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1. Einleitung

Neben den bekannten Ubertragersubstanzen Acetylcholin und Noradrendin kennt man schon seit
eniger Zeit ene ganze Reihe welterer Tranamitter des autonomen Nervensystems. Die Forschung auf
diesem Gebiet zeigt sets neue Substanzen und Substanzgruppen auf, die eine wichtige Rolle ds
Regulatoren im Bereich des autonomen Nervensystems spielen.

Das Nervensysem des Gadtrointestindtraktes stellt ein in sch geschlossenes funktiondles System
dar, das Uber funktiondle Regelkreise und Reflexwege verfigt. Der scherlich bekannteste Reflex ist
der myenterische Reflex oder auch perigtatische Reflex, der bereits zur Jahrtausendwende ersmals
beschrieben wurde (Bayliss et d, 1899, S.98) und durch folgende Arbeiten weiter charakterigert
wurde (Trendelenburg et a, 1917, S.60), (Bulbring et d, 1958, S.442) , (Kosterlitz et d, 1956,
S.680), (Codta et d, 1987, S.10). Bereits in den dreiffdiger Jahren dieses Jahrhunderts wurde auf
dem Gebiet der Purine geforscht (Drury et a, 1929, S.213). Schon frih erkannte man die
Uberragende Bedeutung dieser Substanzgruppe, die im Mittelpunkt der folgenden Arbeit steht.
Jedoch dauerte es enige Zeit, bis auch im Gadrointestindtrakt die ersten Versuche stattfanden. Die
Entdeckung der nicht-adrenergentnicht-cholinergen  (NANC)-Trangmisson  im  autonomen



Nervensystem fiihrte zu der Annahme, dal3 Purinen eine mogliche Rolle a's Ubertragersubstanzen im
enterischen Nervensystem zukommen konnte. Dies wurde dann erssmas von der Arbeitsgruppe um
Burnstock durch funktionelle Arbeaiten an der Gefddnnervation des Magen-Darm-Traktes postuliert
(Burnstock, 1969, S.247). Zwar wurde bisher eine funktionelle Rolle von Adenosinen im enterischen
Nervensystem postuliert, die Rolle der Adenosne in diessm Reflexsysem sind bisher aber nicht
untersucht oder charakterisiert worden (Burnstock et d, 1969, S.247).

Die Schwierigkeit der Suche nach spezifischen Antagonisten flr die Adenos nerezeptoren fihrt dazu,
dal3 die Wirkungswveise der Adenosine auf die verschiedenen Adenosinrezeptoren erst allméhlich
entdeckt wird. Diese noch unvollendete Entwicklung der Erforschung der Adenosine spiegelt Schin
der Tatsache wieder, dal3 die Nomenklatur erst kiirzlich erneuert und aktudisiert wurde (Fredholm
et al, 1994, S.150) und zudem stets neue Adenosinrezeptoren entdeckt werden (Palmer et a, 1994,
S.85).

Be dem fir die Untersuchungen dieser Arbelt verwendeten System handdt es sch um en Moddl,
an dem dea aufgeigende perigdtische Reflex in vitro nachgeshmt werden kann. Es ig ene
Abwandlung des bereits von Trendeenburg verwendeten Organmodells (Trendelenburg et d, 1917,
S.61). Diese Apparatur bietet einige bedeutende Vortelle: es bestent die Mdglichkelt, die neurde
Innervation ziemlich physologisch durch ene dekirische Stimulation zu ersetzen. Durch ene
Simulation am anden Ende des Darmsegmentes kann der hier interesserende aufsteigende
exzitatorische Reflex ausgel6st werden. Die Kontraktion des lleumsegmentes und jegliche, sai es
auch nur sghr geringfiigige Anderung der Kontraktionsstézrke kann durch eine intraluming
eingebrachte Druckmef3sonde erfad® werden. Die Vermessung der Kontraktonskraft kann auf
enfache Welse an Hand der Ausmessung der FHéache unter einer durch enen Schrelber
aufgezeichneten Kurve erfolgen. Dieses System erwies sich bereits mehrfach ds sehr brauchbar fir
die Beurtellung der Wirkung verschiedener Substanzen auf den aufsteigenden Reflex im lleum der
Ratte, und soll auch in dieser Arbeit Verwendung finden.

Zid dieser Arbeit ist es die Rolle von Purinen auf den aszendierenden myenterischen Reflex im lleum
der Ratte in vitro zu untersuchen.

Inshesondere sollen folgende Fragen beantwortet werden:
»  Waedchen Einflui’ haben P,-Rezeptoren? Dies kann durch die Zugabe von sdlektiven A;- und A.-
Agonigten untersucht werden?
 Waedchen Einflul haben endogene Adencsne? Hierzu werden spezifische A- und A.-
Antagonisten verwendet?



 Kamnn die A,-Agonig-Wirkung durch den A,-Rezeptor-Antagonisten bzw. die A,-Agonig-
Wirkung durch den A,-Rezeptor- Antagonisten aufgehoben werden, d.h. snd die Wirkungen
reversbe?

»  Wieverhdt es 9ch mit der Antagoniserbarkeit der erzidten Wirkungen durch den Antagonisten
des anderen Rezeptors, d.h. snd die Wirkungen spezifisch?

»  Waedchen Einflu3 hat ATP auf den aszendierenden myenterischen Reflex?

*  Wie entdehen Eigenkontraktionen des Ileum und wie sind sie beainflufar?

In enem eden Tel s0ll das Reflexmodd! zundchgt in ihrer Anwendbarkeit mit Hilfe der
muskarinergen Neurotransmitter  Methoctramin, Pirenzepin, Hexahydro-dla-difenidol und von
Apamin Uberprift werden.

Dann werden Untersuchungen mit verschiedenen Kombinaionen der purinergen Substanzen
durchgefihrt, um eine genaue Differenzierung der unterschiedlichen Adenosnrezeptoren erziden zu
konnen.

2. Material und Methoden
2.1, Versuchsvor bereitung
2.1.1. Puffer

Fur die Vesuche wurde en KrebsHensddt-Puffer verwendet. Dieser Puffer wurde
folgendermal?en hergestelt: zu einem Liter dedtilliertem Wasser wurden unter séndigem RUhren mit
einem Magnetrthrer 6,75 g Natriumchlorid, 1,86 gNatriumhydrogencarbonat und 2,0 g Glukose
zugegeben. Anschlief3end wurde die Lésung mit Carbogen , d.h. einem Gasgemisch, das zu 95%
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Sauergtoff und zu 5% Kohlendioxyd enthdt, begast. Die Begasung ist notwendig, um ein Ausfdlen
von Kaziumchlorid aus der Lésung zu verhindern. Nun wurden der Losung
jewells 10 ml der Stammlésung 1, 2, 3 und 4 hinzugeflgt.

Stammlésung 1: 3,43% KCl
Stammldsung 2: 2,86% MgSO,
Stammldsung 3: 1,60% NaH,PO,
Stammlésung 4: 3,68 CaCl,

Der oben beschriebene Puffer wird elnersaits verwendet, um den Darm bis zum Versuchsbeginn
aufzubewahren, anderersaits wird der Glasbehdter, in dem die Versuche attfinden, mit ihm gefulit.

2.1.2. Versuchgtiere und Organentnahme

Fur die Versuche wurden Wigerratten verwendet (Charles River Wiga GmbH, Sulzfeld), die
ménnlich und 250 - 350g schwer waren. Die Tiere wurden in einem vollklimatiserten Raum gehdten,
und erhieten bis 48 Stunden vor Versuchsbeginn Trockenfutter und Wasser, ab diesem Zetpunkt
nur noch Wasser.

Die Narkose zur Organentnahme bestand aus einer 15-sekiindigen Betéubung mit CO,-Gas, und
ener anschlielfenden intraperitoneden Injektion von Pentobarbital-Natrium (Narcoren, Rhone-
Merieux GmbH, Laupheim) in einer Doserung von 80 mg / kg Kérpergewicht. Die Spontanatmung
der Ratten blieb wahrend der Betdubung erhdten.

Zur Organentnahme wurden die Versuchgtiere auf einer festen Unterlage fixiert, und das Abdomen
durch einen Schnitt entlang der linea aba ertffnet. Nach Aufsuchen des ileocoecalen Uberganges
wurde ein etwa 10 cm langer, suhifreier Abschnitt des termiden [leum durch Durchtrennung der
Mesenteridwurzd  entnommen, und sofort in ene Schale mit begastem Krebs Ringer- Puffer
gegeben. Die gesamte Operation nahm ca. 35 Minuten in Anspruch, die Ischamiezet \on der
Abtrennung von der Blutversorgung bis zum Einbringen in den Puffer betrug maxima 30 Sekunden.
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2.1.3. Verwendete Substanzen

Die hier aufgdisteten Substanzen wurden fir die Versuche benutzt:

- Apamin ( Sigma, ST. Louis, USA 9)
- Hexahydro- Sla-Difenidol-HCl ( RBI, Research Biochemicals Incorporated,
Massachusets)
- Methoctramin ( RBI, Research Biochemicds Incorporated,
Massachusets)
- Pirenzepin ( RBI, Research Biochemica's Incorporated, Massachusets)
- N-Cyclopentyladenosine = CPA ( RBI, Research Biochemicals Incorporated,
Massachusets)
- 8-Cydaopentyl-3,7-dihydro-1,3-dipropyl- 1H-purine-2,6-dione = DPCPX ( RBI,
Research Biochemicals Incorporated, Massachusets)
- 1-(6-Amino-9H- purin-9-yl)- N - cyclopropyl- 1- deoxy- [3- D- ribofuranuronamide =
CPCA ( RBI, Research Biochemicals Incorporated, Massachusets )
- 3,7-Dimethyl- 1- propargylxanthine = DMPX ( RBI, Research Biochemicas
Incorporated, Massachusets )
- Alpha3-Methyladenosine 5'- Triphosphosphate, Lithiumsdz (Sgma, St. Louis USA)
- 1-Amino-4-{{4-{{4-chloro-6-((3(oder 4)-sulfophenyl)amino)-1,3,5-triazin-2-
yl)amino)- 3- sulfophenyl)amino)- 9- 10-dioxo- 2- anthracenesulfonic acid = reactive blue
( RBI, Research Biochemicals Incorporated, Massachusets )

Zudem wurden Versuche mit dem Lésungsmittd DM SO in seigender Konzentration durchgefihrt,
um eine Verfdschung der durch die Versuchssubstanzen erzielten Ergebnisse auszuschliel3en.

Be den mit dem A.-Rezeptor DPCPX durchgefiihrten Versuchen fid eine besonders grof3e Zahl von
Eigenkontraktionen auf. Um die Abhéngigkeit der Eigenkontraktionen von der Zugabe von DPCPX
zu Uberprifen, wurden in einer Versuchsreihe die Anzahl der Eigenkontraktion pro Minute ohne und
mit DPCPX ausgezéhlt. Diese Versuche wurden unter den sdben Versuchsbedingungen
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durchgefuihrt wie die Stimulationsversuche, mit der einzigen Abweichung, dal3 diesmd nicht dektrisch
dimuliert wurde.

2.2. Versuchsdur chfihrung

2.2.1. Ger atebeschreibung

Fur die Versuche wurde eine Abwandiung der bereits von Trendelenburg (Trendelenburg et d,
1917, S55) entwicketen und angewendeten Methode, mit der Sch die Darmperigatik quantitativ
bestimmen [&3, benutzt.

Der Versuchsaufbau benhdtet en Organbad (Sehe Abbildung), das zunéchst aus einer
quadratischen Glasschale mit einer Saitenlange von 11 cm und einer Hohe von 3,5 cm besteht. Die
Wande der Wanne hilden ein Hohlsystem, in dem wéahrend der Versuche Uber en Pumpsystem
angetrieben auf 37°C aufgeheiztes Wasser zirkuliert. An den beiden Enden des Bades befindet sich
je en auf haber Hohe angebrachtes, etwa 4 cm langes, etwa 1,5 cm in den Wanneninnenraum
reichendes Plastikschlauchchen. Diese dienen ds Befestigungdager fir das Darmsegment, das
beidsaits Uber die Schlduche gezogen und mit kleinen Kanllen befestigt wurde. An der aborden
Seite konnte der wéhrend des Versuchs entstandene Schleim durch den Schlauch abflief3en und von
der orden Sdate her wurde en pefundieter Manometrieschlauch in das Darmsegment
vorgeschoben. Diese Drucksonde besteht aus enem zwellumigen Katheter, der mit ener
Perfusonspumpe (Mui Scientific, Misssauga, Canadd) Uber einen Druckaufnehmer (Peter van Berg,
Deutschland) perfundiert wird. Der Druckaufnehmer wurde Uber e ne entsprechende Mef3oriicke an
einen Polygraphen (R 611; Sensormedics, Anahem, Cdifornia, USA) angeschlossen, sodal? so die
Aufzeichnung des Druckes nach Vergérkung erfolgen konnte. Der Dynograph Recorder zeichnete
die Druckverlaufe an beiden Mel3punkten und die eektrische Stimulation synchron auf.

Der Manometer wurde so in den Darm eingebracht, dal? die beiden Offnungen an denen der Druck
gemessen wurde, 2 cm und 4 cm ord des Stimulationsortes lagen. Auf diese Weise wurden die
Druckanderung genau definiert 2cm und 4cm ord des Stimulationsortes registriert.

13



Die eektrische Feldgtimulation wurde periodisch dle 2 Minuten Gber eine Dauer von 20 Sekunden
mit enem Stimulationsgerét (Grass S 11 Stimulator, Grass Medicad Instrument, Quincy, Mass.,,

USA) mit folgenden Stimulationsparametern durchgefthrt: 3 Impulsels, Dauer des Stimulationsreizes
1ms, Stimulationsstérke 20V.

PLATINELEKTRODEN

MANOMETRIE
KATHEDER

STIMULATOR

RATTEN ILEUM

ABFLUSS

PERFUSIONS PUMPE

|
OXYBENIERTER {95 % 02)
KREBS-RINGER PUFFER DALICKALFNEHMER

SCHREIBER

WASSERBAD
a7 G

Abbildung 1
Schematische Darstdllung des Versuchsaufbaues

2.2.2. Ver suchsablauf

Zunéchst wurde wie oben berichtet das lleumsegment der Ratte entnommen und fir den Versuch
prépariert. Dann wurde das Prdparat in die Wanne eingelegt, die beiden Enden vorsichtig Uber die
Fastikschléuche gezogen und mit kleinen Kantlen fixiert. Jetzt wurde die Wanne mit 20ml Krebs-
Ringer- Puffer gefllt, sodal’d der Darm komplett von Puffer bedeckt war. Der néchste Schritt bestand
darin, die Druckmef3sonde in das Darmsegment einzufUihren. Nun wurde das System 10 Minuten
equilibriert, bevor die erste Stimulation erfolgte. Die Stimulation bestand aus einem intermittierenden
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eektrischen Reiz von 20 Sekunden Lange mit einer nachfolgenden Pause von 1 Minute und 40
Sekunden. Zunéchst wurde periodisch stimuliert, bis die Antwort auf den Stimulationsreiz konstant
war. Nun wurden die verschiedenen Substanzen in aufsteigender Konzentration bzw. Krebs-Ringer-
Puffer oder 0,9%-ige Natrium-Chloridiésung ds Kontrolle zugegeben, und bel jeder Konzentration
dremd simuliert.

2.3. Auswertung

2.3.1 Integrierter intraluminaler Druck

Um ene Aussage Uber die Kontraktionssté&rke machen zu kodnnen, wurden mit Hilfe enes
Digitdiserunsorettes durch manudles Nachfahren der Kurven die Héchen unter den Kurven
besimmt. Die Messung efolgte ab dem Stimulationsbeginn Uber en Zdtinterval von 3 s Die
Melidrecke 30s wurde so gewdhlt, dad dle durch die Stimulation hervorgerufenen
Druckanderungen erfald wurden.

2.3.2. Latenz der Erregung

Pardled zum Druckverlauf wurden die eektrischen Impulssgnae auf dem Schrelber aufgezeichnet.
Zur Bestimmung der Latenz wurde das Zeitinterval zwischen dem ergen Impuls (Stimulatonsbeginn)
und dem habmaximaen Druckandgtieg ermittelt.
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2.3.3. Statistik und Berechnungen

Zunéchgt wurde aus den berechneten Daten fir Flache, Amplitude und Latenz pro Konzentration der
zugegebenen Substanz jewells getrennt fir die beiden Mel2orte der Mittelwert bestimmt. Dann wurde
die reaive Kontraktionsstérke, bezogen auf den Ausgangswert noch ohne Substanzzugabe,
ermittelt.

Die Daten wurden ds Mittelwert +- Standartabweichung angegeben. "n" gteht fir die Anzahl an
voneinander unabhdngigen Versuchen mit  lleumsegmenten aus jewells  unterschiedlichen
Versuchgtieren.

Die Sgnifikanzandyse erfolgte mit Hilfe von Varianzandyse bzw. Student-t-Test fir gepaarte Daten
gefolgt von einem pos-hoc-Test ds Dunnett- Test oder Tukey's-Test fur mehrfachen Vergleich. Als
sgnifikant wurde en Signifikanzniveau von p<0,05 anerkannt.

3. Ergebnisse
3.1 Charakteriserung des Versuchsaufbaues - das cholinerg-

muskarinerge System

16



In der eden Veglechssrie ollte zunéchst das cholinerg-muskarinerge System  ds
entscheidender Mediator fUr den aszendierenden Reflexweg charakterisert werden.

3.1.1L Der M ;-Rezeptor-Antagonist Pirenzepin

Nach Zugabe des M,-Rezeptor-Antagonisten Pirenzepin zwischen den periodisch erfolgenden
Stimulationen konnte an beiden Mef3punkten (2cm und 4cm ord des Stimulatonsortes) eine
Abnahme der Kontraktionsstérke vermerkt werden, die bel einer Konzentration von 10*°M auf
48,2% (bel 4cm) bzw. 49,7% (bel 2cm) des Ausgangswertes betrug. Bel einer Konzentration
von 10“ M konnte sogar eine Reduktion bis auf 5,0 % (bel 4cm) bzw. 3,9 % (bel 2cm) des
Kontrollwertes erzidt werden (Tab. 1).

Es wurde inggesamt die Wirkung von Pirenzepin in den Konzentrationen von 10*° M bis 3*10*
M in zunehmender Konzentration getestet, wobel die Abnahme der Kontraktionsstarke mit
zunehmender Konzentration deutlicher wurde (n = 11).

Die inhibitorische Wirkung von Pirenzepin war nur telreversbd, d.h. sdbst nach mehrmaiger
intendver Spulung mit Puffer konnte die Kontraktionsstérke, die zu Beginn des Versuchs
bestand, nicht mehr erreicht werden. Es zeigte sch lediglich eine Erhdhung auf 4,0-4,6 % des
Basalwertes.

Tabdle 1:

Intrduminder Druck (Fl&che unter der Kurve in mny) und relative Kontraktionsstérke (in % des
Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3Hz, 20 V, 1 ms) vor und nach
Zugabe von Pirenzepin (M) (n=11)

2cmord % 4cm ora %

Kontrolle 270,6+55,0 100,0 307,6+53,8 100,0
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10 134,4+22,8 49,7 148,4+24,1 48,2

10° 112,6+21,3 41,6 120,7+22,7 39,2
10® 122,4+44 9 45,2 134,4+47.9 43,7
10-7 97,6+23,8 36,1 102,6+31,7 33,4
10° 56,5+19,5 20,9 61,4+21,2 20,0
10° 24.4+8.8 90 37,0£12,2 12,0
10-* 10,5+5,5 3,9 15,4+7,1 50
3*10-* 0,7£0,8 0,3 1,9+2,0 0,6
Auswaschen 12,4+5,1 4.6 12,4454 40
350
300
~ 250
é 200 4 cm oral
()
§ 150 2 cm oral
< 100
9
S 50
<
0
=] P
o o 9 o9 I~ e v v < 3
¥ I 92 92 g9 8 9 98 o <
4 0o o o o o 0O o %
o &
Abbildung 2:

Graphische Dargtellung des Einflusses von Pirencepin (10°M, 10°M, 10°M, 10'M, 10°M,
10°M, 10*M und 3x10*M) auf die Kontraktionskraft des Ileumsegmentes nach eektrischer
Feldstimulation (20V, 3Hz, 1ms).
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3.1.2 Der M ,-Rezeptor-Antagonist M ethoctramin

Methoctramin bewirkte eine konzentrationsabhéngige Hemmung der Kontraktionsstérke. Bel
einer Konzentration von 10°M betrug die Héache unter der Kurve nur noch 27,1% (bei 2cm)
bzw. 38,3% (bei 4cm) des Kontroll-Wertes. Bel der Konzentration 10°M waren es sogar nur
noch 0,6% (bel 2cm) bzw. 1,6% (bel 4cm) der Ursprungsfléche (n = 9).

Tabdle2:

Intraluminder Druck (Mittelwert und SD. der Héache unter der Kurve in mnm) und rdative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3
Hz, 20V, 1 ms) vor und nach Zugabe von Methoctramin (M) (n=9)

2cmord % 4 cm ord %

Kontrolle 359,3+105,1 100,0 199,2+55,0 100,0
10°M  177,2+539 49,3 81,0+17,7 40,7
10° M 102,7+30,5 28,6 47,1+156 23,6
10®* M 103,0+33,6 28,7 39,0x17,0 196
10" M 54,6+13,4 152 22,1+7,3 111

10° M 59+2,5 16 1,8+09 0,9
10° M 0,6+0,7 02 0,0+0,0 0,0
nach Ausw. 0,0+0,0 00 0,0+£0,0 0,0
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Abbildung 3:

Graphische Dargtelung des Einflusses von Methoctramin (10°M, 10°M, 10°M, 10'M, 10°M
und 10°M) auf die Kontraktionskraft des Ileumsegmentes nach dekirischer Feldstimulation
(20V, 3Hz, 1ms).

3.1.3. Der M -Rezeptor-Antagonist Hexahydrosiladifenidol

Die Applikation von Hexahydrosladifenidol in steigender Konzentretion (Sgnifikent b 10°M)
bewirkte eine starke Abnahme der aufgezel chneten Stimulationsantwort. Nach Auswaschen mit
Puffer konnte die Wirkung von Hexahydrosladifenidol wieder tellweise, wenn auch nicht
kompilett, riickgangig gemacht werden.
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Tabelle 3:

Intraluminder Druck (Mittelwert und S.D. der Hache unter der Kurve in mnmy) und rdative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3
Hz 20V, 1 ms) vor und nach Zugabe von Hexahydrosladifenidol (M) (n = 15)

2cmord % 4 cm ord %
Kontrolle 156,7+40,4 100,0 84,9186 100,0
+Hexa-Hydro
10* 741170 47,3 42,619,0 50,2
10°® 64,3+t19,8 41,0 39,9+14,7 47,1
107 33,3t8,9 21,3 16,8+4,8 19,8
10° 18,1+7,1 11,6 9,7£3,9 114
10° 1,0+0,9 0,7 0,6+0,5 0,7
Ausw. 532+31,1 34,0 29,4+16,9 34,6
3.2. Kontrollversuche mit dem L 6sungsmittel DM SO

Da DPCPX, ene der in den Versuchen verwendeten Substanzen, kaum wasserlédich war und
daher in dem Losungamittd DMSO zunéchgt aufgdés und dann im Rahmen von
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Verdinnungsrehen weiterverdinnt wurde, wurden entsprechende Kontrollversuche mit dem
Lésungsmittd DM SO dleine durchgefnrt.

Es wurde hierbe ene den mit Wirksubstanzen gemachten Versuchen entsprechende
Verdinnungsreihe hergestdlt, wobel  jedoch ds zugegebene Ldésung verdinntes DMSO
verwendet wurde. Zid dieser Variante war es zu sehen, ob die starke Inhibition mit DPCPX
nicht eine Wirkung des Losungamittels sain konnte.

Sowohl bem Me3punkt be 2cm wie auch beim Mef3punkt be 4cm blieb die Reflexantwort
konstant oder nahm sogar nach Zugabe von DM SO etwas zu. Daraus |&% sich ableiten, dal3 die
in den Hauptversuchen erzidten Ergebnisse mit DPCPX eine Wirkung der Substanz sdlbst
waren.

Tabele 4:

Intraluminaler Druck (Mittelwert und S.D. der Héche unter der Kurve in mnt) und rdative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3
Hz, 20V, 1 ms) be ener Verdinnungsreihe mit DMSO (n = 11)

2cmord % 4cmord %

Kontrolle 266,8 100,0 246,3 100,0

10° 234,2 87,8 234,2 95,1
10° 308,4 115,6 219,2 88,9
107 286,9 107,5 291,1 118,2
10° 297,4 1115 291,2 118,4
10° 290,8 109,0 251,0 101,9
Auswaschen 164,5 61,7 123,3 50,1
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3.3 Apamin, ein Blocker von durch Calcium aktivierten
Kaliumkanalen

Die Versuche mit Apamin, enem Blocker von durch Cacium aktivierten Kadiumkanden,
wurden durchgefiihrt as Vorbereitung von Kombinationsversuchen mit dem A.-Rezeptor-
Agonigen 5-(NCyclopropyl)carboxamido-adenosine (CPCA) und a,b-Methyladenosne-5'-
Triphosphat. Es sollte zunéchst die Wirkung der primér in das Organbad zugegebenen Substanz
Apamin demongtriert werden.

Die Zugabe von Apamin in das Organbad in geigender Konzentration von 10" M bis 10" M
hat eine dgnifikante Steigerung der Kontraktionsstérke ab einer Konzentration von 10"'M
bewirkt.

Tabdle5:

Intraluminder Druck (Mittelwert und SD. der Héache unter der Kurve in mnmy) und rdative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die dektrischen Feldstimulation
(3Hz, 20V, 1 ms) vor und nach Zugabe von Apamin (M) (n=15)

2cmord % 4cmord %
Kontrolle 156,7+40,4 100,0 84,9+186 100,0
Apamin
10" 194,9459,0 1244 134,9+34,9 158,9
10" 206,1+50,0 1315 120,0+£28,8 1413
107 241,3+100,0 154,0 145,7+449,8 1716
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Abbildung 4:

Graphische Dargdlung des Einflusses von Apamin (10*M, 10™M und 10'M) auf die
Kontraktionskraft des |leumsegmentes nach eektrischer Feldstimulation (20V, 3Hz, 1ms).

3.4. Das purinerge System
34.1 A,-Rezeptor-Agonist- und Antagonist
34.1.1. Der A,-Agonist N-Cyclopentyladenosin (CPA)

N6-Cyclopentyladenosin (CPA) wurde in den Konzentrationen 10 M bis 10° M in das
Organbad gegeben, und sein Einflud auf die Reflexantwort untersucht. Hierbe zeigte sch
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lediglich ene trendm&3ge, konzentrationsabhdngige Steigerung der Kontraktionsstérke um
163,2 % (bei 4cm) bzw. 135,9 % (bel 2cm) bel der Konzentration 10° M mit enem p-
Wert von 0,06. Nach Auswaschen der Substanz mit begaster Pufferl Gsung konnte ein Abfdl der
Kontraktiosstérke auf nahezu Ausgangsniveau verzeichnet werden.

Tabdle6:

IntrAuminader Druck (Mittedlwert und SD. der Héche unter der Kurve in mny) und relative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3
Hz, 20V, 1 ms) vor und nach Zugabe von N6- Cyclopentyladenosin (M) (n= 12)

2cmord % 4cmord %
Kontrolle 246,8t52,6  100,0 248,8+453  100,0
10" 315,3+53,3  127,8 325,4455,9  130,8
10* 308,3t57,8 1249 353,9+55,1*  130,2
10* 319,1+57,3  129,3 374,6166,2*  150,6
10°® 335,4+75,1 1359 406,0+£80,0* 163,2
Auswaschen 273,0£75,3  110,6 280,0+64,3 1125
nicht Sgnifikent Vaianzandyse
F=4,3, p<0,006

*.ggnifikant (p<00,05 im Dunnett-Test)
unterschiedlichim V. zur Kontrolle
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Abbildung 5:
Grgphische Dargdlung des Einflusses von CPA (10%M, 10%M, 10*M und 10°M) auf die
Kontraktionskraft des Ileumsegmentes nach eektrischer Feldstimulation (20V, 3Hz, 1ms).

34.12 Der A;-Rezeptor-Antagonist 8-Cyclopentyl-1,3-
Dipropylxanthine (DPCPX)

Bei 8 Cyclopentyl-1,3-Dipropylxanthine (DPCPX), das mit voller chemischer Bezeichnung 8-
Cyclopentyl-3,7-dihydro-1,3-dipropyl- 1H-purine-2,6-dione heif¥, handdt es sch um enen
selektiven Antagonisten von A,-Rezeptoren.

Be den Versuchen dieser Arbait wurden folgende Ergebnisse mit DPCPX erzidt: es zeigte Sich
eine deutliche, konzentrationsabhangige Reduktion der Kontraktionsantwort in den verwendeten
Konzentrationen von 10°M bis 10°M. Die Ergebnisse snd sggnifikant mit einem pWert von
<0,001 (bel 10°M). Der Effekt von DPCPX war durch Auswaschen zum Telil reversbe und
die Reflexantwort erreichte wieder 61,1 % (be 2cm) bzw. 56,5 % (bei 4cm) des
Ausgangswertes.

Auffalend war eine hohe Zahl an Eigenkontraktionen, die nach Zugabe von DPCPX in das
Organbad auftraten. Hierbel handdt es sch um Kontraktionen, die sch ohne vorherige
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eektrische Stimulation ereignen. Dies konnte darauf hindeuten, dal3 trotz der hemmenden
Wirkung von DPCPX auf den aszendierenden Reflex A,-Rezeptoren normdeweise die
Aud 6sung von Spontankontraktionen und Spontanaktivitét unterdriicken.

Tabdle7:

Intrduminader Druck (Mittdlwert und S.D. der Flache unter der Kurve in mm?) und rdative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3
Hz, 20V, 1 ms) vor und nach Zugabe von 8- Cycdlopentyl-1,3- Dipropylxanthine (M) (n = 11)

2cmord % 4cmord %
Kontrolle 504,5+81,3 100,0 494,5+79,4  100,0
10° 394,0+86,6* 78,1 394,2+80,3 79,7
10° 344,1+85,3* 68,2 369,7+74,4* 74,8
107 299,6+54,1* 59,4 318,7+59,6* 64,4
10° 238,1+39,5* 47,2 237,0+46,1* 47,9
10° 122,1+41,5* 24,2 126,8+46,3* 25,6

Auswaschen 308,2+68,0 61,1 279,4+72,0 56,5

Friedman/Varianzanayse Varianzandyse
Chi-Zahl=28,3 F=14,6, p<0,001
*.ggnifikant (p<00,05im *:ggnifikant (p<0,05 im Tukey-Text)

Dunnett- Test) unterschiedlich - unterschiedlich im Vgl. zur Kontrolle
imVdl. zur Kontrolle
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Abbildung 6:
Représentative  Aufzeichnung des Einflusses von DPCPX (10°M, 10°M) auf die

Kontraktionskraft des [leum nach eektrischer Feldgtimulation 2cm (oben) bzw. 4cm (unten)
ora des Stimulationsortes.
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Abbildung 7:

Graphische Darstdlung des Einflusses von DPCPX (10°M, 10°M, 10°M, 10°M und 10°M)
auf die Kontraktionskraft des I[leumsegmentes nach eektrischer Feldstimulation (20V, 3Hz,
1ms).

34.1.3. Der Al-Rezeptor-Agonist Ne-Cyclopentyladenosin (CPA) in
Kombination mit dem A;-Rezeptor-Antagonisten
8-Cyclopentyl-1,3-Dipropylxanthine (DPCPX)

Wie erwartet konnte mit CPA zunéchst eine Steigerung der Kontraktionskraft erreicht werden,
die mit den Konzentrationen 10*M bis 10® M getestet wurde. Die Zugabe von DPCPX nach
Vorbehandlung mit CPA ergab ene extrem starke Reduktion der Kontraktionsstérke auf
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Werte, die welt unter den Ausgangswerten, vor Zugabe von CPA, lagen. DPCPX wurde in den
Konzentrationen von 10” M bis 10° M verwendet. Die Reduktion der Stimulationsantwort war
nach CPA im Vergleich zu der letzten CPA-Zugabe deutlich sgnifikant (p=0,0009). Auch im
Vergleich zu den Kontrollwerten vor CPA st die letzte DPCPX-Zugabe signifikant (p=0,03).

Tabelle 8:

Intraluminder Druck (Mittelwert und S.D.der Fache unter der Kurve in mnv) und reldive
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3
Hz, 20 V, 1 ms) vor und nach Zugabe von N6-Cyclopentyladenosin (M) und 8-Cyclopentyl-
1,3-Dipropylxanthine (M) (n=6)

2cmord % 4cmord %
Kontrolle 379,7+100,0 100,0 385,7+109,8 100,0
CPA
10* 495,2+128,3 130,4 510,8+132,1 1324
10* 454,0+95,2 119,6 562,3+104,2 145,8
10" 567,2+96,0 149,4 596,5+97,8* 154,7
+DPCPX
107 445,2+437 117,3 453,7+71,8 117,6
10° 326,2+62,8 85,8 323,7+77,9° 839
10° 110,6+26,9 29,1 90,2+40,2* 234
Auswaschen 281,6+58,3 74,2 292,8+93,1 75,9

n.s. Vaianzandyse
F=4,6, p=0,004

*: ggnifikant (p<0,05 im Dunnett- Test)
unterschiedlichim V. zur Kontrolle

*: dgnifikant (p<0,05 im Dunnett-Test
unterschiedlich zu CPA 10*°M
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Abbildung 8:

Représentative Aufzeichnung des Einflusses von CPA (10°M) und nachfolgender DPCPX-
Zugabe (10°M) auf die Kontraktionskraft des Ileum nach eektrischer Felddimulation 2cm

(oben) bzw. 4cm (unten) ord des Stimulationsortes.
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Um den Einflud von A-Rezeptoren auf die Spontankontraktionen zu untersuchen, wurde die
Wirkung von CPA+DPCPX auch ohne e ektrische Feldstimul ation untersucht.

Es zegte dch en Auftreten von Eigenkontraktionen in mit der Dauer des Versuches
zunehmender Haufigkeit.

Tabele 9:

Frequenz der Eigenkontraktionen (Anzahl pro Minute) ohne dektrische Feldstimulation vor und
nach Zugabe von N6-Cyclopentyladenosin (M) und 8 Cyclopentyl- 1,3- Dipropylxanthine (M)
(n=6)

/ Min %

Kontrolle 0,2 100,0
CPA

10* 0,2 100,0
10* 0,2 100,0
10" 04 200,0
+DPCPX

107 0,6 300,0
10° 0,9 450,0
10° 1,0 500,0
Auswaschen 04 200,0
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3.4.14. Der A.-Rezeptor-Agonist N6-Cyclopentyladenosin (CPA) in
Kombination mit dem A,-Rezeptor-Antagonisten
3,7-Dimethyl-1-propar gylxanthine (DM PX) und dem
Al-Rezeptor-Antagonisten 8-Cyclopentyl-1,3-Dipropylxanthine
(DPCPX)

Um eine mogliche Interaktion von CPA mit dem A.-Rezeptor auszuschliel3en, wurde der Effekt
von CPA auch unter Zugabe des A,- Rezeptor- Antagonisten DMPX untersucht.

Die gimulierende Wirkung von CPA wurde durch Hinzufligen von DMPX zur Pufferlésung (in
der Konzentration 10° M) nicht dgnifikant verandert. Es kam keinesfdls zu einer blockierenden
Wirkung, sondern der simulierende Effekt wurde noch etwas verstérkt. Die daraufhin
erfolgende Zugabe von DPCPX brachte die erwartete starke Inhibition der Kontraktionsstérke

(n=7).

Tabelle 10:

Intrduminder Druck (Mittelwert und SD. der Flache unter der Kurve in mm?) und rdative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3
Hz, 20 V, 1 ms) vor und nach Zugabe von N6-Cyclopentyladenosin (M), 3,7-Dimethyl-1-
propargyl-xanthine (M) und 8- Cyclopentyl-1,3- Dipropylxanthine (M) (n = 6)

2cmord % 4 cm ord %

Kontrolle 422,9+94.8 100,0 414,4+82,8  100,0
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CPA

10* 598,4+129,9 1415 617,7£129,1 149,0
10* 583,4+119,9 138,0 629,2+179,2 151,8
+DMPX
10° 672,3+124,8 159,0 690,3+149,6 166,6
+DPCPX
10° 476,6+104,2 113,0 495,1+133,3 119,5
10° 265,0+£55,5 62,7 270,7£77,1 65,3
10* 62,0+58,3 14,7 66,0+60,5 15,9
Auswaschen 392,6+60,5 92,8 341,3+50,8 82,4
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Abbildung 9:
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Graphische Dargtellung des Einflusses von CPA (10*“M, 10“M) und anschlief3ender DMPX-
(10°™M) und DPCPX- (10°M, 10°M) Zugabe auf die Kontraktionskraft des Ileumsegmentes
nach eektrischer Feldgtimulation (20V, 3Hz, 1ms).

Diese Daten belegen, dal’3 die CPA Wirkung nicht durch eine Interaktion mit dem A,- Rezeptor
zustande kommt. Eine blockierende Wirkung von CPA auf den A,-Rezeptor kann jedoch nicht
mit Sicherheit ausgeschl ossen werden.

3.4.2. A,-Rezeptor-Agonist- und Antagonist
3.4.2.1. Der A,-Rezeptor-Agonist 5'-(N-Cyclopropyl)car boxamido-
adenosine (CPCA)

Es handelt sch ba dieser Substanz chemisch gesehen genau um 1- (6- Amino- 9H- purin-9-yi)-
N-cyclopropyl-1-deoxy-3-D-ribofuranuronamide. Bel der mit CPCA dlene durchgefiihrten
Versuchsreihe (n=8) wurde mit Konzentrationen von 10""M bis 10°M gearbeitet. Es zeigte Sch
insgesamt eine Tendenz zu ener Reduktion der Reflexantwort. Dieses Ergebnis war jedoch
datigtisch nicht Sgnifikant.

Wenn man den Verlauf im Einzelnen betrachtet zeigte sch ba 10"M zunéchst en Abfdl der
Kontraktionsstérke. Die Reflexantwort nahm dann wieder etwas zu, blieb jedoch niedriger ds
der Ausgangswert, um ab 10°M wieder abzufdlen. Ba der Aufzeichnung 4cm ord kommt es
schon bel der Konzentration 10™M zu enem vorlbergehenden leichten Andeigen der
Kontraktionsantwort, die bis 10°M noch zunimmt, um dann auf Werte die wesentlich niedriger
sind ds der der Kontrolle abzufdlen. Dieses biphasische Verhaten von CPCA wiederholte sich
in den spéteren Versuchen, in denen CPCA mit anderen Stoffen kombiniert wurde, nicht. Auch
dort zeigte CPCA ene trendmé3ge Inhibition der Kontraktionsantwort.
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Tabelle 11:

Intraluminder Druck (Mittelwert und S.D. der Hache unter der Kurve in mnmy) und rdative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3
Hz, 20 V, 1 ms) vor und nach Zugabe von 5-(NCyclopropyl)carboxamidoadenosine (M) (n=
8)

2cmord % 4cmord %

Kontrolle 428,9+81,7 100,0 362,8+68,6  100,0
10" 370,4+77,0 86,4 373,4+94,6 1029
10" 400,4+119,0 93,4 420,3+108,7 115,8
10° 406,8+130,2 94,8 422,0£129,5 116,3
10° 359,1+113,7 83,7 341,8+117,7 94,2
10° 247,9+89,9* 66,0 231,9+99,2* 72,4
Auswaschen 313,3+86,6 73,0 334,4+1025 92,2

Varianzandyse Vaianzandyse

F=3,1, p=0,05 F=3,3, p=0,039

*. dgnifikant (p<0,05im *. dgnifikant (p<0,05im
Dunnett- Test) unterschied-  Dunnett-Test) unterschied-
lichimVdl. zur Kontralle  lichimVdl. zur Kontrolle
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Abbildung 10:

Graphische Dargellung des Einflusses von CPCA (10"'M, 10™M, 10°M, 10°M und 10°M)
auf die Kontraktionskraft des Ileumsegmentes nach dektrischer Feldstimulation (20V, 3Hz,
1ms).
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Abbildung 11:
10'M) auf die

Représentative  Aufzeichnung des Einflusses von CPCA  (10°M,
Kontraktionskraft des lleum nach dektrischer Feldstimulation 2cm (oben) bzw. 4cm (unten)

ord des Stimulationsortes.
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3.4.2.2. Der A,-Rezeptor-Antagonist 3,7-Dimethyl-1-propar gylxanthine
(DM PX)

DMPX wurde fr die Versuche in den Konzentrationen 10 M bis 10" M verwendet. DMPX
dimulierte bis zur Konzentration 10" M gark, und diese Wirkung wurde danach etwas
geinger. Inggesamt zeigte sch, dad DMPX ene deutlich simulierende Wirkung mit einem
Maximum ba 10" M zegte. Nach mehrmaigem Auswaschen mit physiologischer Pufferldsung
konnte die DM PX-Wirkung vollig aufgehoben werden.

Tabelle 12:

Intraluminder Druck (Mittelwert und SM. der Héche unter der Kurve in mnmy) und rdative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3
Hz, 20V, 1 ms) vor und nach Zugabe von 3,7- Dimethyl- 1- propargylxanthine (M) (n = 10)

2cmord % 4 cmord %

Kontrolle 273,6+£53,6 100,0 337,3t67,3  100,0
DMPX
10® 400,7+72,1 146,5 520,1+88,7  154,2
10" 456,5+86,5* 166,8 559,4+108,7* 165,8
0" 477,6£95,1* 165,4 578,8+121,1* 159,7
10° 427,3+82,1 156,2 500,0£116,5 1419
107 411,1+106,7 150,3 452,6+£129,2 134,2
Auswaschen 255,7+66,9 93,5 270,1£73,0 80,1

Vaianzandyse Vaianzandyse

F=3,6, p<0,006 F=2,5, p<0,046

*. dgnifikant (p<0,05im *. dgnifikant (p<0,05im
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Dunnett- Test) unterschied- Dunnett- Test) unterschied-
lichimVdgl. zur Kontrolle lichimVgl. zur Kontrolle
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Abbildung 12:

Représentative  Aufzeichnung des Einflussess von DMPX  (10*°M, 10®M) auf die
Kontraktionskraft des [leum nach eektrischer Feldgtimulation 2cm (oben) bzw. 4cm (unten)
ord des Stimulationsortes
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Abbildung 13:

Graphische Dargtellung des Einflusses von DMPX (10*°M, 10*M, 10"M, 10°M und 10'M)
auf die Kontraktionskraft des Ileumsegmentes nach eektrischer Feldstimulation (20V, 3Hz,
1ms).

34.2.3. Der A,-Rezeptor-Agonist 5'-(NCyclopropyl)car boxamido-
adenosine (CPCA) in Kombination mit dem A,-Rezeptor-
Antagonisten 3,7-Dimethyl-1-propar gylxanthine (DM PX)

Die CPCA-Zugabe fuhrte zu einer Reduktion der Stimulationsantwort, wahrend DMPX ene
umgekehrte Wirkung zeigtee. DMPX konnte jedoch die CPCA-Wirkung nur tellwese
antagoniseren. Nach Auswaschen wa  zudem noch ene wetere Abnahme der
Kontraktionsstérke zu verzeichnen.
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Tabelle 13:
Intraluminder Druck (Mittelwert und SD. der FHache unter der Kurve in mnmy) und rdative
Kontraktionsstarke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3

Hz, 20 V, 1 ms) vor und nach Zugabe von 5-(NCyclopropyl)carboxamidoadenosine (M) und
3,7-Di-methyl- 1-propargylxanthine (M) (n=6)

2cmord % 4.cm ord %

Kontrolle 443,3+148,1 100,0 574,2+162,6  100,0
CPCA

10° 375,7+112,9 84,8 437,8+122,9 76,2
107 325,8+69,4 73,5 338,7+75,0* 59,0
10° 265,2+74,1 59,8 255,0+66,7* 46,8
+DMPX

10° 304,8+76,7 68,8 332,3+£70,6 57,9
10° 324,8+145,1 73,3 344,5+108,8 60,0
Auswaschen 233,7+58,4 52,7 259,5+56,5 45,2

n.s. Vaianzandyse
F=5,3, p=0,002

*. ggnifikant (p<0,05 im Dunnett- Test)
unterschiedlich im V. zur Kontrolle
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Abbildung 14:

Reprasentative Aufzeichnung des Einflusses von CPCA (10°M) und nachfolgender DMPX-
Zugabe (10°M) auf die Kontraktionskraft des lleum nach eektrischer Feldstimulation 2cm
(oben) bzw. 4cm (unten) ord des Stimulationsortes.

45



3.4.2.4. Der A,-Rezeptor-Agonist 5'-(NCyclopr opyl)carboxamido-
adenosine (CPCA) in Kombination mit dem A,-Rezeptor-
Antagonisten 8-Cyclopentyl-1,3-Dipropylxanthine (DPCPX)
und dem A,-Rezeptor-Antagonisten 3,7-Dimethyl-1-
propar gylxanthine (DM PX)

Um wieder eine Interaktion des A-Agonisten mit dem A,-Rezeptor auszuschliel3en, wurde der
CPCA-Effekt in Kombination mit dem A,- Rezeptor- Antagonisten DPCPX untersucht.

Dieser Kombinationsversuch ergab eine gewisse Kontraktilitdtsabnahme, ausgeést durch den
A.-Agonigten, gefolgt von einer sehr deutlichen Verkleinerung der Kontraktiliét bel Zugabe des
A;-Antagonigen. Der zuletzt zugegebene A.-Antagonist konnte diese Wirkung wie erwartet
aber nicht aufheben. Dal3 diese Tatsache nicht durch die Ermidung des Darmes ausgd 0t
wurde zeigt Sch daran, dal3 das Auswaschen der Wirkstoffe eine beachtliche Zunahme der
Kontraktionsantwort bewirkte.

Tabelle 14:

Intraluminder Druck (Mittelwert und SD. der FHéache unter der Kurve in mnmy) und rdative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3
Hz, 20 V, 1 ms) vor und nach Zugabe von 5-(NCyclopropyl)carboxamidoadenosine (M), 8
Cyclopentyl-1,3-Dipropylxanthine und 3,7-Dimethyl- 1- propargylxanthine (M) (n=7)

2cmord % 4 cm ord %
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Kontrolle 448,0+47,5 100,0 460,1+46,2  100,0
CPCA

10° 370,6+64,6 82,7 377,0£60,2 81,9
107 405,5+71,9 90,5 372,0£75,5 80,9
10° 308,3+70,3 68,8 301,8+70,7 65,6
10° 395,5+59,6 88,3 333,0£339 724
+DPCPX

10° 122,3+38,9 27,3 138,1+48,8 30,0
2x10° 53,0+30,2 11,8 91,0+25,6 19,8
+DMPX

10° 64,1+19,1 14,3 81,4+19.6 17,7
Auswaschen 195,6+39,1 43,7 185,6+32,7 40,3

4 cm oral 2 cm oral
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Abbildung 15:

Graphische Darstdlung des Einflusses von CPCA (10°M) und anschlief3ender DPCPX- (10
*M)- und DMPX- (10°M) Zugabe auf die Kontraktionskraft des lleumssgmentes nach
elektrischer Fldgstimulation (20V, 3Hz, 1ms).

3.4.2.5. Der A,-Rezeptor-Agonist 5'-(NCyclopropyl)carboxamido-
adenosine (CPCA) in Kombination mit Apamin, einem Blocker
von durch Calcium aktivierten Kaliumkanélen

In dieser Versuchsreihe war die durch CPCA ausgeldste, von den Vorversuchen bekannte
Inhibition sehr dgnifikant (p < 0,01). Das anchlief3end zugegebene Apamin konnte die
inhibitorische Wirkung des A-Agonisten tellweise wieder aufheben (ggnifikant). Vor dlem am
Mel3punkt 2cm ord war eine Zunahme der Kontraktionsantwort zu verzeichnen. Dies belegt,
dal3 die inhibitorische Wirkung des A-Agonisen CPCA durch eine Aktivierung von Apamin
sengtiven Calcium aktivierten K*-Kanden vermittelt wird.

Tabelle 15:

Intrduminaer Druck (Mittelwert und S.D. der Fache unter der Kurve in mm?) und rdative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3
Hz, 20 V, 1 ms) vor und nach Zugabe von 5-(NCyclopropyl)carboxamidoadenosine (M) und

Apamin (M) (n=7)

2cmord % 4 cm ord %

Kontrolle 485,0+110,7 100,0 533,9+88,0  100,0
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CPCA

10°® 315,4+88,4 65,0 381,0+92,1 71,4
107 222,9453,7 46,0 301,3+91,2 56,4
10° 191,7+41,9 39,5 220,9+61,7 41,4
+Apamin
107 250,3+52,7 51,6 243,4+58,6 45,6
10° 319,0+42,4 65,8 199,0+38,2 37,3
Auswaschen 188,6+48,5 38,9 198,1+41,0 37,1
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Abbildung 16:

Graphische Darstdlung des Einflusses von CPCA (10'M, 10°M) und anschlief3ender Apamin-
(10'M)- Zugabe auf die Kontraktionskraft des Illeumsegmentes nach dektrischer
Feldgimulation (20V, 3Hz, 1ms).
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3.4.

3.4.

3. Die Wirkung von endogenem und exogen zugefihrtem ATP
3.1 a,b-Methyladenosine-5'-Triphosphat, ein substituiertesATP
und Apamin

Die Gabe von a,b-methyl-ATP, enem stabilen Anadogon von ATP mit Sdlektivitét fir den
P,-Rezeptor bewirkte einen signifikanten (p < 0,05) Riickgang der Kontraktionsstérke. Die
anschlief3ende zusitzliche Zugabe von Apamin fuhrte zu enem walteren deutlichen Angteigen
der unter der aufgezeichneten Kurve gemessenen Fléchen. Dieser Tell des Versuchs war
datigtisch jedoch nicht signifikant.

Tabelle 16:
Intrduminder Druck (Mittelwert und S.D. der Flache unter der Kurve in mm?) und rdative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3

Hz,

20V, 1 ms) vor und nach Zugabe von a,b-Methylenadenosine-5'-Triphosphat (M) und

Apamin(M) (n=9)

2cmord % 4cmord %
Kontrolle 294,7+66,6 100,0 406,1+72,3  100,0
a,b-Met-ATP
10° 206,3+36,5 70,0 301,6+62,5 74,3
107 211,8+41,6 71,9 277,9+58,6 68,4
10° 243,8+43,6 87,7 234,5+85,2* 64,9
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10* 170,4+48,9 57,8  148,0+44,5* 409
+Apamin
107 236,0£72,5 80,1 234,4+77,3 57,7
Auswaschen 219,0+£75,0 74,3 242,1+85,3 59,6
n.s. Vaianzandyse
F=4,7, p=0,002

*. ggnifikant (p<0,05 im Dunnett- Test)
unterschiedlich im V. zur Kontrolle
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Abbildung 17:
Représentative Aufzeichnung des Einflusses von dpha-beta- methylene-ATP (10°M und 10°M)
auf die Kontraktionskraft des Ileum nach eektrischer Feldgtimulation 2cm (oben) bzw. 4cm

(unten) ord des Stimulationsortes.
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3.4.3.2. Der P,-Rezeptor-Antagonist reactive blue 2

Um den Einfluld von endogenem ATP am B-Rezeptor zu untersuchen, wurden Versuche mit
dem leicht P, selektiven Rezeptorantagonisten reactive blue 2 gemacht.

Diese Subgtanz fuhrt am Ratenileum zu ener tendenzidlen (p = 0,089) Zunahme der
Kontraktionsstédrke. Das Auswaschen der Substanz mit physiologischem Puffer konnte diese
Wirkung véllig aufheben und sogar in eine leichte Inhibition umwanden.

Tabelle 17:

Intraluminder Druck (Mittelwert und SD. der Héache unter der Kurve in mnm) und rdative
Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation (3
Hz, 20V, 1 ms) vor und nach Zugabe von reactive blue 2 (n = 8)

2cmord % 4 cm ord %
Kontrolle 481,8+64,5 100,0 489 9+90,0 100,0
10° 589,9+72.6 1224 617,4+97,3* 126,0
10° 612,0+71,0 1270 693,3+95,8* 1415
10* 641,5+55 4 133,2 720,1+99,0* 1470
Auswaschen 314,8+58,1 65,3 393,1+90,5 80,3
n.s. Friedman

Vaianzandyse, Chi-Zahl=12,9
*: ggnifikant (p<0,05 im Dunnett- Test)
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unterschiedlichim V. zur Kontrolle
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Abbildung 18:
Représentative Aufzeichnung des Einflusses von reective blue 2 (10°M und 10“M) auf die

Kontraktionskraft des lleum nach eektrischer Feldstimulation 2cm (oben) bzw. 4cm (unten)
ora des Stimulationsortes.
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Abbildung 19:
Graphische Dargelung des Einflusses von reective blue 2 (10°M, 10°M und 10“M) auf die
Kontraktionskraft des lleumsegmentes nach el ektrischer Feldstimulation (20V, 3Hz, 1ms).
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4. Allgemeine Diskussion

4.1. Unter suchungobjekt Ileum

41.1. Anatomiedes|leum

Alle Abschnitte des Verdaungskands - Osophagus, Magen, Duodenum, Jgjunum, lleum, Colon,
Andkand - haben einen im Prinzip glechartigen Wandbau. Dieser modifiziert Sch dlerdingsvon
Abschnitt zu Abschnitt. Gemeinsam sind folgende Schichten und Unterschichten:
- Tunicamucosa
# Epithelium mucosae
# Lamina propria mucosae
# Lamina muscularis mucosae
- Tdasubmucosa
- Tdamuscularis
# Stratum circulare

# Stratum longitudinde

- Tunica adventitia
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- Tunicaserosa

Die Blutgefédl’e des Dunndarms treten durch die Muskulatur hindurch und bilden in der
Submucosa einen groReren Plexus. Von hier aus ziehen Aste durch die lamina propria mucosae
und welter in die Zotten.

In der Wand des Dunndarms bestehen ausgedehnte Nervenplexus. der Plexus submucosus
(Messnerscher Plexus) in der Submucosa und der Plexus myentericus (Auerbachscher Plexus)
zwischen der zirkuldren und der longitudinden Muskulatur, beide mit autonomen und vegetativen
Antellen. Gemdl? Costaet a (Costaet d, 1987, S.10, 11, 12) werden die Ganglien der beiden
Mexus durch klene internodde Srdnge verbunden und bilden mit ihren Fortséizen das
enterische Nervensystem.

4.1.2. Das extrinsische Nervensystem

Das extringsche autonome Nervensystem hat einen bedeutenden Einflul? sowohl auf die
motorischen wie auch auf die sekretorischen Funktionen des gesamten Magen-Darm Traktes.
Das enterische Nervensysem wird reich mit parasympathischen und sympathischen Fasern
versorgt. Uber diese Steuerung 183 sich erklaren, warum der Verdauungstrakt mit dem
Gesamtorganismus mitreegiert, dso beispidsweise in Stref3stuationen Uber den Sympathikus
gehemmt wird. Das extringsche autonome Nervensystem besteht aus den belden Bestandteilen
Sympathikus und Parasympathikus.
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4121, Der Parasympathikus

Préganglionére Fasern des N. vagus aus der Medulla oblongata versorgen Osophagus, Magen,
Diunndarm sowie Leber, Gdlenblase und Pankress. Sgmoid, Rektum und die Andregion
werden hingegen Uber prégangliondre Fasern aus dem Sakramark gesteuert. Im MagenDarm+
Trakt enden beide an den Ganglien des intramuralen Plexus. Hier werden e Uberwiegend Uber
cholinerge, nikotinerge Rezeptoren auf postigangliondre Neurone umgeschdtet. Acetylcholin
fungiert in diesem Fdl ds Ubertragersubstanz. Es werden aber auch andere Transmitterstoffe
von den prégangliondren Vagusfasern freigesetzt. Auch postgangliondr tritt Acetylcholin ds en
maoglicher Transmitter auf. Hier wird die Wirkung hauptsachlich Uber muskarinerge Rezeptoren
vermittelt. Daneben findet man dlerdings noch ene ganze Rethe anderer Neurotranmitter, die
noch vorgestd |t werden.

Die viszerden Afferenzen machen mehr ds die Halfte der Nn. vagi aus. Im Bereich des Magen
Darm-Traktes haben diese Afferenzen unter anderem mechanosengtive Eigenschaften und
messen z.B. die Volumendehnung des jewelligen Organs.

4122 Der Sympathikus

In der intermedi&ren Zone des Brust- und Lendenmarks findet man die Zdlkérper der
préganglionaren Neurone des Sympathikus, die recht dinn, jedoch trotzdem myeinisert snd
und deswegen schnel, mit ener Geschwindigkeit von 1-20 m/s leiten konnen. Ihr
Ausgangspunkt  befindet 9ch an den Vorderwurzeln des Rickenmarks und den Rr.
communicantes dbi, von wo Se zu den Ganglien ziehen. Die Ganglien des Sympathikus teilen
sch in die paaren paravertebraen Ganglien, die sich an beiden Saiten der Wirbelsiule zu den
Grenzdrangen formieren und in die unpaaren pravertebrden Bauchganglien (Ganglion
codiacum, Ganglion mesentericum superior et inferior). Aus den Grenzdrdngen gehen die
postganglionaren Axone ab. Diese snd noch dinner ds die préganglionaen Axone, Snd
unmydinigert und ziehen entweder Uber die Rr. communicantes grisa oder Uber spezidle
Nerven zu den Effektororganen.
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4.1.3. Das enterische Nervensystem

Wie schon erwéhnt gibt es drel verschiedene Subgruppen des autonomen Nervensystems:

» sympathisches Nervensystem
» parasympathisches Nervensystem
» enterisches Nervensystem

Das enterische Nervensystem ist strukturdll anders aufgebaut ds die beiden anderen. Esist in der
Lage autonom, d.h. vom restlichen Organismus abgetrennt, die Funktion des Darmes, z.B. die
Perigdtik, aufrechtzuerhaten. Das ist die Erkl&rung dafUr, dal3 in den durchgefiihrten Versuchen
das isolierte lleumsegment noch lange Zeit im Organbad perigtdtische Bewegungen vollfhrt.

Der Aufbau des enterischen Nervensystem besteht aus Reflexbdgen mit sensorischen Neuronen,
Interneuronen und motorischen Nerven. Diese verschiedenen Neurone zeigen strukturell auch
unterschiedliche Charakteristika

Das enterische Nervensystem ist ein komplexes neuronaes Netzwerk, eingebettet in die Wand des
Gadtrointestinatraktes (Codta et a, 1987, S.1). Es reicht vom Pharynx bis zum analen Sphinkter
und begteht aus intrindschen Neuronen und den Fortsdizen von afferenten und efferenten
extringschen Neuronen. Das enterische Nervensystem besitzt zwel Plexus, die die Mikroganglien
enthdten, die wiederum die Zdlkérper der enterischen Neurone enthaten: der myenterische oder
Auerbachsche Plexus und der submukdse oder Meissnersche Plexus. Zusétzlich gehen von diesen
beiden Plexus kleinere Binddn von Nervenfasarn aus und bilden nichtgangliondre Plexus in der
Longitudindmuskulatur, der Zirkul&rmuskulatur, im Bereich von Blutgefd3en und in der muscularis
mucosae. Der Transport des Nahrungsbolus ist abhdngig von der Tétigkeit des enterischen
Nervensysems. Enterische Neurone tragen zudem zur Kontrolle der Fresstzung von
gastrointestinden Hormonen bel. Der Blutflul? im Gastrointestindtrakt wird sowohl von intringschen
ads auch von extrindschen Neuronen gesteuert. Die Koordinaion dl dieser verschiedenen
Funktionen bendtigt e ne ausgeprégte neuronde Integration. Die benétigten neuronden Verbindungen
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befinden sich im enterischen Nervensystem. Die beschriebenen Funktionen bestehen weiter, sogar
wenn der Darm vom zentraen Nervensystem getrennt wird.

Laut Furness und Codta bezieht sch der Begriff enterischer Neuron auf dle Neurone deren
ZdIkorper sch im enterischen Nervensystem befindet (Furness et d, 1987, S.2). Die enterischen
Neurone werden nach dieser Arbeit in drel Gruppen gegliedert: sensorische Neurone, Interneurone
und motorische Neurone. Die sensorischen Neurone messen Faktoren wie etwa die Spannung der
Darmwand oder die chemische Zusammensetzung des Darminhates. Die Interneurone unterhaten
die Informaionsvermittiung zwischen den enterischen Neuronen. Die motorischen Neurone
schlieflich bewirken Anderungen der Aktivitdt des Darmes, wie ewa die Audésung von
Muskelkontraktionen, von Gefél3dilatationen oder des Transportes von Wasser oder Elektrolyten im
Bereich der Mukosa. Im enterischen Nervensystem sind sowohl exzitatorische ds auch inhibitorische
motorische Neurone, die zum Muskd fuhren zu finden. Zudem beschreiben Furness und Cogta
sekretomotorische Neurone, die zur Mukosa fuhren und enterische vasodilatatorische Neurone
(Furnesset a, 1987, S.2).

Die Grundliage der rhythmischen Darmkontraktionen bilden sogenannte "dow-waves' (="langsame
Wadlen"). Hierbei handelt es sich um regd maige Anderungen der Membranpotentiale der Zellwand.
Die "dow waves' gehen in engem Zusammenhang mit den "Interdtitid cdls of Cgd", die ds
Generatoren dieser langsamen Welen fungieren. Diese bekommen neurde Innervation und zeigen
enge Membrankontakte ("Gap junction-Kontakte) zur glatten Muskulatur. In Sphinkterregionen
scheint es 0 zu san, dad diee "Interditid cels of Cgd" ds dektrische Vermittler zwischen
Nervenstrukturen und den Zellen der glatten Muskulatur fungieren (Allescher et a, 1988, S.G451).
Die nervde Versorgung determiniert nach Furnesss und Codta (Furness et a, 1987, S.175) den
Grad der Erregbarkeit und die Lange der erregten Region, wéhrend die "dow waves' die Frequenz
der Kontraktion in dieser Region festlegen. Wenn exzitatorische Neurone auf enen kurzen
Darmbezirk einwirken (3-4mm), dann wird jede "dow wave' in eine Kontraktion verwanddt, sodal?
eine rhythmische Kontraktionsserie die Folge is. Die Frequenz der "dow waves' nimmt innerhab
eines Spezies von ord nach and ab (Szurszews et a, 1987, S.383). Das ist ein Grund daftr, dal3
die Bewegung des Nahrungsbreis von order in aborae Richtung erfolgen kann. Um ene effektive
Kontraktion zu erziden snd jedoch zusitzlich zu den "dow waves' neurde Erregungen der glatten
Darmmuskulatur notwendig. "Sow waves' dlene bewirken lediglich eine rhythmische Bewegung des
Darmes ohne propulsive oder mechanische Funktion (Weisbrodt et a, 1987, S.655).
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4.1.3.1. Der " migrierende Motorkomplex"

Klar zu trennen von der perigtatischen Funktion ist der sogenannte migrierende Motorkomplex.

Vom Osophagus in Richtung termindes Ileum kommt es in regdméligen Abstanden zu ener
periodischen kontraktilen Aktivitdt. Ba Heischfresssrnwie Mensch und Hund treten diese
periodischen Wdlen in ungesittigtem Zudand auf. Be Pflanzenfressarn, wie Schaf  und
Meerschweinchen treten diese sogenannten "migrierenden Motorkomplexe' sowohl in niichternem
as auch in geséttigtem Zustand auf. Dieses schon 1905 von Boldyreff entdeckte Phanomen wird in
drel verschiedene Aktivitétsphasen untertellt:

* Phase 1: kaum Aktionen des Darmes

* Phase 2. Kontraktionen der Darmmuskulatur in ungleichen Absténden

e Phae 3. lang anhdtende Phase mit vollkommen regedmé&igen Konraktionen der
Ringmuskulatur

Durch die bekannten Hemmdoffe Hexamethonium und Atropin Snd die "migrierenden
Motorkomplexe" zu blockieren, sodal3 es dann nicht zu einer weiteren Ausbreitung der Kontraktion
kommen kann (Furness et al, 1987, S.169; Code et a, 1975, S.291). Man weil3 aber auch, dal? das
Auftreten von "migrierenden Motorkomplexen" an die Intakthet des extrindschen Nervensystems
(N.vagus) und an zyklische Verénderungen von gastrointestinden Hormonen (Matilin) gebunden it
bzw. diese hervorruft.

4.1.3.2. Interstitial cells of Cajal
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Die Kenntnis der Funktion dieser Zellen ig fir das Versténdnis der physologischen Ablaufe wahrend
der Kontraktion des lleum notwendig und soll aus diesem Grunde im Rahmen dieser Arbeit kurz
erlautert werden.

Allescher e d untersuchten die Interstitia cells of Cgja im Osophagus des Hundes. Sie stdllten fest,
dal3 hier die Nerven besonders haufig Uber diese Zdlen miteinander in Kontakt stehen. Die Interdtitial
cdls of Cgd gehen sowohl miteinander ds auch mit glatten Muskdzdlen ggp junctions ein. Der
elektronenmikroskopisch untersuchte Aufbau zeigte melst eine Zele mit einer grolen Kern-Plasma-
Relation (Allescher et d, 1988, S. G446, G 449).

In ihrer 1998 erschienenen Arbeit untersuchen Lavin et d (Lavin et d, 1998, S.269), ob es
"Interdtitid cdls of Cgd" gibt, die ene Immunoresktivitd gegentber Neurokinin 1 (NK1)-
Rezeptoren besitzen. Es wurden "Interdtitid cells of Cgd” im Bereich des myenterischen Plexus und
des tiefen muskuléren Plexus im Duodenum und Ileum des Meerschweinchens untersucht. Es zeigte
sich, dal3 die NK1-Rezeptoren auf den "Interditid cdls of Cgad" eine Bindung von Substance P
ermoglichen. Es scheint so zu sein, dal? die "Interdtitid cells of Cqa" exzitatorische Innervation Uber
die nahe gdlegenen Tachykinin enthatenden Nervenfasern erhdten (Lavin et d, 1998, S.269).

Hanani et d gdang es 1998 die Morphologie der "Interdtitid cells of Cgd" zu definieren. Bis zu
diesem Punkt war es die Hauptschwierigkeit gewesen diese Zdllen im intakten Gewebe darzustellen.
Hanani et d konnten diese Zdlen in der submukdsen Zirkularmuskulatur im frisch prépariertem
Colon der Maus anfarben. Es zeigten sch zwe morphologische Zdltypen: ein bipolarer und en
multipolarer. Die bipolaren Zellen hatten zwel Fortséize, die an beiden Polen eines langgezogenen
Soma ansetzten. Die nultipolaren Zellen hatten ein weniger langes Soma und besal3en 3-6 Fortsétze,
die nicht in ene enhatliche Richtung abgingen. Durch eektonenmikroskopische Beobachtungen
konnten Hanani et d zeigen, da3 die hier untersuchten Zellen die typische Erscheinungsform der in
friheren Untersuchungen beschriebenen "Interdtitia cdls of Cga" hatten (Hanani et d, 1998,
S.280).

Romert und Mikkelsen untersuchten in ihrer Arbeit 1998 durch c¢-kit Immunohistochemie unfixierte
gefrorene Abschnitte im humanen Dinn- und Dickdarm. Die c-kit-immunresktiven Zelen der
muscularis externa der Darmwand zeigten sSch ds "Interdtitid cdls of Cgd" und Madzdlen. Die
"Interditid cdls of Cgd" konnten aufgrund ihrer Morphologie, Lokdisation und Organisation
aufgrund vorhergehender licht- und dektronenmikraskopischer Untersuchungen identifiziert werden.
Im Dinndarm waren die "Interdtitid cells of Cgd" vor dlem in der Néhe der Auerbachschen Plexus
lokdigert, wéhrend im Dickdarm die Lokdisation die Region der Auerbachschen Plexus der
Zirkuladmuskulatur und die Teeniae der Longitudindmuskulatur war. Die Morphologie der
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"Interdtitid cdls of Cgd" wa im Dick- und Dinndarm gleich, jedoch war ihre Vertelung
unterschiedlich (Romert et d, 1998, S.199).

Welche Rolle spiden jedoch diese Zdlen im Gastrointestindtrakt? Die Aufgabe der "Interdtitid cdls
of Cgd" ig ene Vermittlerpostion zwischen der Zirkuldr- und der Longitudindmuskulatur im Colon
des Kaninchens, wie Liu et d 1998 feststdlten (Liu et d, 1998, S69). Sie beobachteten, dal3 die
Rolle dieser Zdlen, die in Verbindung mit den Auerbachschen Plexus stehen, darin besteht, die
Kommunikation zwischen den beden Muskelschichten zu vereinfachen. Es kommt zu einer
elektrischen Impulsibertragung zwischen den Muskelschichten. Die Art der Ubertragung wurde
durch Versuche mit Neurobiotin gezeigt. Hierbel wurde klar, dald eine direkte Ubertragung zwischen
Longitudind- und Zirkul&rmuskulatur nicht moglich ig. Es findet immer Interaktion mit "Interdtitid
cdlsof Cga" Hatt.

Es zegte dch, dal? eine reduziete Anzahl oder das Fehlen von "Interdtitid cdls of Cgd" im
Dunndarm oder im Colon eine normae perigtdtische Aktivité nicht eemdglichen (Lavin et d, 1998,
S.269). Abnormaditéten in der gastrointestinden Moatilitét bei Neugeborenen konnen geméald dieser
Arbeit auch mit der vergpdeten Ausbildung des Netzwerkes an "Interdtitid cdls of Cga"
zusammenhangen (Huizinga, 1998, S.G384).

Hagger et d unternahmen 1997 eine Literaurrecherche und trugen die in der Erforschung der
"Interdtitial cells of Cgd" erzidten Ergebnisse zusammen (Hagger et d, 1997, S.448).

Hierbe besétigte sch, dal} diese Zdlpopulation ene wichtige Rolle in der Kontrolle der
Darmmoatilitét einnimmt. In Tierversuchen zeigte Sch, dal3 die"Interditid cdlls of Cgd" eine Funktion
as Koordinator der Darmmotilitét haben und as Vermittler in der neurden Kontrolle des Darmes
fungieren. Die Weterentwicklung der Forschung in diesem Gebiet wird neue Moéglichkeiten der
Therapie von Krankheiten mit Darmmotilitétsstorungen eréffnen (Hagger et d, 1997, S.448).

4.1.3.3. Transmitter substanzen des enterischen Nervensystems

Definition enes Neurotrangmitters

Was versteht man Uberhaupt unter eénem Neurotransmitter?



Im grébsten Sinne des Wortes kann man sagen, dal? jeder Stoff, der aus einem Neuron freigesetzt
wird und eine Wirkung auf diesen Neuron oder eine Zdle in der Nahe ausiibt, ds Neurotransmitter
bezeichnet werden kann. Allerdings wurden eine ganze Anzahl von Arbaten durchgefiihrt um den
Begriff des Neurotranamitters eingrenzen zu konnen. In diesen Arbeten wurden folgende
Definitionskriterien (Furness et d, 1987, S.55) erarbeltet:

a en Transmitter wird Uber den Syntheseweg identifiziert

b) er wird nach der Synthese gespeichert und wenn benétigt frelgesetzt

C) esbesteht en Mechanismus zur Inaktivierung des Transmitters, z.B. durch
Wiederaufnahme in die Speicher

d) der Trangmitter kann durch Agonisten imitiert werden

€) er kann durch Antagonisten blockiert werden

f) er hat bestimmte definierte Rezeptoren

Schligdich it es auch bedeutend, dal? die Wirkung des Tranamitters in vitro, z.B. nach eektrischer
Feldstimulation, mit der isolierten Substanz nachvollziehbar ist (Furness et d, 1987, S.55)

Die Andicht es gebe im enterischen Nervensystem nur die beiden Neurotransmitter Noradrendin und
Acetylchalin ig st langerer Zet nicht mehr zu haten.

Im Gegentell ist man zunehmend der Ansicht, dal3 Noradrendin ds Tranamitter intrindscher Neurone
nur ene untergeordnete Rolle spidt. Es haben dch nach und nach ene Reihe von neuen
Ubertragersubstanzen im enterischen Nervensystem nachweisen lassen.

Zunéchgt soll der im autonomen Nervensystemn wichtige Neurotransmitter ATP dargestel It werden.

ATP als Neurotransmitter im autonomen Nervensystem

Noradrendin und ATP werden im Bereich des sympathischen Nervensystems ds Co-
Transmitter nebeneinander freigesetzt und agieren synergistisch. Das Verhdtnis der beiden
Ubertragersubstanzen kann natiirlich sehr unterschiedlich sein und variiert stark von
Organsystem zu Organsystem und von Spezies zu Spezies (Evans et a, 1992, S.424).
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Wieig der Zusammenhang der Freisetzung der beiden Neurotransmitter? In den sympathischen
Nervenendigungen werden ATP und Noradrendin in den selben Vesikeln gespeichert (Trachte,
1988, S.261), sodal? die Moglichkelt besteht, dal? e vollkommen pardle frelgesetzt werden
konnen. Jedoch stellte man fest, dal3 die Einwirkung von verschiedenen Neuromodulatoren auf
die Nervenendigungen zu einer unterschiedlichen Ausschiittung von ATP und Noradrendin fihrt.
Be den getesteten Substanzen handdt es sch um Cdcitonin gene-related peptide (CGRP),
Prostaglandin E2 und Angiotensin I1. Als Erklérungsansatz nimmt man an, es gabe verschiedene
Subtypen von sympathischen Nerven, wobel manche enen hohen prozentuden Antell an ATP
im Vergleich zu Noradrendin haben, wahrend bel anderen Noradrendin Gberwiegt.

Zudem = die Regulation der ATP-und Noradrendinfreisetzung durch ein wichtiges
Neuropeptid genannt: Neuropeptid Y. Neuropeptid Y wird ebenfalls in den sympathischen
Nerven gespeichert und freigesetzt und wirkt prgunktiond as Modulator der Frelsetzung von
sowohl ATP ds auch von Noradrendin und beainflufd postjunktiond verstérkend die Wirkung
dieser beiden Stoffe (Saville et a, 1990, S.117).

Schon in den 70-er Jahren fand man heraus, dal3 ATP im Darmtrakt as inhibitorischer
NANC-Tranamitter fungiert. Einige Jahre spéter wurde dann auch fir das Vasoactive
intestinde Peptid (VIP) in anderen Bereichen des Magen Darmtraktes die selbe Funktion
nachgewiesen.

Im autonomen Nervensystem geht man davon aus, dalR ATP bei der NANC Ubertragung in
inhibitorischen Nerven, zusammen mit VIP und NO as Co- Transmitter auftritt (Rand, 1992,
S.147). In unterschiedlicher proportionder Vertellung, die vom Spezies und vom
Darmabschnitt abhangig i, verrichten diese drel Substanzen gemeinsam die NANC-
Ubertragung und tiben eine sich gegenssitig unterstiitzende Wirkung aus (Saffrey et a, 1992,
S.333).

Aber auch im Bereich von Motorneuronen kann man ATP, das gemeinsam mit Acetylcholin
gespeichert und freigesetzt wird, finden (Haggblad et a, 1988, S.133). Die Rolle, die ATP
dabe eflllt, besteht in der Steuerung der Freisetzung von Acetylcholin. Daneben kommt esin
diesem Rahmen auch zu einer Beainfluf3ung der Wirkung von Acetylcholin. Man konnte etwa
nachweisen, dal3 ATP in kleinen Mengen, so wie auch Acetylcholin lonenkandle in der
Membran von Myoblasten und Myozyten aktivieren kann.

Acetylchalin, das von enterischen exzitatorischen Motorneuronen an der intestinden glatten
Muskulatur, von vagden und pevinen Nerven und von exzitatorischen Interneuronen in den
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Pexus fregesetzt wird, it ener der wichtigsten exzitatorischen Tranamitter. Acetylcholin
konnte genauso wie das ihn synthetiserende Enzym Cholin-acetyltrandferase in intringschen
Neuronen nachgewiesen werden. Ebenfdls war es moglich die Freisetzung von Acetylcholin
nach Nervenstimulation zu bewe sen. Die Wirkung von Acetylcholin im Gastrointestinatrakt
kann durch Antagonisten, die auf die muskarinergen Rezeptoren wirken, blockiert werden.
Auch Substanzen, die hemmend auf die nikotinergen Rezeptoren wirken, wie etwa
Hexamethonium Uben einen inhibierenden Effekt aus. Acetylcholin wird im Darm vor dlemim
Bereich des myenterischen Plexus synthetisert (Furness et d, 1987, S55).

Berets sehr frih erkannte man (Furness et d, 1987, S55), dal3 der Effekt von Adrendin oder
vewandten Substanzen auf die Motilitdd des MagenDarm-Traktes ds Trangmitter von
postganglion&ren sympathischen Nerven eine grol¥e Rolle spidt. Als Tranamittersubstanz konnte im
Velauf enwandfreé Noradrendin nachgewiesen werden. Das Noradrendin ig in fast dlen
Abschnitten des Gastrointestindtraktes in Axonen enthdten, die von den Zdlkdrpern in extrindsche
Ganglien ziehen. Besonders gehéuft kommen die noradrenergen Nervenfasern in den myenterischen
und submukdsen Ganglien und um die Areriolen vor. Die zur Synthese von Noradrendin
notwendigen Enzyme Tyrodn-hydroxylase und Dopamin-[3-hydroxylase kommen beide im Darm
Vor.

Neben den bereits erwéhnten gibt es eine ganze Rethe von weiteren Neurotransmittern (Allescher,
Kurjak, 1991, S.127, 128). Zu diesen z&hlen Stickstoffmonoxyd (NO), Substance P und Substance
K (Neurokinin A), Neuropeptid Y, Cdcitonin-"gene-related peptide’ (CGRP), die Opioidpeptide
(Enkephaline, Dynorphine und Endorphine), das vasoaktive intestinde Peptid (VIP), Bombesin, das
Gadtrin-Releasng-Peptide (GRP) und die gastrointestinden Hormone Cholezystokinin und
Somatodtatin, das aus dem Vorldufermolekil Pre-Pro-Somatodatin in zwel  verschiedenen
molekularen Formen freigesatzt wird.

Ebenfalls eine Doppdrolle ds Hormon und Neurotransmitter erfillen die beiden Substanzen Matilin
und Neurotensin. Schliefdich sai noch Neuropeptid Y erwahnt, das in enger Strukturverwandschaft
seht mit dem Pancrestic- Polypeptide (PP) und mit Peptid Y'Y . Das Vorkommen dieser Substanz ist
in Zusammenhang mit Noradrendin, sodal? eine Synergie der beiden Stoffe angenommen werden
kann.

In den letzten Jahren wurde zusétzlich Stickstoffmonoxid ds inhibitorischer NANC- Tranamitter im
Magen-Darm-Trakt identifiziert. Diese Subgtanz scheint eine wichtige Rolle bel der inhibitorischen
NANC-Innervation im Magen-Darm- Trakt zu haben.

67



4.2. Der peristaltische Reflex

4.2.1. Der die Muskelkontraktion audésende Reiz und die notwendigen
Rezeptoren

Bereits Bayliss und Starling stellten in ihren Versuchen 1899 fest (Bayliss et d, 1899, S.99), dal3 das
Aufpumpen enes intrdumind plazierten Bdlonsim denervierten Dinndarm des Kaninchens zu einer
Kontraktion der Zirkul&rmuskulatur ord und zu einer Relaxation and fihrte. Falls der Bdlon im
Darm andwarts gefihrt wurde, zeigte sch eine Kontraktion hinter dem Badlon und ene Rdaxation
vor dem Bdlon. Da die Muskelkontraktion durch neurde Antagonisten blockierbar war, wurde
gechlossen, dal3 die Peigdtik durch eine Aktivierung von intrindschen nervden Wegen
hervorgerufen wird.

Die Audosung der Darmperigdtik erfolgt tber Muskeldehnung und Stimulation der Mukosa Uber
die Aktivierung von sensorischen Neuronen (Grider et d, 1993, S. 2854). Diese gehdren zu ener
Gruppe von enterischen motorischen Neuronen. In ihrer 1991 verdffentlichten Arbet zeigen Smith et
d (Smith et d, 1991, S.69) die verschiedenen Mdglichkeiten auf, in der Zirkulamuskulatur im [leum
des Meerschweinchens einen perigtdtischen Reflex auszulésen. Die verwendeten Stimulationsmodi

waren Dehnung des Darmes, mechanische Reizung der Villi durch eine Reine Blrde, sowie en
chemischer Stimulationseiz mit Hilfe von 05M HCI. In dlen Fdlen wurden ord des
Stimulationsortes exzitatorische Junktionspotentiale beobachtet, wahrend ana des Stimulationsortes
inhibitorische Junktionspotentide auftraten. Es war bereits bekannt, dal3 die orde Stimulation durch
Dehnung durch Acetylcholinausschiittung vermittelt wird. Smith et a konnten durch die Zugabe von
10°M Hyoscine zeigen, dal? die Reflexantwort nach mechanischer Stimulation der Mukosa zum Tell

auf diese Weise hemmbar war. Se folgerten daraus, dal3 diese Stimulationsantwort ebenfalls zum

Tell, wenn auch nicht vollsténdig, durch Acetylcholin ausgd 6t wird.

In Versuchen mit Hilfe von intrazdlulé&ren Microdektroden bzw. durch Aufzeichnung von

Druckanderungen konnte laut Smith et ad gezeigt werden, dal3 Dehnung oder Stimulation der
Mukosa zu einem polarigerten Reflex fuhren. In der Zirkul&muskulatur des Dinn- und Dickdarms
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zeigten dch ord sowie and des Stimulus Kontraktionen verbunden mit “exztatorischen
Junktiongpotentiden”, sogenannten EJPs und Reaxationen verbunden mit  "inhibitorischen
Junktionspotentiden”, sogenannten 1JPs. Es wurden laut Smith et d zusédtzlich EJPs beobachtet, die
sch nach induzierten andlen [JPs in der Zirkul&rmuskulatur des Dunn- und Dickdarms manifestierten.
Die Autoren schlossen daraus, dal3 Kontraktionen, die durch Aktivierung der deszendierenden
exzitatorischen nervden Stimulaton ausgel 6t werden, auch eine bedeutende Rolle bel der Perigtdtik
spielen (Smith et d, 1998, S.564).

4.2.2. Rolleder Longitudinal- und Zirkularmuskulatur im Rahmen der
Muskelkontraktion

In den Arbeten von Kogerlitz und Robinson wird zwischen zwel Typen der Kontraktion der
Longitudindmuskulatur im Bereich des Dunndarmes unterschieden (Kosterlitz et a, 1959, S.369).
Zum einen handdt es sch um eine Kontraktion, die proportiona von der Dehnung der Darmwand
abhangt. Diese Kontraktionsantwort kann entweder durch geringfligige radide Dehnung ausgel 0st
werden, oder aber bel hoherer Dehnungsstérke wenn ganglienblockierende Substanzen gleichzeitig
verwendet werden. Diese Art der Kontraktion der Longitudindmuskulatur wird ads Typ-I-
Kontraktion bezel chnet.

Die Typ I1-Kontraktion besteht in einer Alles-oder-Nichts-Antwort und ist die dternierende Antwort
der Longitudindmuskulatur auf die Kontraktion der Zirkulamuskulatur be enem vollstdndigen
perigdtischen Reflex.

Die Typ I-Kontraktionen kénnen as Bas skontraktion angesehen werden, auf dieschdie  TypIl-
Kontraktionen aufpropfen. In den Momenten der Pausen der Typ |1-Kontraktionen kommen laut
Kogelitzet d die Typ I-Kontraktionen zum Vorschein.

In Bezug auf die Innervation, die zu beiden Typen der Muskdantwort fihrt, habe man zunéchst
gefunden, dal3 die Typ | Kontraktionen 2im Teil Uber cholinerge Nerven vermittelt werden, da Se
durch Atropin reduziert werden, gegeniiber Hexamethonium jedoch resistent sind.
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Die Typ IlI-Kontraktionen werden im Gegensatz dazu durch Atropin und Hexamethonium reduziert
oder ganz blockiert. Es handdt sch dso hierbe um eine rein neurde Auddsung der Kontraktion.
Dies fihrte zu der Vermutung, es miisse zwei verschiedene cholinerge Ubertragungswege in der
Longitudinamuskulatur geben. Der eine geht wohl Uber ene cholinerge Synapse, wahrend der
andere Uber noncholinerge Synapsen fuhrt oder monosynaptisch ist. Da die Reduzierung der
présynaptischen Acetylcholinausschiittung aus Nervenzellen durch Morphine zum Tell zu keiner
Verminderung der Kontraktionsantwort fihrt, geht man davon aus, dal3 es einen nicht-cholinergen
Innervationswey in der Longitudina muskulatur im Dinndarm geben muf,

Man ging bis 1998 davon aus, dal3 die Kontraktion der Longitudina- und der Zirkularmuskulatur
sequentiel erfolgt.

Smith et d gdlten inihrer Arbeit 1998 ene vollkommen neue These auf, indem e behaupteten, dal3
der periddtische Reflex aus der koordinierten Bewegung der Longitudind- und der
Zirkuldrmuskulatur besteht (Smith et d, 1998, S.564). Wenn es z.B durch langsame Fillung zur
Auddsung ener Perigdtik kommt, so kontrahiet sch synchron die Longitudind- und die
Zirkularmuskulatur ord (aszendierende Exzitation) und rdaxiert and (deszendierende Inhibition) des
Reizes. Es kommt 0 zu ener perigdtischen Welle. Der anden Relaxation folgt eine Kontraktion
(deszendierende Exzitation) beider Muskelschichten. Die Wirkung ist der Transport des
Darminhdtes andwarts.

Lat Smith e d weden die Longitudind- und die Zirkuladmuskulatur des Darmes durch
unterschiedliche Populationen von motorischen Neuronen innerviert (Smith et a, 1998, S.564).
Beide Muske schichten haben eine selbsténdige exzitatorische und inhibitorische Innervation, sodal?
Sie unabhdngig voneinander agieren kdnnen. Slow waves kommen synchron in beiden Muskelagen
vor. Allerdings fuhren die dow waves der Longitudindmuskulatur héufiger zu Aktionspotentiden as
die der Zirkularmuskulatur, was wahrscheinlich der Grund dafir ist, dal3 die Longitudinadmuskulatur
rhythmische Pendebewegungen ausfihrt, wéhrend die Zirkularmuskulatur sdtener Kortraktionen
zeigt (Smith et d, 1998, S.564).

4.2.3. Dieinhibierende Komponente des peristaltischen Reflexes
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Die 1993 erschienene Arbeit von Du et a betont die bedeutende Rolle der enterischen neuraen
Inhibition im Rahmen der Kontrolle der gastrointestinden Moatilitét (Du et a, 1993, S.208). Hier
werden zyklische Nukleotide, wie etwa cGMP oder cAMP ds second messenger vieer
inhibitorischer neuraler Antworten hervorgehoben. So betonen Smith et d, dal3 NO, eine Substanz
die ds Mediator von vielen inhibitorischen neurden Antworten des Gadrointestindtraktes gilt, eine
Erhéhung des intrazdlul&ren cGMP-Spiegels bewirkt (Smith et a, 1998, S564). Vide derjenigen
Rezeptoren, die an die Aktivierung von Adenylatzyklase gekoppelt sind, haben laut Smith et d ene
[3- Adrenoceptor-Stimulation, eine purinerge Pl-Stimulation oder eine Simulation von VIP-
Rezeptoren. Wenn es zu einem Angtieg von CAMP in der Zdle kommt, fihrt dies zur Aktivierung
einer ¢ AMP-abhéngigen Proteinkinase, und dieser phosphoryliert zelulére Proteine. Es kommt ds
Folge zu ener Hypepolaisaion der Membran, somit zu ene Herabsetzung der
Offnungswahrscheinlichkeit der spannungsabhangigen Cat*-Kande. Dies fiihrt zu einer Reduktion
des intrazdlul&en Cdcdum und damit zu ener Relaxation. Daneben gibt es noch andere, vom
Membranpotentia unabhangige Vorgange, die zu einer Relaxation fuhrten. So kommt es manchma
zu ener erniedrigten Empfindlichkelt der Myofilamente fir Kdium oder zu einem erhdhten Trangport
von Cdcium aus der Zdle. Somit konnten Agonigten, die die Adenylatzyklase aktivieren unter
bestimmten Umstanden, wenn keine Membranhyperpolarisation vorliegt, zu einer Relaxation fuhren.

4.3. Purine

43.1. Historischer Rahmen

Die ergen Forschungsarbeiten Uber die extrazelluléare Wirkung der Purinnukleoside- und
nukleotide geht in die dreildiger Jahre zurtick. 1929 publizierten Drury und Szent-Gyorgyi
(Drury et d, 1929, S.215) dserste zu diesem Thema.

Das weitere Interesse gdt vor dlem der Wirkung von Adenosin und ATP auf das
kardiovaskul&re System und besondersihre Fahigkeit einen Schock auszul sen, wobel
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besonders die Arbeit von Green und Stoner zu erwdhnen ist (Green et a, 1950, S.251). In die
klinische Praxis wurde das erlangte Wissen bel geriatrischen Patienten mit Herz- Kreldauf-
Problemen umgesatzt.

Die Beobachtung, dal3 Adenosin eine starke Vasodilatation bewirkt, fuhrte Berne (Berne,
1963, S.319) zu der Vermutung, dal3 Adenosin der physiologische Mediator fir koronare
Vasodilatation bel einer myokardiden Hypoxie ist. Diese Theorie findet ihren Bewesin der
Tatsache, dal3 die Abbauprodukte von Adenosin, Inosine und Hypoxanthine, im Tierversuch
im Blut am isolierten Katzen und Hundeherzen nach Aussetzung einer Hypoxie gefunden
wurden. Die walrscheinlichste Theorie ist die, dal3 intrazdlluldres ATP wéhrend der
myokardiden Hypoxie zu Adenosin abgebaut wird, das seinersaits durch das Sarkolemm
hindurchtritt und die Relaxation der glatten Muskulatur der Gefél3e bewirkt.

Eine neue Erkenntnis erlangte man in den frilhen 60-er Jahren durch die Entdeckung einer
weder adrenergen noch cholenergen Komponente im autonomen Nervensystem (Burnstock,
1969, S.247). Diese nicht adrenergen, nicht cholinergen Nerven sind gehauft im
Gadtrointestindtrakt vertreten, kommen aber daneben noch in vielen anderen Organen wie
Lunge, Harnblase, Uterus und Samenblase vor. Burnstock war der Erste, der behauptete die
Substanz, die von den nicht adrenergen, nicht cholinergen Nerven freigesetzt werde, sat ATP,
ein Purinnukleotid und nannte deshalb diese Nerven purinerg (Burnstock, 1971, S.282,283).

1969 erkannte man, dal3 Adenosin und AMP eine Anhéufung von c-AMP bewirken (Shimizu,
et al, 1969, S.1617).

Der néchgte Schritt bestand in der Erforschung von présynaptischen Purinrezeptoren an der
Skelettmuskulatur. Untersuchungen ergaben, dal3 Adenosine und Adenosinnukleotide einersaits
die spontane und die induzierte Freisstzung von Acetylcholin aus motorischen
Nervenendigungen herabsetzen (Ginsborg et d, 1972, S.629), und anderersaits die
Noradrealinfreisetzung aus sympathischen Nerven vermindern (Hedgvit et d, 1976,S.221).

1979 schlieldich konnte gezeigt werden, dal3 die présynaptische Transmitterfreisetzung durch
die Hilfe von Adenosinrezeptoren, nicht aber von ATP-Rezeptoren erfolgt (De Mey et d,
1979, S.404).

1978 erfolgte dann durch Burnstock die Eintellung der Purinrezeptoren in zwel grofée Gruppen
(Burnstock, 1978, S.110), die in einem spateren Kapitel dieser Arbeit néher vorgestellt wird.
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4.3.2. Purinerge Ubertrager stoffe, ihre Synthese, Speicherung und
Freisetzung

Fur die Beschéftigung mit den Purinrezeptoren it es zunéchst von zentraler Bedeutung sich mit
den purinergen Ubertrégerstoffen zu befassen, die énerseits aus den Adenosinen und
andererseits aus ADP und ATP bestehen.

43.2.1. ATP als Neurotransmitter

Vor dlem aus nicht-adrenergen-nicht-cholenergen Nervenfasern wird ATP freigesetzt. Auch
aus sensorischen, afferenten Nervenfasern kann ATP ausgeschiittet werden (Jahr et a, 1983,
S.730; Burnstock et a, 1978, S.145). So konnte man feststellen, dal3 wenn man den Darm
oder die Harnblase des M eerschweinchens einer Nervenstimulation aussetzte es zu einer zwei-
bis finffach stérkerer ATP-Ausschiittung kam as be einer direkten Muskelstimulation. BEin
weiterer Unterschied besteht darin, dal3 die ATP-Freisetzung im ersteren der beiden Fdle
caciumabhangig it. Fdlsin den Versuchsrethen Cacium entzogen wird, bemerkt man sofort
ein sehr bedeutendes, prozentud weit die Caciumrestriktion Ubersteigendes Absinken sowohl
der ATP-Freisetzung, ds auch der Muskelkontraktion. Man konnte auch Beweise dafUr
erbringen, dal3 ATP aus Syngptosomen im Darm und Gehirn freigesetzt wird. Zudem wurde
ATP mit speziellen Nachweismethoden in Nervenzdlen in Darm, Harnblase und Pfortader
dargestellt (Hammond et al, 1988, S.371; White, 1988, S.166; Burnstock, 1979, S.377,
Croweet d, 1981, S.106).

ATP wird aus Nervenendigungen freigesetzt und kann dann entweder direkt Gber

postganglionére P,- Rezeptoren wirksam werden, oder zunéchst Uber extrazdluldren
enzymatischen Abbau zu Adenosin umgewandelt werden, und kann dann Uber P,-Rezeptoren

73



saine Wirkung entfdten. Auf diese Weise wirkt es auf die Nervenendigungen ein und beainfluf
die Transmitterfreisetzung (De May et d, 1979, S401). Adenosin wird zusétzlich direkt aus
Zdlen freigesatzt, die metabolisch aktiv sSind oder aktiviert werden (Colliset d, 1993, S.360).

Rezeptorversuche mit ATP werden dlerdings dadurch erschwert, dal3 es an selektiven
Antagonigten fur P.- Rezeptoren mangdt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dal3 Apamin,
obwohl eskein ATP-Antagonist i, in niedrigen Konzentrationen Uber eine

Kaiumkana blockierung ene Antagonisgerung des ATP- Effektes zur Folge hat. Daraus kann
gefolgert werden, dal3 die inhibitorische Wirkung von ATP Uber enen Apamin-sendtiven
CA*-aktivierten K*-Kand vermittelt wird. Als neuer kompetitiver Hemmgtoff fir ATP wurde
Arylazido- Aminoproprionyl-ATP (ANAPP3) beschrieben (Theobald, 1982, S.177; Kasakov
et al, 1983, S.293).

Neben der Theorie, da3 ATP dleine s Tranamitter fungiert, gibt es jedoch auch die Menung
es gabe ein Nebeneinander von mehreren verschiedenen Ubertragersubstanzen. Diese Stoffe
konnen etwa Noradrendin, Acetylcholin oder unterschiedliche Peptide oder Purinnuklectide
sn.

Die gemensame Wirkung von ATP und Noradrendin ist die haufigste Kombination. Es wurde
z. B. im vas deferens des M eerschweinchens nachgewiesen, dal3 ATP ds Cotransmitter neben
Noradrenalin gespeichert und freigesetzt wird (Sneddon, Westfdl, 1984, S.561, 578;
Sneddon, Burnstock, 1984, S.88).

Auch in sympathischen Nervenfasern im Bereich der Aortaund der mesenterischen, basilaren
und pulmonden Arterien wurde die Rolle von ATP as Cotransmitter nachgewiesen. In
chromaffinen Zdlen wel3 man, dal3 ATP gemeinsam mit Noradrendin gespeichert und
freigesetzt wird. Fir diese Tatsache spricht auch die Beobachtung, dal? nach einer
Sympathektomie es nicht nur zu einer Hemmung der Noradrendinfre setzung, sondern auch der
ATP-Freisstzung kommt (Burnstock, 1988, S.116; Burnstock et al, 1984, S.366).

Wenn man einen sympathischen Nerven simuliert, kommt es zu einer Antwort, die aus zwel
verschiedenen Tellen zusammengesetzt it einer ersten, phasischen Komponente und einer
2weiten, tonischen Komponente. Die erste kann durch ANAPP3 antagonisiert werden,
wéhrend die zweite durch Prazosin und Reserpin aufgehoben wird. Die
Noradrendinfreisetzung aus adrenergen Nerven kann zudem durch ATP und Adenosin
unterbunden werden. Wahrscheinlich handelt es sich bel dem prasynaptischen Rezeptor, der
dabe im Spid i, um enen P,-Rezeptor. Dies vermutet man, well die inhibitorische Wirkung
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von ATP und von Adenosin durch Methylxanthine geblockt wird, und well die langsam
abbaubaren Methylenandoga von ATP unwirksam sind.

D&l Noradrendin und ATP nebeneinander vorkommen und in ihrer Aufgabe ds
Neurotransmitter eine synergistische Wirkung ausiiben, ist ds scher anzunehmen. Die Frage,
diesch gdlt ist die, ob die beiden Substanzen an dem gleichen Ort gespeichert werden
(Lagercrantz et d, 1982, S.176).

In einer Versuchsreihe konnte besonders deutlich die gegensaitige Beeinflussung der beiden
Substanzen gezeigt werden. Noradrenalin hat stark die Antwort der Erfolgsorgane vas
deferens und Samenblase auf ATP und Adrendin veréndert, und auch umgekehrt zeigte sich
eine deutliche Einflurinahme durch Purinnuklectide auf Noradrendin. Genaugesagt zeigte Sch
eine Verstéakung der durch Noradrenain ausge dsten kontraktilen Wirkung (Holck et d, 1978,
S.116).

Be der prasynaptischen Einwirkung von mehreren Stoffen kommt es am Vas deferens zu einer
ATP- und Noradrendinausschiittung. Be diesen Substanzen handdt es sich um Cdcitonin-
gene-related- peptide, Prostaglandin E2 und Angiotensin [11 (Trachte, 1985, S.57; Trachte,
1988, S.267; Elliset d,1989, 97:S.115; Elliset d, 1989, 98:712).

Ein weiterer Stoff, der in diesem Zusammenhang untersucht wurde, it Neuropeptid Y. Und
zwar agiert Neuropeptid Y, das gemeinsam mit ATP und Noradrendin in den meisten
sympathischen Nerven vorkommt, entweder a's présynaptischer Hemmer der
Transmitterfreisetzung, oder as postsynaptischer Verstarker der Noradrenainwirkung (Potter,
1988, S.271).

Die zweite sehr bedeutende Substanz, mit der ATP gemeinsam wirkt, ist Acetylchalin. Es
wurde nachgewiesen, dal3 in Nervenendigungen die beiden Stoffe gemeinsam vorkommen und
auch zusammen freigesatzt werden.

ATP und Adenosin wirken auf présynaptische purinerge Rezeptoren ein und haben eine
Anderung der Menge an freigesetztem Acetylcholin aus cholinergen, motorischen Nerven zur
Folge. Diese Wirkung wird wiederum Uber P,- Rezeptoren ausgelibt, was durch die
Unterbindung durch Methylxanthine bewiesen werden kann (Richardson et d, 1987, S.628;
Kolb et a, 1983, S.621; Hume et al,1986, S.688; Haggblad et a,1988, S.135).
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Es|d3 sch ds Schiul¥olgerung ableiten, dal3 aus Nerverenendigungen oder Nervenfasarn zum
Tell cdciumabhdngig ATP freigesetzt wird und dann Uber P.- Rezeptoren oder aber nach
Abbau zu Adenosin Uber P,- Rezeptoren auf die Effektorzellen agert. Die ATP-Wirkung
erfolgt in Kooperation mit anderen Neurotransmittern, wie Noradrendin, Cacitonin-gene-
related- peptide, Prostaglandin E2 und Angiotenan 111.

4.3.2.2. Adenosine im Gastrointestinaltr akt

43221 Die Purinrezeptoren

Bel dem Versuch einer Klassfikation der Purinrezeptoren ergibt Sch die Schwierigket, dal3 die
Ergebnisse der biochemischen nicht immer mit denen von funktiondlen Studien in vitro und in
vivo Ubereingtimmen. Durch die Klonierung von Purinrezeptoren konnte zudem gezeigt werden,
dal3 eine noch grol¥ere Vidfat von Rezeptoren exidtiert, ds zunachst mit pharmakol ogischen
oder funktiondlen Versuchen vermutet.

432211  Eintellungskriterien

Die Klassfizierung der Purinrezeptoren wurde lange Zeit durch den Mange an spezifischen
Antagonisten behindert. Es wurden zunéchst verschiedene Substanzen mit mehr oder weniger
unspezifischer antagonistischer Wirkung verwendet.
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So etwa bemerkte man die strukturelle Ahnlichkeit von Theophyllin und den
Adenosinabkémmlingen, die ene funktiondle Verwandschaft nach sich zieht. Dies konntein
mehreren Versuchsrelhen bewiesen werden. So zeigte z. B. Okwuasaba et d., dal3 Theophyllin
die Wirkung von Adenosnderivaten nach Nervengimulation auf die glatte Muskulatur aufhebt
(Okwuasaba, et d, 1977, S.195,196). Im Gegensatz dazu berichten Huizinga und Den Hertog,
dal? Theophyllin die gleiche Wirkung auf die Muskd zdllen aud 6ste wie Adenosinderivate und
zwar eine vollige Relaxation dieser Zdlen (Huizinga et d, 1980, S. 263). Aber in der gleichen
Arbeit zeigen diese Autoren genauso wie Baer und Frew (Baer et d, 1979, S.297), dal3
obwohl funktioneller Antagonismus besteht, die Hyperpolarisation ausgel 6st durch NANC-
Ubertrégerstoffe oder ATP nicht durch Theophyllin geblockt werden kann.

1978 schlug Burnstock die Einteilung der Purinrezeptoren in P- und P,- Rezeptoren vor
(Burnstock, 1981, S.67,89; Burnstock, 1978, S.110; Burnstock et al, 1983, S. 911). Diese
Klassfikation beruht auf einer grof3en Anzahl von pharmakologischen Studien.

Zunéchgt erfolgt ene Eintellung aufgrund von nur vier Kriterien:

1) diereative Potenz von ATP, ADP, AMP und Adenosin;
2) die sgektive Wirkung von Antagonisten besonders von
Methylxanthinen;
3) die Aktivierung der Adenylatzyklase durch Adenosin, nicht aber durch
ATP,
4) die Induktion der Prostaglandinsynthese durch ATP, nicht aber durch
Adenosin.

Gemé dieser Definition sind die P,- Rezeptoren empfindlicher fir Adenosin und AMP dsfir
ATP und ADP. Zudem sind Methixanthine, wie z. B. Theophyllin oder Coffein fir Se seektive
kompetitve Antagonisten und bewirken eine Inhibition der Aktivierung des
Adenylatzyklasesystems, was sainerseits eine Anderung der Menge des intrazellaren c-AMP
zur Folge hat.

Dagegen sind die P,- Rezeptoren sensbler fir ATP und ADP dsfir AMP und Adenosin. Die
Methylxanthine agieren nicht ds Antagonisten auf diese Rezeptoren. Die Wirkung der Ps-
Rezeptoren erfolgt nicht Uber die Aktivierung eines Adenylazyklasesystems. Schligldich
besteht ein entscheldender Unterschied auch in der Tatsache, dal? die Besetzung dieser
Rezeptoren eine Steigerung der Prostaglandinsynthese zur Folge hat.
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Die Eintellung der Purinrezeptoren hat sch weiterentwicket . Dabel wurden

Stereosd ektivitétsstudien fir belde Rezeptortypen und die chemischen Gegebenhelten der
beiden Purinrezeptoren bertickschtigt. Zudem verfligt man heute Uber potentere und
selektivere Agonisten und Antagonisten fir die einzelnen Rezeptortypen. Aul3erdem ist es
wichtig darauf hinzuweisen, dal3 der extrazelluldare Abbau von ATP sehr schnell erfolgt und
deshdb eventud| einige der Wirkungen von ATP und ADP nach Abbau zu AMP und
Adenosin Uber P.-Rezeptoren erfolgen (Callis, 1985, 81).

Allerdings figt man bel der Eintellung der Purinrezeptoren immer mehr Bedeutung der
Antagonistenwirkung bel. Agonisten haben ba der Eintellung nur wenig Aussagekraft. Der
Grund dafr ist, dal3 die Wirkpotenz eines Agonisten nicht nur von der Bindungskapazitét an
den Rezeptor abhangt, sondern auch von der gesamten komplexen Signd Ubertragung (Bertil et
al, 1994, S.145,146).

Die Untertallung in P- und P- Rezeptoren gilt bis heute weiter, jedoch werden die P;-
Rezeptoren aufrund vider Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet in die Subgruppen A,, A,a,
Az und A; untertellt.

Schliegdich it es besonders wichtig zu beachten, dal3 die Purinnukleotide sehr schndll durch
Enzyme oder Enzymsysteme abgebaut werden kénnen, und dal3 bel dlen Versuchen an die
Moglichkeat des zusitzlichen Einflusses von endogenen Liganden gedacht werden muf3 (Bertil
et al, 1994, S.145,146).

43.2.21.2. P-Rezeptoren

Adenosnrezeptoren gehdren gemdl? Stiles et d der Familie der an G-Proteine gekoppelten
Rezeptoren an. Derzeit werden zu den P,-Rezeptoren gemdl3 den Regeln des IUPHAR-
Kommitees vier Untergruppen gezéhlt: A;-, Aza-, A~ und As- Rezeptoren. Die Kenntnis der
Struktur der Aminosaurenzusammensetzung fihrte zur 1dentifizierung bestimmter Regionen der
Rezeptoren, die mit den Liganden interagieren.

Nachfolgend it in tabdlarischer Form die geltende Eintellung der Purinrezeptoren mit den
Einteilungskriterien wiedergegeben.
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Tab. 18:
Adenosnrezeptoren und ihre Eigenschaften (Tabele gemél3 Fredholm ) (Fredolm, 1996,
S.80).

Nomenklatur A, Ao Ax A;
Sdektive Agonigten CPA CGS21680 - 2-CI-IB-MECA
CCPA APEC
HE-NECA
Sd ektive Antagonisten DPCPX ZM 241385 - MRS1220
SCH58261 L 268605
CsC
Radioliganden [*H]DPCPX [*H]SCH58261 - [*I]AB-MECA
[*H]CCPA  [*H]CGS21680
G-Protein Effektor G G G G
Gen/Lokaisation ADORAYL  ADORA2A/ ADORA2B/ ADORAJ/
auf Chromosom 1g32.1 22011.2 17p11.2-12 1p13.3
Die Mdglichkeit des Klonens von Adenos nrezeptoren begann mit der 1solierung der C-

DNA fur RDC7 und RDCS8. Inzwischen hat man dle vier Adenos nrezeptor- Subtypen sowohl
bel der Ratte ds auch beim Menschen kloniert.

Die Adenos nrezeptoren bestehen aus sieben hydrophoben dpha-Hdix-Bereichen, diejewells
aus 22-26 Aminosauren bestehen, die die Zellmembran durchqueren. Im Vergleich zu anderen
G-Protein-bindenden Rezeptoren ind die Adenosinrezeptoren relativ klein

(Olah et d, S.582, 583).

Ein wesentliches Merkma von Purinrezeptoren, das auch zu deren Chakteriserung und
Eintalung verwendet wurde, stdlt die Desengbiliserung dar.

Die Desenshiliserung ist (Palmer et a, 1994, S.99) das Produkt des Zusammenspiels
mehrerer Mechanismen. Die Definition ener Desensbiliserung ist, dal3trotz der
fortwahrenden Présenz eines Agonisten die durch den Rezeptor ausgel 0ste Antwort ein Plateau
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erreicht und dann abnimmt. Im Falle der G-Protein gekoppeten Rezeptoren findet das meist in
Form von eliner selektiven Herabsetzung der Signa kapazitét des Rezeptorproteins und einer
Modulation von anderen Signd Ubertragungswegen, die die Bildung von second messengers
regulieren, Satt.

Die Annahme, dal3 P,- Antagonisten an der Steuerung der prasynaptischen Aktivitét betelligt
sind, konnte bewiesen werden. So wirken Adenosin und ATP gleichermalien ds
prasynaptische Hemmer der Freisetzung von Noradrendin. Allerdings konnen keinesfdls
auschlieldich P,-Rezeptoren beteiligt sein, da der starke P,- Antagonist 8- Phenyl-theophyllin
kaum die Wirkung von Adenosin antagonisiert (Burnstock et a,1984, S. 539).

43.221.21. A;-Rezeptoren

Die A;- Rezeptoren wurden bel verschiedenen Species geklont: bel der Ratte, beim Rind, beim
Menschen und beim Kaninchen. Be dlen Species mit Ausnahme des Kaninchens besteht der
Rezeptor aus 326 Aminosauren. Antagonist- Radioliganden werden mit einer hohen Affinitét an
die A;-Rezeptoren gebunden (K ;= 1nM). Agonisten werden in folgender abfallenden Potenz
der Bindungskapazitéat gebunden: (-)- N°-(R-phenylisopropyl)adenosine (R-PIA) > 5'-N-
ethylcarboxamidoadenosine (NECA) > (+)-N°-phenylisopropyladenosine (S-PIA).

Die mRNA der Raite wurde mit Hilfe von Northern Blotting und in Stu Hybridiserung
untersucht, wobei sch zeigte, dal? die A,;- Rezeptoren héufig im Gehirm vorkommen, hier
besonders gehéauft im Bereich des Cortex, Klenhirn, Thalamus und Hippocampus. Daneben
waren se noch in grof3er Zahl nachweisbar im Riickenmark, Fettgewebe und in den Hoden.
Auch im Bereich des Herzens und der Milz waren bel Ratte und Rind A;-Rezeptoren
vorhanden.

Beim Menschen besteht das A,- Rezeptor- Gen aus mindestens sechs Exons und fnf Introns.

Die unterschiedliche Anordnung dieser Introns und Exons wurde bereits genau untersucht und
beschrieben (Olah et a, 1995, S.584, 585).
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Die A,-Rezeptoren sind klassischerweise mit der Inhibierung der Adenylatcyclase

vergesd Ischaftet, was auch zur Charakteriserung der geklonten A, - Rezeptoren verwendet
wurde. Zudem besteht in vidlen Féllen eine Koppeung der A,-Rezeptoren zu einer Aktivierung
der Phospholipase C, was zu einer Erhéhung der Inositol- Phosphat- K onzentration und damit
des intrazellul&ren Cdcums fihrt.

Normderweise fiihrt die Stimulation von A,- Rezeptoren im Bereich der Gefd3e zu einer
Vasodilatation. Eine Ausnahme bilden hier nur die renalen Blutgefélze des Kaninchens, wo es
paradoxerweise zu einer Vasokongtriktion kommt.

43.2.2.1.2.2. A, -Rezeptoren

Die A,.- Rezeptoren wurden bisher bel Ratte, Hund und Mensch kloniert. Die A.,-Rezeptoren
sind grof3ere Proteine a's die anderen Adenosi nrezeptor- Subtypen. Diese Rezeptoren bestehen
aus 410-412 Aminosduren. Die zusétzliche Grol3e der A,.- Rezeptoren kommt durch das
Carboxy-terminde Ende des Molekiils zustande. Die Funktion dieses schwanzférmigen
Gebildes konnte noch nicht letztendlich geklart werden. Eventudl kdnnte eine Bedeutung in der
Haufung von Serin- und Threonin- Aminoséuren in dieser Region liegen (Olah et d, 1995,
S.584, 585). Dadurch kénnte es sch um eine Phosphoryliserungsstelle des Molektils handeln,
die 0 bel der Desenshiliserung des Rezeptors betelligt wére.

Pharmakol ogisch kann man die A..- Rezeptoren durch ihre hohe Affinitét fir die Radioliganden
[*H]CGS21680 und [*°1]-2-[4-[2-[ 2-

[phenylmethyl carbonylamino] ethylaminocarbonyl] ethyl] phenyl] ethylamino-5'- N - ethyl-
carboxamidoadenosine ([**°I]-PAPA-APEC) definieren. Durch die Bindungsfahigkeit zu diesen
beiden Radioliganden werden A,,- und A,- Rezeptoren unterschieden. Die Potenz-
Rehenfolge der Adenosinantagonisten an A,.-Rezeptorenist NECA > R-PIA > S-PIA. Es
gibt Antagonisten (Olah et a, 1995, S.584, 585), die eine hohe Affinité an A,-Rezeptoren
haben und eine rdldiv niedrige an A,.- Rezeptoren. Der umgekehrte Fall konnte bidang nicht
nachgewiesen werden.
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Im Gegensatz zu den anderen Adenos nrezeptoren, die besonders gehéuft im Bereich des
Gehirns vorkommen, konnte mit Hilfe des Northern Blots nachgewiesen werden, dal3 hier A;.-
Rezeptoren eher sdten sind. Im Bereich des Gehirns findet man die A..- Rezeptoren am
haufigsten im Gebiet des Striatum, wesentlich sdtener im Cortex oder im Mittelhirn und
Uberhaupt nicht im Kleinhirn und im Hypothdamus. Durch in Stu Hybridiserung konnte gezeigt
werden, dal3 es ein gemeinsames Vorkommen von A,.-Rezeptoren und D.- Dopaminrezeptor-
MRNA und Enkephdin-m-RNA im Bereich von striatalen Neuronen gibt. A,.- Rezeptoren
findet man zudem im Herzen, Milz, Lunge, Leber und auf Thrombozyten.

Die Wirkung von A,.- Rezeptoren wird Uber eine Aktivierung der Adenylatcyclase Uber G
vermittdt (Olah et a, 1995, S.584, 586).

43.2.2.1.2.3. Ax-Rezeptoren

Die Untertellung der A.-Rezeptoren in A,,-Rezeptoren und A,:- Rezeptoren erfolgte aufgrund
ener unterschiedlichen Bindungskapazitét an Antagonisten, sowie einer unterschiedlichen
Vertellung auf die verschiedenen Organe des Organismus. z.B. kommen im Bereich des
Gehirnsim Striatum A,,-Rezeptoren vor, wéhrend in den anderen Bereichen des Gehirns A-
Rezeptoren zu finden sind (Olah et d, 1995, S.584, 585). Der A,s-Rezeptor wurde aus dem
Gehirn der Ratte und des Menschen geklont.

As- Rezeptoren bestehen aus etwa 80 Aminosduren weniger ds die A,.-Rezeptoren und
entsprechen in ihrer Grof3e etwa den A;- und den A,-Rezeptoren.

Das Problem bel den As-Rezeptoren it der Mangel an Liganden, die spezifisch an diese
Rezeptoren binden. Die Affinitét an [PH]NECA g gering und an [°*H]CGS21680 oder [*°1]-
PAPA-APEC binden A-Rezeptoren nicht. Die Unterscheidung zu den A,.- Rezeptoren
erfolgte aufgrund der fehlenden Bindungskapazitét zu [*H]CGS21680 und [*°1]-PAPA-
APEC und durch ihre Fahigkeit eine Theophyllin-empfindliche, NECA-induzierte Stimulierung
der Adenylatcyclase auszulsen. Manche Xanthinantagonisten haben zudem eine hohere
Affinitét zu As- Rezeptoren ds zu A..-Rezeptoren.
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Mit Nothern Blot-Versuchen an Ratten konnte festgestel It werden, dal? die A- Rezeptoren am
héufigsten im Caecum, Colon, Harnblase, Gehirn, Riickenmark und Lunge vorkommen.

Es erscheint wahrscheinlich, dal3 die Aktivierung von A,s- Rezeptoren eine Stimulierung der
Phosphoalipase C aud 6. Diese Vermutung konnte jedoch erst in einer Versuchsreihe
nachgewiesen werden. Es wurde beschrieben, dal3 As- Rezeptoren auf basophilen
Leukdmiezdlreihen bel der Ratte vorkommen, den sogenannten RBL-2H3. Zudem it
beschrieben, dal3 A.- Rezeptoren die Aktivitét von Cadcium Kanden bel Oocyten stimulieren.
Aus diesen Griinden wurde postuliert dal3 die A,:- Rezeptoren die sekretorische Wirkung von
Adenosinen auf Masizellen steuern.

43.2.2.1.24. As-Rezeptoren

Die Entdeckung der A;-Rezeptoren erfolgte zufdlig im Rahmen von Klonierungsversuchen. Die
Ergtbeschreilbung gelang (Olah et d, 1995, S.584, 585) am Rattenhoden 1991, gefolgt von
der Isolierung im Rattengehirn. Die pharmakol ogischen Eigenschaften des neuen
Adenosinrezeptors entsprachen nicht den A,- oder den A,-Rezeptoren. Die Bindungsaffinitét
der Agonisten war folgende: N°- 2- (4-amino- 3-[**l]iodophenyl) - ethyladenosine ([**°1]-
APNEA), ein sehr potenter Agonist an A;-Rezeptoren war auch an A;-Rezeptoren ein
potenter Agonist. Gefolgt wurde die Liste der Agonisten von R-PIA = NECA > S-PIA. Als
der potenteste, jedoch nicht selektive Radioligand fur die As-Rezeptoren wurde das Mol ekdll
N°-(3-[**1]iodo-4-aminobenzyl<9-5'- N-metyl carboxamidoadenosine ([*°1]-AB-MECA
entwickdt. Insgesamt it die Affinitét dieser Agonisten deutlich niedriger, dsbe den A;-
Rezeptoren. X anthinderivate binden kaum an die As- Rezeptoren. In dlen Fdlen binden se
gets mit einer niedrigeren Affinitét ds an A,-Rezeptoren.

Inzwischen sind auch As- Rezeptoren bel Schafen und beim Menschen geklont worden.

Die A:- Rezeptoren bestehen aus 317-320 Aminosauren. Thre Grof3e entspricht damit in etwa
der der A,-Rezeptoren.
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Die Vertelung der A;-Rezeptoren auf die verschiedenen Organsystem ist artspezifisch. Bel der
Ratte findet man die hochste Konzentration an A;- Rezeptoren im Hodengewebe. Seltener
findet man die A;-Rezeptoren in Lunge, Milz und Herz bel der Ratte. Noch geringer ist das
Vorkommen im Gehirn dieses Species. Beém Menschen ist die Haufigket des Vorkommens
wie folgt: Lunge/Leber > Gehirn/Aorta> Hoden > Herz.

Dain dlen Species A;- Rezeptoren besonders gehauft in der Lunge vorkommen, geht man
davon aus, dal3 Se be der Auddsung von dlergischen Reaktionen der Lunge ene Rolle
spielen konnten. Zudem wirken Adenosine auf Mastzellen Uber A;-Rezeptoren. Bel der Ratte
konnte bel einer Zugabe von APNEA, R-PIA und NECA ene Uber A;-Rezeptoren ausgel 6ste
hypotensive Reaktion beobachtet werden. Der Nachweis einer Aktion Uber As- Rezeptoren
gelang, da der Antagonist 8-sulfophenyltheophyllin, der die Uber A,-Rezeptoren ausgel 6ste
Bradykardie und die Uber A..-Rezeptoren ausgel 6ste Hypotension antagoniert hier keine
Wirkung zeigte. Auch beim Menschen konnte eine eine Hypotens on aud dsende Wirkung von
A;-Rezeptoren festgestellt werden. Dieser Effekt war sengitiv auf Pertusss Toxin (Olah et d,
1995, S.584, 585).

Die Aktivierung der A;-Rezeptoren bewirkt eine Erhdhung der zelluldren Inositol- phosphat-
Konzentration und der Konzentration des intrazellularen Caciums.

43.2.2.1.3. P,-Rezeptoren

Be der Untersuchung der Wirkung von ATP in verschiedenen biologischen Systemen wurde
eine Untergruppe der P,- Rezeptoren postuliert (Fredholm et a, 1994, S.152). Zundchst seien
von Burnstock et d die beiden Hauptgruppen P.- Rezeptoren und P, - Rezeptoren benannt
worden. Die beiden P,-Rezeptoren wurden aufgrund folgender Antwort- Charakteristika auf
ene Anzahl von ATP-Andogaengeteilt:

alphabeta-MeATP > betagamma-MeATP > ATP = 2-MeSATP = ADP beim Py-
Rezeptor- Subtypen und 2-MeSATP > ATP >> dpha,beta- MeATP = beta,gamma-MeATP
beim P, - Rezeptor- Subtypen. Besonders niitzlich zur Unterscheidung der beiden Subgruppen



sind 2-MeSATP, dphabeta-MeATP und L-betaganma-MeATP. Zudem sind P-
Rezeptoren leicht durch dphabeta- MeATP zu desengbiliseren.

In neueren Versuchen hat sich gezeigt (Fredholm et d, 1994, S.152), dal’ die Gruppe der P-
Rezeptoren aus einem intringschen lonent Kand besteht, der permeabd it fur N&, K* und
Ca™. P,y-Rezeptoren dagegen sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die oft an die
Simulierung der Phospholipase und damit an die Bildung von Inogtoltriphosphat gebunden
sind. Jedoch sind fiir diesen Rezeptorsubtypen auch andere Ubertragungsmechanismen, wie
die Bildung von zyklischem AMP oder die Mobiliserung von Arachidonsaure nachgewiesen
worden.

Spéter sind die P.- Rezeptoren von Gordon 1986 in weitere Subgruppen unterteilt worden.
Hinzu kamen die P,;- Rezeptoren und die P..- Rezeptoren. Die ersteren befinden sich auf
Thrombozyten und sind Rezeptoren fir ADP, wéhrend die letzteren ATP*- Antworten
vermitteln und auf Mastzellen und Makrophagen zu finden sind. Sie scheinen die Offnung von
relativ unselektiven Poren zu vermitteln.

Auch gibt esjetzt Nachwei se dafur, dal3 es eine Sorte von P,- Rezeptoren gibt, die auf UTP,
ATP und ATPyS reagieren, jedoch nicht auf 2-MeSATP oder alpha,beta-MeATP. Diese P.-
Rezeptoren wurden P,,-Rezeptoren bzw. Nucleotid- oder Pyrimidin- Rezeptoren genannt.

Eine grol¥e Schwierigkelt Selt der Mangd an fir P.- Rezeptoren selektiven Antagonisten dar.
Suramin verhdt dch in viden Féllen wie ein sdektiver Antagonis, jedoch ist es nicht méglich
mit Hilfe dieses Antagonisten zwischen P.x- Rezeptoren und P,, - Rezeptoren zu unterscheiden.
Pyridoxa phosphat wurde as an P.«- Rezeptoren wirkender Antagonist gefunden. Die Substanz
Reactive blue wurde ds an P,,- Rezeptoren d's Antagonist agierendes Reagenz beschrieben.
Diese |etztgenannte Subgtanz ist ein Anthrachinon Schwefel siure-Derivat und wirkt nur in
enem bestimmten Konzentrationsbereich d's spezifischer Antagonist (Manzini et d, 1986,
S.200; Burnstock et a, 1987, S.390; Housten et a, 1987, S.503).

Als sgektive Antagonisten wurden inzwischen fir die P,,.- Rezeptoren Arylazidoaminopropyl-
prionyl ATP (ANAPP3) und 5-(13,y-methylen)- triphophat postuliert (Cusack et d, 1987,
S.794)

Auch P,,-Rezeptoren und P,- Rezeptoren wurden in den letzten Jahren geklont.

Inzwischen hat man auch Einze heiten Uber den molekularen Aufbau von P,-Rezeptoren
herausgefunden. Untersucht wurde die Struktur dieser Rezeptoren an Xenopus Oozyten,
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denen mMRNA aus dem Gehirn von Meerschweinchen Embryonen injiziert wurde. Ebenfdls ds
Untersuchungsmateria dienten das vas deferens des Meerschweinchens und Promye ozyten
Leukémie-Zdlen. All diese Rezeptoren zeigten eine Antwort auf ATP

(Fredholm et al, 1994, S.152).

Die physiologische Wirkung von ATP auf ver schiedene Organsysteme

In einer sehr grol¥en Zahl von Zdlen aus den unterschiedlichsten Organsystemen ist man bel
der Suche nach Purinrezeptoren flindig geworden. In manchen Fallen ist man zwar auf die
gesuchten Rezeptoren gestol3en, ohne jedoch die physologische Wirkung herausfinden zu
konnen, aber in den meisten Fdlen konnte man auch den Einfluf? auf die physiologische
Aufgabe des Organs erfassen.

Satdem die Freisetzung von Adenosin 5-triphospat aus isolierten myenterischen Nervenplexus
im Dunndarm des Meerschwel nchens nachgewiesen wurde, werden die endogenen Purine ds
wichtiger Faktor bel der Regulation des enterischen Reflexes diskutiert (White et d, 1982,
S.207).

ATP hat Uber seine Wirkung auf P,- Rezeptoren in viden physologischen Abléufen eine
wichtige Rolle. Nachfolgend sollen einige sainer physiologischen Aufgaben dargesteIt werden.

Im Bereich des Gastrointestinatraktes erfolgt die purinerge Steuerung durch ATP an vielen
Angriffspunkten.

Die Sekretion der Glandula parotis wird tUber P,,-Rezeptoren reguliert, sodal3 bereits zu Beginn
des Verdauungsweges ATP involviert ist (Soltoff et d, 1992, S.C938).

P.- Purinrezeptoren lenken den lonentransport der Epithelzellen des Darmtraktes, indem mit
ihrer Hilfe ATP den Chlortransport begiingigt und die Caciumvertallung einschrankt (Gil-
Rodrigo et al, 1990, S.103). ATP bzw. sein stabiles Andogon a[>methylene-ATP, ein P, -
Rezeptor-Agonig, zeigen in den Versuchen dieser Arbeit den inhibitorischen Einflul von
exogenem ATP auf den aszendierenden Reflex. Dagegen verstarkte der P,, - Rezeptor-
Antagonist reactive blue die myenterische Reflexantwort. Aus der Zusammenschau dieser
Arbeiten &% sich folgern, dal3 exogenes sowie auch endogenes ATP inggesamt eine Hemmung
des ascendierenden Reflexes also der Matilitét des Ileum bewirken.
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ATP hat im Leberstoffwechsd eine glykogenolytische Wirkung. So kommt esin Versuchen mit
Einwirkung von ATP auf Leberzdlen zu einer mefdoaren Zunahme der Hyperpolarisation der
Hepatocyten. Die Glykogenolyse erfolgt sehr wahrscheinlich Uber einen Mechaniamus, in den
P,,- Rezeptoren involviert Snd. Auch Adenosin wirkt stimulierend auf die Glykogenolyse ein,
jedoch erfolgt dies auf indirektem Weg Uber A,- Rezeptoren (Gil-Rodrigo et al, 1990, S.103).

Schliefdich sa die regulatorische Wirkung von ATP auf endokrine Ablaufe am Beispid der
Bauchspeichdldriise gezeigt. Die pankrestischen B-Zelen kdnnen Uber P,, - Rezeptoren
gimuliert werden, was naturgemél3 zu einer Insulinsekretion fuhrt. Die A-Zdlen, die
Glukagon frelsetzen kénnen, werden mit Hilfe von Adenosin Uber A,- Rezeptoren gelenkt
(Loubatieres-Mariani et a, 1988, S.119).

Als néchgtes folgen einige Beispide fir die wichtige Rolle von ATP auf die Niere. ATP wirkt
direkt auf die Mesangidzdlen und auf epitheloide MDCK-Zéllen der Niere ein. Daneben
kommt ATP ds Co-Tranamitter die Aufgabe zu den Elektrolyttransfer der Nierentubuli zu
steuern. Auch fur die Regulierung des lonentransportes der Nierenepithelzellen sind die P-
Purinrezeptoren zustndig (Paulmichl et a, 1991, S.68).

Im Bereich des Respirationstraktes kommit es unter anderem zu einer Wirkung von ATP auf
die Alveolarzellen. Die Sekretion von Surfactant factor aus Typ |1-Alveolarzdlen wird dler
Wahrscheinlichkeit nach einer Regulation von tber P,, - Rezeptoren wirkendem ATP
unterzogen (Griese et d, 1991, SL144).

In der hdmatol ogische Forschung wurde ebenfdls die wichtige Rolle von P.-Rezeptoren
aufgezeigt. Auf Erythrozyten konnten in Versuchen P, - Purinrezeptoren nachgewiesen werden.
Im Gegensatz dazu handdt es Sch bel den Rezeptoren von Thrombozyten um P,- Rezeptoren.
Zu dieser Erkenntnis gelangte man dadurch, dal3 man nachweisen konnte, dal3 es hier in vid
grolerem Male durch ADP ds durch ATP zu einer Aktivierung der Thrombozytenaggregation
kommt. Die Einwirkung von ADP fihrt zu ener rgpiden Verénderung der Thrombozytenform
und dies wiederum hat die Aggregation der Blutpl&tchen zur Folge. Die Inhibierung der
Thrombozytenaggregation dlerdings wird Uber P,- Purinrezeptoren gesteuert (Hourani et d,
1991, S.243).

Der Effekt von ATP auf endothelide Zdlen im Bereich der Wande von Blutgeféien besteht in

der Freisetzung von Endothelium-derived relaxing factor (EDRF) und einer darauffolgenden
Vasodilatation. Die Rezeptoren, Uber die ATP auf die Gefa3wand einwirken kann sind P, -
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Rezeptoren (Natori et a, 1992, S.120). So muld man davon ausgehen, dald im Bereich des
Ileumn es neben der Hemmung des aszendierenden Reflexes zu ener gleichzetigen
Vasodilatation kommt.

In verschiedenartigen V ersuchsaufbauten wurde in unterschiedlichsten endokrinen Organen der
Einfluld von ATP nachgewiesen. Der Bewels fir das Vorliegen von ATP-Rezeptoren konntein
Zdlen der Schilddriise, in Thymuszdlen, adrenaden medull&ren chromaffinen Zdlen und im
pathologischen Fal in Zdlen eines Phdochromozytoms bzw. eines Neuroblastoms geftihrt
werden (Sato et al, 1992, S.281).

In Spermatozyten, Fettzellen und Astrozyten ist man ebenso auf Purinozeptoren gestol3en wie
z.B. in Ogteoblasten. Im Bereich der kochlearen Haarzdllen kommt es nach Einwirkung von
ATP in extrem niedriger Doserung zu einem Angtieg der intrazdluldren Cacumkonzentration.
Auf Fibroblasten hat ATP einen sehr dhnlichen Effekt, namlich die Veranderung der

intrazed luléren Cadumkonzentration und hiermit eine Kontrolle der Funktion (Fine Jet a, 1989,
S.371).

Insgesamt kann man eine wichtige physologische Rolle von ATP in viden verschiedenen
Organsystemen feststellen. Haufig erfolgt die Beeinflussung durch ATP durch Anderung der
intrazelluldren Caddumkonzentration.

4.3.2.2.1.4. Vertelungder Purinrezeptoren

Neben der Eintellung gemé3ihrer Art und Wirkungswelseist besonders auch die Vertellung
der Purinrezeptoren im Organismus von Bedeutung.

Pi-Rezeptoren
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Purinorezeptoren Snd in vielen glatten Muskeln vertreten. Man hat Se z.B. im Herzmuskd von
Wirbdtieren oder in den Nervenzdlen des Gehirnsidentifiziert. Auch im Bereich der
Blutgerinnung nehmen Se ene wichtige Stellung en, da tiber die P,- Rezeptoraktivierung eine
Inhibition der Thrombozytenaggregation erzielt wird (Burnstock, 1980, S.179; Kakel et d,
1984, S.280; Williams, 1987, S.289).

Esfolgt ene Zusammenddlung der P,-Rezeptoren im Einzelnen mit Schwerpunkt auf ihrem
Vorkommen in den verschiedenen Organsystemen.

1) A;-Rezeptoren

Esig wichtig zu wissen, dal3 man auch im Bereich von Nerven und Astrozyten Purinrezeptoren
findet. Auf diesem Gebiet agiert Adenosin Uber présynaptische P.- Rezeptoren , meist vom Typ
A, . Auf diese Weise kann es die Freisetzung von Transmittern aus den Nervenendigungen von
peripheren adrenergen und cholinergen Nerven steuern (Burnstock, 1986, S.200).

Auch in Agtrozyten entdeckte man neben P,-Rezeptoren auch P,-Rezeptoren (Gebicke-
Haerter et a, 1988, S.706; Pearce, et a, 1989, S.975).

Auf dem Gebiet des zentrden Nervensystems sind folgende Effekte zu vermerken: durch A.-
Rezeptoren werden ein antikonvulsver Einflul’, eine Sedation und eine Abnahme der
Tranamitterfreisstzung gesteuert.

Die neutrophile Chemotaxis bildet eéne Ausnahme im immunologischen Bereich durch eine
Steuerung Uber A,- Rezeptoren.

Im Gefd3system beobachtet man eine Vasokongtriktion bel ener Innervation von A,-
Rezeptoren , die gleichzeitig auch eine Bradycardie zur Folge haben kann. Ferner wird Uber
den selben Rezeptor auch eine negativ inotrope und negativ dromotrope Wirkung ausgd 6st
(Needham et al, 1987, S.200; Sauve et a, 1988, S.480; Pearson et al, 1990, S.580).

Be Untersuchungen der Niere in Bezug auf Adenosinrezeptoren stellt man fest, dal3 sch hier
hauptsachlich A,;- Rezeptoren befinden. So werden dle folgenden Effekt Uber A,-Simulation
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hervorgerufen: Antidiurese, Abnahme der Reninausschittung, Verkleinerung der glomeruléren
Filtration und Zd lkontraktion im Bereich des Mesangiums.

Im Respirationgtrakt wird die Bronchokonstriktion Gber A,- Rezeptoren gesteuert

Die metabolischen Effekte, die Uber A;- Rezeptoren gesteuert werden sind folgende:
Inhibierung der Lipolyse und Abnahme der Insulinempfindlichkeit.

2) A,-Rezeptoren

In glatten Muskel zdlen, sowohl in Gefd3musken, wie auch in viscerden Musken trifft man
hauptsichlich und in grof3er Zahl auf P,-Rezeptoren, und zwar insbesondere auf A.-
Rezeptoren.

Eine A.- Rezeptoren-Aktivierung bewirkt im zentraen Nervensystem die Stimulation der
Chemorezeptoren und Uber A,,- Rezeptoren die Abnahme der lokomotorischen Aktivitét.

Die Zdlen des Immunsystems, wie auch die Madizdlen verfiigen ebenfdls tber en Netz von
Purinrezeptoren. Im Bereich des Abwehrsystems trifft man vor dlem auf Rezeptoren vom A,-
Typ. Beweise wurden vor dlem fir Adenosnrezeptoren auf Lymphozyten und Granulozyten
erbracht (Bonnaffous et a, 1982, S.350).

Uber A,-Rezeptoren wird ebenfals eine Immunsuppression gesteuert. Im immunol ogischen

Bereich bildet eine Ausnahme durch eine Steuerung ther A,-Rezeptoren die neutrophile
Chemotaxis.

In der Leber Ubernimmt Adenosin ene wichtige Funktion. Adenosinigt in der Lage auf die
Glykogenolyse einzuwirken, und zwar Uber A.- Rezeptoren (Buxton et a, 1986, S.775).

Im Gefdl3system snd ebenfdls A,- Rezeptoren vorhanden. Die Vasodilatation wird Uber Ag,-,
Az- und A;-Rezeptoren ausge 64t
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Eine wichtige hdmatol ogische Aufgabe kommt den A.- Rezeptoren zu, da sie zur Inhibition der
Thrombozyten fihren.

Im Respirationstrakt wird die Bronchokonstriktion Uber A,- Rezeptoren gesteuert.

Der metabolische Effekt der Stimulation der Gluconeogenese wird Uber A,-Rezeptoren
vermittelt.

3) As-Rezeptoren

Im Herzmuskd von Wirbeltieren z.B. hat man sowohl P.- wie auch P,- Rezeptoren identifiziert
(Burnstock, 1980, S.176; Kakel et d, 1984, S. 280). Allem Anschein nach gehtren die P;-
Rezeptoren in den Herzmuskel zelen zum Typ der A;-Rezeptoren (Ribeiro et a, 1986, S.200;
Hoyle et a, 1986, S.287).

Die Vasodilatation wird unter anderem Uber Aq- Rezeptoren ausgelost.

P-Rezeptoren

Im Herzmusked von Wirbdtieren kommen neben P,- Rezeptoren auch P,- Rezeptoren vor
(Burnstock, 1980,S.176; Kakei et a, 1984, S. 280).

Versuche mit ATP am Rattenherzen, und zwar am Papillarmuske und an der
Kammermuskulatur des rechten Herzens zeigten, dal3 die Aktivierung von P,- Rezeptoren
sowohl eine podgitiv inotrope Wirkung, wie auch den Angtieg des Inogtol- Fett-Metabolismus
hervorruft.

In manchen Muskeln, wie z.B. im Darm und in der Pfortader des Kaninchens wirkt ATP Uber
P,,-Rezeptoren und Ubt einen stark relaxierenden Effekt aus, wéhrend in anderen
Muskelgeweben, wie etwain der Harnblase und im vas deferens und in den meisten
Gefal3musken es Uber P,«-Rezeptoren zu einer bedeutenden Kontraktion fuhrt.
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P,- Rezeptoren wurden besonders haufig in Zdlkorpern von sensorischen Neuronen in
Ganglien, im Ruickenmark und im Gehirn gefunden. In Agrozyten entdeckte man sowohl P-
wie auch P,-Rezeptoren (Gebicke-Haerter et al, 1988, S. 706; Pearce et al, 1989, S. 975).

Die cdcumabhdngige Freisetzung von Hisamin aus den Mastzellen it ds wichtiger
physiologischer Vorgang zu nennen, der durch die Wirkung von ATP ausgel 6 erfolgt, und
zwar Uber einen besonderen Purinrezptor, den P,,-Rezeptor (Gordon, 1986, S.317;
Cockkroft et al, 1979, S.240, Tatham et a, 1988, S.19).

Um bea den Zédlen des Blutes zu bleiben sind noch die Thrombozyten und die Erythrozyten zu
nennen, die Uber Purinrezeptoren verfligen. Die erseren werden stérker durch ADP ds durch
ATP aktiviert, was eine Ausnahme darstdIt, und weswegen die auf den Blutplé&ttchen
vorhandenen Rezeptoren a's P,rRezeptoren benannt wurden (Gordon, 1986, S.317). Durch
ADP wird die Pl&ttchenaggregation gesteuert.

ATP wirkt weiterhin auf den Pankreas ein. Und zwar wird Uber die Stimulierung von P, -
Rezeptoren die Insulinfreisetzung geférdert (Loubatieres-Mariani et al, 1988, S.120).

Im Bereich der Leber agiert ATP Uber P, - Rezeptoren und Ubt o eine glykogenolytische
Wirkung durch eine Hyperpolarisation der Hepatozyten aus (Haussnger et d, 1987, S.649;
Keppens et a, 1986, S.370).

Im Gefd3system agiert ATP auf das Gefd3endothelium, wobel es Uber P,y Rezeptoren eine
Vasodilatation herbeiruft (Needham et a, 1987, S.200; Sauve et a, 1988, S.480; Pearson et
al, 1990, S.580).

In viden anderen Organsystemen kommt den Purinrezeptoren eine entscheidende Bedeutung
zu. Nachfolgend seien nur einige von diesen aufgefuhrt. So wird die Magenséuresekretion und
die Ausschiittung von Surfactant Factor in den Typ |1 Alveolarzellen Uber ATP gelenkt (Rice et
a, 1987, S.835; Gilfillan et d, 1988, S.35). Daneben wurden Purinrezptoren noch in
Spermatozyten, Fettzellen, Schilddriisengewebe, Speichddriisenzd len und schligldich auchin
Tumorzdlen gefunden.
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4.3.2.2.15. Molekularer Aufbau der Purinrezeptoren und die daraus
abgeleitete Wirkungsweise

Allgemein erfolgen in letzter Zeit Rezeptorstudien meast, indem der untersuchte Rezeptor [6dich
gemacht, gereinigt und angereichert wird oder die entsprechende m-RNA im Ganzen oder
fraktioniert in Xenopus-Oozyten, die dann den Rezeptor exprimieren, eingespritzt wird. Wie
viele andere Rezeptorsysteme gehoren die P,- und P-Rezeptoren zu den 7-TM (7
"transmembrane part receptors’), d.h. es existieren 7 hydrophobe Abschnitte, die der
Verankerung an der Zellmembran dienen (Dascal, 1987, S. 317, 380).
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Auf diese Art wurden auch Versuche mit Adenosin und ATP durchgefiihrt. Es konnte,
nachdem die Anreicherung und die Klonierung von sowohl A.- ds auch A,- Rezeptoren
gelang, die Struktur von Adenosi nrezeptoren in verschiedenen Organsystemen und bel
verschiedenen Tierspecies nachgewiesen werden (Van Gaen et d, 1992, S.469).

Die Adenosinrezeptoren haben ihr N-terminales Ende aul3erhdb der Zelle, wahrend das C-
terminale Ende sich im Zytoplasma befindet. Der Rezeptor besteht aus Sieben
transmembrandsen Bezirken, die eine apha-Helix bilden. Se snd durch kurze intra- und
extrazd lulére Schleifen verbunden.

Eswurden die ersten Versuche zur |dentifizierung der Adenosinrezeptoren mit dem A.-
Rezeptor-Agonisgten [**J APNEA durchgefiihrt. Als spezifischen A.- Rezeptor- Antagonisten
verwendete man [**J]PAPA-APEC.

Die dpha-Helix Struktur der Rezeptoren bewirkt, dal3 eine hydrophobe Seite mit der
doppeten Phospholipidschicht in Kontakt tritt, wahrend sowohl die hydrophile wie auch die
hydrophobe Schicht die internen Poren beriihren, wo die Ligandenbindung stattfindet. Eine
besonders wichtige Rolle nimmit unter den an den Adenosinrezeptoren betelligten Aminosiuren
das Hidtidin ein. Die Higtidingtellen binden an den N°-H-Stdlen des Purinringes, sowie am 2-
und 3- Bereich des Ribose-Anteils. Bal A;- Rezeptoren fdlt zudem auf, dal3 Serin an einer mit
song mit Higtidin besetzten Sielle Stzt (Van Gden et a, 1992, S469). Die extrazd luléren
Doménen bilden eine Art Tasche, die der Bindung der Liganden dient. Aus diesem Grunde
treten wegen der raumlichen Néhe Regionen dler Schlefen mit dem G-Protein in Kontakt,
wenn ein Agonist an den Rezeptor bindet.

Die A;- Rezeptoren bestehen aus einem 32 kDa schweren Protein. Beem Menschen, Kaninchen
und bel der Ratte besteht eine Stelle fir die Stickstoff-gebundene Glykolysierung. Diese Stelle
findet Sch auf der zweiten extrazdlulaen Schiefe,

Der A,.-Rezeptoren-Agonist [*°J]PAPA-APEC wurde dazu verwendet die A,.- Rezeptoren
zu identifizieren. Der A,.-Rezeptor ist ein 45kDa schweres Protein. Im Fale der geklonten
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A-Rezeptoren besitzt er zwel Stellen zur Stickstoff- gebundenen Glykolysierung auf der
2weiten extrazdlulaen Schiefe.

Im Gegensatz zu den beiden erstigenannten Rezeptoren besitzen die A;- Rezeptoren zwel
Sdlen fir die Glykolyserung auf dem N-terminden Ende, sowie eine Stelle auf der zweiten
extrazelluldren Schleife.

4.3.2.3. Neue Purinantagonisten

Als eines der bedeutendsten Kriterien zur Bestimmung eines neuen Rezeptors gilt der Nachwels von
spezifischen Antagonisen. Hier soll ene Auswvahl von in den letzten Jahren entdeckten
Purinantagonisten présentiert werden.

A.-Rezeptoren

* 1993 untersuchten Howell und Byrd zwel Adenosinantagonisten: CGS 15943, einen nicht-
Xanthin- Adenos nantagonisten und Caffein, enen Xanthin- Adenos nantagonisten. Diese Substanzen
verglichen de mit den bereits bekannten Antagonisten Rolipram, 5-N-ethylcarboxamidadenosine
(nicht-selektiver Adenosinantagonist), N,-cyclopenthyladenosine (Al-sdektiver
Adenosinantagonist), N.- Cyclohexyladenosen (A,-selektiver Adenosinantagonist) und CGS 21680
(A,-sdlektiver Adenosinantagonist). Die Versuche wurden an Eichhérnchen durchgefiinrt. Hierbel
wurde die Wirkung der Stoffe im Gehirn untersucht (Howell et d, 1993, S.432,437).

* |n enem Versuchsaufbau am Rattenherzen zeigten Haleen et d, dal3 der Xanthinderivat
PD 116,948 en hochsdektiver Antagonis an A,-Rezeptoren ist. Se verwendeten den
Adenosinagonigten (R)-N-(1-Methyl-2-phenylethyl)adenosine (R-PIA), der negativ chronotrope
und negativ vasodilatatorische Wirkung am Herzen ausiibt. Diese Wirkungen des RPIA werden
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Uber A- und A.-Rezeptoren vermittelt. Da der A,-sdlektive Antagonist PD 116,948 nur die negativ
chronotrope Wirkung des zugegebenen Agonisten aufgehoben hat, muf3 davon ausgegangen werden,
dad Adenosinagonisten ihre negativ chronotrope Effekte Uber A,-Rezeptoren und ihren
vasodilatatorischen Einflul Gber A,-Rezeptoren vermitteln (Haeen et d, 1986, S. 560).

A,-Rezeptoren

Pamer et d Dbeschricben 1995 den A, -Rezeptor-Antagonigen *#I1-4-2-[7-Amino-2-{2-
furyl}{1,2,4}triazolof2,3-a}{1,3,5}triazin-5-yl-aminolethyl)pheno  (*°1-ZM241385). Bis zu
diesem Zeitpunkt war kein Antagonist dieses Rezeptors mit einer gentigenden Affinitét bekannt. Alle
vor dieser Subganz isolierten A,-Rezeptor-Antagonigen, wie etwa 4-amino-8-chloro-1-
phenyl[1,2,4]triazol o[ 4,- 3a|quinoxdine hatten zudem eine zu geringe Sersitivitét. Es zeigte sich, dal?
%1-ZM 241385 eine 80-fach hthere Affinitét zu A,-Rezeptoren as zu A,-Rezeptoren, eine 500-
1000-fach gtérkere Affinitét im Vergleich zu A-Rezeptoren und 500000-fach stérkere Affinitét im
Verglach zu A;-Rezeptoren hat. Die Untersuchung des biochemischen Aufbaus zeigte, dal3 eine
besondere Bedeutung bel den phenolischen funktiondlen Gruppen lag (Pamer et d, 1995, S.970).

A;-Rezeptoren

Als letzter der P-Rezeptoren beschrieb man die As-Rezeptoren. In der zitierten Arbeit zeigte Sch
N°-benzyl-4'-methyladenosine-5'--(N-methyluronamide) as sdlektiver A;-Rezeptor- Antagoni<.
Insgesamt zeigte Sch bel den chemischen Untersuchungen der Substanzen, dal? eine hydrophobe
Interaktion in Nahe der Pogtion 2 des Purinringes eine Affinitdt zum As-Rezeptor bewirkt. Zudem
wurde beobachtet, dal3 das Ersetzen der N°-Stelle mit 5-uronamide- Derivaten die Affinitét zum A,-
Rezeptor erheblich verstérkte (Siddigi et d, 1995, S.1174).
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P,-Rezeptoren

Lambrecht et d isolieten 1992 enen spezifischen P.-purinozeptor-Antagonigen: PPADS
(Pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2' ,4'-disulfon-Saure). Se fuhrten ihre Versuche im vas
deferens des Kaninchens durch. In diesem System folgt auf eine eektrische Feldstimulation eine
biphasische Antwort. Zunéchst ist eine phadische und dann sekundér eine tonische Komponente
zu beobachten. PPADS bewirkte eine Hemmung der initialen phasischen Komponente, wéhrend
die sskundére tonische Komponente durch den dphal-Antagonigen Prazosn vermindert
werden komte. Zum Organbad wurden exogen verschiedene Metabolite des ATP zugefihrt, die
eine dossabhangige Kontraktion des Darmes audtsten. Die von MATP ausgel 0ste
Antwort konnte durch PPADS pseudoreversibel blockiert werden.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dal3 PPADS sowohl pre- as auch postjunktiona die B-
Antwort blockiert. Diese Aktion ist sdlektiv, da dphal- Adrenozeptoren, muskarinerge M.- und
M,- Rezeptoren, H- und A,- Rezeptoren von der Substanz nicht gehemmt werden konnten
(Lambrecht et d, 1992, S.217).

4.3.3. Therapeutische Verwendung der Adenosine

Die thergpeutische Wirkung von Adenosinen, die Uber P,- Rezeptoren vermittelt wird, ist sait
langerer Zeit bekannt (Williams, 1993, S.438). Im Gegensatz dazu wurde die klinische
Verwendbarkeit der Uber P,- Rezeptoren agierenden Adenosine erst kiirzlich erforscht und
somit werden entsprechende Substanzen in den klinischen Alltag erst dlméhlich eingefihrt
(Abbrachio et d, 1994, S.445). Auch im menschlichen Organismus wurden inzwischen die
Effekte der Purine, wie etwa die vasodilatatorische Wirkung Uber P,- und P,- Rezeptoren oder
die vasokongtriktorische Wirkung tber P,,- Rezeptoren auf mesenterische Arterien
nachgewiesen (Martin et al, 1991, S.645).

Sowohl die Kliniker wie auch die Pharmafirmen zeigen durch die Erforschung der
Purinrezeptoren in den unterschiedlichsten Zd ltypen zunehmendes Interesse an der klinischen
Anwendbarkeit der in dieser Arbeit behandelten Substanzklasse. Es folgt eine Aufzahlung
moglicher therapeutischer Einsatzgebiete von Adenosin nach Organsystemen geordnet.
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Die heutzutage noch am weltesten verbreitete Verwendung von Adenosin zu therapeutischen
Zwecken ist die ba der akuten Behandlung der supraventrikuléren Tachykardie (Belhassen et
a, 1984, S.225). Bel anderen Rhythmusstorungen wird Adenosin zur Thergpie ebenfdls
verwendet. Im kardiovaskuléren Bereich ist weiterhin die antihypertensive Thergpie, auchin
Extremdituationen wie der Blutdruckkontrolle bel Aneurysmaoperationen, zu nennen (Sollevi et
al, 1984, S.400).

Neben dieser etablierten klinischen Indikation gibt es eine Reihe von méglichen Anwendungen,
die zur Zat im Rahmen experimentdler Ansitze Uberpriift werden.

Adenosin findet Verwendung in der Thergpie endokriner Erkrankungen. P;- Purinrezeptor-
Agonigten wurden zur Behandlung bel Typ | Diabetes mdllitus eingesetzt (Loubatiéres-Mariani
M. et a, 1995, S. 525). Im Tierversuch konnte durch Vermittlung von A,- Rezeptoren eine
schwere, todlich endende Hyperthyreose ausgel 6st werden, sodal3 man davon ausgehen muf3,
dal? diese Substanzklasse zur Regulation von hypothyreoten Stoffwechsdlagen herangezogen
werden kann (Ledent et al, 1992, S.539).

Zerebrde Ischamien bishin zum Apoplex snd ene zusitzliche Indikation fir Purine (Jacobsen
et a, 1990, S.31). Humphries entdeckte 1994 einen selektiven P.- Antagonisten und
entwickelte hieraus ein antithrombotisches Medikament (Humphries et a, 1995, S.179).

Auf dem Gebiet maigner Erkrankungen wird die Fahigkeit von ATP das Tumorwachstum zu
bremsen genutzt (Hosoi et d, 1992, S.C635).

Be entztindlichen Erkrankungen greift man auf die Tatsache zurlick, dal3 die
Plasmaextravasation purinerg gesteuert wird (Green et a, 1991, S4162).

Die Psychiatrie genauso wie die Neurologie profitiert ebenfdlsin der Behandiung
verschiedener Krankheiten aus dem Fachgebiet. Die ersten Schritte waren die Entdeckung der
Interaktion von Adenosinen mit vielen neuroaktiven Stoffen, wie etwamit Ethanal,
Barbituraten, Benzodiazepinen, Opioiden und Carbamazepin. Aus dieser Tatsache wurde die
therapeutische Verwendbarkeit der Purine abgd etet. Als besonders effektiv erwelsen sich
purinerge Stoffe bel neurodegenerativen Erkrankungen, bel denen die pathologische exzitetive
Wirkung von Glutamat eine ausschlaggebende Ralle spidlt, wie etwa bel M. Parkinson,
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be M. Alzheimer, bel der amyotrophen Lateralsklerose und bei der Chorea Huntington . Auch
wurden bereits Epileptiker erfolgreich behandedlt.

In der Psychiatrie werden Therapieversuche unternommen bel Depressionen, Schizophrenien
und Angstsyndromen (Daval et a, 1991, S.1435).

Bisher wurden in diesen Bereichen hauptsachlich P.- purinerge Substanzen verwandt. Jedoch ist
zu erwarten, dald daman ATP as einen zentrden Neurotransmitter immer mehr anerkennt, es
zur zunehmenden Anwendung von P.- purinergenn Stoffen kommen wird.

Folgende Aufzahlung thergpeutischer Einsatzmdglichkeiten spiegelt das Ausmal’ der Bedeutung
dieser Stoffgruppe wieder: pulmonde Hypertension, Harninkontinenz, im gynékologischen
Bereich die Kontrazeption und die Sterilitétsbenandiung, auf chirurgischem Gebiet die
Wundhellungsstérungen und die Ischdmien und in unserem Zusammenhang besonders wichtig
die Behandlung der Diarrhoe und der Obstipation.

Daneben kann Adenosin aufgrund seiner vidfdtigen Wirkungswel se theoretisch noch auf so
manchen klinischen Gebieten zum Einsatz kommen. A,- Antagonisten kénnte man bel
Nierenerkrankungen, wie etwa bel Nierenversagen verwenden (Kdllet et d, 1989, S.1071,
Colliset a, 1991, S. 138).

A.-Antagonigten kdnnte man dazu nutzen den Stedl- Effekt bei ischédmischen Bedingungen
aufzuheben und so eine lokae Besserung hervorrufen (Picano et d, 1989, S.15).

Auch beim Schlafgpnoe- Syndrom wird die weitere Erforschung der thergpeutischen

Wirksamkeit von Adenosin vorangetrieben (Wedey et d, 1986, S. 1232; Bednarek et d,
1976, S.336).
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5. Spezielle Diskussion

5.1. Entwicklung der Erforschung des perigtaltischen Reflexes und
Merkmale des Reflexmodells

Die ersen Versuche am perigdtischen Reflex sammen von Bayliss und Starling, die am denervierten
Dinndarm des Kaninchens ene Stimulierung durch das Aufpumpen enes intrdumind plazierten
Bdlons erreichten. Es kam hierbe zu einer Kontraktion der Zirkularmuskulatur oral und zu einer
Reaxation and, und beim Andwaértsflihren des Balons zu einer Kontraktion hinter dem Ballon und
zu ener Relaxation vor dem Balon. Diese Muskekontraktionen waren durch neurde Antagonisten
blockierbar, sodal3 man daraus schlief3en kann, dal3 die Aktivierung intringscher nervaler Wege zu
der Perigatltik fuhrt (Baylisset d, 1899, S.99).

In der vorliegenden Arbet geht es ebenfdls zum grof3en Tell um die intringsche Innervation und die
0 ausge 6ste Reflexantwort. Es wurden grundsétzliche Ideen des Versuchsaufbaues von Bayliss und
Starling tbernommen und optimiert.

Ein waterer wichtiger Schritt in der Entwicklung der in vitro-Modelle der Darmkontraktion waren
die Versuche von Trenddenburg. Er I6ste in ssinem Versuchsaufbau 1917 eine peridatische
Kontraktionsvelle am Dunndarm durch eine Erhthung des intrduminden Druckes aus
(Trendelenburg, 1917, S55). Die Antwort auf den Stimulationsreiz wurde jedoch angtait mit einer
Druckmef3sonde mittels Volumenrund Langenmessung ermittdt. In ssinen Versuchen am
Meerschweinchendiinndarm beschrieb er bel anwachsender Dehnung der Darmwand zunéchst eine
Tonusdnderung, bis es dann a enem besimmten kritischen Punkt zu der Audbsung ener
perigdtischen Wdle kam. Er soricht von rhythmischer Erschlaffung und Kontraktion der
Longitudina- und Zirkuldmuskulatur, die seiner Meinung nach alerdings nicht gleichzeitig sondern
sequentiel erfolgt. Diese Meinung wurde 1998 von Smith et d revidiert (Smith et d,1998, S.563).
Zudem mente er, die Ringmuskulaiur s ab einem bestimmten Ausmal? der Dehnung tonudos,
sodal? dann die Perigdtik erlischt. Der Darm erhole sich jedoch nach Beendigung der Dehnung
wieder. Er beschrieb zudem die BeainfluRbarkeit der Darmperigtdtik durch Pharmaka, indem das
Erreichen des kritischen Punktes, ab dem Perigtdtik erfolgt verschoben werden kénne.
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In den ds Grundlage dieser Arbeit dienenden Versuchen wurde ein Versuchsaufbau verwendet, bei
dem en lleumsegment aus dem Darm der Ratte in eéinem Organbad eingespannt ist. Zur Messung
des intrduminden Druckes diente ene in das Damlumen eingebrachte Druckmel3sonde. Die
Kontraktion des Ileumsegmentes wurde Uber eine dektrische Stimulation durch ein abord der
Mel3punkte des Manometers angebrachtes Platind ektrodenpaar induziert (Sehe Kapitd 2.2.1.). Die
Messung der ezidten Kontraktionsantwort mit  Hilfe ener  intrdumind  angebrachten
Druckmef3sonde wurde gewdhlt, da Se ene genaue und reproduzierbare Erfassung und
pharmakol ogische Differenzierung des aszendierenden peristdtischen Reflexes erlaubt.

Es wurden bereits die verschiedenen Moglichkeiten aufgeftihrt, die zur Audésung des perigatischen
Reflexes am Darmssgment angewendet werden konnen. Bel der vorliegenden Arbet fid die
Entscheidung auf die auch von Hukuhara bevorzugte Methode der dektrischen Feldstimulation, bel

der sch das Darmstiick zwischen den beiden Elektroden befindet (Hukuhara et d, 1958, S.10). Ein
Vortel im Vergleich zur Simulation Trenddenburgs, der durch intrduminde Hissgketsngdation

eine Druckerhdhung des Darmes bewirkte, ist, dal3 hierbei eine genau Ortlich festlegbare Stimulation
efolgt (Trenddenburg, 1917, S55; Hukuhara et d, 1958, S.10). Theoretisch wéare im gleichen

Versuchsaufbau auch eine Stimulaion durch enen intrdumina eingebrachten Balon madglich, was
diesen Vorteal, ndmlich die Unterscheidung der beiden Reflexkomponenten erhdten wiirde, da auch
in diesem Fdl die Simulation an einem definierten Ort erfolgt. Nachdem diese Moglichkeit am
vorliegenden Moddl getestet wurde, kam se aufgrund der geringeren Reproduzierbarket nicht zur
Anwendung.

Im Vergleich zu anderen Stimulationsmdglichkeaten eines Darmssgmentes, wie etwa Ballondilatation
kommt es bal der eektrischen Stimulation zu nur geringflgiger Zerstérung der Darmschichten, sodal?
der physiologische Darmaufbau nicht geschédigt wird.

In den hier vorliegenden Versuchen befinden sch die Me3¥unkte der zur Erfassung der
Kontraktionsantwort verwendeten Druckmef3sonde oral der eektrischen Elektroden, sodal3
auschlieldich der orde Tell, ds0 die aufsteigende exzitatorische Komponente der Reflexantwort,
efdd wurde. Jedoch zeigt es sich in Kontrollversuchen, be denen die dektrische Stimulation am
orden Ende efolgt, dal3 es hierbel zu keinerle signifikanten Kontraktionsantwort kommt. Es scheint
sch dso hierbel um enen spezifischen von abora nach oral aszendierenden Reflex zu handen, der
die Kontraktionsantwort vermittelt.

Zudem efolgt be den in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen eine sténdige Oxygenierng der
Pufferlésung, in der dch der Darm befindet. Dies ist sehr wichtig um enen limitierenden Effekt der
Sauerdoffversorgung zu vermeden. Frigo und Lecchini konnten in ihren Versuchen aufgrund
mangelnder Sauerstoffversorgung nur diinnwandige Darmstiicke untersuchen und hatten zudem eine
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bedeutend eingeschrénkte Zeit zur Untersuchung zur Verfigung (Frigo et d, 1970, S. 348). Im
Gegensatz dazu gdingt in den Versuchen der vorliegenden Arbet durch den oxygeniserten Puffer die

Schaffung von phys ol ogischeren Umgebungsbedingungen.

Zusammenfassend lassen sch folgende Aussagen aus dem vorliegenden Aufbau des Reflexmodells
ableten:

 Die mit diessm Vesuchsaufbau erzidten Ergebnisss snd gut reproduzierbar und
quantifizierbar.

» Die Stimulation kann entweder durch Bdlondehnung oder durch eektrische

Feldgimulation erfolgen. Eine Stimulation mit wiederholter Balondehnung wurde auch
an dem vorliegenden Moddl| getestet. Dabel zeigte Sich jedoch, dal3die  Badlondehnung
deutlich weniger reproduzierbar i, ds die Reflexaud dsung mittels elektrischer
Simulation. Die Reproduzierbarkeit ist aber gerade fir die pharmakologische
Untersuchung der Reflexantwort eine entscheidende Voraussetzung.

» Die vorliegenden Versuche wurden am lleum der Ratte durchgefihrt. Es i jedoch

mehrfach beschrieben worden, dal? es speziespezifische Unterschiede der Reflexantwort
gibt. Be der Bewertung der Ergebnisse miissen stets die mdglichen Abweichungen
zwischen den Spezies in Betracht gezogen werden (Hol zer, 1989, S.G540;
Trendelenburg, 1917, S.55).

* Diedektrische Fddgimulation |62 ene rain neurde Reflexantwort aus. Dies konnte  durch

Versuche bewiesen werden, in denen TTX, ein neuronaer Blocker, die  Reflexantwort
vollkommen blockierte (Allescher et a, 1992, S.159).

5.2. Physiologische Vorgange wahrend des Ablaufes des
exzitatorischen aszendier enden Reflexes nach Stimulation
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5.2.1 Der zeitliche Ablauf der Kontraktion des |leumsegmentes

Ba der Untersuchung der Kontraktion der lleummuskulatur stdlt sch die Frage wecher
Zusammenhang besteht zwischen der Aktion der zirkuléren und der der longitudinaen Muskulatur.
Die lange bestehende Auffassung Uber das Verhdtnis der beiden Muske schichten zueinander wurde
ers kirzlich revolutioniert.

In in vivo Vesuchen von Bayliss und Starling zeigte sch, dal? die beiden Muskelschichten sch
sequentidl kontrahierten (Bayliss et d, 1899, S102). In den ebenfdls in vivo durchgefihrten
Versuchen von Hukuhara, bel denen Filmaufnahmen der Muskekontraktion studiert wurden, war
das Ergebnis identisch (Hukuhara, 1934, S.169). Auch Trenddenburg sdlte in seinen Versuchen
fest, dal? die beiden Muskedschichten hintereinander in Aktion treten. Zunéchst zeigte Sch die
Kontraktion der Longitudindmuskulatur, der kurz darauf die Kontraktion der Zirkul&muskulatur
folgte (Trenddenburg, 1917, S.55). Die spédteren Versuche wurden meist mit abgewandelten
Versuchsaufbauten von Trendeenburg durchgefiihrt und erfolgten in vivo. Die Arbeten von Bortoff
und Ghdib zeigten in die glaeche Richtung wie die von Trenddenburg und deuteten darauf hin, dal3
die Zirkul&- und de Longitudindmuskulatur unterschiedlich innerviet werden. Die
Zirkularmuskulatur zeigte wahrend der Kontraktion der Longitudindmuskulatur eine Inhibierung
(Bortoff et a, 1972, S.321).

Smith et d zeigten in ihrer Arbeit 1998, dal3 die Kontraktion der beiden Muskelschichten anders ds
bisher angenommen synchron erfolgt. Der peristdtische Reflex entsteht demnach durch die Bildung

ene peiddtischen Welle, indem es zu ener synchronen Kontraktion der Longitudina- und der
Zirkul&rmuskulatur ord und Relaxation ana des Reizes kommt (Smith et d, 1998, S.564).

5.2.2. Biochemische und neur ophysiologische Vor gange wahrend des
peristaltischen Reflexes

Insgesamt besteht der Reflexbogen des perigtatischen Reflexes aus folgenden Komponenten:
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. sensorische Neurone mit unterschiedlichen sensorischen Mechanismen
. Interneurone
. motorische Neurone

Eszeigt Sch, dal3 es zwe verschiedene Arten von Reflexen zu geben scheint: der einewird durch
muskul&re Dehnung ausgel 61, der andere durch mukosae Reizung. Be jeder radiden Dehnung
der Darmwand kommt es zu einer Kontraktion der Zirkul&rmuskulatur ord des Stimulationsortes
und zu einer Relaxation kaudd der Dehnungstdle (Maggi et d, 1993, S.630).

Es lassen 9ch zwel Komponenten des perigatischen Reflexes unterscheiden:

a) aufgeigender exzitatorischer Reflex
b) absteigender inhibitorischer Reflex

In der vorliegenden Arbeit wird isoliert die erste Komponente des perigatischen Reflexes
untersucht.

zua) De aufdegende exztatorische Reflex wird durch cholinerge Neurone gesteuert.
Acetylcholin, das Uber muskarinerge und nikotinerge Rezeptoren agiet, it ene
Ubertrégersubstanz. Die nach ord laufende Erregung wird Uber cholinerge Interneurone
vermittdlt, die ihre Ubertragung Uber nikotinerge, Hexamethonium sendtive Rezeptoren
vermitteln. Dies erklart die von Y okoyama beobachtete Inhibierung durch Atropin (muskarinerg)
und Hexamethonium (nikotinerg). Zudem gibt es eine atropinresstente Komponente dieses
aufseigenden Reflexes, die durch Substance P vermittelt wird (Maggi et d, 1993, S.630). Es
bleibt unklar, ob diese tachykinergen Neurone einen cholinerg nikotinergen Input erhdten.

zub) Der abgteigende inhibitorische Reflex i ebenfals unter anderem Uber nikotinerge
Interneurone vermittelt. Als inhibitorische Neurotransmitter sind NO, VIP/PACAP, ATP und
Somatodtatin - ds nicht-adrenerge nicht-cholinerge  Ubermiittlersubstanzen beteiligt. NANC
inhibitorische Reflexe kdnnen in beinahe dlen Bereichen des Sdugetierdarmes leicht demondtriert
werden. Es konnte in mehreren Falen gezeigt werden, dal3 Apamin Uber die Blockierung von
Cdcdum-abhangigen Kdiumkandlen die Relaxationsantwort des Darmes hemmen kann. Es igt
maoglich, dald mehrere verschiedene Tranamittermechanismen den absteilgenden inhibitorischen
Reflex vermitteln. In der erwdhnten Arbeit wurde festgestdllt: es gibt drel verschiedene
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Mechanismen, die den absteigenden inhibitorischen Reflex vermitteln. Diese Snd ergens en
Apamin-sengtiver, zweitens ein L-NOARG (Blocker der NO-Synthase)-sengtiver und drittens
en sowohl Apamin dsauch L-NOARG-resstenter (Maggi et a, 1993, S.630).

Einen weteren Hinwels fir die nicht-cholinerge Audésung des perigtdtischen Reflexesim Darm von
Mensch, Ratte und Meerschweinchen lieferten Grider et d mit ihren Versuchen 1998. Sie wiesen
nach, dal3 eine Erregung von 5 Hydroxytryptamin-Typ 4-Rezeptoren (5-HT4) den perigdtischen
Reflex bal den genannten Species triggern. Flr ihre Untersuchungen verwendeten sie Darmsegmente,
um die Neurotransmitter- Freisetzung und die mechanischen Komponenten des Reflexes zu messen.
Es zeigte dch, dal3 CGRP nur in den Kompartimenten freigesetzt wurde, denen ein 5-HT4-Agonist
(HTF 919) zugegeben wurde. VIP wurde ausschliefdich in den Kompartimenten freigesetz, wo eine
deszendierende Relaxation gemessen werden konnte. Dagegen wurde Substance P nur in den
Kompartimenten freigesetzt, in denen eine aszendierende Kontraktion gemessen wurde. Nur der
selektive 5HT4-Antagonist, nicht jedoch der der 5HT3-Antagonist konnte die Freisetzung von
CGRP, VIP und Substance P sowie den aszendierenden und deszendieren Reflex inhibieren. Aus
den Ergebnissen von Grider et d a3 sich ableiten, dal3 die 5HT4- Agonisten den perigtdtischen
Reflex beim Menschen, wie auch be der Ratte und bem Meerschweinchen initiieren (Grider et A,
1998, S.372).

Eine bedeutende Versuchsrethe mit dem Zid der Untersuchung der eektrischen Aktivitét der beiden
Muske schichten wahrend des K ontraktionsvorganges bzw. wahrend der Perigtatik wurde 1980 von
Yokoyama et d durchgefiihrt. Se untersuchten den Dinndarm des Meerschweinchens in einem
Organbad, in dem das Darmsegment horizontal eingespannt war. Die Stimulierung erfolgte durch
intraluminale Druckerhdhung (Y okoyamaet d, 1980, S.151; Y okoyamaet a, 1983, S.G85).
Hexamethonium (280x10°M) inhibierte die Aktivitét der zirkulden, nicht aber der longitudinden
Muskulatur bel Audésung durch intrauminae Druckerhohung, 8nderte jedoch die Spontanaktivitét
nicht (Yokoyama et a, 1980, S.151). Atropin (100x10°M) fihrte zur Schwéchung beider
K ontraktionskomponenten, unterdriickte sie jedoch nicht ganz. Die atropinresistente Komponente
der Erregung der Zirkul&rmuskulatur, nicht jedoch der Longitudindmuskulatur wurde reversibel
durch die Zugabe von Substance P blockiert. Daraus kann man schlief3en, dal3 die Erregung durch
Substance P-Freisetizung bewirkt wird. Die Ursache fir die mangende Beanflussung der
longitudinden Komponente durch Substance P kdnnte daran liegen, dal3 es nicht an der atropin-
resstenten Stimulierung dieser Muskdschicht betaligt i<t

Die atropinres stente Kontraktion der Longitudinamuskulatur, nicht aber die der Zirkul&rmuskulatur
konnte durch Substance P (100-500x10°M) reversibel blockiert werden. Chymotrypsin (200ug/ml)
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hingegen unterdriickte reversbe die atropinresstente exzitatorische Erregung der Zirkularmuskulatur
(Yokoyama et al, 1980, S.151). Yokoyama et a beobachteten zudem, dd3 fdls die
Longitudindmuskelschicht mit dem myenterischen Plexus zu mehr ds der Halfte der Zirkumferenz
abgel 6t wurde, es zu keiner Antwort des Darmsegmentes auf den Dehnungsreiz kam. Da auch die
Zugabe von Tetrodotoxin die gleiche Wirkung zeigt, |&% sich daraus schlief3en, dal3 der myenterische
Plexus unentbehrlich it fir die beobachtete Muskelkontraktion. Der perigdtische Reflex mul? dso
durch neuronae Mechanismen gesteuert sain.

Insgesamt lassen die Versuche von Yokoyama et d den Schlul? zu, dal3 die Muskeaktivierung
wahrend der Perigdtik nicht ausschlieldich cholinerg i, sondern auch Substance P oder en
verwandtes Peptid bendtigt.

5.2.3. Die Latenzzeit bis zur Aud6sung des peristaltischen Reflexes
bel elektrischer Feldstimulation

In den Versuchen der Arbeit von Maggi et d zeigte Sch ene Latenzzeit zwischen Stimulation und
esten mefldbaren Zeichen der Muskelkontraktion von etwa im Durchschnitt 4 bis 8s Diese
Latenzzeit zeigte keine grof3e Variahilitét von Substanz zu Substanz und auch die unterschiedlichen
Konzentrationen ein und dessdben Stoffes hatten kaum Einfluld darauf. Die in der Literatur zu
findenden Angaben entsprechen in etwa den hier gefundenen. Y okoyama findet in seinen Versuchen
nach Balongimulierung eine Latenzzeit von :2 s und auch die Ergebnisse von Kogelitz e 4
bewegen sich in diesem Rahmen. Be Y okoyama konnte eine gewisse Abhangigkeit der Latenzzait
von der Stérke des intrduminalen Druckes durch Balondehnung festgestellt werden. Die Latenzzeit
2wischen Erregung und dem Beginn des Reflexes wurde progressiv geringer bel zunehmender Stérke
desintrduminaen Druckes, erreichte jedoch einen Minimawert, der bel 1-2slag. Auch in der Arbait
von Kogerlitz et d wird Uber eine Minimdlatenz berichtet, de nicht unterschritten wird. In der
vorliegenden Arbet lag die Latenzzeit in der gleichen Grél3enordnung wie in den ztierten Arbaten.
Die Latenzzeit kann durch die Verzogerung innerhdb der Nervenplexus erklart werden und it
abhéngig von der Stérke des Stimulationsreizes. Eine Minimdlaenz kann durch Erhdhung des
Erregungsreizes nicht mehr unterschritten werden (Kosterlitz et a, 1956, S.681; Yokoyama et d,
1980, S.151). Trotzdem unterscheidet sSch der vorliegende Versuchsaufbau (elektrische
Feldgimulation) von den Versuchsansdtzen von Kogterlitz und Yokoyama. Durch die eektrische
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Reizung konnen sowohl inhibitorische wie auch exzitatorische Fasarn aktiviert werden, die fur die
Entstehung der Latenz verantwortlich snd.

5.2.4. Diskussion auffalliger Befunde bei der Audésung des
peristaltischen Reflexes

Nach elner gewissen Zeit war in Versuchen, bel denen keine Testsubstanz dem Organbad zugesetzt
wurde, trotzdem eine Abschwéachung der Muskelkontraktionen feststellbar. Diese Minderung der
Kontraktionsaktivitét war abhangig von der Verwelldauer des Prgparates im Organbad, trat jedoch
erst nach einem gewissen Zeitraum auf.

Dies |&% sch zum enen dadurch erkldren, dal? das Organ nur in physologischer Umgebung eine
gewisse Zdt in vitro Uberleben kann und die abnehmende kontraktile Aktivitdt Anzeichen ener
nervaen oder muskuléren Ermidung i<

Zum anderen kann es auch zu einer Verletzung der Darmmuskulatur wahrend der Prgparation und zu
eneg unphysologischen Rezung im Organbad und wéhrend der eektrischen Feldstimulation
kommen. Ein weiterer Erkl&rungsansatz it der, dal3 esin vitro zu einer gesteigerten Produktion von
Progaglandinen oder anderen inhibitorischen Mediagoren kommt, und hierdurch die
Kontraktionsaktivitéat im Verlauf aonimmt.

Esig dso fur die Auswertbarkeit der Ergebnisse bedeutend, dal3 die Versuchsdauer diese kritische
Schwelle, nach der es zu einer Schwéachung der gemessenen Aktivitét kommt, nicht Gbergteigt.

Ein anderes Phanomen, das ener Erklaung bedaf ist die Beobachtung von viden
Eigenkontraktionen des lleumsegmentes wahrend einiger Versuche dieser Arbeit. Dabel handdt es
sch um deutlich registrierbare Kontraktionen des Darmes, denen jedoch keine eektrische
Simulation vorausgeht. Diese Aktionen sind Ausdruck einer Spontanaktivitét des Darmes, die unter
bestimmmten Bedingungen besonders sark zu Tage tritt. Eine der die Eigenkontraktionen
provozierenden Substanzen war DPCPX.

Ahnliche Spontanaktivitst beobachteten auch Y okoyama und Ozaki (Y okoyama et a, 1980, S.151)
in ihren Versuchen am Kaninchendinndarm, bel denen de die Simulation durch intrduminde
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Dehnung erzidten. In Ruhezugtand, d.h. ohne Stimulation, sdlten se Sdven von rhythmischen
Kontraktionen der Longitudinamuskulatur fest. Die Saven bestanden jewells aus zwe bis funf
Aktionspotentiden, die im Intervall von 1 bis 6 Sekunden auftraten. Je langer der Streifen der
préparierten Longitudindmuskulatur war, umso grofer war die Anzahl der Eigenkontraktionen. In
den entsprechenden Versuchen mit Zirkuldrmuskulatur kam es zu keinerlel Eigenkontraktionen.

Eine Erkléarung fir diese Spontanaktivitét konnte die Freisetzung von endogenen Substanzen, die zur
Aud6sung von Aktionspotentiden filhren, sein (Y okoyamaet a, 1980, S.151).

1998 untersuchten Nahar et d (Nahar et a, 1998, S.150) die Entstehung von Eigenkontraktionen im
Colon des Meerschweinchens. Se konnten zeigen, dal3 die Zirkularmuskulatur im Bereich der
Grenzzone des Mesenteriums der Flexur regemédge Spontankontraktionen macht. Sie konnten
bestimmte glatte Muskelzdlen isolieren, die Se ds Auddser diessr Spontankontraktionen definieren
konnten. Es handdt sich hierbe um bipolare- und unipolare Muskezellen, die sSch in der Néhe der
submukosen Schicht befinden, und mit zahlreichen Fortsdtzen miteinander verbunden sind. Diese
Muskelzellen entsprachen den "Interdtitia cedlls of Caad" anderer Arbeiten. Se waren besonders
héufig im Bereich der Hexur und des proximaden Colon und entsprechend zeigten Sch in diesem
Gebiet besonders vide und regel médige Eigenkontraktionen (Nahar et d, 1998, S.150).

Zudem ig die intrduminae Dehnung oder Druckerhdhung, wie se im Trendeen-burgschen
Modd| zur Reflexaud Gsung verwendet wird ein Stimulus, der zu einer Zunahme der
Eigenkontraktionen fuhrt (Trendelenburg, 1917, S.60).

Be fast dlen Versuchen war zu beobachten, dal3 nach Ausspllen der dem Puffer des Organbades
zugesatzten Reagenzien es zu einem Erléschen der Eigenkontraktionen kam. Der Einfluf? dieser
Stoffe auf das Darmsegment ist dso aufhebbar. Dies &% sch durch die Annahme erklaren, die
Bindung der Reagenzien an den entsprechenden Rezeptoren misse reversibel geschehen. Man kann
die Ergebnisse dahingehend interpretieren, dal3 Adenosne entweder den afferenten Schenke
(sensorische Neurone) oder die Schrittmacherzellen (1CC) entsprechend beainflul.

Interessant war zudem die Beobachtung, dal3 in den Versuchen der vorliegenden Arbet ale
Subgtanzen an beiden Mef3gtdlen, namlich 2cm und 4cm vom Stimulationspunkt entfernt, tendentiel
die gleiche Wirkung zeigten. Wenn die Wirkung in 2cm Entfernung vom Stimulationsort signifikant
war, SO war e das in jedem Fal auch in 4cm Entfernung. Auf der anderen Sate waren die durch
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CPA, al3methylene-ATP und reective blue ausgddsten Wirkungen be 2cm nicht sgnifikant,
obwohl se ba 4cm sgnifikant waren. Die Ursache dafir konnte darin liegen, dal3 P.- Rezeptoren auf
Nervenfasern wirken, die lénger ds 2cm sind. Jedoch it die Anzahl der Versuche nicht ausreichend,
um enen Zufalsbefund mit letzter Scherheit auszuschlief3en.

5.3. Der Einfluf3 der untersuchten Substanzen auf den aufsteigenden
exzitatorischen Reflex

Es wurden unterschiedliche Subgtanzen aus mehreren Stoffgruppen im Rahmen dieser Arbeit
untersucht. Der Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Beobachtung der Wirkung von
Adenosinagonisten und antagonisten auf den aszendierenden enterischen Reflex. Hier sollen die
Ergebnisse in ener Zusammenschau mit den Resultaten verschiedener Arbeitsgruppen verglichen
werden.

53.1L Apamin

Apamin ist von seinem Aufbau her en kleines peptiderges Molekdl. In den Pogitionen 1, 3, 11
und 15 findet man Cysteine. Die Struktur entspricht einer dpha-Hdix (Remaingam et d, 1993,
S.11159).

Be dieser Substanz handdt es sich um einen hoch sdlektiven Blocker von caciumabhéangigen
Kdiumkanden mit niedriger Latfahigkeit. Diese Tatsache bewiesen Romer et d mit ihren
Versuchen am lleum der Ratte, wobel sie nachwiesen, dal3 Apamin in ener Konzentration von
0,5x10°M zu einer Blockade von cadciumabhéngigen Kaiumkanden fuhrt (Romer et d, 1993,
S.327). Auch in den Versuchen von Ellis et d 1994 wurde Apamin benutzt, um as Antagonist
von ca ciumabhdngigen Kdiumkanden zu fungieren. Ein wichtiges Charakterisikum der
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Substanz  besteht darin, dal3 es nur eine bestimmte Art der caciumabhéngigen Kaiumkande
blockiert, ndmlich die mit ener kleinen Latfahigkeit (Elliset d, 1994, S.784). Insgesamt
konnten drel Typen von caciumabhédngigen Kdiumkanden identifiziert werden, wobe aso
Apamin ene Wirkung nur auf die letzten beiden Kandle entfaten kann:

» Kande mit ener grofien Leitfahigket
» Kande mit ener intermediaren Leatfahigket; das and Kande, die

durch extern zugefihrtes Apamin blockierbar snd;
» Kande mit einer geringen Latfahigkeit; diese Kande snd ebenfals
durch Apamin zu inhibieren; man vermutet, dal3 es diese Kande aind, diedie
Membranhyperpolarisation vermitteln, die durch purinerge Agonisten ausgel 6st
wird,

Die Messung der Kaiumstrome kann, wie etwain den Versuchen von Vogdis et d mit
Hilfe der Patch-damp- Technik erfolgen. Es kam in ihren 1997 durchgefUhrten Versuchen nach
Zugabe von Apamin in einer Konzentration von 0,5x10°M zu einer Abnahme der ds
Folge von Depolarigtionen regigtrierten Kaiumstrome um 70% (Vogais et d, 1997, S.505).
Da Apamin einen inhibierenden Effekt auf calclumabhéngige Kdiumkande audlt, diese
Kande jedoch einen inhibierenden Einfluld auf die Aktivité des Darmes haben, |83 Sch die
exzitatorische Wirkung, die in den Versuchen der vorliegenden Arbet durch Apamin erzidt
wurde, erklaren. In der vorliegenden Arbeit wurde Apamin in den Konzentrationen 10™M bis
10'M verwendet. Diese Konzentrationen entsprechen den in der Literatur beschriebenen
Versuchen mit Apamin. Von Maggi et d z.B. i der Einsatz dieser Substanz vor dlem in den
K onzentrationsbereichen 0,01-0,3 x10'M beschrieben, da hier die stérkste Wirkung
beobachtet wurde (Maggi et d, 1993, S.631). In den Versuchen von Suzuki et d fihrte
Apamin in einer Konzentration von >3x10°M zu einer dos sabhangigen Steigerung der
Amplitude der Spontankontraktionen des Meerschweinchen-Magens, ohne dabel die
Frequenz zu verdndern. Bel der Aktion von Apamin kam es zu einer Erhéhung der
Schwankung des intrazellularen Calciums. Diese Arbeitsgruppe beschreibt den Effekt von
Apamin ds eine Erhéhung der Rate von "dow waves', jedoch bt Apamin keine Wirkung auf
das Membran-Ruhepotential aus (Suzuki et d, 1993, S.665). In den vorliegenden Versuchen
zeigte Apamin ene deutlich dos sabhangige Wirkung ds exzitatorische Substanz. Die
Kontraktionskraft des [leumsegmentes nahm stark zu nach Zugabe von Apamin in das
Organbad. Diese Daten legen wie auch die Ergebnissse der vorliegenden Arbeit nahe, dal3im
Ruhezugtand die Zdlmembran durch gedffnete calciumabhangige Kadiumkande hyperpolarisert
wird oder dal3 ein inhibitorischer Neuroransmitter freigesetzt wird, der die Kandle aktiviert.
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5.3.2 Pirenzepin

Schliefldich wurde in der vorliegenden Arbeit auch der M ;- selektive muskarinerge Antagonist
Pirenzepin (pICs=7,0, pks=6,0-6,9) untersucht. In der Versuchsreihe der vorliegenden Arbelt
zeigte Pirenzepin enen hemmenden Effekt auf die Kontraktionskraft des untersuchten
Ileumsegmentes der Ratte. Bel der Konzentration 10°M war etwa die Hafte der
Kontraktionsstérke inhibiert. In der Literatur wird dieser Effekt bestétigt. Kurjak et d berichten
ebenfdls von der Hemmung der Kontraktionsantwort im lleum der Ratte. Die hohe notwendige
Konzentration der Substanz bis zum Eintreten des ausgd 6sten Effektes kann dadurch erklart
werden, dal3 die Kontraktion der Zirkul&rmuskulatur hauptséchlich Gber M- Rezeptoren und
nur in geringem Mal3 Uber M- Rezeptoren vermittel It wird (Kurjak et a, 1999, S.895).
Elloriana et d konnten 1996 definitiv nachweisen, dal3im [leum der Ratte an der durch
Acetylcholin ausge 6sten Kontraktion sowohl M- s auch M.- Rezeptoren betelligt snd
(Elloriaga et a, 1996, S.818).

5.3.3. M ethoctramin

Zur Charakteriserung des Moddls wurde in der vorliegenden Arbeit der M- Rezeptor
Methoctramin untersucht. Es zeigte Sch ebenfalls eine konzentrati onsabhéngige Hemmung der
induzierten Kontraktionen. In den Versuchen wurden Konzentrationen von 10*°M bis 10°M
verwendet. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den Angaben in der Literatur. So
beschreiben Kurjak et a entsprechende Ergebnisse (pkgs=9,3). Die Kontraktion der
zirkuléren Muskulatur wird in ergter Linie durch M- Rezeptoren vermittelt. Dies konnte gezeigt
werden, da M,-und M- Rezeptor- Antagonisten nur in wesentlich htherer Konzentration eine
Hemmung bewirkten (Kurjak et d, 1999, S.895). Der Rezeptor, der den aszendierenden
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Reflex aud st entspricht somit auch einem M,-Rezeptor. Als Wirkungsweise der M-
Rezeptor- Antagonisten wird das Schlief3en von Kationenkanden postuliert, wahrend die
Verénderung dieser Kandle durch M;-Rezeptoren vermittelt wird (Kurjak et d, 1999, S.895).
Eswurde zudem auch die Hypothese aufgesteIt, dal3 Methoctramin die inhibierende Wirkung
Uber eine Interaktion mit Rezeptoren an nikotinergen Ganglien bewirkt. Dajedoch
Methoctramin eine starke Wirkung auf [*H]N - methylscopolamin ausiibt, das an Synaptosome
bindet, die frel snd von Ganglien und somatodendritischen Rezeptoren, 1&% sich daraus
schliel¥en, dal3 die inhibitorische Wirkung von Methoctramin auf den ascendierenden Reflex
durch muskarinerge und nicht durch nikotinerge Rezeptoren ausgel 6t wird (Kurjak et d,
1999, S.895).

5.3.4. Hexahydr osiladifenidal

Es gibt funf Hauptgruppen der muskarinergen Rezeptoren: M,- Ms-Rezeptoren (Moser et d,
1989, S.319, 323). Bel Hexahydrosladifenidol handelt es sich um einen M ;- sdlektiven
muscarinergen Antagonisten mit enem PIC,, von 7,7. (Moser et a, 1989, S.319; Sogimaet
a, 1993, S.1; Yang et d, 1993, S.666).

Delmendo et a verwendeten in ihren Versuchen 1989 die stark verwandte Substanz
Hexahydroslgprocydidine und erzidten mit ihrer Hilfe eine eher M, - Spezifische Hemmung
(Delmendo et d, 1989, S.457). Eswird in der Literatur beschrieben, dal3 M;-Rezeptoren die
Kontraktion sowohl der longitudinden as auch der zirkularen Muskulatur des
Meerschweinchen lleum vermitteln. Es konnte hier der Bewels gefiihrt werden, dal? dieser
Rezeptortyp an der motorischen Antwort auch der Zirkul&rmuskulatur betelligt ist (Doods et d,
1994, S.280). Im lleum der Ratte konnte gezeigt werden, dal3 die durch Acetylcholin

ausgel 6ste Kontraktion des [leum der Ratte sowohl eine Steuerung durch M- Rezeptoren wie
auch durch M- Rezeptoren beinhaltet (Elloriaga et d, 1996,S.817; Kurjak et al, 1999, S.895).
Diese Ergebnisse unterstiitzen in vollem Mal%e die in der vorliegenden Arbeit erzidten
Beobachtungen. Hexa- hydro-difenidol bewirkte be dleiniger Zugabe eine deutliche,
dosisabhangige Hemmung der durch eektische Feldgtimulation erzidten Kontraktion. Dies [&X
sch durch die Annahme erkléren, dal3 dieser Reflex durch M- Rezeptoren vermittelt wird.
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Insgesamt 183 sich sagen, dal? die muskarinerge Rezeptoren, die Sch pr& und postganglionér
befinden, e ne bedeutende Rolle in der AudGsung des aszendierenden Reflexes spielen. Die
vorliegende Arbeit konnte die Ergbnisse der Literatur, namlich dal3 hier die M,-Rezeptoren
eine bedeutendere Rolle ds etwa die M,- Rezeptoren spieen durch die hohe Konzentration, die
an Firenzepin fir die Hemmung bendtigt wurde bestétigen.

5.3.5. A;-Agonist- und Antagonist und A,-Agonist- und Antagonist

Die Wirkung des spezifischen A-Antagonisten DPCPX und A-Agonisten DMPX beweisen, dal3
endogene Adencsine durch Wirkung auf A,;-und A,-Rezeptoren an der Regulierung des
axzendierenden myenterischen Reflexes im Rattenileum tellnehmen. Wéahrend der A,-Rezeptor-
Antagonist DPCPX die Reflexantwort inhibierte, verstérkte ihn der A-Antagoniss DMPX und s0
zeigten Agonist und Antagonist den exzitatorischen Einflufld von Adenosin Uber A,- Rezeptoren und
den inhibitorischen Einfluld Gber A,-Rezeptoren.

Die Effekte, die mit den Rezeptor-Antagonisten erzielt wurden, werden von den Resultaten der
Versuche mit den A-und A-Agonisten CPA und CPCA unterstiitzt. Diese Versuche zeigen, dal3
exogenes Adenosin in der Lage ist den durch eektrische Feldstimulation ausgd 6sten aszendierenden
Reflex zu beainflussen. Der simulierende A-Effekt wurde durch den A,- Antagonisten aufgehoben
und ist adso Uber A-Rezeptoren gesteuert. Auf der anderen Seite zeigte die durch den A,- Agonisten
CPCA ausgdtgte Inhibierung der Reflexantwort die Tendenz durch den spezifischen A.-
Antagonisten DMPX (10°M, 10°M) reduziert zu werden. Wegen der schlechten Losbarkeit des
Xanthinderivates DMPX konnten keine héhere Konzentration dieses Antagonisten verwendet
werden.
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5.35.1. Ne-Cyclopentyladenosin (CPA)

CPA wurde in der Literatur wie in der vorliegenden Arbeit as potenter A,-Agonist verwendet. Bis
1986 gdt der weniger planar gebaute A,-Agonist CHA als der stérkste A,- Agonist. Jedoch konnten
Williams et d 1986 am Rattengehirn zeigen, dal die Sdektivitét von CPA doppedt so stark war
(Williams et d, 1986, S.179, 181, 182). Dies war die Ursache warum in den Versuchen der
vorliegenden Arbeit CPA ds spezifischer A;-Agonist gewéhit wurde.

Die Zugabe von CPA ds externen A;-Agoniden in das Organbad fihrte zu ener deutlichen
Steigerung der Reflexantwort. Hiermit konnte nachgewiesen werden, dal? externes Adenosin zu einer
Beanflussung des aszendierenden myenterischen Reflexes fuhrt. Die maximae Wirkstérke wurde in
den vorliegenden Versuchen ba einer Konzentration von 10°M erzidt. Im Vergleich dazu kam es
bel Williams et d bel der Konzentration 10°M zur maximaen Wirkung (Williams et d, 1986, S.179,
181, 182). Die Erkl&rung hierfir konnte sein, dad in unterschiedlichen Organsystemen - die
Versuche von Williams et d wurden am Gehirn der Rette durchgefiihrt - die Verhdtnisse etwas
unterschiedlich sind. Jedoch war die Agonistent Wirkung genauso bel Williams et d wie auch be den
vorliegenden Versuchen durch enen A-Antagonisten reversibel, was daftr spricht, dal? der Effekt
ein spezifischer, dlein durch die Aktivierung des A-Rezeptors ausgel 0ster Effekt ist. Zudem zeigte
dch in beden Fdlen en Sitigungspunkt, die Wirkung war dso nur bis zu einer besimmten
Konzentration des Agonisten zu Seigern.

5.35.2. 8-Cyclopentyl-1,3-Dipropylxanthin (DPCPX)

Die emittdte Inhibitionskonstante [C,, aso die Konzentration, be der 50% der
Kontraktionsantwort gehemmt wird, lag in den vorliegenden Versuchen fir DPCPX bei 2x107
M. Die maximde Inhibition wurde mit 24,2% des Ausgangswertes bestimmt. Diese Substanz erwies
Sch ds aul¥erst potenter und spezifischer A-Antagonist. Die antagoniserende Wirkung war direkt
proportiond zur Konzentration. Be Konzentrationen von 10° M konnte die zuvor vorhandene
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Kontraktionsantwort beinahe vollsténdig aufgehoben werden. Die zum Vergleich herangezogenen
Angaben aus der Literatur zeigen Inhibitionskongtanten, die erheblich variieren. Redman und Slinsky
zB. ezdten @nen IC,,-Wert von 10 M (Redman et al, 1993, S.837), Sebastiao und Ribeiro
einen von 3,5x10° M (Sebastiao et al, 1989, S.211, 215) und der Wert lag bei 10° bis 10° be
Calliset d (Callis et d, 1989, S.1276). Die Ursache fur diese Unterschiede ist in der Verwendung
unterschiedlicher Species und unterschiedlicher Versuchsaufbauten zu suchen. Zudem wurden in den
Zitierten Arbeiten auch andere Organsystem, wie etwa die neoromuskul&res Gewebe verwendet.

Der antagonisierende Effekt erfolgte sowohl auf exogene ds auch auf endogene Adenosine.

Im ersteren Fall wurde der A;-Adenosinagonist CPA dem Organbad zugegeben, was zu einer
starken Kontraktionsantwort fuhrte.

Die Wirkung auf Stimulation durch endogen ausgeschiittetes Adenosin konnte dadurch bestétigt
werden, dal3 DCPX ene inhibitorische Wirkung ausiibt auch wenn zuvor kein A-Agonist dem
Organbad zugegeben wurde. Da die Substanz in diessr Konzentration sdektiv nur auf A;-
Rezeptoren wirkt, kann man daraus schlief¥en, dal3 endogen freigesetztes Adenosin eine Aktivierung
von A,-Rezeptoren bewirkt.

Die Tasache, da3 der spezifische A,-Rezeptor-Antagonis DPCPX in der Lage war die
Reflexantwort in unserem Versuchsaufbau zu inhibieren steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von
Hancock und Cooper (Hancock et a, 1995 S.739). Se verwendeten einen anderen
Versuchsaufbau, bei dem Se die Reflexdtimulation mit der Einflhrung von intrduminder Hissgket
aud6sten und die Reflexantwort an der Kontraktion der Longitudindmuskulatur und der Menge von
verdrangtem Volumen ds Folge der Kontraktion der Zirkularmuskulatur oral des Stimulationsortes
gemessen haben. Be ihren Versuchen konnten Se keinerlel Einfluld des A,- Rezeptor- Antagonisten
DPCPX auf die Reflexantwort des perigdtischen Reflexes messen, wenn zuvor kein exogener
Adenosinagonist zugegeben wurde (Hancock et a, 1995, S.739). In friheren Versuchen, bel denen
Se enen Versuchsaufbau mit eektrischer Feldstimulation verwendeten, untersuchten die selben
Autoren hohe Konzentrationen an 5-N-ethylcarboxamidoadenosine (NECA), das die cholinerge
Reflexantwort nicht beanflu@e (Coupar et d, 1994, S801). Als Schlul¥olgerung aus beiden
Versuchen beschreiben die Autoren eine Modulation des periddtischen Reflexes mit enem
Angriffspunkt der Adenosinwirkung proxima der am Ende des Reflexbogens liegender cholinerger
Neurone. Zudem venenen de die Frasstzung von endogenem Adenosn in  beiden
Versuchsaufbauten (Hancock et al, 1995, S.739). Jedoch verwendeten se im Moddl mit der
eektrischen Feldgtimulation keinen spezifischen A-Rezeptor- Antagonisten wie z.B. DPCPX, was
die beste Moglichkeit gewesen wére, die Freisetzung des endogenen Neurotransmitters zu zeigen. Im
Moddl, be dem ge die Reflexantwort durch intrauminde Flissgketsgabe aud 0sten, verwendeten
se DPCPX in der Konzentration 10nM, aso in einer 10-fach niedrigeren Konzentration, dsin den
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Versuchen der vorliegenden Arbet. Sebst wenn man den Konzentrationsunterschied auf3er Acht
4%, besteht auch die Mdglichkeit, dald unter den Bedingungen enes in vitro-Versuches mit
Reflexaud 6sung durch intrduminae Hissgketszufuhr es nicht zu einer Freisetzung von endogenem
Adenosn kommt. Es gibt enen grundséizlichen Unterschied zwischen einersaits der myenterischen
Reflexprgparation und anderersats perigdtischen Moddlen wie der Versuchsaufbau mit
Dehnungsreiz durch Fliissgkeitszufuhr, bei dem die Longitudinadmuskulatur eine wichtige Rolle spidit.
In den Versuchen der vorliegenden Arbet konnte gezeigt werden, dal3 es zu enem Abfal der
aszendierenden kontraktilen Muskeantwort nach Zugabe des Adenos nantagonsiten DPCPX kam.
Dies beweis die Fresstzung von endogenem Adenodn unter den Bedingungen ener durch
elektrischen Feldstimulation ausge 6sten aszendierenden myenterischen Reflexes.

Die antagoniserende Wirkung von DPCPX wa gpezifiscch fir A,-Rezeptoren, da die
kontraktionsfordernde  Wirkung des A,-Antagonisten 3,7-Dimethyl-1-Propargylxanthin - nicht
aufgehoben werden konnte. Die Versuche von Redman und Silinsky bestétigten diese Tatsache. Sie
untersuchten 1993 8-Cyclopentyl-1,3-Dipropylxanthin an motorischen Endplatten von Froschen.
Ilhre Arbeitshypothese war, dal3 DPCPX as Antagonist nicht sdektiv auf A-Rezeptoren wirkt,
sondern dal3 es die hemmende Wirkung auch an prasynaptischen A.-Rezeptoren entfdtet (Redman
et al, 1993, S. 835, 839). Diese A,-Rezeptoren Uben ihren Effekt iber eine Anderung der
Cdciumlatfahigkeit aus. Die durchgefiihrten Messungen ergaben, dal3 bel der Einwirkung von
DPCPX keine Verdnderung der Cadciumstrome beobachtet wurde, sodal3 ein Wirkmechanismus
Uber A-Rezeptoren ausgeschlossen wurde. Auch Reeves et d bestétigten in ihren Versuchen am
Colon der Rate den spezifischen, auf A,-Rezeptoren wirkenden Effekt von DPCPX. Diese
Substanz konnte die Kontraktionen, die durch A,;- Agonisten ausgel 6st wurden, inhibieren, wobel der
pKe-Wert bel 9,2 bis 9,5 lag (Reeves et d, 1993, S.1255). In den Versuchen der vorliegenden
Arbet konnte ebenfalls gezeigt werden, dal3 DPCPX ein spezifischer A-Rezeptor-Antagonist it.
DPCPX konnte die Wirkung des A-Agonisten, nicht jedoch des A-Agonisten antagoniseren. In
der Literatur wurden neben CPA zu diesem Zweck auch ander spezifische A,-Rezeptor- Agonisen,
wie etwa von Chern et a das CGS21680 verwendet (Chern et a, 1993, S.950).

Es stellt sch die Frage, ob diese spezifische, A-Rezeptor-antagoniserende Wirkung von DPCPX
nur in vitro besteht. Um dies zu untersuchen verwendeten Mahotra et d DPCPX, um seine Wirkung
auf die atefizidl ausgel6sten Krampfe bel Ratten zu beobachten. Se fanden, dal3 der selektive A -
Antagonist in einer Konzentration von 1mg/kg Koérpergewicht den protektiven Effekt von zuvor
zugegebenem CPA vollgtdndig aufhob. Dies ist ein Bewels dafir, dal3d DPCPX den spezifischen A-
Agonisten CPA auch in vivo zu 100% antagoniseren kann (Mahotra et a, 1997, S.285).
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Insgesamt 1&% dch ds Schiuf¥olgerung festhdten, dald exogene A.-Agonisten Uber die A;-
Rezeptoren einen simulierenden Effekt auddsen, wobe diese Wirkung durch A,-Antagonisten
komplett aufgehoben werden kann.

5.3.5.3. 5'-(N-Cyclopropyl)car boxamido-adenosine (CPCA)

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde durch Zugabe des selektiven A.-
Antagonisten DMPX die Wirkung des A,- Agonisten CPCA gehemmit. Der Effekt von CPCA
konnte durch den spezifischen A,- Antagonisten DPCPC nicht beeinflul® werden, was
beweisend dafir i<, dald die Wirkung von CPCA ein reiner A,-Effekt ist. Diese Sdektivitét
wurde durch die Arbeit von Hadjkaddour et a bestétigt. Sie zeigten mit ihren Versuchen 1996,
dal? der A,-selektive Agonist CPCA genauso wie der A,-selektive Agonist CPA an der durch
Carbachol kontrahierten Trachea des Meerschweinchens eine Relaxation bewirkt. Die
Wirkung beider Substanzen war streng konzentrationsabhangig. Die Wirkung von CPCA, nicht
aber die von CPA wurde durch den selektiven A,- Antagonisten DMPX antagonisiert
(Hadjkaddour et d, 1996, S.275). Diesist ein Hinweis auf die Selektivitét von DMPX.
Glibendamid, ein ATP-Kana-Inhibitor, hemmte ebenfdls die Wirkung von DMPX, sodal3
geschlossen werden kann, dal der DM PX-Effekt zum Tell Uber Glibendamid-senstive Kande
vermittelt wird (Hadjkaddour et d, 1996, S.275).

Im Gastrointestindtrakt fihrt exogen zugeftihrtes CPCA nicht ausschlieldich im Bereich des
Ileum, sondern auch des Magens zu einer spezifischen Wirkung. Muller et d fuhrten 1994
Versuche an der muscularis mucosae des Kaninchenmagens durch. Seinteresserten Sch
dafUr, welche Art von Adenosinrezeptoren an der Kontraktion der muscularis mucosae
betelligt Snd. Alle verwendeten A,- Agonisten bewirkten eine Kontraktion der Muskelschicht.
Bel der Untersuchung der A.-Agonisten stellte sich heraus, dal3 CPCA von dlen A,-Agonisten
die hichste Potenz zeigte (Muller et d, 1994, S.154). Der A;-Antagonist DPCPX hingegen
zeigte keinerlel antagonisierende Wirkung auf den durch CPCA ausgel 6sten Effekt, sodal3
angenommen werden kann, dal3 ausschlieldich A,- Rezeptoren die kontraktile Wirkung an der
muscularis mucosae des Kaninchens bewirken.
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Diein der Literatur beschriebenen Ergebnisse entsprechen denen der vorliegenden Arbeit.
Auch in den vorliegenden Versuchen zeigte Sich ein selektiver A.- Effekt von CPCA, derim
Bereich des Rattenileum jedoch eine Verringerung der Kontraktionskraft bewirkte. Die
Wirkung war ebenso wie in den Versuchen von Hadjkaddour et d durch den A,-sdektiven
Antagonisten DMPX antagonisierbar. Dies konnte darauf hindeuten, dal3 der A,-Rezeptor in
der Darmmuskulatur anders gekoppdlt ist oder dal3 die A,-Wirkung indirekt, d.h. durch eine
Wirkung z.B. auf neurde Strukturen vermittelt wird.

5.35.4. 3,7-Dimethyl-1-propar gylxanthine (DM PX)

Das Bedreben Subdanzen zu entwickeln, die in vitro und in vivo die Funktion von
Adenosnantagonisten erfullen kénnen, fuhrte zur Erforschung von Caffein und Theophyllin. Diese
Xanthine zeigen eine Aktivitét in einem Konzentrationsbereich von 10° bis 10* M, wobel keine bzw.
nur sehr geringfligige Sdlektivitét nechzuweisen ist.

Einige subgtituierte 8 Phenyl-Xanthine zeigen eine A-Sdektivitét, mit enem K,-Wert von  10%.
Eine wesentlich erhdhte Affinitét konnte durch Subgtitution der Methylgruppen an Xanthine durch n
Propyl- oder Propargylgruppen erreicht werden. Es zeigte sich, dal3 z.B. 1,3-di-n-Propyl-Xanthin
éne im Veglach zu Theophyllin um das 20-Fache erhdhte Aktivité aufwies. So kam es zur
Hergelung von 3,7-Dimethyl- 1- propargylxanthine (DMPX), enem Caffein-Anaogon, das genauso
wie das strukturdhnliche 1,3-dimethyl- 7- propargylxanthin ein A,-spezifischer Adenosnantagonist i<
Hierbel erwies sch DMPX, das auch in unseren Versuchen Verwendung fand, as der potentere der
beiden A-Antagonisten. Nachdem die in vitro Aktivitét von DMPX nachgewiesen war, wurde auf
drei Arten auch diein vivo Wirkung an Mausen gezeigt:

. durch DMPX kam es zu einer Blockade der durch Adenosin-Agonisten
ausge 6sten Hyperthermie; hierbel handdlt es sich um elne periphere Wirkung
(Sedeet al, 1988, S.1671, 1672, 1680);
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. ebenfalls wurde durch DMPX ausgel 6t eine Blockade der durch Adenosin
Agonigten bedingten Unterdriickung der lokomotorischen Aktivitét beobachtet;
diese Aktion igt zentral vermittelt;

. schlieldich kam es durch DMPX direkt zu einer zentrden
Stimulation der lokomotorische Aktivitét (Sede et d,1988, S.1671, 1672,
1680);

Aus den Versuchen von Sede et d kann man ableten, dals DMPX en potenter und salektiver
A.-Rezeptor-Antagonidt ist. Dies gilt in vivo sowohl peripher ds auch zentrd. In seiner Fahigkeit
motorische Aktivitéat intrindsch zu simulieren, it DMPX ebenso potent wie Caffein und sogar
potenter as Theophyllin (Sede et a,1988, S.1671, 1672, 1680).

Diese Beobachtungen stimmen gut mit den Versuchen dieser Arbeit Uberein. Hier wurde ebenfdls
ene sezifische A,-antagoniserende Wirkung von DMPX beobachtet, wobel die Substanz die
maximae Hemmwirkung be ener Konzentration von 10*M erreichte. Die A,-antagoniserende
Wirkung drickte sich in diesen Versuchen durch eine Zunahme der Kontraktionsantwort des
Ileumsegmentes aus, da zuvor der A,-Agonist CPCA eine Abnahme der Kontraktionsstérke bewirkt
hatte. DMPX konnte nur die CPCA-Wirkung, jedoch nicht den

Effekt von anderen Agonisten aufheben, ist dso ein pezifischer A-Antagonist. Die Spezifitét von
DMPX auch in vivo beweisen die Versuche von Mahorta et d. Sie l6den atifizidl generdiderte
Krampfe bel Ratten aus. Hierbel kamen se zu folgendem Ergebnis: wenn nach CPA-Gabe zusitzlich
eine DMPX-Gabe efolgte, kam es anders ds bel nachfolgender DPCPX-Gabe nicht zu ener
Inhibierung der CPA-Wirkung. Dies it der Beweis sowohl dafir, dal3 CPA en sdektiver A-
Agonigt igt, wie auch dafr, dal3 es sch bet DMPX um einen sdektiven A.- Antagonisten handeln
mui3 (Mahotraet a, 1997, S.286).

Auch wenn zuvor kein A-Agonist dem Organbad zugegeben wurde, kam es in den Versuchen der
vorliegenden Arbeit durch DMPX ausgel0st zu einer Verstédrkung der Kontraktionsantwort, sodal3
davon ausgegangen werden kann, dal3 DMPX sowohl auf exogen zugefiihrte A.- Agonisten, dsauch
auf endogenes Adenosin wirkt (Seale et al,1988, S.1671, 1672, 1680). Aus diesen Daten kann
gefolgert werden in Ubereéingtimmung mit den Ergebnissen der Versuche mit A,-Agonisten, dal3 A.-
Rezeptoren durch endogen freigesetzte Liganden normalerwelse die Reflexantwort supprimieren.
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5.3.6.3. A.-Rezeptor-Antagonist

Ongini und Fredholm beschéftigen sch inihrer Arbeit 1996 mit den A,.-Rezeptoren. Der erste
hochsdektive A,,- Rezeptor-Antagonist ist KF17837 gewesen (Ongini et a, 1996, TIPS,
S.364, 367, 368, 369, 371). Es zeigte bereits im niedrigen nanomolaren Bereich eine Affinité
zu A,,-Rezeptoren und eine hohe Sdlektivitét. Spédter wurden noch eine ganze Rethe von hoch
selektiven A, - Rezeptor- Antagonisten entwickelt, wie etwa CP66713 oder CGS15943. Die
A..-Rezeptor- Antagonisten kdnnen in zwel Hauptgruppen unterteilt werden: die Xanthin- und
die Nicht- Xanthin-A,,- Rezeptor- Antagonisten. Die Nicht-Xanthin-A .- Rezeptor- Antagonisten
haben eine sehr hohe Affinitét zu den A..- Rezeptoren mit K-Werten von 1-2x10°M, wahrend
die Xanthin-A,,- Rezeptor- Antagonisten eine wesentlich niedrigere besitzen.

Die Untersuchungen tber die thergpeutische Verwendbarkeit von A,.- Rezeptor- Antagonisten
zeigten, dal3 Se vor alem bel Erkrankungen des ZNS, z.B. bel M.Parkinson, einsetzbar waren.
Zudem wurde nachgewiesen, dal3 A.,- Rezeptor- Antagonisten die Aktivierung von
Neutrophilen unterbinden und somit zur Eindemmung von entztindlichen Reaktionen dienen
konnen. In der vorliegenden Arbeit wurden keine Versuche mit A,.- Rezeptor- Agonisten und
Antagonigten durchgefiihrt, da e zum Zetpunkt der Durchfiihrung der Versuche noch nicht zur
Verfligung sanden.

5.3.7. As-Adenosin-Rezeptor-Antagonisten

A;-Rezeptoren wurden spéter ds die A- und A,- Rezeptoren entdeckt und erforscht. Da spezifische
Antagonigen zum Zeitpunkt der Durchfihrung dieser Arbeit noch nicht zur Verfligung sanden,

konnten diese Rezeptoren nicht untersucht werden.

Als erstes wurde der As-Rezeptor im Gehirn der Ratte von Zhou et d (Zhou et d, 1992, S.7432)
und spéter auch bam Menschen kloniert (Linden et al, 1993, S.524). Dieser Rezeptor zeichnet sich
dadurch aus, dal3 er Affinitét gegenliber den Substanzen 5'- N -ethyl- carboxamidoadenosine (NECA)
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und Ne-phenyl-isopropyladencsine zeigt. Die von Xanthin abgdeteten A;-, A.- und Agy-
Adenos nantagonisten haben keinerlel Effekt auf diese Rezeptoren, was ds Bewels dafUir angesehen
werden kann, dal3 es Sch hierbel um eine neue Art eines Rezeptors handeln mul3. Ng- 2-(4-amino-4-
iodophenyl)ethyl (APNEA) ist bekannt als A;-Rezeptor- Agonist, und wird 125-Jod subgtituiert auch
zur Markierung dieses Rezeptors verwendet.

Der A-Rezeptor zeigt ene grole Vaiadilitd der Struktur, der Vertelung und der
pharmakologischen Eigenschaften zwischen den verschiedenen Tierspecies (Linden et d, 1994,
S.305).

Als Agonisten werden bestimmte 8 Phenyl-Derivate des Xanthins gefunden, die im Nanomolar-
Bereich Affinitdt am A,-Rezeptor zeigen (Fozard et d, 1994, S. R5, R6). Einer der gefundenen
Agonigen igt die Substanz APNEA. Sie ewies Sch ds spezifischer A-Rezeptor-Agonist, daihre
Wirkung, namlich die Fahigkeit eine Hypotension auszulésen, nicht durch die Nicht-A;-Antagonisten
8- (p-sol phophenyl)theophyllin (8SPT) und 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthin (DPCPX) blockiert
wurde (Fozard et a, 1994, S. R5, RG6).

Hingegen zeigt das 8 phenyl-Derivat des Xanthins 3 (3-iodo-4-aminobenzyl)- 8- (4-oxyacetat)- 1-
Propyl-Xanthin (BW-A522, FABOPX) eine A-antagoniserende Wirkung, da se dosisabhangig
und reversbd den hypotensiven Effekt von APNEA blockiert. Diese antagonisierende Wirkung von
BW-A522 ig interessanterweise speciesabhangig. Sie ist wesentlich potenter bel humanen A-
Adenosinrezeptoren ds bel der Ratte (Fozard et d, 1994, S. R5, R6).

Die Wirkstérke von As- Rezeptor- Antagonisten ist neben der Species, bel der Se verwendet werden,
natUrlich auch von ihrer molekularen Struktur abh&ngig. Alle bisherigen A-Antagonisten sind 1,3-
Didkylxanthine-Derivate, die jedoch unterschiedliche Substrate an der  1-, 3-, und 8-Purinpogition
und an der 5-Ribose-Postion (Kim et a, 1994, S.4020) haben. Am Gehirn der Ratte war 1,3-
Dibutylxanthine-7-riboside-5'-N-methyl-carboxamide der effektivetle der so  synthetiserten
Substanzen. Sie wirkte mit einem K-Wert von 229nM an A-Rezeptoren. Dieser Stoff wirkte
komplett antagoniserend an A-Rezeptoren, und war an diesen Rezeptoren 160-md effektiver ds
an A,-Rezeptoren und 400-ma wirksamer ds an A,.- Rezeptoren, war also sehr spezifisch.

Be der Ratte fuhren A;- Agonisten, wie bereits erwahnt, zu einer Hypotension in vivo. Eskann

davon ausgegangen werden, dal3 im kardiovaskuléren System der Ratte Sch A,-Rezeptoren
befinden, die be ihrer Aktivierung die Hypotension aud6sen (Fozard et d, 1994, S. R5, R6).
Zudem konnte as wichtige Funktion von A;- Rezeptoren die Erleichterung der Degranulation

von Mastzdlen festgestelIt werden. Ob sich hieraus eventudl auch physiologische Wirkungen

und damit therapeutische Einsatzméglichkeiten im Gastrointestindtrakt ergeben bleibt

abzuwarten. Es werden bereits selektive A;- Rezeptor- Antagonisten zur Therapievon

alergischen Erkrankungen entwickelt (Linden et d, 1994, S.305).
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5.3.8. apha-beta-methylenrATP

Satdem die Freisetzung von Adenosin-Triphosphat ausisolierten Nervenendigungen im Dinndarm
des Meerschweinchens 1982 von White und Ledie (White et a, 1982, S.206) nachgewiesen wurde,
ist die Untersuchung der endogenen Purine ein wichtiger Bestandteil der Erforschung des
Regulationskreidaufes des enterischen Reflexes geworden.

Aus diesem Grund wurde auch unter den V ersuchsbedingungen der vorliegenden Arbeit die
Substanz dpha- beta- methylen- ATP ds Agonist eingesetzt. Die Verwendung von dpha-beta-
methylen- ATP gatt ATP erfolgte, daVersuche mit ATP im Versuchssystem der vorliegenden Arbeit
nicht durchgefihrt werden kénnen, denn ATP zeigt eine sehr schndlle Tendenz zu zerfdlen. Deshdb
wurde in den Versuchen das stabile Andogon dpha- beta- methyl- ATP verwendet.
Alpha-beta-methylenr ATP ist ein selektiver Ligand fur den P,, - Rezeptor, der nicht degradiert
werden kann und dadurch zu einer Desengbiliserung des P,, - Rezeptors fuihren kann. Es konnte
gezeigt werden , dal3 die Substanz die prazosinres stente Komponente der Kontraktion nach
sympatherger Nervenstimulation unterbinden konnte (Von Kugelgen et d, 1993, S.264). ATP kann
50 ds Cotranamitter in peripheren efferenten Neuronen agieren. Gleichzeitig wirkt ATP auch an P-
Rezeptoren von neuronden Zdlkorpern und Dendriten und erfiillt so die Funktion eines schndlen
exzitatorischen Tranamitters.

Der hemmende Effekt von dpha- beta- methylen ATP kann folgendermalen erklart werden: ATP
wie auch Noradrendin wirkt ds postganglionéarer Co- Tranamitter in sympatischen Fasern. Exogen
zugefiihrtes ATP wirkt auf P,- Rezeptoren der sympathergen Nervenendigungen und |6t eine
Inhibition der Noradrendinfreisetzung aus. Hierbel handdlt es 9ch um eine negative Riickkoppeung,
wobel ATP die Freisetzung eines Co- Tranamitters hemmt. Dieser Mechanismus konnte im vas
deferens der Maus nachgewiesen werden (Von Kugelgen et d, 1993, S.264). Zur Erkldrung des
Wirkmechanismus missen auch die Versuche von Le Pard et herangezogen werden. [hr
Forschungsziel war es nachzuweisen wie P,-Rezeptor- Agonisten und Antagonisten die P~
Rezeptor-vermittet durch ATP ausgel 6ste schnelle exzitatorische postsynaptische Potentide
beainflussen. Se flhrten ihre Versuche an myenterischen Neuronen im lleum des Meerschweinchens
durch. Hierba zeigte sch, dal? dpha- beta- methylen- ATP in einer Konzentration von 10°M die
purinergen schnellen exzitatorischen postsynaptischen Potentiale reduzierte. Daraus kann gefolgert
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werden, dal3 die schndllen exzitatorischen postsynaptischen Potentiade im Bereich des Dick- und
Dinndarms zum Tell durch P,,- Rezeptoren vermittelt werden (Le Pard et a, 1997, S.1532).

Der durch Zugabe von exogenem dpha- beta- methylen ATP erzidte P.- Effekt wird durch die
Freisetzung e ner entsprechenden endogenen Substanz in 8hnlicher Welse ausge 6. Imisolierten
Ileum des Meerschweinchens konnen der P,- Rezeptor- Antagonist PPADS und Suramin den
kontraktilen Effekt von dpha, beta- methylen- ATP stark inhibieren (Bartho et a, 1997, S.1507).

Da mehrere P,-Rezeptoren bekannt sind, stdllt sich die Frage welche an der Stimulation mit apha,
beta-methylen- ATP betelligt Snd. In der Literatur werden, dnlich wie in den Versuchen der
vorliegenden Arbelt, Kontraktionsversuche am Dunndarm beschrieben. Die getestete Substanz [6ste
in ener Konzentration von 100x10°M eine voribergehende Kontraktion aus, die dann von einer
ATP-Freisetzung gefolgt wurde. Der ED 50-Wert betrug fir den ersten Tell der Antwort 5x10°M
und fur den zweten Tell 25x10°M. Die ATP-Freisetzung konnte durch die P,- Antagonisten
Suramin, Pyridoxd- phosphate- 6-azophenyl-2',5'-disulphonic acid (PPADS) und reective blue 2
gehemmt werden. Die Kontraktionsantwort jedoch konnten nur Suramin, Tetrodotoxin und Atropin,
nicht jedoch PPADS und reective blue 2 inhibieren. Die durch dpha-beta-methyl-ATP
hervorgerufene Kontraktion konnte durch Calciumentzug stark erniedrigt werden, die ATP-
Freisetzung wurde davon nicht beeinflul. Aus denVersuchen von Matsuo et a kann geschlossen
werden, dal3 die ATP-Freisetzung und die Kontraktion, die durch P,- Agonisten, wie etwa apha-
beta- methyl- ATP am Meerschweinchenileum ausgel 6t wird, auf der Stimulation von verschiedenen
P,- Rezeptoren beruht. Hierbel handelt es sch vermutlich um P,,- Rezeptoren an der glatten
Muskulatur und um P,,- Rezeptoren an cholinergen Nervenedigungen. Die ATP-Freisetzung beruht
zum Tell auch auf der Reizung von P,,- Rezeptoren, da die Zugabe von UTP zu einer von reactive
blue 2 nicht beeinfluaren Freisetzung von ATP fuhrte (Matsuo et a, 1997, S.1744).

5.3.9. reactive blue 2

Bei reactive blue 2 handdt es Sch um einen Antagonisten an P,,- Rezeptoren, dessen  -log Kg
be 4,7 liegt, und der bel einer Konzentration von 30-100 uM die stérkste inhibitorische
Wirkung an P,,-Rezeptoren ausiibt (Knight et al, 1993, S.71; Fuder et al, 1993, S.355).
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Die Tatsache, dal3 es Sch bel reactive blue um einen spezifischen purinergen Antagonisten
handelt wurde mehrfach nachgewiesen. So konnte an coeliacalen Neuronen des
Meerschweinchens durch Zugabe von ATP zunéchst eine exzitatorische Wirkung erziglt
werden. Dieser Effekt wurde neurophysiologisch durch eine Depolariserung der neuronaen
Membran mit anschliel}endem Angtieg der Membranlaitféhigket bewirkt. Wenn im Anschiuf
daran der Antagonist reactive blue 2 zugegeben wurde, kam es zu einer Aufhebung der durch
ATP erzidten Wirkung. Der Effekt von Acetylchalin, der dessen des ATP entsprach, wurde
durch reective blue 2 nicht antagonisert (Slinsky et a, 1993, S.210). Dennoch kann mit diesen
Versuchen nicht die eindeutige Spezifitét fur Rezeptorsubtypen postuliert werden.

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit zeigte reactive blue 2 bel exogener Zugabe in das
Organbad eine starke exzitatorische Wirkung auf die Kontraktion des Ileumsegmentes. Es
kann davon ausgegangen werden, dal3 hierbel reactive blue 2 die Wirkung von endogen
ausgechiittetern ATP antagonisiert. Dies entspricht auch der Beobachtung, dal3 exogen
zugegebenes apha-beta- methyl- ATP zu ener Inhibierung der Reflexantwort fuhrt und
umgekehrt durch Zugabe von Apamin, das die postsynaptische Wirkung von ATP blockiert,
die Reflexantwort ebenfdls gesteigert wird.

0. Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse

Das Zid der vorliegenden Arbeit war es die Rolle der Adenosine auf den aszendierenden
myenterischen Reflex im lleum der Rette in vitro zu determinieren.

Zu diesem Zweck wurde ein Reflexmoddl verwendet, in dem es moglich ist durch eektrische
Feldstimulation die Verhdtnisse des aszendierenden Reflexweges nachzuahmen. Durch eine
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Messung der Anderung des intraluminalen Druckes mittels eines Manometers gdlingt es auch
geringfiigige Anderungen im Kontraktionsverhalten des Ileumsegmentes zu registrieren.

Zunéchgt wurden in diesem System der M ;- Rezeptor- Antagonist Pirenzepin, der M,-
Rezeptor- Antagonist Methoctramin sowie der M;- Antagonist Hexahydrosiladifenidol
untersucht. Hierbel konnte die pradominante Beteiligung der cholinergen Neurotransmisson an
der aszendierenden Kontraktion des Dinndarmes aufgezeigt werden.

In einem néchgten Schritt ging es darum, die Rolle der endogenen und exogenen Adenosine auf
den aszendierenden myenterischen Reflex zu untersuchen. Der selektive A,-Antagonist 8-
cyclopentyl- 1,3-dipropyl-xanthine (DPCPX 10°M - 10°M) bewirkte eine dosisabhangige
Inhibierung der ausgel 6sten Kontraktionen. Im Vergleich dazu fihrte der A,- Antagonist 3,7-
dimethyl- 1- propargylxanthine (DMPX) (10"°M - 10'M) zu einer Steigerung der
Reflexantwort. Der A;-Adenosn-Agonist N°-cyclopentyladenosine (CPA, 10*M - 10°M) in
exogen angewandter Form flihrte zu ener dogsabhangigen Stimulation der

K ontraktionsantwort, was durch Zugabe des salektiven A,- Antagonisten DPCPX (107 - 10
°*M) aufgehoben werden konnte, jedoch nach Zugabe des A,- Antagonisten DMPX
unverandert blieb. Der A,-Agonigt 5-(N-cyclopropyl) - carboxamido-adenosine (CPCA)
inhibierte die durch den Reflex ausgel 6ste Kontraktion (10"M - 10°M) und dieser Effekt
wurde zum Tell durch den A,- Antagonisten DMPX aufgehoben. Das ATP-Andogon apha-(3-
methylen- ATP fUhrte zu einer Inhibierung der reflexinduzierten Kontraktion (10°M - 10*M).
Auf der anderen Saite filhrte der P,- Antagonist reactive blue (10°M -10*M), eine Substanz
be der nachgewiesen wurde, dal? Se eine ATP-induzierte Inhibition blockt, zu einer potenten
Steigerung der Reflexantwort.

Die Ergebnisse zeigen, dal3 endogene Purine Uber eine Aktivierung von P,-Rezeptoren eine
inhibierende Wirkung auf den aszendierenden neurden Reflex im [leum ausiiben. Auf der
anderen Seite haben endogene Adenosine Uber A,-Rezeptoren einen simulierenden Effekt
und Uber A,-Rezeptoren einen inhibierenden Effekt auf den aszendierenden Reflex.

Diese differentielle Beainflussung kann zur Fainregulation der Reflexantwort durch enen Angriff
im enterischen Nervensystem bzw. an der neuromuskul&ren Ubertragung beitragen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von endogenen und exogenen
Adenosnen auf den aszendierenden Reflex im [leum der Ratte aufgezeigt. Zum Zetpunkt der
Durchfihrung der Versuche waren A,.- Rezeptor- Antagoni sten sowie A;-Rezeptor-
Antagonisten nicht verflgbar. In Zukunft sollte die Wirkungswe se von A,.-und A;- Rezeptor-
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Agonigten sowie - Antagonisten im Rahmen der Dinndarmkontraktion an dem hier
verwendeten sehr bewéhrten Versuchsaufbau sicherlich untersucht werden.
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(20V, 3Hz, 1ms).

Graphische Dargellung des Einflusses von CPA (10*M,
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Ileumsegmentes nach dektrischer Feldgtimulation
(20V, 3Hz, 1ms).

Reprasentative Aufzeichnung des Einflusses von DPCPX
(10°M, 10°M) auf die Kontraktionskraft des Ileum nach
eektrischer Feldstimulation 2cm (oben) bzw. 4cm (unten)
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mentes nach eektrischer Feldstimulation (20V, 3Hz, 1ms).

Graphische Darstdlung des Einflusses von CPCA (10°M,

10°M und 10°M) auf die Kontraktionskraft des Ileumsegmentes
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Représentative Aufzeichnung des Einflusses von CPCA
(10°M, 10'M) auf die Kontraktionskraft des Ileum nach
elektrischer Feldstimulation 2cm (oben) bzw. 4cm (unten) ora
des Stimulationsortes.

Reprasentative Aufzeichnung des Einflusses von DMPX
(10°M, 10°M) auf die Kontraktionskraft des Ileum nach
elektrischer Feldstimulation 2cm (oben) bzw. 4cm (unten) ora
des Stimulationsortes.

Graphische Dargellung des Einflusses von DMPX (10°M,
10"*M, 10"M, 10°M und 10"M) auf die Kontraktionskraft
des Ileumsegmentes nach eektrischer Fldstimulation
(20V, 3Hz, 1ms).

Reprasentative Aufzeichnung des Einflusses von CPCA
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methylene-ATP (10°M und 10*M) auf die Kontraktionskraft
des Ileum nach dektrischer Feldstimulation 2cm (oben) bzw.
4cm (unten) ora des Stimulationsortes.

Abb.18: Reprasentative Aufzeichnung des Einflusses von reactive blue 2
(10°M und 10“M) auf die Kontraktionskraft des Ileum nach

elektrischer Feldstimulation 2cm (oben) bzw. 4cm (unten) ord
des Stimulationsortes.

Abb.19: Graphische Darstdlung des Einflusses von reactive blue 2
(10°M, 10°M und 10*M) auf die Kontraktionskraft des
[leumsagmentes nach dektrischer Feldgtimulation
(20V, 3Hz, 1ms).

Abb.20: Schematische Darstdlung eines Adenosinrezeptors

Tab.1: Intrduminder Druck (Fléche unter der Kurve in mny) und
relative Kontraktionsstérke (in % des Kontrollwertes) ds
Antwort auf die dektrische Feldgtimulation (3Hz, 20V, 1 ms)
vor und nach Zugabe von Pirenzepin (M) (n = 11)

Tab.2: Intrduminder Druck (Mittelwert und S.D. der Héche unter der
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Kurvein mn¥) und relative Kontraktionsstérke (in % des
Kontrollwertes) ds Antwort auf die eektrische Feldstimulation
(3Hz, 20V, 1 ms) vor und nach Zugabe von a,b-Methylen
adenosine-5'-Triphosphat (M) und Apamin (M) (n=9)

Tab.17: Intrduminder Druck (Mittdlwert und S.D. der Fl&che unter der 46
Kurvein mn¥) und relative Kontraktionsstérke (in % des
Kontrollwertes) as Antwort auf die eektrische Feldgtimulation
(3Hz, 20V, 1 ms) vor und nach Zugabe von reective blue 2
(n=8)

Tab.18: Adenosinrezeptoren und ihre Eigenschaften (Tabelle gemdal? 71
Fredholm; (Fredolm, 1996, S.80)).
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