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1. Einleitung

Das Enterische Nervensystem des Gastrointestinaltrakts bildet zusammen mit dem
parasympathischen und dem sympathischen Nervensystem das autonome
Nervensystem (Langley 1921, Gershon 1981). Es stellt dabei eine komplexe,
funktionell unabhangige Einheit dar. Die Regulation des enterischen Nervensystems
erfolgt Uber intrinsische Neurone deren Zellkérper in den Ganglien des myenterischen
(Auerbach-) und des submukdsen (Meissner-) Plexus liegen. Informationsaustausch
findet auch Uber Nervenfasern des extrinsischen Nervensystems durch die beiden
Nervi vagi und die Nn. Sympathici statt. So entstehen Regelkreise und Vernetzungen
zwischen sensorischen Nerven, Interneuronen, exzitatorischen und inhibitorischen
Motorneuronen, die durch ihre aulRergewdhnlichen Eigenschaften dem enterischen
Nervensystem auch die Bezeichnung als ,brain in the gut® verliehen haben (Gershon
1999). Die Steuerung der Durchblutung des Darms gehdrt ebenso zu den Aufgaben
des enterischen Nervensystems (ENS) wie die Abwehr von Krankheitserregern und
Anpassung bei entziindlichen Prozessen durch neuroimmunologische Vorgange. Eine
weitere Funktion des enterischen Nervensystems ist die koordinierte Motilitat als
Voraussetzung flr Nahrungsaufnahme, Passage und Resorption der Nahrungs-
bestandteile und flir die Regulation des Flissigkeits- und Elektrolythaushaltes. Der
peristaltische Reflex ergibt durch eine Koordination oral kontrahierender und aboral
relaxierender Mechanismen eine wellenformige Bewegung und wird durch die
Verschaltung der unterschiedlichen Neurone ermdoglicht. Der Reflex fuhrt hauptsachlich
Uber cholinerge Neurone oral zur Kontraktion, und in aboraler Richtung durch nicht-
adrenerge, nicht- cholinerge (NANC) Neurone zu einer Relaxation. Die wichtigsten
erregenden — damit kontrahierenden - Transmitter der glatten Muskulatur sind
Acetylcholin (Ach) und Substanz P (SP). Als wichtigste hemmende Transmitter, also
zur Erschlaffung der glatten Muskulatur beitragend, gelten Stickstoffmonooxid (NO)
und das Vasoaktive intestinale Peptid (VIP).

Calciumstrome durch die Zellmembran Uber spannungsabhangige oder Liganden-
gesteuerte Calciumkanale spielen eine entscheidende Rolle flr die Regulierung der
synaptischen Erregbarkeit und der Freisetzung von Neurotransmittern (Smith 2003).
Die spannungsabhangigen Calciumkanale werden aufgrund ihrer Eigenschaften in L-,
N-, P-, Q-, R- und T- Subtypen unterteilt: Innerhalb des enterischen Nervensystems
konnten verschiedener Calciumkanalsubtypen nachgewiesen, und mit Hilfe der
Immunhistochemie genauer bezlglich der Verteilung dieser Subtypen lokalisiert

werden.
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Von besonderem Interesse bei der Erstellung der vorliegenden Arbeit waren die
inhibitorischen Transmitter NO und VIP, deren Freisetzungen aus enterischen
Nervenendigungen in engem Zusammenhang mit Veranderungen des intrazellularen
Calciumspiegels stehen.

Am Modell der Ratte ermdglicht die Praparation isolierter Synaptosomen aus dem
myenterischen Plexus des DUnndarms der Ratte die Untersuchung der komplexen
Regulation der inhibitorischen Transmission innerhalb des enterischen Nervensystems.
Synaptosomen setzen sich aus abgetrennten Nervenendigungen mit
Synapsenblaschen, Mitochondrien und weiteren zytosolischen Bestandteilen
zusammen (Whittaker 1964). Durch Ausbildung von Plasmamembranen entstehen
abgeschlossene Synaptosome, die in der Lage sind unter bestimmten
Voraussetzungen Stoffwechselvorgange wie die Transmitterausschuttung und
Zellatmung Uber einen gewissen Zeitraum aufrecht zu erhalten (Campbell 1976, De
Belleroche 1972). So werden Untersuchungen der intra- und subzellularen
Mechanismen der Transmitterfreisetzung ohne stérende Einflisse aus dem komplexen

enterischen Netzwerk ermdglicht.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war:

1) diejenigen spannungsabhangigen Calciumkanale zu charakterisieren, welche die
Freisetzung von VIP nach K'- induzierter Depolarisation sowie nach Stimulation

durch NO aus den enterischen Nervenendigungen regulieren, und ebenso

2) die Rolle der genannten Calciumkanale bei der NO- Produktion durch die
neuronale NO— Synthase (NOS), sowie eine Beteiligung Liganden- gesteuerter
Calciumkanéale an der enterischen neuralen NOS- Aktivitdt zu beschreiben, und

weiterhin

3) maogliche indirekte Einflisse der spannungsabhangigen Calciumkanale Uber eine
K*- Depolarisations- bedingte, und Calciumkanal- abhangige Freisetzung
weiterer Transmitter des enterischen Nervensystems, wie Acetylcholin, Substanz

P oder die Opioide auf die Freisetzung von VIP oder NO zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1. Tierversuch

21.1. Préparation

2.1.1.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden jeweils 5 mannliche Wistar Ratten a 180-200 g verwendet
(Charles River, Sulzfeld, Deutschland). Die Tiere wurden unter standardisierten
Bedingungen gehalten und ca. 12 h vor Versuchsbeginn erhielten sie keine feste
Nahrung mehr. Zur Narkotisierung der Ratten wurde CO, in den Ka&fig geschleust,

anschlief3end wurden sie durch Dekapitation getotet.

2.1.1.2. Versuchsdurchfiihrung

2.1.1.2.1. Gewebe- und Membranpriparationstechnik

Uber einen abdominalen Langsschnitt wurde der Dinndarm bis ca. 1-2 cm vor der
lleocoecalklappe entnommen, und sofort in vorgekthlte (4° C) Pufferlésung (25 mM 3-
N-Morpholino-Propansulfonsaure (MOPS), pH:7,4, 10 mM MgCl,, 8% w/v Saccharose)
gelegt. Die weiteren praparativen Schritte fanden bei 0- 4°C statt.

AnschlielRend wurde der Darm in 5-8 cm lange Segmente geteilt, am Mesenterialansatz
aufgeschnitten und auf einer Dissektionsplatte mit der Mukosaseite nach oben fixiert, so
dass Mukosa, Submukosa und Faeces dann vorsichtig mit einem Skalpell abgeschabt
werden konnten. Die anfallenden Muskulaturstiicke wurden sofort wieder in frische
Pufferldsung gegeben. Nach diesem Praparationsschritt wurden die gesammelten
Darmstucke durch ein Sieb gelassen. Die verbleibende Feuchtmasse wurde abgewogen
und die 8-fache Menge an Inhibitorenpuffer (200 ml MOPS, 10mM Pepstatin, 100uM
Thiorphan, 50uM PMSF, 1mM Dithiotreitol, 0,5uM Trypsininhibitor und 1mM Captopril)
zugesetzt. Mit einer Schere wurden nun die in dem Becher mit der Pufferldsung
befindlichen Darmstlcke ausgiebig zerkleinert und anschliellend mit einem Polytron-PT-
10-35-Homogenizer (Kinematik) bei ca. 1500 rpm 3x 5 sec auf Eis homogenisiert. Dabei
waren zusatzlich kurze Pausen zur Kihlung des Suspensats auf Eis erforderlich, um

eine Uberhitzung der Membranen zu vermeiden.
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2.1.1.2.2. Differentielle Zentrifugation des Gewebehomogenisats

Das Homogenisat wurde zweimal in einer vorgekuhlten Zentrifuge bei 800 g (3000rpm)
jeweils fur 10 min zentrifugiert. Nach dem ersten Schritt wurde eine Kompresse als Sieb
fur ein auf der Oberfliche schwimmendes, aus Kollagenfasern bestehendes
Konglomerat verwendet. Dieses, und das entstandene Sediment wurden verworfen, der
Uberstand wurde gesammelt, und nach dem zweiten Schritt als sogenannte PNS-
Fraktion (post nuclear supernatant) wiederum bei 3500 g fiir 10 min zentrifugiert, um die
ungereinigte Fraktion (P1) zu erhalten . Der verbleibende Uberstand wurde in einer
Ultrazentrifuge bei 100000 g Uber 90 min rezentrifugiert. Das erhaltene Pellet
(ungereinigte mikrosomale Fraktion MIC 1) wurde mit einer Pasteurpipette und wenig
MOPS- Puffer resuspendiert, mit dem Hand- Homogenisator vorsichtig homogenisiert
und anschliefiend 10 min bei 10000 g zentrifugiert. Das hierbei entstandene Pellet, und
der Uberstand stellen die angereicherte synaptosomale Fraktion (P2) und die
mikrosomale Fraktion 2 (MIC2) dar.

Das Pellet wurde wie vorher beschrieben homogenisiert und in einem Messzylinder auf

mit der bendtigten Menge MOPS- Puffer auf ein Endvolumen von 20-25 ml verdunnt.

2.2. Analytische Techniken

2.21. Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mit dem Bradford Test (Bradford, 1976) mit Rinder
Serum Albumin als Standard bestimmt. Das Prinzip dieser Methode ist eine Bindung
von Coomassie brilliant blue G-250 an Proteine und damit eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums der Farbe (465 nm ohne Protein, 595nm mit Protein). Die
Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein Mal} fir die Proteinkonzentration der

Lésung.

2.2.2. Bestimmung der VIP- Inmunoreaktivitat

Die VIP- Immunoreaktivitdt wurde mit einem gegen VIP vom Schwein gerichteten
Antikorper Uber einen Radioimmunoassay (RIA) bestimmt.

Der VIP-Antikorper (100pl), VIP-Standard (100pl) beziehungsweise die jeweiligen
Proben (100ul) und 100ul des '® I-VIP (1fmol) wurden in 0,6% BSA (=Rinderalbumin)
enthaltendem 0,06M Phosphat EDTA- Puffer (pH 7,2) bei 4°C flr einen Zeitraum von
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96h inkubiert. Die Trennung der gebundenen und der ungebundenen Proteinmolekiile
erfolgte Uber die Zugabe von 500ul einer Dextran vorbehandelten Aktivkohle. Diese
wurde in einem 0,25% Gelatine enthaltendem Puffer aufgelést. Das Detektionslimit des

Assays betrug 5 fmol/ml.

2.2.3. Bestimmung der NO- Synthase- Aktivitat

Nach Isolierung und Anreicherung der Synaptosomen aus dem myenterischen Plexus
wurde die Aktivitat der NOS durch die enzymatische Umwandlung von [*H]-L- Arginin in
[*H]-L-Citrullin bestimmt. Das Synaptosomensuspendat wurde mit den unten
aufgefiihrten Kofaktoren, den jeweiligen Testsubstanzen und [*H]-L-Arginin (circa
500000 dpm, 68 Ci/mmol) in einem Endvolumen von 800 ul im Wasserbad bei 37°C
Uber 15 min inkubiert.

Die verwendeten Konzentrationen fur die Kofaktoren betrugen 1 mM B-NADPH, 4 uM
FMN, 4 yM FAD, 2 mM CaCl,, 1 yM Calmodulin und 0.1 yM BHj,.

B-NADPH diente als Starter der Reaktion und wurde unmittelbar vor der Inkubation und
der Zugabe von [°H]-L- Arginin pipettiert. Nach der Inkubation im Warmwasserbad
wurde die Reaktion durch unmittelbares Erhitzen bis 90°C fir 6 min im kochenden
Wasser gestoppt und mit 1 ml 1 mM L- Arginin und 1 mM L- Citrullin- Lésung versetzt.
AnschlieRend wurden die Proben 10 min bei 2500 g zentrifugiert und der Uberstand auf
mit 1 g Dowex AG50W-X8-Resin geflillte Poly- Prep- Chromatographiesaulen gegeben.
Durch die lonenaustausch-chromatographie erfolgte eine Trennung von [*H]-L- Citrullin
und [*H]-L- Arginin. [*H]-L- Citrullin wurde mit 1.5 ml destilliertem Wasser ausgewaschen
und in Szintillationsréhrchen aufgefangen. Nach Zugabe von 3 ml Szintillations-

flissigkeit erfolgte die Messung der Radioaktivitdt in einem Beckman LS 3801

Spektrometer.
2.3. Verwendete Substanzen
o Alexis (San Diego USA): Q- agatoxin IVA

e Alomone labs (Jerusalem Israel): Q- conotoxin GVIA, Q- conotoxin MVIIC

¢ Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg): 25 VIP, L- [*H] Arginin
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e Bachem (Heidelberg): (D-Lys(nicotinoyl)",B-(3-pyridyl)-
Ala®,3,4,dichloro-D-Phe®-Asn®-D-
Trp"?,Nle'")-Substanz P (Spantide)

= Bio-Rad (Munchen): Dowex AG50W-X8-Resin (Na*-Form),
Poly-Prep-Chromatographiesaulen

e Calbiochem (La Jolla USA): Atropinsulfat, Glutathion, NMDA

e Fluka (Buchs, Schweiz): Cadmiumesulfat, DL- Thiorphan

e |CN Biomedicals (Meckenheim): Endomorphin1

e Research Biochemicals Int.

(Natick, MA, USA.): BayK 8644,
e Serva (Heidelberg): PMSF, (Aktivkohle, Dextran vorbehandelt)
= Sigma (Minchen): CaCl,, Calmodulin, Carbachol, Citrullin,

Coomassie brilliant blue G-250,
Dithiotreitol, [D-penicillamine(2,5)]
enkephalin (DPDPE), EGTA, FAD, FMN,
Galanin, L- Glutamin- Saure, und Naloxon,
PACAP, Pepstatin A, B-NADPH, Substanz
P, BH,, Trypsininhibitor, VIP

e Tocris (Ballwin USA): ACBC (1-Aminocyclobutanecarboxylic-
Saure), DPCPX (8-Cyclopentyl-1,3-
Dipropylxanthin) und SCH 50911,

¢ Upjohn, (Kalamazoo, USA.): U-50488

e Zinsser Analytik (Frankfurt): Szintillationsfllissigkeit

Isradipin wurde freundlicherweise von Prof. F. Hofmann, Pharmakologisches Institut der

Technischen Universitat Minchen zur Verfigung gestellt.

2.4. Versuchsauswertung

Zum Vergleich der Mittelwerte wurde die ANOVA- Varianzanalyse fur wiederholte
Messungen und ein post hoc Test (Bonferroni-Holms) (Sigma Stat, Jandel) eingesetzt.
Ergebnisse mit P< 0.05 wurden als signifikant gewertet. Die Daten der
Enzymaktivititen und der Freisetzungsversuche sind als Mittelwerte =+
Standardabweichung der Mittelwerte angegeben. Die Anzahl unabhangiger Versuche
der verschiedenen Experimente von unterschiedlichen Praparationen sind in n

ausgedriickt, wobei fir jeweils eine Synaptosomenpraparation 5 Tiere verwendet
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wurden. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeflhrt. Beim Vergleich von
zwei Mittelwerten, beispielweise ,Basal® und ,Rezeptorantagonist® wurde ein gepaarter

t-Test angewendet.
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3. Ergebnisse
3.1. Vasoaktives intestinales Peptid (VIP)
3.1.1 VIP Freisetzung aus isolierten Synaptosomen

An den wie zuvor beschrieben praparierten Synaptosomen des Dinndarms der Ratte
wurde zuerst die VIP- Freisetzung unter verschiedenen Bedingungen getestet. Zum einen
wurde der Einfluss einer Depolarisation durch K* (65 mM) auf die basale VIP-Freisetzung,
zum anderen indirekt der Einfluss von Calcium sowohl auf die basale als auch auf die
VIP-Freisetzung nach K*- induzierter Depolarisation untersucht.

Verglichen mit der basalen VIP-Freisetzung konnte nach Depolarisation durch K* (65 mM)
eine signifikante Zunahme der Freisetzung von VIP gezeigt werden. Nun war von
Interesse inwiefern diese beiden - also einerseits die unstimulierte basale, andererseits
die nach K'- Stimulation gesteigerte VIP-Freisetzungen- von der Prasenz extrazellularen
Calciums abhangig sind. Um dieser Frage nachzugehen, wurden beide Freisetzungen in
EGTA (0,5mM) enthaltendem calciumfreien Medium durchgeflihrt. Es zeigten sich in den
Untersuchungen sowohl eine Abnahme der K'- induzierten VIP-Freisetzung, als auch
eine signifikante Reduzierung der basalen VIP-Freisetzung um 40%. Zwischen der
basalen VIP-Freisetzung und der nach K- induzierter Depolarisation beobachteten VIP-
Freisetzung trat unter jeweils calciumfreien Bedingungen kein signifikanter Unterschied
auf. Eine Abhangigkeit der basalen wie auch der K'- induzierten VIP-Freisetzung von

extrazellularem Calcium scheint daher gegeben (Abb. 1).
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Abb. 1: Charakterisierung der VIP- Freisetzung aus isolierten Synaptosomen des Diinndarms der
Ratte. Synaptosomen wurden nach Depolarisation durch K" (65 mM) untersucht. Unter calciumfreien
Bedingungen war sowohl die basale als auch die VIP- Freisetzung nach K'-Depolarisation signifikant reduziert
(* = p<0,05). Kein signifikanter Unterschied trat unter jeweils calciumfreien Bedingungen zwischen der
basalen- und der nach K'-induzierter VIP Freisetzung auf (a =nicht signifikant verglichen mit Basal/
Calciumfrei, n=5).

31.2. Beeinflussung der VIP- Freisetzung durch subtypspezifische

Calciumkanalblocker

Der Nachweis einer Abhangigkeit sowohl der basalen als auch der K- induzierten VIP-
Freisetzung von extrazellularem Calcium in den vorausgehenden Untersuchungen fiihrte
zu der Frage nach den potentiellen Eintrittswegen des Calciums, und damit zur Rolle der
einzelnen spannungsabhangigen Calciumkanale an der VIP-Freisetzung.

Um den Einfluss der jeweiligen Calciumkanal- Subtypen auf die basale VIP-Freisetzung
zu bewerten, wurde zuerst eine Versuchsreihe mit spezifischen Calciumkanalblockern fir
N-, Q-, P-, L-, und R-/T- Calciumkanale angesetzt. Die Calciumkanalblocker wurden in
den fir die einzelnen Subtypen spezifischen Konzentrationen untersucht.

Fir Calciumkanale vom N-Typ wurde ©-CTx- GVIA (10° M), fir den Q- Typ ©-CTx-
MVIIC (10 M), fiir den P- Typ o- Agatx- IVA (3 x 10® M), fiir den L- Typ Calciumkanal
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Isradipin (10®M) und fiir den Calciumkanal vom R- und vom T- Typ Nickel (Ni**) (10°M)
verwendet. In  den Untersuchungen der getesteten  subtypspezifischen
Calciumkanalblocker konnte nur Uber o~ Agatx- IVA - also Uber eine Blockierung des P-
Typ- Calciumkanals - die basale VIP-Freisetzung signifikant gesenkt werden. Die durch
diese Blockierung der P-Typ-Calciumkanale erhaltene Reduzierung der basalen VIP
Freisetzung ahnelt den Ergebnissen unter calciumfreien Bedingungen. Der P- Typ
Calciumkanal scheint daher eine entscheidende Rolle bei der basalen VIP Freisetzung zu
spielen (basal: 36.8 £ 3.9 pg/mg [=100%], o- AgaTx- IVA: 86.5 + 8.8%, P < 0.05, n = 6).
Keiner der anderen subtypspezifischen Calciumkanalblocker veranderte die basale VIP
Freisetzung signifikant ([basal = 100%], + »- CTx- GVIA : 122.1 + 12.1%, + o- CTx-
MVIIC: 140.6 + 23.6%, + Isradipin: 113.8 + 10.9%, + Ni**: 92.1 + 16.4%). (Abb. 2)

200 T *

150

VIP Freisetzung(% von Basal)

Basal Basal + w-Ctx GVIA + w-Agatx-IVA
Ca2*-Frei 10- M 3x10-8M

Abb. 2: Effekt der Subtypspezifischen Ca®* Kanalblocker o- AgaTx- IVA und - CTx- GVIA auf die
basale VIP- Freisetzung: Die basale VIP Freisetzung wurde durch den P- Typ- Ca” Kanalblockers - Agatx-
IVA gehemmt. Durch einen Blocker des N- Typ- Ca?'Kanals- o CTx- GVIA- wurde keine Hemmung erreicht.
Die Abbildung zeigt die Mittelwerte + S.E.M. bei einer unabhangigen Versuchsanzahl von n=6 in
Doppelbestimmung (p< 0,05 verglichen mit dem Basalwert, nicht signifikant verglichen mit dem Basalwert
unter calciumfreien Bedingungen)
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Um wiederum den Einfluss der Calciumkanalblocker auf die K'- induzierte VIP-
Freisetzung zu untersuchen, wurde zunachst der Zeitpunkt der maximalen Hemmung der
eingesetzten Blocker ermittelt. Eine Versuchsreihe wurde zur Ermittlung der Zeitverlaufe
der Calciumkanalblockade durch die Calciumkanalblocker vom N-, P-, und L- Typ , also
o- CTx- GVIA, o- Aga- IVA und Isradipin durchgefiihrt. Nach Inkubationszeiten von 0, 5,
15, und 20 Minuten mit den jeweiligen Calciumkanalblockern flihrten die Substanzen -
CTx- GVIA (N-Typ-) und o- Agatx- IVA (P-Typ- Ca®* Kanalblocker) zu einer signifikanten
Reduzierung der K" induzierten VIP-Freisetzung zeitabhangig mit einer maximalen
Hemmung bei 15 min Inkubationszeit. Isradipin zeigte dagegen keinen signifikanten
Einfluss auf die K*-induzierte VIP-Freisetzung. (Abb. 3)

©
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Abb. 3:  Zeitverlauf der Hemmung der K* -induzierten VIP-Freisetzung durch Ca”" -Kanalblocker

Die maximale Hemmung der K" induzierten VIP Freisetzung wurde 15 min nach Zugabe der Ca”* Kanalblocker
vom N- und P- Typ @ CTx- GVIA (10° M) und o- Agatx- IVA(10°® M) erreicht. Der L-Typ Blocker Isradipin (10
8 M) war wirkungslos. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte + S.E.M. bei einer unabhéngigen Versuchsanzahl
von n = 3 in Doppelbestimmung (p< 0,05 verglichen mit dem Basalwert)

Nachdem eine Inkubation der Synaptosomen mit den N-/ und P-Typ
Calciumkanalblockern nach einer Zeit von 15 Minuten die maximale Reduzierung der
VIP- Freisetzung gezeigt hatte, wurde in einer weiteren Versuchsreihe die K'-
induzierte VIP-Freisetzung bei 15 min. Inkubationszeit durch die Blocker des N- Typ
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Calciumkanals o-CTx- GVIA (10° M) und des P-Typ- Calciumkanals o- Agatx- IVA (10°
M) untersucht. Dabei wurde die K*-induzierte VIP-Freisetzung durch o-CTx- GVIA (10®
M) signifikant um 25% und durch o- Agatx- IVA (10°® M) sogar um 50 % vermindert
(basal: 183.1 + 3.3 pg/mg [= 100%], K* 168.6 + 7.2%, K* + ©- CTx- GVIA 10° M: 152.0 +
54%, P < 0.05,n=5; K"+ o AgaTx- IVA 3 x 10® M: 135.2 + 13.1%, P < 0.05, n = 5).
Beide Calciumkanale, sowohl der P-Typ, als auch der N-Typ, scheinen daher bei der K-
induzierten VIP-Freisetzung eine Rolle zu spielen. Bei der gleichzeitigen Anwendung
beider Calciumkanalblocker zeigte sich eine weitere Hemmung (+ ©- CTx- GVIA 10° M +
o- AgaTx- IVA 3 x 10® M: 119.6 + 15.7 %, n = 5). Diese unterschied sich jedoch nicht
signifikant von der alleinigen Hemmung des P-Typ- Calciumkanals durch - AgaTx- IVA.
(Abb. 4)

%k

150 —

VIP Freisetzung (in % von Basal)

100 T

K*65mm + W CIXGVIA +-w-Agatx +w-Ctx GVIA
10 M IVA 3x108M + w -Agatx IVA

Abb. 4: Auswirkung der subtypspezifischen Ca’*-Kanalblocker auf die K*-induzierte VIP-Freisetzung
Die K" induzierte VIP Freisetzung wurde durch Ca®* -Kanalblocker vom N- und P- Typ &-CTx- GVIA und o-
Agatx- IVA signifikant vermindert. Die gleichzeitige Verwendung beider Blocker verstarkte den Effekt. Die
Abbildung zeigt Mittelwerte + S.E.M. bei einer unabhangigen Versuchsanzahl von n = 5 in
Doppelbestimmung (p< 0,05 verglichen mit dem Basalwert, nicht signifikant bei einem Vergleich mit o-
AgaTx- IVA alleine)
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Eine Blockade des Calciumkanals vom Q-Typ durch ®- CTx- MVIIC hatte keinen
signifikanten Einfluss auf eine K'- induzierte VIP Freisetzung (basal: 183.1 + 3.3 pg/mg [=
100%], K* 168.6 + 12.2%, K* + ©- CTx- MVIIC 10° M: 163.8 + 17.5, n = 5). Der L-Typ
Calciumkanalblocker Isradipin (10®M) zeigte weder einen hemmenden Einfluss, noch
verstarkte er die durch ©- CTx- GVIA und o- Agatx- IVA gezeigte Abnahme der VIP-
Freisetzung (basal: 183.1 + 3.3 pg/mg [= 100%)], K" : 168.6 * 7.2%, + Isradipin: 141.3 +
9.7%, + ©- CTx- GVIA + o- AgaTx- IVA: 119.6 £ 15.7%, + ®-CTx- GVIA + - AgaTx- IVA
+ Isradipin: 136.4 + 21.5%, n = 5). Die K'- induzierte VIP-Freisetzung scheint daher
unabhangig von einer Blockade der L-Typ Calciumkanale zu sein. BayK 8644 (10° M),
eine selektiver Aktivator der L-Typ Calciumkanale fihrte im Versuch weder zu einer
Steigerung der basalen, noch der K'- induzierten VIP-Freisetzung (basal 149.8 + 32.9
pg/mg [=100%)], BayK 8644: 98.6 + 20.8%, K: 166.7 + 18.4%, K* + BayK 8644: 134.8
24.9%,n =4).

T- und R- Typ-Calciumkanale werden durch Ni** blockiert. Im Versuch zeigte die Zugabe
von Ni** in Konzentrationen von107® bis 10“M keinen signifikanten Effekt beziiglich der
K*- induzierten VIP- Freisetzung (basal: 217.1 + 3.3 pg/mg [= 100%)], K*: 134.0 + 4.3%, +
Ni%* (10°M): 125.3 + 26.6%, + Ni?* (10°M): 159.1 + 34.9%, + Ni** (10*M): 141.9 + 30.9%,
n = 3). Eine Rolle der T- und R-Typ- Calciumkanale bei der K'- induzierten VIP-

Freisetzung scheint daher ebenfalls unwahrscheinlich.

3.1.3. Beeinflussunqg der K*- induzierten VIP- Freisetzung durch verschiedene

Transmitter

Da die im Versuch verwendeten synaptosomalen Fraktionen aus Nervenendigungen
verschiedener Neurone zusammengesetzt sind, kdnnten diese prinzipiell bei einer durch
K*- induzierten Depolarisation verschiedene Neurotransmitter freisetzen. Der durch die
Hemmung spannungsabhangiger Calciumkanale beobachtete Effekt auf die VIP-
Freisetzung koénnte also auch als Folge einer indirekten Beeinflussung durch andere
Transmitter aus nicht VIP-ergen Nervenendigungen bedingt sein.

Als wichtigste exzitatorische Transmitter des enterischen Nervensystems gelten
Acetylcholin und Substanz P. Um dieser Frage nachzugehen wurde dementsprechend
untersucht, ob Carbachol oder Substanz P einen direkten stimulierenden Effekt auf die
VIP-Freisetzung aus den Nervenendigungen besitzen. Carbachol zeigte in keiner der
untersuchten Konzentrationen (10*M - 10°M) einen signifikanten Effekt auf die basale
VIP-Freisetzung. Auch eine Antagonisierung cholinerger Muskarinrezeptoren durch

Atropin beeinflusste die basale VIP-Freisetzung nicht. Substanz P flihrte ebenfalls zu



ERGEBNISSE 14

keiner signifikanten Anderung der VIP-Freisetzung. Interessanterweise wurde die VIP
Freisetzung dagegen in Anwesenheit des Substanz P Rezeptor-Antagonisten Spantide Il
signifikant gesteigert. Dies legt wiederum einen hemmenden Effekt der tonisch

freigesetzten Substanz P nahe. (Tab.1)

Substanz VIP Freisetzung in % n
vom Basalwert ausgehend
Basal (Absolutwert in Klammern) 100 (237.3 £ 19.0 pg/mg) 4
Carbachol 10°M 116.3 £11.4(n.s.)
Carbachol 10°M 119.9 £16.5(n.s.)
Carbachol 10*M 117.3 £16.2(n.s.)
Atropin 10°M 96.0 £24.0(ns.) 4
Basal 100 (198.9 + 15.6 pg/mg) 5
Substanz P 10'M 991 + 5.7(ns.)
Substanz P 10°M 1132 + 8.6(ns.)
Substanz P 10°M 109.1 * 13.1(n.s.)
Spantide 1l 10°M 147.0 * 144" 5
Tab. 1: Effekt der exzitatorischen Transmittersubstanzen Carbachol und Substanz P auf

die VIP Freisetzung aus enterischen Synaptosomen.
(Versuche in Doppelbestimmung, * P < 0.05, n.s. nicht signifikant).

Entsprechend den exzitatorischen Transmittern wurden aus den mdglichen
inhibitorischen Transmittern die Opioide und NO auf deren Einfluss auf die K*- induzierte
VIP-Freisetzung untersucht.

Von den verwendeten Agonisten der p- (Endomorphin-1), 8- (DPDPE) und k- (U-50488)
Opioid- Rezeptoren, hemmte der k- Opioid Rezeptor- Agonist U-50488 die VIP-
Freisetzung signifikant, wahrend die Agonisten der p- und 3- Rezeptoren keinen Effekt
zeigten. Uber eine Antagonisierung der Opiat- Rezeptoren durch Naloxon wurde die

basale VIP- Freisetzung nicht beeinflusst (Tab.2).
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VIP Freisetzung in %
Substanz n
vom Basalwert ausgehend

Basal 100 (135.4 + 15.1 pg/mg) 8
Endomorphin 10°M 110.8 +18.5(n.s.) 8
DPDPE 10°M 109.5 +225(ns.) 8
U-50488 10°M 788 +76* 8
Naloxon 10°M 107.7 + 7.8(ns.) 8

Tab. 2: Effekt der Agonisten der p-, 8- und x-Opioid- Rezeptoren, Endomorphin-1,
DPDPE und U- 50488, auf die VIP Freisetzung aus enterischen Synaptosomen.
(Versuche in Doppelbestimmung; * P < 0.05; n.s.: nicht signifikant).

Um den Einfluss von NO auf die VIP-Freisetzung zu untersuchen, wurde der NO- Donor
SNAP verwendet. Dieser zeigte einen signifikanten Effekt auf die Freisetzung von VIP
aus enterischen Synaptosomen, welcher wiederum durch Oxyhamoglobin, einen ,NO-
Fanger” antagonisiert werden konnte ([basal = 100%], + SNAP 10 M: 200.4 + 22.5%, +
SNAP + oxy- Hb 10° M: 112.4 + 21.2%, P < 0.01, n = 7). Ohne gleichzeitiges exogenes
NO-Angebot konnte eine Stimulation der Synaptosomen mit Oxyh&dmoglobin (102 M) die
VIP-Freisetzung nicht beeinflussen. Exogenes NO flhrte also an dem Modell der

Synaptosomen zu einer Freisetzung von VIP.

3.1.4. Beeinflussung der durch exogen zugefiihrtes NO ausgelosten

VIP- Freisetzung durch subtypspezifische Calciumkanalblocker

Da die vorangehenden Daten fir eine Rolle der N- und P-Typ Calciumkanale bei der VIP-
Sekretion sprechen, wurden weitere Calciumkanalen und einer durch exogene NO-—
Stimulation hervorgerufenen VIP-Freisetzung zu klaren.

Unter durch Zusatz von EGTA (0,5 M) herbeigefiihrten calciumfreien Bedingungen zeigte
sich die VIP-Freisetzung bei Stimulation durch exogen zugefiihrtes NO nicht signifikant
reduziert (Basal: 135.2 + 26.2 pg/mg [=100%], SNAP 10 M: 160.4 + 15.1 %, SNAP/Ca**-
frei: 131.2 £ 27.9%, n = 6). Die durch exogen zugefuhrtes NO stimulierte VIP- Freisetzung
scheint also ein von extrazellularem Calcium unabhangiger Mechanismus zu sein.

Dementsprechend gelang es durch keinen Versuchsansatz mit gleich welchem
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subtypspezifischen Calciumkanalblocker die durch exogenes NO induzierte VIP-
Freisetzung zu antagonisieren (Basal: 168.0 + 24.7 pg/mg [= 100%], SNAP 10* M 149.4
+ 11.4%, SNAP + o- CTx- GVIA 10° M: 153.1 = 12.4%, SNAP + - AgaTx- IVA 3 x 107
M: 150.6 + 12.5%, SNAP + o- AgaTx- IVA + o- CTx- GVIA: 162.2 + 25.6%, SNAP +
Isradipin: 142.4 + 10.9%, SNAP + o- CTx MVIIC: 163.6 = 27.7%, SNAP + Ni**: 180.4 +
42.2%,n=17).

3.2. Stickstoffmonoxidsynthase (NOS)

3.21 Beeinflussung der NOS- Aktivitat durch subtypspezifische

Calciumkanalblocker

Da die Aktivitit der Stickstoffmonoxidsynthase unter durch EGTA (0,5 M)
hervorgerufenen calciumfreien Bedingungen verglichen mit der Aktivitdt unter
Kofaktorstimulation um 61% reduziert ist (Kontrolle [Kofaktoren]: 7.0 + 0.8 fmol/mg/min, +
Ca®*frei: 2.8 + 1.4 fmol/mg/min, P < 0.05, n = 6), wurden auch hier Versuche zur
Charakterisierung der Rolle der einzelnen Calciumkanalsubtypen bei der NOS-
Aktivierung durchgefuhrt.

Calciumkanalblocker der P-Typ- (o- AgaTx IVA), der N-Typ- (o-CTx GVIA) und auch der
L-Typ- (Isradipin) —Kanale verringerten die NOS- Aktivitat verglichen mit der Kontrolle
(Kontrolle: 7.0 £ 0.8 fmol/mg/min, + o- AgaTx- IVA: 1.5 £ 1.2 fmol/mg/min,+ »-CTx GVIA
2.1 £ 1.3 fmol/mg/min, + Isradipin: 2.1 £ 1.2 fmol/mg/min, jeder Versuch P < 0.05, n = 5).
o- Agatx- IVA, der Blocker der P-Typ- Ca*" -Kanéle verringerte die vorstimulierte NOS-
Aktivitat um 79%, eine Blockade der N-Typ Ca®*-Kandle durch o-CTx GVIA reduzierte
die NOS- Aktivitat genauso wie der L-Typ Ca*"-Kanalblocker Isradipin um jeweils 70%.
Es zeigte sich im Vergleich mit den Ergebnissen unter calciumfreien Bedingungen kein
signifikanter Unterschied. Die Blockierung der Q- Typ- Calciumkanale durch o- CTx
MVIIC und der R- und T- Typ- Calciumkanale durch Ni** konnten die durch Kofaktoren
stimulierte NOS- Aktivitdt dagegen nicht signifikant verandern (Kontrolle: 7.0 + 0.8
fmol/mg/min, + »-CTx MVIIC10® M: 3.4 + 1.8, + Ni** 10° M: 4.4 + 1.9 fmol/mg/min, n =
5). Auch héhere Konzentrationen von Ni** zeigten keinen Einfluss auf die NOS- Aktivitat
(Kontrolle: 3.1 + 1.3 fmol/mg/min, + Ni** 10°M: 3.7 + 1.6 fmol/mg/min, + Ni** 10°M: 3.6 +
1.7 fmol/mg/min, +Ni** 10*M: 3.1 + 1.2 fmol/mg/min, n = 4). (Abb.5)
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Abb. 5: Effekt der subtypspezifischen Ca” Kanalblocker auf die Aktivitit der NOS

Die NO- Synthese wurde durch o- CTx GVIA, o- AgaTx- IVA und Isradipin, die Blocker der N-, P- and L-Typ
Ca”" Kandle signifikant reduziert. @- CTx MVIIC und Ni** , die Blocker der Q, R- und T-Typ Ca®* Kanale
zeigten dagegen keinen Einfluss. Die Abbildung zeigt Mittelwerte + S.E.M. bei einer unabhangigen
Versuchsanzahl von n = 5 in Doppelbestimmung (* P < 0.05 verglichen mit der Kontrolle).

Nach diesen Daten scheinen sowohl der P- und N- Typ Calciumkanal als auch der L-Typ
Kanal eine bedeutende Rolle fur die bei der Aktivitat der NOS notwendigen
Calciumzufuhr zu spielen. Q- und T-Typ Calciumkanale sind jedoch vermutlich nicht in
die Aktivierung der NOS innerhalb des myenterischen Plexus des Dinndarms der Ratte

involviert.

3.2.2. Beeinflussung der NOS- Aktivitidt durch verschiedene Transmitter

Da die NOS- Aktivitat auch indirekt Uber eine durch die Calcium- Zugabe bedingte
Freisetzung von Transmittern beeinflusst sein kénnte, wurde eine Versuchsreihe zur
Untersuchung der direkten Effekte verschiedener Transmitter angesetzt. Analog zu 3.1.3.
waren auch hier Acetylcholin und Substanz P als wichtigste Vertreter der exzitatorischen
Transmitter von besonderem Interesse. Die Stimulierung cholinerger Rezeptoren durch

Zugabe von Carbachol zeigte jedoch keinen signifikanten Effekt auf die Aktivitat der
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nNOS. Auch die Hemmung muskarinerger Rezeptoren Uber den Antagonisten Atropin
fuhrte zu keiner signifikanten Anderung der basalen NOS- Aktivitét.

Eine Stimulierung der tachykininergen Rezeptoren durch Substanz P und auch deren
Antagonisierung durch Spantide Il konnten die NOS Aktivitdt ebenfalls nicht
beeinflussen ( Die erhaltenen Daten werden in Tab 3 dargestellt. Ein Einfluss einer
tonischen Freisetzung von Acetylcholin oder Substanz P auf die NO- Produktion

scheint somit ausgeschlossen.

Substanz NOS Aktivitat in fmol/mg/min n
Basal 10.7 £2.9 4
Carbachol 10"M 10.2+1.5(ns.) 4
Carbachol 10°M 10.6 £ 1.4 (n.s.) 4
Carbachol 10°M 8.1+1.8(n.s.) 4
Kontrolle 55120 3
Atropin 10° M 6.8+1.0(n.s.) 3
Kontrolle 2209 4
Substanz P 10'M 22+09(ns.) 4
Substanz P 10°M 26+1.2(ns.) 4
Substanz P 10°M 2.3+0.9(ns.) 4
Spantide 1 10° M 2109 (ns.) 4

Tab. 3: Effekte von Carbachol und Substanz P auf die Aktivitat der NO Synthase in
enterischen Synaptosomen.
(Versuche in Doppelbestimmung; * P < 0.05; n. s. nicht signifikant).

Auch der Einfluss inhibitorischer Transmitter wurde in Bezug auf Veranderungen der
NOS- Aktivitat getestet.

Zunachst wurde eine Versuchsreihe zur Untersuchung des Einflusses der Opioide auf
die kofaktorstimulierte NOS- Aktivitat angesetzt. Die Agonisten der p-, k- und &-Opioid-
rezeptoren, also Endomorphin-1/-2 (u), Dynorphin-A (k) und Cyclic[DPen?, DPen’]-
Enkephalin (DPDPE, &) zeigten im Versuch keinen signifikanten Effekt auf die NOS.
Zugabe des Opioid- Rezeptor Antagonisten Naloxon (10° M) sowie der Antagonisten
der jeweiligen p-, k- und 5-Rezeptoren, CTOP (107 M)( p), Nor- Binaltorphin (Nor-BNI,
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10 M, )( k) und Naltrindol (10®° M) (3), beeinflusste die basale NOS- Aktivitat ebenfalls
nicht. Diese Daten schliel3en einen Einfluss tonisch freigesetzter Opioide auf die NOS

weitgehend aus (Tab. 4).

Substanz NOS Aktivitat in fmol/mg/min n
Kontrolle 80122 4
Endomorphin-1 10°M (u Agonist) 7.1+£28(n.s.) 4
DPDPE 10°°M (delta Agonist) 6.1+1.7(n.s.) 4
U-50488 10°M (kappa Agonist) 6.0+ 0.8 (n.s.) 4
Naloxon 10°M 7.7+0.8 (n.s.) 4

Tab. 4 Effekte der Agonisten der p-6-,und k-Opioid- Rezeptoren, Endomorphine-1,
DPDPE und U-50488 auf die Aktivitit der NOS in enterischen Synaptosomen.
(Versuche in Doppelbestimmung; * P < 0.05; n. s. nicht signifikant).

3.23 Beeinflussung der NOS- Aktivitat durch einen Rezeptor- aktivierten

Calciumeinstrom

Da im ZNS uber eine Aktivierung eines Glutamat- Rezeptor- Subtyps, des NMDA-
Rezeptors ein Calciumeinstrom und darliber hinaus eine Stimulierung der NOS
nachgewiesen ist, wurden sowohl die Auswirkungen einer Aktivierung als auch einer
Blockierung des NMDA- Rezeptors untersucht. Weder die Zugabe von NMDA noch
Glutamat beeinflusste die durch Kofaktoren stimulierte NOS- Aktivitat (Kontrolle: 2.2 £ 0.1
fmol/mg/min, + NMDA 107 M: 2.0 + 0.3 fmol/mg/min, + NMDA 10° M: 1.9 + 0.3
fmol/mg/min, + NMDA 10° M: 1.8 + 0.4 fmol/mg/min, + Glutamat 10" M: 2.1 + 0.3
fmol/mg/min, + Glutamat 10° M: 2.0 + 0.3 fmol/mg/min + Glutamat 10° M: 1.9 + 0.2
fmol/mg/min, kein Versuch war signifikant im Vergleich zur Kontrolle, n = 5). Der NMDA
Rezeptorantagonist R-4-carboxy-3-hydroxyphenylglycin zeigte ebenfalls keinen Einfluss
auf die NOS- Aktivitat (Kontrolle: 2.2 + 0.1 fmol/mg/min, + R-4-carboxy-3-hydroxyphenyl-
glycin 10° M: 2.0 + 0.3 fmol/mg/min, nicht signifikant im Vergleich zur Kontrolle, n = 4).
Annliche Ergebnisse wurden mit 1-Aminocyclobutanecarboxylic-Saure (ACBC) erhalten,
einem NMDA Rezeptorantagonisten an der Glycin- Bindungsstelle (Kontrolle: 2.2 + 0.1
fmol/mg/min, + ACBC 10° M: 2.9 + 1.1 fmol/mg/min, nicht signifikant im Vergleich zur
Kontrolle, n = 4). Ein Einfluss eines Liganden- gesteuerten Calciumkanals auf die Aktivitat

der NOS an enterischen Synaptosomen scheint somit nicht relevant.
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4, Allgemeine Diskussion

4.1. Aufbau des enterischen Nervensystems und Requlation der Motilitat

Die Aufgabe des Verdauungstraktes besteht neben der Immunabwehr hauptsachlich in
der Verwertung der Nahrung. Hierfir muss die Nahrung gerichtet transportiert,
vermischt und durch Enzymsekretion aufgespalten, und anschlieRend in geeigneter
Form resorbiert, bzw. ihre unverwertbaren Teile ausgeschieden werden. Bezogen auf
die Motilitdt kdnnen dabei streng lokal kontrollierte Vorgange wie die Durchmischung
der Nahrung und die peristaltische Bewegung zum Transport der Nahrung von
segmentibergreifenden  Motilitatsvorgangen wie dem  Schluckvorgang, der
Osophagealen Peristaltik, den Migrationskomplexen oder auch dem Vomitus oder der

Defakation unterschieden werden (Kunze und Furness 1999).

Innerhalb des Dinndarms lassen sich einerseits postprandiale Motilitatsphasen zur
Verwertung der Nahrung und andererseits interdigestive Phasen beobachten.

Diese interdigestiven Phasen des oberen Gastrointestinaltrakts kennzeichnet ein
zyklisches motorisches Muster, der sogenannte migrierende myoelektrische Komplex
(MMC). Der MMC durchlauft beispielsweise den menschlichen Verdauungstrakt alle
80-110 Minuten, und bendtigt fur einen Durchlauf ca. 6-10 Minuten (Kunze und
Furness 1999), wobei die jeweils betroffene Region intensive rhythmische
Kontraktionen der Zirkuldrmuskulatur zeigt. Vier Phasen werden unterschieden: Eine
Ruhephase (Phase 1), die ca. 40-60 % der Zykluslange beansprucht, eine Phase Il mit
unregelmafiger motorischer Aktivitat (20-30% der Zykluslange), eine Phase Ill mit
durchschnittlich 10 kraftigen Kontraktionen/min im Dunndarm (Szurzewski 1969), der
wiederum eine Phase IV mit geringerer Aktivitat folgt. Phase Il dient einer Art
.Hausputzfunktion®, indem es durch die Kontraktionen abgeschilferte Zellen, Sekrete,
unverdaute Nahrung und Bakterien nach aboral schiebt, und damit gleichzeitig auch
ein Aufsteigen von Bakterien aus dem Kolon verhindert. Ein Fehlen der Phase lllI-
Aktivitdt der MMC' s fiihrt zu einer bakteriellen Uberwucherung des Dinndarms
(Vantrappen et al 1977). Ein Einfluss der inhibitorischen Transmission tber NO auf die
Steuerung der MMC’ s wurde sowohl an Tiermodellen (Hellstrom und Ljung 1996,

Maczka et al 1993), als auch am Menschen (Russo et al 1999) nachgewiesen.
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Generell werden sowohl die interdigestiven Phasen, als auch die zur
Nahrungsverwertung dienende Motilitdt durch das enterische Nervensystem
weitgehend unabhangig von peripheren oder zentralen Einflissen gesteuert. Selbst
nach bilateraler Vagotomie, Entfernung der pravertebralen Ganglien, Abtrennung der
Nerven des Splanchnikus oder auch nach kompletter extrinsischer Denervierung wie
sie beispielsweise durch Transplantation bedingt ist, finden sowohl migrierende
myoelektrische Komplexe als auch nahrungsgetriggerte Motilitat statt. Eine Hemmung
der Darmmotilitat kann jedoch durch Perfusion des Darmsegments mit Tetrodotoxin
Uber eine Blockierung der Weiterleitung neuronaler Aktionspotentiale oder Uber
Hexamethonium via Blockierung der schnellen exzitatorischen Signale erreicht werden
(Sarna et al 1981, Weisbrodt et al 1975, Furness et al 1995b).

Diese Fahigkeit des enterischen Nervensystems motorische und sensorische Reflexe
zur Regulierung der intestinalen Peristaltik ohne Einfluss durch das zentrale
Nervensystem zu steuern, unterscheidet es erheblich von dem Ubrigen peripheren
Nervensystem (Furness und Costa 1987). Voraussetzungen hierfur sind der besondere
Aufbau und das komplexe Zusammenspiel der unterschiedlichen Neurone des
enterischen Nervensystems.

Der zielgerichtete Transport des Nahrungsbolus wird prinzipiell Gber eine lokale
propulsive Bewegung durch Kontraktion oralwarts des Stimulus (aszendierender
exzitatorischer Reflex) und Relaxation distal des Reizes (deszendierender
inhibitorischer Reflex) gesteuert (Bayliss und Starling 1899), wobei die involvierten
exzitatorischen und inhibitorischen Reflexe sowohl Uber die Dehnung des Lumens als
auch Uber mechanische und chemische Reizung der Mukosa ausgel6st werden (Yuan
et al 1991, Baldwin et al 1975). Die Verschaltung des peristaltischen Reflexes verlauft
Uber funktionell verschiedene Neurone, welche jedoch alle innerhalb des
Gastrointestinaltrakts und dort innerhalb des myenterischen Plexus liegen. Dieser
befindet sich zwischen der &uReren Zirkuldrmuskulatur und der inneren
Longitudinalmuskulatur (siehe Abb. 6) und scheint bei den verschiedenen Spezies
anatomisch und funktionell sehr dhnlich aufgebaut zu sein, wahrend der submukése
Plexus sich bei kleineren und groReren Saugetieren in Umfang und Aufgaben
unterscheidet (Hens et al 2002).
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Abb. 6: Anatomischer Aufbau des enterischen Nervensystems (aus Furness 1982)
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Die Ausldsung eines peristaltischen Reflex findet zunachst Uber Stimulation der
intrinsischen primar afferenten Neurone (IPANs) durch einen geeigneten Reiz an
der intestinalen Mukosa statt. Die IPANs gehéren elektrophysiologisch zu den AH
(afterhyperpolarisation)—/ Typ 2- Neuronen, deren Potentialverhalten durch ein hdheres
Ruhemembranpotential, einen geringeren Eingangswiderstand und ein verlangertes
hyperpolarisierendes Nachpotential charakterisiert ist.

Der anschlieBende kontrahierende oder relaxierende Effekt des peristaltischen
Reflexes wird Uber jeweils exzitatorische oder inhibitorische Motorneurone vermittelt,
welche elektrophysiologisch als S-/ Typ1-Neuronen klassifiziert werden. Sie zeichnen
sich im Vergleich zu den AH- Neuronen durch ein niedriges Ruhepotential und einen
hoheren Eingangswiderstand aus. Im Gegensatz zu AH- Neuronen besitzen sie eine
hohe Spontanaktivitdt und sind repetitiv stimulierbar. Die exzitatorischen
Motorneurone projizieren zum einen in oralwarts liegende Muskelbereiche, zum
anderen auf Hohe ihrer Zellkérper in die Zirkularmuskulatur, wobei das Axon dem
Muskel folgend den Darm ringférmig umlauft (Gabella 1972).

Die inhibitorischen Motorneurone projizieren ihre Axone wiederum ebenfalls in nahe
ihren Zellkérpern und weiter in bis zu einigen Millimetern analwarts gelegene
Muskelzellen (Bornstein et al 1986). Eine bedeutende Rolle in der Vermittlung der
Signale der Motorneurone auf die intestinale Muskulatur spielen die interstitiellen
Zellen nach Cajal (ICCs) (Cajal 1893). Die ICCs exprimieren die jeweiligen
Rezeptoren sowohl flir exzitatorische (Sternini et al 1995) als auch fir inhibitorische
(Young et al 1993, Shuttleworth et al 1993) Transmitter, und tragen weiterhin durch
ihre elektrische Verknipfung mit der Muskelzelle zur Modulation der gastrointestinalen
Motilitat bei (Ward und Sanders 2001). Charakteristisch fiir die ICCs ist auRerdem die
Generierung rhythmischer elektrischer Wellen und damit eine Funktion als
Schrittmacher in der Koordination glatter Muskelzellen (Hanani et al 2000).

Zu der funktionellen Differenzierung der Neurone des peristaltischen Reflexes gehéren
auch die sogenannten Interneurone. Deren Zellkdrper liegen innerhalb des
myenterischen Plexus, ihre Fasern projizieren nach oral und anal und bilden dort
sowohl mit exzitatorischen und inhibitorischen als auch mit weiteren Interneuronen
Verkniupfungen. Am Modell des Meerschweins beispielsweise wurden verschiedene
Arten der Interneurone gefunden, drei, evt. vier Arten der absteigenden und eine Art
der aufsteigenden Interneurone. (Costa et al 1996). Die aufsteigenden und zwei Arten
der absteigenden Interneurone gehdren wie die Motorneurone ebenfalls zu den S-/Typ

1 Neuronen.
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Durch komplexe Verschaltung der intrinsischen primar afferenten Neurone (IPANs) mit
auf- und absteigenden Interneuronen, Motorneuronen und weiteren IPANs entsteht
eine lokale propulsive Bewegung (siehe Abb. 7)

Abb. 7: Schematische Darstellung der Verkniipfung enterischer Neurone (aus Kunze
und Furness 1999)

—

1:IPAN, Zellkérper innerhalb des myenterischen Plexus liegend

2: aszendierendes cholinerges Interneuron

3: deszendierendes Interneuron des lokalen Reflexes

4: deszendierendes Interneuron des MMCs

5: inhibitorisches Motorneuron

6: exzitatorisches Motorneuron

7: IPAN, Zellkérper innerhalb des submukdsen Plexus liegend

8: Enteroendokrine Zelle, zur mukosalen Reizauslésung der IPANs

LM: Longitudinalmuskulatur, MP: myenterischer Plexus, CM: Zirkuldrmuskulatur,
SM: Submukdser Plexus, Muc: Mukosa)

Das Ziel der koordinierten Motilitdat des Gastrointestinaltrakts bedingt eine komplexe
Zusammensetzung und Verschaltung zahlreicher exzitatorischer und inhibitorischer
Antworten auf verschiedene Stimuli oder Signale, dabei wird die jeweilige -
exzitatorische oder inhibitorische - Transmission des enterischen Nervensystems durch
eine grofRe Anzahl verschiedener Substanzen aus der Gruppe der Peptide, der Purine,

der Aminosauren oder der gasféormigen Molekile und deren Rezeptoren vermittelt.
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Unterschiedliche Transmitter treten auch gemeinsam in Nervenendigungen auf
(Burnstock 1997), wobei einige der Substanzen einen modulatorischen Einfluss auf die
Freisetzung oder den Effekt der eigentlichen Transmitter austiben koénnen. Diese
Transmitterzusammensetzung der einzelnen Neurone wird als sogenanntes ,chemical
coding“ des enterischen Nervensystems beschrieben (Furness und Costa 1987,
Furness et al 1995a), wobei sich die wichtigsten Transmitter und ihre Lokalisation in
den einzelnen Neuronentypen in verschiedenen Spezies und gastrointestinalen
Regionen gleichen, wahrend sich die jeweiligen Cotransmitter und Neuromodulatoren
hier teilweise deutlich unterscheiden (Furness et al 1994a).

Als typische Transmitter der exzitatorischen Transmission des Gastrointestinaltrakts
gelten Acetylcholin und Substanz P, beide lassen sich weit verbreitet und haufig auch
kolokalisiert in Neuronen und Nervenzellkérpern der submukdsen und myenterischen
Ganglien nachweisen (Costa 1987, Ribeiro-da Silva A. 2000). Substanz P zahlt
gemeinsam mit VIP auch zu den Komponenten sekretomotorischer Neurone.
Inhibitorische Motorneurone enthalten vorwiegend NO, VIP und die Opioide, wobei die
Funktion der Opioide eher modulatorisch unter pathophysiologischen Bedingungen
beschrieben wird. Auch Adenosintriphosphat (ATP) gilt als inhibitorischer Transmitter
(Crist et al 1992) in vielen Abschnitten des Gastrointestinaltrakis verschiedener
Spezies (Burnstock 2004), fehlende molekulare Marker und Antagonisten erschweren
seine Charakterisierung im Rahmen immunhistochemischer und funktioneller
Untersuchungen.

Adenosine, Glutamat, Galanin und GABA treten ahnlich dem ZNS neben weiteren
Substanzen auch im enterischen Nervensystem auf, wobei ihre Rolle hier nicht
eindeutig geklart ist. Mdglich scheinen neuromodulatorische Funktionen.

Weitere Transmitter zeigen sich immunhistochemisch nur sparlich in den zur glatten
Muskulatur ziehenden Nervenfasern und werden daher in diesem Kontext nicht
behandelt.

Einen Uberblick Uber die Pharmakologie des Gastrointestinaltraktes und damit

wichtiger gastrointestinaler Transmitter und ihrer Rezeptoren zeigt Tabelle 5.
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Prinzipielle Pharmakologischer . .
Funktion Typ Agonist Rezeptoren Antagonisten
. Muskarinerg Atropin
Cholinerge Acetylcholin M1-M5 P
Transmission — -
Nikotinerg Hexamethonium
. . Adrenerge Noradrenalin/
Exzitatorisch Transmission Adrenalin s.e.L.
. SubstanzP NK, Spantide
Tachykinerge NKA NK
Transmission 2
NKB NKj3
VIP VIP 1, VIP2 --
~ NANC- PHI, PACAP,
Inhibitorisch | (Nicht-adrenerg, Glukagon, se.l. sel
nicht- cholinerg) | Sekretin, GRF
T ..
ransmission NO
. ATP s.e.L.
Purinerge
Transmission Adenosin s.elL.
Serotonerge 5-HT sel
Transmission T
GABA A,
GABA GABA B s.e.L.
Aminosauren als lonotrop:
enterische ¢ NMDA
Transmitter Glutamat e AMPA s.e.lL.
e Kainat
Metabotrop:
mglu1.4
Histaminerge sel
Un- Transmission i
determinierte M
Funktion 8,
Opioide K’ Naloxon
ORL1
Somatostatin
Gastrin
Cholecystokinin
Peptide als NPY, PYY,
enterische Calcitonin,
Neurotransmitter GRP,
Neurotensin, s.e.L.
Motilin,
GRP,
Galanin,
Bradykinin,
Angiotensin
Endothelin

Tab. 5: Wichtige Neurotransmitter des enterischen Nervensystems (siehe auch
Brookes S und Costa M, Innervation of the Gastrointestinal Tract, Vol. 14, The
Autonomic Nervous System, Taylor&Francis 2002) s.e.L.: siehe entsprechende
Literatur




ALLGEMEINE DISKUSSION 27

4.2. Die nicht- adrenerge , nicht- cholinerge (NANC) Transmission des

enterischen Nervensystems

Wahrend die Aktivitdt der gestreiften Muskulatur nur durch exzitatorische cholinerge
Motorneurone kontrolliert wird, werden glatte Muskelzellen sowohl von adrenergen und
cholinergen exzitatorischen, als auch von ,nicht adrenergen - nicht cholinergen®
(NANC) inhibitorischen Neuronen reguliert. Bezogen auf das enterische Nervensystem
zeigte sich die Prasenz einer ,nicht adrenergen nicht cholinergen® Transmission
erstmals in zwei 1963 durchgeflihrten Studien. Nach Stimulierung enterischer Nerven
unter adrenerger und cholinerger Blockade lieRen sich zum einen am Dinndarm des
Meerschweins inhibitorische synaptische Potentiale (Burnstock und Holman 1963), und
zum anderen am Katzenmagen eine Relaxation nach vagaler Stimulation beobachten
(Martinson und Muran 1963).

Weitere Untersuchungen zeigten einen biphasischen Verlauf der inhibitorischen
NANC- Transmission des Dinn- und Dickdarms des Meerschweins (Niel et al 1983
Crist et al 1991), die erste Phase bilden die meist Uber Purine wie z.B. ATP oder die
Adenosine regulierten ,schnellen inhibitorischen synaptischen Potentiale® (fast IJPs)
(Costa et al 1986b, Crist et al 1992), die zweite Phase zeigt ,langsame inhibitorische
synaptischen Potentiale® (slow IJPs) welche tber VIP und NO vermittelt werden (Crist
et al 1991, 1992, He und Goyal 1993). Nach Stimulation dauert die Zeitspanne der
schnellen IJPs ca. 1 Sekunde, wobei der Nadir nach 0,4 Sekunden erreicht wird (Niel
et al 1983, Christ et al 1991). Eine Sensitivitdt gegeniber dem Polypeptid Apamin —
einem Neurotoxin aus dem Gift der Biene- weist auf die den schnellen inhibitorischen
Potentialen zu Grunde liegende Offnung calciumabhangiger Kaliumkanale (Bywater
und Taylor 1986). Die apaminresistenten langsamen |JPs erreichen ihren Nadir nach 1
Sekunde und dauern bis zu 2 Sekunden (Bywater und Taylor 1986, Christ et al 1991).
Die Komponenten und Modulatoren der schnellen und der langsamen IJPs differieren
jedoch in den verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts wie auch unter den
verschiedenen Spezies. ATP spielt eine Rolle in der Ubertragung schneller 1JPs wie
bereits erwahnt des lleums und Colons des Meerschweins sowie des inneren
Analsphinkters (Lim und Muir 1986, Rae und Muir 1996) des Meerschweins, wahrend
im Kolon des Hundes schnelle |JPs Uber eine Freisetzung von NO vermittelt zu sein
scheinen (Ward et al 1992a). Ergebnisse verschiedener funktioneller Studien zur
inhibitorischen NANC- Transmission des Dinndarms der Ratte (Manzini et al 1985,
Fox et al 1986, Yagasaki et al 1983, Serio et al 1990) und auch an anderen Spezies
wie dem Mensch (Xue et al 1999, Murr et al 1999) stellen die Rolle endogenen ATPs in

der NANC- Transmission in Frage. Insbesondere fiir den Diinndarm der Ratte ist seine
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Bedeutung im Gegensatz zu NO und VIP nicht eindeutig geklart. Eine Uber NO als
Transmitter vermittelte Inhibition zirkularer Muskeln am Jejunum der Ratte zeigte
ebenfalls eine Aktivierung calciumabhangiger Kaliumkanale via einer Erh6hung des
cGMP- Spiegels (Vanneste et al 2004) wie sie fur die schnellen IJPs beschrieben wird.
Die langsamen |JPs werden je nach Region einzeln oder auch gemeinsam in
unterschiedlicher Gewichtung durch NO und VIP gesteuert. Im Falle eines
gemeinsamen Auftretens sprechen zahlreiche Daten fir eine serielle Freisetzung der
beiden Neurotransmitter. So scheint die rasche einem kurzen niedrig frequentem
Impuls folgende Relaxation NO- vermittelt zu sein, wahrend die folgende durch
starkere Frequenzen hervorgerufene andauernde Relaxation Uber eine Freisetzung
von VIP gesteuert wird (Li und Rand 1990, Boeckxstans 1992, Meulemans et al 1995,
Takahashi und Owyang 1995, Tonini et al 2000).

Die Aufgabe der inhibitorischen NANC- Neurone in der Regulation der
gastrointestinalen Motilitdt besteht prinzipiell in der Relaxation der einzelnen
enterischen Abschnitte, so fuhrt eine Aktivierung der NANC- Neurone zur Relaxation
der intestinalen Sphinkteren, tragt zu Anpassungsvorgangen des Magenfundus, des
Dunn- und des Dickdarms bei, und ist vor allem an dem deszendierendem
inhibitorischen Reflex nach Dehnung des Darmlumens bei der Peristaltik beteiligt
(Ciccocioppo et al 1994, Tonini et al 2000). Wie bereits zuvor angedeutet, ist es den
zahlreichen Daten folgend nicht mdglich einen einzelnen Transmitter als den
Haupttrager der Relaxation innerhalb des Gastrointestinaltrakts zu ermitteln, vielmehr
scheint die inhibitorische Transmission in den verschiedenen Abschnitten des
enterischen Nervensystems aus zwei oder mehreren zusammenspielenden
Transmittern zu bestehen (Costa et al 1986b, Maggi und Giuliani 1993, 1996), die
jeweils ihren individuellen Platz bei der Vermittiung der Relaxation einnehmen, wobei
NO und VIP innerhalb des ENS eine zentrale Rolle zugeschrieben wird.

Weitere zur inhibitorischen NANC- Transmission beitragende Substanzen sind
beispielsweise das zur VIP-Familie gehérende ,Pituitary adenylate cyclase peptide®
(PACAP) (Fox- Threlkeld et al 1999) und Neurotensin (Goedert et al 1984); ihre
Bedeutung ist verglichen mit der Rolle des NO und VIP jedoch geringer, und wurde in

der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.
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421 Vasoaktives intestinales Peptid (VIP) im enterischen Nervensystem

Said und Mutt identifizieten 1970 in Untersuchungen des Duodenums ein
gefallerweiterndes Peptid: das Vasoaktive intestinale Peptid (VIP) (Said und Mutt
1970), einige Zeit spater wurde VIP sowohl in zentralen als auch in peripheren
Nervengewebe nachgewiesen (Said und Rosenberg 1976), und im weiteren Verlauf
zeigte sich VIP weit verbreitet in verschiedenen Organen wie Herz, Lunge,
Schilddrise, Niere, Immunsystem, Urogenital- und Gastrointestinaltrakt (Henning und
Sawmiller 2001). Die Funktionen des VIP als Neurotransmitter oder Neuromodulator
scheinen ebenso vielfaltig, so erfillt es unter anderem Aufgaben in der Vasodilatation,
Bronchodilatation, der hormonellen Regulation, bei Lernvorgangen, der
Schmerzempfindung (Dickinson und Fleetwood- Walker 1999), der Entziindungs-
suppression (Said et al 1998) sowie im Gastrointestinaltrakt in der Regulation
sekretorischer Vorgange (Furness et al 1984) und — im hier vorliegenden Kontext — in

der Steuerung der Motilitat.

4211 VIP- Synthese und Signaltransduktionswege im Rahmen der

inhibitorischen NANC- Transmission

VIP gehdrt zu einer Familie strukturell ahnlicher Peptide, zu der unter anderem auch
das oben bereits erwahnte PACAP, Sekretin, Glucagon, das Glucagon like Peptid
(GLP), das Gastric inhibitory peptide (GIP) oder der Growth hormone-releasing factor
(GRF) zahlen. Es besteht aus 28 Aminosauren und wird aus einem Vorlaufermolekiil
Uber mehrere Schritte unter gleichzeitiger Produktion weiterer Substanzen der
Peptidfamilie im endoplasmatischen Retikulum von Nervenzellkérpern synthetisiert,
und von dort aus in die Nervenendigungen — in gro3en Vesikeln gespeichert —
transportiert, und nach Stimulation durch Kalium- induzierter Depolarisation oder nach
Aktivierung bestimmter Rezeptoren calciumabhangig freigesetzt.

Nach Interaktion mit einem G-Protein gekoppelten VIP-Rezeptor auf einer
gastrointestinalen glatten Muskelzelle scheint VIP Uber eine Aktivierung der
Adenylatcyclase und damit Erhéhung des intrazellularen cAMP- Spiegels via der
Proteinkinase A (PKA) zwei mogliche direkte Wege zur muskuldren Relaxation zu
aktivieren: Zum einen wird Uber eine Offnung calciumaktivierter Kaliumkanale mit
konsekutiver Hyperpolarisation und folgender SchlieBung spannungsabhangiger

Calciumkanale eine Senkung des intrazelluldren Calciumspiegels und damit eine
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Relaxation erreicht, zum anderen ergibt sich eine Mdglichkeit aus der Beteiligung
hoher cAMP- Spiegel an der Abnahme der Calciumsensitivitdt woraus wiederum eine
Muskelrelaxation resultiert (Hata et al 2000) (siehe Abb. 8).

smooth muscle cell
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Abb. 8. Schematische Darstellung der VIP-Signalkaskade zur Relaxation der

intestinalen Muskulatur (aus Hata 2000)

Daten fir die VIP- induzierte Zunahme des cAMP wurden frih an isolierten
Muskelzellen des Meerschweinchenmagens gefunden (Bitar und Makhlouf 1982), und
unter anderem in Studien des unteren Osophagussphinkter des Opossum (Torphy et al
1986) und des Hasenmagens (Moummi et al 1989) bestatigt. Die Assoziation der VIP
induzierten PKA— Aktivierung via einer cAMP- Erhéhung wurde Uber den Einsatz von
PKA- Inhibitoren an Zellen des Hasen- und des Meerschweinmagens (Murthy et al
1993, Murthy und Makhlouf 1995), des lleum des Meerschweins (Rekik et al 1996) und
des distalen Kolons der Ratte gezeigt (Kishi et al 2000).

Murthy et al beobachteten nach Stimulierung von VIP- Rezeptoren gastrischer
Muskelzellen neben einer Erhéhung der cAMP Aktivitat auch eine Zunahme der cGMP,
und schlossen in ihren Untersuchungen auf eine VIP-induzierte, G-Protein gesteuerte
Zunahme des Calciumeinstroms mit konsekutiver NOS- Aktivierung, und deuteten das
freigesetzte NO als Ausloser der Relaxation (Murthy et al 1993)

Es scheinen also verschiedene Mechanismen der VIP-induzierten Relaxation des
Muskels innerhalb des Gastrointestinaltrakts moglich, eine Erklarung hierfir waren die

beispielweise in den jeweiligen Neuronentypen der verschiedenen gastrointestinalen
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Regionen unterschiedlichen Anforderungen oder Voraussetzungen zur Regulierung der

intestinalen Motilitat.

4.2.1.2. Rolle des VIP bei der inhibitorischen NANC- Transmission des ENS

Zahlreiche immunhistochemische Untersuchungen deuten bereits auf eine Rolle des
VIP als Neurotransmitter innerhalb des enterischen Nervensystems, so zeigt sich VIP
haufig kolokalisiert mit NO und weiteren Transmittern im submukdsen sowie im
myenterischen Plexus verschiedener Spezies und gastrointestinaler Regionen (Costa
et al 1980, Talmage und Mawe 1993, Wattchow et al 1997, Simula et al 2001). Im
Dinndarm des Meerschweinchens finden sich VIP- immunoreaktive Nervenfasern
sowohl unter den kurzen und langen inhibitorischen Motorneuronen zur
Zirkuldrmuskulatur, als auch in cholinergen und nicht- cholinergen Interneuronen
(Costa et al 1980,1996, Jessen et al 1980, Costa und Furness 1983, Brookes et al
1991); auch unter den zur Langsmuskulatur ziehenden Motorneuronen enthalt ein
kleiner Anteil VIP (Schultzberg et al 1980, Costa und Furness 1983).

Nachgewiesen wurde ebenfalls eine Ausbildung von Synapsen zwischen VIP- ergen
Nervenfasern und NO- und VIP- enthaltenden myenterischen Neuronen (Llewwllyn —
Smith et al 1985, Costa et al 1996).

Einen Einfluss auf die exzitatorische Komponente der gastrointestinalen Motilitat
scheint VIP (ber eine Stimulierung der Freisetzung exzitatorischer Transmitter,
insbesondere des Acetylcholin auszuliben (Kusunoki et al 1986, Katsoulis et al 1992,
Yau et al 1985, 1989), seine Bedeutung als Transmitter der inhibitorischen
Motorneurone des enterischen Nervensystems U(berwiegt jedoch. Zahlreiche
funktionelle Studien belegen die Rolle des VIP bei der ,nicht- adrenergen- nicht-
cholinergen® (NANC) inhibitorischen Transmission des Gastrointestinaltrakts,
beispielsweise wurde eine VIP-induzierte Relaxation glatter Muskelzellen am Katzen-
(Fahrenkrug et al 1978) und am Rattenmagen (Bitar und Makhlouf 1982) beobachtet.
Weitere Daten an verschiedenen Spezies deuten ebenfalls auf einen nicht
unerheblichen Beitrag an der NANC- Transmission in verschiedenen Bereichen des
Gastrointestinaltrakts, so hemmt VIP am Meerschweinchendarm die zirkulare
Muskulatur (Costa et al 1986a) und relaxiert intestinale Sphinkter wie beispielsweise
den inneren Analsphinkter des Opossum (Nurko und Rattan 1988), den Sphinkter Oddi
des Hundes (Wiley et al 1988) und den unteren Osophagussphinkter des Kaninchens

(Biancani et al 1984) und des Opossums (Goyal et al 1980). Weiterhin finden sich
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Hinweise auf eine VIP- Beteiligung an der NANC- vermittelten Signallbertragung an
Kolon von Meerschwein und Ratte (Grider und Rivier 1990).

VIP qilt entsprechend als inhibitorischer Transmitter der NANC- Transmission in
zahlreichen Spezies, und seine Freisetzung wird Uber eine Vielzahl physiologischer
Stimuli initiiert (Grider und Makhlouf 1988a,b), wobei eine Abhangigkeit der VIP-
Freisetzung von einem Einstrom extrazellularen Calciums Uber spannungsabhangige
Calciumkandle wiederum die Frage nach der Rolle der einzelnen
spannungsabhangigen Calciumkanalsubtypen aufwirft, und in der vorliegenden Arbeit

zum Gegenstand der Untersuchungen wurde.

4.2.2 Stickstoffmonoxid (NO) im enterischen Nervensystem

NO scheint im gesamten Organismus ein fast allgegenwartiges multipel einsetzbares
Molekil zu sein. Es dient der Regulierung des Blutflusses Uber eine Beeinflussung der
Gefalrelaxation, bewirkt eine Hemmung der Plattchenaggregation und tragt durch
zytotoxische Eigenschaften auch zur unspezifischen Infektabwehr bei. NO spielt als
Neurotransmitter eine Schllsselrolle innerhalb des zentralen wie des peripheren
Nervensystems, wo das NO synthetisierende Enzym (NOS) immunhistochemisch

nachgewiesen wurde (Bredt et al 1990).

4221 Isoformen der NO- Synthase (NOS) und deren funktionelle Bedeutung

Durch die Prasenz des NO im gesamten Organismus in unterschiedlichen Funktionen
scheint die Notwendigkeit verschieden lokalisierter und steuerbarer Syntheseenzyme
logisch. Man unterscheidet entsprechend prinzipiell zwei Arten der Stickstoffmonoxid-
Synthase (NOS): zum einen eine induzierbare und zum anderen eine konstitutive NOS.
Die induzierbare iINOS oder NOS Il ist calciumunabhangig und produziert NO nach
Stimulation wie beispielsweise durch einen Entziindungsreiz. Die NO-Bildung verlauft
dabei verglichen mit der konstitutiven NOS Uber einen langeren Zeitraum. Die iNOS
kommt unter anderem in Epithelien, in Makrophagen, in Mastzellen, hepatischen und
pankreatischen Zellen vor. Das durch die iINOS produzierte NO (bt in dem
Zusammenhang durch eine cytotoxische Wirkung teilweise eine protektive Funktion
aus. Durch Hemmung von metabolischen Enzymen oder sogar durch direkte DNA-
Schadigung wirkt NO cytotoxisch auf Parasiten, Bakterien und DNA-Viren. Auch

bestimmte antitumorale Eigenschaften sind bekannt, wobei wiederum mit p53 Mutation
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assozierte Tumore haufig mit einer Resistenz gegen cytotoxische Eigenschaften des
Stickstoffmonoxids und gleichzeitig einer verstarkten Expression der iNOS
einhergehen (Lala und Chakraborty 2001).

Die zweite Art der NOS, die sogenannte konstitutive NOS produziert calciumabhangig
kurzfristig NO nach Stimulation. Eine Form der konstitutiven NOS fand man in
endothelialen Zellen, die sogenannte eNOS oder NOS Il (Bredt und Snyder 1992),
deren Funktionen unter anderem in der Regulierung des vasalen Tonus, der
Plattchenaggregationshemmung und der Freisetzung oxidativer Substanzen aus
Leukozyten in der Mikrovaskulatur besteht. Eine wenn auch geringere Aktivitat (10-20
%) der eNOS wird jedoch auch unter calciumfreien Bedingungen beobachtet: durch
Phosphorylierung von Seronin und Threonin durch die cGMP- abhangige Proteinkinase
Il und die cAMP abhangige Proteinkinase zeigte sich die Moglichkeit einer teilweisen
calciumunabhangigen Aktivierung (Butt et al 2000).

Eine weitere Form der konstitutiven NOS wurde im ZNS und in peripheren
Nervengeweben nachgewiesen und als nNOS (NOS [) bezeichnet (Moncada et al
1991, Knowles und Moncada 1994). Immunhistochemisch konnte diese NOS auch weit
verbreitet an enterischen Motorneuronen gezeigt werden (Desai et al 1994, Lefebvre et
al 1995). Sowohl im ZNS (Eliasson et al 1997) als auch im enterischen Nervensystem
(Huber et al 1998) wurden Unterarten der nNOS entdeckt, die infolge eines alternativen
Spleillens entstehen. Man unterscheidet eine a-, eine - und eine y- Form der nNOS.
Spleilvarianten erklaren beispielsweise NNOS- Restaktivitaten bei nNOS- Knock- Out-

Mausen.

ZNS
nNOS (NOS I)

ENS
. Immunkompetente Zellen
iINOS (NOS II)

z.B. Makrophagen
eNOS (NOS III) Gefallendothel
Tab. 6: Isoformen der NOS und deren Lokalisation

Pathophysiologische Bedeutung erreichen die iINOS in der Pathogenese des
septischen Schocks oder rheumatischer Erkrankungen (Abramson et al 2001), und die
nNOS bei Krankheitsbildern wie dem Apoplex oder bei chronisch neurodegenerativen
Prozessen (Salerno et al 2002). Eine pathophysiologische Rolle der eNOS ist nicht

bekannt. Daraus ergibt sich ein potentielles Interesse an selektiven Blockern der
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verschiedenen NOS -Formen fir die individuelle Therapie unterschiedlicher
Erkrankungen.

In der vorliegenden Arbeit wurde Uber den Versuchsaufbau des Synaptosomenmodells
die nNOS (NOS I) untersucht. Die Rollen der eNOS in der enteralen GefalRversorgung
und der iNOS in der enteralen Immunabwehr wurden nicht berlcksichtigt. Im weiteren
Text der vorliegenden Arbeit wird daher unter der Bezeichnung NOS die NOS |

verstanden.

4222 NO- Synthese und Beeinflussung durch Kofaktoren

Die Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) katalysiert Uber einen Calcium/ Calmodulin
abhangigen Mechanismus die Umwandlung von L-Arginin zu L-Citrullin und
Stickstoffmonoxid (NO). Hierfir werden neben dem Calcium und Calmodulin (CaM)
noch weitere Cofaktoren — namlich NADPH, die Flavine FAD/FMN und
Tetrahydrobiopterin (BH4) benétigt (Bredt und Snyder 1990, Knowles et al 1989) (Siehe
Abb. 9)

NADPH

Qxygenase-Einheit

NADP + H L-Arginine + O:
+ +

Reduktase-Einhei

L-Citrullin + NO

NO-Synthase

Abb. 9: Rolle der Kofaktoren der NOS (nach Alderton 2000)

Die NOS bildet ein Homo- Dimer, bestehend aus einer Reduktase- und einer
Oxygenase-Einheit. Uber eine PDZ-Doméane ist die neurale NO-Synthase an die
Zellmembran verankert.

Bei der Reduktion von NADPH werden Elektronen (e-) an die Reduktase- Einheit und
Uber FAD/ FMN zur Oxygenase- Einheit der NOS ubertragen. FAD und FMN regulieren
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den Transfer der Elektronen von NADPH, einem 2-Elektronen-Donor zu einem 1
Elektronen-Akzeptor, dem Ham uber die Bildung von radikalen Ubergangssubstraten.
Der Elektronentransfer in der Reduktase- Einheit erfordert die Bindung von Calmodulin
und Calcium, bei Abwesenheit des CaM/ Ca** ist dieser verlangsamt (Matsuda und
lyanagi 1999) Durch Interaktion mit dem HAM und Tetrahydrobiopterin (BH4) wird die
Reaktion von L-Arginin + O2 zu Citrullin + NO katalysiert. Tetrahydrobiopterin
stabilisiert einerseits die dimerische Form und tragt damit zu einer Optimierung der
NOS- Aktivitat bei, andererseits wird fir BH4 auch eine katalytische Rolle im Rahmen

des Redoxgeschehens vermutet (Alderton et al 2001).

4223 NO- Signaltransduktionswege im Rahmen der inhibitorischen NANC-

Transmission

NO unterscheidet sich in einigen Punkten von anderen Transmittern. Zum einen stellt
es mit einer Halbwertzeit von 0,5- 50 Sekunden eine eher instabile Verbindung dar,
eignet sich daher nicht zur Speicherung in Vesikeln und wird entsprechend nach
Bedarf synthetisiert. AnschlieRend diffundiert NO leicht durch Membranen und
interagiert zum anderen nicht mit einem ,klassischen® membranstandigen Rezeptor,
sondern vermittelt direkt intrazellular GUber verschiedene Signaltransduktionswege.

Ziel des NO ist dabei die I6sliche Guanylatcyclase (sGC), die durch Bindung des NO an
die Hamgruppe des Enzyms Uber eine Konformationsanderung aktiviert wird. Das
Ergebnis ist Uber eine Umwandlung des Guanosintriphosphats eine Erhéhung des
intrazellularen 3°5°cyclischen Guanosinmonophosphats (cGMP) (Knowles et al 1989,
Schmidt et al 1993).

cGMP steuert wiederum verschiedene Ziele innerhalb der Zelle an, es kann sowonhl
cGMP- abhangige lonenkanale beeinflussen - Daten an glatten Muskelzellen des
Hundekolons zeigen einen cGMP vermittelten Anstieg der Offnungswahrscheinlichkeit fir
Kaliumkanale mit konsekutiv durch die Hyperpolarisierung bedingter verminderter
Calciumeinfuhr Gber spannungsabhangige Calciumkanale (Thornbury et al 1991) - als
auch zu einer Aktivierung von Phosphodiesterasen und der cGMP- abhangigen
Proteinkinase (PKG) fuhren. Untersuchungen an Knock-out- Mausen, welchen eine
Isoform der PKG fehlt, zeigten eine Beeintrachtigung der Relaxation enterischer
Muskelzellen durch die fehlende nitrerge Komponente (Ny et al 2000). Die weitere
Signalkaskade der PKG erfolgt Uber eine Hemmung der Inositol 1,4,5-triphosphat-
Synthese (Rapaport 1986, Hirata et al 1990, Schlossmann et al 2000), eine Aktivierung

der Calcium- ATPase des endoplasmatischen bzw. sarkoplasmatischen Retikulums
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(Lincoln 1989) und einer Regulierung der Myosin- leichte- Ketten- Phosphatase (Huang et
al 2004)

Eine vermutete direkte Aktivierung calciumabhangigen Kaliumkanale durch NO
(Bolotina et al 1994) konnte in weiteren Untersuchungen nicht bestatigt werden
(Haburcak et al 1997), eine indirekte Beeinflussung der calciumabhangigen
Kaliumkanale wiederum uber eine Aktivierung der l6slichen Guanylatcyclase und damit
einer Erhéhung des cGMP wurde an verschiedenen Modellen nachgewiesen
(Matsuyama et al 1999, Vanneste et al 2004).

Auch Uber eine Freisetzung weiterer enterischer Neurotransmitter aus der selben oder
aus einer benachbarten Nervenendigung konnten NO-Effekte neben der direkten
relaxierenden Wirkung auf die glatte Muskulatur vermittelt werden. Hinweise auf eine
NO-bedingte Freisetzung von VIP wurde unter anderem an der zirkuldaren Muskulatur
des Hamsters (Matsuyama et al 2002), und an Synaptosomenpraparationen des
Dunndarms der Ratte gezeigt; hier schien die Freisetzung des VIP beispielsweise
ebenfalls Uber eine Beteiligung der Proteinkinase G und der Phosphodiesterase V
gesteuert zu sein (Kurjak et al 2001).

Die durch cGMP vermittelte NO-induzierte Relaxierung der glatten Muskulatur scheint in
ihrem Mechanismus nicht an allen enterischen Bereichen identisch, der Effekt einer
verminderten  intrazelluldaren  Calciumkonzentration oder einer  verminderten
Calciumsensitivitdt verbunden mit einer Abnahme der Kontraktilitdt wird allgemein

akzeptiert (Denninger und Marletta 1999, Lincoln und Komalavilas 2000).
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Abb. 10: Schematische Darstellung der NO- Signalkaskade zur Relaxation der
intestinalen Muskulatur (aus Hata 2000)
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4.2.2.4 Rolle des NO in der inhibitorischen NANC- Transmission des ENS

Die ersten immunhistochemischen Hinweise auf die Prasenz der neuralen NO-
Synthase und damit auf eine Rolle als Transmitter innerhalb des ENS zeigten sich an
myenterischen Neuronen und Nervenfasern der Ratte (Bredt et al 1990). Die NOS -
teilweise in Kolokalisation mit VIP - wurde im Verlauf innerhalb des gesamten
Gastrointestinaltrakts verschiedener Spezies nachgewiesen, beispielsweise unter
anderem im Osophagus der Ratte (Kuramoto et al 1999), im Magen des Menschen
(Tonini et al 2000, Pimont et al 2003), in Dinndarm und Sphincter Oddi des Opossum
(Simula et al 2001), im Dinn- und Dickdarm der Maus (Sang und Young 1998),
Pylorus und ileokolonischen Sphinktern des Hundes (Ward et al 1994) oder auch in
zahlreichen Subpopulationen myenterischer Nervenfasern des Meerschweinchen-
dinndarms wie den deszendierenden inhibitorischen Motorneurone und den zu
weiteren myenterischen Ganglien und zum submukdsen Plexus ziehenden
deszendierenden Interneuronen (Costa et al 1992, 1996, Furness et al 1994b).

Durch den fehlenden Membranrezeptor des NO wurde seine Rolle in der
Neurotransmission zunachst indirekt Uber eine Blockierung des Syntheseapparates
untersucht. Eine Hemmung der NOS zeigte eine Reduzierung der nach elektrischer
Stimulierung ausgeldésten NANC- Relaxation an gastrointestinalen Muskelzellen
(Sanders und Ward 1992, Desai et al 1991), wie zum Beispiel des unteren
Osophagussphinkters (De Man et al 1991), Pylorus (Allescher et al 1992), Duodenums
(Toda et al 1990), Jejunums (Stark et al 1991), terminalen lleums (Boeckxstaens et al
1990, 1991), des ileokolonischen Sphinkters und Kolons (Ward et al 1992a, Huizinga
et al 1992) des Hundes. Ahnliche Daten wurden am Rattenmodell am Magen (Lefebvre
et al 1992, Li und Rand 1990, Boeckxstaens et al1992) oder Jejunum (Irie et al 1991)
und zahlreichen weiteren gastrointestinalen Bereichen und Spezies erhoben. Die
inhibitorische  NANC- Transmission der menschlichen Zirkularmuskulatur des
Dunndarms zeigte sich ebenfalls nach Blockierung der NOS Uber L-NNA bis zu 65%
reduziert (Maggi et al 1991).

Auch Eingriffe in die konsekutiven Schritte der NO- Signalkaskade, beispielsweise Uber
Blockierung des intrazellularen NO- Ziels der l6slichen Guanylatcyclase durch
Methylenblau oder selektivere Inhibitoren fuhrten sowohl zu einer Reduzierung der
durch elektrische Stimulierung ausgeldsten als auch der nach Zugabe exogenen NOs
erzeugten Relaxation (Franck et al 1997, Lefebvre 1998, Shahin et al 2000).
Verschiedene Daten weisen neben der pragnanten inhibitorischen Rolle des NO auch
auf eine modulierende Beeinflussung der exzitatorischen Komponente der enterischen

Transmission, beispielsweise in Form eines tonisch inhibitorischen Effekts: Studien am
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Modell der Katze, der Ratte, des Meerschweins oder des Menschen fiihrten unter
Hemmung der NOS zu einer Zunahme der intestinalen Compliance oder einer
Zunahme des intraluminalen Drucks und der kontraktilen Aktivitat (Maggi et al 1991,
Calignano et al 1992, Gustafsson und Delbro 1993, Waterman und Costa 1994,
Waterman et al 1994), bzw. zu einer Potenzierung der aszendierenden Exzitation
(Allescher et al 1992).

Weitere Untersuchungsmodelle zeigten eine NO- bedingte Freisetzungshemmung
sowohl cholinerger als auch nicht- cholinerger Transmitter (Hryhorenko et al 1994,
Holzer- Petsche et al 1996, Tonini et al 2000), es werden aber auch stimulierende
Effekte des NO auf die Freisetzung exzitatorischer Transmitter wie Acetylcholin und
Substanz P beschrieben (Gustafsson et al 1990, Wiklund et al 1993). Zu deuten sind
diese scheinbar widersprichlichen Daten der NOS- Funktion vermutlich als Hinweise
auf die Plastizitat des enterischen Nervensystems und seine Fahigkeit der Modulation
und bedarfsangepassten Steuerung der Transmission zur Regulation der Motilitat.

Die entscheidende Rolle des NO als inhibitorischer Transmitter der NANC- vermittelten
Relaxation wird durch zahlreiche Daten verschiedener Untersuchungsmodelle und
Spezies gestutzt; offen bleibt jedoch die Frage nach den genauen
Regulationsmechanismen der NO- Freisetzung. Die differenzierten Signalwege und
Funktionen des NO scheinen in der Konsequenz auch eine differenziert zu
modulierende Steuerung zu erfordern.

Eine Moglichkeit hierfur ergibt sich aus der Calciumabhangigkeit der NOS in der
NANC- Transmission (Boeckxstaens et al 1993a). Der Calciumeinstrom Uber
spannungsabhangige Calciumkanale kann durch die verschiedenen Subtypen und ihre
jeweiligen elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften differenziert
reguliert werden (siehe Kap.4.3.), und stellt daher einen interessanten Aspekt in der

Frage nach der Regulation der NOS- Aktivitat dar.

4.2.3 Klinische Relevanz der NANC- Neurotransmission bei

gastrointestinalen Krankheitsbildern

Aufgrund der Komplexitdt des  enterischen Nervensystems kénnen
pathophysiologische Veranderungen des ENS durch zahilreiche verschiedene
Ursachen entstehen.

Zum einen sind Stoérungen der embryonalen Entwicklung des ENS wie beispielsweise

Mutationen der Tyrosinkinase- Rezeptoren, wie z.B. des ,Ret*- (Edery et al 1994) oder
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des ,Kit- Rezeptors (Burns et al 1996) mit Motilitatsstérungen, bzw. dem Auftreten
eines Megacolon vergesellschaftet. Auch die funktionelle Ausschaltung von Endothelin-
Rezeptoren, z.B. des Endothelin 3- und Endothelin B-Rezeptoren beeintrachtigt die
Entwicklung des ENS und flhrt zur Ausbildung eines agangliondren Megacolons
(Baynash et al 1994, Puffenberger 1994).

Eine durch Frihgeburt ,physiologisch® bedingte unzureichende Ausreifung des
enterischen Nervensystems scheint an der Entstehung der bei extrem Friihgeborenen
nicht selten auftretenden nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) beteiligt.
Immunhistochemisch zeigen die betroffenen Darmsegmente eine mangelhafte
Ausbildung der inhibitorischen NANC- Innervation, was wiederum erklarend fir die
Motilitatsstérungen mit konsekutiver bakterieller Uberwucherung und Durchwanderung
der Darmwand zu sein scheint (Sigge et al 1998).

Angeborene Erkrankungen wie die infantile hypertrophe Pylorusstenose und der
Morbus Hirschsprung zeichnen sich durch ein Fehlen inhibitorischer Neurone und
dadurch resultierende stenotische Veranderungen aus. Bei der infantilen
hypertrophen Pylorusstenose, die sich in schwallartigem Erbrechen in den ersten
Lebenswochen der betroffenen Sauglinge aulert, zeigt sich im Bereich des Pylorus ein
Mangel an NOS- haltigen Motorneuronen und Kklinisch eine Obstruktion des
Magenausgangs mit einer Verdickung der Tunica muscularis. Bei dem Krankheitsbild
des Morbus Hirschsprung stenosieren unterschiedlich lange Abschnitte des Kolons,
meist in den distalen Abschnitten und filhren zu ausgepragter Dilatation vor den
betroffenen Regionen (Goyal und Hirino 1996).

Ein im Laufe des Lebens auftretender Verlust myenterischer Neurone oder ein
selektiver Verlust VIP/ NO- haltiger inhibitorischer Neurone des unteren
Osophagussphinkter, bzw. des mittleren und unteren Osophagusdrittels kennzeichnet
die Achalasie. Klinisch féllt eine tonische Kontraktion des unteren
Osophagussphinkters, bzw. eine gestorte Peristaltk des  betroffenen
Osophagusbereichs auf. Haufig ist die Ursache fiir den Neuronenverlust unklar.
Paraneoplastische Syndrome, Parkinsonsyndrome und die Chagaskrankheit sind
mogliche Ausldser fir neurale degenerative Prozesse (Goyal und Hirino 1996)
Funktionsausfalle oder Funktionsbeeintrachtigung der inhibitorischen NANC-
Transmission, bzw. der Regulierung kontrahierender und relaxierender Signale fuhren
auch zu weiteren Stdérungen der gastrointenstinalen Motilitat, die sich in einer Reihe
klinisch haufig auftretender Symptome bemerkbar machen. So beschreibt die
.funktionelle Dyspepsie“ ein Syndrom, welches mit Oberbauchbeschwerden,

Véllegefiihl und Ubelkeit einhergeht. Als Erklarungen fir die genannten Symptome
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werden eine gestorte, weil verzégerte Magenentleerung (Talley et al 2001), eine
verminderte Magenanpassung (Berstad et al 1997) oder auch eine Hypersensibilitat
auf eine Dehnung des Magens (Tack et al 2001) genannt. Im Falle der
eingeschrankten Anpassungsfahigkeit des Magens an Volumina kénnte ein
therapeutischer Ansatz in der Stimulierung inhibitorischer NANC- Neurone bestehen
(Tack et al 1998, Quartero et al 1998).

Auch der Gastrodsophageale Reflux (GOR) geht mit Stérungen der Regulation
inhibitorischer Transmission einher. Die physiologische Motilitdt des Osophagus wird
Uber exzitatorische cholinerge Komponenten und inhibitorische NANC- Komponenten
gesteuert, wobei NO und VIP in der inhibitorischen Transmission eine entscheidende
Rolle spielen. AuBerdem wird die Relaxation des unteren Osophagussphinkter (iber
eine Dehnung des proximalen Magens stimuliert (Boulant et al 1997). Beim GOR
flihren vermehrte transiente Relaxationen des unteren Osophagussphinkters (Talley
NJ et al 1999) zu der Symptomatik des Reflux. Untersuchungen an betroffenen
Patienten zeigten erhdhte Serumwerte fur Abbauprodukte des NO und fur VIP, eine
Rolle der beiden Transmitter in der Pathogenese des GOR wurde daher postuliert
(Kassim et al 2003). Angriffspunkte therapeutischer Interventionen ergaben sich aus
diesen Punkten in der Modulierung der inhibitorischen Transmitter sowohl im Bereich
des unteren Osophagussphinkter, als auch im Bereich des Magenfundus.

Eine weitere bekannte funktionelle Verdauungsstérung wird durch den Begriff des
Jirritablen Darmsyndroms® beschrieben, wobei abdominelle Beschwerden mit
Veranderungen der Darmtétigkeit im Sinne von Obstipation, Diarrhoe oder einem
Wechsel der beiden einhergehen. Die Ursache ist vermutlich multifaktoriell und
beinhaltet eine viszerale Hypersensitivitat, funktionelle Besonderheiten des ZNS,
Veranderungen der intestinalen Motilitat und auch psychosoziale Faktoren (Schwartz
und Stollmann 2000). Bezogen auf die Motilitit wurden in einigen Studien
Veranderungen innerhalb des Dick- und in einigen Fallen auch im Bereich des
Dinndarms beobachtet (Kellow et al 1999). Betroffene Patienten zeigten
beispielsweise Veranderungen des Kontraktionsmusters und der Phasendauer im
Ablauf der interdigestiven MMCs, und postprandial vermehrt phasische Kontraktionen
des Kolons. Therapeutisch interessant zu diesem Aspekt ist wiederum die Rolle des
NO und des VIP als Modulatoren, bzw. Suppressoren exzitatorischer also

kontrahierender Transmission.

In Anbetracht der Bedeutung veranderter inhibitorischer Transmission im Rahmen

einer Vielzahl von Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts und der sich daraus
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ergebenden therapeutischen Ansatze, erscheint das Verstandnis der Regulation der
einzelnen inhibitorischen Transmitter und deren wechselseitige Beeinflussung von
eminenter Bedeutung. Eine entscheidende Rolle in der Freisetzung unterschiedlicher
Transmitter, und insbesondere der fir die inhibitorische NANC- Transmission
verantwortlichen VIP und NO spielen die spannungsabhangigen Calciumkanale und

werden auf Grund dessen in der vorliegenden Arbeit naher beleuchtet.

4.3. Spannungsabhingige Calciumkanale

Uber Aktionspotentiale und Neurotransmitter wird Information innerhalb eines neuralen
Netzwerks vermittelt. Dabei wird die Vielfaltigkeit dieser Information unter anderem
Uber Anzahl und Eigenschaften verschiedener lonenkanale moduliert. Unter diesen
spielen die spannungsabhangigen Calciumkanéle durch ihre weite Verbreitung und
ihre  Funktionen sowohl innerhalb des zentralen als auch des enterischen
Nervensystems eine bedeutende Rolle. Unter Ruhebedingungen besteht ein 10.000-
facher Konzentrationsunterschied zwischen extra- und intrazellularer
Calciumkonzentration. Wird die Plasmamembran jedoch depolarisiert, kommt es zu
einer Aktivierung spannungsabhangiger Calciumkanale (Heinonen et al 1985) und
extrazellulare Calciumstrome werden innerhalb einer Sekunde entlang eines Gradienten

rasch in das Zytoplasma der Zelle geschleust (Drapeau und Blaustein 1983).

Weitere Mdglichkeiten der Erhéhung des intrazellularen Calciumspiegels ergeben sich
aus der Aktivierung Liganden- Rezeptor- gesteuerter Calciumkanale, wie beispielsweise
dem glutaminergen NMDA- Rezeptor oder Uber eine Calciumfreisetzung und -aufnahme
aus bzw. in intrazellulare Kompartimente wie dem sarkoplasmatischen Retikulum.
Diese spielen neben den Zellmembran gebundenen spannungsabhangigen
Calciumkanalen eine weitere Rolle in der Steuerung der neuralen Erregbarkeit und der
Transmissionsvorgange, auf die in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht naher

eingegangen wird.

Die intrazellularen Calciumsignale agieren als second messenger indem sie zahlreiche
biochemische und elektrische Vorgange der Zelle initiieren oder regulieren. lhre Funktion
erstreckt sich dabei Uber die Steuerung verschiedener Enzyme, die Kontrolle der

calciumabhangigen Gentranskription oder auch die Aktivierung weiterer
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calciumabhangiger lonenkanale zur Regulierung der neuralen Erregbarkeit. Sie sind
essentiell fir die Kontraktion sowohl der gestreiften als auch der glatten Muskulatur
und - dies ist besonders im Kontext der vorliegenden Arbeit von Interesse- tragen
wesentlich zur Freisetzung bestimmter Neurotransmitter bei (Katz und Mild 1969,
Augustine et al 1987).

4.3.1. Charakterisierung der Subtypen der spannungsabhangigen

Calciumkanale

Bei der Vielfalt der calciuminduzierten Effekte und der komplexen zeitlich und regional
erforderlichen Regulierung des Calciumeintritts, scheint die Notwendigkeit
verschiedener spannungsabhangiger Calciumkanale offensichtlich, und es sind
aufgrund ihrer pharmakologischen, elektrophysiologischen und molekularbiologischen
Eigenschaften mehrere Subtypen, bisher L-, N-, P-, Q-, R- und T- Typ Calciumkanéle,
klassifiziert. (Siehe Tabelle 7 Seite 45 und Tabelle 8 Seite 52)

4311 Pharmakologische Charakterisierung der spannungsabhingigen

Calciumkanale

Die pharmakologische Differenzierung der spannungsabhangigen Calciumkanale und
damit auch Untersuchungen zu deren individuellen Beeinflussung bestimmter

Funktionen erfolgt Giber ihre jeweilige Blockierung.

Liganden des L-Typ- Calciumkanals spielen sowohl klinisch als auch experimentell
eine interessante Rolle, hierzu gehdren prinzipiell drei Substanzklassen, die
Phenylalkylamine (PAA), die Benzothiazepine (BTZ) und Dihydropyridinderivate (DHP).
Phenylalkylamine (PAA), wie Verapamil, Gallopamil oder Devapamil und
Benzothiazepine (BTZ) wie Diltiazem blockieren Calciumstréme uber den L- Typkanal
und flhren dort auch zu einer allosterischen Veranderung des Kanals, die wiederum
eine veranderte Affinitat fur die Dihydropyridine bewirkt (Glossmann und Striessnig
1990). Sowohl die Substanzen der PAA- Familie als auch die Benzothiazepine
hemmen den L-Typ-Calciumkanal nicht selektiv, und sind daher fiir Untersuchungen
zur Differenzierung der spannungsabhangigen Calciumkanale nicht optimal.
Kennzeichnend fir alle L- Typ- Calciumkanale ist ihre Sensitivitat fir Dihydropyridine,
zu denen sowohl blockierende Substanzen wie beispielsweise Nifedipin, Nisoldipin

oder auch das in der vorliegenden Arbeit verwendete Isradipin gehoéren, als auch
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Substanzen wie Bay K 8644, das eine aktivierende Wirkung auf den L-Typ-
Calciumkanal besitzt. Es bindet spezifisch an die a1C und a1D- Untereinheit des L-
Typ-Calciumkanals.

In den 80’er Jahren fand man an neuronalen Strukturen Calciumkanale, welche nicht
Uber Dihydropyridine hemmbar waren, und deren Leitfahigkeit nicht denen der L- oder
T-Typ- Calciumkanale zuzuordnen war (Nowycky et al 1985, Fox et al 1987). Sie
wurden entsprechend (,neuronal®) zunachst allgemein N-Typ-Kanale genannt, und im
weiteren Verlauf anhand ihrer Sensitivitat gegenlber verschiedenen aus den Giften
von Meeresschnecken und Spinnen gewonnenen Substanzen unterteilt. Dabei blieb
die Bezeichnung N- Typ-Calciumkanale denjenigen Kanalen, die eine hohe Sensitivitat
gegeniiber w- Conotoxin GVIA zeigten. Diese Substanz gehort zu der Gruppe der
Conotoxine, welche in der Natur von in warmen Gewassern des westlichen Pazifik in
einer Tiefe bis zu 30 m lebenden Meeresschnecken zur Beutejagd verwendet werden.
Conotoxine sind eine Gruppe relativ kleiner Proteine, die mit hoher Affinitdt und
Spezifitdt das Nervensystem angreifen, und je nach Untergruppe Uber eine Blockierung
von Natrium-, und oder Calciumkanalen wirken (Olivera et al 1991). Dabei wird das Gift
Uber harpunahnliche Stacheln injiziert, und fuhrt zu einer schlagartigen Lahmung des
Opfers. Besonders die Gattung der Fische jagenden Meeresschnecken verflgt Uber
hochtoxische Gifte, unter lhnen befinden sich auch einige fir den Menschen
gefahrliche Spezies, zu welchen besonders die Schnecke Conus geographicus gehort.

Deren Toxin blockiert spezifisch den presynaptischen N-Typ- Calciumkanal.

Abb. 11:  Abbildung der Meeresschnecke Conus geographicus
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Uber den Einsatz des w- Conotoxins GVIA konnten N- Typ- Kanale in zahlreichen
neuralen Strukturen nachgewiesen und charakterisiert werden (Plummer et al 1989,
Carbone et al 1990, Regan et al 1991).

Durch Isolierung weiterer calciumkanalspezifischer Toxine aus anderen Gattungen der
Meeresschnecken konnten auch weitere Calciumkanale genauer untersucht werden.
Aus dem Gift der Conus magus wurden vier w- Conopeptide gewonnen: w- Conotoxin
MVIIA, MVIIB, MVIIC und MVIID (Monje et al 1993). w- Conotoxin MVIIC blockiert den
Q- und in bestimmten Konzentrationen auch den N-Typ-Calciumkanal.

Die Strategie des Beutefangs mit Hilfe des Einsatzes hochwirksamer Toxine ist auch
bei Spinnentieren weit verbreitet. Die in Nordamerika vorkommende Trichternetzspinne
(Agelenosis aperta) produziert ein aus drei verschiedenen Neurotoxinen bestehendes
Gift, eines dieser Neurotoxine - w- Agatoxin— IVA - blockiert selektiv den P-Typ-
Calciumkanal (Adams 1990). Diese Hemmung ist durch weitere Depolarisationen
reversibel, was wiederum auf eine Abhangigkeit der Toxinbindung von deren
Konformitat des Kanals deutet (Mintz et al 1992). Diejenigen Kanale, die auf die oben
beschriebenen spezifischen Toxine bzw. Substanzen nicht ansprachen, wurden
dementsprechend R- (,resistant®)- Typ- Calciumkanale genannt. Ein weiterer
Calciumkanaltyp ohne entsprechenden organischen Blocker wurde auf Grund seiner
elektrophysiologischen Charakteristika T- Typ-Calciumkanal genannt (siehe auch
4.3.1.2.). R- und T- Typ Calciumkanale werden {ber Ni** blockiert, wobei die R-Typ-
Kanale sensitiver gegeniiber einer Blockierung mit Ni** reagieren und dadurch
identifiziert werden.

Obwohl die verschiedenen Toxine und Substanzen essentiell fir die Differenzierung
der verschiedenen Calciumkanale sind, ist eine Interpretation der an Hand ihrer
Verwendung gewonnenen Daten nicht immer ganz einfach, da ihre Selektivitat in
einigen Fallen wie beispielsweise dem oben bereits erwahntem w- Conotoxin MVIIC
von der eingesetzten Konzentration der Substanz abhangig ist. Der Effekt und die
Selektivitat des verwendeten Blockers ist also einerseits von seiner Konzentration,
andererseits von der Zeitspanne der Bindung und von der aktuellen Konformitat des
jeweiligen Calciumkanals abhangig.

Tabelle 7 nennt den jeweiligen Calciumkanalsubtypen zugeordnete wichtige

Kanalblocker in den gelaufigen Konzentrationen.
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Ca*-Kanal- Subtyp Ca*-Kanalblocker
L-Typ- Ca®- Kanal Isradipin (7-10-30-300nM)
(DHP)
N-Typ- Ca**- Kanal ©- CTx- GVIA (1-5uM)?
Cadmium
P-Typ- Ca**- Kanal o- Agatx- IVA (1- 30-80 nM)? (100-200uM)®
Q-Typ- Ca?*- Kanal »-CTx- MVIIC (1 uM)?
R-Typ- Ca?*- Kanal Ni** (1-50pmol)®
" Ni** (12-200 pymol)°,
T-Typ- Ca”"- Kanal ) ) ;
Mibefradil (=0,1umol)

Tabelle 7: Blocker der einzelnen Calciumkanalsubtypen in den jeweiligen liblichen
Konzentrationen (Konzentrationsunterschiede beruhen auf Subtypen der
jeweiligen Kanaltypen oder unterschiedlichen Versuchsansatzen)

1 Catterall et al 2005, 2Ellinor et al 1993, Fossier et al 1994, Wheeler et al 1994, Haage
et al 1998, % Alexander et al XX, Turner et al 1992, 1993., Wheeler et al 1994, Haage
etal 1998, * Mintz et al 1992, ° Bian et al 2004, °: Lee JH et al 1999, ":Strege et al
2005, ®Williams et al 1999, Haage et al 1998

4.3.1.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der spannungsabhingigen

Calciumkanale

Primar kénnen elektrophysiologisch zwei Arten spannungsabhangiger Calciumkanale
unterschieden werden, zum einen sind dies Calciumkanale, welche bereits unter relativ
niedriger Spannung (LVA- Calciumkanale) aktiviert werden, und zum anderen jene
Kanale, die sich erst ab einer hdoheren Spannung (HVA- Calciumkanale) o6ffnen
(Hagiwara et al 1975, Llinas und Yarom 1981).

Zu den ersteren gehért nur der T-Typ- Calciumkanal, er kommt in verschiedenen
Geweben wie neuronalen Strukturen, der glatten, der kardialen, und der
Skelettmuskulatur, Niere, Leber und vielen endokrinen Organen vor, und wird
verglichen mit den anderen Kanalsubtypen bereits bei sehr niedrigen Schwellenwerten
(> -70mV) aktiviert. Kennzeichnend fiir den T-Typ- Calciumkanal ist weiterhin seine
kleine Leitfahigkeitsamplitude und eine rasche Inaktivierung. Diese Eigenschaften

leiten seinen Namen aus ,tiny“ und ,transient” entsprechend als T-Typ- Kanal ab. Eine
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Rolle scheint der T-Typ-Calciumkanal unter anderem in der Schrittmacherfunktion des
sinoatrialen Knoten am Herzen (Hagiwara et al 1988), im Rahmen der
Hormonsekretion der Nebenniere (Cohen et al 1988), bei der Bildung von
Aktionspotentialen und in Weiterleitung, bzw Verstarkung von Signalen entlang von
Dendriten (Perez Reyes 2003) zu spielen.

Zu den erst ab einer hoheren Schwellenspannung (>-20 mV) gedffneten
Calciumkanalen zahlen die L-, N-, P-, Q und R-Typ- Calciumkanale.

Die L-Typ- Calciumkanale sind eine in sich heterogene Gruppe, so wurden sie weit
verbreitet in verschiedenen Organen als unterschiedliche Subtypen gefunden (siehe
auch 4.2.1.2). Dabei ahneln sich die L-Typ-Kanale auf neuronalen, kardialen und
sekretorischen Zellen in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften, wahrend sich die
L-Typ-Kanale auf Zellen der Skelettmuskulatur beispielsweise durch eine deutlich
langsamere Aktivierung unterscheiden. Haufig finden sich Kolokalisationen
verschiedener L-Typ-Calciumkanale auf einem Zelltyp, auf neuronalen Zellen
beispielsweise an Granulosazellen des Rattenhirns (Forti und Pietrobon 1993) oder
auch an kultivierten Myozyten der Aorta von Ratten (Neveu et al 1993).

Insgesamt ist die Leitfahigkeit der L-Typ- Calciumkanale besser und andauernder als
die der T-Typkanale, so findet kaum, bzw. erst spat eine =zeit- oder
spannungsabhangige Inaktivierung statt. Auf Grund dieser Eigenschaften einer groRen
Leitfahigkeitsamplitude (,Large®), und einer langsamen Kinetik des gedffneten Kanals
(,Long-lasting®), ergab sich die Bezeichnung L-Typ-Calciumkanal.

N-Typ- Calciumkandle gehdren zu den auf neuralen Strukturen am besten
untersuchten Calciumkanalen. lhre Leitfahigkeit liegt unter der der L-Typ
Calciumkanale, und sie werden bei einer Spannung von — 30mV inaktiviert, wahrend L-
Typ Calciumkanale in diesem Bereich noch gedéffnet sind. Ein weiteres Merkmal ist der
Uber zellulare Faktoren steuerbare Zeitverlauf der Inaktivierung. So kann an einem
Calciumkanal vom N-Typ je nach Bedarf von ,schneller® zu ,langsamer Inaktivierung
gewechselt werden (Plummer und Hess 1991).

An Purkinje-Zellen wurden 1989 die entsprechend dem Ort ihrer Erstbeschreibung
benannten P- Typ- Calciumkandle durch Llinas et al charakterisiert (Llinas et al 1989).
Sie zeigen nach Aktivierung bei ca — 40 mV analog zu den L-Typ- Calciumkanalen eine
sehr langdauernde Offnung, wobei verschiedene Leitfahigkeiten des P-Typ-Kanals
zumindest an Purkinje Neuronen nachgewiesen wurden (Usowicz et al 1992),
Ebenfalls zur Gruppe der unter hoher Spannung aktivierbaren Calciumkanale gehdren
die Kanale des R-Typs, welche ahnlich den N-, und P-Typ-Kanalen eine bei relativ

hoher Spannung bereits wieder einsetzende Inaktivierung zeigen, zusatzlich zeigen sie
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— eine weitere Ahnlichkeit zu den T-Typ-Kanalen- eine rasche zeitabhangige

Inaktivierung (Zhang et al 1993).

4.3.1.3 Molekularbiologische Charakterisierung der spannungsabhangigen

Calciumkanale

In den 1980°er Jahren wurden auf Grund molekularbiologischer Untersuchungen
weitere Klassifizierungen der spannungsabhdngigen Calciumkanéle entwickelt. Uber
Klonierungsstudien zeigte sich, dass die Calciumkandle aus verschiedenen
Untereinheiten aufgebaut sind, welche verschiedene Funktionen tbernehmen und in
den unterschiedlichen Organen und Geweben wiederum jeweils in verschiedenen
Subtypen der jeweiligen Untereinheit auftreten.

Prinzipiell besteht der Aufbau der spannungsabhdngigen Calciumkanale in den
meisten Organen aus einer aus drei Untereinheiten — der a1- der a-2-6 und der p —
Untereinheit- geformten Offnung. Am Skelettmuskel ist findet sich auch eine y-

Untereinheit.

Abb. 12:  Aufbau der Untereinheiten Calciumkanal (aus Lacinova 2005b)



ALLGEMEINE DISKUSSION 48

Dabei werden durch die a1- Untereinheit die wesentlichen elektrophysiologischen und
pharmakologischen Eigenschaften, welche auch zu der oben beschriebenen Einteilung
in die Calciumkanalklassen fihrten, bestimmt (Catterall 1998).

Die a1- Untereinheit der spannungsabhangigen Calciumkanale sind grof3e Proteine
und gehdren wie die spannungsabhangigen Natrium- und Kaliumkanale zur Familie der
spannungsabhangigen lonenkanale. Die Struktur der a1- Untereinheit bilden vier
homologe Domanen (I-IV), die jeweils aus sechs transmembranen helikalen

Segmenten aufgebaut sind.
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Abb. 13: Schematische Darstellung der a1- Untereinheit spannungsabhangiger

Calciumkanale (aus Lacinova 2005b)

Das jeweilige Segment 4 der einzelnen Domanen enthalt positiv geladene Arginine und
Lysine, ist damit insgesamt positiv, und dient als eine Art Spannungsmesser der
Calciumkanaléffnung. Veranderungen des Segment 4 wahrend der Aktivierung des
Kanals wurden fiir den spannungsabhangigen Kaliumkanal beschrieben (Glauner et al
1999), ausgehend von der strukturellen Ubereinstimmung der spannungsabhéngigen
Kanale kann von einer ahnlichen Funktion des Segment 4 der spannungsabhangigen
Calciumkanale ausgegangen werden (Lacinova 2005b). Weiterhin befindet sich
zwischen Segment 5 und 6 jeder Domane eine Pore, in deren Region sich vermutlich
eine Art Filter befindet, der fir die hohe Selektivitdt des Kanals flr Calciumionen
verantwortlich ist. (siehe Abbildung 13). SchlieRlich enthalt die a1- Untereinheit noch
zahlreiche Bindungsstellen fur verschiedene Liganden, G-Proteine, und naturlich auch
fur die weiteren den spannungsabhangigen Calciumkanal bildenden und

modulierenden Untereinheiten: die a-2-3-, die B-Untereinheit und die ggfs. vorhandene
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y- Untereinheit, welche im neuronalen Kontext keine Rolle spielt, und aus diesem Grund
in der vorliegenden Arbeit nicht néher erlautert wird.

Molekulargenetische Untersuchungen zeigten mindestens 10 Gene welche fiir die a1.
Untereinheit der spannungsabhangigen Calciumkanéle kodieren. Sie bilden
entsprechend jeweils Untereinheiten a1A- a1l und a1S (Snutch et al 1990, Soong et al
1993, Lacinova et al 2005)

Die a-2-6- Untereinheit ist ein glykosyliertes Protein, das posttranslational geteilt aus
einer Uber Disulfidbriacken verbundenen extrazelluldren a-2- und einer membrandsen &-
Untereinheit (De Jongh et al 1990, Gurnett et al 1996) besteht. Die a-2- Untereinheit ist
dabei auf Grund ihrer Struktur fur eine Stimulierung des Kanals zustandig (Gurnett et al
1996), wahrend der &- Teil fir eine Verschiebung der spannungsabhangigen
Aktivierungsschwelle, die Inaktivierung im Ruhezustand und die Modulierung der
Inaktivierungskinetik verantwortlich ist (Felix et al 1997). Vier verschiedene Subtypen der
a-2-6- Untereinheiten sind bekannt (Lacinova 2005).

Die kanalmodulierende Rolle der a-2-3- Untereinheit ist im Vergleich zur g-Untereinheit
nicht eindeutig geklart, wobei verschiedene Autoren unter verschiedenen experimentellen
Bedingungen zwar uneinheitliche, jedoch nicht widersprichliche Ergebnisse finden. So
wird beispielsweise in einigen Studien eine Zunahme der Stromamplitude durch eine
funktionelle Coexpression der a-2-61- Untereinheit mit verschiedenen Kombinationen von
a1- und B-Untereinheiten gefunden (Singer et al 1991, de Waard und Campbell 1995,
Gurnet et al 1996, Felix et al 1997), andere Versuchsreihen konnten diesen Effekt nicht
beobachten (Welling et al 1993a, Qin et al 1999). Weitere physiologische Eigenschaften
wie die Zeitabhangigkeit der Kanalaktivierung oder Verschiebungen der
Hyperpolarisierung in der Inaktivierungskurve weisen ahnlich unterschiedliche
Untersuchungsergebnisse in der Literatur auf, wobei aber wie bereits zuvor erwahnt keine
Diskrepanz, sondern vielmehr eine Beschreibung unter verschiedenen Bedingungen
vorhandener oder nicht vorhandener Effekte berichtet wird.

Untersuchungen deuten auf eine die Interaktion 2zwischen Calciumkanal und
Calciumkanalblocker modulierende Funktion der a-2-5- Untereinheit. Mould et al fanden
eine von der a-2-61 - Untereinheit abhangige Abnahme der Blockierung des N-Typ-
Calciumkanals durch verschiedene w- Conotoxine (Mould et al 2004). Klinisch interessant
in diesem Zusammenhang ist auch die Mdglichkeit einer Hochregulierung der Expression

der a-2-3- Untereinheiten unter bestimmten Schmerzzustanden (Luo et al 2002).

Die B-Untereinheit liegt intrazellular (siehe auch Abb. 12) und kommt gemeinsam mit der

al- Untereinheit in allen HVA-Calciumkanalen vor, wahrend sie in den LVA-
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Calciumkanalen vom T-Typ bisher nicht nachgewiesen werden konnten (Lacinova 2000).
Sie bindet an die Schleife zwischen den Domanen | und Il der a1- Untereinheit (Pragnell
et al 1994).

Es sind bisher vier Isoformen der B-Untereinheit (B1.4) bekannt (Hofmann et al 1999),
so sind beispielsweise flr den neuronalen L-Typ-Calciumkanal am ZNS vier
verschiedene regional unterschiedlich gewichtet vorkommende - Untereinheiten
nachgewiesen worden, deren Heterogenitat bereits auf eine mogliche Feinmodulierung
der Funktion weist (Pichler et al 1997). Zusatzlich kommen zu jeder Isoform wiederum
zahlreiche SpleiRvarianten vor. Dabei scheint der Kern der B-Untereinheiten identisch
zu sein, ihre Amino- und Carboxyterminalen und Teile der zentralen Region
unterscheiden sich jedoch erheblich (Lacinova 2005), wodurch es zu einer
Potenzierung der funktionellen und strukturellen Vielfalt der Calciumkanale kommt. Die
komplexen modulierenden Effekte der verschiedenen B-Untereinheiten beinhalten
unter anderem eine Steigerung des maximalen Calciumflusses durch den Kanal
(Singer et al 1991) Uber verschiedene Mechanismen wie der Aktivierung einer
gréReren Porenanzahl oder der vereinfachten Offnung der Poren (Neely et al 1993,
Kamp et al 1996). Weitere Funktionen der B-Untereinheit erstrecken sich Uber die
Regulierung von Gentranskription (Hibino et al 2003) und analog zur a-2-6 -
Untereinheit Modulation der Affinitat fur bestimmte Calciumkanalblocker (Lacinova et al
1995, Welling et al 1995, Sokolov et al 2001), so dass zusammengefasst pB-
Untereinheiten einen entscheidenden Einfluss sowohl auf die physiologischen
Eigenschaften im Sinne einer Regulierung des Kanals und damit des Calciumstroms,
als auch auf die pharmakologischen Eigenschaften im Sinne einer Beeinflussung der

Interaktion mit relevanten Inhibitoren austben.

Die verschiedenen a1- Untereinheiten konnten an Hand ihrer elektrophysiologischen
und pharmakologischen Eigenschaften den jeweiligen Calciumkanalsubtypen
zugeordnet werden, so wurden allein fir den L-Typ Calciumkanal mehrere a1l-
Untereinheiten beschrieben. Am Skelettmuskel konnte zuerst eine spezifische a1-
Untereinheit gefunden, kloniert und als a1S bezeichnet werden (Curtis und Catterall
1984, Tanabe et al 1987). Kurz darauf wurde auch die a1C_, Untereinheit an Myokard
(Mikami et al 1989) und die a1C,, —Untereinheit an glatten Muskelzellen (Biel et al
1990) dargestellt. Weiterhin kodieren sowohl a1D (Seino et al 1992, Williams et al
1992a), als auch a1F (Bech- Hansen et al 1998, Strom et al 1998) fir einen L- Typ-

Calciumkanal.
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Die Zuordnung der einzelnen a1- Subtypen zu den jeweiligen spannungsabhangigen
Calciumkanalsubtypen ergab au3erdem eine Identifizierung des N-Typ Calciumkanals
durch die a4B- Untereinheit (Williams et al 1992b, Dubel et al 1992),

An Oozyten wurden bei Exprimierung der a1A Untereinheit Calciumstrome festgestellt,
die elektrophysiologisch offensichtlich den P-Typ Calciumkanal passierten (Mori et al
1991), ebenfalls eine Beteiligung der a;A — Untereinheit an der Bildung des Q-Typ
Calciumkanals zeigten Studien an Zelllinien von Saugetieren (Sather et al 1993), so
dass die a1A Untereinheit offensichtlich flr diese beiden Calciumkanale kodiert, die
sich jedoch pharmakologisch, beispielsweise in ihrer Sensitivitdt gegeniber Blockern
unterschiedlich verhaltenen.

Fir die unter niedriger Spannung aktivierbaren Calciumkandle vom T-Typ wurden
bisher drei as- Untereinheiten beschrieben: die a,G-, die a4H- und die a4l- Untereinheit
(Perez-Reyes et al 1998, Cribbs et al 1998, Lee JH et al 1999). Die verschiedenen
Untereinheiten kommen in unterschiedlicher Gewichtung innerhalb des Hypothalamus
vor (Craig et al 1999, Talley EM et al 1999), wo eine Regulierung der Expression der
a,G- Untereinheit durch Ostrogen beschrieben wurde (Qiu et al 2006). Eine
Kolokalisation der Subtypen Cav 3.1 und Cav 3.3 wurde an Hypophysenzellen
nachgewiesen (Mudado et al 2004).

Soong et al konnten am ZNS der Ratte ein weiteres fir eine a4- Untereinheit
kodierendes Gen klonieren und schlugen zunachst eine Zuordnung zu einem
Calciumkanal vom T-Typ vor (Soong et al 1993), im Verlauf wurde dann jedoch der R-
Typ- Calciumkanal den a4E- Untereinheiten zugeordnet (Smith SM et al 1999)

Durch die zunehmende Anzahl der klonierten a1- Untereinheiten ergab sich die
Notwendigkeit einer Erweiterung der Nomenklatur der spannungsabhangigen
Calciumkanale. Die einzelnen Subtypen werden entsprechend nach einem ,Ca, x.y.“-
Schema benannt. Das ,Ca, steht entsprechend flir ,spannungsabhangiger
Calciumkanal®, fir das ,x“ werden Zahlen von 1-3, je nach Kanalfamilie (1= L-Typ, 2=
Neuronal (P/Q- N- oder R-Typ), 3= T-Typ), fur das ,y“ stehen die einzelnen Kanale der
Kanalfamilien (Ertel et al 2000) (siehe Tab. 8).
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Nomenklatur Nomenklatur Strukturelle
nach nach Nomenklatur
Snutch et al 1990 nach

Tsien et al 1988 Bimbauer atal 1994  Ertel et al 2000

al S Ca,1.1

a1 C Ca,1.2

L-Typ a1 D Ca,1.3

HVA alF Cav1 4
P/Q-Typ alA Ca,2.1

Neuronal N-Typ a1B Ca2.2

R-Typ al1E Ca2.3

al1G Ca,3.1

LVA T-Typ alH Ca,3.2
atl Ca3.3

Tab. 8. Einteilung der spannungsabhangigen Calciumkanale (aus Lacinova 2005)

4.3.2. Beeinflussung spannungsabhangiger Calciumkanéle durch

intrazellulare Molekiile

Eigenschaften der spannungsabhangigen Calciumkanale werden - wie zuvor
beschrieben- primar durch die Zusammensetzung ihrer Untereinheiten bestimmt, und
sind sekundar einerseits durch Transmitter Uber Rezeptoraktivierung beeinflussbar
(siehe auch Kapitel 4.3.4.) und kdénnen andererseits aulerdem Uber intrazellulare
Vorgange, bzw. Moleklle reguliert werden.

So ist auch die Inaktivierung im Gegensatz zur Aktivierung der spannungsabhangigen
Calciumkanale zumindest bei den HVA- Calciumkanalen nicht allein von dem
Spannungsniveau der Membran abhangig, sondern kann zusatzlich unter anderem
Uber einen negativen Feedbackmechanismus einstromender Calciumionen gesteuert
werden (Brehm und Eckert 1978, Cox und Dunlap 1994, Lee A et al 1999). Dabei
scheint die Bindung an Calmodulin ein wesentlicher Schritt zur Inaktivierung des
Kanals zu sein (Peterson et al 1999, Qin et al 1999, Zuhlke et al 1999). Zahlreiche
Untersuchungen beschreiben die sehr komplexe Rolle des calciumbindenden Proteins
Calmodulin  in der Regulierung spannungsabhangiger Calciumkandle wie
beispielsweise dem L-Typ (Halling et al 2005, Pitt et al 2001), oder dem P-/Q-Typ (Lee
et al 1999, 2000; DeMaria et al 2001). Die Komplexitat ergibt sich einerseits durch

verschiedene Bindungsstellen wie der N-Terminalregion, der I-Il-Domanen oder der C-
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Terminalregion einzelner Calciumkanale fur das Calmodulin (Kobayashi et al 2007),
und andererseits besonders durch die Fahigkeit des Calmodulin am C- Terminal der
a1-Untereinheit- Calcium an zwei verschiedenen Enden binden zu kénnen, und damit
gegensatzliche Effekte wie eine Aktivierung oder eben auch eine Inaktivierung des
spannungsabhangigen Calciumkanals zu erzielen (DeMaria et al 2001, Van Petegem
et al 2005).

Weitere intrazellulare Molekille tragen als Modulatoren spannungsabhangiger
Calciumkanale ebenfalls zur Plastizitat der calciumabhangigen Transmitterfreisetzung
bei (Kobayashi et al 2007). Im Falle des SNARE- Proteinkomplexes (siehe Kap.4.3.3,
Abb. 15 und 16) fuhrt dies zu einer Effizienzsteigerung der Aktivierung bestimmter

Calciumkanale in der Vesikelexozytose.

4.3.3. Mechanismus der Transmitterfreisetzung durch spannungsabhingige

Calciumkanale

Eine calciumabhangige Freisetzung bestimmter ,Quantitadten“ von Transmittern wurde
bereits 1969 von Katz et al beschrieben (Katz und Mild 1969). Zahlreiche folgende
Untersuchungen beschrieben die intrazellulare Speicherung der Transmitter in
synaptischen Vesikeln und lieferten weitere Daten zum Ablauf der Exozytose der
jeweiligen Vesikel.

So zeigten beispielsweise verschiedene Arbeiten eine fir die Exozytose der
Transmittervesikel notwendige hohe lokale Calciumkonzentration (> 50uM)
(Heidelberger et al 1994, Lando und Zucker 1994), wie sie beispielsweise durch den
raschen Einstrom extrazellularer Calciumionen in das Zellinnere und eine langsamere
zytoplasmatische  Diffusion an der intrazytoplasmatischen  Offnung  der
spannungsabhangigen Calciumkanale vorkommt (Roberts et al 1990, Prakriya et al
1996), so dass eine enge raumliche Verbindung zwischen den Calciumkanalen und
den zur Transmitterfreisetzung bereiten Vesikeln als Voraussetzung fir eine Exozytose
gilt. Eine direkte Verknipfung spannungsabhangiger Calciumkanale mit dem die
Vesikelexozytose regulierendem Komplex aus verschiedenen Proteinen wurde fur die
N- und P-/Q-Typkanale nachgewiesen (Bennett et al 1992, Sheng et al 1994, 1998).
Dieser ,Proteinkomplex wird auf Grund seiner Interaktion mit SNAP und NSF-
Proteinen auch SNARE (SNAP- Rezeptor)- Komplex genannt und besteht aus den
nach ihrer Lokalisation an der Vesikelmembran ,v- SNARES" genannten
Synaptobrevinen und den an der Plasmamembran (,target) verankerten ,t- SNARES"
zu denen das Syntaxin1 und SNAP25 gehdren. Den bendétigten Calciumsensor fir die

Triggerung der Exozytose bildet das ebenfalls an der Vesikelmembran lokalisierte
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Synaptotagmin1, welches Uber seine sogenannte C2A-Doméane die einstrdbmenden
Calciumionen bindet (siehe Abb. 14).

Abb. 14: Schematische Darstellung des SNARE- Komplexes bei der calcium-
abhangigen Vesikelexozytose (aus Berridge et al 2003)
(VOC= Spannungsabhangiger Calciumkanal)

Calciumabhangig kommt es von der C2A- Domane ausgehend zu Interaktionen des
Synaptotagmin mit Phospholipiden und dem t- SNARE- Protein Syntaxin (Li et al 1995,
Ullrich et al 1994). Zusatzlich besitzt das Synaptotagmin eine C2B-Domane, deren
direkte Interaktion mit Komponenten des N- Typkanals auf eine Zielsteuerung der
synaptischen Vesikel in die Nahe von Calciumeinstromkanalen deutet (Sheng et al
1997) (Abb. 15).



ALLGEMEINE DISKUSSION 95

synaptic
vesicle

plasmalemma

Abb. 15:  Schematische Darstellung des Aufbaus des SNARE- Komplexes (aus Georgiev
DD und Glazebrook JF 2007)

Eine Verknlpfung der spannungsabhangigen Calciumkanale mit dem ,klassischen®
Exozytoseproteinkomplex scheint daher auf den ersten Blick eine Voraussetzung flr
die calciumabhangige Freisetzung von Neurotransmittern aus Speichervesikeln zu
sein.

An wirbellosen Tieren ist jedoch an dem einzigen vorhandenen N-Typ- Calciumkanal
diese Verknipfungsstelle nicht nachweisbar (Spafford et al 2003b), wobei auch die
Transmitterfreisetzung der wirbellosen Tiere von einer Aktivierung des N-Typ-
Calciumkanals abhangig ist.

An Wirbeltieren fand sich ebenfalls - neben den zuvor beschriebenen Verknipfungen
spannungsabhangiger Calciumkanale mit dem Exozytoseapparat - im ZNS eine
SpleilRvariante des N-Typ- Calciumkanals der eben diese Verknupfungsstelle fehlt
(Kaneko et al 2002). Die Verknupfung der spannungsabhangigen Calciumkanale mit

den Proteinen des SNARE- Komplexes scheint daher nicht allgemein essentiell fur
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eine Transmitterfreisetzung sondern vielmehr eine evolutionare Weiterentwicklung der
Wirbeltiere (Spafford und Zamponi 2003a).

Diese Erkenntnisse deuteten entsprechend auf zusatzliche - abgesehen von Uber den
SNARE- Proteinkomplex vermittelten - Mechanismen der calciumgesteuerten
Transmitter-freisetzung.

Diese weitere Mdglichkeit der Vermittlung des Triggereffekts durch den aktivierten
spannungsabhangigen Calciumkanal wurde an einer Spleil3region des C-Terminus des
N-Typ-Calciumkanale gefunden und erfolgt Uber eine Aktivierung bestimmter
Adaptorproteine (Mint1 und CASK) (Maximov und Bezprozvanny 2002, Spafford et al

2003), tber welche wiederum eine Auslosung des Exozytosevorgangs vermittelt wird.

Die Verknlipfung der spannungsabhangigen Calciumkanale mit den Proteinen des
SNARE- Komplexes dient neben der Exozytose (iber eine Art Riickkopplung auch der
Feinregulierung der Transmitterausschittung und der Regulierung des intrazelluldren
Calciumhaushaltes zur Vermeidung ,unnétiger” Calciumstrome in die Presynapse.

So hemmt die Bindung des spannungsabhangigen Calciumkanals an nur ein Protein,
beispielsweise Syntaxin 1 (Bezprzvanny et al 1995), oder auch Syntaxin 1B oder
SNAP-25 (Jarvis et al 2000, 2001) die Offnungswahrscheinlichkeit und damit die
Aktivitat des Kanals, wahrend die gleichzeitige Bindung von Syntaxin1 und SNAP-25
die Kanalfunktion gewahrleistet (Jarvis et al 2002). Calciumkanale die nur an ein
Protein des SNARE- Komplexes gebunden sind, tragen nicht zur
Transmitterfreisetzung bei und sind daher im Kontext der Synapsenfunktion zu diesem
Zeitpunkt nicht ,brauchbar®, wirden das prasynaptische Nerventerminal also nur
unnotig mit Calcium Uberladen. Eine vereinfachte Kanal6ffnung erscheint jedoch
sinnvoll bei vorhandenen zur Exozytose bereiten Transmittervesikeln und wird
entsprechend Uber die Bindung mehrerer Proteine des SNARE- Komplexes ermdéglicht
(Zamponi 2003 ).

Es scheint also die Vielfaltigkeit der biophysikalischen Eigenschaften
spannungsabhangiger Calciumkanale, ihre Verteilung auf der presynaptischen
Membran und ihre rdaumliche Nahe, bzw. ihre Verbindung zu den entscheidenden
Komponenten des Exozytoseapparates zur Plastizitdt der Neurotransmitterfreisetzung
an Synapsen beizutragen.

Die Kenntnis der Rolle der verschiedenen spannungsabhangigen Calciumkanale in der
Transmitterfreisetzung ist also auch ein wesentlicher Punkt im Verstandnis der
intrazellularen Kommunikation unter physiologischen sowie unter pathophysiologischen

Bedingungen. Bezogen auf das enterische Nervensystem scheinen die Erkenntnisse
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Uber die Funktion und die Interaktion mit anderen Zellkomponenten und —funktionen in
diesem Zusammenhang fast noch rudimentar, obwohl zahlreiche Hinweise und Daten
fur eine bedeutende Rolle der spannungsabhangigen Calciumkanale in der Modulation

der komplexen enterischen Transmission sprechen.

4.3.4. Spannungsabhingige Calciumkanile innerhalb des enterischen

Nervensystems

Die Entwicklung spezieller Antikérper gegen die verschiedenen Untereinheiten der
einzelnen Calciumkanale ermoglichte eine immunhistochemische Visualisierung, und
damit auch eine Lokalisierung verschiedener Subtypen. L-, N-, P-, und Q-Typ
Calciumkanale wurden hierdurch im enterischen Nervensystem von Ratte und
Meerschwein nachgewiesen (Kirchgessner und Liu 1999).

Eine Aufgabe der spannungsabhangigen Calciumkanale innerhalb des enterischen
Nervensystems besteht in die Regulierung der Erregbarkeit myenterischer Neurone.
Beispielsweise scheinen N-Typ-Calciumkanale verantwortlich flr die Nachhyper-
polarisationsphase (AHP) myenterischer S-Typ Neurone und sind auch an der
Steuerung ihrer Erregbarkeit beteiligt (Shuttleworth und Smith 1999). Auch an AH- Typ
Neuronen des myenterischen Plexus des Meerschweinchens zeigten sich
Calciumstrome Uber N- und P-/Q-Typ- Calciumkanale (Starodub und Wood 1999,
Zholos et al 1999) und auch die AHP- Phase der AH- Neurone scheint von einem
Einstrom extrazelluldren Calciums Uber N-Typ-Calciumkanale und konsekutiver
Offnung calciumaktivierbarer Kaliumkanéle abhangig (Furness et al 1998, Vogalis et al
2001).

Weitere Aufgaben finden sich in der Steuerung neurogener und myogener Aktivitaten
des Gastrointestinaltrakts, einerseits analog zu Daten des ZNS in einer regulatorischen
Funktionsrolle bei der Transmitterfreisetzung innerhalb des ENS, zum anderen in der
elektromechanischen Verknlpfung der glatten intestinalen Muskulatur.

Hinweise auf einen physiologischen Effekt der einzelnen spannungsabhangigen
Calciumkanale zeigten unter anderem Untersuchungen am lleum des Hundes, die eine
Rolle der spannungsabhangigen Calciumkanale vom L-Typ fur die Kontraktilitat des
Muskels, und eine Rolle fir die spannungsabhangigen Calciumkanale vom N-Typ flr
die Freisetzung inhibitorischer Transmitter postulierte (Daniel et al 1994, Cayabab et al
1996). Ahnliche Daten einer L-Typ-Calciumkanal- abhangigen elektromechanischen

Kopplung und einer N- Typ-Calciumkanal- vermittelten inhibitorischen Transmission
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wurden auch am lleum des Schweins gefunden (Borderies et al 1997). Eine
entscheidende Rolle des L-Typ Calciumkanals bei der elektromechanischen
Koppelung an intestinalen glatten Muskelzellen fanden auch Wegener et al in ihren
Untersuchungen der Darmmotilitdt der Maus (Wegener et al 2006). Untersuchungen
der Zirkularmuskulatur des Kolons der Ratte zeigten ebenfalls keine Veranderung der
inhibitorischen Potentiale unter Blockierung der L-/P-/ oder Q- Typ-Calciumkanale, so
dass auch hier der N-Typ-Kanal eine dominante Rolle bei der Steuerung der
inhibitorischen Transmission zu spielen scheint. Die Tatsache dass eine Blockierung
des N- Typ-Calciumkanal- keine vollstindige Hemmung der inhibitorischen [JPs
erwirkte, lasst in dieser Studie die Moglichkeit weiterer Calciumeintrittswege, bzw. auch
eine  Beteiligung weiterer spannungsabhangiger Calciumkanale an der
Transmitterfreisetzung offen (Borderies et al 1996).

Zusammenfassend deuten die Daten verschiedener Studien auf eine Beteiligung des
L-Typ-Calciumkanals an der Kontraktilitat der glatten intestinalen Muskulatur und einer
dominanten Rolle der N-Typ-Calciumkanale an der Regulation der inhibitorischen

Transmission innerhalb des Gastrointestinaltrakts.

In der Literatur finden sich aul’erdem zahlreiche Hinweise auf eine Beteiligung
spannungsabhangiger Calciumkanale an der Ausschittung verschiedener weiterer
Transmitter, sowie auf eine Modulation der Aktivitat der einzelnen
spannungsabhangigen Calciumkanale durch verschiedene Transmitter des enterischen
Nervensystems. So wird auch die exzitatorische Komponente der enterischen
Transmission Uber spannungsabhangige Calciumkanale beeinflusst. Eine Abhangigkeit
der Acetylcholinfreisetzung von einem Einstrom extrazellularen Calciums Uber
spannungsabhangige Calciumkanale wurde beispielsweise am Duinndarm des
Meerschweins nachgewiesen: N-Typ-Calciumkanale zeigten sich an einer nach
Depolarisation durch Hemmung der Na*/K*- ATPase hervorgerufenen Freisetzung von
Acetylcholin beteiligt, wahrend L-, T- oder P/-Q-Typ Kanalblocker in dieser Studie zu
keinem signifikanten Effekt fihrten (Gomez et al 1996). Ebenso scheint am Diinndarm
der Ratte die Freisetzung des Acetylcholin iberwiegend durch N-Typ- Calciumkanale
reguliert zu werden (Wessler et al 1990). Eine Beteiligung der N- und auch der L-Typ-
Calciumkanadle an der endogenen Acetylcholinfreisetzung wurde am Kolon des
Meerschweins nachgewiesen (Marino et al 1993). Umgekehrt fuhrte Acetylcholin an
kultivierten myenterischen Neuronen des Meerschweins zu einer ausgepragten
Zunahme der intrazellularen Calciumkonzentration Uber eine Aktivierung der L-Typ-
Calciumkanale (Simeone et al 1996). Ebenfalls an kultivierten myenterischen

Neuronen des Meerschweins bewirkte Acetylcholin sowohl Uber nikotinerge als auch
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Uber muskarinerge Rezeptoren eine Erhéhung des intrazellularen Calciumspiegels,
wobei nur die Stimulierung der muskarinen Rezeptoren unter anderem zusatzlich zum
L-Typ-/ auch den N-Typ-Calciumkanal aktiviert (Vanden Berghe et al 2000b).

Substanz P und verwandte Tachykinine I6sten in kultivierten myenterischen Neuronen
des Meerschweinchen eine Erhéhung des intrazellularen Calciumspiegels nicht nur
Uber eine Calciumfreisetzung aus intrazellularen Speichern, sondern auch tber L- und
N- Typ- Calciumkanale aus (Sarosi et al 1998).

Auch die Freisetzung des Transmitters Glutamat erfolgt calciumabhangig nach
Stimulation (Sinsky und Donnerer 1998), wobei im LMMP- Versuch eine Abhangigkeit
der Glutamatfreisetzung aus enterischen Nerven von N-, P/Q-, und mit einer
geringeren Beteiligung auch von L-Typ-Calciumkanalen festgestellt wurde (Reis et al
2000). Einen hemmenden Einfluss auf Calciumkanale vom N-Typ ubt Glutamat tber
Aktivierung des Glu Il — Rezeptors via G-Protein aus (Chen und Kirchgessner 2002)
Ebenfalls eine Calciumabhangigkeit konnte fir die Freisetzung von GABA an
myenterischen Synaptosomen des Meerschweinchenileums gezeigt werden (Yau und
Verdun, 1983): Untersuchungen an LM-MP- Praparationen ergaben Hinweise auf eine
dominante Rolle der N- und P-, sowie in geringerem Mafe auch der L- und Q-
Calciumkanalsubtypen (Reis et al 2002).

Eine Modulation der spannungsabhangigen Calciumkandle des enterischen
Nervensystems scheint neben den bereits genannten Transmittern auch durch
Adenosine und die Opioide gegeben. Baidan et al zeigten an Patch-clamp -
Untersuchungen myenterischer Nerven des Meerschweinchen eine Modulation der
spannungsabhangigen Calciumkanale durch G-Proteine und Adenosinrezeptoren
(Baidan et al 1995). Ebenfalls G-Protein vermittelt fihrt eine Aktivierung des k-
Opiatrezeptors des Meerschweinchenileums zu einer Hemmung des N-Typ -

Calciumkanals (Kojima et al 1994)

Die Rolle der spannungsabhangigen Calciumkanale innerhalb des
Gastrointestinaltrakts zeigt bereits an Hand der genannten Beispiele eine Ausdehnung
auf weite Bereiche hinsichtlich der Regulation enterischer Erregungsausbreitung und
Transmitterfreisetzung, so dass die Komplexitat der Einflisse auf und durch die
spannungsabhangigen Calciumkanale bereits eine Vielfalt an pathologischen
Veranderungen durch Funktionsausfalle oder Funktionsbeeintrachtigung der
spannungsabhangigen Calciumkanale erahnen lassen.

Die Auswirkungen veranderter spannungsabhangiger Calciumkandle unter

verschiedenen Bedingungen sind Ziel zahlreicher Forschungsansatze.
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4.3.5. Allgemeine Pathologie der spannungsabhingigen Calciumkanile

Veranderungen der Calciumkanaluntereinheiten durch Mutationen in den
entsprechenden Genen konnen zu verschiedenen vererbbaren neurologischen
Storungen fiuhren. Untersuchungen an Mausen mit verschiedenen Mutationen sowohl
fur die a1- als auch fur a-2-3 und B- Untereinheiten zeigten neurologisch auffallige
Bewegungsmuster (Pietrobon 2002).

Veranderungen der a-1 A-Untereinheit der P/Q-Calciumkanale gelten als Ursache
einer Gruppe seltener autosomal dominanter neurologischer Erkrankungen wie der
familidaren hemiplegischen Migrane, der episodischen Ataxie Typ 2 und der
spinocerebellaren Ataxie Typ 6 (Kordasiewicz und Gomez 2007). Genetische
Veranderungen des T- Typ-Calciumkanals auf3ern sich klinisch in Form von Absence-
Epilepsien und Kardiomyopathie (Sen und Smith 1994, Tsakiridou et al 1995, Talley
EM et al 2000).

Zu den bekannten durch Calciumkanalveranderungen des ZNS hervorgerufenen
Erkrankungen gehért beispielsweise auch die X- chromosomal rezessive
Nachtblindheit (Strom et al 1998) die auf einer Veranderung einer a-1-Untereinheit

eines L-Typ-Calciumkanals beruht.

Neben den durch genetische Veranderungen der Calciumkanale hervorgerufenen
Erkrankungen kénnen auch autoimmune Prozesse gegen Calciumkanale bestimmten
Krankheitsbildern zu Grunde liegen: so flihrt ein autoimmuner Vorgang an
Calciumkanalen vom P-/Q-Typ an motorischen Nervenendigungen zu einer peripheren

cholinergen Dysfunktion: dem Lambert- Eaton- Myasthenie Syndrom (Flink et al 2003).

Pathophysiologische Verdnderungen der Calciumkanale kdnnen auch reaktiv unter
bestimmten Umstanden auftreten, so sind verschieden induzierte Schmerzzustande
mit einer Hochregulierung der «a-2-6-Untereinheit der spannungsabhangigen
Calciumkanale vergesellschaftet. Dies zeigten unter anderem Untersuchungen an
Rattenmodellen mit posttraumatischen oder diabetesinduzierten Schmerzzustanden in
dorsalen Wurzelganglien oder dem Rickenmark (Luo et al 2002). Klinisch interessant
sind in diesem Zusammenhang Studien an Ratten, die bei einer durch Chemotherapie
ausgeldsten Neuropathie eine Abnahme bzw Normalisierung der hochregulierten a-2-5-

Untereinheit der Calciumkanale nach Therapie mit Gabapentin zeigten (Xiao et al 2007).
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Keine konkreten Daten gibt es bisher zu pathologischen Veranderungen der
Calciumkanale bei krankhaften Veranderungen des Gastrointestinaltrakts. Eine
Voraussetzung hierflr ist sicherlich die Kenntnis der genauen Funktion der
spannungsabhangigen Calciumkanale des enterischen Nervensystems unter

physiologischen Bedingungen.
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5. Spezielle Diskussion

Die Neurotransmission des enterischen Nervensystems, die der Regulation der
gastrointestinalen Motilitdt, des Blutflusses und der Sekretion dient, ist von einem
Einstrom extrazellularen Calciums Uber spannungsabhangige Calciumkanale abhangig.
Obwohl die bedeutende Rolle der spannungsabhangigen Calciumkandle in der
ganglionaren Transmission bekannt ist, und es bereits zahlreiche Untersuchungen zu
deren Aufbau, Vorkommen und Kolokalisationen untereinander, und mit anderen
Rezeptoren und Neurotransmittern auf enterischen Neuronen gibt, ist die Rolle der
einzelnen Subtypen fir die Freisetzung verschiedener Transmitter noch nicht vollstandig
geklart.

Innerhalb dieses umfassenden Forschungsgebiets sind Stickstoffmonooxid (NO) und
das Vasoaktive Intestinale Peptid (VIP) als wichtige Transmitter der nicht- adrenergen,
nicht- cholinergen (NANC) inhibitorischen Transmission in der vorliegenden Arbeit von
Interesse. Die Rolle der spannungsabhangigen Calciumkanale bei der Regulation der
VIP- Freisetzung und der NO- Synthese, sowie die potenzielle Einflussnahme anderer
Transmitter aus ,benachbarten“ Neuronen war daher Gegenstand der Untersuchungen.
Die Bedingungen der VIP- Freisetzung und der NO- Synthese und die wechselseitige
Beeinflussung von NO und VIP lasst sich durch die Komplexitat des enterischen
Nervensystems jedoch schwer beschreiben, da in den Untersuchungen der Einfluss
lokaler oder systemischer Mechanismen in vivo oder am intakten Organ in vitro nicht

ausgeschlossen werden kann.

5.1. Synaptosomenmodell

Um die subzellularen Mechanismen, die an einer Freisetzung von Vasoaktivem
Intestinalen Peptid und an der Synthese von Stickstoffmonooxid beteiligt sind genauer zu
untersuchen, wurde daher das Modell der isolierten hochgereinigten Nervenendigungen
aus dem myenterischen und submukdsen Plexus, den sogenannten Synaptosomen
angewandt (White 1977, Jonakait 1979, Kurjak 1994).

Als Synaptosomen werden die bei der zuvor beschriebenen
Dichtegradientenzentrifugation erhaltenen Partikel bezeichnet, die sich aus abgetrennten
Nervenendigungen mit Synapsenbléschen, Mitochondrien und weiteren zytosolischen
Bestandteilen = zusammensetzen  (Whittaker 1964). Durch  Ausbildung von
Plasmamembranen entstehen abgeschlossene Synaptosome, die in der Lage sind unter

bestimmten Voraussetzungen Stoffwechselvorgédnge wie die Transmitterausschittung
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und Zellatmung Uber einen gewissen Zeitraum aufrecht zu erhalten (Campbell 1976, De
Belleroche 1972). Neuronen des enterischen Nervensystems sind fur die Praparation
von Synaptosomen ahnlich wie die Neuronen des ZNS gut geeignet, da sie keine
perineurale Kollagenhille besitzen, so dass der Extrazellularraum meist direkt an die
neuronale Membran angrenzt (Gabella 1984). Die erhaltenen Synaptosomen setzen sich
aus verschiedenen Arten von Nervenendigungen zusammen, welche wiederum durch
den Inhalt ihrer Vesikel, also den jeweiligen Transmittern klassifiziert werden. Sie bilden
also die Summe vieler Nervenendigungen unterschiedlicher Neurone mehrerer Tiere,
hier Ratten. Diese Heterogenitat der verschiedenen Subpopulationen der Synaptosomen
mit jeweils verschiedenen Transmitter und Rezeptoren bedingt jedoch auch die
Limitierungen des Modells im Rahmen von Funktionsstudien.

Der methodische Vorteil des Modells liegt in der Untersuchung der intra- und
subzellularen Mechanismen der Transmitterfreisetzung ohne stérende Einflisse aus
dem komplexen enterischen Netzwerk wie sie in In-vivo oder In-vitro-Studien am
perfundierten Organ auftreten kdnnen. Auch im Vergleich zur Patch- Clamp Technik an
Einzelsynapsen bewahren sich die Synaptosomen als valides Modell zur Untersuchung
der Neurotransmitterfreisetzung.

Studien am isolierten intakten Nervenende bieten also den Vorteil eines einfachen
Systems zur Untersuchung des Ablaufs von Depolarisation bis zur
Transmitterausschittung (Scott und Nicholls 1980). Durch diese Datengenerierung auf
kleinster Ebene mit der Moglichkeit der ,Einzeleffektanalyse hat sich das
Synaptosomenmodell als optimales Versuchsmodell fur die genannten Fragestellungen

angeboten.

5.2. Rolle der spannungsabhidngigen Calciumkanale bei der Freisetzung von

VIP und der NO- Synthese an enterischen Synaptosomen

Spannungsabhangige Calciumkanale spielen eine Schlisselrolle bei der Regulation der
synaptischen Transmission. |Ihre Unterteilung aufgrund verschiedener Kinetiken und
Spannungsabhangigkeiten in sechs Subtypen deutet bereits auf verschiedene Aufgaben
und Funktionen der einzelnen Subtypen, und so ist die Verteilung dieser Kanéle auf den
unterschiedlichen Neuronen und ihr Einfluss auf die verschiedenen Transmitter
besonders interessant. Am enterischen Nervensystem wurden Untersuchungen zur
Identifizierung der einzelnen Calciumkanalssubtypen primar im Rahmen der cholinergen
Transmission an verschiedenen Spezies und verschiedenen Kompartimenten des
Gastrointestinaltrakts durchgefiihrt (Maggi et al 1988, 1994a, Wessler et al 1990). Ein
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Einfluss der spannungsabhangigen Calciumkanale auf die nicht- cholinerge, nicht-
adrenerge Transmission wurde ebenfalls bereits in einigen Studien gezeigt (Allescher et
al 1996, Daniel et al 1994, DelLuca et al 1990), eine genaue Untersuchung der einzelnen
Calciumkanalsubtypen bezogen auf die einzelnen Transmitter der nicht- cholinergen,
nicht- adrenergen Signallbertragung innerhalb des enterischen Nervensystems stand
jedoch noch aus. Hinweise auf eine differenzierte Steuerung der Freisetzung von VIP
und NO ergaben sich zum einen aus immunhistochemischen Untersuchungen:
Doppelfarbungen am Gastrointestinaltrakt des Hundes zeigten zwar eine Kolokalisation
von VIP und NO in gleichen Nervenendigungen, die beiden Transmitter traten jedoch in
unterschiedlichen Zellkompartimenten auf (Berezin et al 1994). Auch die grundsatzlich
verschiedenen Synthese- und Speicherungsmodalitaten und durch unterschiedliche
Stimuli wie beispielsweise unterschiedliche Frequenzen ausgeldste Freisetzung und die
damit im Falle einer Kotransmission auftretende serielle Freisetzung (Li und Rand 1990)
der Dbeiden Transmitter konnten auf eine Involvierung unterschiedlicher
spannungsabhangiger Calciumkanale deuten.

Aus diesem Grund wurde die Rolle der einzelnen spannungsabhangigen Calciumkanale
bei der Freisetzung der inhibitorischen Transmitter VIP und NO in der vorliegenden

Arbeit untersucht.

5.2.1. Rolle der spannungsabhangigen Calciumkanile vom N- Typ

Unter den verschiedenen spannungsabhangigen Calciumkanalen scheint der N- Typ-
Calciumkanal einen nicht unerheblichen Einfluss auf die SignallUbertragung innerhalb
des Gastrointestinaltraktes auszuliben. So zeigte sich in immunhistochemischen
Untersuchungen die identifizierende o1B Untereinheit weit verbreitet sowohl im
submukdsen als auch im myenterischen Plexus, hauptsachlich in Verbindung mit
cholinergen Elementen (Kirchgessner und Liu 1999). Ein Zusammenhang mit der
Acetylcholinfreisetzung wurde in verschiedenen Arbeiten nachgewiesen (Gomez 1996,
Vanden Berghe 2000c). Die exzitatorische Komponente der enterischen
Neurotransmission scheint Uberwiegend durch N- Typ Calciumkanéle geregelt zu sein
(Maggi et al 1994a, Wessler et al 1990), wahrend deren Einfluss auf die inhibitorische
Komponente in der Literatur nicht eindeutig geklart ist, und von Spezies und Lokalisation
innerhalb des Gastrointestinaltraktes abhangig zu sein scheint.

Zahlreiche funktionelle Daten sprechen fiir eine Beteiligung der N-Typ-Kanale an der

inhibitorischen NANC- Transmission.
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So wurde eine Abhangigkeit der inhibitorischen NANC- Transmission vom
Calciumeinstrom Uber N- Typkanale sowohl am lleum des Schweins (Borderies et al
1997), als auch am lleum des Hundes (Daniel et al 1994) gefunden. Die Studien am
isolierten perfundierten Hundedarm zeigten zum einen eine Reduktion der nach K-
Stimulation erhaltenen VIP- Freisetzung durch Entzug von Calcium oder Blockierung der
N- Typ Calciumkanale durch o~ CTx- GVIA, zum anderen auch eine Abhangigkeit der
NO- Synthese von einem Einstrom extrazellularen Calciums Uber die N- Typ
Calciumkanale (Daniel et al 1994). In den funktionellen Versuchen der Arbeitsgruppe von
Daniel konnte jedoch durch eine Blockierung der N- Typ Calciumkanale keine
vollstandige Aufthebung der inhibitorischen Erregung erwirkt werden, so dass auch eine
Beteiligung weiterer Calciumkanale nicht ausgeschlossen wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurden die spannungsabhangigen Calciumkandle am
Diinndarm der Ratte untersucht. Es zeigte sich eine Abhangigkeit der K*- stimulierten
VIP- Freisetzung unter anderem von einem Einstrom extrazellularen Calciums uber den
N-Typ-Kanal, es werden also vorhergehende funktionelle Daten der VIP-Freisetzung
auch an dem Modell der Synaptosomen bestatigt und erweitert, indem auch ein Einfluss
des P-Typ-Calciumkanals sowohl an der K'- stimulierten wie bereits an der tonischen
VIP- Freisetzung nachgewiesen werden konnte.

Fruhere Daten funktioneller Studien zur NO- abhangigen Transmission, welche von einer
N- Typ- Calciumkanalbeteiligung bei der NO- Synthese (Daniel et al 1994) ausgingen
wurden bestatigt, indem in der vorliegenden Arbeit eine signifikante Reduzierung der
NOS- Aktivitat nach Blockierung des N- Typkanals durch o- CTx GVIA gezeigt wurde.
Eine allgemeinglltige Aussage fliir die Rolle des N-Typ-Calciumkanals bei der VIP-
Freisetzung und die NOS- Aktivitat am gesamten enterischen Nervensystem kann
hierdurch, wie bereits erwahnt, nicht getroffen werden. Vorhergehende Daten
beschreiben an funktionellen Modellen eine unterschiedliche Gewichtung der einzelnen
Kanale fur bestimmte Transmitterfreisetzungen innerhalb verschiedener Abschnitte des
Gastrointestinaltrakts. Es zeigt sich beispielsweise am proximalen Duodenum der Ratte
die nicht- adrenerge, nicht- cholinerge Relaxation vollig unabhangig von einer Hemmung
der N- Typ Kanéle durch w-CTx GVIA (Maggi et al 1988). Untersuchungen am Kolon der
Ratte deuteten wiederum auf eine tragende Rolle der N- Typ-Kanale bei der
Ausschittung der NANC- Transmitter im Rahmen der elektrisch stimulierten
inhibitorischen Transmission (Borderies et al 1996). Die Antagonisierung des N-Typ-
Kanals flihrte jedoch nicht zu einer vollstindigen Hemmung des inhibitorischen
Potentials, eine Tatsache, welche die Autoren trotz fehlender Reaktion der
inhibitorischen Potentiale auf eine direkte Blockierung der L-, P- und Q-Typ-Kanale zu

dem Schluss kommen lasst, dass ein beitragender Einfluss weiterer
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spannungsabhangiger Calciumkanale nicht auszuschlief3en ist (Borderies et al 1996).
Auch am Meerschweinchen konnte eine durch Feldstimulation erzeugte Inhibition im
Bereich des Kolons nur teilweise durch eine Blockade der N-Typ-Kanéle beeinflusst
werden (de Luca et al 1990), wahrend im Bereich des Caecums durch den N- Typ-
Kanal- Blocker w-CTx GVIA eine vollstandige Aufhebung der schnellen inhibitorischen
Potentiale beobachtet wurde (Bridgewater et al 1995). Die eingeschrankte Hemmung der
inhibitorischen Potentiale durch Blockade der N- Typ-Kanale, wie sie unter anderem
auch am Kolon der Ratte und des Meerschweins beobachtet wurden, deuteten bereits
auf eine Beteiligung weiterer Kanale, wie es auch am Synaptosomenmodell in dieser
Arbeit durch eine Reduzierung der VIP- Freisetzung nach Blockade des P- Typ
Calciumkanals und einer Reduzierung der NOS- Aktivitat auch nach Blockierung des P-
und L- Typkanals bestatigt werden konnte. Die Diskrepanz zwischen funktionell
fehlenden Effekten nach Blockade verschiedener Calciumkandle und dem Effekt am
Modell der Synaptosomen lasst sich wiederum durch die Ausschaltung interferierender
Einflisse aus dem enterischen Netzwerk wie sie an perfundierten Darmsegmenten
vorkommen konnen, erklaren.

Fragen zum genauen Ablauf — ob direkter oder indirekter Effekt- der Steuerung der VIP-
Freisetzung durch die N- Typkandle wirft zum einen die Kenntnis Uber die
Zusammensetzung der Synaptosomenfraktionen mit jeweils zahlreichen Transmittern
und Rezeptoren auf. Durch die praparativ bedingte Mischung verschiedener Synapsen
lasst sich somit eine indirekte Beeinflussung der VIP-Freisetzung Uber eine Hemmung
oder Aktivierung weiterer Transmitter aus benachbarten Neuronen durch eine
Modulation der spannungsabhangigen Calciumkanale nicht ausschliel3en. Dieser Aspekt
wird spater im Text behandelt (siehe 5.2.6.).

Voraussetzung fur einen direkten Effekt der spannungsabhangigen Calciumkanale vom
N- Typ auf die Freisetzung von VIP stellt zum anderen eine Kolokalisation des Kanals an
VIP- enthaltenden Nervenendigungen dar. Immunhistochemische Untersuchungen im
Bereich des lleums von Meerschwein und Ratte zeigten innerhalb des submukdsen und
des myenterischen Plexus eine ausgepragte Immunreaktivitat der fir den N- Typ-
Calciumkanal kodierenden o1B Untereinheit (Kirchgessner und Liu 1999). Am Modell
des Meerschweins wurde in dieser Studie innerhalb des submukdsen Plexus ein
Vorkommen der N-Typ-Kanéale auf VIP- immunreaktiven Nerven dargestellt, wahrend der
fur den N-Typ-Calciumkanal verwendete Antikdrper ein gemeinsames Auftreten von VIP
und N-Typ-Kanalen bei der Ratte jedoch nicht nachweisen konnte (Kirchgessner und Liu
1999).

Die unterschiedliche Kolokalisierung des N-Typ-Calciumkanals in Meerschwein und

Ratte koénnte Ausdruck unterschiedlicher Regulierung der Transmitterfreisetzung unter



SPEZIELLE DISKUSSION 67

den verschiedenen Spezies sein, die gefundenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
am Modell der Ratte weisen jedoch in Diskrepanz zu dem immunhistochemisch
fehlendem Nachweis einer Kolokalisation auf eine direkte Interaktion des N- Typ-
Calciumkanals mit der VIP-Freisetzung. Eine mdgliche Erklarung hierfir ware
beispielsweise wie von den Autoren bereits angedeutet, dass es weitere N-Typ-Kanale
innerhalb des enterischen Nervensystems gibt, welche lber den verwendeten Antikdrper
nicht nachgewiesen werden konnten. Diese Erwagung wird durch Daten aus dem ZNS
gestitzt, die ein Vorkommen zweier »-CTx GVIA blockierbarer N-Typ- Calciumkanale
beschreiben (Westenbroek et al 1998).

Die Mdglichkeit sowohl regional innerhalb einer Spezies als auch unter verschiedenen
Spezies differierender N-Typ- Calciumkanale ware dementsprechend nicht
auszuschlieBen, und in Zusammenschau vorhergehender Daten aus dem ENS, dem
ZNS und der Daten der vorliegenden Arbeit scheint eine entscheidende direkte Rolle des
N- Typ-Calciumkanals an der Regulation der VIP-Freisetzung wahrscheinlich. Weitere
immunhistochemische, pharmakologische und elektrophysiologische Untersuchungen
des enterischen Nervensystems mit dem Ziel der Beschreibung weiterer N-Typ-
Calciumkanale, deren Lokalisation und deren differenzierte Aufgaben waren daher sicher

von Interesse.
In der vorliegenden Arbeit wurden daher zunachst weitere Versuchsreihen angesetzt, um

die Rolle weiterer Calciumkandle in diesem Zusammenhang durch subzellulare

Versuche am Synaptosomenmodell zu klaren.

5.2.2. Rolle der spannungsabhangigen Calciumkanale vom P- und vom Q- Typ

In vielen Zelltypen sind die einzelnen Calciumkanale vom P-/ und Q-Typ schwer zu
unterscheiden, und werden aus diesem Grund in der Literatur meist als einheitlicher P-/
Q-Typ beschrieben.

Eine Rolle der P-/ Q-Typ-Kanale bei der Transmitterfreisetzung deutet sich bereits auf
Grund der immunhistochemisch nachgewiesenen presynaptischen Lokalisierung an
Nervenendigungen innerhalb des ZNS an (Westenbroek et al 1995).

Auch im enterischen Nervensystem am Didnndarm von Ratte und Meerschwein konnte
die sowohl fur den P- als auch fur den Q- Typ kodierende a1A Untereinheit
immunhistochemisch sowohl im submukésen als auch im myenterischen Plexus
nachgewiesen werden (Kirchgessner und Liu 1999). Eine Bedeutung der P- und Q- Typ-
Kanale bei der inhibitorischen nicht- adrenergen, nicht - cholinergen Transmission wurde

bereits in einigen funktionellen Studien beschrieben. Analog zum Calciumkanal vom N-
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Typ zeichnet sich auch hier eine von Spezies und Bereich innerhalb des
Verdauungstraktes abhangige Funktion ab. So zeigte sich in der vorliegenden Arbeit die
NOS des lleums der Ratte unter anderem entscheidend durch Calciumkanale vom P-
Typ reguliert. Eine Blockierung des P- Typ-Calciumkanals erwirkte eine Reduzierung der
NOS- Aktivitdt um 79%, &ahnlich den unter calciumfreien Bedingungen erzielten
Ergebnissen. Eine Blockierung des Q-Typ Calciumkanals Uber wCtx- MVIIC fihrte in den
Versuchen zu keiner signifikanten Veranderung der Aktivitdt der NOS. Im Gegensatz
hierzu stehen die von Todorov et al erhobenen Daten, welche am Magenfundus des
Meerschweins keinen Effekt einer Blockade der P-/Q-Typ-Kanale auf ein NO induziertes
Inhibitionspotential zeigen konnten (Todorov et al 2003).

Die einfachste Erklarung fiir diese Diskrepanz der NO- Regulierung ist die oben bereits
erwahnte in verschiedenen Spezies und verschiedenen Organen unterschiedlich
regulierte Transmission, mdglich ware theoretisch jedoch auch eine unterschiedliche
Affinitdt der verwendeten Blocker der jeweiligen spannungsabhangigen Calciumkanéle,
so wurden in den Versuchen von Todorov et al. ein Blocker fur beide Typen — w-
Agatoxin TK- verwendet, wahrend in der vorliegenden Arbeit in Ubereinstimmung mit der
Literatur die beiden Calciumkanale Uber verschiedene spezifische Blocker untersucht
wurden.

Keine Daten gab es bisher im Hinblick auf den direkten Zusammenhang zwischen einem
Calciumeinfluss durch die genannten Calciumkanalsubtypen und der VIP- Freisetzung
am ENS. In der vorliegenden Arbeit fihrte eine Blockierung der P-Typ -Kanale durch o-
AgaTx IVA am Synaptosomenmodell zu einer Reduzierung sowohl der tonischen als
auch der durch K- Depolarisation stimulierten VIP-Freisetzung. Eine Hemmung des Q-
Typ-Kanals durch w- Ctx MVIIC zeigte wiederum keinen Effekt, weder an der basalen,
noch an der K*-induzierten Freisetzung des VIP. Die Regulation der K*- induzierten VIP-
Freisetzung an enterischen Neuronen des Dinndarms der Ratte scheint
dementsprechend analog zu den Daten des zentralen Nervensystems Uber die gleichen
Calciumkanale, namlich den P- und den N- Subtyp gesteuert zu sein (Martire et al 2001).
Eine mogliche Rolle der Q-Typ-Kanale bei der NANC- Transmission postulierten
Untersuchungen am Meerschweindinndarm (Tran und Boot 1997). Im Gegensatz dazu
zeigte eine Blockade der P- ,Q- oder L- Typ-Kandle am lleum des Schweins keinen
Einfluss auf die inhibitorischen Potentiale (Borderies et al 1997). Auch am Kolon der Ratte
konnte keine Abhangigkeit der inhibitorischen Potentiale von einem Calciumfluss durch
Q- Typ-Kanale nachgewiesen werden (Borderies et al 1996). Insofern scheint eine
dominante Rolle des Q- Typ- Kanals in der inhibitorischen Transmission nach den hier

gefundenen Daten und in Zusammenschau der Literatur unwahrscheinlich, eine
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Beteiligung, evt. nach Modulation durch weitere Transmitter kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden.

Die Rolle des P-Typ-Kanals als bedeutender Modulator der Exozytose verschiedener
Transmitter wurde bereits am ZNS beschrieben, Hinweise auf eine Beteiligung an der
Transmitterfreisetzung innerhalb des enterischen Nervensystems ergaben sich ebenfalls
bereits aus immunhistochemischen und einzelnen funktionellen Studien, eine genauere
Beleuchtung seiner Rolle im Sinne einer dominanten Beteiligung an der Freisetzung der

inhibitorischen NANC- Transmitter NO und VIP gelang in der vorliegenden Arbeit.

5.2.3. Rolle der spannungsabhéngigen Calciumkanale vom L- Typ

Zahlreiche Studien der myenterischen Neurone anhand LMMP- Praparationen benutzten
Blocker des L- Typ- Calciumkanals zur Unterdriickung von Muskelkontraktionen in der
Annahme, ausschlieBlich L- Typ Kanale der Muskulatur zu beeinflussen. Die Prasenz
der L- Typ-Calciumkanale auch auf neuralen Strukturen deutete sich jedoch bereits in
verschiedenen Studien auch an myenterischen Neuronen der Ratte an (Franklin und
Willard 1992, Hirning et al 1990, Hanani et al 2000).

Bestatigt wurden diese Studien durch den immunhistochemischen Nachweis der
Untereinheiten a1D und o1C an neuronalen Strukturen innerhalb des lleums von
Meerschwein und Ratte. Dabei zeigten die beiden jeweils fir den L-Typ kodierenden
Untereinheiten unterschiedliche Gewichtungen und Muster in den beiden Spezies
(Kirchgessner und Liu 1999). An der Ratte zeigten sich Uberwiegend a1C- positive
Neurone, welche in Muskelgewebe, submukésem und myenterischen Plexus haufig
dicht an cholinergen Neuronen liegen, und auch auf intrinsisch primar afferenten
Neuronen auftreten. Am Dunndarm des Meerschweinchens dominiert die a1D-
Untereinheit und kommt sowohl innerhalb des myenterischen als auch des submukésen
Plexus haufig auf VIP- immunoreaktiven Neuronen vor. Die unterschiedliche
Lokalisierung der Calciumkanalsubtypen lasst sich  moglicherweise durch
unterschiedliche Aufgaben und Funktionen innerhalb des enterischen Nervensystems
erklaren, so zeigten sich in den analog zu den vorhergehenden Untersuchungen der N-
und P-Typkanale durchgefiihrten Versuchsreihen mit dem Blocker Isradipin und einem
Aktivator der L-Typ-Kanadle Bay K an den Synaptosomen kein Effekt an der VIP-
Freisetzung. In Betracht der immunhistochemischen Befunde von Kirchgessner und Liu
konnten die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnisse auf eine unterschiedliche
Aufgabe der beiden Untereinheiten deuten, so ist ein Einfluss des Uber die a1D-

Untereinheit identifizierten L-Typ-Kanals auf die VIP-Freisetzung beim Meerschwein
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nicht ausgeschlossen. Nicht untersucht wurde, ob die bei der Ratte in geringem Malde
vorkommende a1D —Untereinheit auch hier mit VIP kolokalisiert ist. Dies ist auch durch
die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse nicht auszuschlieRen. Da kein signifikanter
Effekt auf die VIP-Freisetzung durch den L-Typ-Kanal gezeigt werden konnte, scheint
eine bedeutende Rolle des L-Typ Calciumkanals bei der Freisetzung von VIP innerhalb
des Dinndarms der Ratte jedoch unwahrscheinlich.

Bezogen auf die Synthese von NO konnte der Blocker des L- Typ Calciumkanals jedoch
eine Reduzierung der NOS- Aktivitat um 70% erwirken, so dass eine bedeutende Rolle
des L-Typ-Calciumkanals bei der Synthese von NO am Diinndarm der Ratte gesichert
scheint.

Am Magenfundus des Meerschweins zeigen Daten aus LMMP- Studien ebenfalls einen
Hemmung der NO-Freisetzung nach Blockierung des neuralen L-Typ- Calciumkanals
(Todorov et al 2003), und auch innerhalb des ZNS wurde eine Rolle der L-Typ-
Calciumkanale bei der Synthese von NO nachgewiesen, so wurde in Neuronenkulturen
des cerebralen Cortex der Maus eine Abhangigkeit der K'- stimulierten NOS- Aktivitat

von einem Calciumeinstrom Uber L- und P/Q- Typkanale nachgewiesen (Oka et al 2003).

Eine klassische Rolle des L- Typ-Kanals bei der Transmitterfreisetzung, beispielsweise
im Rahmen der Vesikelexozytose schien in Zusammenschau der Daten aus ZNS und
ENS eher unwahrscheinlich. Bezogen auf das ZNS sprechen die Daten der
immunhistochemischen Untersuchungen, die ein ausgedehntes Vorkommen der a1C
und a1D- Untereinheit in Zellkérpern und proximalen Dendriten beschreiben fir eine
Funktion in der Regulation biochemischer Prozesse wie der Proteinphosphorylierung und
der Genexpression (Westenbroek et al 1990, Westenbroek et al 1995, Hell et al 1993),
so dass insgesamt zahlreiche Untersuchungen zur Transmitterfreisetzungen in
verschiedenen Systemen keinen Hinweis auf eine bedeutende Rolle der L-Typ-
Calciumkanale bei der Freisetzung vesikelgespeicherter Neurotransmitter ergaben.
Keine Daten scheint es bisher zu dem genauen Mechanismus der NOS- Aktivierung
durch die spannungsabhéangigen Calciumkanale - verglichen beispielsweise mit den
Daten zur Vesikelexozytose Uber den SNARE- Komplex - zu geben, besonders
interessant in diesem Zusammenhang ware sicherlich auch die Erforschung der durch
die L-Typ- Calciumkanale bedingten Signalkaskade zur Transmitterfreisetzung,
insbesondere deren Verknipfung mit der NO- Synthase.

Zusammenfassend zeigten die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnisse
erstmals am Synaptosomenmodell eine Abhangigkeit der neuralen NOS- Aktivitat von

einer Aktivierung des L-Typ-Calciumkanals und bestatigten damit auch funktionelle
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Studien am Magenfundus des Meerschweins und Untersuchungen an cerebralen

Neuronenkulturen der Maus.

Die Blockierung der in die Freisetzung von VIP und in die Aktivierung der NOS sicher
involvierten Calciumkanale vom N-, P-, und L-Typ konnten weder einzeln, noch in
Kombination eine vollstandige Aufhebung des Calciumflusses erwirken, so dass eine

Beteiligung weiterer Kanale zunachst nicht ausgeschlossen schien.

5.2.4. Rolle der spannungsabhéngigen Calciumkanale vom T- Typ

In den durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich nach Anwendung von Nickel (Ni**)
zur Blockierung unter anderem der T- Typ-Calciumkanale weder ein Effekt an der NOS-
Aktivitat, noch an der VIP-Freisetzung.

In der Literatur finden sich zahlreiche Untersuchungen, welche zur Blockierung von T-
Typ-Calciumkanalen Nickel in der auch hier eingesetzten Konzentration verwenden,
wobei unterschiedliche Nickelsensitivitaten der T-Typ-Calciumkanale verschiedener
Zelltypen existieren: T-Typ-Calciumkandlen der Zellen des sinoatrialen Knotens
(Hagiwara et al 1988) und der sensorischen Neuronen (Todorovic und Lingle 1998)
werden bereits unter niedrigeren Nickelkonzentrationen (<50uM) blockiert, wahrend T-
Typ-Calciumkanale auf neuralen Strukturen hohere Nickeldosen (>200 uM) bendtigen
(Huguenard 1996. Todorovic und Lingle 1998). Dies scheint auf die Subtypen des
spannungsabhangigen T- Typ- Calciumkanals hinzudeuten, die nachgewiesenen a1H-,
a1G- und all- Isoformen zeigen unterschiedliche Sensitivitaten gegeniiber einer
Nickelblockade (Lee JH et al 1999). und sind beispielsweise am ZNS heterogen,
teilweise auch kolokalisiert verteilt (Talley EM et al 1999), wobei bisher kein
immunhistochemischer Nachweis der T-Typ- Calciumkanal kodierenden a1-
Untereinheiten, und damit auch kein Hinweis auf einen evt. vorhandenen dominanten
Untertyp, innerhalb des ENS publiziert wurde.

Problematisch bei der Verwendung hdherer Nickelkonzentrationen ist jedoch die
abnehmende Spezifitat, so dass entsprechend multiple Calciumkanalsubtypen blockiert
wirden (Bian et al 2004).

Mogliche Erklarungen fur den in den Untersuchungen fehlenden Effekt an der NOS-
Aktivitat und der VIP-Freisetzung waren also zum einen eine suboptimale Konzentration
des verwendeten Blockers. Dies lasst sich an Hand der Literatur nicht sicher
ausschlie3en; um dies zu Uberprifen kdnnten weitere Versuchsreihen mit verschiedenen

Konzentrationen des hier verwendeten Nickels und ggfs auch eines weiteren Blockers
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der T-Typ-Calciumkanale, des Mibefredil durchgefihrt werden. Denkbar ware
beispielsweise eine spezifische Blockierung weiterer Calciumkanale um verbleibende
Calciumstrome unter verschiedenen Nickelkonzentrationen zu untersuchen. Das hier
verwendete Synaptosomenmodell ist fur diesen Ansatz jedoch nicht geeignet.

Damit ist auch schon die zweite ursachliche Méglichkeit des fehlenden Effekts in den
durchgeflihrten Studien angedeutet: Nickel kénnte unabhangig von der Konzentration
vielleicht ein zu unspezifischer Blocker sein, doch selbst unter dieser Annahme hatte
unter der Voraussetzung, dass sowohl N-, L, als auch P-Typ-Calciumkanale an der
NANC- Transmission Uber NO und VIP beteiligt sind ein Effekt auftreten muissen.
Mibefredil galt als selektiver Blocker der T-Typ-Calciumkanale (Mishra und Hermseyer
1994), die Selektivitat wurde jedoch in weiteren Studien eingeschrankt, und als deutlich
von der Spannung abhangig beschrieben (Bezprozvanny und Tsien 1995, McDonough
und Bean 1998), so dass in Bezug auf den optimalen Blocker und dessen optimale
Konzentration zur Untersuchung der T-Typ-Calciumkanale im Rahmen der enterischen
Nervensystems sicherlich eine immunhistochemische Darstellung der vorhandenen
Subtypen und ihrer Lokalisation und die Entwicklung subtypspezifischer Blocker
interessant ware.

Gerade in Bezug auf eine Prasenz oder gar die Lokalisation der spannungsabhangen
Calciumkanale vom T-Typ innerhalb des enterischen Nervensystems gibt es so gut wie
keine Daten.

Ihre durch elektrophysiologische Charakteristika bedingte Funktion in der Bildung und
Weiterleitung von Aktionspotentialen, bzw. Verstarkung von Signalen entlang von
Dendriten an neuronalen Zellen und der Schrittmacherfunktion beispielsweise an
kardialen Zellen scheint auch innerhalb des Gastrointestinaltrakts eine Rolle zu spielen.
Kirzlich verdffentlichte Daten deuten auf eine Beteiligung der spannungsabhangigen
Calciumkandle vom T- Typ an der Funktion der Schrittmacherzellen des
Gastrointestinaltrakts, der ICCs (Lee et al 2007).

Zusammengefasst ergibt sich somit aus den in dieser Arbeit durchgeflihrten
Untersuchungen und der Literatur kein Hinweis auf eine direkte Rolle des T- Typ-

Calciumkanals an der Freisetzung der inhibitorischen NANC- Transmitter NO und VIP.

5.2.5. Rolle der spannungsabhédngigen Calciumkanéale vom R- Typ

Weder bei der K'- induzierten VIP-Freisetzung, noch an Untersuchungen der NOS-
Aktivitat zeigte sich in der vorliegenden Arbeit ein Effekt nach Blockierung des R-Typ-

Calciumkanals durch Nickel (Ni**).
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Der erst nach unseren Versuchsreihen entdeckte spezifischen Blocker des R-Typ
Calciumkanals SNX-482 zeigte an Untersuchungen der Calciumstréme myenterischer
Neurone des Meerschweins parallele Ergebnisse zu dem auch in den vorliegenden
Versuchen verwendeten NiCl, (Bian et al 2004).

Eine zumindest unmittelbare Rolle des R-Typ-Kanals bei der Freisetzung der
untersuchten Transmitter scheint somit ausgeschlossen.

Funktionelle Untersuchungen deuten auf eine relativ grofden Anteil (50%) der R-Typ-
Kanale an den Calciumstromen der  myenterischen Neurone  des
Meerschweinchenileums (Bian et al 2004). Elektrophysiologische Untersuchungen
zeigen eine Aktivierung der R- Typ-Kanale unter Depolarisationen wie sie wahrend
somatodendritischen oder synaptischen Aktionspotentialen erreicht werden. Eine Rolle
bei der Regulierung der neuralen Erregbarkeit wurde deshalb postuliert (Bian et al 2004),
auch eine Funktion bei der Neurotransmitterfreisetzung konnte nicht ausgeschlossen
werden. Ein immunhistochemischer Nachweis der o1E-Untereinheit wurde bisher am
enterischen Nervensystem nicht durchgeflihrt. Am ZNS zeigten sich a1E Untereinheiten
immunhistochemisch weit verbreitet besonders in Mittellinienstrukturen wie Kauda-
Putamen, Thalamus und Hypothalamus, Amygdala, Cerebellum und verschiedenen
Nucleii des vorderen Mittelhirns, wo sie Uberwiegend in Zellsoma und teilweise auch in
Dendriten auftreten (Yokoyama et al 1995).

Wenige Daten gibt es bisher, die eine Rolle des R-Typkanals bei der Freisetzung von
Transmittern belegen. Hinweise auf eine Beteiligung, wenn auch geringerer Effizienz als
die des N- und P- Typkanals, bei der synaptischen Weiterleitung eines Aktionspotentials
Uber eine Freisetzung von Transmittern, ggfs. tber Mobilisierung der Vesikel ergaben
Patch- Clamp Studien cerebraler Synapsen von Ratten (Wu et al 1998).

Anhand der in der vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnisse ist eine direkte
Beteiligung des R-Typ-Kanals an der nicht adrenergen, nicht cholinergen Transmission
Uber die Freisetzung von NO und VIP unwahrscheinlich. Seine Lokalisation, sein Beitrag
zur intrazellularen Calciumkonzentration und seine Funktion in den calciumabhangigen
Vorgangen innerhalb des enterischen Nervensystems ist jedoch durch die Daten der

Literatur Iangst nicht ausreichend geklart und bedarf weiterer Untersuchungen.

5.2.6. _ Charakterisierunq des Einflusses K'- Depolarisations- induzierter

indirekter Mechanismen

Aufgrund der Zusammensetzung der Neurotransmitter enterischer Motorneurone schien

eine Beeinflussung oder Interaktion durch weitere Transmitter moglich. Wenn also
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Neurotransmitter calciumabhangig ausgeschittet zu einer Stimulation der VIP-
Freisetzung oder der NO-Synthese filihren, kdnnte eine verminderte Calciumzufuhr auch
indirekt Uber eine Reduzierung der Neurotransmitterausschittung eine Reduzierung der
VIP- und/ oder NO- Freisetzung zur Folge haben. Aus diesem Grund wurde der Effekt
einiger relevanter Transmitter (siehe auch Kap 4.2) in Bezug auf die Freisetzung von VIP
und/ oder NO am Modell der Synaptosomen untersucht.

Acetylcholin spielt in der Regulation der enterischen Motilitat eine entscheidende Rolle,
und gilt als der wichtigste exzitatorische Transmitter (Furness und Costa 1987). Eine
Beeinflussung der inhibitorischen Transmission Uber einen modulierenden Effekt der
Freisetzung inhibitorischer Transmitter wurde beispielsweise an LMMP- Praparationen
gezeigt, die auf eine Hemmung der NOS via Aktivierung muskarinerger Rezeptoren tUber
Azetylcholin, und eine Stimulierung der NOS- Aktivitat Uber nikotinerge Rezeptoren
deuteten (Hebeiss und Kilbinger 1999, Shuttleworth et al 1995).

Eine Abhangigkeit der Acetylcholinfreisetzung von einem Einstrom extrazellularen
Calciums Uber spannungsabhangige Calciumkanale wurde durch verschiedene Daten
nachgewiesen. Eine tragende Rolle der L-Typ- und eine eingeschrankte Beteiligung der
N-Typ- Calciumkanale bei der muskarinerg gesteuerten Freisetzung von Acetylcholin
konnte beispielsweise an der Harnblase von Ratten gezeigt werden (Somogyi et al
1997). Innerhalb des enterischen Nervensystems fanden Marino et al eine Abhangigkeit
der Acetylcholinfreisetzung vom N- und L-Typ -Calciumkanal (Marino et al 1993) am
Kolon des Meerschweinchens und auch am lleum des Meerschweins deuteten
Untersuchungen des myenterischen Plexus eine Involvierung der N-Typ Calciumkanale
in die Freisetzung von Acetylcholin an, wahrend hier die L-Typ- Calciumkanale keine
Rolle spielte (Gomez et al 1996). Eine durch Hemmung der einzelnen Calciumkanale, -
speziell des N- und L- Typ— Calciumkanals - konnte also zu einer Hemmung der
Acetylcholinfreisetzung und im hypothetischen Falle einer Acetylcholin induzierten VIP-
oder NO- Freisetzung damit zu einer reduzierten Freisetzung der beiden Transmitter
fUhren.

Im Falle der Freisetzung von NO zeigte in den durchgefiihrten Versuchen der Agonist
cholinerger Rezeptoren Carbachol keinen signifikanten Effekt. Auch eine
Antagonisierung des cholinergen muskarinergen Rezeptors Uber Atropin beeinflusste die
NO- Freisetzung nicht, so dass auch ein Einfluss tonisch freigesetzten Acetylcholins auf
die NOS- Aktivitat unwahrscheinlich ist.

Die gefundenen Ergebnisse bestatigen Daten aus LMMP- Praparationen des
Meerschweinchenmagens, die weder einen Einfluss cholinerger Agonisten noch
muskarinerger oder nikotinerger Antagonisten auf die inhibitorische NANC- Relaxation

beobachteten (Todorov et al 2003). Der Widerspruch zu den Daten einer Stimulation der
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NOS Uber nikotinerge Rezeptoren (Hebeiss und Kilbinger 1999, Shuttleworth et al 1995)
oder einer mdglichen Hemmung der NOS Uber muskarinerge Rezeptoren (Hebeiss und
Kilbinger 1999, Berrino et al 1995) kénnte durch die verschiedenen Untersuchungs-
modelle bedingt sein. Die hier gefundenen Daten waren entsprechend ein Hinweis auf
eine Beteiligung weiterer Neuromodulatoren innerhalb des enterischen Nervensystems
in der Verknupfung des cholinergen Signals mit der nitrergen inhibitorischen Antwort.
Kimura et al beschrieben eine iber muskarinerge Rezeptoren vermittelte Acetylcholin
induzierte VIP- Freisetzung am lleum des Hundes (Kimura et al 1994), auch diese Daten
konnten in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden, da weder Carbachol, noch der
Antagonist Atropin einen Effekt auf die basale VIP-Freisetzung zeigten. Insofern scheint
auch kein direkter Einfluss tonisch freigesetzten Acetylcholins auf die Freisetzung von
VIP vorhanden.

Damit scheint ein Uber Acetylcholin  vermittelter indirekter Effekt der
spannungsabhangigen Calciumkanale auf die Freisetzung von VIP und NO
ausgeschlossen.

Auch fur Substanz P, einem weiteren bedeutenden exzitatorischen Transmitter des
enterischen Nervensystems ist eine Modulation der deszendierenden inhibitorischen
Transmission des Gastrointestinaltrakts beschrieben, so zum Beispiel im lleum des
Meerschweins (Johnson et al 1998).

Uber welchen Weg, bzw. lber welche Transmitter diese Beeinflussung erfolgt, war
bisher kaum untersucht. In den durchgefiihrten Versuchsreihen zeigte Substanz P weder
eine signifikante Steigerung noch eine Hemmung der VIP-Freisetzung. Somit scheint
eine direkte Beeinflussung der VIP- Freisetzung, aber auch eine direkte Aktivierung der
fur die VIP-Freisetzung notwendigen Calciumkanale durch Substanz P unwahrscheinlich.
Interessant ist in diesem Zusammenhang ist jedoch die Stimulierung der VIP-Freisetzung
durch den Tachykininrezeptor- Antagonisten Spantide. Diese Ergebnisse weisen auf
einen hemmende Wirkung tonisch freigesetzter Tachykinine auf die VIP-Ausschittung.
Moglicherweise findet diese jedoch Uber andere Agonisten als Substanz P oder indirekt
Uber Modulation weiterer Mechanismen bzw. Einschaltung weiterer Transmitter statt.
Bezogen auf die NOS- Aktivitat konnte kein signifikanter Effekt, weder durch eine
Stimulation tachykininerger Rezeptoren, noch Uber eine Hemmung durch den
Antagonisten Spantide erreicht werden, so dass ein indirekter Einfluss der
Calciumkanale auf die NOS Uber eine Modulation der Substanz P- Freisetzung
ausgeschlossen werden kann. Eine Freisetzung von NO wie sie via tachykininerger NKs-
-Rezeptoren auf deszendierenden Reflexbahnen (Maggi et al 1994b), oder auch aus
inhibitorischen Motorneuronen Uber NK; —Rezeptoren (Lecci et al 1999) beschrieben

wird, kbnnen am Synaptosomenmodell nicht bestatigt werden.
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Untersuchungen an verschiedenen Spezies wie Ratte, Meerschwein, Hund oder auch
am Mensch weisen auf eine modulierende Rolle der Opioide im Rahmen der nicht
adrenergen nicht cholinergen Transmission, so zeigten Storr et al am Magenfundus der
Ratte eine Hemmung der NANC- Relaxation Uber eine Aktivierung des p-Rezeptors
durch Endomorphine (Storr et al 2002). Auch am Magen des Meerschweins flhrte
Loperamid, ein unselektiver y- Rezeptoragonist, zu einer Hemmung der 5-HT induzierten
NANC- Relaxation (Meulemans et al 1993), und Agonisten der p- und k —Rezeptoren
reduzierten die Amplitude der durch transmurale Nervenstimulation am Zirkularmuskel
des Hundedarms hervorgerufenen NANC- inhibitorischen Potentiale (Bauer und
Szurszewski 1991).

Auch immunhistochemische Studien welche Kolokalisationen der Opiodrezeptoren und
der NANC- Transmitter VIP und NO untersuchten, legen mdgliche gegenseitige
Beeinflussungen nahe, so fanden sich am Meerschweinchendarm eine Immunreaktivitat
fir u- Rezeptoren in 68% der VIP enthaltenden und in 60% der NOS enthaltenden
myenterischen Neuronen (Ho et al 2003). Im myenterischen Plexus des Schweins zeigte
sich der A-Rezeptor ebenfalls auf NOS und VIP enthaltenden Neuronen (Poonyachoti et
al 2002).

Hinweise auf eine opioidinduzierte Hemmung der NO- Freisetzung aus inhibitorischen
Neuronen wurden unter anderem an in vitro Versuchsreihen der zirkuldren Muskulatur
des Meerschweinchenileums (Lenard et al 1999), und an isolierten Muskelstreifen des
Pylorus des Hundes (Bayguinov und Sanders 1993) postuliert. Keine Daten gab es
bisher zu den involvierten Transmittern am subzelluldren Modell.

Bezogen auf eine Freisetzung von NO konnte am Synaptosomenmodell kein Effekt der
Opioidrezeptoren nachgewiesen werden. So scheint ein direkter Einfluss der Opioide auf
die NO- Freisetzung am Dinndarm der Ratte unter den vorliegenden Bedingungen nicht
vorhanden. Nicht nachgegangen werden konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit der
Frage, ob dieser Effekt eine Beeinflussung véllig ausschlie3t, oder ob evt. im Kontext
einer pathologischen Veranderung eine Verschaltung des Opioidsystems mit dem NO-
System erfolgt.

Die gefundenen Ergebnisse zeigen einerseits eine Abhangigkeit der VIP-Freisetzung von
einem Einstrom extrazellularen Calciums Uber spannungsabhangige Calciumkanale vom
N- und P-Typ, andererseits konnte eine Hemmung der VIP-Freisetzung Uber eine
Aktivierung des k- Opioidrezeptors gezeigt werden. Die hemmende Wirkung des «-
Rezeptors ware beispielsweise Uber eine indirekte Hemmung des N-Typ- Calciumkanals
erklarbar. Hinweise fir eine opioidvermittelte Hemmung spannungsabhangiger
Calciumkanale sowohl vom N- als auch vom P- und Q- Typ durch p — ebenso wie «-

Rezeptorenagonisten finden sich am ZNS (Moises et al 1994, Wiley et al 1997), und
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auch am enterischen Nervensystem wurde am lleum des Meerschweinchens durch
Aktivierung des «-Opiatrezeptors via inhibitorischen G-Proteins eine Hemmung des
spannungsabhangigen N- Typ- Calciumkanals gezeigt (Kojima et al 1994). Weitere
Untersuchungen zum Mechanismus der k- Rezeptor vermittelten Hemmung der VIP-
Freisetzung waren daher sicher interessant, waren aber im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht relevant.

Nicht bestatigt werden konnten mit den am Modell der Synaptosomen gefundenen
Ergebnissen daher die Daten am Magenfundus der Ratte, die auf eine entscheidende
Rolle der u- Rezeptoren an der Hemmung der NANC- induzierten Relaxation deuteten.
Eine mdgliche Erklarung fur diese scheinbare Diskrepanz ware jedoch durch die bereits
zuvor erwahnte unterschiedliche Verteilung und besonders die unterschiedliche
Kolokalisation der Opioidrezeptoren mit anderen Rezeptoren und Transmittern, die
bereits auf unterschiedliche Funktionen in den verschiedenen Abschnitten des
gastrointestinalen Systems weisen.

Die zu prifende Hypothese einer calciumabhangigen Freisetzung eines Transmitters, in
diesem Fall der Opioide — und einer dadurch bedingten Stimulation der VIP- Freisetzung
oder der NO- Synthese hatte entsprechend eine Zunahme der VIP- Freisetzung bzw.
NOS- Aktivitat durch Aktivierung des k- Opioidrezeptors erwarten lassen. Der
gegenteilige Effekt an der VIP- Freisetzung, der fehlende Effekt an der NOS- Aktivitat
und der fehlende Effekt des Antagonisten Naloxon deuten jedoch auf einen direkten

Einfluss der spannungsabhéangigen Calciumkanale auf die NOS und VIP-Freisetzung.

5.2.7. Beeinflussung der NOS- Aktivitidt durch einen Rezeptor- aktivierten

Calciumeinstrom

Am Gehirn zeigten Untersuchungen einen die neuronale NOS regulierenden
Calciumeinstrom Uber den glutaminergen NMDA- Rezeptor (Garthwaite et al 1988).
Auch im Gastrointestinaltrakt wurden innerhalb des myenterischen Nervengeflechts
neben weiteren Rezeptoren des Glutamat sowohl NMDA- Rezeptoren nachgewiesen
(Liu et al 1997), als auch eine Zunahme des Calciumspiegels in enterischen Neuronen
durch Glutamat gezeigt (Kimball und Mulholland, 1995). Im LMMP- Versuch wurde eine
Freisetzung des Glutamats aus enterischen Nerven in Abhangigkeit der N-, P/Q-, und mit
einer geringeren Beteiligung auch des L- Typ-Calciumkanale festgestellt (Reis 2000).
Eine Bedeutung als exzitatorischer Transmitter der - kolokalisiert mit Acetylcholin in
enterischen Neuronen- Uber den NMDA -Rezeptor langsame EPSPs auslost, wird

postuliert (Liu et al 1997). Um diesen Weg des Calciumeinstroms an enterischen
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Synaptosomen bezogen auf seinen Einfluss auf die NOS zu prifen, wurden sowonhl
Glutamat als auch der NMDA- Antagonist in die Versuchsreihen einbezogen.

Da keine der Substanzen zu einem signifikanten Effekt der NOS- Aktivitat fuhrten, muss
angenommen werden, dass der NMDA- Rezeptorkanal im enterischen Nervensystem
keine oder nur eine untergeordnete Rolle im Regulationsmechanismus der NOS
darstellt. Damit scheinen die fir die neuronale NOS bendtigten Calciumressourcen in

den unterschiedlichen Organen auf unterschiedliche Wege bereitgestellt zu werden.

5.2.8. Beeinflussung der durch exogen zugefiihrtes NO ausgeldsten VIP-

Freisetzunq durch subtypspezifische Calciumkanalblocker

NO und VIP gelten unabhangig voneinander als wichtige Neurotransmitter der nicht-
adrenergen nicht-cholinergen Transmission an inhibitorischen Motorneuronen des
Gastrointestinaltrakts. Eine Kolokalisierung dieser beiden Transmitter wurde in
deszendierenden inhibitorischen Neuronen des myenterischen Plexus und in
Nervenendigungen verschiedener Spezies nachgewiesen (Furness et al 1995a, Wang
1998) Beide Substanzen wirken synergistisch (ber unterschiedliche Signal-
transduktionswege - NO Uber einen cGMP, VIP uber einen cAMP- abhangigen
Mechanismus- relaxierend auf die glatte Muskulatur (Murthy und Makhlouf 1995, Keef et
al 1994) und sind in die Steuerung vasomotorischer und sekretorischer Prozesse
involviert (Lundberg 1996, Mourad 1999). Eine Interaktion zwischen VIP und NO
erscheint daher naheliegend und wurde in einer Reihe von funktionellen Studien im
Gastrointestinaltrakt nachgewiesen (Grider et al.1993, Matsuyama 2002). Eine
Stimulierung der VIP-Freisetzung durch endogenes und durch exogenes NO wurde
bereits in vorhergehenden Studien gezeigt (Daniel et al 1994, Grider und Jin 1993,
Allescher et al 1996). Wahrend jedoch sowohl die tonische, als auch die K*- induzierte
VIP Freisetzung in den vorliegenden Daten unter calciumfreien Bedingungen oder durch
Calciumkanalblocker signifikant reduziert wurden, zeigte sich durch
Calciumkanalblockade kein Effekt auf die VIP-Freisetzung nach NO- Stimulation.
Nachdem die vorhergehenden Versuche auf eine Beteiligung der N- und P-Typ-
Calciumkanale an der Freisetzung der K'- induzierte VIP hindeuteten, und fir die
Exozytose der Transmittervesikel prinzipiell Calcium bendtigt wird, stellt sich nun die
Frage nach mdglichen Erklarungen fir die gefundenenen Ergebnisse. An cerebralen
Synaptosomen des Hippocampus wurde eine NO gesteuerte calciumunabhangige
Exozytose eigentlich calciumabhangiger Vesikel beschrieben (Meffert et al 1994, Sporns

und Jenkins 1997). Weitere Untersuchungen zeigten einen wieder calciumunabhangigen
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direkten NO- Einfluss auf die zur Kontrolle der Vesikelexozytose notwendige Proteinkette
(Meffert et al 1996). Ein Weg der Signaltransduktion durch NO scheint Uber die
Erhdhung des intrazellularen cyclischen GMP mit folgender Aktivierung der
Phosphodiesterase V (PD) und der Proteinkinase G (PKG) zu funktionieren, wobei die
Reaktionsméglichkeiten  der PKG  wiederum  vielfaltig sind, und Uber
Substratphosphorylierung, Cytoskelettbeinflussung, Erhéhung des intrazellularen
Calciumspiegels und damit auch moglicher Neurotransmitterfreisetzung durch
Vesikelexozytose reichen (Wang und Robinson 1997). Eine Involvierung des cGMP/ PD
V und cGMP/ PKG Signalweges konnte auch bezogen auf die NO-induzierte VIP-
Freisetzung gezeigt werden (Kurjak et al 2001). Dies deutet auf eine Beteiligung der
Phosphodiesterase und Proteinkinase G bei der durch NO stimulierten Freisetzung von
VIP aus den Vesikeln der enterischen Nervenendigungen. Zusammen mit den in der
vorliegenden  Arbeit gefundenen Daten einer Unabhangigkeit von den
spannungsabhangigen Calciumkanalen, scheinen die PD und PKG entweder Uber
intrazelluldre Calciumspeicher oder auch Uber calciumunabhangige Signalwege z.B.
Uber Phosphorylierungsvorgange fir die VIP-Freisetzung nach NO-Stimulation
verantwortlich zu sein. Einen Einfluss sarkoplasmatischer intrazellularer Calciumspeicher
fur die inhibitorische Wirkung des NO wurde postuliert (Franck et al 1998)

Anhand der durchgefihrten Untersuchungen zeigt sich zusammengefasst ein
dominanter und offenbar direkter Einfluss der spannungsabhangigen Calciumkanale
vom P- und vom N-Typ auf die Freisetzung von VIP an enterischen Neuronen der Ratte,
und der spannungsabhangigen Calciumkandle vom P-, L- und vom N-Typ auf die
Aktivitat der NO- Synthase.

Die durch Blockade der jeweiligen Calciumkanale erreichte Hemmung der Freisetzung
zeigt einen eminenten Anteil des Calciumstroms der jeweiligen Kanadle an der
Freisetzung der beiden Transmitter, offen bleibt jedoch warum durch die einzelne oder
auch die additive Anwendung der Blocker keine vollstandige Inhibition der VIP-
Freisetzung oder der NOS- Aktivitat erzielt wurde.

Mehrere Erklarungen flr diese Beobachtungen scheinen maéglich. Zum einen stellt sich
die Frage nach von spannungsabhangigen Calciumkanalen unabhangigen Freisetzungs-
mechanismen, wie sie in der vorliegenden Arbeit beispielsweise fur die NO- vermittelte
VIP-Freisetzung beschrieben wurden. Auch eine Calciumbereitstellung durch
intrazelluldre Calciumlieferanten ware moglich, ein Hinweis fur diesen Mechanismus
kdnnte z.B. die verbleibende Restaktivitdt der NOS bzw. VIP-Freisetzung der unter durch

EGTA erwirkten calciumfreien Bedingungen durchgefihrten Versuche sein.
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Als dritte grundsétzliche Erklarung fir den Anteil an Restaktivitat der NOS bzw. VIP-
Freisetzung nach Blockade der Calciumkanale kdénnte eine Calciumzufuhr Uber
Ligandengesteuerte lonenkandle in Betracht gezogen werden. Fur den Glutamat-
aktivierten Calciumkanal wurde dies bezuglich der nNOS ausgeschlossen. Die
abschliefiende Klarung der Rolle ligandengesteuerter Calciumkanale ist Aufgabe
weiterer Forschungen.

Und schliellich deutet die bereits nachgewiesene Diversitat der Subtypen
spannungsabhangiger Calciumkanale und die Hinweise auf zahlreiche weitere Isoformen
mit unterschiedlichen elektrophysiologischen oder pharmakologischen Charakteristika
auf eine mogliche Prasenz weiterer spannungsabhangiger Calciumkanale innerhalb des
enterischen Nervensystems, deren immunhistochemische Nachweise durch fehlende
Antikorper, und deren Bestimmung funktioneller Eigenschaften durch fehlende

spezifische Blocker noch ausstehen.

Die physiologische Bedeutung des Einflusses verschiedener  Subtypen
spannungsabhangiger Calciumkanéale bei der Freisetzung von VIP und NO kann aus den
Ergebnissen nicht abgeleitet werden. Aufgrund der Komplexitat des enterischen
Nervensystems und der durch zahlreiche Faktoren beeinflussbaren Verschaltungen
innerhalb dieses Systems waren mdgliche Erklarungen zum einen eine Lokalisierung der
Calciumkanale auf verschiedenen Neuronen, in der Literatur ist jedoch auch die
gemeinsame Prasenz unterschiedlicher Subtypen spannungsabhangiger Calciumkanale,
und selbst Isotypen eines Subtyps beschrieben, so dass diese Mdglichkeit als
unwahrscheinlich oder nur teilweise zutreffend gewertet wird.

Eine weitere Erklarung fir den Nutzen unterschiedlicher spannungsabhangiger Calcium-
kanalsubtypen zur Freisetzung eines Transmitters liegt - bei angenommener
Kolokalisation der verschiedenen Subtypen - in der durch ihre jeweiligen Charakteristika
bestimmten Regulierbarkeit durch extrazellulare Substanzen oder durch intrazellulare
Komponenten. Dies wiirde entsprechend zu der Plastizitat der enterischen Transmission
beitragen.

Die wachsende Kenntnis Uber die Vielfalt der Moglichkeiten innerhalb des
Nervensystems in diese Prozesse einzugreifen, sie zu modulieren, zu hemmen oder zu
verstarken zeigt jedoch, dass Untersuchungen an nur einem Modell - wie hier an den
Synaptosomen - nicht ausreichen, um die Komplexitat dieser Steuerungsmechanismen
vollstandig zu ergrinden. Genannt sei in diesem Fall beispielsweise der Einsatz des
Calmodulin als bendtigten Kofaktor der NOS- Aktivitdt. Seine multifunktionale Rolle
innerhalb der Zelle schliel3t wie bereits unter Kapitel 4.2.3 erwahnt auch einen Einfluss

auf die spannungsabhangigen Calciumkanale nicht aus. Da jedoch auch die Art dieses
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Einfluss von weiteren Faktoren wie z.B. der Bindungsstelle des Calmodulin an den
jeweiligen Calciumkanal oder auch der Bindungsstelle des Calcium an das Calmodulin
abhangt (siehe Kap 4.3.2), ist eine Vorhersage auf den durch die Calmodulinzugabe
mdglicherweise veranderten Effekt des Calciumstroms durch spannungsabhangige
Calciumkanale anhand der heutigen Datenlage und der gefundenen Ergebnisse nicht
definitiv méglich.

Ein durch Calmodulinzugabe im NOS- Assay erwirkter CaM/ Ca?*-Komplex an den
spannungsabhangigen Calciumkanalen kénnte einerseits eine Hemmung eines oder
verschiedener Kanale mit konsekutiv geringerer Calciumzufuhr und damit geringerer
NOS- Aktivitat bedingen. Eine vollstandige Hemmung der Calciumzufuhr ist in Betracht
der gewonnenen Ergebnisse jedoch auszuschliefen. Der umgekehrte Fall einer
Stimulierung des Calciumstroms durch eine Bindung eines CaM/ Ca?-Komplex und
damit moglicherweise einer Zunahme oder zeitlichen Verschiebung der NOS-
Aktivitatskurve kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, ein Einfluss auf die
untersuchte Rolle der spannungsabhangigen Calciumkanale bei der NO-Freisetzung
scheint aber unwahrscheinlich.

Zusammenfassend zeigten die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse einen
entscheidenden Einblick in die Regulation der Freisetzung der inhibitorischen NANC-
Transmitter VIP und NO Uber die spannungsabhangigen Calciumkanale. Dabei zeigte
sich das Modell der Synaptosomen als besonders geeignet um den direkten Einfluss der
Calciumkanale zu untersuchen. Weitere Untersuchungen an verschiedenen Modellen
zum Mechanismus der Calciumkanalabhangigen Freisetzung der beiden Transmitter und
besonders zu den extra- und intrazelluldaren Mechanismen der Regulierung dieser

Calciumkanale scheinen daher fiir die Zukunft auerst interessant.

Die Kenntnis der Rolle der spannungsabhangigen Calciumkanale bei der Freisetzung
der inhibitorischen Transmitter VIP und NO stellt sicherlich nur einen kleinen Baustein im
Verstandnis der komplexen Regulierung der gastrointestinalen Motilitat dar. Doch auch
in Anbetracht der Beeintrachtigung der inhibitorischen NANC- Transmission in
pathologischen  Veranderungen des Verdauungstrakts, und der bekannten
Veranderungen der Calciumkanale unter pathologischen Bedingungen wie
posttraumatischen oder anderen neuropathologischen Zustdnden in Rickenmark und
dorsalen Wurzelganglien (Luo et al 2002, Xiao et al 2007), scheint das Wissen um die
Rolle der Calciumkanale in der Physiologie der enterischen Transmission wichtig flr
weitere Untersuchungen, und damit evt. auch Entwicklungen von Therapieansatzen bei

krankhaften Veranderungen des Gastrointestinaltrakts.
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6. Zusammenfassung

Die Transmitter Stickstoffmonoxid (NO) und Vasoaktives intestinales Peptid (VIP) sind
fur die inhibitorische nicht- adrenerge, nicht cholinerge (NANC)- Transmission im
enterischen Nervensystem von zentraler Bedeutung. Die NANC- Transmission ist
entscheidend beteiligt an der koordinierten Steuerung komplexer Motilitdts- und
Sekretionsvorgange des Gastrointestinaltrakts.

Eine wesentliche Rolle bei der Freisetzung von Neurotransmittern spielt der Einstrom
extrazellularen Calciums Uber spannungsabhangige Calciumkanale. Diese werden
entsprechend ihren jeweiligen pharmakologischen und elektrophysiologischen
Merkmalen im wesentlichen in 6 Subtypen unterteilt, und nach ,alter* Klassifikation als
L-, N-, P-, Q-, R- und T- Typ Calciumkandle bezeichnet. Eine Erweiterung der
Nomenklatur greift molekularbiologische Unterschiede der jeweiligen Subtypen auf und

benennt die einzelnen Kanale nach einem ,Ca, x.y “- Schema.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diejenigen spannungsabhangigen Calciumkanale
zu identifizieren, welche in die VIP- Freisetzung und die NO- Synthese in enterischen
Nervenendigungen der Ratte involviert sind.

Bezogen auf die Freisetzung des Vasoaktiven intestinalen Peptids wurde zum einen
eine Abhangigkeit der durch K*- Depolarisation ausgelosten VIP- Freisetzung von der
Aktivierung spannungsabhangiger Calciumkanale vom P- und vom N- Typ nach-
gewiesen. Keinen Einfluss zeigten wiederum die spezifischen Calciumkanal- Blocker
auf die durch exogenes NO herbeigeflihrte VIP- Freisetzung. Dies deutet auf einen
anderen Mechanismus der NO- induzierten VIP- Sekretion, beispielsweise Uber eine
Aktivierung intrazellularer Calciumspeicher.

Die Steuerung der NO- Synthese erwies sich in den durchgefiihrten Untersuchungen
abhangig sowohl von einer Aktivierung des P- und N- Typ-, als auch des L- Typ-
Calciumkanals. Ein zusatzlicher Einfluss Liganden- aktivierter Calciumkanale an der
Steuerung der NOS- Aktivitat wie sie fir den NMDA- Kanal am ZNS beschrieben ist,
wurde fir das enterische Nervensystem des Dunndarms der Ratte am
Synaptosomenmodell nicht gefunden.

Ein indirekter Einfluss der spannungsabhangigen Calciumkanale Uber eine K'-
Depolarisations- bedingte, und Calciumkanalabhangige Freisetzung weiterer
Transmitter des enterischen Nervensystems, wie Acetylcholin, Substanz P oder die
Opioide auf die Freisetzung von VIP oder NO konnte ausgeschlossen werden.

Somit wurde in der vorliegenden Arbeit die Rolle der spannungsabhangigen

Calciumkanale bei der inhibitorischen Transmission des Gastrointestinaltrakts auf
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zellularer Ebene umfassend charakterisiert, und Ergebnisse aus friiheren funktionellen
Studien bestatigt.

Eine Steuerung der Freisetzung der beiden Transmitter VIP und NO scheint daher
differentiell direkt Uber eine Modulation der P- und N- Typ-Calciumkanale und
zusatzlich des L-Typ-Calciumkanals fiir die NO- Freisetzung méglich. Dies stellt einen
interessanten Aspekt vor dem Hintergrund multipler Strategien zur Modulation
defizienter inhibitorischer, insbesondere NO- abhangiger Neurotransmission
beispielsweise im Rahmen einer diabetischen Neuropathie dar. Unter den bisherigen
Ansatzen einer Beeinflussung der enterischen inhibitorischen Transmission seien
beispielsweise die Transplantation nitrerger Neurone nach Kultivierung von
Stammzellen, der Einsatz von NO- Donoren, oder von PDE- Hemmern wie Sildenafil
mit deren jeweiligen Limitationen genannt.

Aus den hier gewonnenen Daten ergeben sich nun weitere potenzielle therapeutische
Optionen. Ein Ansatz bestdnde beispielsweise in der direkten Beeinflussung der
Aktivitat der jeweiligen spezifischen Calciumkanale, welche fur die Freisetzung der
jeweiligen Transmitter verantwortlich sind. Denkbar ist hier abgesehen von der
Blockierung Uber spezifische Substanzen auch eine Modulation der Eigenschaften des
Kanals — wie z.B. der Leitfahigkeit oder der Offnungswahrscheinlichkeit - Gber
Anwendung oder Aktivierung extra- oder intrazellularer Faktoren.
Interventionsmdglichkeiten ergeben sich theoretisch auch im Rahmen der
Signaltransduktionskaskade nach Aktivierung der  spannungsabhangigen
Calciumkanale bis zur Transmitterfreisetzung.

Weitere Studien zum genauen Mechanismus der Calciumkanalgesteuerten
Freisetzung der Transmitter und der Zusammensetzung und Bedeutung der
Untereinheiten der jeweiligen spannungsabhangigen Calciumkanale sind entsprechend
fur das Verstandnis der synaptischen Plastizitat des enterischen Nervensystems und
damit der Steuerung der Motilitdt von herausragender Bedeutung. Bezogen auf die
inhibitorische Transmission wurde in der vorliegenden Arbeit mit der Identifizierung
derjenigen spannungsabhangigen Calciumkanale, die an der Freisetzung der beiden
Transmitter VIP und NO beteiligt sind, die Grundlage fiir zukiinftige Forschungen
geschaffen.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten stellen daher einen wichtigen Ausgangspunkt zur
Erforschung der calciumabhangigen Signaltransduktion innerhalb des Gastro-

intestinaltrakts dar.
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