Einfluss von Adenosinrezeptoren auf
den peristaltischen Reflex

- Untersuchungen am Dunndarm der Ratte -

von
Jutta Thammer

2001



[I. Medizinische Klinik und Poliklinik
der Technischen Universitat Minchen
Klinikum rechts der Isar
(Kommissarischer Direktor: Univ. - Prof. Dr. Drs. h. c.

(Univ. Istanbul / Turkei, UMF lassy, Univ. Athen) M. Classen (i. R.))

Einfluss von Adenosinrezeptoren auf den peristaltischen Reflex

- Untersuchungen am Dinndarm der Ratte -

Jutta Thammer

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fir Medizin der Technischen
Universitat Minchen zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Medizin
genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ. - Prof. Dr. D. Neumeier
Prufer der Dissertation:
1. apl. Prof. Dr. H. - D. Allescher
2. Univ. - Prof. (Komm. Direktor) Dr. Drs. h. c.
(Univ. Istanbul / Turkei, UMF lassy, Univ.
Athen) M. Classen (i. R.)

Die Dissertation wurde am 28.09.2001 bei der Technischen Universitat
Munchen eingereicht und durch die Fakultat fir Medizin am 09.01.2002
angenommen.



Inhaltsverzeichnis

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

3.1

3.1.1
3.1.2

3.2

3.21
3.21.1
3.2.1.2
3.2.2
3.22.1

3.3

3.3.1
3.3.2
3.3.3

3.4

3.4.1
3.4.2
3.4.3
3.4.4
3.4.5
3.4.6
3.4.7
3.4.8

EINTUNTUNG coiiiiiiiiiieeeee e 5
Material und MethodiK............oovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 6
VerSUCNSHIEIE. ..o 6
Versuchsanordnung.........oooovviiiiiii 6
Versuchsdurchflihrung..........ccooo, 7
DatenNaUSWEITUNG .....ccevvuieeieriie e 8
STALISTIK ... 9
Allgemeine Charakterisierung des Modells......................oo. 9
Verwendete Substanzen...........cccoc 11
GBIALE. ...ttt 13
ErgebniSSe ..o 14
Charakterisierung des A;-Adenosin-Rezeptors ..................... 14
A1-Rezeptor-AntagoniSt........coooviiiiiiiiiii 14
A1-REZEPLOr-AgONISt.....coooiiiiiiiiiiii 16
Charakterisierung des A,-Adenosin-Rezeptors ..................... 18
Charakterisierung des Azs;-Adenosin-Rezeptors.................... 18
Aza-Rezeptor-AntagoniSt.........ooovvviiiiiiii 18
Aa-Rezeptor-AgoniSt........coooiiiiiiii 20
Charakterisierung des Az,-Adenosin-Rezeptors.................... 22
Azp-Rezeptor-AntagoniSt.........ooovviiiiiiiiii 22
Charakterisierung des As-Adenosin-Rezeptors ..................... 24
Az-Rezeptor-AntagoniSt.........ooovviiiiiiiii 24
A3-RezZeptor-AgONiSt.......ccooviiiiiiiii 26
As-Rezeptor-Agonist und -Antagonist..........ccccceeeeeeiiiiinnenennn. 28
RelaXatiONEN.......cviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee e 30
Ai-Rezeptor-Antagonist DPCPX........ii 30
A1-Rezeptor-Agonist CPA. ... 32
Aza-Rezeptor-Antagonist ZM 241385...........ooviiiiiiiii. 33
Aza-Rezeptor-Agonist CGS 21680.........ccoeeeviiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 35
Azp-Rezeptor-Antagonist AlloXazin ..., 36
As-Rezeptor-Antagonist MRS 1191 ..., 38
As-Rezeptor-Agonist IB-MECA ... 39

As-Rezeptor-Agonist IB-MECA und -Antagonist MRS 1191 ..41



Einfluss von Adenosinrezeptoren auf den peristaltischen Reflex

3.5
3.6

4.1
4.2

42.1
4.2.2

4.3

43.1
4.3.2
4.3.3

4.4

44.1
4.4.2
4.4.3
4.4.4
4.4.5

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5

10.

11.

LAtENZ. .. e 42
Uberblick Uiber alle Ergebnisse...........cccovevveeeevieevecieceeneenes 43
Allgemeine DISKUSSION ... 44
Der Aufbau des DUNNAarms ..............eeevevevviiiiieiieiiiiiieiieeeeeeee, 44
Das enterische Nervensystem..............uueveveveeeeeeeveeeeeeeeeeeenene. 44
(8o T=T 1 o] [T R 44
N o =T 1] 01 = 45
Der myenterische RefleX ..........ouuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee a7
Mechanismus des myenterischen Reflexes............ccccoeeee.. 47
Aszendierender exzitatorischer Reflex ...........cccco 48
Deszendierender inhibitorischer RefleX.............oevvviiiiiiiiinneee. 49
o [T L0 1] [ o 50
Historischer UDErblCK. ...........cveveeeeeceeeceeceeceee e 50
Aktuelle Adenosinrezeptor-Einteilung..........ccoooeeiien. 51
I U1 U 52
0] 1= 1 ES= 1o ] o 1 54
Biologische Effekte ...........ouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiee 55
Spezielle DISKUSSION ... 58
Wirkung von Adenosin auf den Gastrointestinaltrakt............. 58
A1-REZEPION ... 60
AoarREZEPION ... 62
Ao REZEPION ... 62
Az-REZEPION ... 63
ZUSAMMENTASSUNG ...uuiiii s 64
LiteraturverzeiChnis.......cccoovve i 66
Abbildungs- und Tabellenverzeichnis ........ccccccccceeieeeeeen. 75
AbKUrzungsverzeichnis.......ccccoi 80
DaANKSAQUNG «.eevviiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeee ettt eeeees 81

LD NS AUT ... 82



Einfluss von Adenosinrezeptoren auf den peristaltischen Reflex 5

1. Einfuhrung

Studien haben gezeigt, dass Adenosine in einer Vielzahl von Geweben eine
Reihe von unterschiedlichen Funktionen modulieren kénnen. Das Spektrum
reicht u. a. von Herzfunktion, Schmerz, Thrombozytenaggregation und
Immunregulation bis hin zu Kontraktion von glatter Muskulatur und
Neurotransmission. Es ist bekannt, dass Adenosine eine nicht unerhebliche
Wirkung auf die Feinregulation der Darmbewegung haben, jedoch wurde bisher
am Dunndarm der Ratte der Einfluss der einzelnen Adenosinrezeptoren noch
nicht untersucht.

Klinisch erlangt dieses Wissen uber die Modulation der Peristaltik durch
Adenosine Wichtigkeit im Erreichen eines besseren Verstandnisses
verschiedenster Krankheitsbilder wie z. B. des Reizdarmsyndroms, eine
funktionelle Darmerkrankung mit auf den Dinn- und Dickdarm bezogenen
Beschwerden. Typisch sind abdominale Schmerzen (oft in Beziehung zur
Defékation), Veranderung der Defakation in Frequenz und Konsistenz,
mihsame Passage und Assoziation mit dem Gefuhl der abdominellen
Distension und/oder Blahungen (Hotz, 2000, S. 2432). Die bisher publizierten
Pravalenzdaten reichen von 6,6 % - 25 %. Zwar ist die Lebenserwartung
gegenuber der Allgemeinbevolkerung nicht vermindert, jedoch ergibt sich die
Notwendigkeit einer konsequenten Diagnostik und Therapie aus der
erheblichen und langfristigen Einschrankung der Lebensqualitdt sowie aus den
betrachtlichen soziodkonomischen Implikationen infolge von Arbeitsausfallen
und Frihberentungen (Hotz, 2000, S. 2433). Bisher ist noch kein eindeutiger
Pathomechanismus fur diese Erkrankung bekannt. Diskutiert werden z. B. eine
viszerale Hypersensitivitat, eine zugrundeliegende psychosomatische Stérung,
Stress, eine alterierte Darmflora, aber auch eine Stérung des autonomen,
zentralen und des enteralen Nervensystems sowie eine Stérung der Motilitat.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Modulation des myenterischen Reflexes
im Dunndarm der Ratte durch Adenosin zu untersuchen und die Wirkungen der
einzelnen Typen von Adenosinrezeptoren zu charakterisieren. Die
Charakterisierung der Grundzlige der gastrointestinalen Motilitat und der darin

involvierten Rezeptoren ist Voraussetzung fir zukinftige pharmakologische
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Anséatze, die die Motilitat beeinflussen und schlussendlich in therapeutische
Ansétze minden kdnnten.
2. Material und Methodik

2.1 Versuchstiere

Fur die Experimente in diesem Modell wurden mannliche Wistar-Ratten
(Charles River Wiga GmbH in Sulzfeld) mit einem Kdrpergewicht zwischen 300
und 400 g verwendet. Die Tiere wurden in einem vollklimatisierten Raum bei
kinstlichem Tag/Nacht-Rhythmus gehalten und mit Trockenfutter und Wasser
erndhrt. Ab dem Vorabend des Versuchstages erhielten die Tiere nur noch
Wasser, damit der Dinndarm keine Nahrungsreste mehr beinhaltete.

2.2 Versuchsanordnung

Fur diesen Versuch wurde ein doppelwandiges Organbad mit je einem Abfluss
links und rechts verwendet. In beiden Abflussrohren befand sich beiderseits ein
kleiner Plastikschlauch, so dass das Dunndarmsegment an seinen Enden
sicher mit Nadeln befestigt werden konnte. Das Organbad war gefullt mit
ca. 35 ml Krebs-Ringer-Puffer (Na*: 138,68 mM; CI: 122,61 mM; HCOs:
22,14 mM; Glucose: 11,11 mM; K*: 4,60 mM; Mg*": 1,25 mM; Ca*": 2,63 mM;
S0,%: 1,25 mM; HoPO,*: 1,16 mM), der durch einen umgebenden Heizkreislauf
konstant auf 37 °C gehalten und zur Oxygenierung mit Carbogen (95 % O,,
5% CO,) begast wurde. Als Widerlager diente ein Glasstab mit einem
Durchmesser von 2 mm, der in das Darmlumen und dann in die beiden
Abflussrohre eingefuhrt wurde, so dass der Darm auf einer konstanten Hohe
fixiert war.

In der Mitte des Darmsegmentes wurde ein Platinelektrodenpaar mit je einer
Flache von 10 x 5 mm und einem Abstand von 10 mm ohne direkten Kontakt
zur Darmwand angebracht, Uber die der Darm mittels eines Stimulators (Grass
S 11, Grass Medical Instruments, Quincy, Mass., USA) intermittierend alle zwei
Minuten fur eine Dauer von 15 Sekunden stimuliert wurde. Die elektrische
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Feldstimulation wurde mit 25 Volt, einer Impulsdauer von einer Millisekunde und
einer Frequenz von drei Impulsen / Sekunde durchgefihrt.

Muskelkontraktionen bzw. Relaxationen der zirkuldren glatten Muskulatur
wurden mit Hilfe von zwei Kraftwandlern (FTO3C, Grass Medical Instruments,
Quincy, Mass., USA) registriert, die durch je einen Faden mit einer Klemme an
den Darm fixiert waren. Mit Hilfe dieser Kraftwandler wurden die Kontraktionen
in elektrische Spannungsanderungen umgewandelt und von einem Schreiber
(Sensormedics R 611) nach Verstarkung (A/C Verstarker, Beckmann)
aufgezeichnet. Gleichzeitig mit der Motilitatsantwort wurde auch der Zeitpunkt

und die Dauer der Stimulation aufgezeichnet.

Kraftwandler

Glasstab

—f __ Fixiernadel
\\’ s Ablauf
|| PtElektrode : | 1
A LJ
Ofganbad

Temperierbad

O Darmsegment |
o

0

o

Cb
%%

..

Abb.1:

Der isolierte Rattendarm befindet sich in einem mit Carbogen begasten
Organbad. Ein Glasstab fixiert die Unterseite des Darmsegmentes. Zwei
Kraftwandler sind mit Faden verbunden, die an der Serosa im Bereich des
Mesenteriums befestigt sind. Zwischen den beiden Faden befindet sich
die Platinelektrode zur Stimulation des Darmes.

2.3 Versuchsdurchfithrung
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Die Tiere wurden mit einer CO2-Narkose von 15 Sekunden Dauer und einer
anschlieBenden intraperitonealen Injektion von Na-Pentobarbital in einer
Dosierung von 100 mg/kg betdubt. lleum und Jejunum wurden sofort
entnommen und nach vorsichtigem Abpraparieren des mesenterialen Fetts und
Bindegewebes in oxygeniertem Krebs-Ringer-Puffers aufbewabhrt.
Anschlieend wurde ein ca. 8 cm langes Darmsegment vorsichtig innen und
auBen mit KRP gespilt, tGber den Glasstab gestllpt und in das oben
beschriebene Organbad eingebracht. Der Darm konnte an beiden Enden mit
Hilfe von zwei Nadeln an den Plastikschlauchen in den Abflussrohren befestigt
werden. Dies geschah immer so, dass sich das Mesenterium oben befand und
der Darm seine naturliche Lange behielt.

Nun wurde das Platinelektrodenpaar in der Mitte des Darmsegmentes parallel
zum Darm in das Organbad eingebracht und die zwei Klemmen, die durch je
einen Faden mit den beiden Kraftwandlern verbunden waren, 2 cm oral und
anal der Stimulationselektrode am Darm befestigt.

AnschlieBend wurde mit der Stimulation begonnen. Nach einer
Equilibrierungsphase von mindestens 20 Minuten wurde, sobald ein stabiles
Niveau mit mindestens drei gleichen Stimulationsantworten erreicht war, die
niedrigste Konzentration einer Testsubstanz zugegeben. Nach jeweils drei
weiteren Stimulationen wurde die nachsthéhere Konzentration in das Organbad
gegeben. Am Ende der Versuchsreihe entfernte ein Waschvorgang -
mehrmaliges Wechseln des Puffers im Organbad - die jeweilige Substanz
wieder aus dem Organbad. Nachdem erneut ein stabiles Niveau der
Reflexantworten erreicht war, dienten die drei letzten Antworten als
Auswaschkontrolle. Darmsegmente, die nach 30 Minuten kein stabiles Niveau
mit drei gleich hohen Stimulationsantworten erreicht haben, wurden vom

Versuch ausgeschlossen.

2.4 Datenauswertung

Die elektrische Feldstimulation l6ste oral eine Kontraktion der glatten zirkularen
Muskulatur, aboral eine Relaxation aus, der eine Kontraktion folgte. Die Flache
Uber bzw. unter der Basallinie des Ruhetonus diente als Mal3 fur die
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Kontraktions- bzw. Relaxationsstarke. Sie wurde mit Hilfe eines
Digitalisierungsbrettes und eines Auswertungsprogrammes (Sigma scan,
Jandel Scientific) ermittelt und als Integral Uber der Zeit berechnet. Uber den
Flachen der jeweils drei Stimulationsantworten wurde der Mittelwert berechnet
und fir die Vergleiche benitzt. Des Weiteren erfolgte eine Messung der
Latenzzeit zwischen Beginn der Stimulation und Anfang der Kontraktion oral der
Stimulationselektrode. Auch hier wurden wiederum Mittelwerte Gber den drei
Werten bei gleicher Konzentration berechnet und mit dem der Latenzzeiten
ohne Substanzzugabe verglichen.

2.5 Statistik

Als Kontrolle wurden die Mittelwerte der Basalwerte vor Substanzzugabe
verwendet. Die Kontraktions- bzw. Relaxationsstarke nach Substanzzugabe
wurde auf diese Basalwerte bezogen und als relative Kontraktionsstarke in
Prozent angegeben. Die Daten sind als Median und 25%- bzw. 75%-Perzentile
angegeben. Die  statistischen  Berechnungen wurden mit dem
Softwareprogramm Sigma Stat 2.0 (Jandel Scientific, Erkrath) durchgefiihrt. Die
Varianzanalyse fur wiederholte Messungen wurde mit dem Friedman Repeated
Measures Analysis of Variance on Ranks Test durchgefiihrt. Wenn die Differenz
der Medianwerte gréR3er war als durch eine Zufallsverteilung zu erwarten ware,
wurde die Signifikanz der Differenz zwischen der Messung und dem
Kontrollwert durch einen geeigneten Test (Dunnett’s oder Turkey's Method)
Uberpruft.

Bei den Latenzen wurde nur der Kontrollwert mit der Messung bei maximaler
Konzentration mit dem paired t-test verglichen und die Daten als
Mittelwert ? SEM (standard error of the mean: SEM = STD//n?1 ) angegeben.
n bezeichnet die Anzahl unabhangiger Ergebnisse an verschiedenen
Segmenten.

Als Signifikanzniveau wurde eine Wabhrscheinlichkeit von p ? 0,05 fur *

festgelegt.

2.6 Allgemeine Charakterisierung des Modells
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Eine elektrische Feldstimulation, wie sie hier durchgefuhrt wurde (drei Impulse
pro Sekunde, eine Millisekunde Dauer und 25 Volt tiber 15 Sekunden), I6st eine
aszendierende orale Kontraktion sowie eine deszendierende anale Relaxation
der zirkularen Muskulatur aus, der sich eine weitere Kontraktion anschloss.

Die hier verwendete Messmethode wurde bereits in vorausgegangenen
Arbeiten charakterisiert. Hier zeigte sich, dass die anale Relaxation mit einer
mittleren Latenz von 1,2 ? 0,8 sec. (Mittelwert ? Standardabweichung; n = 7)
nach der elektrischen Feldstimulation einsetzte, wéhrend die orale Kontraktion
erst mit einer Latenz von 5,0 ? 0,8 sec. begann (Hahn, 1999, S.12).

Ebenfalls wurden bereits Versuche durchgefihrt, um die Herkunft der
deszendierenden analen Kontraktion zu untersuchen. Hierzu wurde die Latenz
der deszendierenden kontraktilen Reflexantwort in mehreren Entfernungen von
der Stimulationselektrode gemessen. Je weiter entfernt von der Elektrode
gemessen wurde, desto langer waren die Latenzen. Es ist also anzunehmen,
dass es sich bei der deszendierenden kontraktilen Reflexantwort um eine
analwarts gerichtete Fortleitung der oralen Kontraktion handelt. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass nach einer Aquilibrierungsphase von 20 Minuten
ein stabiles Niveau der Reflexantworten erreicht war, das tuber zwei Stunden
unverandert blieb (Hahn, 1999, S. 12f).

In einem vergleichbaren Modell stellte sich bereits friher dar, dass nach
kompletter Transsektion der Muscularis propria keine aszendierenden
Reflexantworten mehr ausgelost werden kénnen (Brechmann, 1994, S. 60),
was beweist, dass sich die fir den Myenterischen Reflex verantwortlichen

Neurone in der Tunika muskularis befinden.
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aboral

oral

EFS | !

FS
w

1 min

Abb.2:

Typische Muskelkontraktionskurve; Oben: im deszendierenden Reflexweg
aboral der Stimulationselektrode geht der Kontraktion eine deutliche
Relaxation voraus. Unten: im aszendierenden Reflexweg (oral) steht die
Kontraktion im Vordergrund. EFS: elektrische Feldstimulation.

2.7 Verwendete Substanzen

Die folgenden Substanzen wurden verwendet:

?? Alloxazin (Benzo[g]pteridin-2,4(1H,3H)-dion) (Biotrend Chemikalien GmbH,
Kaln)

?? CPA (N°-Cyclopentyladenosin) (Biotrend Chemikalien GmbH, KéIn)

?? CGS 21680 (4-[2-[[6-Amino-9-(N-ethyl-?-D-ribofuranuronamidosyl-9H-purin-
2-yllamino]ethyl]benzenpropansaure) (Tocris Cookson Ltd., Bristol, UK)

?? DMSO (Dimethylsulfoxid) (Merck KgaA, Darmstadt)
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?? DPCPX (8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin) (Tocris Cookson Ltd., Bristol,
UK)

?? IB-MECA (1-Deoxy-1-[6-[[(3-jodophenyl)methyllamino]-9H-purin-9-yl]-N-
methyl-?-D-ribofuranuronamid) (Tocris Cookson Ltd., Bristol, UK)

?? Krebs-Ringer-Puffer: Na* 138,68 mM; CI" 122,61 mM; HCOz 22,14 mM;
Glucose 11,11 mM; K* 4,60 mM; Mg®* 1,25 mM; Ca** 2,63 mM; SO,* 1,25
mM; H.PO4 1,16 mM. (Merck KgaA, Darmstadt)

?? MRS 1191 (3-Ethyl-5-(phenylmethyl)ester-1,4-dihydro-2-methyl-6-phenyl-4-
(phenylmethyl)-3,5-pyridinedicarboxylsaure) (Biotrend Chemikalien GmbH,
Kdln)

?? ZM 241385 (4-(2-[7-Amino-2-(2-furyl)[1,2,4]triazolo-[2,3-a][1,3,5]triazin-5-
ylamino]ethyl)phenol) (Tocris Cookson Ltd., Bristol, UK)

Die Testsubstanzen wurden, mit Ausnahme von CPA, in DMSO gel6st, mit KRP
auf eine einheitliche Konzentration verdinnt und bei —20° C gelagert. CPA
wurde in destilliertem Wasser geldst. Unmittelbar vor Gebrauch wurden die
Losungen aufgetaut und in KRP weiter verdinnt. Die Endverdinnung aller
Substanzen wurde so gewahlt, dass durch die Zugabe von 35 pl Losung die
erwiinschte Endkonzentration im Organbad erreicht wurde.

Das Losungsmittel DMSO zeigte bei der oralen Reflexantwort in den
Konzentrationen 10" M bis zur puren Anwendung keine signifikante
Auswirkung auf die Kontraktion (10" M: Median 101 % ( 25 %- ; 75 %-
Perzentile 96 %; 103 %), 10° M: 102 % (100 %; 104 %), 10" M: 104 % (91 %;
111 %), 10™° M: 97 % (86 %; 114 %), 10 M: 92 % (79 %; 108 %), pur: 83 % (69
%; 109 %)).

Bei der aboralen Reflexantwort jedoch beeinflusste das Lésungsmittel DMSO
die Relaxation bereits ab der Konzentration 10° M signifikant (10™ M: 87 %
(83 %; 119 %), 10° M: 78 % (74 %; 90 %)*, 107" M: 73 % (60 %; 100 %)*,
10°M: 77 % (44 %; 86 %)*, 10 M: 55 % (45 %; 80 %)*, pur : 57 % (41 %;
74 %)*;

* p <0,05).

Die Latenzzeit wurde durch das Lésungmittel nicht beeinflusst. Selbst bei purer
Anwendung von DMSO zeigten sich keine signifikanten Ver&nderungen der
Latenzzeit (DMSO pur: Mittelwert ? SEM: 114 % ? 13,7 %).
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2.8 Geréate

Die folgenden Geréte wurden verwendet:

?? Digitalisierungsbrett zur Flachenberechnung mit Sigma Scan als
Auswertungsprogramm (Jandel Scientific, Erkrath)

?? Kraftwandler: FTO3C Force Transducer (Grass, Quincy, Mass., USA)

?? Organbad doppelwandig aus Glas (Laborglaswaren Josef Schmitz,
Munchen)

?? Platinelektroden in Glas (Laborglaswaren Josef Schmitz, Minchen)

?? Schreiber: Sensormedics R 611 (Anaheim, Californien)

?? Stimulator: Grass S 11 Stimulator (Grass, Quincy, Mass., USA)
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des A;- Adenosin-Rezeptors

3.1.1 A;-Rezeptor-Antagonist

Der selektive A;-Rezeptor-Antagonist 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin
(DPCPX) (Lohse, 1987, S.204) fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der
Starke der durch elektrische Feldstimulation ausgelosten oralen Kontraktion.
Bereits ab einer Konzentration von 10"° M konnte eine signifikante
Verminderung der Kontraktionsstarke festgestellt werden. Bei 10" M wurde nur
noch 46 % der Ausgangskontraktion erreicht. Der durch den A;-Antagonisten
DPCPX ausgeltste Effekt war nach wiederholtem Wechseln des Puffers nur

teilweise reversibel.

DPCPX DPCPX DPCPX

Kontrolle 1010 M 108 M 106 M

S [ i i i I

-

et
r

b
/
(’/

Kontraktion
1cm
—s

1 min

Abb. 3:

Reprasentative Muskelkontraktionskurve, die die hemmende Wirkung von
DPCPX auf die aszendierende Kontraktion im myenterischen Reflex zeigt.
EFS: elektrische Feldstimulation.




Einfluss von Adenosinrezeptoren auf den peristaltischen Reflex 15

Tab.1:
Effekt von DPCPX auf die durch elektrische Feldstimulation (EFS)
ausgeldste Kontraktion

n=11;

Kontrolle: 149 mm?? 100 %

1070 95 % (87 %:; 114 %) p < 0,05
10°° 71 % (63 %; 97 %) p <0,05
108 73 % (48 %; 100 %) p < 0,05
10”7 46 % (37 %; 72 %) p <0,05
10°® 56 % (25 %; 74 %) p < 0,05
Auswaschen | 74 % (63 %; 89 %) p<0,05

A,-Antagonist:

n=11
160
"
. *
140 4 - *
120 ¥ o) e
£ oo s
i
2 ]
E &0 4
= | —
=] ~
¥ 60
E [
s 40 - _| |
20 -
I._. pra
u -
[ i0* 0" 10 10°  Auswaschen

DPCPX [M]

Abb.4:
Wirkun des Aj;-Antagonisten DPCPX auf die aszendierende
Reflexantwort im Dinndarm der Ratte. *: p <0,05.




Einfluss von Adenosinrezeptoren auf den peristaltischen Reflex 16

3.1.2 A;-Rezeptor-Agonist

Der selektive A;—Rezeptor—Agonist N°-Cyclopentyladenosin (CPA) (Williams,
1986, S. 179) fiihrte in niedriger Konzentration (10 — 10° M) wie erwartet
(invers zum Antagonist) zu einer Zunahme der Grol3e der oralen Reflexantwort,
wobei sich in dieser Versuchsreihe nur in den Konzentrationen 10 M und
10™? M eine leichte, jedoch signifikante Steigerung feststellen lieR. In héherer
Konzentration (10® M) fiihrte CPA ebenso wie der Antagonist zu einer
statistisch signifikanten Abnahme der oralen Reflexantwort. Beim Wechseln
des Puffers zeigte sich wie auch zuvor beim Antagonisten eine unvollstéandige

Reversibilitat.

CPA CPA CPA

Kontrolle 102 M 10"10M 108 M

Kontraktion
1 cm

Abb. 5:

Muskelkontraktionskurve, die die Reaktion des aszendierenden
Reflexweges auf CPA veranschaulicht: in niedriger Konzentration ergibt
sich eine Steigerung der Kontraktion, die dann bei hoherer Konzentration
immer weiter abnimmt. EFS: elektrische Feldstimulation.
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Tab.2:
Effekt von CPA auf die orale Reflexantwort

n=17;

Kontrolle: 121 mm?? 100 %

10 106 % (101 %; 117 %) n.s.
1013 108 % (97 %; 129 %) p <0,05
102 109 % (94 %; 133 %) p <0,05
10t 101 % (87 %; 136 %) n.s.
1010 105 % (87 %; 128 %) n. s.
107 103 % (72 %; 114 %) n. s.
108 46 % (22 %:; 78 %) p < 0,05
Auswaschen |87 % (68 %; 112 %) n.s.
A,-Agonist:
n=17;
250 ¥

150 -

100

e der Kontrollflache

50

" q0® 10" Auswaschen

18" ™ w® 1w 10

CPA [M]

Abb.6:

Wenig deutliche Steigerung der Kontraktion des Darmes nach Zugabe von
CPA. Nur in den Konzentrationen 10™ und 10™? M fiihrte CPA zu einer
signifikanten Zunahme der Kontraktionsstarke.*: p < 0,05.
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3.2 Charakterisierung des A,-Rezeptors

3.2.1 Charakterisierung des A>,-Adenosin-Rezeptors

3.2.1.1 A,,-Rezeptor-Antagonist

Der selektive Ax,—Rezeptor—Antagonist 4-(2-77-Amino-2-(2-furyl)?L,2,4riazolo-
2,3-a71,3,5riazin-5-ylamino&thyl)phenol (ZM 241385) (Poucher, 1995,
S. 1096) fiihrte in niedriger Konzentration (10™° M) zu keiner Veranderung der
oralen Kontraktion. In sehr hoher Dosierung (10° M) kam es, wie zuvor bei
CPA, zu einer signifikanten Abnahme der Reflexantwort, die auch nach

wiederholtem Wechseln des Puffers bestehen blieb.

ZM 241385 ZM 241385 ZM 241385

Kontrolle 10710 M 108 M 10 M

Kontraktion
1 cm
R
: ____,J
o
oY ol s

Abb. 7:

Typische Muskelkontraktionskurve, die die schwach hemmende Wirkung
von ZM 241385 auf die aszendierende Kontraktion zeigt. EFS: elektrische
Feldstimulation.




Einfluss von Adenosinrezeptoren auf den peristaltischen Reflex 19

Tab.3:
Effekt von ZM 241385 auf die kontraktile Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

n=17;
Kontrolle: 168 mm?? 100 %

1010 101 % (98 %; 107 %) n. s.
10°° 99 % (93 %:; 111 %) n.s.
108 99 % (88 %:; 103 %) n.s.
10”7 91 % (82 %; 112 %) n.s.
10°® 89 % (76 %:; 96 %) p <0,05
Auswaschen |85 % (53 %; 117 %) n.s.

A, -Antagonist:

n=17
300 -

250 4

% 200
0 0
=
D = oy
£ 1804 i 2
=
-
I |
= q00 4 e | | |
® - & e i ]
TF-T '+|
50 | g 8 o %
&
|:| -+
o™ i0® 0" i’ 10%  Auswaschen

ZM 241385 [M]

Abb.8:

Wirkung von ZM 241385 auf die kontraktile Reflexantwort: Nach einer
geringfugigen nicht signifikanten Steigerung der Kontraktion in der
geringsten Konzentration kommt es mit zunehmender Konzentration zu
einer deutlichen Abnahme der Kontraktion. *: p <0,05.
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3.2.1.2 A,,-Rezeptor-Agonist

Der selektive Az—Agonist 4-2-76-Amino-9-(N-ethyl-3-D-ribofuranuronamid-
osyl)-9H-purin-2-yl7amino&thylbenzenpropansaure (CGS 21680 Hydrochlorid)
(Jarvis, 1989, S. 888) fuhrte nach einer nicht signifikanten Steigerung der
Kontraktion bei 10 M zu einer stetigen Abnahme der GroRe der oralen
Reflexantwort. Diese Verminderung der Kontraktion ist ab der Konzentration
10® M signifikant und bleibt auch nach dem Auswaschen mit frischem KRP
bestehen.

CGS 21680 CGS 21680 CGS 21680

Kontrolle 1010 M 108 M 3107 M

-

Kontrakticn
1cm
—

----_---t‘_----_--
L

Ers [ | ] [ i

E 3
v

1 min

Abb. 9:

Reprasentative Muskelkontraktionskurve, die die hemmende Wirkung von
CGS 21680 auf die aszendierende Kontraktion veranschaulicht. EFS:
elektrische Feldstimulation.
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Tab.4:

Effekt von CGS 21680 auf die orale Reflexantwort nach elektrischer

Feldstimulation.

n=11;
Kontrolle: 121 mm?? 100 %

1070 105 % (97 %; 108 %) n.s.
107 97 % (91 %; 103 %) n. s.
108 85 % (78 %:; 91 %) p < 0,05
10”7 78 % (68 %; 81 %) p < 0,05
3*107 |67 % (59 %; 73 %) p < 0,05
Auswaschen | 74 % (69 %; 103 %) p <0,05
A, -Agonist:
n=11;
160 4
140 4 ® ; "
120 - &
D b T
g BE mm 9
E &0 1 o ’.:.‘ =
g 804 : o e U -\
&
40
20 4
0 : -
[ i0® " 1’ 3107 Auswaschen
CGS 21680 [M]
Abb.10:
CGS 21680 fuhrt nach einer geringfigigen

Steigerung  der

Kontraktionsstéarke in der geringsten Konzentration dann zu einer stetigen

Abnahme der Kontraktion. *: p <0,05.
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3.2.2 Charakterisierung des As,-Adenosin-Rezeptors

3.2.2.1 A»p-Rezeptor-Antagonist

Der selektive Az,—Rezeptor—Antagonist Benzo?yteridin-2,4(1H,3H)-dion
(Alloxazin) (Daly, 1988, S. 655) fuhrte zu einer Zunahme der Stérke der oralen
Reflexantwort. Die Tendenz zur Verstarkung der Kontraktion war zwar bereits in
den niedrigen Konzentrationen (10%° — 107 M) zu erkennen, Signifikanz
erreichte die Steigerung jedoch erst bei 3*107 M. Dieser Effekt war nach

Auswaschen des Alloxazins reversibel.

Alloxazin Alloxazin Alloxazin

Kontrolle 10710 M 10% M 3107 M

Kontraktion
1cm
—

T

Abb. 11:

Typische Muskelkontraktionskurve, die zeigt, dass Alloxazin einen
stimulierenden Einfluss auf die aszendierende Kontraktion zeigt. EFS:
elektrische Feldstimulation.
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Tab.5:

Effekt von Alloxazin auf die kontraktile Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

n=8§8;

Kontrolle: 120 mm?? 100 %

10710 101 % (84 %; 104 %) n. s.
107 103 % (97 %; 119 %) n. s.
108 100 % (92 %; 111 %) n. s.
10”7 109 % (106 %; 125 %) n.s.
3*107 114 % (110 %; 142 %) p < 0,05
Auswaschen | 105 % (83 %; 110 %) n.s.
A, -Antagonist:
:
200 n=8
180 4
160 4 "
E 140 =
£ 120 = - 5 I;LI
[=] o i = .
€ 100 ! |:| b -
3 1
= o604
40
20 -
o
10" 0% io? 107 3*107 Auswaschen
Alloxazin [M]
Abb.12:

Mit steigender Konzentration des Alloxazins nimmt die Starke der
Kontraktion zu, bis sie schliel3lich 114 % des Ausgangswertes erreicht.
*

: p <0,05.
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3.3 Charakterisierung des Asz-Adenosin-Rezeptors

3.3.1 As-Rezeptor-Antagonist

Der selektive As;—Rezeptor—Antagonist 3-Ethyl-5-(phenylmethyl)ester-1,4-
dihydro-2-methyl-6-phenyl-4-(phenylmethyl)-3,5-pyridindicarboxylsdure (MRS
1191) (Jacobson, 1997, S. 1157) fuhrte zu einer stetigen Abnahme der Starke
der oralen Reflexantwort, die ab einer Konzentration von 10™° M signifikant war.
In der héchsten getesteten Konzentration von 3*10"" M konnten nur noch 61 %
der Kontrollkontraktionsstarke gemessen werden. Nach dem Auswaschen mit
frischem KRP war keine Reversibilitdt zu beobachten.

MRS 1191 MRS 1191 MRS 1191

Kontrolle 10710Mm 108 ™ 3*107 M

AN f\‘ N

e
1

Kontraktion
1cm

EFs |71 B I e I e B

3
g

K"
........_.._l...._.__.__..._..

1 min

Abb. 13:

Repréasentative Muskelkontraktionskurve, die deutlich den hemmenden
Einfluss auf die aszendierende Kontraktion erkennen lasst. EFS:
elektrische Feldstimulation.
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Tab. 6:
Wirkung von MRS 1191 auf die orale Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

n=12;
Kontrolle: 139 mm?? 100 %

10 99 % (93 %; 106 %) n.s.
1013 93 % (77 %; 107 %) n. s.
1012 82 % (77 %; 107 %) n. s.
10t 74 % (61 %; 107 %) n.s.
1070 73 % (50 %; 103 %) p <0,05
10°° 70 % (40 %; 101 %) p < 0,05
108 68 % (37 %:; 81 %) p < 0,05
10”7 63 % (33 %; 76 %) p <0,05
3*107 |61 % (31 %; 71 %) p <0,05
Auswaschen |62 % (39 %; 86 %) p<0,05
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A;-Antagonist:

140

120

B0 A

&0 4

40 4 [&] ‘

20 ‘

L der Kontrallflache

1w 107 0™ 10 3"107 Auswaschen

MRS 1191 [M]

Abb. 14:

MRS 1191 fihrt ab 10 M zu einer signifikanten Abnahme der
Kontraktion. *: p < 0,05.

3.3.2 As-Rezeptor-Agonist

Der selektive As;—Rezeptor-Agonist 1-Deoxy-1-%6-743-iodophenyl)methyl?
amino?9H-purin-9-ylI2N-methyl-?-D-ribofuranuronamid  (IB-MECA) (Gallo-
Rodriguez, 1994, S. 636) fuhrte ebenso wie der As-Rezeptor-Antagonist MRS
1191 ab 10° M zu einer stetigen Abnahme der Starke der oralen Kontraktion,
wobei ab 107 M die Abnahme signifikant war. Dieser Effekt von IB-MECA war

nach Wechseln des Puffers teilweise reversibel.
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IB-MECA IB-MECA IB-MECA
Kontrolle 10-10Mm 108 M 3*10’ M
: : : :
1 [F 1 1
[ & | o i
- 1 'k\ I I fl I
S | | N N |
A In | A
E Tt N W W e
N 1 1 I I
1 1 1 ]
] ] 1 ]
] ] 1 ]
i i 1 ]
EFS [ N I _I 1L __

Abb. 15:

Typische Muskelkontraktionskurve, die die hemmende Wirkung von IB-
MECA auf die aszendierende Kontraktion zeigt. EFS: elektrische
Feldstimulation.

Tab. 7:
Wirkung des selektiven As-Adenosin-Agonists IB-MECA auf die orale
Reflexantwort nach elektrischer Feldstimulation.

n=8§8;

Kontrolle: 101 mm?? 100 %

10710 101 % (89 %; 112 %) n. s.
107 97 % (81 %; 101 %) n. s.
108 86 % (72 %; 106 %) n. s.
10”7 63 % (53 %; 73 %) p <0,05
3*107 |44 % (37 %; 68 %) p <0,05
Auswaschen |85 % (59 %; 116 %) n.s.
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A,-Agonist:

120 4

100 4 i
&0 - i
0

4% der Kontrallflache

o
|

40 4

20 4

w* 10* 10 10 307 Auswaschen

IB-MECA [M]

Abb. 16:
IB-MECA bewirkt eine signifikante Verminderung der Kontraktion.
* p <0,05.

3.3.3 As-Rezeptor-Agonist und -Antagonist

Diese Versuchsreihe wurde unternommen, um zu sehen, ob MRS 1191 den
Effekt von IB-MECA antagonisiert, wenn sie direkt nacheinander an einem
Darmsegment untersucht werden, da sie getrennt voneinander einen
gleichsinnigen Effekt zeigen.

Die Zugabe des A; — Rezeptor — Agonists IB-MECA und daran anschlie3end
des As; — Rezeptor — Antagonists MRS 1191 fiihrte zu einer signifikanten
Abnahme der Gro3e der oralen Reflexantwort, wie es auch bei der einzelnen

Zugabe der Substanzen der Fall war.
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Tab. 8:
Effekt von IB-MECA und anschlieRend MRS 1191 auf die orale
Reflexantwort nach elektrischer Feldstimulation.

n=10;

Kontrolle: 133 mm?? 100 %

IB-M. 10"° | 96 % (85 %; 102 %) n.s.

IB-M. 10° |95 % (76 %; 103 %) n.s.

IB-M.10° |82 % (66 %; 102 %) p <0,05
IB-M.107 |83 % (41 %; 94 %) p<0,05
IB-M. 3107 | 73 % (32 %; 82 %) p<0,05
MRS 10% |67 % (25 %; 76 %) p <0,05
MRS 10™° | 59 % (21 %;65 %) p <0,05
MRS 10° |56 % (23 %;68 %) p<0,05
MRS 3*107 | 58 % (25 %); 76 %) p<0,05
Auswaschen |39 % (30 %; 57 %) p<0,05
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A,-Agonist und -Antagonist:

140 -

120 4

100 - - g ] o

g )
BO | e T

&0 4

% dar Kontrolliache

40 ]

20 b L 1

o S

wh 0 3107 1o 10" 3107 Auswaschen

IB-MECA[M] MRS 1191 [M]

Abb. 17:
Zugabe des As-Agonists IB-MECA und des —Antagonists MRS 1191
bewirkt nur eine kontinuierliche Abnahme der Kontraktion.*: p <0,05.

3.4 Relaxationen

3.4.1 A;-Rezeptor-Antagonist DPCPX

DPCPX verringerte die aborale Reflexantwort (Relaxation)
konzentrationsabhangig und bereits ab geringer Konzentration signifikant. Nach

dem Auswaschen konnte keine Reversibilitat festgestellt werden.
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Tab. 9:
Effekt von DPCPX auf die aborale Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

n=11;

Kontrolle: 29 mm? ? 100 %:

100 95 % (81 %:; 105 %) p <0,05
10°° 87 % (76 %; 94 %) p <0,05
108 92 % (74 %; 99 %) p <0,05
10”7 76 % (62 %; 102 %) p <0,05
10°® 66 % (44 %:; 108 %) p < 0,05
Auswaschen |68 % (53 %; 99 %) p<0,05

A,-Antagonist:

*
180 4
* o *
160 *
140 e 5]
o 1204 o -‘7
g o
= 100 o | | ——
: =
T BD 4 —— | |
=1 - =R
B 1 | - — o |
5 60 |
o LA
# 40 - = Bl LI
20 4 =T
|:| -
10" 10°* 10 107 10" Auswaschen

DPCPX [M]

Abb. 18:
Bereits bei der kleinsten Konzentration kommt es zu einer signifikanten
Abnahme der Relaxation. *: p <0,05.
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3.4.2 A;-Rezeptor-Agonist CPA

CPA fuhrte ebenfalls zu einer Verringerung der Relaxation. Der Effekt war ab
einer Konzentration von 10™? M signifikant und war nach dem Auswaschen

nicht reversibel.

Tab. 10:
Wirkung von CPA auf die aborale Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

n=17;

Kontrolle: 19 mm? ? 100 %:

10 89 % (76 %; 120 %) n.s.

1013 93 % (85 %; 117 %) n. s.

102 78 % (47 %; 103 %) p < 0,05
10t 80 % (52 %:; 100 %) p < 0,05
100 80 % (41 %:; 102 %) p < 0,05
10°° 67 % (33 %; 110 %) p < 0,05
108 78 % (33 %; 120 %) p < 0,05
Auswaschen |54 % (36 %; 112 %) p<0,05
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A,-Agonist:
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Abb. 19:
Der Ai;-Adenosin-Agonist fuhrt zu einer allmahlichen Verringerung der
Relaxation. *: p <0,05.

3.4.3 Ar,-Rezeptor-Antagonist ZM 241385

ZM 241385 hatte keinen Einfluss auf die deszendierende Relaxation des

myenterischen Reflexes.
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Tab.11:
Wirkung von ZM 241385 auf die aborale Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

n=15;

Kontrolle: 28 mm? ? 100 %:

100 100 % (86 %; 113 %) n.s.
107 107 % (91 %; 112 %) n.s.
108 88 % (72 %; 113 %) n. s.
10”7 89 % (60 %; 98 %) n.s.
10°® 80 % (55 %; 111 %) n.s.
Auswaschen |94 % (65 %; 133 %) n.s.

A,.-Antagonist:

250 - n= 15

200
@ - =y
4 150 )
2 nr : O
= | N
£ | ol
T 100 4 |
A BN
E ) =1
= 504 | &L

o4 'd
™ 10* 10" 10 107 Auswaschen

ZM 241385 [M]

Abb. 20:
ZM 241385 bewirkt keine signifikante Veranderung nach elektrischer
Feldstimulation. *: p < 0,05;
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3.4.4 A,,-Rezeptor-Agonist CGS 21680

CGS 21680 hemmte ab einer Konzentration von 10° M den deszendierenden

Reflexweg signifikant. Nach dem Auswaschen blieb der Effekt bestehen.

Tab.12:
Effekt von CGS 21680 auf die aborale Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

n=29;

Kontrolle: 20 mm? ? 100 %:

10710 102 % (98 %; 112 %) n. s.
107 89 % (70 %; 102 %) n. s.
108 83 % (70 %:; 89 %) p <0,05
10”7 58 % (52 %; 72 %) p <0,05
3*107 |50 % (42 %; 66 %) p <0,05
Auswaschen |71 % (42 %; 91 %) p <0,05
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A,.-Agonist:
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Abb. 21:
Der Azs-Agonist CGS 21680 fuhrt zu einer deutlichen Verringerung der
Relaxation. *: p <0,05;

3.4.5 Ay-Rezeptor-Antagonist Alloxazin

Alloxazin zeigte auf den deszendierenden Reflexweg keinen statistisch
signifikanten Einfluss.
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Tab. 13:
Wirkung von Alloxazin auf den deszendierenden Reflexweg nach
elektrischer Feldstimulation.

n=8§8;

Kontrolle: 19 mm? ? 100 %:

10710 96 % (71 %; 119 %) n. s.
10°° 95 % (59 %:; 104 %) n.s.
108 94 % (79 %:; 100 %) n.s.
10”7 86 % (72 %;104 %) n.s.
3*107 |69 % (50 %; 82 %) n.s.
Auswaschen |90 % (63 %; 98 %) n.s.

A, -Antagonist:

250 - n=g

200 4
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Alloxazin [M]

Abb. 22:
Die Zugabe von Alloxazin fuhrt zu keiner signifikanten Veranderung der
aboralen Reflexantwort. *: p < 0,05.
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3.4.6 As-Rezeptor-Antagonist MRS 1191

MRS 1191 zeigte bereits bei geringsten Konzentrationen eine signifikante Hem-
mung der aboralen Reflexantwort. Die Relaxation wurde bis zu 37 % ihres
Ausgangswertes vermindert. MRS 1191 zeigte keine Auswaschbarkeit, der

Effekt war nach dem Auswaschen nicht reversibel.

Tab. 14:
Effekt von MRS 1191 auf den deszendierenden Reflexweg nach
elektrischer Feldstimulation.

n=11;

Kontrolle: 18 mm? ? 100 %:

10 85 % (79 %; 90 %) p <0,05
1013 91 % (86 %:; 99 %) p <0,05
102 82 % (72 %; 107 %) p < 0,05
10t 80 % (66 %; 90 %) p <0,05
100 65 % (64 %:; 85 %) p <0,05
10°° 64 % (49 %; 82 %) p <0,05
108 62 % (42 %; 76 %) p < 0,05
10”7 50 % (38 %; 75 %) p <0,05
3*107 |37 % (34 %; 50 %) p <0,05
Auswaschen |40 % (30 %;72 %) p<0,05
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A,-Antagonist:
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Abb. 23:

MRS 1191 zeigte eine hemmende Wirkung auf die aborale Relaxation des
myenterischen Reflexes. Bereits bei Zugabe von 10™ M war der Effekt
signifikant. *: p < 0,05.

3.4.7 As-Rezeptor-Agonist IB-MECA

Der As-Agonist IB-MECA zeigte zwar eine leichte Abnahme der Relaxation,

erreichte jedoch keine statistische Signifikanz.
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Tab. 15:
Effekt von IB-MECA auf den deszendierenden Reflexweg nach elektrischer

Feldstimulation.
n=3;

Kontrolle: 55 mm? ? 100 %:

10710 103 % (86 %; 122 %) n. s.
107 114 % (82 %; 125 %) n.s.
108 86 % (53 %; 129 %) n.s.
10”7 71 % (49 %; 125 %) n.s.
3*107 |46 % (43 %; 119 %) n.s.
Auswaschen |46 % (35 %; 97 %) n.s.
A,-Agonist:
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Abb. 24:

Der Graph lasst eine Tendenz zur Hemmung der aboralen Relaxation
erkennen, jedoch ist der Effekt nicht signifikant.
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3.4.8 As-Rezeptor-Agonist IB-MECA und -Antagonist MRS 1191

Da sowohl der As-Agonist als auch der Asz-Antagonist eine gleichsinnige
Reaktion des deszendierenden Reflexweges ausldste, wurde versucht, die
Reaktion weiter zu konkretisieren, indem im gleichen Experiment zuerst der
Agonist und dann der Antagonist zugegeben wurde. Das Ergebnis gab jedoch
keinen weiteren Aufschluss, da auch hier beide einen hemmenden Einfluss auf

die Relaxation zeigten.

Tab. 16:
Wirkung von IB-MECA und anschlieBend MRS 1191 auf die aborale
Reflexantwort nach elektrischer Feldstimulation.

n=8§8;

Kontrolle: 20 mm? ? 100 %:

IB-M. 10™"° | 87 % (77 %; 98 %) p <0,05
IB-M. 10° |88 % (75 %; 96 %) p <0,05
IB-M. 10° |79 % (61 %; 87 %) p<0,05
IB-M. 107 | 74 % (55 %; 95 %) p <0,05
IB-M. 3*107 | 69 % (50 %; 91 %) p <0,05
MRS 10 | 63 % (43 %; 74 %) p <0,05
MRS 10%° |55 % (44 %; 74 %) p <0,05
MRS 10° |62 % (43 %; 74 %) p<0,05
MRS 3107 | 51 % (41 %); 58 %) p<0,05
Auswaschen | 46 % (34 %; 58 %) p<0,05
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A,-Agonist und -Antagonist:
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Abb. 25:
Sowohl IB-MECA als auch MRS 1191 verringerten die Relaxation im
deszendierenden Reflexweg. *: p <0,05.

3.5 Latenz

Die Latenz bei diesen Experimenten wurde definiert als die Zeitspanne in
Sekunden von Beginn der elektrischen Feldstimulation bis zum Beginn der
Kontraktion. Verglichen wurde nur der Kontrollwert ohne Substanzzugabe mit
dem Wert, der sich bei der maximalen Konzentration der jeweiligen Substanz
ergab. Die Latenz wurde ausschlie3lich fur die orale Reflexantwort, d. h. die
Kontraktion, berechnet. Hier zeigte sich nur fir den selektiven A;—Rezeptor—
Agonisten CPA und fur den A;—Rezeptor-Antagonisten DPCPX  eine
signifikante Verlangerung der Zeit von Beginn der Stimulation bis zur
Kontraktion. Bei den Ubrigen Substanzen zeigte sich keine Verdnderung oder
eine nicht signifikante Zunahme.
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Tab. 17:
Ubersicht Gber den Einfluss der verwendeten Substanzen auf die Latenz
bei der oralen Reflexantwort.

DPCPX 10° M 10 100 % 134 % ? 14 % |p < 0,05
CPA 108 M 16 100 % 171 % ? 22 % |p < 0,05
ZM 241385 10°M |16 100 % 106 % ?6 % |n.s.
CGS 21680 3*10" M |11 100 % 104% 2?9 % |n.s.
Alloxazin 3*107" M 9 100 % 104% 7?27 % |n.s.
MRS 1191 3*10" M |11 100 % 113 % ? 15 % [n.s.
IB-MECA 3*10"M |8 100 % 111 % ? 14 % | n.s.

3.6 Uberblick iiber alle Ergebnisse

Zum besseren Uberblick folgt eine Tabelle, in der noch einmal alle Ergebnisse
dieser Arbeit aufgelistet sind:

Tab. 18:
Zusammenfassender Uberblick iiber alle Ergebnisse dieser Arbeit
(+: wirkt stimulierend; -: wirkt inhibierend; /: nicht signifikant)

Aszendierende | Deszendierende
Kontraktion Relaxation Latenz
Aj-Antagonist _ - "
Ai-Agonist + - "
Aze-Antagonist i ; /
Aza-Agonist _ - /
Azp-Antagonist + ; /
Az-Antagonist i - /
Az-Agonist _ ; /
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4. Allgemeine Diskussion

4.1 Der Aufbau des Dinndarms

Der Dunndarm von S&ugetieren kann in das Duodenum (Zwélffingerdarm), das
Jejunum (Leerdarm) und das lleum (Krummdarm) unterteilt werden. Der
Wandaufbau, der innerhalb des gesamten Darmes grundsatzlich gleich bleibt,
sieht folgendermal3en aus: Die innerste Schicht bildet die Tunika mukosa, an
der man wiederum das Epithel, eine Bindegewebsschicht und eine dinne
Muskelschicht, die Lamina muscularis mucosae, unterscheidet. Darauf folgt die
Tela submukosa mit Bindegewebe und Gefallen, eine innere
Ringmuskelschicht mit zirkular ausgerichteten Muskelzellen und eine aul3ere
Langsmuskelschicht, die aus longitudinal verlaufenden Muskelzellen besteht.
Den Abschluss nach auf3en bildet die Serosa, eine weitere Epithelschicht. Im
Mesenterium, eine Bauchfellduplikatur, verlaufen die ab- und zufiihrenden

Gefalle und Nerven.

4.2 Das enterische Nervensystem

4.2.1 Uberblick

Schon 1921 unterschied Langley das autonome Nervensystem in das
Sympathische und Parasympathische und in das Enterische Nervensystem
(ENS) (Langley, 1921). Das ENS besteht aus einem Geflecht aus
Nervenfasern, Ganglien und Plexi. Es werden zwei grol3e ganglienhaltige Plexi
unterschieden. Der Auerbach-Plexus oder auch Myenterische Plexus liegt
zwischen der longitudinalen und der zirkularen Muskulatur (Auerbach, 1862,
S.13). Er dient vorwiegend der Steuerung der Motilitat. Zwischen einer inneren
dinnen und einer aufleren dicken Schicht der zirkularen Muskulatur befindet
sich der sogenannte tiefe muskuldre Plexus, der aus einem Bindel
Nervenfasern besteht, die hauptsachlich von Neuronen aus dem Myenterischen
Plexus stammen (Komuro, 1995, S.129, Wilson, 1987, S. 497). Der
Meil3nersche Plexus oder Plexus submucosus befindet sich in der Tela
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submucosa zwischen der zirkularen Muskulatur der Tunica muscularis und der
Tunica mukosa (Meissner, 1857, S.364). Er ist hauptséchlich verantwortlich fur
die Steuerung der Sekretion, der Absorption von Nahrung und der Regulation
der Durchblutung. Interneurone vernetzen das System in longitudinaler und
zirkularer Richtung. Aul3erdem existieren Nervenstrange zur Muskulatur, zur
Mukosa und zu den Gefallen. Da komplette Reflexbdgen mit sensorischen
Neuronen, Interneuronen, exzitatorischen und inhibitorischen Effektorneuronen
im ENS vorhanden sind, kann es autonom arbeiten. So ist auch noch nach
Ausschaltung zentraler Einflisse die intestinale Peristaltik intakt.

Extrinsische autonome Fasern enden vor allem an enterischen Neuronen.
Somit kann die autonome Aktivitat des ENS aktiviert bzw. deaktiviert werden.
Neben der Regulation durch extrinsische Neurone existieren humorale und
lokale Mechanismen, d.h. Hormon- und Entzindungsmediatorfreisetzung
(Collins, 1997, S.118). Zusatzlich entdeckte S. Ramon Cajal (1893) einen
netzartigen Verband von Zellen. Diese ,interstitiellen Zellen von Cajal” liegen
zwischen Nerven- und Muskelzellen und sind durch gap junctions elektrotonisch
gekoppelt. Sie sind zustandig fur die Entstehung der myogenen slow waves
(rhythmische Depolarisationen der glatten Muskulatur). Vermutlich sind diese
Zellen spezielle Muskelzellen, die neben der Kontraktion auch eine
Schrittmacherfunktion innehaben (Thomsen, 1998, S.104).

Die Signaltransduktion zwischen den einzelnen Neuronen erfolgt mit Hilfe einer
Vielzahl von Neurotransmittern, die in den Nervenendigungen gespeichert sind.
Im enterischen Nervensystem existieren neben den klassischen
Neurotransmittern Acetylcholin (ACH) und Noradrenalin (NA) auch mehrere
Neuropeptide, wie z.B. VIP, Substanz P oder PACAP, nicht peptiderge
Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO), GABA, ATP und Peptide, die auch

eine parakrine oder hormonelle Rolle haben (Somatostatin, CCK, 5-HT).

4.2.2 Neurotransmitter

Die folgende Tabelle zeigt die wichtigsten Substanzen und ihre Funktion im
Gastrointestinaltrakt:
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Tab. 19:

Uberblick tiber die wichtigsten Neurotransmitter im Gastrointestinaltrakt.
Ach: Acetylcholin; NO: Stickstoffmonoxid; Serotonin: 5-Hydroxytrytamin;
VIP: Vasoaktives intestinales Peptid; PACAP: pituitary adenylate cyclase-
activating peptide; CGRP: calcitonin gene-related peptide;

Substanz

Vorkommen und Funktion im Intestinum

,klassische“
Neurotransmitter
(NT)

ACh

Hauptséachlicher exzitatorischer Transmitter im
Intestinum. Vorkommen:

?? In lokalen und aszendierenden
Motoneuronen

?? In Interneuronen (Costa, 1987, S.1, Tim-
mermans, 1997, S. 333)

?? In extrinsischen, praganglionaren
autonomen Neuronen, in postganglionaren
parasympathischen Neuronen und in
postganglionaren sympathischen Neuronen
zu den Schweil3drisen (Forth, 1993,
S. 104)

Nicht-peptiderge
NT

NO

Inhibitorischer Transmitter im Gastrointestinaltrakt
(Bult, 1990, S. 346), aktiviert direkt die
zytosolische Guanylatzyklase.

Serotonin

Vorkommen in Interneuronen und in
enterochromaffinen Zellen der Darmmukosa
(Timmermans, 1997, S. 334). Serotonin
beeinflusst den intestinalen lonentransport,
steigert die Darmmotilitdt und wirkt inhibitorisch
auf die Absorbtion der Nahrstoffe (Salvador, 2000,
S. 359).

Peptide

VIP

Vorkommen in langen und kurzen
deszendierenden Neuronen des Plexus
Myentericus , wirkt als inhibitorischer Transmitter
(Manaka, 1989, S.182). Beteiligung an der
Kontrolle von Muskeltonus der glatten Muskulatur,
Motilitat, Blutfluss und Sekretion im
Gastrointestinaltrakt (Fahrenkrug, 1993, S. 354)

PACAP

Inhibitorischer Transmitter, der die Relaxation des
myenterischen Reflexes Uber inhibitorische
Motoneurone zur zirkularen Muskulatur vermittelt
(Grider, 1994, S. 151). Weiteres Vorkommen in
intrinsischen Interneuronen und extrinsischen
sensorischen Neuronen (Timmermans, 1997, S.
333)
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Substanz |v. a. in intrinsischen Neuronen; exzitatorischer
P Transmitter an neuro-neuronalen Synapsen, an
Motoneuronen des myenterischen Plexus und an
Sekretomotoneuronen des Plexus submucosus
(Grider, 1991, S. 445)

CGRP Vorkommen im enterischen NS und in Ganglien
der Hinterwurzeln; fungiert als Transmitter in
sensorischen Neuronen, vermittelt den
peristaltischen Reflex sowohl extrinsisch nach
Muskeldehnung als auch intrinsisch nach
Mukosastimulation (Grider, 1994, S. 1139)

4.3 Der myenterische Reflex

4.3.1 Mechanismus des myenterischen Reflexes

Der myenterische Reflex fuhrt bei einem entsprechenden Reiz, wie z. B.
Dehnung der Darmwand durch einen Nahrungsbolus oder mechanische oder
chemische Reizung der Mukosa, zu Kontraktionen und Relaxationen sowohl
der longitudinalen als auch der zirkularen Muskulatur des Darmes und somit
zum Weitertransport des Nahrungsbreies (Propulsion). Wahrend die
Pendelbewegungen der longitudinalen Muskulatur nur wenig der Propulsion,
sondern eher der suffizienten Durchmischung des Darminhaltes dienen, stellt
dieser Weitertransport die Hauptaufgabe der zirkularen Muskulatur dar
(Trendelenburg, 1917, S.55ff).

Die Propulsion des Nahrungsbolus wird erreicht durch eine deszendierende
aborale Relaxation und einer darauffolgenden aszendierenden oralen
Kontraktion der zirkularen Muskulatur.

Es existieren mehrere Mechanismen zur Auslosung des Darmreflexes durch
verschiedene initiale Reize. Grundsatzlich kann man zwischen mechanischen
(u. a. Smith, 1988, S. 205; Yuan, 1991, S. 219) und chemischen Reizen auf die
Mukosa (u. a. Bayliss und Starling, 1899, S. 99; Bilbring, 1958, S. 440) und
einer Dehnung der Darmwand (u. a. Costa und Furness, 1976, S. 48; Smith,
1990, S. 203) unterscheiden. Wahrend eine Vielzahl von Stimuli gefunden
werden konnte, bereitet die Aufklarung, wie die Perzeption stattfindet, immer
noch  Schwierigkeiten. Spekulationen reichen von Mechano- und
Chemorezeptoren in der Darmwand Uber eine Spreizung von Nervenfasern

(Grider, 1991, S. 445) bis hin zu spezialisierten becherartigen Zellen der
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Mukosa (Kirchgessner, 1992, S. 235) (siehe unten). Mechanorezeptoren
ahnlich denen, die in der Haut vorkommen, konnten jedoch nicht gefunden
werden. Auch freie Nervenendigungen, die als Chemorezeptoren fungieren
konnten, waren bisher nicht nachweisbar.

Am  wahrscheinlichsten dienen also  spezialisierte becherartige
enterochromaffine Zellen der Mukosa der Perzeption von Reizen an der
Schleimhaut. Diese Zellen sind so gebaut, dass auf einer Seite einige Pili in das
Darmlumen ragen. Nach Abscherung dieser Pili kommt es zu einer
Neurotransmitterfreisetzung von 5-Hydroxytryptamin (5-HT). Es handelt sich
hierbei um einen Effekt, der Gber 5-HT4-Rezeptoren vermittelt wird. Diese sitzen
auf CGRP-haltigen sensorischen Neuronen, die, wenn sie aktiviert werden, die
Ausschittung von exzitatorischen und inhibitorischen Neurotransmittern
hervorrufen (Grider, 1998, S. 376). Als intrinsisches, primar afferentes Neuron
fur die mucosavermittelte chemische und mechanische Reizung konnten
AH/Dogiel Typ Il Neurone gefunden werden (Kunze, 1995, S. 1).

Zusatzlich ist die Reflexauslosung durch eine Dehnung der Darmwand mdglich.
Auch hier konnten Dogiel Typ lI-Neuronen nachgewiesen werden, die als
intrinsisches primar afferentes Neuron auf Dehnung reagieren (Kunze, 1998,
S. 827).

Diese intrinsischen primar afferenten Neurone erregen Motoneurone von
monosynaptischen Reflexbahnen oder Interneurone von polysynaptischen

Reflexbahnen, die dann ihrerseits Motoneurone erregen (Kunze, 1998, S. 841).

4.3.2 Aszendierender exzitatorischer Reflex

Ein adaquater Stimulus fuhrt vermutlich Gber einen der oben genannten Wege
zu einer Aktivierung eines sensorischen Neurons. Als Transmitter dieses
Neurons kommen z. B. Substanz P, CGRP oder Serotonin in Frage. Dieses
Neuron aktiviert aszendierende cholinerge Interneurone, die wiederum
exzitatorische lange und kurze Motoneurone erregen. Diese ziehen zur
zirkularen Muskulatur und innervieren diese Uber muskarinerg-cholinerge
Neurone. Als die entscheidenden Neurotransmitter der exzitatorischen
Motoneurone im Gastrointestinaltrakt werden Ach und Tachykinine, wie z.B.
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Substanz P und Neurokinin A, angesehen (Warner, 2000, S. 928; Holzer, 1989,
S. 540; Grider, 1990, S. 248, De Ponti, 1991, S. 265).

Tab. 20:
Ubersicht {ber die wesentlichen Neurotransmitter innerhalb des
aszendierenden exzitatorischen Reflexes.

Transmitter | Organ, z. B. Literaturangabe
Ach Mensch Jejunum Grider, 1989Db,
S. 1414
Substanz P |Meerschweinchen lleum  Holzer, 1989, S. 540
Ratte Kolon Grider, 1989a, S.709
Neurokinin A | Mensch Kolon Warner, 2000,
S. 928

4.3.3 Deszendierender inhibitorischer Reflex

Hier fuhrt der Reiz zu einer Aktivierung eines sensorischen Neurons (Hirst,
1974, S. 129) und einer Weiterleitung Uber deszendierende cholinerge
Interneurone. Diese erregen inhibitorische Motoneurone, die zu der zirkularen
Muskulatur ziehen und diese relaxieren. Die Aktivitat der inhibitorischen
Neurone wird moduliert durch Somatostatin- und Opioidneurone (Grider, 1990,
S. 248, De Ponti, 1991, S. 267).

Als inhibitorische Neurotransmitter des deszendierenden Reflexes sind v. a.
drei Substanzen charakterisiert: VIP, NO und PACAP (Grider, 1994, S. 151;
Grider, 1993, S. 334).

Tab. 21:
Ubersicht (ber die wesentlichen Neurotransmitter innerhalb des
deszendierenden inhibitorischen Reflexes

Transmitter Organ, z.B. Literaturangabe

VIP Mensch Jejunum Grider, 1989b, S. 1414
Meerschweinchen lleum Katayama, 1986, S. 1
NO Ratte Kolon Grider, 1993, S. 334
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Opioide Meerschweinchen lleum Kromer, 1990, S. 450
Somatostatin | Ratte Kolon Grider, 1987, S. 434
4.4 Adenosin

4.4.1 Historischer Uberblick

Adenosin zeigt verschiedenste Effekte auf eine Vielzahl von Funktionen, wie

z. B. Kontraktion der glatten Muskulatur, Neurotransmission, exokrine und
endokrine Sekretion, Immunregulation, Entztindungsreaktion,
Thrombozytenaggregation, Schmerz und Herzfunktion. Bereits 1929 zeigten
Drury und Szent-Gyorgyi, dass Adenosin und Adenosin-5-monophosphat
(AMP) aus dem Herzmuskel wunter anderem gefaRdilatierend und
blutdrucksenkend wirkt (Drury, 1929, S. 213). Holton (1959) untersuchte
sensorische Nerven des Kaninchenohres und konnte zeigen, dass es durch
Stimulation dieser zu einer Ausschittung von ATP kommt, das wiederum zur
Dilatation der Ohrarterien fiihrt (Holton, 1959, S. 494).

Berne und Gerlach erkannten 1963 unabhangig voneinander, dass Adenosin
vom Herzen wahrend einer Hypoxie ausgeschuttet wird (Berne, 1963, S. 317;
Gerlach, 1963, S. 228). Hier hat Adenosin wohl eine Schlisselrolle in der
Regulation des koronaren Blutflusses inne, indem es die reaktive Hyperamie
induziert. Die Beobachtung von Gubareff und Sleator (1965), dass die Effekte
von Adenosin im Herzmuskel von Coffein blockiert werden kdnnen, legte die
Existenz eines Adenosinrezeptors nahe (Fredholm, 1994, S. 143). 1972
postulierte Burnstock, dass ATP oder ein vergleichbares Purinanalogon als
Transmitter in nonadrenergen — noncholinergen Nerven der glatten Muskulatur
des Gastrointestinaltrakts und der Blase vorkommt und er unterschied 1978
zwei Arten von Purinrezeptoren: P; — Purinozeptoren oder auch
Adenosinrezeptoren genannt, deren natirlicher Ligand Adenosin ist, die
Adenylatzyklase aktivieren und durch Methylxanthine (z.B. Coffein) blockiert
werden konnen, und P, — Purinozeptoren, die selektiv fur Nukleotide (ADP,
ATP, Diadenosintetraphosphat, ?,?-me-thylen-ATP) sind (Burnstock, 1997, S.
1127).
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4.4.2 Aktuelle Adenosinrezeptor — Einteilung

Die Adenosin — Rezeptoren werden weiter unterteilt in drei Subgruppen: A;-, Ax-
und As-Rezeptoren. Diese Unterteilung entstand aufgrund ihrer
unterschiedlichen Molekularstruktur, Gewebsverteilung und aufgrund ihrer
unterschiedlichen pharmakologischen Profile. Die A,- Rezeptoren werden noch
einmal unterschieden in Azs- und Az,- Rezeptoren. Diese Einteilung basiert auf
der Eigenschaft von Adenosin, die Adenylatzyklase im Gehirn der Ratte mit
Hilfe zweier verschiedener Bindungsstellen zu aktivieren. Rezeptoren im
Striatum besitzen eine hohe Affinitdt zu Adenosin, andere Rezeptoren, die
Uberall im Gehirn anzutreffen sind, haben nur eine niedrige Affinitat (Daly, 1983,
S. 69). Bewiesen wurde die Existenz dieser zwei Untertypen durch Klonierung
und Sequenzierung (Ralevic, 1998, S. 419).

Alle vier Typen sind G-Protein-gebunden, jedoch koppeln die einzelnen Typen
an verschiedenen G-Proteinen, so ist z. B. die Signaltransduktion des A;-
Rezeptor an G-Proteine der Gj,-Familie und die des A,-Rezeptors an Gs-
Proteine gebunden. Die Aktivierung der Rezeptoren bewirkt eine Veranderung
des cAMP-Angebots, jedoch je nach Typ in verschiedene Richtungen. Dies
wiederum moduliert die Aktivitat von cAMP-abhangigen Proteinkinasen, die
verschiedene Proteine phosphorylieren. Dieser Mechanismus wurde in
mehreren Geweben gefunden, u.a. im Gehirn, Fettgewebe und im Hoden.
(Ralevic, 1998, S. 417f).

Ein anderer Weg der Signaltransduktion, der auch von mehreren
Adenosinrezeptoren benutzt wird, ist die Aktivierung von Phospholipase C
(PLC), was zu einer Erhdhung von Inositol-1,4,5-triphosphat (IPs) und zu einer
Kalziummobilisation fiihrt. IP; stimuliert die Ausschittung von Ca®* aus
intrazellularen Speichern. Erhéhung des cytosolischen Ca** stimuliert die
Proteinkinase (PKC), die Phospholipase A, (PLA;), Ca**-abhangige K-Kanale
und die NO-Synthase. Diese Mdglichkeit der Signaltransduktion wird in

mehreren Geweben gefunden, wie z.B. im Myometrium des Meerschweinchens
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(Schiemann, 1991, S. 429), in Mesangiumzellen der Ratte (Olivera, 1992, S.
871), in Astrozyten der Ratte (Peakman, 1995, S. 801) und in
Trachealepithelzellen des Menschen (Galietta, 1992, S. 61).

Im Herzmuskel werden durch Aj;-Rezeptoren mehrere Typen von
Kaliumkanalen aktiviert. Im Atrium ist der A;-Rezeptor direkt tiber das G-Protein
mit Kaliumkanélen gekoppelt, deren Aktivierung eine Bradykardie auslost (Ito,
1995, S.610). Des Weiteren aktivieren A;-Rezeptoren ATP-abhangige
Kaliumkanale, die ihrerseits eine Verkirzung der Aktionspotentialdauer,
Vasodilatation und eine Steigerung des Blutflusses bewirken. Solche Kandle
wurden sowohl im Herzen (Ito, 1994, S. 101) als auch in Gehirnzellen der Ratte
(Heurteaux, 1995, S. 4666) gefunden.

Schlief3lich vermitteln A;-Rezeptoren eine Inhibition des Kalziumeinstroms. Dies
konnte z.B. an Neuronen des Hippokampus der Ratte in vitro mit Hilfe der

Patch-clamp-Technik gemessen werden (Scholz, 1991, S. 373).

Tab. 22:
Einteilung der Adenosin- Rezeptoren (modifiziert nach Ralevic, 1998,
S. 418)

A Aon Azp Az
G-PrOteln G|/0 Gs Gs, Gq Gi, Gq
Wirkung CAMP? CAMP? CAMP? CAMP?

IP3? IP3? IP3?

K2

Ca®*?
Selektive CPA, CGS - IB-MECA,
Agonisten CHA, 21680, 2CI-IB-

R-PIA HE-NECA MECA
Selektive DPCPX, ZM Alloxazin MRS
Antagonisten | XAC 241385, 1191,

KF 17837 MRS 1220

4.4.3 Struktur
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Wie auch andere  G-proteinbindende Rezeptoren besitzen die
Adenosinrezeptoren sieben transmembranése Anteile aus 21 - 28 hydrophoben
Aminosauren, die je eine ?-Helix bilden und mit drei intrazellularen und drei
extrazellularen Schleifen aus hydrophilen Aminosauren verbunden sind. Das N-
terminale Ende liegt extrazellular, wahrend sich das C-terminale Ende innerhalb
der Zelle befindet. Die transmembranen Teilstlicke bilden eine Tasche, an die,
wie man annimmt, der Ligand bindet (Ralevic, 1998, S. 419f). Ein intrazellularer
Teil des Rezeptors bindet das jeweilige G-Protein, was eine Aktivierung der
intrazellularen Signaltransduktion zu Folge hat (Olah, 1997, S. 337).

Die transmembrandsen Anteile sind in ihrer Sequenz in hohem Mal3e
konserviert. Diese Aminosaurereste sind entscheidend fir die Bindung des
Liganden. Man nimmt an, dass Histidinreste in den transmembrandsen Teilen 6
und 7 eine wichtige Aufgabe dabei Ubernehmen (Olah, 1992, S. 10764). Die
meisten Unterschiede wurden in einer sog. hypervariablen Region in der N-
terminalen Halfte der zweiten extrazellularen Schleife gefunden (Tucker und
Linden, 1993, S. 62).

Agonist und Antagonist -
\ Erkennungsstelle

MNH 5

H @ Extrazelluldrraum

Intrazellularraum

Abb. 26:
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Schematische Abbildung des Aj;-Rezeptors. Er besitzt wie auch andere G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren sieben transmembrandse Bereiche aus
hydrophoben Aminosauren, die mit drei extrazellularen und drei
intrazellularen hydrophilen Schleifen verbunden sind. Extrazellulare und
transmembrantése  Regionen  sollen fur die  Agonist- und
Antagonistenbindung eine wichtige Rolle spielen. (modifiziert aus Ralevic,
1998, S. 420)

4.4.4 |okalisation

Dixon et al. untersuchten bei der Ratte die Verteilung der mRNAs, die die
Adenosin-Rezeptoren kodieren, mit Hilfe von in-situ-Hybridisation und der
Reverse-Transkriptions-Poymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) (Dixon, 1996, S.
1461). Sie fanden folgende Ergebnisse:

Tab. 23:
Lokalisation der vier Adenosin-Rezeptorsubtypen (aus Dixon, 1996,
S. 1464)

Rezeptortyp Lokalisation

Ai1-Rezeptor Ubiquitar im ZNS, v.a. im Kortex, Hippocampus, Cerebellum,
Thalamus und Hirnstamm.

Peripher: in Herz, Aorta, Milz, Niere, Leber, Hoden, Auge; in
geringem Ausmalf} auch in Lunge, Uterus und Magen.

Nicht in Haut, Skelettmuskel, Jejunum und proximales
Kolon.

Aza-Rezeptor Im gesamten ZNS, v.a. im Striatum, Nucleus accumbens und
Thalamus.

Peripher: in immunologischen Geweben, im Auge,
Skelettmuskel, Herz, Lunge, Blase, Uterus, Aorta, Milz,
Magen, Hoden, Haut, Niere und Leber.

Nicht in Jejunum und proximales Kolon.

Aox-Rezeptor Ubiquitéar im ZNS.

Peripher: Proximales Kolon, Auge, Lunge, Uterus, Blase,
Aorta, Magen, Hoden und Skelettmuskel. Sehr gering im
Jejunum, in der Niere, Herz, Haut, Milz und Leber.

As-Rezeptor Ubiquitéar im ZNS.

Peripher: in Milz, Lunge, Uterus, Hoden, Leber, Blase.

Sehr gering in Herz, Aorta, Magen, Jejunum, proximales
Kolon, Niere und Auge.

Nicht in der Haut und im Skelettmuskel.
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Abb. 27:

Gewebsverteilung der mRNA-Expression der Adenosinrezeptoren, wie sie
mittels RT-PCR gefunden wurde. RT-PCR von ?-Aktin und Sucrase-
Isomaltase dienten als Kontrolle (aus Dixon, 1996, S. 1466).

Obwohl Dixon et al. keine A;-Rezeptoren im Dinndarm nachweisen konnte,
gibt es eine Vielzahl an Studien, die funktionell die Existenz von A;-Rezeptoren
nachweisen. So wiesen 1995 Hancock und Coupar mit einer Reihe von A- und
Antagonisten nach, dass der Aj;-Rezeptor am Jejunum der Ratte eine
Hemmung der Peristaltik bewirkt (Hancock, 1995, S. 741). Zusatzlich zeigten
Nicholls und Hourani 1997, dass Adenosin sowohl das lleum der Ratte als auch
die longitudinale Muskulatur des lleums Uber A;-Rezeptoren relaxiert und die
Muscularis mucosae des lleums Uber A;-Rezeptoren kontrahiert (Nicholls,
1997, S. 149).

Es konnten keine Studien gefunden werden, die die Existenz von Aga-
Rezeptoren im Gastrointestinaltrakt nachweisen.
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4.4.5 Biologische Effekte

Endogenes Adenosin vermittelt die verschiedensten Effekte im Organismus.

Die wichtigsten sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt:

Tab. 24:

Die wichtigsten biologischen Effekte der Adenosinrezeptoren

Rezeptortyp

Wirkung

As-Rezeptor

Aso-Rezeptor

Azp-Rezeptor

As-Rezeptor

Allgemein endogene Ausschittung wahrend hypoxischer und
ischamischer Bedingungen.

Verminderung der neuronalen Aktivitat ? Verminderung des
Sauerstoffverbrauchs (durch Verminderung der
exzitatorischen Transmitterausschuttung, Hyperpolarisierung
von Membranen, Verminderung der Erregbarkeit). (von Lubitz,
1999, S. 12)

Herz: negativ chronotrop, dromotrop und inotrop (Olsson,
1990, S. 761)

Allgemein Forderung der Neurotransmitterausschittung im
ZNS und peripheren Nervensystem. An den Gefal3en (an
glatter Muskulatur und am Endothel) kommt es zur
Vasodilatation (Ralevic, 1998, S. 430f).

Interessant ist eine Studie, in der sog. ,AzR-knock-out-
Mause® untersucht wurden. Darunter versteht man Ma&use,
deren Gen fur den Azs-Rezeptor ausgeschaltet wurde. Diese
Tiere zeigten einen verminderten Erforschungsdrang
gegenuber ihrer Umgebung, sie verhielten sich aggressiver
und waren schmerzunempfindlicher. Aul3erdem beobachtete
man einen hoheren Blutdruck und ein  hoheres
Herzminutenvolumen ebenso wie die
Thrombozytenaggregation zunahm. (Ledent, 1997, S. 674)

Sie scheinen eine Rolle bei Allergien und Entziindungen zu
spielen, da sie Mastzellen aktivieren und somit eine
Interleukin-8-Sekretion hervorrufen (Feoktistov, 1995, S.
1979). An den GefalRen vermitteln sie ebenfalls Vasodilatation
(Ralevic, 1998, S. 433).

Noch weitgehend unbekannt und inhomogen.

An Mastzellen und eosinophilen Granulozyten erleichtert er
die Ausschittung von Allergiemediatoren (z.B. Histamin)
(Ramkumar, 1993, S. 16887).

Kardioprotektion und Neuroprotektion bei Ischamie
Bronchokonstriktion

Hypotension (von Lubitz, 1999, S. 14f)

Unter hypoxischen Bedingungen desensibilisiert die
Aktivierung von A3-Rezeptoren den neuroprotektiven Effekt
des Al-Rezeptors und fuhrt so eher zum Zelltod (Dunwiddie,
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1997, S. 607).

Regulation der Differenzierung und des Zelltods in
Astrozytomzellen: Geringe Konzentrationen fordern die
Differenzierung, wahrend hohe zur Apoptose flhren
(Abbracchio, 1997, S. 11)

Eine Akutgabe des A3-Agonisten IB-MECA fiihrte zu einer
Schadigung von ischamischem Hirngewebe, chronische
Zufuhr jedoch besald schitzende Wirkung (von Lubitz, 1994,
S. 59)
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5. Spezielle Diskussion

5.1 Wirkung von Adenosin auf den Gastrointestinaltrakt

Im Gastrointestinaltrakt verursacht Adenosin mehrere verschiedene Effekte. So
unterscheidet sich die Wirkung von Adenosin ganz erheblich sowohl in den
verschiedenen Abschnitten des Darmes als auch in den unterschiedlichen
Schichten.

Im Duodenum der Ratte bewirkt Adenosin in der longitudinalen Muskelschicht
eine Relaxation wohl Uber A;- und A-Rezeptoren, wahrend es in der
Muskularis mucosae zu einer Kontraktion fuhrt. Hier wurden Az,-Rezeptoren
gefunden (Nicholls, 1996, S. 170; Brownhill, 1996, S. 321).

Im Ileum und Jejunum der Ratte und im lleum des Meerschweinchens wurde
1994 von Hancock und Coupar ganz allgemein die Wirkung von NECA, einem
non-selektiven Adenosin-Agonisten auf die Peristaltik und die intestinale
Sekretion untersucht. Sie fanden heraus, dass NECA beides inhibiert (Coupar,
1994, S. 803). In dieser Studie untersuchten sie die Veranderung der Lange
des longitudinalen Muskels am isolierten Rattenjejunum. Zusétzlich fuhrten sie
Versuche am isolierten Rattenileum durch. Hier provozierten sie den
peristaltischen Reflex durch intraluminale Druckerhohung und untersuchten die
Volumenanderung in einem Reservoir als ein Zeichen fur die Kontraktion der
zirkularen Muskulatur (Coupar, 1994, S. 802). Da in dieser Studie sowohl der
unselektive  Adenosin-Agonist NECA verwendet wurde als auch sich die
Versuchsanordnung deutlich von der hier angewendeten unterscheidet, ist ein
direkter Vergleich der Ergebnisse nicht moglich.

Wahrend die Hemmung der Peristaltik Gber A;-Rezeptoren vermittelt wird
(Hancock, 1995b, S. 741), sind fir die Inhibition der intestinalen Sekretion Azy-
Rezeptoren verantwortlich (Hancock, 1995a, S. 152).

Untersuchungen von isoliertem lleum, longitudinaler Muskulatur und Muskularis
mucosae des lleums zeigen unterschiedliche Effekte. So verdeutlichte eine
Studie von Nicholls und Hourani, dass Adenosin-Agonisten das mit Carbachol
kontrahierte lleum und die longitudinale Muskelschicht des lleums der Ratte
relaxieren, die Muskularis mucosae des lleums jedoch kontrahieren (Nicholls,
1997, S. 148). Es scheint also, dass die longitudinale Muskulatur entscheidend
fur die Reaktion des gesamten lleums ist. Die Rangordnung der Potenz der
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jeweiligen Agonisten spricht dafiir, dass hier die Effekte von Adenosin durch
den Al-Rezeptor vermittelt werden. Diese Rangordnung lautet: CPA > NECA >
Adenosin (Nicholls, 1997, S. 148).

Coupar wollte 1999 die Lokalisation des A;-Adenosinrezeptors im lleum der
Ratte bestimmen. Er untersuchte isolierte Ileumsegmente, die er einer
regelmafigen transmuralen Stimulation aussetzte und beobachtete gleichzeitig
die Spannungsanderungen der zirkularen und der longitudinalen Muskulatur. An
diesem Modell testete er die Beeinflussung des myenterischen Reflexes durch
Adenosinagonist und -antagonisten und zog Ruckschlisse auf die Lokalisation
des Rezeptors. So stellte er fest, dass sich im Rattenileum A;-Rezeptoren an
cholinergen Nervenendigungen befinden, die die zirkulare Muskulatur
innervieren (Coupar, 1999, S. 1273). Dies konnte er aus folgenden Ergebnissen
schliel3en:

?? der nicht-selektive Adenosin-Agonist NECA bewirkte eine signifikante
Verminderung der Antwort der zirkularen Muskulatur auf elektrische
Feldstimulation, nicht aber bei der longitudinalen Muskulatur;

?? Es handelt sich um den A;-Rezeptor, da die Reihenfolge der Potenz der
Agonisten der Charakteristik des A;-Rezeptors entspricht;

?? NECA und CPA reduzieren nicht die Carbachol-induzierte Spannung in
lleumsegmenten, die zuvor mit dem neuronalen Blocker Tetrodotoxin
vorbehandelt wurden, d. h. die Rezeptoren befinden sich an
Nervenendigungen (Coupar, 1999, S. 1269).

Schlie8lich gab es mehrere Untersuchungen des Kolons der Ratte, die
einheitlich eine Kontraktion der Muskularis mucosae durch Adenosin-Agonisten
fanden. Da die Adenosin-Agonisten durch DPCPX, einem selektiven A;-
Antagonist gehemmt werden konnten, liegt es nahe, dass die Kontraktion der
Muskularis mucosae des Kolons durch A;-Rezeptoren vermittelt wird (Bailey,
1992, S. 402). Reeves et al. bestétigten in ihren Studien, dass A;-Rezeptoren
fur die Kontraktion der Muskularis mucosae des Kolons verantwortlich sind
(Reeves, 1993, S. 1255; Reeves, 1995, S. 999).

Am Kolon des Meerschweinchens fiilhren wohl zwei Rezeptortypen zur
Relaxation : A;-Rezeptoren am enterischen Neuron und Az,-Rezeptoren an der
glatten Muskulatur (Kadowaki, 2000, S. 876).



Einfluss von Adenosinrezeptoren auf den peristaltischen Reflex

60

Tab. 25:

Wirkungen von Adenosinen am Gastrointestinaltrakt

Rezeptor |Organ Wirkung Literaturangabe
Al lleum/Jejunum ?? Hemmt die Peristaltik Hancock, 1995b, S. 739
(Ratte) ?? Longitudinalmuskel: Nicholls, 1997, S. 143
Relaxation
2?2 Muskularis muc.: | Nicholls, 1997, S. 143
Kontraktion
Kolon (Ratte) ?? Muskularis muc.: | Bailey, 1992, S. 402

Kontraktion

A2a - - -
A2b Darm (Ratte) ?? Hemmt die intestinale |Hancock, 1995a, S. 152
Sekretion

Coecum ?? Relaxation Prentice, 1997, S. 103
(Meerschweinc
hen)
Kolon ?? Relaxiert die glatte | Kadowaki, 2000, S. 876
(Meerschweinc Muskulatur
hen)

A3 - - -

5.2 A;-Rezeptor

Der A;-Rezeptor-Agonist CPA fuhrte in der hier vorgestellten Versuchsreihe in
den niedrigeren Konzentrationen (10** M und 10 M) zu einer signifikanten
Steigerung der oralen Reflexantwort, wahrend bei der Konzentration von 10® M
die elektrische Feldstimulation eine signifikant geringere Kontraktion verglichen
mit der Kontrollkontraktion ohne Substanzzugabe ausloste. Dieser Effekt war
durch Auswaschen der Substanz durch Erneuern des Krebs-Ringer-Puffers
reversibel.

Die aborale Reflexantwort, d. h. die Relaxation, wurde durch CPA in allen
Konzentrationen verringert, jedoch konnte nach dem Auswaschen keine

Reversibilitdt nachgewiesen werden.
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Die Latenz am aszendierenden Reflexweg wurde durch Zugabe von CPA
signifikant verlangert.

Durch DPCPX, dem selektiven A;-Rezeptor-Antagonisten, kam es bei der
oralen Reflexantwort nach elektrischer Feldstimulation zu einer Verminderung
der Kontraktion, die bereits ab einer Konzentration von 10™*° M signifikant war
und sich nach dem Auswaschen unvollstandig reversibel zeigte.

Am deszendierenden Reflexweg wurde eine stetige Verringerung der
Relaxation sichtbar, die auch nach Auswaschen mit frischem Puffer bestehen
blieb.

Die Latenz wurde am aszendierenden Reflexweg durch DPCPX signifikant
verlangert.

Die Zusammenschau der Ergebnisse zeigt, dass der A;-Rezeptor am
Dunndarm der Ratte im Reflexmodell stimulierend auf den aszendierenden
Reflexweg wirkt.

Die unterschiedlichen Ergebnisse bei der Versuchsreihe mit CPA bei niedrigen
und hoheren Konzentrationen konnen dadurch erklart werden, dass bei
niedrigen Konzentrationen die spezifischen Rezeptoren angesprochen werden,
bei hoheren Konzentrationen jedoch auch andere Rezeptoren unspezifisch
miterregt werden.

Die Wirkung von A;-Rezeptoren auf die deszendierende Relaxation lasst sich in
unserem Modell nicht abschliel3end beurteilen, da sowohl der Agonist als auch
der Antagonist sich in ihrer Wirkung gleichen. Informationen tber eine mogliche
agonistische Wirkung von DPCPX sind in der Literatur nicht zu finden.

Hancock und Coupar zeigten 1995 am Jejunum der Ratte, dass der A;-
Rezeptor eine Hemmung der Peristaltik vermittelt (Hancock, 1995, S. 741). Dies
steht im Gegensatz zu den Ergebnissen dieses Versuches, jedoch ist ein
direkter Vergleich nicht moglich, da sich jenes Modell entscheidend von dem
hier vorliegenden unterscheidet. Hancock und Coupar zahlten die
peristaltischen Kontraktionen nach Zugabe verschiedener Adenosinagonisten
und verglichen diese mit der Ausgangsanzahl. In dieser Versuchsanordnung
jedoch wurde die Flache unter der Basallinie des Ruhetonus berechnet. 1997
charakterisierten Nicholls und Hourani die Adenosinrezeptoren am intakten

Rattenileum, an der longitudinalen Muskulatur des lleums und an der
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Muskularis mucosae. CPA relaxierte die longitudinale Muskulatur, die zuvor mit
Carbachol kontrahiert wurde, kontrahierte jedoch die Muskularis mucosae des
Rattenileums. Da das intakte lleum durch CPA relaxiert wurde, liegt es nahe,
dass der Effekt der longitudinalen Muskulatur dominiert (Nicholls, 1997, S. 148).
Auch hier ist ein direkter Vergleich nicht méglich, weil in diesem Versuch die
zirkulare Muskulatur nicht bertcksichtigt wird.

5.3 A,s-Rezeptor

Der Azs-Rezeptor-Agonist CGS 21680 fuhrt am aszendierenden Reflexweg
verglichen mit der Kontrolle zu einer geringeren Kontraktion nach elektrischer
Feldstimulation. Ebenso eine Verminderung der Kontraktion lief3 sich nach der
Zugabe des selektiven Azs-Antagonisten ZM 241385 erkennen. Diese Substanz
hat eine hohe Affinitat fir Az,-Rezeptoren, wahrend sie nur eine geringe Potenz
bei den anderen drei Rezeptortypen aufweist. So ist ZM 241385 1000-fach
selektiver fur Az;-Rezeptoren gegentuiber Aj-Rezeptoren und 91-fach selektiver
fir Aza-Rezeptoren gegenuber Az,-Rezeptoren, wéhrend es bei As-Rezeptoren
keinen Effekt zeigt (Poucher, 1995, S. 1096).

Am deszendierenden Reflexweg wurde die Relaxation sowohl durch den
Agonisten als auch durch den Antagonisten verringert.

Die Latenz der oralen Reflexantwort wurde durch beide Substanzen nicht
beeinflusst.

In der gesamten mir vorliegenden Literatur gibt es keine Hinweise, dass Ag.-
Rezeptoren im Darm der Ratte existieren.

5.4 A,,-Rezeptor

Leider steht derzeit noch kein geeigneter Az,-Rezeptor-Agonist zur Verfigung,
so dass hier direkt keine Aussage getroffen werden kann. Andere
Forschungsgruppen behelfen sich damit, mit nicht-selektiven Ay,-Agonisten wie
NECA und selektiven Agonisten zu arbeiten, und dann indirekt Schlisse tber
den Ag-Rezeptor zu ziehen. Ich halte diese Methode nur fir bedingt
ausreichend, und hoffe, dass in naherer Zukunft ein selektiver Az,-Agonist
synthetisiert werden kann.



Einfluss von Adenosinrezeptoren auf den peristaltischen Reflex 63

Der selektive Az,-Antagonist Alloxazin fihrte im aszendierenden Reflexweg zu
einer signifikanten Steigerung der Kontraktion, wahrend es im deszendierenden
Reflexweg und bei der Latenz zu keiner signifikanten Veranderung kam.
Nicholls und Hourani fanden in ihren Versuchen am lleum der Ratte, dass
DPCPX vollig die Reflexantwort auf CPA und auf NECA antagonisierte, worauf
sie schlossen, dass hier keine Ax-Rezeptoren vorliegen (Nicholls, 1997, S. 148).
Dies steht im Gegensatz zu Ergebnissen im Duodenum der Ratte, wo sehr wohl
Azx-Rezeptoren gefunden wurden. Hier vermitteln sie in der longitudinalen
Muskulatur Relaxation und in der Muscularis mucosae Kontraktion (Nicholls,
1996, S. 172f). Das negative Ergebnis im lleum der Ratte, das im Widerspruch
mit den vorliegenden Beobachtungen steht, kann aber wiederum nicht direkt
zum Vergleich herangezogen werden, da die zirkulare Muskulatur keine
Berucksichtigung findet.

Im Kolon des Meerschweinchens dagegen existieren Az,-Rezeptoren, die die
longitudinale Muskulatur relaxieren (Kadowaki, 2000, S. 876).

5.5 As-Rezeptor

Am aszendierenden Reflexweg fuhren sowohl der As-Agonist IB-MECA (50-
fach selektiv fur As-Rezeptoren im Gehirn der Ratte gegentber Ags- oder A;-
Rezeptoren (Gallo-Rodriguez, 1994, S. 636)) als auch der As-Antagonist MRS
1191 zu einer Verminderung der Kontraktion. Sie zeigen hier beide einen
inhibierenden Effekt. Ebenso wirken beide inhibierend auf den deszendierenden
Reflexweg, d. h. sie vermindern die Relaxation, jedoch erreicht die Veranderung
nur bei dem Antagonisten MRS 1191 statistische Signifikanz. Die Latenz wird
durch beide Substanzen nicht signifikant verandert.

In der Literatur findet sich keine Arbeit, in der eine Wirkung des As-Rezeptors
auf den Darm beschrieben wird.

Dixon et al. haben 1996 durch PCR festgestellt, dass As-Rezeptoren, wenn
auch in geringem Mal3e, im Jejunum der Ratte vorhanden sind (Dixon, 1996,
S. 1464). Deshalb ist durchaus anzunehmen, dass As-Rezeptoren eine Wirkung
am Darm haben. Durch die hier vorliegenden Beobachtungen kann man also
davon ausgehen, dass der As-Rezeptor eine Verminderung der Kontraktion
innerhalb des peristaltischen Reflexes bewirkt. Weiterhin unklar bleibt jedoch,



Einfluss von Adenosinrezeptoren auf den peristaltischen Reflex 64

warum der Antagonist MRS 1191 eine gleichsinnige Reaktion wie der Agonist

bewirkt.
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6. Zusammenfassung

Adenosin tragt erheblich zur Modulation des peristaltischen Reflexes bei, ist im
enterischen Nervensystem aber nur ein Mediator unter vielen (siehe 5.2.2).
Diese Arbeit zeigt erstmalig systematisch, wie Adenosin mittels der
verschiedenen  Rezeptorsubtypen den  peristaltischen  Reflex im
Rattendinndarm beeinflusst.

Verwendet wurde ein in-vitro Organbadmodell, in dem isolierte Darmsegmente
untersucht wurden. Eine aszendierende Kontraktion und eine deszendierende
Relaxation wurde durch elektrische Feldstimulation alle zwei Minuten ausgelost.
Die aszendierende Kontraktion wird Gber den A;-Rezeptor stimuliert, Gber den
Azs-Rezeptor und Uber den As-Rezeptor dagegen inhibiert. Dies wurde mit Hilfe
von exogen zugefihrten selektiven Agonisten beobachtet.
Rezeptorantagonisten alleine zeigten ebenfalls Wirkung: der A;-Antagonist
DPCPX und der As-Antagonist MRS 1191 hemmten signifikant die
aszendierende Kontraktion, wahrend der Az,-Antagonist Alloxazin stimulierend
auf den aszendierenden Reflexweg wirkte. Deshalb ist davon auszugehen,
dass auch endogenes Adenosin selbst unter in-vitro-Bedingungen Bedeutung
im myenterischen Reflex hat.

Eventuelle weitere endogene Agonisten, die ebenfalls am Adenosinrezeptor
angreifen, sind in der Literatur nicht beschrieben worden.

Die Untersuchung des A,,-Rezeptors gestaltet sich derzeit noch schwierig, da
es fur diesen nur maRig spezifische Agonisten und Antagonisten gibt. Dies gilt
in geringerem Mal3e auch fur den Az-Rezeptor. Deshalb ist die Synthese von
hoch selektiven Substanzen in der Zukunft dringend erforderlich, da nur auf
diesem Weg deutliche rezeptorspezifische Effekte gezeigt und somit exaktere
Aussagen getroffen werden kdnnen.

Diese Arbeit zeigt, dass Adenosin im Dinndarm der Ratte Uber mehrere
Rezeptorsubtypen zur Modulation des peristaltischen Reflexes beitragt. Obwohl
der Schluss von diesem Tiermodell auf den Menschen sicher als problematisch
anzusehen ist, so tragen diese Erkenntnisse sicher als Grundlage dazu bei, in
Zukunft eventuell hier einen pharmakologischen Therapieansatz fur

Darmerkrankungen bekommen zu kdnnen.
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In den letzten Jahren wurden bereits mehrere Substanzen mit unterschiedlichen
Wirkungen auf die Serotonin- (5-HT-)-Rezeptorsubtypen entwickelt, die in das
Regulationssystem des enterischen Nervensystems eingreifen und sich bereits
in kontrollierten Studien als wirksam erwiesen. Analog hierzu kénnte man in
Zukunft auch Adenosinanaloga in der Therapie besonders von funktionellen
Darmerkrankungen erwarten, die je nach Selektivitdt eine motilitdtssteigernde

oder —hemmende Wirkung entfalten.
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8. Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abb. 1:

Der isolierte Rattendarm befindet sich in einem mit Carbogen begasten
Organbad. Ein Glasstab fixierte die Unterseite des Darmsegmentes. Zwei
Kraftwandler wurden mit Faden verbunden, die an der Serosa im Bereich des
Mesenteriums angebracht wurden. Zwischen den beiden Faden befindet sich die
Platinelektrode zur Stimulation des Darmes.

Abb. 2:

Typische Muskelkontraktionskurve; Oben: im deszendierenden Reflexweg aboral
der Stimulationselektrode geht der Kontraktion eine deutliche Relaxation voraus.
Unten: im aszendierenden Reflexweg (oral) steht die Kontraktion im
Vordergrund. EFS: elektrische Feldstimulation.

Abb. 3:

Reprasentative Muskelkontraktionskurve, die die hemmende Wirkung von
DPCPX auf die aszendierende Kontraktion im myenterischen Reflex zeigt. EFS:
elektrische Feldstimulation.

Abb. 4:
Wirkung des Aj;-Antagonisten DPCPX auf die aszendierende Reflexantwort im
Dinndarm der Ratte. *: p < 0,05.

Abb. 5:

Muskelkontraktionskurve, die die Reaktion des aszendierenden Reflexweges auf
CPA veranschaulicht: in niedriger Konzentration ergibt sich eine Steigerung der
Kontraktion, die dann bei hoherer Konzentration immer weiter abnimmt. EFS:
elektrische Feldstimulation.

Abb. 6:

Wenig deutliche Steigerung der Kontraktion des Darmes nach Zugabe von CPA.
Nur in den Konzentrationen 10" und 10™ M fiihrte CPA zu einer signifikanten
Zunahme der Kontraktionsstarke.*: p < 0,05.

Abb. 7:

Typische Muskelkontraktionskurve, die die schwach hemmende Wirkung von ZM
241385 auf die aszendierende Kontraktion =zeigt. EFS: elektrische
Feldstimulation.

Abb. 8:

Wirkung von ZM 241385 auf die kontraktile Reflexantwort: Nach einer
geringfugigen nicht signifikanten Steigerung der Kontraktion in der geringsten
Konzentration kommt es mit zunehmender Konzentration zu einer deutlichen
Abnahme der Kontraktion. *: p <0,05.

Abb. 9:

Repréasentative Muskelkontraktionskurve, die die hemmende Wirkung von CGS
21680 auf die aszendierende Kontraktion veranschaulicht. EFS: elektrische
Feldstimulation.
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Abb. 10:
CGS 21680 fuhrt nach einer geringfiigigen Steigerung der Kontraktionsstéarke in
der geringsten Konzentration dann zu einer stetigen Abnahme der Kontraktion. *:
p <0,05.

Abb. 11:

Typische Muskelkontraktionskurve, die zeigt, dass Alloxazin einen
stimulierenden Einfluss auf die aszendierende Kontraktion zeigt. EFS:
elektrische Feldstimulation.

Abb. 12:

Mit steigender Konzentration des Alloxazins nimmt die Starke der Kontraktion
zu, bis sie schliel3lich 114 % des Ausgangswertes erreicht.

*' p <0,05.

Abb. 13:

Reprasentative Muskelkontraktionskurve, die deutlich den hemmenden Einfluss
auf die aszendierende Kontraktion erkennen lasst. EFS: elektrische
Feldstimulation.

Abb. 14:
MRS 1191 fiihrt ab 10™° M zu einer signifikanten Abnahme der Kontraktion. *: p <
0,05.

Abb. 15:
Typische Muskelkontraktionskurve, die die hemmende Wirkung von IB-MECA
auf die aszendierende Kontraktion zeigt. EFS: elektrische Feldstimulation.

Abb. 16:
IB-MECA bewirkt eine signifikante Verminderung der Kontraktion.
* p <0,05.

Abb. 17:
Zugabe des Ajz-Agonists IB-MECA und des —Antagonists MRS 1191 bewirkt nur
eine kontinuierliche Abnahme der Kontraktion.*: p < 0,05.

Abb. 18:
Bereits bei der kleinsten Konzentration kommt es zu einer signifikanten
Abnahme der Relaxation. *; p <0,05.

Abb. 19:
Der Aj;-Adenosin-Agonist fuhrt zu einer allméahlichen Verringerung der
Relaxation. *: p < 0,05.

Abb. 20:
ZM 241385 Dbewirkt keine signifikante Veranderung nach elektrischer
Feldstimulation. *: p < 0,05;

Abb. 21:
Der As;-Agonist CGS 21680 fuhrt zu einer deutlichen Verringerung der
Relaxation. *: p < 0,05;

Abb. 22:
Die Zugabe von Alloxazin fuhrt zu keiner signifikanten Veranderung der aboralen
Reflexantwort. *; p < 0,05.
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Abb. 23:

MRS 1191 zeigte eine hemmende Wirkung auf die aborale Relaxation des
myenterischen Reflexes. Bereits bei Zugabe von 10 M war der Effekt
signifikant. *: p < 0,05.

Abb. 24:
Der Graph lasst eine Tendenz zur Hemmung der aboralen Relaxation erkennen,
jedoch ist der Effekt nicht signifikant.

Abb. 25:
Sowohl IB-MECA als auch MRS 1191 verringerten die Relaxation im
deszendierenden Reflexweg. *: p < 0,05.

Abb. 26:

Schematische Abbildung des Al-Rezeptors. Er besitzt wie auch andere G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren sieben transmembrantse Bereiche aus
hydrophoben Aminoséauren, die mit drei extrazellularen und drei intrazellularen
hydrophilen Schleifen verbunden sind. Extrazelluldre und transmembrandse
Regionen sollen fir die Agonist- und Antagonistenbindung eine wichtige Rolle
spielen. (modifiziert aus Ralevic, 1998, S. 420)

Abb 27:

Gewebsverteilung der mRNA-Expression der Adenosinrezeptoren, wie sie mittels
RT-PCR gefunden wurde. RT-PCR von ?-Aktin und Sucrase-lIsomaltase dienten
als Kontrolle.
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Effekt von DPCPX auf die durch elektrische Feldstimulation (EFS) ausgeltste
Kontraktion

Tab. 2:
Effekt von CPA auf die orale Reflexantwort

Tab. 3:
Effekt von ZM 241385 auf die kontraktile Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

Tab. 4:
Effekt von CGS 21680 auf die orale Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

Tab. 5:
Effekt von Alloxazin auf die kontraktile Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

Tab. 6:
Wirkung von MRS 1191 auf die orale Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

Tab.7:
Wirkung des selektiven As-Adenosin-Agonists IB-MECA auf die orale
Reflexantwort nach elektrischer Feldstimulation.

Tab. 8:
Effekt von IB-MECA und anschlieRend MRS 1191 auf die orale Reflexantwort
nach elektrischer Feldstimulation.

Tab. 9:
Effekt von DPCPX auf die aborale Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

Tab. 10:
Wirkung von CPA auf die aborale Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

Wirkung von ZM 241385 auf die aborale Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

Tab. 12:
Effekt von CGS 21680 auf die aborale Reflexantwort nach elektrischer
Feldstimulation.

Tab. 13:
Wirkung von Alloxazin auf den deszendierenden Reflexweg nach elektrischer
Feldstimulation.

Tab. 14:
Effekt von MRS 1191 auf den deszendierenden Reflexweg nach elektrischer
Feldstimulation.
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Tab. 15:
Effekt von IB-MECA auf den deszendierenden Reflexweg nach elektrischer
Feldstimulation.

Tab. 16:
Wirkung von IB-MECA und anschlieend MRS 1191 auf die aborale Reflexantwort
nach elektrischer Feldstimulation.

Tab. 17:
Ubersicht Giber den Einfluss der verwendeten Substanzen auf die Latenz

Tab. 18:
Zusammenfassender Uberblick tiber alle Ergebnisse dieser Arbeit

Tab. 19:

Uberblick tiber die wichtigsten Neurotransmitter im Gastrointestinaltrakt.

Ach: Acetylcholin; NO: Stickstoffmonoxid; Serotonin: 5-Hydroxytrytamin; VIP:
Vasoaktives intestinales Peptid; PACAP: pituitary adenylate cyclase-activating
peptide; CGRP: calcitonin gene-related peptide;

Tab. 20:
Ubersicht Uiber die wesentlichen Neurotransmitter innerhalb des aszendierenden
exzitatorischen Reflexes.

Tab. 21:
Ubersicht uber die wesentlichen Neurotransmitter innerhalb des
deszendierenden inhibitorischen Reflexes

Tab. 22:
Einteilung der Adenosin-Rezeptoren (modifiziert nach Ralevic, 1998, S.418)

Tab. 23:
Lokalisation der vier Adenosin-Rezeptorsubtypen (aus Dixon, 1996, S.1464)

Tab. 24:
Die wichtigsten biologischen Effekte der Adenosinrezeptoren

Tab. 25:
Wirkungen von Adenosinen am Gastrointestinaltrakt



Einfluss von Adenosinrezeptoren auf den peristaltischen Reflex 81

9. Abklirzungsverzeichnis

Ach: Acetylcholin

CcAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat

CCK: Cholecystokinin

CGRP: Calcitonin gene-related peptide

CPA: N°-Cyclopentyladenosin

DMSO: Dimethylsulfoxid

DPCPX: 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin

EFS: elektrische Feldstimulation

IB-MECA: 1-Deoxy-1-%-713-jodophenyl)methylZamino?9H-purin-9-yI2N-methyl-
?-D-ribofuranuronamid

IP3: Inositol-1,4,5-triphosphat

KRP: Krebs-Ringer-Puffer

n: Anzahl der Versuche

n.s.: nicht signifikant

NECA: 5-N-ethylcarboxamidoadenosin

NO: Stickstoffmonoxid

PACAP: Pituitary adenylate cyclase-activating peptide

PLC: Phospholipase C

PLD: Phospholipase D

VIP: Vasoaktives intestinales Peptid
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