <0,05, **p <0,01

3.2.6 EINFLUSS DER TESTSUBTANZEN AUF DEN KCL-INDUZIERTE KALZIUMANSTIEG

Durch die Erhéhung des extrazellularen K* kommt es zu einer Depolarisation der Zellmembran
und damit einhergehend zu einer Offnung spannungsgesteuerter Calciumkanale. Dies bedingt
einen Anstieg der [Ca?*]. Bei Zellkulturen, die keine phasisch-rhythmische Aktivitat aufwiesen,
wurde die Anderung der intrazellulédren Kalziumkonzentration unter Einfluss von KCI gemes-
sen. In 75% der Kulturen, die auf KCI-Kontraktilitat getestet wurden, war eine Anderung der

kalziumabhangigen Fluoreszenz erkennbar.

Sie zeigten unmittelbar nach Zugabe der Testsubstanz einen steilen Anstieg des Fluoreszenz-

signals, welches anschlieRend in eine Plateauphase Uberging.
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Eine Veranderung der KCI-Response unter dem Einfluss der TRPM7-Kanalblocker Spermin
und Lanthan auf die nicht-spontane corporale ICC-Kultur wurde ermittelt. Abbildung 34 zeigt
die Reaktivitat von KCI unter Kontrollbedingungen und unter Einfluss von 700 uM Spermin im
Vergleich.
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Abbildung 34: Reaktivitdt auf KCI bei einer nicht-spontanaktiven ICC

(A) zeigt exemplarisch den Verlauf der Kontraktion unter Kontrollbedingungen und unter Spermineinfluss. Die Abs-
zisse zeigt den Zeitverlauf und die Ordinate definiert die Anderung der Graustufe. Der Zeitpunkt der Zugabe ist mit
einem Pfeil markiert. (B) zeigt die statistische Darstellung der Anderung des Fluoreszenzsignals unter dem Einfluss
der Testsubstanzen

Spermin: n= 9, Lanthan: n= 6, Fehlerbalken zeigen SEM, *p <0,05, **p <0,01

Der initiale Abfall des Greylevels ist durch das Pipettieren des KCI bedingt und in der Kontrolle
etwas starker ausgepragt. Der sich anschlieBende Anstieg des Greylevels stellt die Wirkung
des KCI dar und mindet in die Plateau-Phase. Die Amplitude des Anstiegs zeigt sich unter der
Wirkung des Spermin moderat auf 89,34 + 2,68% (p <0,05) vermindert. Unter dem Einfluss
von 500 uM Lanthan zeigte sich eine geringer ausgepragte Abnahme der Amplitude auf
92,50 + 3,54% (p >0,05).
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V. DISKUSSION

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert und in einen Zusammenhang mit

den bisher zum Thema publizierten Daten und Konzepten gestellt.

4.1 BEWERTUNG DER ERGEBNISSE IM ORGANBAD

4.1.1 INTERPRETATIONSANSATZ

Die zu prifende Hypothese war, dass der TRPM7-Kanal eine fundamentale Bedeutung fir die

Generierung der Spontanaktivitat im glatten Muskel hat.

Nach klassischer Herangehensweise kdonnte bei Anwendung von selektiven Antagonisten des
TRPM7-Kanals die Hypothese angenommen werden, wenn ein hemmender Effekt auf die me-
chanische Spontanaktivitat zu verzeichnen ware, und abgelehnt werden, wenn die Aktivitat

unter dem Antagonisten unverandert bliebe oder gar anstiege (vgl. Abb. 35 A).

Da zur Blockade des TRPM7-Kanals zwar keine selektiven, aber sehr wohl potente Antago-
nisten verfugbar sind, gilt es zu beachten, dass eine Reduktion der Spontanaktivitat nicht
zwangslaufig zur Annahme der Hypothese fuhrt: Die Hemmung der Spontanaktivitat kann
auch Uber vielfaltige TRPM7-unabhangige Wirkungen der Substanzen, z.B. eine Hemmung
von Chlorid- oder Kalziumkanalen oder aber eine direkte Hemmung der Myosinleichtketten-
phophorylierung, bedingt sein. Aufgrund der geringen Selektivitat der verfiigbaren Testsubtan-
zen kann der klassische Ansatz daher fur die Interpretation der Ergebnisse keine Anwendung

finden.

Betrachtet man den klassischen Ansatz allerdings aus einer anderen Richtung, so erlauben
die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse dennoch eindeutige Schlussfolgerun-
gen. Jenseits aller Bedenken hinsichtlich der Spezifitat muss namlich die Hypothese unbedingt
abgelehnt werden, wenn unter Einfluss potenter Antagonisten keine Aktivitatsanderung oder

gar eine Aktivitatssteigerung zu beobachten ist.

Eine Minderung der Aktivitat allein ist also anders als bei Experimenten mit spezifischen An-
tagonisten nicht gleichbedeutend mit der Annahme der Hypothese. Hier bedarf es zusatzlich
einer zumindest semiquantitativen Bestimmung des Ausmales der nicht-spezifischen Sub-

stanzeffekte.
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Diese Bestimmung erfolgte im Rahmen dieser Arbeit durch die Messung von Anderungen der
exogenen Aktivierbarkeit unter dem Einfluss der Testsubstanz. Zeigen sich auch die exogen
ausgeldsten Kontraktionen unbeeinflusst, so gibt es keinen Anhalt fir unspezifische Substan-
zeffekte und die Hypothese kann als wahr angenommen werden. Andernfalls kann keine ein-
deutige Aussage getroffen werden. Dieser Ansatz wird im Folgenden als "erweiterter Ansatz"
beschrieben (vgl. Abb. 35 B).

A Klassischer Ansatz: selektive Antagonisten
Hypothese Hypothese
nicht wahr SIE ”/I Effekt l wahr
B Erweiterter Ansatz: keine selektiven, aber potente Antagonisten
Hypothese
nicht wahr gz /I Effekt l ’
Bewertung nicht spezifischer
Substanzeffekte )
relevante nicht Fehlende nicht
Signifikanz — spezifische Effekte spezifische Effekte —_ Hypothese
unbekannt (z.B. verminderte (z.B. unveranderte wahr
ACh-Antwort) ACh-Antwort)

Abbildung 35: Ansatz fiir die Interpretation der Ergebnisse im Organbad

(A) zeigt den klassischen Ansatz, der sich auf den Einsatz selektiver Antagonisten bezieht. Hier sind eine unveran-
derte Aktivitat bzw. eine Aktivitdtszunahme gleichbedeutend mit der Ablehnung der gestellten Hypothese und ent-
sprechend einer Aktivitdtsabnahme gleichbedeutend mit der Annahme der Hypothese.

(B) zeigt den "erweiterten Ansatz", der als Interpretationsgrundlage bei dem Einsatz nicht selektiver, aber potenter
Antagonisten dient. Entsprechend dem klassischen Ansatz kann bei gleichbleibender bzw. erhdhter Aktivitat die
Hypothese abgelehnt werden. Bei Minderung der Aktivitat jedoch kann die Hypothese nur als vielleicht wahr ange-
nommen werden und muss unter Hinzuziehung nicht spezifischer Substanzeffekte weiter Uberpriift werden. Die
Hypothese kann angenommen werden, wenn sich keine nicht spezifischen Effekte zeigen.

4.1.2 MOGLICHE ANGRIFFSORTE DER TESTSUBSTANZEN

Wie im vorangegangenen Abschnitt bereits angedeutet, zeigen die verwendeten lonenkanal-
blocker zwar eine hohe Potenz fur den TRPM7-Kanal, beeinflussen aber gleichzeitig auch an-

dere lonenkanale, die flr die glattmuskulare Kontraktion von grof3er Relevanz sind.
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Im Folgenden werden die flr die Spontanaktivitat relevantesten Angriffsorte und deren Funk-
tion dargestellt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden die Effekte der Testsubstanzen fiir

drei unterschiedliche Funktionssysteme diskutiert:

o Elektrische Aktivitat der ICC (Spontanaktivitat)

o Elektrische Aktivitat der SMC (verstarkte Propagation, Kontraktionssteuerung)

o Elektrische Kopplung von ICC und SMC durch GJ bzw. Connexine (Cx) (Propagation).

ICC SMC
- J N J

Abbildung 36: Potenzielle Angriffsorte der lonenkanalblocker in ICC, SMC und Cx.

Die unterschiedlichen Kanale werden je nach Zelltyp unterschiedlich exprimiert. Daraus resul-

tieren auch unterschiedliche Effekte auf die Motorik der Gewebe:

e |ICC: Hemmung des primaren Schrittmacherprozesses (z.B.: mitochondriales Ca?*-
Handling) oder des nachgeschalteten Amplifizierungsprozesses (z.B. Cl'ca2+)-Kanale
oder ggf. TRPM7-Kanéle)

o SMC: Hemmung der Verstarkung des Signals durch spannungsabhangige Einwarts-
stréme (v.a. L-Typ Kalziumkanal) oder Hemmung des nachgeschalteten Signalwegs/
der eigentlichen kontraktilen Prozesse, z.B. durch metabolische Alterationen oder Sto-
rungen in der Myosin-Leichtkettenkinaseaktivitat.

¢ Gap Junctions: Blockierungen fuhren zur schlechteren Kopplung, es werden also we-

niger SMC von den durch die ICC erzeugten Erregungen erreicht, vgl. Abb. 4)

Es kann davon ausgegangen werden, dass jegliche Substanz, deren hemmende Wirkung sich
auf ICC und Cx beschrankt, keinen Einfluss auf Kontraktionen hat, die durch exogene Aktivie-

rungen Uber Acetylcholin oder eine hohe [K*] hervorgerufen werden. Diese exogen evozierten
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Antworten bilden praktisch ausschlieRlich die Funktionalitdt der SMC ab und werden daher als
MafR der Grofie "Kontraktilitat" bezeichnet.

Die folgende Tabelle 11 gibt einen Uberblick liber wichtige Kanalinteraktionen, deren Funktion
sowie der durch die Blockade zu erwartende Effekt auf die messbare mechanische Spontan-

aktivitat.

Tabelle 11: Erwartete Effekte einer Hemmung ausgewahlter lonenkanéle auf die Spontanaktivitét der glatt-
muskularen Praparate

Physiologische
Funktion

Erwarteter Effekt bei Hemmung

m Amplitude | Kontraktilitit
<—>

TRPM7 postulierter Schrittma- [13, 14]
cherstrom l l

L-Typ VDCC Egrp\)tc;:gis;ar;(ion und T / PN I l »L l [77]

TRPM4 Fa?]%:)li:]c;r;a?:s Memb- <> / ~l« »l« l« [78, 79]

Connexine interzellulare Kopplung T »L <> [25]

TRPC4 ?:t?gr?er}i :Setrrgc;) ri:duzierter <> <> l« [80]

Steigerung: 1, "scheinbare" Steigerung: 7, keine Anderung: <, Reduktion: |, "scheinbare" Reduktion: |

SPERMIN

Eine Dosis Spermin, die den TRPM7-Kanal und damit auch den Schrittmacherstrom blockiert,
sollte eine Frequenz- und Amplitudenabnahme zur Folge haben. Bei 10-100 yM Spermin soll-
ten sich somit auch Effekte in der mechanischen Spontanaktivitat der glattmuskularen Gewebe
zeigen [14, 54-56]. Durch die Zugabe der Testsubstanz Spermin konnten in allen Geweben

auch dosisabhangige Effekte auf die Spontanaktivitat beobachtet werden.

Bei 10 uM Spermin zeigte sich noch keine Anderung im mechanischen Kontraktionsverhalten
der Gewebe, wahrend 100 uM in allen Geweben zu einer Reduktion der Kontraktionsamplitude
fuhrte. Ein Effekt auf die Frequenz konnte erst bei 300 uM Spermin verzeichnet werden. Dieser
zeigte sich in den Geweben mit einer Abnahme, nur an der Portalvene war ein Anstieg der

Kontraktionsfrequenz zu beobachten.
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Wie in der untenstehenden Tabelle 12 veranschaulicht, zeigen Konzentrationen mit starker
Hemmung auf den TRPM7-Kanal keinen Effekt auf die Frequenz und Amplitude. Erst hhere
Konzentrationen der Testsubstanz flihren zu einer signifikanten Reduktion der Kontraktions-
amplitude, und zwar in Bereichen, die TRPM4 hemmen [83, 84]. Dazu passt auch die Fre-
quenzreduktion des Uterus, die sich durch den Ausfall nur einzelner Kontraktionen kennzeich-
net, und damit als "unecht" charakterisiert werden kann. Dieses Muster deutet also eher auf
eine Storung in Amplifizierungsprozess durch die Hemmung von TRPM4 und leichte Hem-
mung der L-Typ VDCC hin, welche sich auch in signifikanter, aber nur leichter Minderung der

KCl-induzierten Kontraktion zeigt.

Die paradoxe Frequenzsteigerung der PV kann auf die auf Hemmung der Cx zuruckgefuhrt
werden, die die Kopplung der Zellen untereinander verschlechtert. Der Effekt stellt sich damit
eher bei der PV dar, da dieses Gewebe von Haus aus bereits schlechter gekoppelt ist als
andere Organe (vgl. Abb. 13), so dass der Effekt dort am deutlichsten zu beobachten ist.

Eine Dosis Spermin, die den TRPM7-Kanal und damit auch den Schrittmacherstrom blockiert,
sollte eine Frequenz- und Amplitudenabnahme zur Folge haben. Bei 10-100 uM Spermin soll-
ten sich somit auch Effekte in der mechanischen Spontanaktivitat der glattmuskularen Gewebe
zeigen [14, 54-56]. Durch die Zugabe der Testsubstanz Spermin konnten in allen Geweben

auch dosisabhangige Effekte auf die Spontanaktivitat beobachtet werden.

Bei 10 uM Spermin zeigte sich noch keine Anderung im mechanischen Kontraktionsverhalten
der Gewebe, wahrend 100 uM in allen Geweben zu einer Reduktion der Kontraktionsamplitude
fuhrte. Ein Effekt auf die Frequenz konnte erst bei 300 uM Spermin verzeichnet werden. Dieser
zeigte sich in den Geweben mit einer Abnahme, nur an der Portalvene war ein Anstieg der

Kontraktionsfrequenz zu beobachten.

Wie in der untenstehenden Tabelle 11 veranschaulicht, zeigen Konzentrationen mit starker
Hemmung auf den TRPM7-Kanal keinen Effekt auf die Frequenz und Amplitude. Erst hdhere
Konzentrationen der Testsubstanz fliihren zu einer signifikanten Reduktion der Kontraktions-
amplitude, und zwar in Bereichen, die TRPM4 hemmen [83, 84]. Dazu passt auch die Fre-
quenzreduktion des Uterus, die sich durch den Ausfall nur einzelner Kontraktionen kennzeich-
net, und damit als "unecht" charakterisiert werden kann. Dieses Muster deutet also eher auf
eine Stérung in Amplifizierungsprozess durch die Hemmung von TRPM4 und leichte Hem-
mung der L-Typ VDCC hin, welche sich auch in signifikanter, aber nur leichter Minderung der

KCl-induzierten Kontraktion zeigt.
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Die paradoxe Frequenzsteigerung der PV kann auf die auf Hemmung der Cx zurtickgefihrt
werden, die die Kopplung der Zellen untereinander verschlechtert. Der Effekt stellt sich damit
eher bei der PV dar, da dieses Gewebe von Haus aus bereits schlechter gekoppelt ist als

andere Organe (vgl. Abb. 13), so dass der Effekt dort am deutlichsten zu beobachten ist.

Tabelle 12: Beobachtete Konzentrationsabhidngigkeit der Effekte von Spermin verglichen mit bekannten
Effekten auf einzelne lonenkanile.

T o [ | ooom Jawe

Beobachteter Ef- Frequenz < Frequenz |
fekt Amplitude < Amplitude |
Kontraktilitat |

L-Typ VDCC (53]

Connexine [85]

[_] kein Effekt/keine Daten [ Aktivierung

[ leichte Hemmung [ moderate Hemmung [ starke Hemmung

Zu betonen ist, dass auch in Konzentrationsbereichen, die in anderen Studien zu einer nahezu
vollstandigen Blockierung von TRPM7 flhrten, in unseren Experimenten die Spontanaktivitat
zwar stark verandert, aber nicht erloschen war. Auch dies spricht gegen eine essentielle Rolle
von TRPM?7 in der primaren Generierung der Schrittmacheraktivitat. Entsprechend des in Ab-
schnitt 4.1.1. dargestellten Interpretationsansatzes und dem konstruierten FlieRschema ergibt
sich, dass eine Blockade des TRPM7-Kanals zu keinem Effekt auf die mechanische Spontan-
aktivitat im glattmuskularen Gewebe fihrt. Damit kann fur die Testsubstanz Spermin die Hy-
pothese, dass der TRPM7-Kanal Hauptkomponente mit Schrittmacherprozess des glatten

Muskels ist, abgelehnt werden.

Die in den hoheren Dosisbereichen beobachteten Effekte spielen im FlieRschema keine Rolle,
lassen sich aber klar durch die in der Tabelle dargestellten Interaktionen mit den lonenkanalen

der SMC bzw. den Connexinen erklaren.
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Signifikanz _ _ speZIﬁsqhe Effekte c=—-lp Effekte (z.B. unveranderte === Hypothese
unbekannt (z.B. verminderte ACh- ACh-Antwort) wahr
Antwort)

Abbildung 37: Interpretation der Ergebnisse mit Spermin

10 yM Spermin hemmen den TRPM7-Kanal stark. Innerhalb dieses Konzentrationsbereichs zeigt sich allerdings
kein Effekt auf die Spontanaktivitat der glattmuskularen Gewebepraparate. Demnach ist die Hypothese, dass der
TRPM?7-Kanal ein wichtiges Element im Pacemaking ist, abzulehnen.

LANTHAN

Eine Dosis Lanthan, die den TRPM7-Kanal und damit auch den Schrittmacherstrom blockiert,
sollte eine Frequenz- und Amplitudenabnahme zur Folge haben. Bei 1 mM Lanthan sollten
sich somit auch Effekte in der mechanischen Spontanaktivitat der glattmuskularen Gewebe
zeigen [40, 55, 56, 60]. Signifikante Anderungen der Kontraktionsparameter konnten im Falle
des Lanthans jedoch schon bei geringeren Testkonzentrationen verifiziert werden. So konnte
bei 100 uM eine Frequenzsteigerung in Antrum und PV und eine Frequenzminderung in Colon
und Uterus, mit komplettem Wegfall der Kontraktionen im Colon beobachtet werden. Auch auf
die Amplitude hatte diese Konzentration dosisabhangige Effekte. Eine signifikante Minderung
der KCl-induzierten Kontraktion zeigte sich ebenfalls. Die ACh-Antwort konnte in allen Gewe-

ben nicht mehr ausgeldst werden.

Die in Colon und Uterus beobachtete Anderung des Kontraktionsmusters entspricht dem bei
einer TRPM7-Blockade zu erwartenden Effekt, jedoch in Konzentrationsbereichen, in denen
noch kein Effekt auf den TRPM7-Kanal beschrieben wurde. Allerdings werden in diesem Kon-
zentrationsbereich die Connexine beeinflusst, was sich ebenfalls so bemerkbar machen kann
[87, 88].

Dazu passt auch das paradoxe Frequenzverhalten von Antrum und PV. Die Frequenzzu-
nahme dieser beiden Gewebe kann durch eine Entkopplung der SMC entstehen. Durch Con-
nexin-Blockade kontrahieren die SMC nicht mehr synchron, d.h. es entwickelt sich weniger

Kraft bei hdherer Frequenz. Dieses Verhalten ist typisch fir Gewebe mit schlechter Kopplung,
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wie es bei PV und Antrum der Fall ist. Der komplette Ausfall der ACh-induzierten Kontraktion

durch Hemmung ist durch die starke Blockade des TRPC4-Kanals zu erklaren.

Tabelle 13: Beobachtete Konzentrationsabhéngigkeit der Effekte von Lanthan verglichen mit bekannten
Effekten auf einzelne lonenkanile.

Effekte Frequenz « Frequenz 1/|
Amplitude | Amplitude |
Kontraktilitat |

TRPM7 I 10, 55, 56, 60]

L-Typ VDCC

TRPM4

[ ] kein Effekt/keine Daten 1 Aktivierung
[ leichte Hemmung [ moderate Hemmung [ starke Hemmung

Zu betonen ist, dass auch in Konzentrationsbereichen, die in anderen Studien zu einer nahezu
vollstandigen Blockierung von TRPM7 flhrten, in unseren Experimenten die Spontanaktivitat
zwar stark verandert, aber nicht erloschen war. Auch dies spricht gegen eine essentielle Rolle

von TRPM?Y in der primaren Generierung der Schrittmacheraktivitat.

Entsprechend des in Abschnitt 4.1.1. dargestellten Interpretationsansatzes und dem konstru-
ierten FlieRschema ergibt sich, dass die unter der Testsubstanz Lanthan beobachteten Effekte
sowohl durch Blockade des TRPM7-Kanals, als auch durch nicht spezifische Effekte begrin-

det werden kdnnen. Somit ist die Signifikanz in diesem Fall unbekannt.
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Abbildung 38: Interpretation der Ergebnisse mit Lanthan

1 mM Lanthan hemmt den TRPM7-Kanal stark. Schon vor Applikation dieser Konzentration zeigen sich deutliche
Effekte auf die Spontanaktivitat der glattmuskuldaren Gewebepraparaten. Da auch die Response der Gewebe auf
KCI und ACh deutlich reduziert wird, ist die Signifikanz unbekannt.

FLUFENAMINSAURE

Nach Applikation von 100 yuM FFA sollte eine Reduktion von Frequenz und Amplitude durch
die Blockade des TRPM7-Kanals beobachtet werden [14, 55, 56, 65].

Allerdings konnte in den durchgeflihrten Versuchsreihen schon vor dem Erreichen dieser Kon-
zentration ein signifikanter Effekt im Sinne einer Frequenz- und Amplitudenminderung in allen
Geweben beobachtete werden. Bei der Portalvene zeigte sich sogar ein vollkommener Wegfall
der Aktivitat.
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Tabelle 14: Beobachtete Konzentrationsabhangigkeit der Effekte von Flufenaminsaure verglichen mit be-
kannten Effekten auf einzelne lonenkanile.

Effekte Frequenz | Frequenz ||
Amplitude | Amplitude ||
Kontraktilitat | |

TRPM7 - [14, 55, 56,
65]

TRPC4 [93]

Ca?*aktivierte [91, 94]
Cl-Kanale

[ ] kein Effekt/keine Daten 1 Aktivierung
[ leichte Hemmung [ moderate Hemmung [l starke Hemmung

Setzt man die dosisabhangigen Substanzeffekte in Zusammenhang mit den Kanalinteraktio-
nen des FFA, so lasst sich erkennen, dass die beobachteten Effekte durch die Interaktionen
mit TRPM4-Kanals sowie der Connexine zu erklaren sind [91, 92]. Dabei ist besonders auffal-
lig, dass die Gewebe sich in ihrer Kontraktionsantwort auf die Zugabe des FFA unterscheiden.
Wahrend die Amplitude bei Colon und Uterus zunéachst stabil bleibt, zeigen PV und Antrum
schon bei 5 uM signifikante Amplitudeneffekte. Auch hier Iasst sich wieder ein Zusammenhang

mit schlechterer Kopplung in Antrum und PV herstellen.

Am eingefuhrten Schema zeigt die Zugabe des FFA einen supprimierenden Effekt auf die
Spontanaktivitdt des glatten Muskels. Allerdings zeigen sich eben auch KCI- und ACh-
Response deutlich beeinflusst, sodass auch hier formal die Signifikanz unbekannt ist. Aller-
dings gilt es zu beachten, dass die beobachteten Effekte bereits bei Konzentrationen auftreten,
die weit unter der IC 50 des TRPM7-Kanals liegen, sodass die hier beobachteten Effekte am
ehesten auf eine Blockade im Amplifizierungsprozess und nicht im Schrittmacherprozess zu-

rickzufihren sind.

Aullerdem zeigt die Testsubstanz ausgepragte hemmende Effekte auf Chloridkanéale. Insbe-
sondere Ca?*-aktivierte Cl-Kanale werden durch FFA gehemmt. Die IC 50 liegt zwischen 28
bis 35 pM [91, 94]. Innerhalb dieses Bereichs zeigen sich auch in der vorliegenden Versuchs-

reihe deutliche hemmende Effekte auf die Spontanaktivitat der Gewebe. Schlieldlich ist FFA
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die einige Substanz, die in einigen Geweben zu einem kompletten Wegfall der Spontanaktivitat
fuhrt.

Flufenaminsaure
Hypothese*___ Effekt “/] P Effekt —_—
nichtwahr e e
Bewertung nicht spezifischer Substanzeffekte
et L Fehlende nicht spezifische
Signifikanz spezifische Effekte - Hypothese
. -> Effekte (z.B. unveranderte ===
unbekannt (z.B. verminderte ACh- ACh-Antwort) wahr
Antwort)

Abbildung 39: Interpretation der Ergebnisse mit FFA

100 uM FFA hemmen den TRPM7-Kanal moderat. Schon vor Applikation dieser Konzentration zeigen sich deutli-
che Effekte auf die Spontanaktivitét der glattmuskularen Gewebepraparaten. Da auch die Response der Gewebe
auf KCI und ACh deutlich reduziert wird, ist die Signifikanz unbekannt.

CHINIDIN

Ab einer Konzentration von 1 mM sollte in den getesteten Gewebe ein Effekt auf die Spontan-
aktivitat beobachtet werden, da diese Konzentration den TRPM7-Kanal blockiert [14, 56]. In-
nerhalb der Versuchsreihen konnten allerdings ahnlich wie bei FFA bereits in geringeren Do-

sisbereichen deutliche Effekte auf Frequenz und Amplitude beobachtet werden.

Tabelle 15: Beobachtete Konzentrationsabhingigkeit der Effekte von Chinidin verglichen mit bekannten
Effekten auf einzelne lonenkanile.

| twm| doum | 100y | 1000uM | Quelle

Frequenz «— Frequenz|
Amplitude | Amplitude ||
Kontraktilitat |

TRPM4

Connexine

TRPC4

[ ] kein Effekt/keine Daten 1 Aktivierung
[ leichte Hemmung [ moderate Hemmung [ starke Hemmung
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Ab 10 yM kam es zu einer Minderung der Amplitude. In diesem Konzentrationsbereich ist eine
Blockade der L-Typ VDCC beschrieben [95], die fir die glattmuskulare Kontraktionsantwort
unabdingbar sind. Dies zeigte sich auch in einer deutlichen Reduktion der KCl-induzierten
Kontraktionsantwort. Die ACh-induzierte Kontraktionsantwort kam in allen Geweben komplett
zum Erliegen, was durch die starke Hemmung der TRPC4-Kanale zu erklaren ist [96]. Die bei
100 uM beobachtete Frequenzzunahme in Colon, Portalvene und Uterus lasst sich durch die

bekannten Interaktionen der Testsubtanz Chinidin nicht erklaren.

Im bekannten Schema zeigt die Zugabe des Chinidin einen supprimierenden Effekt auf die
Spontanaktivitdt des glatten Muskels. Allerdings zeigen sich eben auch KCI- und ACh-
Response deutlich beeinflusst, sodass auch hier formal die Signifikanz unbekannt ist. Aller-
dings gilt es zu beachten, dass die beobachteten Effekte bereits bei Konzentrationen auftreten,
die weit unter der Blockade des TRPM7-Kanals liegen, sodass die hier beobachteten Effekte
auf eine Blockade im Amplifizierungsprozess und nicht im Schrittmacherprozess zurtickzufuh-

ren sind.

Chinidin

MYPONES? - ——~ Effekt 0/] «——=— Effent l —

nichtwahr
Bewertung nicht spezifischer Substanzeffekte 4—'

relevante nicht : -

Signifikanz spezifische Effekte ‘ _y e ?ngctlnigfggicgg ——— Hypothese

unbekannt (z.B. verminderte ACh- ACH-Antwort) wahr
Antwort)

Abbildung 40: Interpretation der Ergebnisse mit Chinidin

100 uM FFA hemmen den TRPM7-Kanal moderat. Schon vor Applikation dieser Konzentration zeigen sich deutli-
che Effekte auf die Spontanaktivitat der glattmuskularen Gewebepraparate. Da auch die Response der Gewebe
auf KCI und ACh deutlich reduziert wird, ist die Signifikanz unbekannt.

4.1.3 VERGLEICH DER GEWEBESPEZIFISCHEN UNTERSCHIEDE

Ein Ziel dieser Arbeit war es, Erkenntnisse Uber den Schrittmacherprozess der bislang weniger
untersuchten extraintestinalen Gewebe, wie in diesem Fall PV und Uterus zu sammeln. Ver-
gleicht man die Anderungen der Spontanaktivitat dieser Gewebe unter dem Einfluss der
Testsubstanzen miteinander, so fallt auf, dass alle Gewebe zumindest in der Tendenz gleiche

Veranderungen in ihrem Kontraktionsmuster zeigen.
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Die zu beobachtenden Effekte zeigen nur wenige Unterschiede zwischen intestinalen und ext-
raintestinalen Geweben. Dies deutet darauf hin, dass alle untersuchten Gewebe groRe Ahn-
lichkeiten im Schrittmacherprozess haben. Die zu beobachtenden Unterschiede hangen viel

eher z.B. von der unterschiedlich starken Kopplungsreserve der Gewebe ab.
So zeigen Colon und Uterus ahnliche Anderungen in der Aktivitét nach Zugabe der Testsub-
stanzen als beispielsweise Colon und Antrum, wohingegen sich das Antrum oft &hnlich verhalt

wie die Portalvene.

4.2 BEWERTUNG DER FLUORESZENZSMIKROSKOPISCHEN MESSUNGEN

4.2.1 ZELLMORPHOLOGIE

Da fur die Erstellung der Primarkultur die Muscularis aus dem Bereich Corpus/Antrum des
Rattenmagens entnommen wurde, konnte eine Zellkultur mit unterschiedlichen Zelltypen und

nicht ausschlieRlich mit ICCs erwartet werden.

Neben ICC enthalt die Kultur
o Myozyten, da es sich um glattes Muskelgewebe handelt.
o Fibroblasten, da diese im Bindegewebe der Proben enthalten sind und zudem im All-

gemeinen eine héhere Wachstumsrate aufweisen als andere Zelltypen.

Zur morphologischen Differenzierung dieser Zelltypen wurden diese nach Fixierung unter dem
Mikroskop im Phasenkontrast betrachtet. ICC-MY sind an ihrem sternférmigen Zellkérper zu
erkennen. Es gibt sehr wenig perinukledres Cytoplasma. Sie bilden mehrere feine Fortsatze,
die in engem Kontakt mit Fortsatzen anderer ICC stehen [97]. Myozyten sind spindelférmig
und bilden selten Auslaufer. Der Zellkern ist oval bzw. langgezogen. Sie wachsen in paralleler
Ausrichtung und hoher Dichte [98]. Fibroblasten kdnnen in vielfaltigen Formen auftreten, so-
wohl gestreckt als auch sternférmig. Sie haben einen flachen Zellkérper und bilden Auslaufer.

Der Zellkern ist grof3 und rund.

Die im Rahmen dieser Arbeit angelegten Zellkulturen beinhalteten alle diese Zelltypen. Das
verwendete Protokoll wurde auf Grundlage verschiedener publizierter Protokolle zur Gewin-
nung kultivierter ICC entwickelt. Im Gegensatz zu diesen konnten wir auch ohne Zusatz spe-

zieller Wachstumsfaktoren kulturelle aktive ICC erzeugen.
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Den wichtigsten Indikator dafir, dass die von uns kultivierten und fir die Versuche verwende-
ten Zellen auch tatsachlich funktionsfahige ICC enthielten, liefert das Charakteristikum der
Spontanaktivitat, welches durch die oszillierenden Ca?*-Signale in den einzelnen Zellen dar-
gestellt werden konnte. Denn weder Myozyten noch Fibroblasten weisen die Eigenschaft der

endogenen Rhythmizitat auf.

4.2.2 FREQUENZ UND RHYTHMIK

Innerhalb der konfokalmikroskopischen Messungen konnten spontanaktive Zellen identifiziert
werden. Die mittlere Frequenz der Ca?*-Oszillationen liegt mit 1,4/min im unteren Bereich der
durchschnittlichen Frequenz der phasisch rhythmischen mechanischen Aktivitat unter isomet-
rischen Bedingungen im Organbad (3/min) bzw. der publizierten Frequenz der Slow Waves im

Rattenmagen, die gemessen mit extrazellularen Elektroden zwischen 1,3 bis 5,3/min lag [99].

Auch die Rhythmik der Ca?*-Oszillationen entsprach den durchgehenden oszillierenden Kraf-

tanderungen des Antrums bei den Versuchen im Organbad.

4.2.3 EFFEKTE DER TESTSUBSTANZEN AUF DIE SPONTANAKTIVITAT

Da innerhalb der Organbadversuche leidglich die Kraft als Gradmesser von Effekten zur Ver-
fugung stand, konnten Effekte, die einseitig auf den kontraktilen Prozess wirkten, nicht von
solchen abgegrenzt werden, die Uber Effekte an lonenkanélen die Erregbarkeit und damit
schlieBlich indirekt die Mechanik veranderten. Um Effekte auf die spontanen Rhythmen unter
Umgehung der chemisch-mechanischen Kopplung beobachten zu kénnen, wurde die Methode

des Ca?*-Imaging an primaren Zellkulturen als weiterer Ansatz ausgewahlt.

Substanz X

AN

ICC SMC
CaM +MLCK
[Ca*] VW | l /
[Ca?*J+CaM+MLCK \
- NG — )
v ¥
Ca?* Messung an der Zelle Kraftmessung Gewebe

Abbildung 41: Darstellung der gemessenen Endpunkte in Organbad und Konfokalmikroskopie
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Der Beweis, dass es sich bei den von uns kultivierten bzw. gemessenen Zellen tatsachlich um
ICC handelt, wurde nicht direkt, sondern indirekt durch den Nachweis von spontanen Ca?'-
Oszillationen erbracht. Dass diese Aktivitat nicht zufallige Oszillationen oder eine rhythmische
Ebenendrift ist, konnte durch die Temperatursensitivitat dieser Zellen gezeigt werden. Bei ei-
ner Abnahme der Temperatur unter 30 °C kam die Spontanaktivitdt zum Erliegen. Diese starke
Temperaturabhangigkeit wurde auch fiir eine glattmuskularen mechanischen Spontanaktivitat
beschrieben [71].

Zur Blockade des TRPM7-Kanals in den kultivierten Zellen wurden die Testsubstanzen Sper-
min und Lanthan ausgewabhlt, da fir diese die meisten Referenzen zur Blockade des Kanals
in der Literatur vorlagen. Fur Spermin wurde eine Konzentration von 700 uM gewahlt. Dieser
Wert entspricht der héchsten Konzentration, die innerhalb der Organbadexperimente getestet
wurde und liegt weit Uber der fir den TRPM7-Kanal inhibierenden IC50 (vgl. Tab.1).

Nach Zugabe der Testsubstanz Spermin wurden keine Effekte auf die Ca?*-Oszillationen be-
obachtet. Weder die Frequenz noch die Amplitude zeigten signifikante Unterschiede zur Mes-

sung unter Kontrollbedingungen.

Diese Tatsache bekraftigt die Ergebnisse der Organbadexperimente. Zwar konnten dort mo-
derate Effekte auf die Amplitude der Aktivitat festgestellt werden, die jedoch durch die nicht-
spezifischen Wirkungen des Spermin in hohen Dosisbereichen erklarbar waren. Die Frequenz
der Aktivitat blieb sowohl am intakten Muskelpraparat als auch an der primaren Zellkultur un-
beeinflusst. Eine trotz Blockade des Kanals fehlende Beeinflussung der mechanischen Spon-
tanaktivitat und spontanen Ca?*-Oszillationen belegen deutlich, dass der TRPM7-Kanal nicht

die initiierende Stromkomponente im Schrittmacherprozess sein kann.

Die Testsubstanz Lanthan wurde in einer Konzentration von 1 mM gewahlt, da dies der be-
kannten IC50 fiir den TRPM7-Strom entspricht [40]. Lanthan zeigte auf die Ca?*-Oszillationen
einen schwachen Effekt mit gréRerer Beeinflussung der Amplitude als der Frequenz. Daraus
I&sst sich folgern, dass die Blockade des TRPM7-Kanals in isolierten ICC keinen Effekt auf die
Aktivitat hat.
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4.3 FEHLERQUELLEN UND LIMITATIONEN DER METHODIK

4.3.1 ORGANBAD

Das Organbad ist eine probate Methode, den glatten Muskel non-invasiv unter annahernd
physiologischen Bedingungen hinsichtlich seiner pharmakologischen Beeinflussung zu studie-

ren.

Um zufallige Messfehler so gering wie moglich zu halten, wurden alle Einflussgrofien des Or-
ganbades sorgfaltig Uberwacht. Hierzu zahlten die Konstanthaltung der Temperatur auf 37 °C,
die Sicherstellung der Begasung und die vor Versuchsbeginn stets frisch zubereitete modifi-
zierte Krebslosung. Ferner wurden vor jedem Versuch die zur Kraftmessung genutzten me-

chanischen Transducer mit einem Gewicht geeicht.

Durch die Methode des Organbades ist es mdglich, den glatten Muskel in seiner Gesamtheit,
d.h. Myozyten, ICC und Neurone zu untersuchen. Allerdings stehen zur pharmakologischen
Blockade des TRPM7-Kanals zwar potente, aber gleichzeitig auch unselektive Substanzen zur
Verfligung, sodass durch den Einsatz der Testsubstanzen auch einige fir die Kontraktilitat des
glatten Muskels wichtige lonenkanale oder Rezeptoren beeinflusst werden. Aus diesem Grund
konnten die beobachteten Effekte in vielen Fallen nicht zweifelsfrei den SMC oder ICC zuge-
ordnet werden, sodass erweiterte Untersuchungen notwendig waren, um eine klare Aussage

Uber den Stellenwert des TRPM7-Kanals im Pacemaking zu treffen.

Im Vergleich zu den Voruntersuchungen der Forschungsgruppe Kim et al., deren Ergebnisse
deutliche Abweichungen zu den innerhalb dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse zeigten, gibt
es Unterschiede in der verwendeten Spezies, dem Alter der Tiere sowie dem untersuchten

Gewebe [14]. Die folgende Tabelle fasst die Unterschiede zusammen:

Tabelle 16: Vergleich der verwendeten Gewebe

I o A RN

Kim et al. BALB/c mice 8-13 Tage Dinndarm

vorliegende Versuche Wistar Ratten 200-250 Tage Magen, Colon, PV, Uterus
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4.3.2 ZELLKULTUR

Die Zellkultur bietet im Vergleich zum Organbad zwar eine Methode, mit der man einzelne
Zelltypen, wie in diesem Fall die ICC, isoliert betrachten und pharmakologisch beeinflussen
kann, allerdings ist diese damit auch wenig physiologisch. Um dennoch mdéglichst gering ver-
anderte Zellen zu messen, wurde die Herstellung von primaren Zellkulturen der Verwendung
von permanenten Linien vorgezogen. Durch die enzymatische Behandlung der Kulturen kann
es zu einem Verlust der Oberflachenproteine, einschlielich c-Kit kommen [100]. Allerdings ist

bekannt, dass lonenstrome auch in primarer Zellkultur verandert werden kénnen [101-103].

Zur Herstellung der Zellkultur wurde ausschlieBlich Gewebe aus dem Bereich des Magens
(Corpus-/Antrumbereich) entnommen. Grund daflr, dass nur dieses Gewebe verwendet
wurde, war zum einen die Tatsache, dass das Gewebe dort steril entnommen werden kann.
Die Sterilitat ist eine wichtige Grundvoraussetzung fir die erfolgreiche Etablierung einer Zell-
kultur. Zum anderen ist die Grundfrequenz des Magens hoch und damit auch unter instabileren
Bedingungen besser zu beobachten als es beispielsweise beim Uterus der Fall ist (vgl. Abb.
10).

Zu berUcksichtigen ist auRerdem, dass die Ausbeute der tatsachlich aktiven Zellkulturen gering
war und daher nur eine geringe Anzahl an Zellkulturen fir die fluoreszenzmikroskopischen
Messungen herangezogen werden konnte. Grund fiir die geringe Anzahl an untersuchten Pra-
paraten war unter anderem auch der hohe Zeitaufwand zur Etablierung der ohne auferlich

zugesetzten Wachstumsfaktor spontanaktiven Zellkultur.

Eine weitere Schwierigkeit bei den Messungen am Konfokalmikroskop war die Temperatur-
kontrolle. Im Vergleich zu den Organbadversuchen zeigte sich die Temperatur stets ca. 4 °C
geringer. Dies erklart die Frequenzunterschiede, die sich zwischen Organbad und Konfokal-

mikroskop ergaben, da die Frequenz unmittelbar von der Temperatur abhangig ist [71].
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V. SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Zwar konnten unter Einfluss der Testsubstanzen Spermin, Lanthan, FFA und Chinidin ausge-
pragte Effekte auf die mechanische Spontanaktivitat der unterschiedlichen Gewebe beobach-
tet werden, dennoch kann in der Zusammenschau der im Rahmen dieser Arbeit erhobenen
Daten nicht die Modulation des TRPM7-Kanals der Grund fir diese Effekte sein. Die Ergeb-
nisse der Untersuchungen ergeben keine Hinweise darauf, dass der TRPM7-Kanal eine
Schlusselfunktion im Pacemaking der untersuchten Organe einnimmt. Vielmehr sind die beo-
bachteten Effekte durch die Beeinflussung anderer, bereits bekannter lonenkanale zu erkla-

ren.

Ein knock down des Kanals unter den hier getesteten Kulturbedingungen kénnte weitere wich-
tige Ergebnisse liefern, da durch diese Methode das TRPM7-Protein selektiv ausgeschaltet
wird und die gewahlte Kulturmethode maoglicherweise reprasentativer flr das biologische Ver-

halten der Organe im adulten Tier ist.

Ein von der der Forschungsgruppe Kim et al. publizierter knock down des TRPM7-Kanals
fuhrte zwar zu einem kompletten Verlust der elektrischen Spontanaktivitat an kultivierten ICC,
allerdings zeigt die in der Literatur dargestellte Registrierung eine deutliche Verschiebung des
Membranpotenzials. Wahrend die Kontrollmessung noch ein Membranpotenzial der ICC zwi-

schen -70 bis -20mV zeigte, betrug es nach dem knock down zwischen -36 bis -20mV [14].

Diese Verschiebung konnte einerseits neben zahlreichen anderen Effekten dazu fuhren, dass
die fir die aufsteigende Phase verantwortlichen, spannungsabhangigen Ca?*-Kanale bereits
inaktiviert sind und somit keine weitere Depolarisation der ICC mdglich machen, sodass es in
der Folge zu keiner Aktivitat der ICC kommt. Andererseits kann eine derartig starke, dauer-
hafte Abweichung der Zelle von ihrem physiologischen Membranpotenzial schlicht Ausdruck
einer schweren Storung des allgemeinen Zellmetabolismus sein, z.B. durch eine dysregulierte
Magnesiumhomdostase. Der Wegfall der PP ware in diesem Fall eher als eines von vielen
moglichen Symptomen der Zellschadigung zu interpretieren und passt nicht in die postulierte

Funktion des TRPM7-Kanals als Schrittmacher der Spontanaktivitat.

Alles in allem sind also weitere Untersuchungen notwendig, um den genauen Mechanismus
des Pacemaking im glatten Muskel erklaren zu kénnen. Die eingangs dieser Arbeit formulierte
These, dass der TRPM7-Kanal ein zentrales Element des Pacemaking im glatten Muskel sein
kénnte, konnte sich aufgrund der dargestellten Untersuchungsbefunde dieser Arbeit nicht be-

statigen.
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THESEN DER DISSERTATION

Ein besseres Verstandnis der Prozesse der interstitiellen Zellen nach Cajal (ICCs)
stellt eine Grundlage fir die Entwicklung neuer Therapieansatze flr gastrointesti-

nale Motilitatsstorungen dar.

Glattmuskulare Praparate von Antrum, Colon, Portalvene und Uterus der Ratte zei-
gen im Organbad spontane phasisch-rhythmische Kontraktionen. Die Frequenz

und das Kontraktionsmuster zeigen dabei organspezifische Charakteristika.

Die TRPM7-Kanal Modulatoren Spermin, Lanthan, Flufenaminsaure und Chinidin
zeigen dosisabhangige Effekte auf die mechanische Spontanaktivitat der glattmus-
kularen Praparate. Frequenz, Amplitude und Integral der Kontraktionskraft werden

organabhangig in unterschiedlichem Ausmalf} beeinflusst.

Neben einem Effekt auf die mechanische Spontanaktivitat zeigen die TRPM7-Ka-
nal- Modulatoren auch ausgepragte Effekte auf die exogene Aktivierbarkeit der Pra-

parate durch Acetylcholin und Kaliumchlorid.

Konzentrationen der Testsubstanz Spermin, die nachweislich zu einer Blockade
des TRPM7-Kanals fuhren, zeigen kaum Effekte auf die mechanische Spontanak-

tivitat der glattmuskularen Praparate.

Auch Primarkulturen aus dem Corpus-/Antrumbereich des Magens zeigen unter
konfokalmikroskopischen Bedingungen spontane Oszillationen des Ca?*-Signals.
So kann diese Messmethode als probates Mittel zum Studium isolierter ICCs etab-

liert werden.

Die TRPM7 Modulatoren Spermin und Lanthan zeigen nur einen geringen Effekt

auf die Ca?*-Oszillationen der ICC.

Die TRPM7-Kanal Modulatoren zeigen ausgepragte Effekte auf andere lonenka-
nale, die wichtige Elemente der mechanischen Spontanaktivitat des glatten Mus-

kels darstellen.
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