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I. EINLEITUNG 

 

Als kontraktiler Apparat erfüllt die glatte Muskulatur in verschiedenen Organen vielfältige 

mechanische Aufgaben. Sie ermöglicht es dem Gastrointestinaltrakt, durch komplexe 

aufeinander abgestimmte Kontraktionen und Relaxationen, den Darminhalt fortzubewegen. 

Die Motilität des unteren Gastrointestinaltraktes kann von diversen Faktoren beeinflusst und 

durch unterschiedliche Wege ausgelöst werden. Kommt es zu einer erhöhten, reduzierten oder 

auch fehlenden gastrointestinalen Motilität, besteht die Gefahr einer Dysfunktion. 

 

1.1 AUFBAU UND FUNKTION UNTERER GASTROINTESTINALTRAKT 

 

Der Verdauungstrakt, welcher sich als Muskelschlauch von der Mundhöhle bis zum After hin 

erstreckt, kann in verschiedene Abschnitte unterteilt werden. Er kann anhand der spezifischen 

Aufgaben der jeweiligen Organe, in den oberen und unteren Gastrointestinaltrakt gegliedert 

werden. Zum oberen Gastrointestinaltrakt zählen die Mundhöhle, der Rachen, die Speiseröhre 

und der Magen. Schlussfolgernd bilden der Dünn- sowie Dickdarm den unteren 

Gastrointestinaltrakt. Histologisch gesehen weisen diese Organe eine vergleichbare 

Wandstruktur auf, die je nach Abschnitt und Funktion angepasst ist. Sie bestehen aus der 

Tunica mucosa, der Tela submucosa, der Tunica muscularis und der Tunica Serosa (bei 

intraperitonealen Organen) bzw. der Tunica adventitia bei extra- und retroperitonealen 

Organen (Liao et al. 2009). Die Tunica mucosa besteht aus drei Schichten: der Lamina 

epithelialis mucosae (Schleimhautepithel), der Lamina propria mucosae 

(Schleimhautbindegewebe) sowie der Lamina muscularis mucosae 

(Schleimhautmuskelschicht). Die daran angrenzende Tela submucosa besteht aus einer 

Bindegewebsschicht mit Blut- und Lymphgefäßen sowie Nervenfasern des Plexus 

submucosus (Meissner-Plexus). Die dritte Wandschicht ist die Tunica muscularis, welche 

meist aus einer inneren Ringmuskelschicht (Stratum circulare) und äußeren 

Längsmuskelschicht (Stratum longitudinale) besteht. Diese Muskelschichten haben die 

Funktion den Speisebrei zu durchmischen und weiterzutransportieren. Zwischen diesen 

beiden Muskelschichten befindet sich der Plexus myentericus (Auerbach Plexus), der die 

Darmmotilität reguliert. In die Muskulatur des unteren Gastrointestinaltraktes sind außerdem 

spindel- und sternförmige Zellen mit Zellkern eingebettet, welche als interstitiellen Zellen von 

Cajal (ICC) bezeichnet werden. Diese sind über Gap Junctions untereinander und mit den 

angrenzenden glatten Muskelzellen der jeweiligen Lokalisation, wie in Abb. 1 beschrieben, 

verbunden. Des Weiteren bilden sie synapsenartige Verbindungen mit Varikositäten der 

enterischen Nervenzellen. Auf die Funktion der ICC wird in Kapitel 1.3 näher eingegangen. 

Die äußere Wandschicht besteht aus Tunica adventitia oder Tunica Serosa. Letzteres 
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überzieht eine Bindegewebsschicht (Tela subserosa), die sich durch arterielle und venöse 

Gefäßnetze charakterisiert. (Kirsch et al. 2024; Vaupel und Jänig 2019; Liao et al. 2009) 

 

 
ABB. 1 SCHEMATISCHE DARSTELLUNG VOM AUFBAU DER DARMWAND Der vereinfachte Längsschnitt durch 
die Darmwand zeigt die typischen Schichten von Dünndarm und Dickdarm. Die Tunica mucosa bildet 
die innere Begrenzung zum Darmlumen. Darunter liegt die Tela submucosa, eine Bindegewebsschicht, 
die den Plexus submucosus sowie spezifische interstitielle Zellen von Cajal (ICC-SMP im Dickdarm, 
ICC-DMP im Dünndarm) enthält (gelb dargestellt). Die Tunica muscularis besteht aus einer inneren 
Ringmuskelschicht (Stratum circulare) und einer äußeren Längsmuskelschicht (Stratum longitudinale). 
Zwischen diesen beiden Muskelschichten liegt der Plexus myentericus, in dessen Bereich auch die ICC-
MY angesiedelt sind. Innerhalb der Muskelschichten befinden sich zusätzlich intramuskuläre ICC (ICC-
IM). Die enterischen Nervenzellen (braun dargestellt) sind im Plexus submucosus und Plexus 
myentericus organisiert und lassen sich in exzitatorische und inhibitorische Motoneurone, Interneurone 
sowie sensorische Neurone unterteilen. Die äußere Begrenzung der Darmwand bildet entweder die 
Tunica serosa (bei intraperitonealen Abschnitten) oder die Tunica adventitia (bei retroperitonealen 
Abschnitten). (Sanders et al. 2014; Burns et al. 1997; Ward und Sanders 2001; Liao et al. 2009) 
 

Obwohl Dünn- und Dickdarm gemeinsame histologische Merkmale aufweisen, unterscheiden 

sie sich in ihrem anatomischen Aufbau und ihrer Funktion. Der Dünndarm hat eine Länge von 

etwa 3 bis 5 m und wird von oral nach aboral in das Duodenum, Ileum und Jejunum unterteilt. 

Das Duodenum neutralisiert zunächst den sauren Speisebrei aus dem Magen, bevor die 

enthaltenen Nährstoffe mithilfe von Verdauungsenzymen weiter abgebaut und teilweise 

resorbiert werden. Dieser Prozess wird durch Gallenflüssigkeit, Verdauungsenzyme und 

Hydrogencarbonat des Pankreas sowie der Brunner-Drüsen unterstützt. Das Duodenum ist 

ca. 25 cm lang, erstreckt sich c-förmig um das Pankreas herum und lässt sich von oral nach 

aboral in die Pars superior, Pars descendens, Pars horizontalis und Pars ascendens 

unterteilen. Durch die Vorwölbung der Tunica mucosa und Tela submucosa entstehen die für 

den Dünndarm typischen Ringfalten (Plicae circulares). Im Anschluss an das Duodenum 

erstrecken sich das Jejunum und Ileum auf einer Länge von etwa 3 bis 5 m. Ihre Funktion liegt 
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in der enzymatischen Spaltung der Nahrungsbestandteile und Durchmischung des 

Speisebreis. Das ca. 3 m lange Ileum befindet sich vor allem in der rechten unteren 

Bauchhöhle und im großen Becken, wo es an der Valva ileocaecalis (Bauhin-Klappe) in das 

Colon übergeht. Unterhalb der Bauhin-Klappe erstreckt sich der Blinddarm (Caecum) und 

bildet den ersten Abschnitt des Dickdarms. Allgemein lässt sich der Dickdarm in das Caecum 

mit der Appendix vermiformis, das Colon, das Rectum und den Canalis analis unterteilen, 

wobei sich das Colon wiederum in das Colon ascendens, Colon transversum, Colon 

descendens und das s-förmige Colon sigmoideum gliedert. Mit einer Gesamtlänge von 1,5 m 

legt sich das Colon wie ein Rahmen um die Dünndarmschlingen. Seine Funktion liegt in der 

Resorption von Wasser und Elektrolyten aus dem Speisebrei, wodurch dieser eingedickt und 

durch den Enddarm als Faeces ausgeschieden wird. Charakteristisch für das Caecum und 

das Colon sind Tänien, Haustren (lokale Einschnürungen der Ringmuskulatur) und 

Appendices epiploicae (Fettanhängsel). Als Tänien werden drei kräftig ausgebildete 

Längsstreifen der Tunica muskularis bezeichnet, die aus der äußeren Längsmuskelschicht 

(Stratum longitudinale) hervorgehen, dort zu schmalen Bündeln verdichtet sind und in 

Abhängigkeit ihrer Verwachsung benannt werden. (Kirsch et al. 2024; Vaupel und Jänig 2019) 

 

Der Gastrointestinaltrakt ist ein wichtiges Ausscheidungsorgan und übernimmt eine 

entscheidende Rolle bei der Ausscheidung unverdaulicher Nahrungsmittelbestandteile sowie 

potenziell schädlicher Stoffe, wobei die Peristaltik letztlich für den Abtransport von Erregern 

und deren Ausleitung mit dem Stuhl verantwortlich ist. 

 

1.2  MOTILITÄT DES UNTEREN GASTROINTESTINALTRAKTS 

 

In der Regel dauert es ca. ein bis drei Tage die aufgenommene Nahrung wieder 

auszuscheiden. Die zugeführte Kost wird auf ihrem Weg durch den Verdauungstrakt 

mechanisch zerkleinert, mit den Verdauungssekreten durchmengt und weiter Richtung aboral 

befördert. Diese Vorgänge werden mit Hilfe der gastrointestinalen Motilität ermöglicht 

(Leipziger 2017), wobei die Kontraktion der glatten Muskulatur entweder als tonisch oder 

phasisch klassifiziert werden kann (Reho et al. 2014; Fisher 2010). Die tonische Kontraktion 

bezeichnet eine anhaltende, lang andauernde Muskelkontraktion, wie sie beispielsweise in 

den inneren Sphinkteren des Gastrointestinaltrakts vorkommt. Im Gegensatz dazu sind 

phasische Kontraktionen kurz andauernde, rhythmische Muskelaktivitäten, die maßgeblich zur 

Peristaltik des Gastrointestinaltrakts beitragen und den Transport des Nahrungsbreis entlang 

des Verdauungstrakts ermöglichen (Pfitzer 2022). Grundlegend lässt sich die gastrointestinale 

Motilität in zwei Phasen unterteilen, die digestive und die interdigestive Motilität (Gekle 2023). 
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Charakteristisch für die interdigestive Phase oder Nüchternmotilität ist ein immer 

wiederkehrendes Motilitätsmuster, das als „Migrating Motor Complex“ (MMC) bezeichnet wird 

und dessen Aufgabe es ist, unverdauliche Nahrungsreste und Verdauungssekrete durch 

kräftige peristaltische Wellen abzutransportieren, wodurch die Bakterienvermehrung im 

Dünndarm unter Kontrolle gehalten wird. Dabei handelt es sich um motorische Wellen, die alle 

30 bis 120 min vom unteren Ösophagussphinkter bis in das terminale Ileum wandern können 

(Kellow et al. 1986). Der MMC zeichnet sich durch drei zyklisch wiederkehrende Phasen aus: 

In der Phase I findet eine einstündige Ruhepause mit wenig bis keine Kontraktionen statt. 

Daraufhin treten in Phase II für ca. 30 bis 45 min vereinzelnde Kontraktionen mit einer 

wechselnden Stärke und Frequenz auf. Dazu zählen unregelmäßige 

Segmentationsbewegungen und irreguläre, nicht weitergeleitete oder über kurze Strecken 

fortgeleitete Kontraktionen. In Phase III verlaufen regelmäßige, propulsive peristaltische 

Wellen mit maximaler Intensität für ca. 5 bis 15 min. Die Aktivitätsfront wandert dabei langsam 

vom Magen bis ins terminale Ileum mit einer Fortleitungsgeschwindigkeit von 2 bis 4 cm/min. 

Die Kontraktionsfrequenz entspricht der Slow-Wave-Aktivität der jeweiligen Organregion, da 

nahezu alle Slow Waves in dieser Phase durch Spike-Potenziale in tatsächliche 

Muskelkontraktionen überführt werden. Bei einem gesunden Menschen bedeutet das etwa 3 

Kontraktionen/min im distalen Magen, 11 bis 12 Kontraktionen/min im proximalen Dünndarm 

und etwa 8 bis 9 Kontraktionen/min im distalen Dünndarm. (Allescher 2020; Herbert und Holzer 

2009). Hierbei kann eine höhere Aktivität in der Nacht als am Tag festgestellt werden. Der 

Phase III folgt immer eine Phase I, womit der Zyklus erneut beginnt. (Leipziger 2017; Gekle 

2023; Deloose et al. 2012; Kellow et al. 1986) 

 

Nach der Nahrungsaufnahme wird das interdigestive Motilitätsmuster durch ein intensives, 

kontinuierliches und höherfrequentes Kontraktionsmuster ersetzt, das unterschiedliche 

Amplituden aufweist (Staumont et al. 1992). Nach dem Nüchternzustand weist die 

gastrointestinale Motilität unterschiedliche Aktivitätsmuster auf. Zu den postprandialen 

Motilitätsmustern des Dünndarms zählen die propulsive und nicht-propulsive Peristaltik mit 

Segmentationen sowie Pendelbewegungen (Vaupel 2010; Gekle 2023). 

 

Mit Hilfe der propulsiven Peristaltik findet der oral-aborale Transport statt, welcher durch den 

Wechsel von Kontraktion und Relaxation der Ringmuskulatur wellenförmig über das Darmrohr 

wandert (Vaupel 2010; Waterman et al. 1994). Die Durchmischung des Darminhalts wird durch 

nicht-propulsive Peristaltik, bei der es zur Kontraktion der Ringmuskulatur über kurze Strecken 

kommt, sowie durch Segmentation, die durch lokale, zirkuläre Kontraktion der Ringmuskulatur 

entsteht, hervorgerufen. Durch die nicht-propulsive Peristaltik kann auch der Darminhalt 

langsam nach distal transportiert werden, da eine Frequenzabnahme von oral nach aboral 



EINLEITUNG 

 
5 

vorliegt (Vaupel 2010; Vaupel und Jänig 2019). Unterstützt wird die Durchmischung durch 

Pendelbewegungen, die durch lokal begrenzte rhythmische Kontraktionen der 

Längsmuskulatur ausgelöst werden, wodurch eine Längsverschiebung der Darmwand über 

den Darminhalt und dadurch indirekt ein Weitertransport des Chymus erreicht wird (Gekle 

2023; Vaupel 2010). 

 

 
ABB. 2 SCHEMATISCHE DARSTELLUNG WICHTIGER MOTILITÄTSMUSTER DES DICK- UND DÜNNDARMS SOWIE 

IHRE FUNKTION Propulsive Peristaltik führt durch eine koordinierte Kontraktion und Erschlaffung der 
Ring- und Längsmuskulatur zum oral-aboralem Transport. Die Durchmischung des Darminhalts erfolgt 
durch die nicht propulsive Peristaltik, die sich über lokale Kontraktionen der Ringmuskulatur über eine 
kurze Strecke fortpflanzt, sowie durch Segmentationsbewegungen. Typisch für die 
Segmentationsbewegungen sind gleichzeitige Kontraktionen der Ringmuskulatur eng benachbarter und 
wechselnder Abschnitte der Darmwand. Die Durchmischung bewirkt zugleich einen langsamen 
Weitertransport des Darminhalts, da die Kontraktionsfrequenz von oral nach aboral stetig abnimmt. 
(Stehle und Ellinger 2024; Leipziger 2017; Vaupel und Jänig 2019) 
 

Im Gegensatz zum Dünndarm, der zwischen digestiver und interdigestiver Phase 

unterscheidet, kann die Motilität des Colons in zwei funktionelle Phasen, gerichtete (propulsiv) 

und ungerichtete (nicht-propulsiv) Bewegungen, unterteilt werden. Die Dickdarmmotorik 

zeichnet sich dabei besonders durch die nicht-propulsive Peristaltik mit Segmentationen, 

Pendelbewegungen und retrograder Peristaltik aus. Von der Hauptschrittmacherzone, welche 

das Colon transversum bildet, breiten sich die Kontraktionen der Ringmuskulatur nach oral 

(retrograde Peristaltik) und aboral aus. Die retrograde Peristaltik fördert die Durchmischung 

des Darminhalts sowie die Wasserresorption. Aufgrund dessen erfolgt die Speicherung der 

Fäzes überwiegend im Caecum, Colon ascendens und Rektum. Dort passt sich der 

Durchmesser des Darmlumens durch Akkommodation („adaptive Relaxation“) an (Herbert und 
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Holzer 2009). Die Längsmuskelschicht des Colons weist einen ständig erhöhten Tonus auf, 

wodurch der Dickdarm verkürzt wird. In Kombination mit den Segmentationsbewegungen der 

Ringmuskulatur führt dies zur Bildung der typischen Haustren (Leipziger 2017; Gekle 2023).  

 

Gerichtete Bewegungen umfassen insbesondere die peristaltischen Kontraktionen, die zwei- 

bis dreimal täglich auftreten und den Darminhalt durch Massenbewegung ca. 20 bis 30 cm in 

Richtung Rektosigmoid befördern (Sarna 2010). Diese können durch den sog. 

„gastrokolischen Reflex“ (Nahrungsaufnahme) gefördert werden und damit zum Stuhlgang 

führen (Körber und Hoffmann 2022). Durch distale Massenbewegungen wird das 

normalerweise leere Rektum mit Fäzes gefüllt, wodurch eine Dehnung des Rektums erfolgt. 

Diese Dehnung initiiert wiederum den Defäkationsreflex. Die Dickdarmmotorik zeichnet sich 

außerdem durch eine zirkadiane Rhythmik mit geringerer Aktivität in der Nacht und hoher 

Aktivität am Vormittag aus (Leipziger 2017; Gekle 2023). 

 

1.3 STEUERUNG DER GASTROINTESTINALEN MOTILITÄT 

 

Die Steuerung des Gastrointestinaltrakts findet mit Hilfe von neuronalen, hormonellen und 

myogenen Mechanismen unwillkürlich statt. Die neuronale Steuerung umfasst das enterische 

Nervensystem, welches als „Gehirn des Darms“ bezeichnet und dessen Aktivität von 

Sympathikus und Parasympathikus moduliert wird. Es besteht aus dem Plexus myentericus 

(„Auerbach“), der an der Regulation von Motilität und Durchblutung beteiligt ist, sowie dem 

Plexus submucosus („Meissner“), dessen Hauptaufgabe in der Steuerung der Sekretion des 

Epithels liegt (Chanpong et al. 2022; Leipziger 2017; Schneider et al. 2019). Über lokale 

Reflexbögen können komplexe Bewegungsmuster, wie die Peristaltik, ausgeführt werden. 

Wird ein Darmsegment durch einen Bolus gedehnt, aktivieren sensorische Neurone 

hemmende Interneurone, die eine Relaxation der Längsmuskulatur im aufsteigenden Bereich 

bewirken. Gleichzeitig wird die Ringmuskulatur in diesem Abschnitt enthemmt, sodass eine 

Kontraktion erfolgt. Analwärts kommt es zur umgekehrten Reaktion: Hemmende Interneurone 

werden deaktiviert, wodurch die Ringmuskulatur erschlafft, während die Längsmuskulatur 

kontrahiert und das Darmsegment verkürzt. Dieses koordinierte Zusammenspiel der 

Muskelaktivität ermöglicht die gerichtete Bewegung des Speisebreis entlang des 

Verdauungstrakts.(Gekle 2023). Außerdem nehmen viszerale Afferenzen Einfluss auf die 

Regulation der Darmmotorik. Die sensorischen Nervenendigungen dieser Afferenzen befinden 

sich in der Organwand und fungieren als Mechanorezeptoren, Chemorezeptoren und 

Nozizeptoren, die mechanische Dehnung, chemische Reize oder andere Stimuli wahrnehmen 

und entsprechende Reflexantworten vermitteln. (Gekle 2023; Leipziger 2017) 
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Eine weitere wichtige Rolle für die Darmmotilität nehmen die Schrittmacherzellen, auch als 

interstitielle Cajal-Zellen bezeichnet, ein (Sanders et al. 2023). Im Gastrointestinaltrakt finden 

sich u.a. ICC-MY, diese kommen in hoher Dichte im Dünndarm vor und gelten dort als primäre 

Schrittmacher (Blair et al. 2014). Dagegen können die ICC-MY im Colon eher als „konditionale 

Schrittmacherzellen“ bezeichnet werden, da sie keine autonome Schrittmacheraktivitäten 

aufweisen, sondern diese nur unter bestimmten Bedingungen entfalten (Baker et al. 2025). 

Die ICC-MY befinden sich zwischen der Ringmuskelschicht und der Längsmuskelschicht und 

lösen spontane rhythmische Depolarisationen aus (Sanders et al. 2014; Sanders et al. 2023). 

Da es sich bei der Darmmuskulatur um den Single-Unit-Typ handelt, bei dem benachbarte 

Zellen über Gap Junctions verbunden sind, können langsame, spontan aktive Potenzialwellen 

(„Slow Waves“) über die glatte Muskulatur ausgebreitet werden, ohne eine Kontraktion 

auszulösen (Sanders et al. 2014). Die Frequenz der spontan auftretenden Slow Waves beträgt 

im Duodenum ca. 12/min, im Ileum 8-10/min (Erickson et al. 2009) und im Colon ca. 4-6/min 

(Rae et al. 1998). Kommt es bei den Depolarisationen zur Überschreitung des 

Schwellenpotentials, durch die Einwirkung von Hormonen, Transmitter (ACh) oder einer 

Wanddehnung, führen Ca2+-Aktionspotenziale zur phasischen Kontraktion. Sogenannte 

Spike-Salven entstehen, wenn nur eine geringe Anzahl an Aktionspotentialen ausgelöst 

werden, bei zeitweiligem Überschreiten des Schwellpotentials. Mehrerer solcher 

aufeinanderfolgender phasischer Kontraktionen führen zur Segmentation oder Peristaltik 

(Sanders et al. 2006).  

 

Die extrinsische Aktivierung der Darmmotilität erfolgt über das vegetative Nervensystem. 

Dabei übt der Sympathikus durch Noradrenalin einen hemmenden Einfluss aus, während der 

Parasympathikus durch Acetylcholin (ACh) eine fördernde Wirkung auf die Darmmotilität hat. 

 

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Segmente des Dünndarms und des proximalen 

Dickdarms werden von parasympathischen Fasern aus der Medulla oblongata über den 

N. vagus innerviert (Huppelsberg und Walter 2013; Leipziger 2017). Bei der Umschaltung 

präganglionäre Neurone auf postganglionäre Neurone wird ACh freigesetzt. Die 

präganglionären parasympathischen Fasern des N. vagus bilden erregende Synapsen mit 

Neuronen des Auerbach-Plexus, die als postganglionäre parasympathische Neurone agieren. 

Durch die Aktivierung dieses enterischen Netzwerks kann die Vagusaktivität in eine 

gesteigerte Darmmotilität und Sekretion umgesetzt werden (Behrends 2021).  

 

Die Transmitter der postganglionären Neuronen vermitteln ihre Wirkung parasympathisch über 

muskarinerge ACh-Rezeptoren. Die Bindung von ACh an den Rezeptor setzt einen G-Protein 

beteiligten Signalprozess in Gang (McCorry 2007). Die Rezeptoren lassen sich in fünf 
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Subtypen („M1“ bis „M5“) einteilen (Lenzi und Tuscano 2004), wobei vor allem der M3-Rezeptor 

in der glatten Muskulatur (Roffel 1990) des Magen-Darm-Trakts exprimiert ist.  

 

 
ABB. 3 POSTGANGLIONÄRE PARASYMPATHISCHE SIGNALÜBERTRAGUNG AN MUSKARINERGE ACETYLCHOLIN-
REZEPTOREN IN VIVO UND IN VITRO ZUR KONTRAKTION DER GLATTEN MUSKELZELLE Die postganglionäre 
parasympathische Signalübertragung erfolgt in vivo durch die Freisetzung von Acetylcholin (ACh) aus 
Varikositäten der Nervenfasern. Ein ankommendes Aktionspotential öffnet spannungsgesteuerte 
Calciumkanäle, wodurch Calcium in die Varikosität einströmt und die Exozytose von ACh-haltigen 
Vesikeln auslöst. Das freigesetzte ACh bindet an G-Protein gekoppelte muskarinerge M3-Rezeptoren, 
was zur Freisetzung von intrazellulärem Calcium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum führt. In vitro 
wird das direkte Parasympathomimetikum Carbachol verwendet, um die Wirkung von ACh zu imitieren. 
Da es nicht durch Acetylcholinesterase abgebaut wird, ermöglicht es eine langanhaltende Aktivierung 
der muskarinergen Rezeptoren. Der Anstieg der Calciumkonzentration bewirkt die Kontraktion der 
glatten Muskelzellen. Dieser Mechanismus ist sowohl in vivo als auch in vitro nachweisbar und spielt 
eine zentrale Rolle in der Regulation der Darmmotilität durch das parasympathische Nervensystem. 
(Mutschler et al. 2020; McCorry 2007) 
 

In der Forschung wird für die Aktivierung des Parasympathikus und somit auch die Kontraktion 

der glatten Muskulatur, der Neurotransmitter ACh notwendig. Dieser kann aufgrund der sehr 

schnellen Inaktivierung, in weniger als einer Millisekunde, durch die Acetylcholinesterase in 

vitro nicht verwendet werden (McCorry 2007). Aufgrund dessen wird ein Agonist verwendet, 

welcher in vitro die Wirkung von ACh am muskarinergen Cholinorezeptor imitiert. In der 
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vorliegenden Arbeit wurde daher das direkte Parasympathomimetikum Carbachol verwendet, 

welches von der Acetylcholinesterase nicht oder nur sehr langsam gespalten wird (Hein und 

Fischer 2020) und somit eine längere Wirksamkeit besitzt (Lüllmann et al. 2016). 

 

1.4 KONTRAKTION DER GLATTEN MUSKELZELLE 

 

Die Gleitfilament-Theorie von Huxley (1957) bildet die Grundlage der Kontraktion der glatten 

Muskelzelle und erklärt, dass die Muskelkontraktion durch das aktive Gleiten von Aktin- und 

Myosinfilamenten erfolgt.  

 

Der Hauptmechanismus beruht auf der Phosphorylierung der Myosin-Leichte-Kette (MLC) am 

Serin 19 durch die Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLCK) bzw. der Dephosphorylierung durch 

die MLC-Phosphatase (MLCP) (Lee et al. 1997). Durch eine Erhöhung der intrazellulären 

Ca2+-Konzentration auf etwa 1 µmol/L kommt es zur Aktivierung des Querbrückenzyklus und 

somit zur Bildung eines Calcium-Calmodulin-Komplex (CaM-(Ca²⁺)₄) (Akata 2007). Der 

CaM-(Ca²⁺)₄ bildet ein Holoenzym mit der MLCK, wodurch diese Kinase und andere 

abhängige Kinasen aktiviert werden. Diese Kinasen phosphorylieren die hemmenden Proteine 

Calponin und Caldesmon, wodurch die Blockade der Myosin-ATPase-Aktivität und Blockade 

der Myosin-Bindungsstellen aufgehoben wird. Die aktivierte MLCK ist in der Lage die 

regulatorische MLC zu phosphorylieren, wodurch sich der Myosinkopf hochaffin an das 

Aktinfilament lagern kann. Dadurch erfolgt eine Konformationsänderung, wobei durch den 

Kraftschlag des Myosinköpfchens, das Aktinfilament schrittweise gezogen wird. Durch die 

Freisetzung von Phosphat und im Anschluss ADP am Myosinkopf, kann die Bindung und 

Hydrolysierung eines neuen ATP-Moleküls erfolgen und der Querbrückenzyklus wird erneut 

durchlaufen. (Somlyo und Somlyo 2003; Kraft und Brenner 2023; Ikebe et al. 1987) 

 

Durch das Absinken der intrazellulären Ca2+-Konzentration auf etwa 0,1µmol/L folgt eine 

Auflösung des CaM-(Ca²⁺)₄ und somit die Inaktivierung der MLCK (Akata 2007). Dadurch 

überwiegt die Aktivität der MLCP, welche die regulatorische MLC dephosphoryliert und somit 

den Querbrückenzyklus stoppt, woraus die Relaxation der glatten Muskelzelle resultiert. Die 

phosphorylierungsabhängige Regulation ist der dominante, aber nicht der ausschließliche 

Mechanismus (Kraft und Brenner 2023). Eine Besonderheit der glatten Muskulatur ist der 

sogenannte „Latch“-Mechanismus, welcher durch eine reduzierte Querbrücken-Zyklus-

Frequenz und einer verringerten Ablösungsrate der Querbrücken ermöglicht, bei 

langanhaltenden tonischen Kontraktionen Energie einzusparen (Murphy und Rembold 2005). 

Dies wirkt sich bedeutend auf die Ausdauerfähigkeit der glatten Muskulatur aus.  
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1.5 REGULATION DES MYOZELLULÄREN CA2+-GEHALTS UND DES MUSKELTONUS 

 

Die Mechanismen zur Auslösung von Kontraktion und Relaxation im glatten Muskel werden 

primär durch Änderung der zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration reguliert. Für die Regulation 

ist neben der elektromechanischen noch die pharmakomechanische Kopplung bekannt. 

 

1.5.1 ELEKTROMECHANISCHE KOPPLUNG 

 

Durch die Depolarisation der Zellmembran, welche ein Ruhemembranpotential von - 40 bis 

- 80 mV im Gastrointestinaltrakt aufweist (Heidt et al. 1997), werden spannungsgesteuerte 

Ca2+-Kanäle geöffnet und ermöglichen das Einströmen von extrazellulärem Ca2+ in das 

Sarkoplasma (Bolton et al. 1999). Somit kommt es zu einer Erhöhung der intrazelluläre 

Ca2+-Konzentration und zusätzlich zu einer Ca2+-induzierten Ca2+-Freisetzung aus dem 

Sarkoplasmatischen Retikulum (Bolton et al. 1999). In der Forschung wird diese 

Depolarisation durch eine Erhöhung der extrazellulären KCL-Konzentration erzielt (Ratz et al. 

2005). In der glatten Muskulatur des unteren Gastrointestinaltrakt werden durch Cajal-Zellen 

spontane rhythmische Depolarisationen erzeugt. Die durch Schrittmacherzellen ausgelösten 

Membranpotentialschwankungen breiten sich als Slow Waves aus und führen erst bei 

Überschreitung des Schwellenpotentials zur Kontraktion. (Sanders et al. 2014) 

 

1.5.2 PHARMAKOMECHANISCHE KOPPLUNG 

 

Das Prinzip der pharmakomechanischen Kopplung basiert auf der Bindung von Agonisten an 

membranständige Rezeptoren und führt zur Kontraktion ohne zwingende Änderung des 

Membranpotentials (Rembold 1992). Zu den Agonisten zählen Neurotransmitter (z.B. 

Acetylcholin, Noradrenalin), Hormone (z.B. Angiotensin II) sowie lokale Mediatoren (z.B. 

Endothelin, Histamin) (Beech 1997). Im Vergleich zur elektromechanischen Kopplung wird bei 

der pharmakomechanischen Kopplung weniger Ca2+ im Zytoplasma freigesetzt, dennoch ist 

die Intensität der Kontraktion vergleichbar, oder sogar stärker. Dieser Effekt lässt sich durch 

die Aktivierung von Signalkaskaden erklären, die zur Ca2+-Sensitivierung führen (Perrino 

2016). 

 

1.5.2.1 CA2+-ABHÄNGIGER SIGNALWEG 

 

Durch den Anstieg der Ca2+-Konzentration wird eine Kontraktion der glatten Muskulatur 

ausgelöst. Ca2+ kann dabei durch den Extrazellulärraum in das Zytosol der Zelle gelangen 
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oder aus dem sarkoplasmatischen Retikulum zum Anstieg der zytosolischen 

Ca2+-Konzentration führen (Berridge et al. 1998; McDaniel et al. 2001; Berridge et al. 2003). 

Hormonelle Agonisten wie Acetylcholin binden an muskarinerge Rezeptoren der glatten 

Muskulatur des Gastrointestinaltrakts und aktivieren über das Gq/11-Protein die 

Phospholipase C (PLC) (Tanahashi et al. 2021), die das Membranlipid 

Phosphoinositoldiphosphat (PIP2) zu Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) 

hydrolysiert (Xia et al. 2001). IP3 bindet als Botenstoff an die IP3-Rezeptoren des 

sarkoplasmatischen Retikulums, wodurch eine Öffnung der Ca2+-Kanäle erfolgt und die 

zytoplasmatische Ca2+-Konzentration steigt (Bootman et al. 2002; Hisatsune et al. 2005). 

Durch die Bindung von Neurotransmittern an der Zellmembran kann es durch ROCs 

(„receptor-operated channels“) zu einer indirekten Depolarisation der Zellmembran kommen 

und nachfolgend zur Öffnung von spannungsabhängige Ca2+-Kanäle („voltage-operated 

channels“; VOCs) (Heinrich et al. 2022). Diese Mechanismen führen zum Zufluss von Ca2+ 

(Berridge et al. 1998). Schlussendlich erfolgt durch die Bindung eines CaM-(Ca²⁺)₄ an die 

regulatorische MLC die Phosphorylierung und somit die Aktivierung der selbigen (Martinsen 

et al. 2014). 

 

1.5.2.2 CA2+-SENSITIVIERUNG 

 

Ein weiterer Mechanismus führt ohne Steigung des intrazellulären Ca²⁺-Spiegels zur 

Kontraktion der glatten Muskulatur, stattdessen wird die Empfindlichkeit des kontraktilen 

Apparates gegenüber Ca2+ erhöht, was zu einer verstärkten Muskelkontraktion führen kann. 

Dieses Phänomen wird als Ca²⁺-Sensitivierung bezeichnet (Perrino 2016; Webb 2003). Der 

Phosphorylierungsgrad der regulatorischen leichten Ketten wird durch die Aktivität der MLCP 

reguliert. Diese steuert die Relaxation der glatten Muskulatur durch die Abspaltung der 

Phosphatgruppe von der MLC (Lee et al. 1997). Der Muskeltonus steigt, sobald die relative 

Aktivität der MLCP sinkt, da mehr Myosin phosphoryliert wird. Dieser Signalweg setzt eine 

Hemmung der MLCP voraus (Somlyo und Somlyo 2003). Die MLCP ist ein Holoenzym, das 

sich aus insgesamt drei Untereinheiten zusammensetzt. Dazu zählen eine 38 kDa schwere 

katalytische Untereinheit (PP1c), eine 110 kDa schwere regulatorische Untereinheit (MYPT-1) 

sowie eine 20 kDa große regulatorische Untereinheit (Kitazawa et al. 2003). Die 

Aktivitätsminderung der MLCP erfolgt im Wesentlichen über zwei Mechanismen. Zum einen 

wird die Aktivierung der Rho-Kinase (ROCK) durch die Bindung von Agonisten an G12/13 oder 

Gq gekoppelte Rezeptoren der Zellmembran ausgelöst. Hierbei werden Guaninnucleotid-

Austauschfaktoren (GEFs) für die monomere GTPase RhoA aktiviert. Dies führt dazu, dass 

RhoA von der inaktiven GDP-gebundenen Form in die aktive GTP-gebundene Form überführt 

wird, zur Zellmembran transloziert und dort die ROCK aktiviert. Die ROCK vermindert die 
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Aktivität der MLCP durch Phosphorylierung ihrer regulatorischen Untereinheit MYPT1. Daraus 

resultiert eine Erhöhung des Phosphorylierungsgrades der MLC und eine Verstärkung der 

Kontraktion (Webb 2003; Perrino 2016).  

 
ABB. 4 SCHEMA DER ZWEI WESENTLICHEN SIGNALWEGE ZUR CA2+-SENSITIVIERUNG IN DER GLATTEN 

MUSKULATUR. Die Ca2+-Sensitivierung wird durch zwei konvergierende Signalwege gesteuert: 
Agonisten binden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und aktivieren Gq und G12/13-Proteine. Die 
aktivierte PLC spaltet PIP2 zu IP3 und DAG. IP3 führt zum Ca²⁺-Anstieg. DAG und Ca2+ aktivieren die 
PKC, die CPI-17 phosphoryliert und MLCP hemmt. Die Aktivierung von RhoGEF führt zur Stimulation 
der RhoA-GTPase. Der RhoA-GTP-Komplex aktiviert die ROCK, wodurch die MLCP gehemmt wird. 
 

Des Weiteren kann die ROCK unter anderem durch Arachidonsäure aktiviert werden und somit 

eine Tonus-Zunahme erzeugen (Somlyo und Somlyo 2003). Außerdem haben Experimente 

gezeigt, dass Arachidonsäure zur Inhibition von MLCP führt, indem die katalytische von der 

regulatorischen Untereinheit der MLCP abdissoziiert (Xiao et al. 2005). Der zweite 

Mechanismus führt beispielsweise durch die Bindung des Neurotransmitters Acetylcholin an 
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den M3-Rezeptor, zur Aktivierung des PLC-PKC-Signalwegs (Tanahashi et al. 2021). Durch 

die Gq aktivierte PLC (Somlyo und Somlyo 2003; Borysova et al. 2011) erfolgt die Spaltung 

von PIP2 in DAG und IP3. DAG aktiviert zusammen mit freigesetztem Ca2+ die PKC (Tanahashi 

et al. 2021). Die PKC phosphoryliert das Inhibitorprotein CPI-17, wodurch die MLCP gehemmt 

wird (Kitazawa et al. 2003). Demnach korreliert eine Steigerung der Phosphorylierung der 

regulatorischen leichten Ketten mit einer Tonuszunahme der glatten Muskulatur. Dieser, von 

ROCK unabhängige Mechanismus, nimmt jedoch nur eine untergeordnete Rolle im G-Protein 

gekoppelten Ablauf der Ca2+- Sensitivierung ein (Somlyo und Somlyo 2000). 

 

1.5.2.3 ROCK UND PKC IN DER GLATTEN MUSKULATUR 

 

Die ROCK und PKC sind zentrale Signalproteine, die über komplexe Signalwege die Aktivität 

der glatten Muskulatur beeinflussen (s. Kapitel 1.5.2.2). Aufgrund dessen wird eine besondere 

Bedeutung dieser Proteine für die Regulation der Motilität im unteren Gastrointestinaltrakt 

vermutet. Inwiefern der PKC- als auch ROCK-Signalweg die Ca2+-Sensibilisierung im unteren 

Gastrointestinaltrakt vermitteln, wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von Inhibitoren 

gezielt an drei Darmsegmenten, die sich in ihrer Lokalisation differenzieren, untersucht. 

 

Die PKC ist eine Serin/Threonin Kinase (Bynagari-Settipalli et al. 2010) und wird basierend auf 

ihrer Abhängigkeit von Ca2+ und anderen Faktoren in drei Hauptgruppen eingeteilt: 

konventionelle PKC (cPKC), nicht-konventionelle PKC (nPKC) sowie der atypischen PKC 

(aPKC). Die cPKC-Isozyme (PKCα, βI, βII und γ) sind Ca²⁺-abhängig, wobei in der glatten 

Muskulatur ausschließlich PKCα und PKCβ exprimiert werden. Zur nPKC-Familie gehören die 

Ca²⁺-unabhängigen Isozyme PKCδ, ε, ζ und η, wobei in der glatten Muskulatur ausschließlich 

PKCε vorkommt (Ohno et al. 1991; Andrea und Walsh 1992; Liu und Heckman 1998). Die 

Studie von Ali und Sarna (2002) bestätigte außerdem, dass die ACh-induzierte Kontraktion 

durch PKCα, PKCβ und PKCε in der glatten Muskulatur des Dickdarms vermittelt wird. In der 

vorliegenden Arbeit wurde die Blockade der PKC mit Hilfe eines unspezifischen (H-7) (Clarke 

und Dodson 2007) und eines hochspezifischen Inhibitors (Chelerythrin) (Herbert et al. 1990) 

durchgeführt.  

 

Auch bei der ROCK handelt es sich um eine Serin/Threonin Kinase (Amano et al. 2010). Diese 

verfügt über zwei Isoformen: ROCK I und ROCK II, wobei die ROCK II-Expression in Muskel-

sowie Hirngewebe besonders ausgeprägt ist, was auf eine besondere Bedeutung des Proteins 

in diesen Geweben hinweist (Riento und Ridley 2003). Mit Hilfe des ROCK-Inhibitors Y-27632 

wurde in den vorliegenden Experimenten die Blockade der ROCK ausgelöst, wobei dieser in 

der Lage ist, beide Isoformen zu inhibieren (Narumiya et al. 2000; Wei et al. 2016). 
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1.6 FRAGESTELLUNG UND METHODISCHER ANSATZ 

 

Die Motilität des unteren Gastrointestinaltraktes erzeugt durch die phasisch-rhythmische 

Kontraktion eine gesteuerte Peristaltik zur Durchmengung und Beförderung des Darminhalts 

von oral nach aboral. Daraus ergibt sich eine besondere Bedeutung der Forschung über die 

Darmmotilität, um die genauen Signalwege in unterschiedlichen Darmabschnitten zur 

Auslösung der Peristaltik zu verstehen. 

 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der gastrointestinalen Motilität, mit besonderem 

Augenmerk auf die PKC und ROCK, welchen Einfluss auf die Kontraktion der glatten 

Muskulatur nehmen. Dabei sollen, mittels unterschiedlicher Inhibitoren, gezielt entweder die 

PKC oder ROCK inhibiert und damit die Verringerung der durch Carbachol induzierten 

Kontraktionskraft gemessen und analysiert werden. Die Unterschiede der 

Kontraktionsmechanismen in einzelnen Darmabschnitten sind in der Literatur eher allgemein 

beschrieben, wodurch sich die Frage ergibt, ob Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen 

einzelnen Darmabschnitten des unteren Gastrointestinaltrakts vorliegen. 

 

Daraus ergeben sich folgende konkrete Fragestellungen: 

 

1. Welche Rolle spielen die Enzyme PKC und ROCK bei der Carbachol induzierten 

Kontraktion? 

 

2. Welche Unterschiede bestehen in der PKC und ROCK sensitiven Beeinflussung der 

Carbachol induzierten Kontraktion im Duodenum, distalen Ileum und proximalen 

Colon? 
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II. MATERIAL UND METHODEN 

 

2.1 MATERIAL 

 

2.1.1 GERÄTE 

 

TAB. 1 ÜBERSICHT GERÄTE 

Gerät Hersteller 

Analysenwaage MC1 Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Bench Thermo Scientific, Braunschweig, Deutschland 

Guillotine small animal decapitator  WPI, Sarasota, Florida 

Kühl- und Gefrierschränke  Liebherr, Hamburg, Deutschland 

Magnetrührer RH Basic 2  IKA, Staufen, Deutschland 

Osmomat 3000  Gonotec, Berlin, Deutschland 

Panlab Messwandler MLT0201  ADInstruments, Oxford, Großbritannien 

Panlab Organ Bath System  ADInstruments, Oxford, Großbritannien 

Panlab Thermostat LE 13206  ADInstruments, Oxford, Großbritannien 

PH-Meter CG 840  Schott, Mainz, Deutschland 

Pipetten Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland 

Powerlab 8/30  ADInstruments, Oxford, Großbritannien 

Purelab Flex ELGA, Celle, Deutschland 

Quad Bridge Amp  ADInstruments, Oxford, Großbritannien 

Vibrationsschüttler  neoLab, Heidelberg, Deutschland 

 

2.1.2 CHEMIKALIEN, PHARMAKA 

 

TAB. 2 ÜBERSICHT CHEMIKALIEN, PHARMAKA 

Substanz Hersteller 

Akasolv water bath protection  Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Aqua dest.  ELGA, Celle, Deutschland 

Calciumchlorid Dihydrat  Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze, Deutschland 

Carbamoylcholin chlorid  Tocris, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

Chelerythrin chlorid Tocris, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

D-(+)-Glucose – wasserfrei  Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze, Deutschland 

Diethylether  J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
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Ethylendiamintetraessigsäure 
Dinatriumsalz Dihydrat  

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

H-7 dihydrochlorid  Tocris, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

HEPES SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

Kaliumchlorid  Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze, Deutschland 

Magnesiumchlorid Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze, Deutschland 

Magnesiumsulfat  Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze, Deutschland 

Natriumbicarbonat Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze, Deutschland 

Natriumchlorid  Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze, Deutschland 

Natriumpyruvat  Fluka, Buchs, Schweiz 

Y-27632 dihydrochlorid  Tocris, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

 

2.1.3 VERBRAUCHSMATERIALIEN 

 

TAB. 3 ÜBERSICHT VERBRAUCHSMATERIALIEN 

Material Hersteller 

Dermafil Polyester 3 2/0 Nahtmaterial SMI, St. Vith, Belgien 

Einmal-Küvetten Brand GmbH, Wertheim, Deutschland 

Falcon Röhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

Labor-Schutzhandschuhe Kimberly Clark, Koblenz, Deutschland 

Lagerbox Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Pipettenspitzen Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

Reaktionsgefäße Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

 

2.1.4 SOFTWARE 

 

TAB. 4 ÜBERSICHT SOFTWARE 

Software Hersteller 

Citavi 6.0 Lumivero, Denver, USA 

CorelDRAW Graphics Suite 2024 Corel Corporation, Ottawa, Kanada 

Good Notes 6 Goodnotes Limited, London, Großbritannien 

LabChart 7 ADInstruments, Dunedin, Neuseeland 

Office 365 Microsoft Corporation, Redmond, USA 

SigmaPlot 13.0 Systat Software Inc., San José, USA  
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2.1.5 VERSUCHSTIERE 

 

Die Experimente wurden am tierischen Gewebe durchgeführt, welches von unbehandelten, 

gesunden männlichen und weiblichen Wistar Ratten stammt. 

 

2.1.6 SONSTIGES 

 

TAB. 5 ÜBERSICHT SONSTIGE MATERIALIEN 

Material Hersteller 

Bechergläser Rasotherm 

Chirurgische Schere Geuder, Heidelberg, Deutschland 

Griffinbecher vitalab, Grossostheim, Deutschland 

Pinzette Geuder, Heidelberg, Deutschland 

Präparathaken ADInstruments, Oxford, Großbritannien 

Präparathalterung ADInstruments, Oxford, Großbritannien 

Präparierschale  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland 

Schlauchsystem ADInstruments, Oxford, Großbritannien 

Weithalskanister mit Ablasshahn Hünersdorf GmbH, Ludwigsburg, Deutschland 

 

2.2 METHODEN 

 

2.2.1 HERSTELLUNG UND ZUSAMMENSETZUNG DER LÖSUNGEN  

 

Für die Durchführung der Versuche waren sowohl eine Organbadlösung als auch eine 

Präparierlösung erforderlich.  

 

2.2.1.1 ORGANBADLÖSUNG 

 

In Vorbereitung auf die Experimente wurden 5 Liter destilliertes Wasser aus einer 

Reinstwasseranlage in einen Griffinbecher abgefüllt. Anschließend wurde ein Rührmagnet in 

den Griffinbecher gelegt und auf einem Magnetrührer platziert, um eine homogene 

Durchmischung der Lösung zu gewährleisten. Im nächsten Schritt wurden die in Tab. 6 

dargestellten Chemikalien sorgfältig abgewogen und nacheinander in den Griffinbecher 

hinzugegeben. Diese Chemikalien dienten dazu, die gewünschte Zielkonzentration in der 

Organbadlösung zu erreichen. Anschließend wurde die so vorbereitete Lösung mit Carbogen 

begast, um sie mit dem nötigen Gasgemisch zu sättigen, was für die Aufrechterhaltung der 
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physiologischen Bedingungen in der Organbadlösung notwendig ist. Nachdem sich alle 

Substanzen vollständig aufgelöst hatten, wurden sowohl die Osmolarität als auch der pH-Wert 

der Lösung gemessen. Diese Messungen ergaben Werte, die auf 0,290 bis 0,300 osmol/kg 

für die Osmolarität und 7,37 bis 7,4 für den pH-Wert eingestellt wurden, um optimale 

Bedingungen für die Versuche zu gewährleisten. Nach der Einstellung und Überprüfung der 

genannten Parameter wurden das pH-Wert-Messgerät sowie der Rührmagnet aus der Lösung 

entfernt. Damit war die Organbadlösung fertiggestellt und einsatzbereit für die geplanten 

Experimente. 

 

TAB. 6 CHEMIKALIEN ZUR ANFERTIGUNG DER ORGANBADLÖSUNG 

Chemikalie Zielkonzentration (in mmol/L) 

Calciumchlorid Dihydrat 2,5 

D-(+)-Glucose – wasserfrei 5,5 

Ethylendiamintetraessigsäure 0,5 

Kaliumchlorid 4,7 

Magnesiumchlorid 1,2 

Natriumbicarbonat 30,0 

Natriumchlorid 120,0 

Natriumpyruvat 2,0 

 

2.2.1.2  PRÄPARIERLÖSUNG 

 

Die Präparierlösung, die für die Präparation der Wistar-Ratte benötigt wird, wurde von den 

technischen Mitarbeitern des Instituts sorgfältig hergestellt. Im Anschluss erfolgte die 

Lagerung der Lösung bei einer Temperatur von 4°C im Kühlschrank. 

 

TAB. 7 CHEMIKALIEN ZUR ANFERTIGUNG DER PRÄPARIERLÖSUNG 

Chemikalie Zielkonzentration (in mmol/L) 

Calcium Dihydrat 0,1 

Ethylendiamintetraessigsäure 0,025 

HEPES 5,0 

Kaliumchlorid 4,5 

Magnesiumsulfat 1,0 

Natriumchlorid 145,0 

Natriumhydrogenphosphat 1,2 
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2.2.2 ORGANBAD 

 

Das Organbad ist eine in-vitro-Methode, die zur direkten Messung der Kontraktionskräfte von 

Muskelgewebe verwendet wird. In die Organbadkammern, welche mit einer Pufferlösung 

befüllt sind und somit ein physiologisches Milieu darstellen, werden medizinische 

Prüfsubstanzen hinzugegeben, wodurch Effekte dieser Substanzen auf das Muskelgewebe 

direkt ermittelt werden können. Im Rahmen der Experimente dieser Arbeit wurde mittels des 

Organbads die Wirkung unterschiedlicher Carbachol-Konzentrationen sowie der Inhibitoren 

Chelerythrin, Y-27632 und H-7 auf die glatte Muskulatur der Darmabschnitte Duodenum, Ileum 

und Colon gemessen. Diese Methode ermöglicht es, die Reaktionen des Muskelgewebes 

präzise zu beobachten und zu quantifizieren. 

 

2.2.2.1 PRÄPARATION DER WISTAR-RATTE 

 

Die Dekapitation gesunder weiblicher und männlicher Wistar-Ratten, im Alter von 31 bis 312 

Tagen, erfolgte durch technische Mitarbeiter des Instituts. Dabei hielten sie das 

Tierschutzgesetz gemäß § 4 strikt ein. Das Versuchstier wurde zunächst mit Diethylether 

narkotisiert und anschließend mit einer Guillotine dekapitiert.  

 
ABB. 5 LOKALISATION DER ENTNAHMESTELLEN DER ZU UNTERSUCHENDEN DARMSEGMENTE  (Färbung der 
Darmsegmente: Gelb = Duodenum; Grün = distales Ileum; Braun = proximales Colon) 
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Das Abdomen der Wistar-Ratte wurde mit Hilfe von chirurgischen Instrumenten eröffnet und 

das Duodenum (beginnend ab dem Magen), das distale Ileum (bis zum Appendix) sowie das 

proximale Colon (beginnend ab dem Appendix) entnommen (siehe Abb. 5). Diese drei 

Darmabschnitte wurden in ein Becherglas überführt, welches mit einer gekühlten 

Präparierlösung (4°C) gefüllt war, um die physiologischen Eigenschaften des Gewebes 

aufrechtzuerhalten. Anschließend wurde das zu untersuchende Gewebe in eine mit Silikon 

beschichtete Petrischale, ebenfalls mit gekühlter Präparierlösung befüllt, gegeben und mit 

Kanülen vertikal an den oberen und unteren Enden des Präparats aufgespannt. Im weiteren 

Verlauf wurde das Gewebe von Fett- und Bindegewebe frei präpariert und der Darminhalt 

vorsichtig entfernt. Anschließend wurden ca. 1 cm große Segmente der Längsmuskulatur aus 

den jeweiligen Darmabschnitten zugeschnitten und für die Fixierung im Organbad vorbereitet. 

 

2.2.2.2 AUFBAU ORGANBAD 

 

Die Experimente an der glatten Muskulatur führte die Autorin dieser Arbeit im Organbad durch, 

wobei die differenzierten Wirkungen der zu untersuchenden Substanzen gemessen wurden. 

Das Organbad besteht aus vier Organbadkammern, welche von destilliertem Wasser und 

darin enthaltenem Schimmelschutzmittel umgeben sind. Diese Organbadkammern sind mit 

einer Pufferlösung gefüllt und werden mit Carbogen, einem Gasgemisch aus 95 % O₂ und 5 % 

CO₂, begast. Die darin fixierten Darmsegmente werden auf diese Weise mit Sauerstoff 

versorgt und der PH-Wert von 7,4 in der Lösung gehalten. Jede Kammer hat ein 

Fassungsvermögen von 25 ml und kann mittels eines Ventilschalters befüllt und entleert 

werden. Auf diese Weise kann die bereits genutzte Kammerlösung abgelassen und frische 

Lösung aus einem Vorratsbehälter nachgefüllt werden. Die Pufferlösung befindet sich in einem 

extern gelagerten Behälter und wird durch ein Schlauchsystems in die Organbadkammern 

befördert und über Einlassventile reguliert. Ein zweiter extern gelagerter Behälter fängt die 

abgelassene Pufferlösung zur Entsorgung auf. Das Organbad wird konstant auf 37°C beheizt, 

wobei ein Thermostat zur Temperaturregelung verwendet wird. 

 

Jedes Darmsegment wurde mit einem dünnen Nylonfaden an beiden Enden mit einem 

Doppelknoten und einer Schlaufe verschlossen. Die untere Schlaufe wurde über den 

Fixierhaken in die Präparathalterung eingespannt, während die obere Schlaufe am Ende des 

Fadens in den mechanoelektrischen Messwandler eingehängt wurde. Dieser Messwandler 

misst die isometrische Kraftänderung und setzt sie in elektrische Spannungen um. Die 

Präparate wurden durch einen Manipulator mit einer Manipulatorschraube geringfügig über die 

in-situ-Länge hinaus vorgespannt. Die durch Kontraktion und Relaxation verursachten 

Spannungsänderungen wurden durch einen Quad Bridge Amplifier verstärkt. 
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Spannungsänderungen in Millivolt (mV) wurden anhand von Eichgeraden in Millinewton (mN) 

umgewandelt. Ein damit verbundener Laptop zeichnet die Spannungsänderungen mittels der 

Software LabChart 7 auf und stellte diese in mN dar. 

 

 
ABB. 6 SCHEMATISCHER AUFBAU EINER ORGANBADKAMMER 
 

2.2.2.3 ABLAUF 

 

Zuerst erfolgte die Kalibrierung des mechanoelektrischen Messwandlers (Transducer) mit 

einem Gewicht von 1,79 g, um gleiche Voraussetzungen in allen vier Messkammern 

herzustellen. Anschließend wurden die Präparate in den Organbadkammern fixiert und mit 

25 ml Organbadlösung bedeckt, um ein physiologisches extrazelluläres Milieu herzustellen.  

 

Nach dem Einhängen der Organe erfolgte die ersten 5 min keine Manipulation der 

Vorspannung, um eine spontane Muskelaktivität abzuwarten. Während der 40-minütigen 

Adaptionsphase wurden die Muskelpräparate, falls notwendig, nachgespannt, um eine 

optimale Aktivierbarkeit des Muskels zu erzielen. Die Vorspannung betrug dabei 3 bis 4 mN. 

In dieser Zeit wurden die Organbadkammern alle 10 min gespült und mit frischer Pufferlösung 

befüllt. Im Anschluss daran konnte eine konstante Baseline mit gleichbleibendem Ruhetonus 

der jeweiligen Muskelsegmente des Darms nach 20 min erreicht werden. Währenddessen 

erfolgte keine manuelle Veränderung der Vorspannung mehr. 
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Zu Beginn jedes pharmakologischen Experiments wurde 1 ml KCL mit einer Konzentration von 

1,5 mol/L hinzugefügt, um die Funktionsfähigkeit der Darmsegmente zu überprüfen. Die 

Endkonzentration von KCL betrug somit 60 mmol/L in der Organbadkammer mit einem 

Volumen von 25 ml. Nach einer Einwirkzeit von 10 min und einer kräftigen Kontraktion der 

Darmsegmente konnten diese für die nachfolgenden Schritte des Experiments verwendet 

werden. Zeigten die Segmente keine ausreichende Kontraktion, wurden sie entsorgt.  

 

Die KCL-Antwort der Darmsegmente wurde später in der Auswertung als Normierungsgröße 

verwendet, um mögliche Längenunterschiede der Segmente auszugleichen. Um das 

Kaliumchlorid zu entfernen und einen konstanten Ruhetonus wiederherzustellen, wurde die 

Pufferlösung dreimal im Abstand von jeweils 5 min gegen frische, neue Lösung ausgetauscht. 

Nach insgesamt 15 min wurde ein konstanter Ruhetonus erneut eingestellt. 

 

2.2.2.4  MESSABLAUF DER CARBACHOL DOSISTITRATIONSKURVE 

 

Nach der Vitalitätskontrolle durch KCL wie im Abschnitt 2.2.2.3 beschrieben, erfolgte die 

permutierende Gabe von fünf unterschiedlichen Carbachol-Konzentrationen. Nacheinander 

wurden jeweils 100 µl der Carbachol-Lösung mit unterschiedlichen Konzentrationen in die 

Organbadkammer gegeben. Dies führte zu unterschiedlich stark ausgeprägten maximalen 

Kontraktionen, da es sich bei Carbachol um ein Parasympathomimetikum handelt, welches an 

die muscarinergen ACh-Rezeptoren bindet. Jede Konzentration wirkte jeweils 10 min ein und 

wurde anschließend dreimal im Abstand von 5 min ausgewaschen.  

 

TAB. 8 VERWENDETE CHEMIKALIEN UND AUFLISTUNG DER KONZENTRATIONEN MIT RESULTIERENDEN 
KONZENTRATIONEN IM ORGANBAD 

Konzentration der 

Stammlösung 

Zugegebene Menge  Konzentration im Organbad 

Carbachol 

0,0025 mmol/L 

0,025 mmol/L 

0,25 mmol/L 

2,5 mmol/L 

25 mmol/L 

100 µl 

100 µl 

100 µl 

100 µl 

100 µl 

0,01 µmol/L 

0,1 µmol/L 

1 µmol/L 

10 µmol/L 

100 µmol/L 

Chelerythrin 

2,5 mmol/L 100 µl 10 µmol/L 
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H-7 

1,25 mmol/L 50 µl 5 µmol/L 

Kaliumchlorid 

1,5 mol/L 1000 µl 60 mmol/L 

Y 27632 

1,25 mmol/L 50 µl 5 µmol/L 
 

Der Ruhetonus wurde nach 15 min wieder erreicht. Dadurch ergaben sich 5 unterschiedliche 

Endkonzentrationen im Organbad: 0,01 mmol/L, 0,1 mmol/L, 1 mmol/L, 10 mmol/L und 

100 mmol/L. Am Ende jedes Experiments erfolgte eine erneute Gabe von KCL. Die jeweils 

zugegebenen Konzentrationen der Stammlösung und deren daraus resultierenden 

Endkonzentrationen im Organbad können der Tab. 8 entnommen werden. Da teilweise zwei 

Organbäder zur Verfügung standen, konnten bis zu acht Organbadkammern bestückt werden.  

 

 

 
ABB. 7 SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DES VERSUCHSABLAUFS DER CARBACHOL DOSISTITRATIONSKURVE 
 

Vitalitätskontrolle

Stimulation mit KCL - Konzentration im Ogranbad 60 mmol/L - 10 min

Spülen und Erreichen des Ruhetonus - 25 min

Versuchsreihe mit Carbachol

permutierende Applikation einer Konzentrationsreihe von Carbachol von 0,01 bis 100 µmol/L 
- 10 min pro Applikation

Spülen und Erreichen des Ruhetonus - 25 min

Vitalitätskontrolle

Stimulation mit KCL - Konzentration im Organbad 60 mmol/L - 10 min

Einhängen der Darmsegmente in das Organbad

Adaptionzeit zur Herstellung eines stabilen Muskeltonus mit konstanter Baseline - 60 min
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2.2.2.5 MESSABLAUF DER CARBACHOL INDUZIERTEN KONTRAKTION UND REDUKTION DURCH 

PKC- UND ROCK-INHIBITOREN 

 

Im Anschluss an die zuvor beschriebenen Vorgänge (Kapitel 2.2.2.3), erfolgte die Applikation 

von Carbachol mit einer Endkonzentration von 0,1 mmol/L. Nach 10-minütiger Wirkung wurde 

die Organbadkammer im Abstand von 5 Minuten ausgewaschen und der Ruhetonus nach 

15 min erreicht. Nun folgte die Gabe des Rho-Kinase-Inhibitors (Y-27632) oder einer der 

beiden PKC-Inhibitoren (Chelerythrin, H-7), welche die Hauptrolle in der nachfolgenden Arbeit 

darstellen. 

 

Y- 27632 ist ein spezifischer Inhibitor der Rho-assoziierten Proteinkinasen und kann zu einer 

messbaren Verringerung der Kontraktionskraft führen (Ishizaki et al. 2000). Chelerythrin und 

H-7 sind in der Lage den Signaltransduktionsablauf über die Proteinkinase C (PKC) (Herbert 

et al. 1990) zu hemmen und können somit ebenfalls zu einer verminderten Kontraktionskraft 

beitragen. 

 

Um die Wirkung der Inhibitoren zu ermitteln, erfolgte nach einer 10-minütigen Einwirkzeit die 

erneute Gabe von Carbachol in der Konzentration von 0,1 mmol/L. Diese Lösung verblieb für 

10 min in den Organbadkammern und wurde daraufhin dreimal im Abstand von 5 min 

ausgewaschen. Nach einer Ruhezeit von 15 min erfolgte eine abschließende Carbachol-

Gabe, um später vergleichende Messwerte vor und nach der Inhibitorgabe zu berücksichtigen. 

Auch diese Lösung wurde 3-mal gespült, 15 min zum Erreichen des Ruhetonus abgewartet 

und eine abschließende KCL-Gabe durchgeführt. 
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ABB. 8 SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER CARBACHOL INDUZIERTEN KONTRAKTION UND REDUKTION DURCH 
PKC- UND ROCK-INHIBITOREN 
 
 
  

Vitalitätskontrolle

Stimulation mit KCL-Konzentration im Ogranbad 60 mmol/L - 10 min

Spülen und Erreichen des Ruhetonus - 25 min

Kontraktionsauslösung

Stimulation mit Carbachol - 10 µmol/L - 10 min

Spülen und Erreichen des Ruhetonus - 25 min

Kontraktionsauslösung

Stimulation mit Carbachol - 10 µmol/L - 10 min

Versuchsreihe mit PKC/Rho-Kinase-Inhibitoren

jeweils 10 min pro Applikation
PKC-Inhibitor 

Chelerythrin - 10 µmol/L
PKC-Inhibitor 
H-7 - 5 µmol/L

Rho-Kinase Inhibitor 
Y-27632 - 5 µmol/L

Spülen und Erreichen des Ruhetonus - 25 min

Kontraktionsauslösung

Stimulation mit Carbachol - 10 µmol/L - 10 min

Spülen und Erreichen des Ruhetonus - 25 min

Vitalitätskontrolle

Stimulation mit KCL-Konzentration im Organbad 60 mmol/L - 10 min

Einhängen der Darmsegmente in das Organbad

Adaptionszeit zur Herstellung eines stabilen Muskeltonus mit konstanter Baseline - 60 min
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2.2.3 AUSWERTUNG UND DARSTELLUNG DER MESSERGEBNISSE 

 

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe von LabChart Reader 7 aufgezeichnet. Um diese Daten 

auswerten zu können, wurden zeitliche Abschnitte (ca. 1,5 min vor einer sowie bis zur 

nächsten Intervention) kopiert und in eine Exceldatei übertragen. Diese Exceldatei wurde vom 

Oscar Langendorff Institut für Physiologie der Universitätsmedizin Rostock zur Verfügung 

gestellt. Die Datei ermöglichte es, die maximale oder minimale Kontraktionskraft aus dem 

gewählten Zeitabschnitt aus der LabChart-Aufzeichnung zu ermitteln. Für die durchgeführten 

Experimente war insbesondere die maximal erreichte Kraft relevant. 

 

Im Vorexperiment wurde zur Ermittlung der Carbachol Dosistitrationskurve die maximale 

Kontraktionskraft nach Gabe der fünf unterschiedlichen Carbachol-Konzentrationen aufgelistet 

und anschließend der Mittelwert sowie der dazugehörige Standardfehler mittels Excel gebildet. 

Außerdem erfolgte die relative Bezugnahme der maximalen Kontraktionskraft auf die jeweils 

erste durch Kaliumchlorid verursachte Kontraktion, aus der ebenfalls arithmetische Mittelwerte 

sowie Standardfehler abgeleitet wurden. Kaliumchlorid diente dabei als Normierungsgröße der 

erhobenen Messdaten. Die Ergebnisse wurden anschließend mittels SigmaPlot als 

Liniendiagramm mit Datenpunkten und Fehlerbalken dargestellt. 

 

Im Hauptexperiment wurde die absolute isometrische Kraft (in mN) durch Gabe von 

Kaliumchlorid und Carbachol zuerst am Anfang und dann am Ende des Experiments 

betrachtet sowie die durch Vorinkubation der ROCK- bzw. PKC-Inhibitoren reduzierte 

Kontraktionskraft des Carbachols ermittelt. Daraus resultierten somit insgesamt 5 

Interventionsschritte (siehe Tab. 9), die es zu betrachten galt.  

 
TAB. 9 ÜBERSICHT INTERVENTIONEN DES HAUPTEXPERIMENTES 

Intervention Nr. Bezeichnung Beschreibung 

Intervention 1 KCLpre Hinzugabe Kaliumchlorid am Anfang des 

Experimentes 

Intervention 2 CCh Hinzugabe Carbachol 

Intervention 3 CCh + Inhibitor Vorinkubation Inhibitor + Hinzugabe Carbachol 

Intervention 4 CCh Hinzugabe Carbachol 

Intervention 5 KCLpost Hinzugabe Kaliumchlorid am Ende des  

Experimentes 
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Innerhalb dieser Interventionen wurden, zur weiteren Betrachtung, die Mittelwerte aus den 

Maximalkräften gebildet. Der Standardfehler der Mittelwerte (SEM) wurde ebenfalls berechnet. 

 

Für die deskriptive Darstellung der gemessenen Daten erfolgte die Berechnung vom 

arithmetischen Mittelwert, der Standartabweichung, dem Standartfehler des Mittelwertes 

sowie des Medians mit folgenden Formeln: 

 

Arithmetisches Mittel    𝑥̅ =
1

𝑛
∑ 𝑥𝑖

𝑛
𝑖=1   

 

Standardabweichung    𝑆𝐷 = √
1

𝑛−1
⋅ ∑ (𝑥𝑖 − 𝑥̅)2𝑛

𝑖=1  

 

Standardfehler des Mittelwertes  𝑆𝐸𝑀 =
𝑆𝐷

√𝑛
 

 

Median (N = ungerade Anzahl)  𝑥𝑚𝑒𝑑 = 𝑥
(

𝑛+1

2
)
 

Median (N = gerade Anzahl)   𝑥𝑚𝑒𝑑 =  
𝑥

(
𝑛
2

)
+ 𝑥

(
𝑛
2

+1)
 

2
 

 

In einer weiteren Darstellung erfolgte außerdem die Betrachtung der relativen isometrischen 

Kraft (in %) in Bezug auf die Kaliumchlorid-Antwort vor und nach dem Experiment. Hierfür 

wurden zuerst drei Kaliumnormwerte gebildet, bei denen eine lineare Abnahme der 

Kontraktionskraft angenommen wurde. Die hierfür verwendeten Formeln lauten 

 

K − Normwert 1 =  [𝐹𝑚𝑎𝑥(𝐴𝑛𝑓𝑎𝑛𝑔) − 𝐹𝑚𝑎𝑥(𝐸𝑛𝑑𝑒)] × (−0,25) + 𝐹𝑚𝑎𝑥(𝐴𝑛𝑓𝑎𝑛𝑔) 

K − Normwert 2 =  [𝐹𝑚𝑎𝑥(𝐴𝑛𝑓𝑎𝑛𝑔) − 𝐹𝑚𝑎𝑥(𝐸𝑛𝑑𝑒)] × (−0,50) + 𝐹𝑚𝑎𝑥(𝐴𝑛𝑓𝑎𝑛𝑔) 

K − Normwert 3 =  [𝐹𝑚𝑎𝑥(𝐴𝑛𝑓𝑎𝑛𝑔) − 𝐹𝑚𝑎𝑥(𝐸𝑛𝑑𝑒)] × (−0,75) + 𝐹𝑚𝑎𝑥(𝐴𝑛𝑓𝑎𝑛𝑔) 

 

Die Messergebnisse der Carbachol-Antwort der Interventionen 2, 3 und 4 wurden durch den 

vorab berechneten Kaliumnormwert dividiert. Eventuell abweichende Segmentlängen von 1 

cm und daraus resultierende unterschiedliche Kontraktionskräfte sowie ein natürlicher 

abfallender Tonus der glatten Muskelpräparate konnten somit berücksichtigt werden. 

 

Die Ergebnisse der jeweiligen Interventionsschritte wurden sowohl bei der relativen sowie 

absoluten Bezugnahme der maximalen Kontraktionskraft mit Hilfe von SigmaPlot 13.0 in Form 

von Boxplots dargestellt und mittels CorelDRAW Graphics suite 2024 weiterbearbeitet. Um die 
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Lesbarkeit der Arbeit zu unterstützen, wurden für die Darstellung der jeweiligen 

Darmsegmente stets dieselben Farben verwendet. Für das Duodenum wurde die Farbe Gelb, 

für das Ileum Grün und das Colon Braun gewählt.  

 

Zusätzlich wurden die Mittelwerte (x̄) ± Standardfehler (SEM) der Messwerte dieser Arbeit im 

Text beschrieben und interpretiert. Zur optischen Überprüfung der Signifikanzen wurden 

Punkte-Paar-Diagramme der Hauptexperimente im Anhang bereitgestellt. 

 

2.2.4 STATISTIK 

 

Bereits im Vorexperiment wurde die Carbachol-Gabe der insgesamt 5 unterschiedlichen 

Konzentrationen permutierend durchgeführt, um auszuschließen, dass eine vorherige 

Carbachol-Gabe einen Einfluss auf die Kontraktionskraft des jeweiligen Darmsegments haben 

könnte. Damit sollte sichergestellt werden unverfälschte Daten zu erhalten. 

 

Die statistische Auswertung der experimentell gewonnenen Daten erfolgte mit Hilfe von 

SigmaPlot 13.0. Aufgrund der Zugabe von Carbachol in den Interventionen 2 und 4 (siehe Tab. 

8, S. 22) lagen immer Vorher- und Nachher-Bedingungen vor. Somit handelte es sich bei dem 

Hauptexperiment dieser Arbeit um verbundene Stichproben, bei einer gleichbleibenden 

Stichprobenmenge (N). 

 

Als erstes wurde auf das Vorliegen einer Normalverteilung getestet (Shapiro-Wilk-Test), 

insofern die Normalverteilung gegeben war, wurde der gepaarte T-Test angewandt. Für den 

Fall, dass keine Normalverteilung vorlag, wurde der Wilcoxon Test genutzt. Die 

Normalverteilung lag während des Experiments nur in einem einzigen Fall nicht vor. Das 

Signifikanzniveau der Ergebnisse wurde auf p < 0,05 festgelegt.  
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III. ERGEBNISSE 

 

Die vorliegende Arbeit wurde mit einem Vorexperiment, der Dosiswirkungskurve von 

Carbachol, begonnen. Dieses diente dazu, sich mit dem Präparieren der drei Darmabschnitte 

des unteren Gastrointestinaltraktes vertraut zu machen, den Versuchsaufbau des Organbads 

zu beherrschen und eine geeignete Konzentration von Carbachol für die darauffolgenden 

Experimente mit den ausgewählten Inhibitoren zu ermitteln. Des Weiteren wurden Versuche 

mit einer wiederholten Carbachol-Gabe ohne Manipulation durch einen Inhibitor durchgeführt. 

Damit sollte die über den Versuchszeitraum natürliche Kraftabnahme der glatten 

Muskelsegmente nachgewiesen werden. 

 

Schlussendlich erfolgte im Hauptexperiment eine Analyse der durch Carbachol induzierten 

und anschließend durch die PKC-Inhibitoren Chelerythrin, H-7 sowie dem ROCK-Inhibitor 

Y-27632 unterdrückten Kontraktion. Die Darmsegmente wurden mit Hilfe eines 

Präparathakens unmittelbar am Kraftwandler befestigt, wodurch keine objektive 

Verkürzungsmöglichkeit bestand. Bei der Stimulation mit medizinischen Prüfsubstanzen ist 

somit eine Kraftänderung ohne Längenänderung des glatten Muskels zu erwarten, welche als 

isometrische Kontraktion bezeichnet wird.  

 

3.1 DOSISWIRKUNGSKURVE CARBACHOL 

 

Im Vorexperiment der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung des ACh-Agonisten Carbachol 

auf die glatte Muskulatur des Duodenums, des terminalen Ileums und des proximalen Colons 

untersucht. Dazu wurde eine Dosiswirkungskurve von Carbachol erstellt. 

 

Nach dem Einhängen der jeweiligen Präparate, in die mit Organbadlösung befüllte und 

carbogenbegaste Organbadkammer, stellte sich bei einer gleichbleibenden Temperatur von 

37°C ein Ruhetonus (Baseline) der glatten Muskulatur ein. Nach der Vitalitätskontrolle durch 

KCL und den anschließenden Spülvorgängen, erfolgte die permutierende Gabe 

unterschiedlicher Carbachol-Konzentrationen (siehe Tab. 8, S. 22). Abschließend wurde eine 

letzte Vitalitätskontrolle mittels KCL-Gabe durchgeführt. Der Versuchsablauf dauerte 

insgesamt ca. 4,5 h. Währenddessen stellte sich nach jeder eingeleiteten Auswaschphase der 

Ruhetonus wiederholt ein. 

 

Nach dem Einbringen der Darmsegmente in das Organbad und Einpendeln des Ruhetonus 

konnten rhythmischen Spontankontraktionen im Duodenum ca. 30 bis 40, im Ileum ca. 20 bis 

30 und im Colon ca. 3 bis 6 Kontraktionen pro Minute beobachtet werden. Die Darmsegmente 



ERGEBNISSE 

 
30 

zeigten durchschnittliche Amplituden von bis zu 3 mN, wobei das Colon einen weniger 

geordneten Grundrhythmus mit teilweise geringeren Amplituden aufwies. Nach der Zugabe 

von 60 mmol/L KCL und 1; 10 und 100 µmol/L Carbachol zeigte sich ein schnell einsetzender 

Anstieg des Tonus und eine überschießende tonische Kontraktion (siehe Abb. 9 (A)). Die 

maximal erreichte Kontraktionskraft reduzierte sich dosisabhängig. Im Anschluss konnte kein 

gleichmäßiger Grundtonus des jeweiligen Muskelsegments beobachtet werden. Dieser stellte 

sich erst nach mehrfachem Ausspülen von Carbachol, in einer Zeitspanne von 10 bis 15 min, 

wieder ein und zeigt vergleichbare Frequenzen wie zu Beginn des Experiments. Bei der 

Verwendung von 0,1 µmol/L Carbachol stieg der Grundtonus lediglich auf ein mäßig höheres 

Niveau. Die Zugabe von 0,01 µmol/L führte zu keiner auswertbaren Kraftänderung des 

Ruhetonus. 

 

 

  ABB. 9 WIRKUNG VON CARBACHOL IN UNTERSCHIEDLICHEN DOSEN (0,01 BIS 100 µMOL/L) AN 

DARMSEGMENTEN DER WISTAR-RATTE  (A) Beispielspur einer Labchart-Aufzeichnung des zeitlichen 
Verlaufs einer durch Carbachol induzierten Kontraktion beim Ileum der Wistar-Ratte. Der graphische 
Verlauf beschreibt die positive bzw. negative Kraftänderung in mN des Tonus sowie der phasischen 
Kontraktionen in Form von Amplituden in mN. (B) Dosiswirkungskurve der absoluten Kontraktionskraft 
in mN (C) Dosiswirkungskurve der relativen Kontraktionskraft zum Kaliumnormwert in %. 
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Die Ergebnisse der an der Wistar-Ratte durchgeführten Versuchsreihen (Colon N=24; 

Duodenum N=25 und Ileum N=32) wurden in Abb. 9 (B) und (C) dargestellt: 

Das Colon erreichte bei der Zugabe von Carbachol mit einer Konzentration von 0,01 µmol/L 

seine minimale absolute Kontraktionskraft von 8,4 ± 0,9 mN bzw. einen relativen Wert von 

57 ± 4 %. Die absolute maximale Kontraktionskraft (37,3 ± 4,4 mN) wurde bei der Zugabe von 

100 µmol/L Carbachol erreicht. Relativ betrachtet konnten hier 239 ± 19 % bestimmt werden. 

 

Bei den Untersuchungen des Duodenums sowie des Ileums konnten die niedrigsten Kräfte bei 

einer Zugabe von 0,01 µmol/L Carbachol festgestellt werden. Das Duodenum erreichte hier 

absolut gemessen 5,7 ± 0,5 mN bzw. relativ betrachtet 49 ± 4 %. Beim Ileum konnten 

3,5 ± 0,4 mN gemessen bzw. 34 ± 3 % ermittelt werden. Die maximalen Kräfte dieser beiden 

Segmente wurden bereits bei der Zugabe von 10 µmol/L Carbachol gemessen. Hier wurden 

beim Duodenum 14,5 ± 1,9 mN bzw. 107 ± 6 % und beim Ileum 12,6 ± 1,9 mN und 111 ± 12 % 

dokumentiert. Die Messergebnisse der Colon-Versuchsreihe fielen hier eindeutig höher aus 

als bei den Versuchen mit den Segmenten des Duodenums und Ileums. 

 

Insgesamt konnte bei allen drei Darmsegmenten ab einer Konzentration von 100 µmol/L kein 

relevanter Kraftanstieg mehr beobachtet werden. Folglich wird davon ausgegangen, dass 

auch bei weiterer Erhöhung der Carbachol-Dosis keine weitere Kraftzunahme erzielt werden 

kann. Daraus ergibt sich in der Darstellung ein annähernd sigmoidaler Verlauf der Mittelwerte.  

Gleichzeitig verhalten sich die Ergebnisse der absoluten und der relativen Betrachtung 

annähernd identisch und weisen keinen qualitativen Unterschied auf. 

 

Der Wendepunkt des sigmoidalen Verlaufs aller drei Graphen lässt sich bei einer Carbachol-

Gabe von 1 µmol/L ablesen. Somit kann bei der Carbachol-Konzentration von 1 µmol/L von 

der halbmaximalen Wirkungsstärke (ED 50) ausgegangen werden. Mit Hilfe des 

Vorexperiments, des Dosis-Titrationsversuchs, konnte die Carbachol-Konzentration von 

10 µmol/L, bei der eine maximale Kontraktionskraft der Darmsegmente zu erwarten ist, 

bestimmt werden. Diese wurde anschließend für die Hauptexperimente genutzt, um einen 

ausreichend großen Spielraum für die Wirkung der PKC- und ROCK-Inhibitoren zu erreichen.  

 

3.2 REPETITION VON CARBACHOL 

 

In dieser Versuchsreihe erfolgten drei aufeinanderfolgende Gaben von Carbachol ohne 

weitere Manipulation durch Inhibitoren. Wie bei jedem Experiment wurden die Präparate zu 

Beginn und zum Ende auf die Vitalität mittels KCL getestet. Der detaillierte Versuchsablauf 

kann der Abb. 8 (S. 25) entnommen werden. Hier gilt es jedoch zu beachten, dass anstelle 
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des Inhibitors eine Vehikellösung (destilliertes Wasser) verwendet wurde, um den 

vollständigen Versuchsablauf zu simulieren. Die Stichprobengröße (N) umfasste jeweils 8 

Versuchsreihen. Mit diesen Zeitkontrollversuchen wurde, durch mehrfache Auslösung der 

maximalen Kontraktionskraft über den Experimentzeitraum von 4,5 h, die Segmentermüdung 

der glatten Muskulatur ermittelt. Zu den hierbei ermittelten Ergebnissen konnte im 

Hauptexperiment Bezug genommen und eine nachlassende Kontraktionskraft mit einbezogen 

werden. In den nachfolgenden Abbildungen wurden die erhobenen Daten als Boxplots 

dargestellt. 

 

 

 
ABB. 10 KRAFTVERÄNDERUNG BEI WIEDERHOLTER ZUGABE VON CARBACHOL (10 µMOL/L) AN DUODENUM-
SEGMENTEN  (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (** p<0,01; 1 = gepaarter T-
Test) 
 

 

Im Verlauf des Experiments wurde bei den Duodenum-Segmenten ein stetiger Abfall der 

isometrischen Kräfte erkennbar. Mit der Gabe von KCLpre konnte die Kontraktionskraft mit 

13,6 ± 2,4 mN gemessen werden. Nachdem KCLpost in die Organbadkammer appliziert wurde, 

erreichte dieses Darmsegment nur noch 6,4 ± 1,4 mN in seiner maximalen Kontraktion. Auf 

die Applikation von Carbachol reagierte das Duodenum-Segment mit einer Kontraktionskraft 

von 14,3 ± 2,6 mN (120 ± 6 %). Nach drittmaliger Zugabe von Carbachol reduzierte sich die 

absolut gemessene Kontraktionskraft auf 8,4 ± 1,5 mN und die relativ ermittelte Bewertung auf 

105 ± 11 %. Ein signifikanter Unterschied (p < 0,01) in den relativen Messwerten bestand 

jedoch nur zwischen der ersten und zweiten Carbachol-Antwort.  
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ABB. 11 KRAFTVERÄNDERUNG BEI WIEDERHOLTER ZUGABE VON CARBACHOL (10 µMOL/L) AN ILEUM-
SEGMENTEN (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. 
 

Der Verlauf der isometrischen Kräfte der Ileum-Segmente verhielten sich analog zu dem der 

Duodenum-Segmente Es war ebenfalls eine Abnahme bei der Kraftreaktion nach der Gabe 

von KCLpre (17,3 ± 3,5 mN) und KCLpost (14,5 ± 2,6 mN) festzustellen. Das Hinzugeben von 

Carbachol führte von der ersten relativen (150 ± 8 %) bis zur letzten relativen Antwort 

(134 ± 5 %) zu einer Kraftreduktion um 16% ± 3 %. Statistisch konnte keine Signifikanz der 

relativen Messergebnisse nachgewiesen werden. 

 

 
ABB. 12 KRAFTVERÄNDERUNG BEI WIEDERHOLTER ZUGABE VON CARBACHOL (10 µMOL/L) AN COLON-
SEGMENTEN (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. 
 
Die Colon-Segmente zeigten ebenfalls eine minimale Verringerung des Kraftpotentials von 

KCLpre (11,6 ± 2,7 mN) zu KCLpost (11,0 ± 2,4 mN). Hingegen nahmen die Reaktionskräfte von 

der ersten relativen (225 ± 23 %) zu der letzten relativen Antwort (250 ± 13 %) nach 
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Carbachol-Gabe geringfügig zu. Es konnten keine signifikanten Unterschiede der relativen 

Ergebnisse bestimmt werden. 

 

3.3 PKC- UND ROCK-INHIBITOREN 

 

Der Hauptteil der vorliegenden Arbeit untersucht die Rolle der PKC-Inhibitoren Chelerythrin 

und H-7 sowie des ROCK-Inhibitors Y-27632 bei der Reduktion der Carbachol induzierten 

Kontraktion. Die Messergebnisse wurden in Boxplots mit den bekannten Farben, zugehörig 

zum jeweiligen Darmabschnitt, dargestellt. Zusätzlich stellt der farblich markierte Boxplot die 

Intervention der jeweiligen Inhibitor-Zugabe dar. 

 

3.3.1 VORVERSUCHE 

 

Zu Beginn der Experimente fanden Vorversuche statt, um die Konzentrationen der Inhibitoren 

zu bestimmten. Diese Vorversuche zeigten, dass erst bei einer Konzentration von 10 µmol/L 

Chelerythrin in der Organbadkammer eine messbare Reduktion der maximalen 

Kontraktionskraft erzielt werden konnte. Bei einer Intensität von 5 µmol/L Chelerythrin konnte 

weder bei den Duodenum-, Ileum- oder Colon-Segmenten eine deutliche Wirkung ermittelt 

werden. Da die Vorversuche keinen Effekt gezeigt haben, entschied sich die Autorin der 

vorliegenden Arbeit die Versuchsreihe mit einer Konzentration von 5 µmol/L Chelerythrin zu 

beenden und fokussierte sich auf Versuche mit 10 µmol/L. 

 

Die Konzentration des Inhibitors Y-27632 zeigte schon bei der Verwendung von 5 µmol/L eine 

Inhibierung der maximalen Kontraktionskraft bei den Duodenum-, Ileum- und Colon-

Segmenten. Auch bei der Verwendung von 5 µmol/L H-7 konnte dieser Effekt an Segmenten 

von Duodenum und Ileum aufgezeichnet werden. Im Gegensatz dazu, zeigten die 

Vorversuche an den Colon-Präparaten keine Reaktion auf 5 µmol/L des Inhibitors H-7. 

Allerdings konnte bei diesem Darmsegment unter der Verwendung von 10 µmol/L H-7 eine 

deutliche Abnahme der Kraft festgestellt werden. Diese Versuchsreihe wurde dennoch 

beendet, um die Wirkung des Inhibitors H-7 mit den anderen Darmsegmenten zu vergleichen 

und somit gleiche Voraussetzungen zu schaffen. 

 

Durch die zuvor beschriebenen Ergebnisse auf die unterschiedlichen Konzentrationen, wurde 

im anschließenden Experiment an den Duodenum-, Ileum- und Colon-Segmenten die 

folgenden Konzentrationen verwendet: 10 µmol/L Chelerythrin, 5 µmol/L H-7 und 5 µmol/L 
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Y-27632. Um eine Vergleichbarkeit zwischen den Darmsegmenten herzustellen, wurden 

einheitlich dieselben Konzentrationen verwendet. 

 

3.3.2 VERSUCHSREIHE MIT CHELERYTHRIN 

 

Die folgend dargestellten Daten ergaben sich aus den Versuchsreihen mit dem Inhibitor 

Chelerythrin. Dieser wurde zur Inhibierung des PKC-Wegs bei der Kontraktion der glatten 

Muskulatur angewandt. In diesem Experiment wurde an den Segmenten vom Duodenum, 

Ileum und Colon jeweils 10 µmol/L Chelerythrin verwendet und die Reduktion der maximalen 

Kontraktionskraft, anhand der Carbachol-Antwort, ermittelt.  

 
ABB. 13 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN PKC-INHIBITORS CHELERYTHRIN (10 µMOL/L) AUF DIE DURCH 

CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN DUODENUM-
SEGMENTEN DER WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) 
Darstellung der relativen isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. 
(**p<0,01; ***p<0,001; 1 = gepaarter T-Test; Gelber Boxplot = Chelerythrin enthalten) 
 

 
Die Versuchsreihe an den Duodenum-Segmenten ergab, dass die erste durch Carbachol 

induzierte Kontraktion mit 21,8 ± 2,0 mN bzw. 129 ± 7 % durch den Inhibitor Chelerythrin 

(10 µmol/L) auf 13,9 ± 1,8 mN bzw. 96 ± 9 % reduziert wurde. Nach dem anschließenden 

Spülvorgang blieb die Kontraktionskraft bei erneuter Zugabe von Carbachol bei 13,4 ± 1,8 mN 

bzw. 109 ± 9 %. Der Median weist eine ähnliche Tendenz auf wie die zuvor dargestellten 

Mittelwerte. Konkret beträgt der Median vor der Zugabe des Inhibitors 124 % und nach der 

Inhibitorzugabe 90 % und bestätigen die beobachtete Reduktion.  

In Bezug zum Kalium-Normwert ließ sich ein signifikanter Unterschied (p < 0,001) bei der 

isolierten Carbachol-Gabe im Vergleich zur Vorinkubation mit Chelerythrin (10 µmol/L) 

feststellen. Die letzte Zugabe von Carbachol führte zu einem signifikanten relativen 

Kraftanstieg (p < 0,01). Durch die Applikation von Chelerythrin (10 µmol/L) wurde demnach 
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eine deutliche Reduktion, sowohl in der absoluten Messung als auch in der relativen 

Betrachtung der Carbachol induzierten Kontraktion hervorgerufen.  

 

 
ABB. 14 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN PKC-INHIBITORS CHELERYTHRIN (10 µMOL/L) AUF DIE DURCH 

CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AM ILEUM DER WISTAR-
RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (***p<0,001; 1 = gepaarter T-
Test; grüner Boxplot = Chelerythrin enthalten) 
 

 
Auch die Ergebnisse aus der Versuchsreihe mit insgesamt 8 Ileum-Segmenten zeigten nach 

Hinzugabe des PKC-Inhibitors Chelerythrin eine deutliche Reduktion der Kraft von 

19,9 ± 1,7 mN auf 15,5 ± 1,4 mN. Die unterdrückte Carbachol-Antwort von 15,5 ± 1,4 mN blieb 

nach dem Auswaschen des Inhibitors annähernd gleich 15,2 ± 1,2 mN. In Relation zum 

Kalium-Normwert zeigten die Ergebnisse denselben Verlauf. Die relativen Mittelwerte der 

ersten maximalen Kraftmessung nach der Carbachol-Gabe ergaben 161 ± 9 % und wurden 

signifikant (p < 0,001) auf 131 ± 7 % reduziert. Auch die Medianwerte bestätigten diesen 

Effekt, mit einer Abnahme von 163 % vor der Applikation von Chelerythrin auf 129 % nach der 

Inhibitorzugabe. Bei der dritten und somit letzten Carbachol-Applikation (134 ± 4 %) wurde 

kein signifikanter Unterschied ermittelt.  
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ABB. 15 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN PKC-INHIBITORS CHELERYTHRIN (10 µMOL/L) AUF DIE DURCH 

CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AM COLON DER 

WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (*p<0,05; ***p<0,001; 1 = 
gepaarter T-Test; Brauner Boxplot = Chelerythrin enthalten) 
 
An den Colon-Segmenten wurde die Tonus-Kontraktion nach der isolierten Zugabe von 

Carbachol von 38,5 ± 5,9 mN auf 29,6 ± 4,7 mN durch Vorinkubation mit Chelerythrin 

(10 µmol/L) reduziert. Die daraus resultierende Kraftabnahme betrug 8,9 ± 1,2 mN. Zuletzt, 

nach Entfernen des Inhibitors, konnte eine Carbachol-Antwort von 32,1 ± 5,2 mN gemessen 

werden. Die relativen Messergebnisse sanken nach PKC-Inhibitor-Vorinkubation von 

236 ± 33 % auf 203 ± 26 %. Ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) konnte hierbei festgestellt 

werden. Auch die Medianwerte zeigten eine entsprechende Abnahme und reduzierten sich 

von 264 % vor auf 229 % nach der Inhibitorapplikation. Weiterhin lag eine signifikante 

Zunahme (p < 0,001) der maximalen Kontraktionskraft (262 ± 30 %) bei der letzten Carbachol-

Antwort vor. 
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3.3.3 VERSUCHSREIHE MIT H-7 

 

Um die Wirkung eines weiteren PKC-Inhibitors zu untersuchen, erfolgten neue Versuchsreihen 

an Präparaten von Duodenum-, Ileum- und Colon-Segmenten. Hierfür wurde der Inhibitor H-7 

mit einer Konzentration von 5 µmol/L verwendet.  

 

 
ABB. 16 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN PKC-INHIBITORS H-7 (5 µMOL/L) AUF DIE DURCH CARBACHOL 

(10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN DUODENUM-SEGMENTEN DER 

WISTAR-RATTE.  (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (*p<0,05; **p<0,01; 1 = 
gepaarter T-Test; 2 = Wilcoxon Rangsummentest; Gelber Boxplot = H-7 enthalten) 
 

 

Die Experimente am Duodenum umfassten 8 Versuche. Es konnte nach erster 

Carbachol-Inkubation im Mittel eine maximale Kontraktionskraft von 15,9 ± 3,8 mN bzw. 

132 ± 10 % aufgezeichnet werden. Durch die Vorinkubation des Inhibitors H-7 und einer 

anschließenden Carbachol-Gabe in die Organbadkammer, reduzierte sich die absolute 

Kontraktionskraft des Duodenums auf 10,8 ± 2,6 mN und die relative Kraft auf 100 ± 7 % 

(statistische Signifikanz, p < 0,01). Mit der darauffolgenden Carbachol-Gabe erreichte das 

Segment eine absolute Kraft von 13,2 ± 3,8 mN. Im relativen Ergebnis konnten hier 

132 ± 22 % im Bezug zum Kaliumnormwert errechnet werden, wodurch sich ein statistischer 

Unterschied (p < 0,05) ergab. Die Medianwerte verringerten sich entsprechend von 127 % auf 

90 %. 
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ABB. 17 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN PKC-INHIBITORS H-7 (5 µMOL/L) AUF DIE DURCH CARBACHOL 

(10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN ILEUM-SEGMENTEN DER WISTAR-
RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (*p<0,05; ***p<0,001; 1 = 
gepaarter T-Test; grüner Boxplot = H-7 enthalten) 
 

 

Wie in Abb. 17 dargestellt, wurde bei den Segmenten vom Ileum eine deutliche Reduktion der 

Kontraktionskraft, durch das Beifügen des Inhibitors H-7 hervorgerufen. Die Verringerung der 

isometrischen Kontraktion betrug 4 ± 0,7 mN und fiel somit von 19,1 ± 4 mN auf 

15,1 ± 3,2 mN. Nach mehrfachem Auswaschen von H-7 stieg die gemessene Kraftgröße nur 

gering auf 15,9 ± 3,3 mN. Analog dazu verhielten sich die relativen Messwerte. Die Carbachol-

Antwort, mit einem Wert von 152 ± 8 %, wurde durch Manipulation des Inhibitors H-7 

signifikant (p < 0,001) auf 117 ± 7 % gedrosselt. Auch die Betrachtung der Medianwerte 

bestätigte die Reduktion mit einer Abnahme von 142 % auf 119 % der relativen isometrischen 

Kraft. Eine signifikante Zunahme der Kraft (p < 0,05) konnte bei der letzten relativen 

Carbachol-Antwort von 122 ± 8 % festgestellt werden. 
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ABB. 18 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN PKC-INHIBITORS H-7 (5 µMOL/L) AUF DIE DURCH CARBACHOL 

(10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN COLON-SEGMENTEN DER 

WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (brauner Boxplot = H-7 
enthalten) 
 

Für die Experimente an den Colon-Segmenten wurden insgesamt 9 Versuchsreihen 

untersucht. Im Mittel ergaben die absoluten Werte der Carbachol-Antwort eine 

Kontraktionskraft von 27,6 ± 5,1 mN. Anders als bei den Segmenten vom Duodenum und 

Ileum konnte, durch Vorinkubation des PKC-Inhibitors H-7 (5 µmol/L) im Organbad, keine 

Manipulation der Kontraktionskraft festgestellt werden. Die gemessene Kraft blieb annähernd 

gleich bei 28,4 ± 6,7 mN und stieg nach dem Auswaschen des Inhibitors weiter auf 

30,8 ± 7,9 mN an. Die relativen isometrischen Kräfte in Bezug zum Kalium-Normwert zeigten 

keinen signifikanten Unterschied zwischen den 3 Carbachol-Antworten (Abb. 18). Die 

Medianwerte zeigten in dieser Versuchsreihe ebenfalls eine geringfügige Reduktion von 

366 % auf 340 %. 

 

3.3.4 VERSUCHSREIHE MIT Y-27632 

 

Um die Wirkung eines ROCK-Inhibitors auf die glatte Muskulatur zu untersuchen, wurde eine 

weitere Experimentfolge durchgeführt. Dazu wurden die Darmsegmente vom Duodenum, 

Ileum und Colon mit 5 µmol/L des ROCK-Inhibitor Y-27632 vorinkubiert und in die mit 

Organbadlösung befüllte und carbogenbegaste Organbadkammer eingehängt. Bei einer 

gleichbleibenden Temperatur von 37°C stellte sich der Ruhetonus (Baseline) der glatten 

Muskulatur ein, wie in Abb. 19 (A) ersichtlich. 

 

Nach der Vitalitätskontrolle durch KCL und den anschließenden Spülvorgängen, erfolgte eine 

Kontraktionsauslösung durch Carbachol. Abschließend erfolgte die 10-minütige Vorinkubation 
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des ROCK-Inhibitors Y-27632 mit darauffolgender Carbachol-Applikation. Daraus resultierte 

eine verringerte Wirkung der Carbachol induzierten Kontraktion. Daraufhin erfolgte erneut eine 

Kontraktionsauslösung durch Carbachol und zum Ende des Experiments wurde eine letzte 

Vitalitätskontrolle mittels KCL-Gabe durchgeführt. Der Versuchsablauf dauerte insgesamt ca. 

4,5 H. Währenddessen stellte sich nach jeder eingeleiteten Auswaschphase der Ruhetonus 

wiederholt ein. 

 

 
ABB. 19 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN RHO-KINASE-INHIBITORS Y-27632 (5 µMOL/L) AUF DIE DURCH 

CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN DUODENUM-
SEGMENTEN DER WISTAR-RATTE. (A) Beispielspur einer Labchart-Aufzeichnung des zeitlichen Verlaufs 
einer durch Y-27632 verringerten Carbachol induzierten Kontraktion beim Duodenum-Segment der 
Wistar-Ratte. Der graphische Verlauf beschreibt die positive bzw. negative Kraftänderung in mN des 
Tonus sowie der phasischen Kontraktionen in Form von Amplituden in mN. (B) Darstellung der 
absoluten isometrischen Kraft in mN, (C) Darstellung der relativen isometrischen Kraft der Carbachol-
Antworten zum Kalium-Normwert in %. (**p<0,01; 1 = gepaarter T-Test; gelber Boxplot = Y-27632 
enthalten) 
 

 

Die Ergebnisse der an der Wistar-Ratte durchgeführten Experimente wurden ebenfalls in Abb. 

19 (B) und (C) dargestellt: Die Duodenum-Segmente antwortete nach der Zugabe von 

Carbachol mit einer isometrischen Kraft von 15,6 ± 2,2 mN. Diese Kraft wurde durch die 

anschließende Vorinkubation mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632 auf 9,5 ± 1,9 mN deutlich 
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reduziert. Durch die dritte Carbachol-Applikation erhöhte sich die Kontraktionskraft auf 

10,3 ± 1,7 mN. 

 

Die in der Abb. 19 (C) dargestellten relativen Messwerte zeigen eine signifikante Reduktion 

(p < 0,01) der Kräfte von 108 ± 8 % auf 73 ± 9 %, durch die Wirkung des Inhibitors Y-27632. 

Auch die Medianwerte unterstrichen diesen Effekt (101 % reduziert auf 71 %). Ebenfalls 

stiegen die Kräfte signifikant (p < 0,01) nach Entfernung des Blockers auf 93 ± 6 % an. 

 

 

 
ABB. 20 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN RHO-KINASE-INHIBITORS Y-27632 (5 µMOL/L) AUF DIE DURCH 

CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN ILEUM-SEGMENTEN 

DER WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN. (B) Darstellung der 
relativen isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (**p<0,01; 
***p<0,001; 1 = gepaarter T-Test; grüner Boxplot = Y-27632 enthalten) 
 

 

Die Versuchsreihe an den Ileum-Segmenten umfassten insgesamt 8 Experimente. Deutlich zu 

erkennen war eine Inhibierung der maximalen Kontraktionskraft durch 5 µmol/L des Inhibitors 

Y-27632 (Abb. 20). Die Carbachol-Antwort wurde durch die Zugabe des Inhibitors Y-27632 

von 18,4 ± 2,7 mN auf 12,2 ± 1,7 mN reduziert. Anschließend stieg die Kontraktionskraft durch 

die wiederholte Zugabe von Carbachol auf 13,5 ± 2,2 mN an. 

 

Auch bei den korrespondierenden relativen Ergebnissen zeigte sich eine deutliche Blockierung 

der maximalen Kontraktionskräfte der Ileum-Segmente durch den ROCK-Inhibitor. Es bestand 

ein signifikanter Unterschied (p < 0,001) sowohl von der ersten Carbachol-Antwort (154 ± 8 %) 

zur mittleren Carbachol-Antwort mit Inhibitor (104 ± 5 %), als auch von der mittleren zur letzten 

Carbachol-Kraft (119 ± 7 %; p < 0,01). Eine vergleichbare Abnahme zeigte sich bei den 

Medianwerten, die von 159 % vor der Zugabe des Inhibitors auf 107 % danach sanken. 
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ABB. 21 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN RHO-KINASE-INHIBITORS Y-27632 (5 µMOL/L) AUF DIE DURCH 

CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN COLON-
SEGMENTEN DER WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN. (B) 
Darstellung der relativen isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. 
(*p<0,05; **p<0,01; 1 = gepaarter T-Test; brauner Boxplot = Y-27632 enthalten) 
 

 

An Darmsegmenten vom Colon wurden 10 Experimente durchgeführt, deren Ergebnisse in 

Abb. 19 dargestellt sind. Es konnte eine Verminderung der Kontraktionskräfte durch den 

ROCK-Inhibitor Y-27632 beobachtet werden, wobei diese von 32,3 ± 6,8 mN auf 

27,5 ± 6,2 mN sanken. Die relativen Messwerte zeigten eine signifikante Reduktion der durch 

Carbachol ausgelösten Kräfte von 253 ± 24 % auf 221 ± 19 % (p < 0,05). Die Medianwerte 

spiegelten ebenfalls die Abnahme der Kraft wider und reduzierten sich von 226 % auf 219 %. 

Nach dem Auswaschen des Inhibitors und einer erneuten Applikation von Carbachol stiegen 

diese Kräfte signifikant auf 305 ± 24 % an (p <0,01). 

 

Eine ähnliche Wirkung wurde auch in den Duodenum- und Ileum-Segmenten beobachtet, 

wobei durch Zugabe von Y-27632 die anschließenden durch Carbachol induzierten Kräfte 

reduziert wurden. Nach dem Auswaschen und erneuter Carbachol-Gabe nahmen die Kräfte in 

beiden Fällen signifikant zu. 
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3.3.5 VERSUCH KOMPLEX 

 

Um eine mögliche additive Wirkung der drei PKC- und ROCK-Inhibitoren zu untersuchen, 

wurden Chelerythrin (10 µmol/L), H-7 (5 µmol/L) und Y-27632 (5 µmol/L) gleichzeitig 

verabreicht. Diese Versuchsreihe wurde ausschließlich an Darmsegmenten vom Colon 

durchgeführt. 

 

 
ABB. 22 WIRKUNG VON 3 INHIBITOREN: CHELERYTHRIN (10 µMOL/L), H-7 (5 µMOL/L), Y-27632 (5 µMOL/L) 
AUF DIE DURCH CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN 

COLON-SEGMENTEN DER WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN. (B) 
Darstellung der relativen isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. 
(**p<0,01; 1 = gepaarter T-Test; Brauner Boxplot = Y-27632 enthalten) 
 

Bei den in Abb. 22 durchgeführten Experimenten an Colon-Segmenten wurde die Wirkung von 

drei gleichzeitig hinzugegebenen Inhibitoren untersucht. Diese Versuchsreihe umfasste 

insgesamt 8 Messungen. Durch die simultane Applikation von Chelerythrin, H-7 und Y-27632 

konnte die Carbachol-Antwort von 29,4 ± 7,0 mN auf 21,0 ± 5,5 mN reduziert werden. Nach 

einem sorgfältigen Spülvorgang erreichte die Kontraktionskraft durch die separierte Gabe von 

Carbachol einen maximalen Wert von 29,7 ± 6,7 mN. Die relativen Messwerte wiesen eine 

signifikante Verringerung (p < 0,01) der Carbachol-Antwort durch die zugefügten Inhibitoren 

von 255 ± 31 % zu 188 ± 37 % auf. Die Medianwerte zeigten analog zur Mittelwertabnahme 

einen Rückgang der Kraft von 227 % vor der Inhibitorzugabe auf 144 % danach. Nach 

Entfernung der drei PKC- und ROCK-Inhibitoren stieg die maximale Kontraktionskraft, 

ausgelöst durch Carbachol, signifikant (p < 0,01) auf 273 ± 22 %. Im Vergleich zu den 

isolierten Zugaben der drei Inhibitoren, konnte eine additive Reduktion der maximalen 

Kontraktionskraft um 26 % festgestellt werden. Dagegen erreichte die separate Zugabe von 

Chelerythrin und Y-27632 eine Verringerung von 13 und 12 %. Der Inhibitor H-7 führte sogar 

zu annähernd keiner Veränderung.  
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IV. DISKUSSION 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der ROCK und PKC in der glatten Muskulatur, 

für die durch Carbachol induzierte Kontraktionskraft an drei Darmsegmenten des unteren 

Gastrointestinaltraktes untersucht. Im Folgenden werden die Ergebnisse im Detail betrachtet 

und im Kontext der Fachliteratur diskutiert, wobei zu beachten ist, dass bisher nur wenig 

Literatur zu diesem Thema zur Verfügung steht. Darüber hinaus wurde nicht bei allen Arbeiten 

angegeben, ob es sich dabei um die Längs- oder Ringmuskulatur handelte. Im Interesse einer 

klareren Darstellung wird in der Diskussion auf die Unterscheidung zwischen Ring- und 

Längsmuskulatur verzichtet. Dennoch wurde der Versuch unternommen sich auf die 

Längsmuskulatur zu konzentrieren. 

 

4.1 WIRKUNG VON CARBACHOL IM GLATTEN MUSKEL 

 

Die permutierende Applikation von unterschiedlichen Carbachol-Konzentrationen bewirkte bei 

den Duodenum-, Ileum- und Colon-Präparaten, ausgehend vom Ruhetonus, eine 

dosisabhängige Kontraktion. Daraus ergibt sich in der Darstellung der Mittelwerte ein 

annähernd sigmoidaler Verlauf. Auch in anderen wissenschaftlichen Arbeiten (Weller 2016; 

Kirschstein et al. 2014; Takeuchi et al. 2007) konnte im Organbad bei der Verwendung 

aufsteigender Carbachol-Konzentrationen in der glatten Muskulatur ein sigmoidaler Verlauf 

aufgezeichnet werden. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass bei einer geringen 

Carbachol-Konzentration von 0,01 µmol/L nur wenige Moleküle an die muskarinergen 

Acetylcholin-Rezeptoren binden und somit eine geringere Aktivierung kontraktiler Prozesse 

auslösen. Eine maximale Kontraktionskraft wurde bei den vorliegenden Experimenten am 

Colon-Segment bei einer Zugabe von 100 µmol/L Carbachol erreicht, was auf eine höhere 

kontraktile Kapazität dieses Darmsegments schließen lässt. Hingegen erreichten die 

Duodenum- und Ileum-Segmente eine maximale Kontraktionskraft schon nach der Applikation 

von 10 µmol/L Carbachol. Diese Ergebnisse deuten auf eine Sättigung der Carbachol-

Moleküle am muskarinergen Acetylcholin-Rezeptor hin, wobei es durch eine weitere Erhöhung 

der Carbachol-Dosis zu keiner stärkeren Wirkung führte. 

 

Im Rahmen der Zeitkontroll-Versuche wurde Carbachol (10 µmol/L) über einen Zeitraum von 

4,5 h dreimal appliziert (siehe Kapitel 3.2). Hiermit konnte die Reproduzierbarkeit, der durch 

Carbachol induzierten Kontraktionskraft nachgewiesen werden. Außerdem wurde ein 

mäßiger, kontinuierlicher Abfall der maximalen Kontraktionskraft beobachtet, wobei nur 

zwischen der ersten und zweiten Carbachol-Antwort des Duodenum-Segments ein 

signifikanter Unterschied vorlag. Auch in der Studie von Kirschstein et al. (2014) wurden 
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Zeitkontroll-Experimente durchgeführt, in denen ein geringes Nachlassen der durch Carbachol 

induzierten Kontraktionen beobachtet wurde. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die 

intrazellulären Calciumspeicher und ATP-Vorräte nach mehrfacher Auslösung der maximalen 

Kontraktionskraft erschöpft werden und eine Segmentermüdung erfolgt. Des Weiteren ist eine 

Desensibilisierung der muskarinergen Acetylcholin-Rezeptoren gegenüber Carbachol und zu 

wenig Zeit zur vollständigen Erholung zwischen den Intervallen der Carbachol-Applikation 

denkbar. 

 

4.2 EFFEKTE EINER BLOCKADE DER ROCK AUF DIE KONTRAKTILITÄT DER GLATTEN 

MUSKULATUR DES UNTEREN GASTROINTESTINALTRAKTS 

 

In der glatten Muskulatur kann der Mechanismus der Ca2+-Sensitivierung unter anderem durch 

die ROCK-Aktivierung vermittelt werden. Dieser Prozess erfordert, dass Rho durch GTP 

aktiviert wird, das von Rho-Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (RhoGEFs) bereitgestellt 

wird. Der entstehende Rho-GTP-Komplex aktiviert die ROCK. Diese phosphoryliert die 

myosinbindende Untereinheit der MLCP, wodurch ihre Aktivität gehemmt wird. Infolgedessen 

bleibt die Kontraktion bestehen (Somlyo und Somlyo 2003; Wynne et al. 2009). 

 

Um den Einfluss der ROCK auf die Kontraktilität der glatten Muskulatur zu ermitteln, wurde 

dieses Enzym in der vorliegenden Arbeit an drei Darmabschnitten des unteren 

Gastrointestinaltrakts blockiert. Die Inhibierung dieses Signalwegs erfolgte mit dem ROCK-

Inhibitor Y-27632 mit einer Konzentration von 5 µmol/L. Y-27632 wird als spezifischer und 

potenter ROCK-Inhibitor beschrieben (Uehata et al. 1997). In den Arbeiten von Pfitzer et al. 

(2001) und Swärd et al. (2000) wurde Y-27632 am Ileum des Meerschweinchens mit einem 

IC50 von 1,4 bis 1,7 µmol/L ermittelt. Für die vorliegenden Experimente könnte der 

Ausgangswert von 5 µmol/L somit sinnvoll sein, da dieser etwa 3 bis 3,5-fach über der 

halbmaximalen inhibitorischen Konzentration liegt und die ROCK wahrscheinlich etwa 70 bis 

90% gehemmt werden kann.  

 

In der Vergangenheit haben bereits mehrere Arbeitsgruppen (Uehata et al. 1997; Davies et al. 

2000; Yoshii et al. 1999; Sakamoto et al. 2003) nachgewiesen, dass Y-27632 die ROCK und 

damit die Kontraktion in der glatten Muskulatur hemmt. Aufgrund dieser Studien und den damit 

zugrundeliegenden Erkenntnissen über die Verwendung von Y-27632, lässt sich 

schlussfolgern, dass eine vergleichbare Wirkung an der glatten Muskulatur vom Duodenum, 

Ileum und Colon zu erwarten sein könnte. 
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Die pharmakologischen Versuche in der vorliegenden Arbeit wurden im Organbad 

durchgeführt. Dabei wurden die Darmsegmente Duodenum, Ileum und Colon jeweils mit 

Y-27632 (5 µmol/L) inhibiert, um zu überprüfen, welchen Einfluss der ROCK-Inhibitor auf die 

durch Carbachol induzierte Kontraktion nimmt. Hauptaugenmerk lag auf dem zu 

untersuchendem Parameter der isometrischen Kontraktionskraft. An allen drei untersuchten 

Darmsegmenten wurde die isometrische Kontraktionskraft infolge der Applikation von Y-27632 

(5 µmol/L) signifikant reduziert. Dieser Effekt war reproduzierbar. 

 

4.2.1 STUDIEN ZUR GLATTEN MUSKULATUR  

 

Die verfügbaren Arbeiten, die sich unter anderem mit der Inhibierung der durch Carbachol 

induzierten Kontraktionskraft in der glatten Muskulatur mittels Y-27632 beschäftigten, zeigten 

größtenteils bei diesem Parameter übereinstimmende Ergebnisse (Übersicht siehe Tab. 10). 

Die Arbeitsgruppe um Pfitzer et al. (2001) fand bei einer Studie am Ileum eines 

Meerschweinchens heraus, dass die durch Carbachol (10 µmol/L) induzierte Kraft durch 

Y-27632 ab einer Konzentration von 0,3 bis 10 µmol/L reduziert wurde. Insgesamt zeigte 

Y-27632 dabei eine starke und signifikante Wirkung auf die Carbachol-induzierte 

Ca²⁺-Sensitivität und Kontraktionskraft (Pfitzer et al. 2001). In einer Untersuchung von 

Takeuchi et al. (2004) wurde ebenfalls gezeigt, dass Y-27632 die durch GTP und Carbachol 

induzierte Ca²⁺-Sensibilisierung blockierte. Gleichzeitig stellte die Arbeitsgruppe dabei fest, 

dass die Hemmung im proximalen Colon signifikant stärker auftrat als im distalen Colon 

(Takeuchi et al. 2004). Diese Beobachtungen regionaler Unterschiede in der Hemmwirkung, 

insbesondere die stärkere Inhibition im proximalen gegenüber dem distalen Colon, legen eine 

funktionelle Heterogenität des ROCK-Signalwegs innerhalb verschiedener Abschnitte des 

gastrointestinalen Trakts nahe. 

 

In einer Studie von Mizuno et al. (2008) wurden die Kraftentwicklung, die intrazelluläre 

Ca2+-Konzentration und die FRET-Signalgebung eines CaM-Sensors simultan in isolierten 

Blasenmuskelstreifen von Mäusen gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass unter anderem 

Y-27632 (10 µmol/L) die Carbachol-induzierte (10 µmol/L) Kraftentwicklung sowie die 

Phosphorylierung der regulatorischen MLC reduzierte, ohne die intrazelluläre 

Calciumkonzentration oder das Ausmaß der MLCK-Aktivierung signifikant zu beeinflussen. 

Darüber hinaus führte Y-27632 zu einer verminderten Carbachol-vermittelten 

Phosphorylierung von MYPT1 an Thr694. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die durch 

Agonisten induziere Kontraktion auf der Aktivierung des Calcium-CaM-abhängigen MLCK 

beruhen und die MYPT1- Phosphorylierung eine Rolle bei der Hemmung der MLCP-Aktivität 

einnimmt. 
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Die Arbeitsgruppe von Shabir et al. (2004) untersuchte Ureter von Ratten- und 

Meerschweinchen u.a. mit Hilfe von Kalziumfluoreszenz- sowie Gewebekraftmessungen. Die 

Ergebnisse zeigten, dass Carbachol (10 µmol/L) die Kontraktion der glatten Muskulatur 

verstärkte, während die Inhibition von ROCK durch Y-27632 (10 µmol/L) zu einer Ca²⁺-

unabhängigen Erhöhung der Relaxationsrate der Kontraktion, begleitet von einer 

Beschleunigung der MLC-Desphosphorylierung, führte. Das weist auf die wichtige Rolle von 

ROCK in der Signalübertragung hin. Die Wirkung der ROCK-Inhibition durch Y-27632 ist 

spezifisch für den Rattenureter und konnte im Meerschweinchen-Ureter nicht beobachtet 

werden, was für eine artspezifische Funktion der ROCK-vermittelten Signaltransduktion 

sprechen könnte. 

 

TAB. 10 STUDIEN ZUR GLATTEN MUSKULATUR 

Gewebe Spezies Methode Referenz 

Ileum Meerschweinchen  
(Dunkin-Harley) 

Myograph 
SDS-PAGE 
Western Blot 

Pfitzer et al. (2001) 

Harnblase  Maus 
(transgen mit CaM-
Sensor-MLCK-
Expression) 

Fluoreszenzmikroskopie 
Myographie 
Urea-glycerol-PAGE, 
Western Blot 

Mizuno et al. 
(2008) 

Colon  Ratte 
(Wistar, männl.) 

Kraftmessung Takeuchi et al. 
(2004) 

Ureter Ratten 
Meerschweinchen 

Kraftmessung im modifizierten 
Organbad 
Patch-Clamp Technik 
Kalziumfluoreszenzmessungen 
EFS 

Shabir et al. (2004) 

Ileum Ratte Kraftmessung 
Western Blot 

Ihara et al. (2007) 

 

4.2.2 STUDIEN ZUR GLATTEN MUSKULATUR IM ORGANBAD 

 

Des Weiteren gibt es Studien, welche mit Hilfe des Organbads die Mechanismen der 

Ca²⁺-Sensitivierung an der glatten Muskulatur erforschten (Übersicht siehe Tab. 11). Dazu 

zählt die Arbeitsgruppe von Durlu-Kandilci und Brading (2006), welche β-escin 

permeabilisierte Harnblasen von Ratten und Meerschweinchen, sowie Längsmuskelstreifen 

am Blinddarm (taenia caecum) vom Meerschweinchen untersuchten. Unter anderem wurde 

dafür Y-27632 (5 µmol/L) verwendet, welcher die durch Carbachol (50 µmol/L) induzierte 

Ca²⁺-Sensibilisierung in der Ratten-Harnblase vollständig unterdrückte, was auf die zentrale 
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Rolle des ROCK-Signalwegs hinweist. In der Meerschweinchen-Harnblase und taenia caecum 

hatte Y-27632 dagegen keine hemmende Wirkung, stattdessen wurde in einigen Fällen eine 

initiale Kontraktion beobachtet, gefolgt von einer Rückkehr zur Basalaktivität. Dies deutet auf 

artspezifische Unterschiede in den Mechanismen der Ca²⁺-Sensibilisierung hin. Wibberley et 

al. (2003) konnten bei der Untersuchung einer Harnblase von der Ratte beobachten, dass 

Y-27632 in einer Konzentration von 10 µmol/L die durch Carbachol (0,001 bis 0,3 µmol/L) 

hervorgerufene Kontraktion signifikant abschwächte.  

 

In einer weiteren Studie untersuchten Oh et al. (2003) die Beteiligung des ROCK-Signalwegs 

bei der Agonisten-induzierten Ca²⁺-Sensitivität am Myometrium einer trächtigen Ratte. Auch 

hierbei wurde eine durch Carbachol (10 µmol/L) induzierte phasische und tonische Kontraktion 

durch Y-27632 (1 µmol/L) geschwächt. Die Arbeitsgruppe von Cernecka et al. (2015) konnte 

in der glatten Muskulatur der Harnblase einer Ratte und eines Menschen eine durch Y-27632 

(1 μmol/L) reduzierte durch Carbachol (1 μmol/L) induzierte Kontraktion auslösen.  

 

Die Untersuchung von Kirschstein et al. (2014) ergänzt diese Befunde, indem sie zeigt, dass 

sowohl MLCK- als auch ROCK-Inhibitoren (darunter Y-27632, 10 µmol/L) die durch Carbachol 

(2 µmol/L) induzierten Kontraktionen im menschlichen Detrusormuskel wirksam reduzieren 

können. Die gemessenen Kontraktionskräfte wurden, wie auch in der vorliegenden Arbeit, in 

Relation (in %) zur initialen Kaliumchlorid-Antwort (60 mmol/L) betrachtet. Die Ergebnisse 

zeigten zudem einen additiven Effekt bei der Kombination der Inhibitoren Y-27632 und ML-9 

bei der Reduktion der Carbachol-Antwort. Daraus lässt sich ableiten, dass die ROCK eine 

ebenso wesentliche Rolle wie die MLCK bei der durch Carbachol induzierten Kontraktion 

einnimmt. 

 

Bisher sind wenige Arbeiten bekannt, welche die Wirkung von Y-27632 an der durch Carbachol 

induzierten Kontraktionskraft an den Darmsegmenten Ileum, Colon und Duodenum, mittels 

Organbad ausführlich untersuchten. Zudem existieren widersprüchliche Ergebnisse. Frei et al. 

(2009) fanden in ihrer Studie heraus, dass die Kontraktion eines durch Carbachol (10 µmol/L) 

induzierten Colons der Maus durch Y-27632 (10 µmol/L) nicht signifikant gehemmt wurde. Das 

in derselben Studie untersuchte Jejunum wurde dagegen signifikant beeinflusst und wies eine 

Reduzierung der Kontraktion nach Hinzugabe von Y-27632 (10 µmol/L) auf. Aufgrund dieser 

Erkenntnisse vermutet die Studiengruppe um Frei et al. (2009), dass die Ca2+-Sensibilisierung 

durch die ROCK-Signalweg nur eine untergeordnete Bedeutung bei der durch Carbachol 

induszierten Kontraktion in der Colon-Muskulatur einnimmt. Stattdessen wird angenommen, 

dass die Kontraktion dort eher von L-Typ-Ca²⁺-Kanälen abhängen. Ihre Vermutung 

untermauern Sie mit Studien, in denen die Kontraktion durch den Ca²⁺-Kanalblocker Nifedipin 
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vollständig gehemmt und in Präparaten ohne funktionsfähige spannungsgesteuerte 

Ca2+-Kanäle deutlich reduziert war. 

 

Im Gegensatz dazu konnten Gastreich-Seelig et al. (2020) bei Experimenten am proximalen 

Colon feststellen, dass Y-27632 (10 µmol/L) die Reaktion auf Carbachol (10 µmol/L) signifikant 

blockiert. Daraus lässt sich schließen, dass der Muskarinrezeptor-Agonist bei der Induktion 

der Kontraktion den ROCK-Signalweg aktiviert, der eine wichtige Rolle bei der Regulierung 

der Muskelkontraktion einnimmt. Wie zuvor beschrieben, zeigten Takeuchi et al. (2004) 

außerdem einen Unterschied zwischen proximalen Colon und distalen Colon in der Wirkung 

des ROCK-Inhibitors auf. Diese Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass die Kontraktilität 

durch den Signalweg der ROCK in verschiedenen Teilen des Gastrointestinaltrakts 

unterschiedlich stark ausgeprägt sein kann. 

 

In der aktuellen Literatur finden sich nur wenige wissenschaftliche Arbeiten, die einen 

vergleichbaren Ansatz verfolgen, wie die Vorliegende. Eine Studie, die im Rahmen der 

gegenwärtigen Arbeit als vergleichbar erachtet werden kann, wurde von Anderson et al. (2014) 

durchgeführt und befasst sich unter anderem mit der Rolle der ROCK in der muskarinergen 

m3-Rezeptor-vermittelten Kontraktion der Längsmuskulatur des Ratten-Colons. Nach der 

Inkubation von Y-27632 (10 µmol/L) erfolgte die Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen 

von Carbachol (0,1 bis 100 µmol/L). Es resultierte eine signifikante Inhibierung der durch 

Carbachol induzierten dosisabhängigen Kontraktion. Sowohl die Änderung des Basaltonus als 

auch die maximale Kraftamplitude nach Carbachol Zugabe konnten festgestellt werden.  

 

Die vorliegenden Ergebnisse verdeutlichen die Bedeutung des ROCK-Signalwegs zur 

Aufrechterhaltung des Kontraktionsprozesses sowohl beim Ruhetonus als auch bei 

agonisteninduzierten Kontraktionen mittels Carbachol. Daraus lässt sich schließen, dass die 

ROCK eine entscheidende Rolle bei der Phosphorylierung und damit verbundenen 

Inaktivierung der MLCP einnimmt. 

 

Unterschiede zwischen den einzelnen Abschnitten des unteren Gastrointestinaltrakts werden 

in der Literatur kaum beschrieben und konnten in der vorliegenden Arbeit nur in geringem Maß 

festgestellt werden. Die durch Carbachol induzierte maximale Kontraktionskraft wurde im 

Vergleich zu der durch Y-27632 inhibierten Kontraktionskraft am stärksten im Ileum und 

Duodenum reduziert. Die geringste reduzierte Kontraktionskraft konnte im Colon festgestellt 

werden. Daraus lässt sich schließen, dass die ROCK im Ileum und Duodenum einen größeren 

Stellenwert als im Colon einnimmt und maßgeblich an der Ca2+-Sensitivierung beteiligt ist. 

Dabei soll nicht unerwähnt bleiben, dass pro Segment jeweils nur ein Blocker verwendet wurde 
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und keine direkten Vergleiche verschiedener Blocker am selben Segment durchgeführt 

wurden. Dies gewährleistet, dass eine vollständige Auswaschung zwischen den 

Anwendungen sichergestellt war. 

 

TAB. 11 STUDIEN ZUR GLATTEN MUSKULATUR IM ORGANBAD 

Gewebe Spezies Methode Referenz 

Harnblase 
 
 
 
 
Taenia caecum 

Ratte 
(Wistar, al bino, männl.) 

Meerschweinchen 
(männl.) 
 
Meerschweinchen 
(männl.) 

Organbad  Durlu-Kandilci 
und Brading 
(2006) 

Harnblase Ratte  
(Spraque-Dawley, 
männl.) 

Organbad 
Western Blot 
RT-PCR 

Wibberley et al. 
(2003) 

Myometrium  Ratte 
(Spraque-Dawley, 
weibl., trächtig) 

Organbad 
Elektrophorese 
Western Blot 
Kalziumfluoreszenzmessungen 

Oh et al. (2003) 

Harnblase  
 

Ratte 
(Wistar, männl.) 
Mensch 

Organbad 
SDS-PAGE 
Western Blot 

Cernecka et al. 
(2015) 

Harnblase 
(Detrusor)  

Mensch Organbad Kirschstein et al. 
(2014) 

Colon  
Jejunum  

Maus 
(wild-Typ; ohne cGKI; 
mutiertes IRAG) 

Organbad 
Western Blot 
Fluoreszenzmessungen 

Frei et al. (2009) 

Analschließmuskel Ratte 
(Sprague-Dawley, erw.) 

Kaninchen 
(Neuseeland) 

Organbad 
Western Blot 

Fan et al. (2002) 

Colon  Ratte 
(Wistar; Spraque-
Dawley) 

Organbad 
EFS 
Fluoreszenzmikroskopie 

Gastreich-Seelig 
et al. (2020) 

Colon  Ratte 
(Spraque-Dawley) 

Organbad 
Immuno-Kinase-Assay 

Anderson et al. 
(2014) 

Colon Maus 
(BALB/c) 

Organbad 
EFS 
Voltage-Clamp Technik 

Bayguinov et al. 
(2011) 

Duodenum 
Ileum 
Colon  

Ratte 
(Wistar) 

Organbad Vorliegende 
Arbeit 
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4.2.3  POTENZIELLE ZUKÜNFTIGE ROLLE VON ROCK 

 

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass der ROCK-

Signalweg eine entscheidende Rolle bei der Modulation der gastrointestinalen Motilität im 

Duodenum, Ileum sowie Colon einnimmt und dass ein ROCK-Inhibitor als potenzieller 

therapeutischer Ansatz zur Regulierung der glatten Muskulatur dienen könnte. 

 

Studien zu ROCK-Inhibitoren in Bezug auf die glatte Muskulatur zeigen, dass diese 

Substanzen bei der Behandlung verschiedener Erkrankungen wie Asthma, pulmonaler 

Hypertonie und anderer Gefäßkrankheiten, z.B. Koronararterien-Spasmus, potenziell effektiv 

sein können (Fukumoto et al. 2005; Masumoto et al. 2002; Uehata et al. 1997; Iizuka et al. 

2000; Fujita et al. 2010; Mohri et al. 2003; Abe et al. 2004).  

 

Aufgrund einer stark relaxierenden Wirkung von ROCK-Inhibitoren auf die glatte Muskulatur, 

ermöglicht es therapeutische Anwendungen, bringt jedoch auch Nebenwirkungen wie z.B. 

Hypotension oder eine Beeinträchtigung der bronchialen Funktion mit sich (Zhang et al. 2018; 

Gupta et al. 2013; Hanson et al. 2018; Löhn et al. 2015; Yasuda et al. 2024). Die genaue 

Dosierung und die individuellen physiologischen Bedingungen des Patienten spielen eine 

entscheidende Rolle bei der Minimierung unerwünschter Effekte (Yasuda et al. 2024). 

 

Die Forschung zu ROCK-Inhibitoren und ihren Auswirkungen auf die glatte Muskulatur sollte 

als noch nicht abgeschlossen gelten, denn auch die vorliegende Arbeit zeigt, dass es durchaus 

verschiedene Anteile von einer ROCK-Beteiligung in verschiedenen Organen des 

Gastrointestinaltraktes gibt. Darüber hinaus sind weitere Studien erforderlich, um ihr 

vollständiges Nebenwirkungsprofil zu bestimmen.  

 

4.3 EFFEKT EINER BLOCKADE DER PKC AUF DIE KONTRAKTILITÄT DER GLATTEN MUSKULATUR 

DES UNTEREN GASTROINTESTINALTRAKTS 

 

Der PKC-Signalweg ist ein Teil der Ca²⁺-Sensitivierungsmechanismen in der glatten 

Muskulatur und trägt durch die Hemmung der MLCP zur Verstärkung der Muskelkontraktion 

bei (Pfitzer 2019). Durch die Bindung von Agonisten erfolgt die Aktivierung von PLC über das 

Gq/11-Protein (Tanahashi et al. 2021), die das Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-

biphosphat (PIP2) zu Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) hydrolysiert (Xia et al. 

2001). Dies führt einerseits zur Aktivierung von PKC und gleichzeitig zur Freisetzung von 

intrazellulärem Ca²⁺ (Xia et al. 2001). Die aktivierte PKC phosphoryliert das Inhibitor-Protein 
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CPI-17, welches die katalytische Untereinheit PP-1C der MLCP direkt inhibiert (Somlyo und 

Somlyo 2000). Daraus resultiert eine verstärkte Phosphorylierung der MLC und führt somit zu 

einer erhöhten Kontraktion der glatten Muskulatur (Somlyo und Somlyo 2003). 

 

Um die Bedeutung des PKC-Signalwegs im unteren Gastrointestinaltrakt zu erforschen, 

erfolgte in den vorliegenden Experimenten die Inhibierung dieses Enzyms bei der Carbachol 

induzierten Kontraktion. Mit Hilfe von zwei PKC-Inhibitoren, H-7 (5 µmol/L) und Chelerythrin 

(10 µmol/L), wurde versucht die Übertragungskette zu blockieren. Erneut erfolgten diese 

pharmakologischen Versuche mit Hilfe eines Organbads an Präparaten von den 

Darmsegmenten Duodenum, Ileum und Colon. Der Fokus lag weiterhin auf dem zu 

untersuchendem Parameter der isometrischen Kontraktionskraft. 

 

Chelerythrin ist ein potenter und spezifischer Inhibitor der PKC mit einer IC50 von 0,66 µmol/L 

(Herbert et al. 1990; Liu und Khalil 2018). Es hemmt die Aktivität von PKC, indem es spezifisch 

an die katalytische Domäne der PKC bindet (Herbert et al. 1990). Dadurch verhindert es die 

Phosphorylierung von Zielproteinen und stört PKC-abhängige Signalwege. Auch der Inhibitor 

H-7 ist bekannt dafür die PKC zu hemmen, indem er die Interaktion von ATP und 

Proteinsubstraten innerhalb der katalytischen Domäne stört (Matsui et al. 1991).  

 

In vorherigen Studien (siehe Tab. 12) konnte die Inhibierung der Kontraktion der glatten 

Muskulatur durch H-7 und Chelerythrin bereits festgestellt werden. Durch die bereits 

gewonnenen Ergebnisse und den aktuellen Erkenntnisstand, lässt sich annehmen, dass eine 

ähnliche Wirkung am Duodenum, Ileum und Colon eintreten könnte. Die Versuchsreihen am 

Duodenum, Ileum und Colon ergaben, dass die durch Carbachol induzierte Kontraktion durch 

den Inhibitor Chelerythrin (10 µmol/L) signifikant reduziert wurde. Durch die Vorinkubation des 

zweiten Inhibitors H-7 und einer anschließenden Carbachol-Gabe in die Organbadkammer 

reduzierte sich die absolute Kontraktionskraft des Duodenums und Ileums signifikant. Am 

Colon-Segment konnte jedoch keine signifikante Reduktion der durch Carbachol induzierten 

Kontraktion durch den PKC-Inhibitor H-7 festgestellt werden.  

 

4.3.1 STUDIEN ZUR GLATTEN MUSKULATUR IM ORGANBAD 

 

In der aktuellen Literatur finden sich einige Studien, die sich mit der Wirkung von den PKC-

Inhibitoren H-7 und Chelerythrin in der glatten Muskulatur beschäftigen. Dabei wurde die zu 

hemmende Kontraktion nicht immer, wie es in der vorliegenden Arbeit der Fall ist, durch 
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Carbachol, sondern auch durch andere Substanzen induziert. Eine Auswahl an Studien kann 

der Tab. 12 entnommen werden.  

 

Beispielsweise konnten Fan et al. (2002) in ihren Studien mittels Angiotensin II eine 

Kontraktion am inneren Analschließmuskel einer Ratte induzieren und diese signifikant durch 

den Einsatz von H-7 hemmen. Die Arbeitsgruppe um Cortijo et al. (1997) erzeugte wiederum 

durch Vanadat (200 µmol/L) eine Kontraktion in Gewebepräparaten der menschlichen 

Bronchialmuskulatur. Mit Hilfe des PKC-Inhibitors H-7 (10 µmol/L) konnte auch hier die 

Kontraktion signifikant gehemmt werden. 

 

In Studien zum PKC-Inhibitor Chelerythrin erfolgte die Kontraktion mittels Dexmedetomidin 

(DMT) in der glatten Muskulatur der Aorta von Präparaten einer Wistar-Ratte. Hier konnte die 

Kontraktion durch die Zugabe von 10 und 30 μmol/L Chelerythrin signifikant verringert werden 

(Baik et al. 2014). Auch Tykocki et al. (2015) führten Untersuchungen an der Aorta von Ratten 

durch. Die Studiengruppe verwendete Endothelin-1 (ET-1), um die Kontraktion an den 

jeweiligen Gewebeproben zu aktivieren. Eine signifikante Reduktion konnte bei dieser Studie 

durch die Zugabe von 10 µmol/L Chelerythrin erreicht werden. Die Studien zeigen, dass PKC-

Inhibitoren wie H-7 und Chelerythrin in verschiedenen Gewebearten und Spezies (z. B. Ratte, 

Mensch) durch unterschiedliche Stimuli ausgelöste Kontraktionen der glatten Muskulatur 

signifikant hemmen können. Dies weist auf eine zentrale Rolle der PKC in kontraktilen 

Prozessen der glatten Muskulatur hin. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Kontraktionsstimulation der glatten Muskulatur Carbachol 

im Organbad verwendet. In der verfügbaren Literatur finden sich nur einzelne Studien, in 

denen ebenfalls Carbachol genutzt und eine Inhibierung durch PKC-Inhibitoren H-7 und 

Chelerythrin vorgenommen wurde. Wie bereits bei den Studien zur Blockade der ROCK mittels 

Y-27632, decken sich auch die Ergebnisse der verfügbaren Arbeiten, die sich mit der 

Inhibierung der durch Carbachol induzierten Kontraktionskraft in der glatten Muskulatur mit 

Hilfe der PKC-Inhibitoren H-7 und Chelerythrin beschäftigen.  

 

Vergleichbare Studien strengte beispielsweise die Arbeitsgruppe um Chopra et al. (1994) an. 

Sie untersuchte die Wirkung von H-7 (200 µmol/L) an Bronchiolen von Ratten, die zuvor durch 

Carbachol (0,001 bis 50 µmol/L) induziert wurden. Durch die Anwesenheit von H-7 kam es zu 

einer Rechtsverschiebung der Carbachol-Dosistitrationskurve, was darauf hinweist, dass 

höhere Konzentrationen von Carbachol erforderlich sind, um die gleiche Kontraktionskraft zu 

erzielen. Dies deutet auf eine reduzierte Empfindlichkeit der glatten Muskulatur hin und lässt 
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darauf schließen, dass H-7 die PKC-abhängigen Signalwege hemmt, was wiederum die 

Kontraktionskraft der Muskulatur abschwächt. 

 

Einen weiteren Ansatz zur Untersuchung dieses Zusammenhangs verfolgten Uchida et al. 

(1994), in dem eine tonische Kontraktion durch 1 µmol/L Carbachol an der glatten Muskulatur 

einer Harnblase vom Schwein ausgelöst wurde. Die Inhibierung der induzierten Kontraktion 

erfolgte signifikant durch 10 und 30 µmol/L H-7. Vergleichbare Ergebnisse erzielte die 

Studiengruppe von Ruggieri und Braverman (2013) mit einer Versuchsreihe am Magen von 

Mäusen, unter der Verwendung vom PKC-Inhibitor Chelerythrin. Hier wurde die Wirkung von 

unter anderem Chelerythrin auf die durch Carbachol induzierte Kontraktion an Wildtyp-Mäusen 

sowie Mäusen ohne M2- oder M3-Rezptor (sog. Knockout-Mäuse, M2KO und M3KO) 

untersucht. Dabei konnte die am M3-muskarinergen-Rezeptor vermittelte Kontraktion im 

M2KO-Stamm durch Chelerythrin (10 µmol/L) um 54 % signifikant verringert werden. Die 

Ergebnisse dieser Studien bestätigen die Wirkung von PKC-Inhibitoren wie H-7 und 

Chelerythrin auf die durch Carbachol induzierte Kontraktion der glatten Muskulatur. Beide 

Inhibitoren führten zu einer signifikanten Abschwächung der Kontraktionskraft, was die Rolle 

von PKC in der Modulation der glatten Muskelkontraktion unterstützt. 

 

Die verfügbare Literatur zu dem Thema der Hemmung der Carbachol-induzierten Kontraktion 

im unteren Gastrointestinaltrakt durch die PKC-Inhibitoren H-7 und Chelerythrin im Organbad 

ist stark begrenzt. Dies weist auf eine bislang geringe wissenschaftliche Aufmerksamkeit hin. 

Um die vorliegende Arbeit im Kontext der bestehenden Forschung zu positionieren, wird im 

Folgenden ein Vergleich mit einer relevanten Studie angestellt. 

 

In der Studie von Takeuchi et al. (2004) wurden, wie auch in der vorliegenden Arbeit, 

Experimente mit Colon-Präparaten der Darmlängsmuskulatur von Wistar-Ratten durchgeführt. 

Hierbei wurden Kraftmessungen vorgenommen, diese fanden abweichend zur vorliegenden 

Studie jedoch ohne die Anwendung eines Organbads statt. Die Behandlung im proximalen 

Colon mit 3 µmol/L Chelerythrin zeigte keine Inhibierung der Aktivität in Gegenwart von GTP 

und Carbachol. Bei einer Konzentration von 10 µmol/L Chelerythrin wurde eine leichte 

Inhibierung beobachtet, diese war jedoch nicht statistisch signifikant. Im Gegensatz dazu 

führte die Anwendung von 3 und 10 µmol/L Chelerythrin im distalen Colon zu einer 

signifikanten Reduktion der Aktivität. Bei einer Konzentration von 1 µmol/L Chelerythrin konnte 

hingegen keine Inhibierung festgestellt werden. Zusammenfassend stellten die Ergebnisse 

dar, dass Chelerythrin die durch GTP und Carbachol hervorgerufene Ca²⁺-Sensibilisierung im 

proximalen Colon signifikant stärker unterdrückte als im distalen Colon. Diese Ergebnisse 
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legen nahe, dass der Signalweg der PKC eine unterschiedlich starke Rolle bei der Regulation 

der Kontraktilität in den verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts spielt. 

 

In der Gegenwärtigen Literatur werden, wie auch schon im Kapitel zur Rolle der ROCK in der 

glatten Muskulatur beschrieben, die Unterschiede der einzelnen Abschnitte des unteren 

Gastrointestinaltraktes auch in Bezug auf die PKC kaum thematisiert. Auch in der vorliegenden 

Arbeit konnten nur wenige Unterschiede festgestellt werden. Die maximale durch Carbachol 

ausgelöste Kontraktionskraft wurde durch H-7 (5 µmol/L) im Duodenum und dem Ileum-

Präparat annähernd gleich reduziert. Beim Colon blieb die Kontraktionskraft dagegen nach der 

Hinzugabe von H-7 fast unverändert, hier fand somit keine Hemmung statt. Dieses Ergebnis 

könnte durch die gewählte Konzentration von 5 µmol/L des verwendeten Inhibitors H-7 

erklärbar sein. Es wäre denkbar, dass eine Hemmung der Kontraktion möglicherweise durch 

eine höhere Konzentration von H-7 erreicht werden könnte. 

 

Bei der Anwendung von Chelerythrin (10 µmol/L) reagierten die Darmsegmente des 

Duodenums und Ileums vergleichbar zum Versuch mit H-7 Die Reaktion des Colons stellte 

sich hier gegenteilig zur Versuchsreihe mit H-7 dar. In allen drei Fällen wurde eine signifikante 

Hemmung der Kontraktilität festgestellt. Die Reaktion der drei Darmsegmente zeigte hierbei 

keine wesentlichen Unterschiede in der Hemmung, wobei das Ileum-Segment eine minimal 

geringere Reduktion der Kontraktion aufwies. Die Ergebnisse legen nahe, dass die PKC im 

Duodenum, Ileum und Colon eine funktionelle Bedeutung hat und somit eine zentrale Rolle in 

der Regulation der Ca2+-Sensitivierung einnimmt. Die beobachtete fehlende hemmende 

Wirkung von H-7 im Gegensatz zur signifikanten Beeinflussung der Colon-Aktivität durch 

Chelerythrin deutet darauf hin, dass weitere Forschungen zur Bedeutung der PKC in 

verschiedenen Darmsegmenten notwendig sind. 

 

Es sollte auch in diesem Abschnitt beachtet werden, dass in der vorliegenden Arbeit kein 

gepaarter Vergleich durchgeführt wurde. Stattdessen wurden zahlreiche verschiedene 

Substanzen an unterschiedlichen Segmenten des unteren Gastrointestinaltraktes untersucht. 
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TAB. 12 STUDIEN ZUR GLATTEN MUSKULATUR BEI DER VERWENDUNG VON PKC-INHIBITOREN IM ORGANBAD 

Gewebe Spezies Methode Referenz 

H-7 

Analschließmuskel Ratte 
(Sprague-Dawley, erw.) 

Kaninchen 
(Neuseeland) 

Organbad 
Western Blot 

Fan et al. (2002) 

Bronchiole Ratte 
(Wistar, männl.) 

Organbad Chopra et al. 
(1994) 

Lunge Mensch Organbad Cortijo et al. 
(1997) 

Harnblase 
Harnröhre 

Kaninchen 
(weiß, Neuseeland, weibl.) 

Organbad Yoshida et al. 
(1992) 

Aorta 
 
Harnblase 

Kaninchen 
 
Kaninchen 
Mensch 

Organbad Yoshimura und 
Yamaguchi 
(1997) 

Harnblase Schwein Organbad Uchida et al. 
(1994) 

Duodenum 
Ileum 
Colon  

Ratte 
(Wistar) 

Organbad Vorliegende 
Arbeit 

Chelerythrin 

Aorta Ratte 
(Spraque-Dawley, männl.) 

Organbad 
Western Blot 

Baik et al. (2014) 

Colon 
Duodenum 

Maus 
(Schweiz CD-1, männl.) 

Organbad 
Western Blot 

González-
Montelongo et al. 
(2010) 

Aorta 
Vena cava 

Ratte 
(Spraque-Dawley, männl.) 

Organbad 
Western Blot 
Immunzytochemische 
Analyse 

Tykocki et al. 
(2015) 

Aorta Ratte 
(Spraque-Dawley, männl.) 

Organbad 
Western Blot 

Yu et al. (2015) 

Ösophagus Katze  
(erw.) 

Organbad 
EFS 

Park et al. (2010) 

Magen Maus 
(wild, M2KO und M3KO) 

Organbad Ruggieri und 
Braverman 
(2013) 

Duodenum 
Ileum 
Colon  

Ratte 
(Wistar) 

Organbad Vorliegende 
Arbeit 
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4.3.2 POTENZIELLE ZUKÜNFTIGE ROLLE VON PKC 

 

In der Konklusion weisen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass der PKC-Signalweg 

eine zentrale Rolle bei der Regulation der gastrointestinalen Motilität im Duodenum, Ileum und 

Colon einnimmt. Zudem könnte ein PKC-Inhibitor als vielversprechender therapeutischer 

Ansatz zur Steuerung der Funktion der glatten Muskulatur dienen.  

 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sowie aus der vorhandenen Literatur (siehe Tab. 

12) zu PKC-Inhibitoren im Zusammenhang mit der glatten Muskulatur legen nahe, dass diese 

Wirkstoffe potenziell bei der Behandlung verschiedener Erkrankungen, wie Bluthochdruck, 

einer überaktiven Harnblase, Asthma oder anderer Atemwegserkrankungen sowie 

Darmmotilitätsstörungen, eingesetzt werden könnten. Ihre Fähigkeit, die kontraktile Aktivität 

der glatten Muskulatur zu modulieren, könnte sie zu vielversprechenden Optionen für 

therapeutische Interventionen machen. 

 

Dem steht jedoch ein breites Nebenwirkungsprofil gegenüber. In der aktuellen Literatur sind 

keine spezifischen Angaben zur therapeutischen Anwendung von PKC-Inhibitoren in der 

glatten Muskulatur des unteren Gastrointestinaltraktes, die Einfluss auf die Motilität nehmen, 

zu finden. Dies ist vermutlich auf die ubiquitäre Verfügbarkeit dieses Enzyms im Organismus 

und das damit verbundene breite Nebenwirkungsprofil zurückzuführen. Die Entwicklung 

hochspezifischer und sicherer PKC-Inhibitoren bleibt mutmaßlich eine Herausforderung. 

 

4.4 EFFEKT EINER BLOCKADE DER ROCK UND PKC AUF DIE KONTRAKTILITÄT DER GLATTEN 

MUSKULATUR DES UNTEREN GASTROINTESTINALTRAKTS 

 

Die beiden Signalwege ROCK und PKC sind als entscheidende Regulatoren der Kontraktilität 

der glatten Muskulatur bekannt. Diese werden als Ca2+-sensitivierende Signalwege 

bezeichnet, da sie ohne die typische Erhöhung der Ca2+-Konzentration im Zellplasma der 

glatten Muskelzelle eine Kontraktion auslösen können. Die Blockade dieser Signalwege hat 

potenziell therapeutische Relevanz, da sie die übermäßige Kontraktion glatter Muskeln bei 

pathologischen Zuständen lindern könnte. Ziel der letzten Versuchsreihen war es, den 

additiven Effekt beider Hemmstoffe auf die Muskelkontraktionen zu analysieren und die 

zugrundeliegenden Mechanismen in den Abschnitten des unteren Gastrointestinaltraktes 

besser zu verstehen und zu differenzieren. Dies könnte neue Ansätze zur Behandlung von 

gastrointestinalen Funktionsstörungen eröffnen. 
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In den vorliegenden Experimenten erfolgte eine simultane Gabe des ROCK-Inhibitor Y-27632 

(5 µmol/L) sowie der PKC-Inhibitoren H-7 (5 µmol/L) und Chelerythrin (10 µmol/L). Diese 

Versuchsreihen wurden ausschließlich am Colon durchgeführt. Die Messwerte der letzten 

Datenerhebungen zeigen, im Vergleich zu den Einzelversuchen mit den jeweiligen PKC- und 

ROCK-Inhibitoren, einen größeren inhibitorischen Effekt der absoluten sowie relativen 

gemessenen Kontraktionskräfte. Es ist naheliegend anzunehmen, dass die PKC und ROCK 

gleichzeitig ablaufen und somit parallel aktiviert werden können. Daraus ließe sich 

schlussfolgernd ein Synergieeffekt in der letzten Versuchsreihe der vorliegenden Arbeit 

ableiten, wobei alle drei eingesetzten Substanzen gemeinsam wirken und eine verstärkte 

Inhibierung der Muskelkontraktion auslösen können. Dieser Effekt wurde bereits in einer 

vorhandenen Studie am distalen Colon einer Ratte erzielt. In dieser wurde die Wirkung von 

Chelerythrin in Kombination mit Y-27632 untersucht, wobei ebenfalls eine additive Reaktion 

auf die GTP- und Carbachol-induzierte Ca2+-Sensitivierung hervorgerufen wurde (Takeuchi et 

al. 2004).  

 

Die Forschungsgruppe von Del González-Montelongo et al. (2019) untersuchte ebenfalls die 

synergistischen Effekte von PKC- und ROCK-Inhibitoren auf die glatte Muskulatur. Dazu 

wurden Arterien von Ratten präpariert. Die Versuche wurden mit den PKC-Inhibitoren Y-27632 

(1 µmol/L) und GFX (0,5 µmol/L) sowie den ROCK-Inhibitoren Chelerythrin (5 µmol/L) und 

Fasudil (1 µmol/L) durchgeführt. Hierfür wurde das Präparat zunächst mit der Zugabe von 

70 µmol/L K+ induziert. Mit der Anwesenheit von Fasudil bzw. Y-27632 konnte eine Hemmung 

der Kontraktilität erreicht werden. Durch die additive Zugabe von Fasudil und Chelerythrin bzw. 

Y-27632 und GFX konnte die Forschungsgruppe eine signifikante Verringerung der 

gemessenen Kontraktionskraft beobachten. Del González-Montelongo et al. (2019) schließen 

daraus, dass auch bei der Behandlung von arteriellen Vasospasmen eine kombinierte 

Anwendung von ROCK- und PKC-Inhibitoren eine vielversprechende therapeutische Strategie 

darstellen könnte. 

 

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Regulation der glatten Muskulatur im unteren 

Gastrointestinaltrakt maßgeblich durch die Signalwege der ROCK und der PKC bestimmt 

werden, wobei keine eindeutige Dominanz bei einem dieser Signalwege festgestellt werden 

konnte. Da die beiden Enzyme beim Colon nur einen mäßigen Effekt zeigten, unterscheidet 

es sich offensichtlich vom Dünndarm, da dieser deutlich mehr PKC und ROCK innervierte. 

Weitere Forschung ist erforderlich, um die genauen Mechanismen und Wechselwirkungen 

zwischen diesen Signalwegen vollständig zu verstehen und in unterschiedlichen Abschnitten 

des unteren Gastrointestinaltraktes zu differenzieren. 
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ABB. 23 SIGNALWEGE DER CA2+-SENSITIVIERUNG IN DER GLATTEN MUSKULATUR.  In der vorliegenden Arbeit 
gelang es die Ca2+-Sensitivierung mit Hilfe der PKC-Inhibitoren Chelerythrin und H-7, sowie des ROCK-
Inhibitors Y-27632 zu inhibieren. 
 
4.5 LIMITATIONEN 

 

Jede wissenschaftliche Arbeit unterliegt bestimmten methodischen und konzeptionellen 

Einschränkungen, die die Interpretation und Generalisierbarkeit der Ergebnisse beeinflussen 

können (Döring 2023). Im Rahmen dieser Dissertation ist es daher essenziell, die Limitationen 

der angewandten Methoden kritisch zu reflektieren und mögliche Auswirkungen auf die 

Aussagekraft der gewonnenen Daten darzulegen. 

 

Die in dieser Arbeit verwendete Organbadmethode ermöglicht eine detaillierte Untersuchung 

der Kontraktionskraft und Relaxation von Gewebeproben unter kontrollierten in-vitro-

Bedingungen. Sie liefert primär funktionelle Daten zur Gewebekontraktilität und deren 
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pharmakologischer Modulation, erlaubt jedoch keine direkten Einblicke in die zugrunde 

liegenden molekularen Mechanismen auf zellulärer und biochemischer Ebene. 

 

Während pharmakologische Modulationen wichtige Hinweise auf die Beteiligung spezifischer 

Signalwege liefern können, bleibt der direkte Nachweis molekularer Veränderungen auf der 

Ebene der Gen- oder Proteinexpression aus. Zur weiteren Validierung und Ergänzung der 

funktionellen Daten hätte die Anwendung molekularbiologischer Techniken, wie der PCR-

Methode oder auch dem Western Blot einen wichtigen Mehrwert darstellen können. Diese 

Methoden hätten die Möglichkeit geboten, die Expression relevanter Gene bzw. Proteine 

(VanGuilder et al. 2008; Mahmood und Yang 2012), beispielsweise solcher, die im 

Zusammenhang mit PKC oder ROCK stehen, zu quantifizieren. Zukünftige Studien sollten 

somit die Organbadmethode durch molekulare Analysetechniken ergänzen, um eine 

umfassendere Aufklärung der zugrunde liegenden Signalwege zu ermöglichen. 

 

Ein weiterer kritischer Aspekt der vorliegenden Arbeit liegt in der Verwendung 

unterschiedlicher Konzentrationen der PKC-Inhibitoren H-7 (5 µmol/L) und Chelerythrin 

(10 µmol/L), die im Colon zu variierenden Ergebnissen führten, während in den anderen 

Geweben wie dem Duodenum und Ileum vergleichbare Effekte beobachtet wurden. Die 

Anwendung von 5 µmol/L H-7 könnte im Colon nicht ausreichend gewesen sein, um eine 

spezifische Hemmung von PKC zu erreichen. In Vorversuchen konnte H-7 mit einer 

Konzentration von 10 µmol/L eine Hemmung der Konzentration auslösen. Ein möglicher 

Grund könnte sein, dass Chelerythrin eine stärkere Hemmwirkung auf PKC zeigt, während 

H-7 unspezifisch ist (Chopra et al. 1994) und auch andere Kinasen hemmen kann.  

 

Schlussfolgernd zeigen diese Ergebnisse, dass die Wirkungen der beiden PKC-Inhibitoren 

nicht nur von ihrer Konzentration und Spezifität, sondern auch von gewebespezifischen 

Faktoren abhängen. Zukünftige Untersuchungen sollten daher die Inhibitoren in einer breiteren 

und standardisierten Konzentrationsreihe und unter Berücksichtigung der regionalen 

Unterschiede in der PKC-Signaltransduktion im Gastrointestinaltrakt testen. 

 

Ein potenzieller methodischer Schwachpunkt dieser Arbeit liegt in der standardisierten 

Gewebepräparation mit einer einheitlichen Länge von ca. 1 cm sowie der ausschließlichen 

Untersuchung der Längsmuskulatur. Die glatte Muskulatur des Darms besteht aus einer 

Längs- und einer Ringmuskelschicht, die eng miteinander verbunden sind. Es ist folglich nicht 

möglich, ausschließlich die Aktivität der Längsmuskulatur zu messen, ohne dabei potenziell 

auch Beiträge der Ringmuskulatur oder anderer Gewebekomponenten zu erfassen. Diese 

Limitation schränkt die Aussagekraft der Ergebnisse hinsichtlich der spezifischen Rolle der 
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Längsmuskulatur ein. Zukünftige Studien könnten durch gezielte Methoden zur Trennung der 

Muskelschichten oder durch den Einsatz hochauflösender Bildgebungsverfahren die selektive 

Analyse der Längsmuskulatur weiter verbessern.  

  



ZUSAMMENFASSUNG 

 
63 

V. ZUSAMMENFASSUNG 

 

Die glatte Muskulatur übernimmt die Regulation zahlreicher zentraler physiologischer 

Funktionen, darunter die Kontrolle des Blutdrucks, die Entleerung der Harnblase sowie die 

Motilität des Gastrointestinaltrakts. Dabei stellt die Ca2+-Sensitivierung einen wesentlichen 

Mechanismus zur Regulation der Kontraktilität der glatten Muskulatur dar, bei dem die 

Kontraktionskraft unabhängig von der intrazellulären Ca2+-konzentration verstärkt wird. Dieser 

Prozess wird maßgeblich durch Signalwege, wie dem RhoA/ROCK- und PKC/CPI-17-Weg, 

vermittelt, die durch Hemmung der MLCP eine erhöhte Phosphorylierung der MLC fördern.  

 

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung der Enzyme PKC und ROCK bei der Carbachol-

induzierten Kontraktion zu untersuchen und mögliche Unterschiede in drei Darmabschnitten 

des unteren Gastrointestinaltraktes zu analysieren. Hierfür wurden mit Hilfe der 

Organbadmethode pharmakologische Tests mit dem ROCK-Blocker Y-27632 (5 µmol/L) 

sowie den PKC-Inhibitoren H-7 (5 µmol/L) und Chelerythrin (10 µmol/L) am Duodenum-, 

Ileum- und Colon-Segment der Wistar-Ratte durchgeführt. Der zu untersuchende Parameter 

war die maximal ausgelöste Kontraktionskraft.  

 

Die Ergebnisse zeigten, dass Y-27632 (5 µmol/L) in allen untersuchten Darmsegmenten eine 

signifikante Verringerung der durch Carbachol ausgelösten Kontraktionskraft erzielen konnte. 

Gleiches ließ sich durch den PKC-Inhibitor Chelerythrin feststellen. Im Unterschied dazu 

konnte der PKC-Inhibitor H-7 nur am Duodenum und Ileum eine signifikante Reduktion, der 

durch Carbachol induzierten Kraft, erzielen. Eine Wirkung am Colon blieb aus. Des Weiteren 

löste die simultane Verwendung aller drei Inhibitoren einen synergetischen Effekt am Colon-

Segment aus. 

 

Abschließend deuten die Ergebnisse der vorliegenden Studie stark darauf hin, dass sowohl 

der PKC- als auch der ROCK-Signalweg unabhängig voneinander die durch Aktivierung 

muskarinerger Rezeptoren mittels Carbachol induzierte Ca²⁺-Sensibilisierung im Duodenum, 

Ileum und Colon verantwortlich ist. Wobei der Dünndarm in den Versuchen deutlich mehr PKC 

und ROCK innervierte. Weitere Forschung ist erforderlich, um die genaue Rolle der ROCK und 

PKC bei der Motilität des unteren Gastrointestinaltraktes besser verstehen zu können und 

mögliche Unterschiede zu untersuchen. 
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VI. THESEN 

 

1. Die Motilität des unteren Gastrointestinaltraktes wird durch eine phasisch-rhythmische 

Spontanaktivität geprägt und bildet so die Grundlage für verschiedene 

Bewegungsmuster des Dünn- und Dickdarms, die sowohl zur Durchmischung als auch 

zum Weitertransport des Darminhaltes führen. 

2. Ein multizelluläres Netzwerk aus Cajal-Zellen (ICC) und glatten Muskelzellen bilden die 

zelluläre und elektrophysiologische Grundlage für die koordinierte Motilität. 

3. Die Kontraktions- und Relaxationsreaktionen glatter Muskulatur lassen sich mithilfe der 

Organbadmethode quantifizieren. Als maximale Kontraktionskraft nach Applikation der 

jeweiligen Prüfsubstanz wird jeweils die höchste gemessene Kraft in mN 

herangezogen. 

4. Die Calciumsensitivierung kann in der glatten Muskulatur über die Signalwege der PKC 

und ROCK ausgelöst werden.  

5. Die parasympathische Stimulation der glatten Muskulatur mittels Carbachol bewirkte 

einen Anstieg der Kontraktionskraft. Es konnte zudem gezeigt werden, dass dies 

dosisabhängig ist. 

a. Die PKC Inhibitoren Chelerythrin und H-7 verringern die durch Carbachol 

induzierte Kontraktionskraft, heben sie aber nicht vollständig auf. 

b. Der ROCK Inhibitor Y-27632 verringert die durch Carbachol induzierte 

Kontraktionskraft, hebt sie aber nicht vollständig auf. 

c. Die simultane Gabe von Chelerythrin, H-7 und Y-27632 führte im Colon-

Segment zu einem synergistischen Effekt. 

6. Durch die PKC und ROCK-Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass die 

Calciumsensitivierung einen Einfluss auf die die durch Carbachol induzierte 

Kontraktion nimmt. Wesentliche Unterschiede zwischen dem Duodenum, distalem 

Ileum und proximalem Colon konnten nicht festgestellt werden. 

7.  Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit lässt sich schlussfolgern, dass die PKC- 

und ROCK Inhibitoren ein möglicher Ansatzpunkt bei Motilitätsstörungen des unteren 

GIT darstellen könnten. 
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ABB. 24 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN PKC-INHIBITORS CHELERYTHRIN (10 µMOL/L) AUF DIE DURCH 

CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN DUODENUM-
SEGMENTEN DER WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) 
Darstellung der relativen isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. 
(orangefarbenes Punktepaar = Mittelwerte der Versuchsreihe) 
 

 

 

 
ABB. 25 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN PKC-INHIBITORS H-7 (5 µMOL/L) AUF DIE DURCH CARBACHOL 

(10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN DUODENUM-SEGMENTEN DER 

WISTAR-RATTE.  (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (orangefarbenes Punktepaar 
= Mittelwerte der Versuchsreihe) 
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ABB. 26 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN RHO-KINASE-INHIBITORS Y-27632 (5 µMOL/L) AUF DIE DURCH 

CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN DUODENUM-
SEGMENTEN DER WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) 
Darstellung der relativen isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. 
(orangefarbenes Punktepaar = Mittelwerte der Versuchsreihe) 
 
 

 

 
ABB. 27 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN PKC-INHIBITORS CHELERYTHRIN (10 µMOL/L) AUF DIE DURCH 

CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AM COLON DER 

WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (orangefarbenes 
Punktepaar = Mittelwerte der Versuchsreihe) 
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ABB. 28 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN PKC-INHIBITORS H-7 (5 µMOL/L) AUF DIE DURCH CARBACHOL 

(10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN COLON-SEGMENTEN DER 

WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (orangefarbenes 
Punktepaar = Mittelwerte der Versuchsreihe) 
 
 

 

 
ABB. 29 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN RHO-KINASE-INHIBITORS Y-27632 (5 µMOL/L) AUF DIE DURCH 

CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN COLON-
SEGMENTEN DER WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN. (B) 
Darstellung der relativen isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. 
(orangefarbenes Punktepaar = Mittelwerte der Versuchsreihe) 
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ABB. 30 WIRKUNG VON 3 INHIBITOREN: CHELERYTHRIN (10 µMOL/L), H-7 (5 µMOL/L), Y-27632 (5 µMOL/L) 
AUF DIE DURCH CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN 

COLON-SEGMENTEN DER WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN. (B) 
Darstellung der relativen isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. 
(orangefarbenes Punktepaar = Mittelwerte der Versuchsreihe) 
 
 
 

 
ABB. 31 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN PKC-INHIBITORS CHELERYTHRIN (10 µMOL/L) AUF DIE DURCH 

CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AM ILEUM DER WISTAR-
RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (orangefarbenes 
Punktepaar = Mittelwerte der Versuchsreihe) 
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ABB. 32 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN PKC-INHIBITORS H-7 (5 µMOL/L) AUF DIE DURCH CARBACHOL 

(10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN ILEUM-SEGMENTEN DER WISTAR-
RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN, (B) Darstellung der relativen 
isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (orangefarbenes 
Punktepaar = Mittelwerte der Versuchsreihe) 
 

 

 

 
ABB. 33 WIRKUNG DES VORINKUBIERTEN RHO-KINASE-INHIBITORS Y-27632 (5 µMOL/L) AUF DIE DURCH 

CARBACHOL (10 µMOL/L) INDUZIERTE ERHÖHUNG DER ISOMETRISCHEN KONTRAKTION AN ILEUM-SEGMENTEN 

DER WISTAR-RATTE. (A) Darstellung der absoluten isometrischen Kraft in mN. (B) Darstellung der 
relativen isometrischen Kraft der Carbachol-Antworten zum Kalium-Normwert in %. (orangefarbenes 
Punktepaar = Mittelwerte der Versuchsreihe) 
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